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RESUMEN

Los posos de café (SCG) son un residuo generado a nivel mundial como
consecuencia del procesamiento de la bebida del café. Actualmente, su destino
principal son los vertederos provocando contaminacion de acuiferos y emision
de COz a la atmodsfera. Los SCG son ricos en C en forma de carbohidrados,
proteinas, grasas, polifenoles, etc., lo que les hace susceptibles de ser utilizados
como enmienda organica de suelos. Sin embargo, algunos autores han
reportado el caracter fitotéxico de los SCG. Esto unido al interés en la
economia circular para los residuos, ha propiciado la busqueda de
procedimientos de transformaciéon como son el compostaje, vermicompostaje,
pirolisis (genera un residuo sélido denominado biochar), carbonizacion
hidrotermal (genera hidrochar), etc., que bien o eliminan esa fitotoxicidad o dan
lugar a productos de segunda generacién con elevado valor anadido. Por otro
lado, también se ha investigado la capacidad quelante de los SCG, lo que les
hace aptos de ser utilizados como movilizadores de elementos en la
biofortificaciéon agronémica. Por todo esto, el objetivo general de la presente
tesis doctoral fue analizar el empleo de los SCG y sus bio-productos de segunda
generacion (vermicompost, biochar, hidrochar, etc.) como enmiendas organicas
de suelos y en la biofortificacion de plantas comestibles, todo ello desde el
punto de vista fisico, quimico, biolégico, ambiental, etc. El método global de
trabajo fue emplear todos los bio-productos citados en ensayos agronémicos 7
vitro en una camara climatica. Se mezclaron los bio-residuos antes citados con
material de dos suelos agricolas Mediterraneos (Cambic Calcisol y Chromic Calcic
Lanvisol). Posteriormente a su incubacion se analizaron las propiedades fisicas,
quimicas, fisicoquimicas y biologicas. LLos ensayos fueron en unos casos de
incubacion (sin planta) y en otros cultivando Lactuca sativa var. longifolia. En
planta se midieron tanto parametros fisiol6gicos como contenidos en elementos
minerales. Se ha demostrado que la adicién de SCG mejora las propiedades
quimicas y fisicoquimicas del suelo en cuanto a nivel de nutrientes esenciales
como N, P y K. Ademas, se incrementd significativamente la cantidad de
carbono organico en el suelo, aumentando en mayor medida las fracciones
labiles de la materia organica del mismo. En cuanto a las propiedades fisicas,
aumento la estabilidad estructural, debido a su caracter hidrofébico y aumento
la capacidad de retenciéon de agua. Ademas, su adicién acrecento la diversidad
bacteriana del suelo. En suma, la adicién de SCG mejord la calidad global de
los dos suelos agricolas Mediterraneos ensayados. La adiciéon de SCG y sus bio-



productos derivados afecté de forma diferente a los ciclos del C y N del suelo.
Asi, la adiciéon de SCG e hidrochar estimul6 la actividad biolégica, generando
emisiones de COz, mientras que el biochar increment6 el carbono remanente
en el suelo. El vermicompost de SCG actu6 como un fertilizante nitrogenado.
En cuanto al efecto sobre las plantas comestibles, la adiciéon de SCG inhibi6 el
crecimiento de las mismas, pero actué como un agente biofortificador debido
a la capacidad movilizadora de elementos desde el suelo hacia la planta. Ambos
hechos (fitotéxico y biofortificador) parecen estar relacionados con el mismo
tipo de moléculas: los polifenoles. El tratamiento de los SCG que eliminé mas
efectivamente dicha toxicidad fue el vermicompostaje. El resto de los
tratamientos (compostaje, pirolisis, carbonizacién hidrotermal, desengrasado,
lavado con agua y etanol) no fueron efectivos para dicho fin. La generacién de
bioguelatos a partir de los SCG y melanoidinas, funcionalizados con sales de
diversos elementos, fue efectivo ya que incrementdé la reserva de
micronutrientes en el suelo, aunque a nivel de movilizacién de elementos fueron
menos eficaces que los quelatos comerciales. En conclusion, los SCG son un
residuo con una clara vocacion de economia circular, debido a la creacion de
productos de segunda generacion y de alto valor afiadido. Para la aplicaciéon de
este residuo como enmienda organica habria que ensayar procesos de
transformacion para evitar la fitotoxicidad. Por otro lado, el uso de los SCG y
sus bio-productos derivados, todos ellos muy ricos en C, es muy recomendable
como enmienda organica, dado el alto déficit de C de la mayoria de los suelos
en toda el area Mediterranea. Por su caracter fitotéxico, estos bio-productos no
deben ser aplicados en grandes cantidades a los suelos, sino en dosis subtoxicas
a modo de abonos funcionalizados con micronutrientes (bioquelatos),

asociados a fertilizantes convencionales.



ABSTRACT

Spent coffee grounds (SCG) are a waste generated worldwide as a consequence
of the processing of coffee drinks. Currently, its main destination is landfills,
causing contamination of aquifers and emission of CO; into the atmosphere.
SCG are rich in Cin the form of carbohydrates, proteins, fats, polyphenols, etc.,
which makes them susceptible to being used as soil organic amendment.
However, some authors have reported the phytotoxicity of SCG. This, together
with the interest in the creular economy for waste, has led to the search for
transformation procedures such as composting, vermicomposting, pyrolysis
(generates a solid waste called biochar), hydrothermal carbonization (generates
hydrochar), etc., which eliminate this phytotoxicity or give rise to second-
generation products with high added value. On the other hand, the chelating
capacity of SCG has also been investigated, which makes them suitable for
being used as mobilizers of elements in agronomic biofortification. For all this,
the general objective of this doctoral thesis was to analyze the use of SCG and
their second-generation bio-products (vermicompost, biochar, hydrochar, etc.)
as soil organic amendments and in the biofortification of edible plants, all from
a physical, chemical, biological, environmental, etc., point of view. The overall
working method was to use all the bio-products mentioned in 7 vitro agronomic
assays in a climatic chamber. The aforementioned bio-residues were mixed with
material from two Mediterranean agricultural soils (Cambic Caleisol and Chromic
Caleic Luvisol). After its incubation, the physical, chemical, physicochemical, and
biological properties were analyzed. The assays were in some cases of
incubation (without plant) and in others cultivating with Lactuca sativa va.
longifolia. In the plant, both physiological parameters and mineral element
content were measured. The addition of SCG has been shown to improve the
soil chemical and physicochemical properties in terms of the level of essential
nutrients such as N, P and K. In addition, the amount of organic carbon in the
soil was significantly increased, increasing the labile fractions of the soil organic
matter to a greater extent. Regarding physical properties, the addition of SCG
increased the structural stability due to its hydrophobic nature and increased
water retention capacity. In addition, its addition increased the soil bacterial
diversity. In sum, the addition of SCG improved the overall quality of the two
Mediterranean agricultural soils tested. The addition of SCG and its by-products
affected the soil C and N cycles in a different way. Thus, the addition of SCG
and hydrochar stimulated biological activity, generating CO» emissions, while
biochar increased the remaining carbon in the soil. Vermicompost from SCG
acted as a nitrogen fertilizer. Regarding the effect on edible plants, the addition
of SCG inhibited their growth, but acted as a biofortitying agent due to the
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mobilizing capacity of elements from the soil towards the plant. Both events
(phytotoxic and biofortifying) seem to be related to the same type of molecules:
polyphenols. The SCG treatment that most effectively eliminated such toxicity
was vermicomposting. The rest of the treatments (composting, pyrolysis,
hydrothermal carbonization, defatting, washing with water and ethanol) were
not effective for this purpose. The generation of biochelates trom SCG and
melanoidins, functionalized with salts of various elements, was effective since
increased the reserve of micronutrients in the soil, although at the level of
mobilization of elements they were less effective than commercial chelates. In
conclusion, SCG are a residue with a clear vocation for a circular economy, due
to the creation of second-generation products with high added value. For the
application of this residue as organic amendment, transformation processes
would have to be tested to avoid phytotoxicity. On the other hand, the use of
SCG and its derivative bio-products, all of them very rich in C, is highly
recommended as an organic amendment, given the high deficit of C in most of
the soils of the Mediterranean area. Due to their phytotoxic nature, these bio-
products should not be applied in large quantities to soils, but in subtoxic doses
as functionalized fertilizers with micronutrients (biochelates), associated with
conventional fertilizers.
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1.1. ASPECTOS GENERALES DEL CAFE Y LOS POSOS DE
CAFE

1.1.1. Breve historia del café

La palabra café procede de la palabra italiana cajffe, 1a cual procede de la
palabra turca kabve y ésta del arabe clasico gabwah (Diccionario de la Real
Academia Espanola). El café tiene su origen en Etiopia, en el cuerno de Aftica,
probablemente en la provincia de Kafka (ICO, 2020). Los primeros escritos
sobre el café datan del afio 575 en Yemen, pero no fue hasta el siglo XVI en
Persia donde hay referencias del tostado de café para dar lugar a lo que hoy
conocemos como bebida del caté (Mussatto et al., 2011). La provincia de Katka
es considerada el habitat originario del café arabica y Africa central del café
robusta (Murthy y Madhava Naidu, 2012).

El café llegd a Europa en 1615 a través de los comerciantes venecianos.
En esta época también llegaron las otras dos grandes bebidas a Europa: el
chocolate procedente de las Américas en 1528 y el té, el cual se vendié en
Europa en 1610 por primera vez (ICO, 2020). Alemanes, franceses e italianos
buscaban una manera de desarrollar una plantaciéon de café en sus colonias
(Mussatto et al., 2011), pero fueron los holandeses los que obtuvieron las
primeras plantulas y consiguieron cultivarlas en invernaderos (ICO, 2020).
Luego, el alcalde de Amsterdam les dio una planta de café a los franceses, y
comenzaron a cultivar en las islas de Sandwich y Bourbon (Mussatto et al.,
2011). Los holandeses empezaron a cultivar café en la India, y en 1699 llevaron
algiin cultivar a Java, lo que es ahora Indonesia (ICO, 2020). Unos cuantos
afios después, las colonias holandesas se habian convertido en la principal
fuente de suministro de café a Europa. Con las experiencias holandesas y
francesas, el cultivo del café fue llevado a otras colonias europeas. El
crecimiento del mercado europeo favorecié la expansion de la plantacion de

café en los paises africanos y también fue a través de los colonos europeos que
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el café llegd a Puerto Rico, Cuba, Surinam, Santo Domingo y las Guayanas. A
través de las Guayanas, el café llegd a Brasil (Mussatto et al., 2011), siendo este

el mayor productor a nivel mundial en la actualidad (ICO, 2020).
1.1.2. Variedades del café

El género Coffea, el cual pertenece a la familia Rubiaceae, incluye unas 80
especies las cuales prevalecen en Africa y Madagascar (Murthy y Madhava
Naidu, 2012). Las dos especies de planta de café mas importantes son la Arabica
(Coffea arabica 1..) y la Robusta (Coffea canephora Pierre). Arabica es considerada la
planta de café mas noble y engloba el 75% de la producciéon mundial (Figura
1). Mientras que Robusta es mas acida y resistente a las plagas y engloba el 25%
de la produccion mundial (Mussatto et al., 2011). Las plantas de café producen
flores blancas que posteriormente producen frutos rojos llamados cerezas del
café (Murthy y Madava Naidu, 2012). Aunque el 3% de las variedades
pertenecientes a la especie Arabica producen también cerezas amarillas. La
mayoria de las especies necesitan 210 dias para crecer, las enanas necesitan
menos tiempo y las clasificadas como gigantes necesitan 230-240 dias (Klingel

et al., 2020).

Figura 1. Tlustracién de Jemes Sowerby en un libro de botanica medicinal del siglo XIX

sobre la flor blanca, la semilla y la hoja del café arabica (Hoffman, 2014)
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Debido a la importancia del café Arabica en el mercado mundial, a
continuacién, expondremos en un cuadro comparativo (Tabla 1) algunas de las

variedades mas importantes de este tipo de café (Hoffman, 2014).

Tabla 1. Variedades y caracteristicas del café Arabica

Variedad Origen Porte Tamaifio del fruto Rendimiento
Typica Original Alto Medio Medio
Borbén Mutacion de Typica Alto Medio Alto

Mundo Novo  Hibrido natural de Typica y Borbén ~ Bajo Medio Bueno
Caturra Mutacién de Borbon Bajo Medio Bueno
Catuai Hibrido entre Caturra y Mundo Novo ~ Alto Muy grande Bajo

Maragogipe Mutacion de Typica Alto Grande Muy alto
SL-28 Variedad resistente a la sequia Alto Grande Alto
Geisha Origen etiope Alto Medio Medio
Pacas Mutacién natural de Borbon Bajo Medio Bueno

Villar Sarchi Mutacioén natural de Borbén Bajo Bajo Bueno

Pacamara Cruce entre Pacas y Maragogipe Bajo Muy grande Bueno

1.1.3. Procesado del café

El caté es una de las bebidas mas populares en todo el mundo. Es el
segundo producto con mas valor por detras del petréleo; para algunos paises
en vias de desarrollo, las exportaciones de caté suponen mas del 80% de sus
ingresos (ICO, 2020).

Actualmente, mas de 70 paises son productores de caté. En 2018-2019,
la producciéon mundial de café fue de aproximadamente 171 millones de sacos
(60 kg), mientras que el consumo fue de alrededor de 165 millones. Brasil es el
pais mayor productor de café del mundo, con aproximadamente 64 millones de
sacos, seguido de Vietnam con 30 millones de sacos (ICO, 2020). Hoy, 125
millones de personas dependen de la produccion de café para su subsistencia, y

el café se consume en todas partes del mundo (Hoffman, 2014).
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Procesamiento postcosecha

El procesamiento postcosecha ayuda a separar la semilla de las partes
restantes del fruto del café para garantizar la calidad del producto final. El fruto
del café tiene cinco capas, las cuales es necesario extraer en el proceso de
produccién y que daran lugar a los diferentes subproductos (Alves et al., 2017).
De fuera hacia dentro, la cereza del caté (Figura 2) esta compuesta de:

e La piel (epicarpio o exocarpo), una capa monocelular cubierta de una
sustancia cerosa. Puede ser roja, amarilla o rosa cuando esta madura,
dependiendo de la variedad.

e La pulpa (mesocarpo), compuesta por una pulpa carnosa y, en frutos
maduros, una capa de mucilago viscoso pectinaceo.

e FEl pergamino (endocarpo), una cubierta delgada de polisacarido.

e Ta piel de plata, un tegumento delgado que recubre directamente la
semilla

e Dos semillas con forma eliptica

piel
(epicarpio) \

pulpa
(mesocarpio)

piel de
plata

petgamino

semilla

Figura 2. Corte longitudinal de la cereza del café (Mussatto et al., 2011)

El procesado del café puede desarrollarse por diferentes métodos en

funcién del pais productor y de las condiciones locales (p.ej. disponibilidad de
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agua) (Alves et al., 2011). Asi, los principales métodos empleados son el método
seco y método humedo, aunque existen también otros tipos de métodos como

el semiseco y el método mecanico.

e M¢étodo seco. Este proceso es comunmente utilizado para cafés Arabica
brasilefios, etiopes y haitianos, asi como para café Robusta en la mayor
parte del mundo (Alves et al., 2011). El proceso en seco consiste en el
secado de las cerezas del café (hasta un 10-11% de humedad, Franca y
Oliveira (2009)) seguido de un descascarillado mecanico. Las cerezas son
recogidas y colocadas en capas finas, lo mas rapidamente posible
(Figura 3). Este paso es fundamental, junto con el mezclado para
asegurar la calidad del café y evitar la descomposicion por fermentado y
el descoloramiento de las cerezas, debido al alto contenido en agua y
azucares en su composicion. El proceso de secado puede realizarse bajo
el sol o mediante secado mecanico, el cual es recomendado en las zonas
de precipitaciones frecuentes. Durante el secado, las cerezas del café se
desprenden del pergamino y después de 3-4 semanas se procede al
proceso del descascarillado. Durante el descascarillado se desprenden la

piel, la pulpa y el pergamino (Alves et al., 2017).

Figura 3. Secado en mantas de los granos de café (Hoffman, 2014)
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e Método humedo. Este método tiene tres etapas fundamentales: lavado
y seleccion de las cerezas maduras, el desprendimiento de la pulpa y la
termentacion (Alves et al., 2017). El caté obtenido de este proceso sera
un café de mayor calidad que el café procesado mediante el método seco,
y es utilizado para cafés Arabica de alta calidad (Alves et al., 2011). El
proceso de limpieza y cribado se realiza en unos tanques con agua y esta
separacion se realiza por gravedad. Las cerezas maduras se quedan en la
superficie y las verdes o defectuosas se van al fondo del tanque.
Posteriormente tiene lugar la fase de desprendimiento de la pulpa, sin
embargo, queda todavia en la superficie un mucilago responsable de
caracteristicas viscosas no deseables. El proceso de fermentacion (24-
72h) es el responsable de eliminar esta capa gelatinosa (Alves et al,,
2017). Posteriormente tiene lugar el secado, hasta un 12%
aproximadamente de humedad y como ultimo paso seria el
descascarillado de la cereza (Franca y Oliveira, 2009).

e M¢étodo semiseco o semilavado. Se combinan los métodos secos y
humedos anteriormente descritos. El método consiste en un lavado y
cribado de las cerezas mediante gravedad, seguido de un
desprendimiento de la pulpa, y posteriormente secado y descascarillado.
Aqui se elimina el paso de la fermentacion.

e Método mecanico. En este método existen un tipo de maquinas capaces
de quitar la pulpa, el mucilago y lavar el pergamino para dejarlo listo para

el secado y procesado (Ferrao, 2009).
En la Figura 4, podemos ver un esquema de los dos métodos principales

utilizados en el procesado del café, asi como los subproductos obtenidos en el

mismo.

24



METODO SECO [ } METODO HUMEDO

Cosecha

{ Secado ] { Lavado J
Granos
— inmaduros o
Desprendimiento de defectuosos
la pulpa

{ Descascarillado ]

) Pulpa
| Fermentado | 29%
Cascara === |
0 i
12% : { Lavado ]
[ Secado ]
[ Descascarillado ]
Cascara de
— café con
[ Café verde J pergamino
12%
{ Tostado ]
Piel de plata —
1% . Infusion |

l

Posos de café
45%

Figura 4. Esquema general del método humedo y seco del procesado del café.

Adaptado de Franca y Oliveira (2009) y Murthy y Madhava Naidu (2012)

Tostado del café

El tostado del café (Figura 5) es otro de los procesos mas importantes
dentro de la elaboraciéon del café debido a la formaciéon de propiedades
organolépticas especificas como el olor, sabor y el aroma, los cuales afecta a la
calidad de la bebida del café (Mussatto et al,, 2011). El tostado del café
comprende tres fases: secado, tostado o pirolisis y enfriado. En la primera fase
se libera el agua y las sustancias volatiles y el grano de café cambia de color

verde a amarillo. En la segunda etapa es donde tienen lugar la denominada
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reaccion de Maillard en la cual se transforman componentes polifendlicos
naturales en moléculas de una mayor complejidad (Murthy y Madhava Naidu,
2012), asi como también la formaciéon de compuestos organicos como resultado
de la pirolisis (Mussatto et al., 2011). El proceso del tueste suele durar entre 8 a
15 min a una temperatura entre 180 y 240 °C (ICO, 2020). El proceso del tueste
puede ser controlado para influir en tres aspectos fundamentales en el café:
acidez, dulzor y amargor. Es generalmente aceptado que a mayor tueste hay
menos acidez, pero mayor amargor y se obtienen granos de café mas oscuros
(Hoffman, 2014). Los granos de café verde estan compuestos principalmente
de carbohidratos (59-61%), lipidos (10-16%), proteinas (10%), y acido
clorogénico (7-10%) y por bajas cantidades de minerales (4%), acidos alifaticos
(2%) y cafeina (1-2%). Tras el tueste se reduce la cantidad de carbohidratos (38-
42%), proteinas (8%), acido clorogénico (3-4%), mientras que los lipidos (11-
17%), minerales (5%), acidos alifaticos (3%) y cafeina (1-29%) mantienen su
contenido. Pero, ademas, como resultado de estas modificaciones se producen
unos compuestos generados por la reaccion de Maillard, de gran peso
molecular, que son las melanoidinas (Moreira et al., 2012). De estos compuestos

profundizaremos en el apartado composicion general de los posos de café.

Figura 5. Tostado de café en la fabrica de la empresa Good African Coffee en Kampala

(Hoffman, 2014)
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Bebida del café

La preparacion de la bebida del café puede realizarse mediante diferentes
métodos: decoccion (p.¢j. café hervido, café turco, café percolado), infusion
(p-¢j., caté filtrado, cafés napolitanos) o presion (p.ej. moka y cafés espresso)
(Petracco, 2001). En la Figura 6 se muestra la primera maquina de café espresso
patentada en 1905 por La Pavoni, los cuales introdujeron este tipo de café en

Europa y posteriormente al resto del mundo (Hoffman, 2014).

Figura 6. Primera maquina espresso patentada por La Pavoni (Hoffman, 2014)

El café esta compuesto principalmente de agua y materia seca, como
minerales, sustancias organicas (carbohidratos, lipidos, proteinas), alcaloides
(cafeina y trigonelina), acido fenodlico y carboxilico y compuestos volatiles
responsables del aroma (Torres-Valenzuela et al., 2019). La composicion final
de la bebida del café depende de tres factores principales: el método de
preparacion (p.¢j. el tamafio del café, la proporcion café/agua, el tiempo de
extraccion), la especie utilizada de café (Alves et al., 2017) y si el tueste ha sido
largo o corto (Hoffman, 2014). En funcién de todos estos factores la bebida del
café estard enriquecida en una serie de compuestos quimicos y por lo tanto
también se modifica la composiciéon quimica de los residuos generados del
procesado del café. Por lo tanto, tanto en la bebida como en los residuos

resultantes de la bebida (posos de café) estaran enriquecidos de compuestos
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bioactivos los cuales tienen muchas aplicaciones biotecnologias como
indicaremos en apartados posteriores.

Otro tipo de café ampliamente extendido en el mundo es el café
instantaneo. El consumo de este tipo de café representa mas del 70% del café
consumido en Reino Unido, Irlanda y Australia, mas del 50% en Japon, mas del
40% en EE. UU. y Canada, aproximadamente el 20% en Espana y 5% en
Portugal (Alves et al, 2017). La preparacion de este café consiste en la
produccién de la porcién soluble seca de extractos acuosos de café mediante
percolacion, concentraciéon y deshidratacion (Alves et al.,, 2011). Los SCG
resultantes de las industrias de café instantaneo son extraidos de una manera
mas exhaustiva, y por el contrario los SCG obtenidos de bares, restaurantes y

casas, son mas dispersos (Alves et al., 2017).

1.1.4. SUBPRODUCTOS DEL CAFE

Pulpa y cascarilla

La cascarilla del café es el principal residuo obtenido durante el
procesado en seco (Figura 7). La cascarilla representa el 12% de la cereza del
café, y por cada tonelada de café cosechado, 0.18 toneladas de cascarilla de café
son producidas (Murthy y Madhava Naidu, 2012).

Varios estudios han sido llevados a cabo para evaluar la composicion
quimica de la cascarilla del café. Murthy y Madhava Naidu (2012) recopilaron
datos de diferentes autores, describiendo que la cascarilla del café esta
compuesta por 15% de humedad, 5.4-6.2% de cenizas, 7.0% de proteinas, 0.3%
de lipidos, 72.3% de carbohidratos, 24.3% de celulosa, 29.7% de hemicelulosa
y 23.7% de lignina. Franca y Oliveira (2009) también recopil6 datos reportando
que la cascarilla estd compuesta de proteinas (8-11%), lipidos (0.5-3%),
minerales (3-7%), carbohidratos (58-85%), aztucares reducidos (14%), cafeina

(1%) v taninos (5%).
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Figura 7. Cascarilla de café (Klingel et al., 2020)

Mediante el método hiumedo se genera otro subproducto denominado
pulpa de caté (Figura 8), la cual corresponde al 40-50% del peso fresco de la
cereza del café (Alves et al., 2017). Una tonelada de pulpa se produce de cada
dos toneladas de café producidas (Murthy y Madhava Naidu, 2012). La pulpa
de la cereza contiene 4-12% de proteinas, 1-2% de lipidos, 6-10% de minerales
y 45-89% de carbohidratos (Klingel et al., 2020). Murthy y Madhava Naidu
(2012) también recogen la composiciéon de la pulpa destacando que es
esencialmente rica en carbohidratos, proteinas y minerales (principalmente
potasio) y también contiene polifenoles, cafeina y taninos. Los compuestos
organicos incluyen taninos (1.80-8.56%), sustancias pépticas (6.5%), azicares
reducidos (12.4%), aztucares no reducidos (2.0%), cafeina (1.3%) acido

clorogénico (2.6%) y acido cafeico (1.6%).

Figura 8. Pulpa de café (Murthy y Madhava Naidu, 2012)
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Estos subproductos suponen una amenaza para el medio ambiente de
los paises productores de café ya que contaminan el suelo y el agua de los
alrededores debido a su alto contenido en cafeina y taninos (Alves et al., 2017).
Sin embargo, debido a su composicion también se han sugerido numerosas
aplicaciones.

Tanto la cascarilla como la pulpa de café han sido utilizadas como
enmiendas organicas de suelos por el grupo de Kasongo. Asi, Kasongo et al.
(2011) adicionaron pulpa y cascarilla de café a un Arenosol del Congo para
mejorar sus caracteristicas fisicoquimicas. La adicién de estos subproductos
mejoro la capacidad de intercambio catidnico, incremento el carbono organico
y el nitrégeno del suelo, asi como aumento la capacidad de retencion de agua
del mismo. En el segundo trabajo, Kasongo et al. (2013) estudiaron el efecto de
la pulpa y cascarilla sobre el crecimiento y la nutricién mineral del raigras. Estos
subproductos estimularon la absorcién de Ca, Mg, K, N y P y aumentaron el
rendimiento del cultivo tras tres ciclos de cultivo consecutivos. También han
sido utilizados para compostaje o vermicompostaje (Shemekite et al., 2014).

Ademas de su reutilizacién en el campo de la agricultura, la pulpa y la
cascarilla han sido objeto de estudio en las siguientes disciplinas: ingenieria
quimica o medioambiental, biotecnologia, microbiologia, tecnologia de los
alimentos o combustibles energéticos. En una revision realizada por Janissen y
Huynh (2018) se recogen las principales aplicaciones tanto de la pulpa como de
la cascarilla de café. Asi, la cascarilla se utiliza como sustrato para la obtencion
de acido citrico, acido clorogénico, etanol, acido giberélico o como sustrato para
el crecimiento de determinados hongos. La pulpa se usa como sustrato para la
obtencién de amilasa, acido cafeico, celulosa, pectinasa o para la obtenciéon de

polifenoles.
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Piel de plata

La piel de plata es una capa muy fina que se encuentra en contacto directo
con el grano de café (Figura 9). Es el principal subproducto obtenido durante
el tostado del caté y de cada 120 toneladas de café tostado se obtienen 1
tonelada de piel de plata (Alves et al., 2017). Este subproducto se caracteriza
por su alto contenido en fibra (86%) y su bajo contenido en humedad, lo que
le hace ser un producto muy estable comparado con el resto de los
subproductos (Borrelli et al., 2014). Ademas, la piel de plata esta compuesta de
carbohidratos (44%), celulosa (18%), hemicelulosa (13%), lipidos (2.2%), fibra
total (62%), cenizas (4.7-7%), proteina (16.2-18.6%), nitrogeno (3%), cafeina
(1.4%) y acido clorogénico (15.82%) (Borrelli et al., 2004; Murthy y Madhava
Naidu, 2012; Mussatto et al., 2011; Regazzoni et al., 2016). De la piel de plata
se pueden obtener antioxidantes, acido clorogénico, fibra dietética,
fructooligosacaridos y B-fructofuranosidasa (Janissen y Huynh, 2018). En
cuanto al contenido en elementos minerales, la piel de plata tiene un 5% de
cenizas, conteniendo principalmente K, Ca, Mg, S, P y Fe (Ballesteros et al.,

2014).

Figura 9. Piel de plata (Klingel et al., 2020)

Granos de café inmaduros y defectuosos

Los granos defectuosos son aquellos que presentan las siguientes
caracteristicas: son negros, inmaduros, presentan dafios por insectos o tienen
materiales extranos (Franca et al., 2005) (Figura 10). La presencia de granos de

café defectuosos afecta de manera muy importante a la calidad de la bebida del
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café en todo el mundo (Mendoca et al., 2008). Belay et al. (2014) recogieron de
varios autores las diferencias entre los distintos tipos de granos inmaduros y
defectuosos. Asf los granos negros son el resultado de granos muertos dentro
de las cerezas del café o de granos que caen naturalmente al suelo por la accion
de la lluvia o la maduracién excesiva y también debido a las enfermedades del
café. La presencia de granos amargos puede estar asociada con la fermentacion
excesiva durante el procesamiento del café y con un secado o recoleccion
inadecuados de cerezas demasiado inmaduras, mientras que los granos

inmaduros provienen de los frutos inmaduros.

Figura 10. Granos de café defectuosos (Casas et al., 2017).

Si se comparan los granos de café no defectuosos con aquellos que
presentan algin defecto, Mazzafera (1999) describio a los no defectuosos como
granos mas pesados y con mayores contenidos de humedad que los granos
inmaduros o negros. Los niveles de proteinas y grasas son mayores en los

granos no defectuosos, siendo los aminoacidos y los compuestos fendlicos
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solubles mayores en los granos que si lo estan. Aunque también se ha reportado
mayores contenidos de acido clorogénico en los granos de café inmaduros. En
cuanto al contenido en compuestos minerales, los granos de café defectuosos
tienen un contenido mayor de minerales totales (6%) en comparaciéon con los

no defectuosos (5%), siendo el K el mineral predominante (Alves et al., 2017).

Posos de caté (spent coffee grounds, SCG)

Los SCG (residuo de color oscuro de alta humedad, Figura 11) son el
principal subproducto que se obtiene en el procesado de la bebida del café
mediante dos vias: la preparacion doméstica de la bebida (en cafeterias,
restaurantes, casas) o mediante la preparacion del café instantaneo en la
industria. A nivel mundial se producen aproximadamente 15 millones de
toneladas al ano (Kamil et al., 2019). Si comparamos ambos subproductos,
aquel que se obtiene de manera doméstica es mas rico en compuestos quimicos
comparado con el instantaneo, ya que durante la obtencién de este ultimo la

extraccion es maxima para obtener maximos rendimientos (Alves et al., 2017).

Figura 11. Posos de café (Klingel et al., 2020)

1.1.5. Composicion general de los posos de café

La composicion de los SCG es variable debido a que existen numerosos

factores que intervienen en ella: método de preparacion de la bebida del café,
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condiciones del cultivo del mismo o tipo de café empleado. A pesar de todo
ello, la mayorfa de los SCG presentan una composicion similar (McNutt y He,

2019). En el siguiente grafico se resumen la composicion principal de los SCG

seguin Battista et al. (2020) (Figura 12).
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Figura 12. Composicién principal de los posos de café (Battista et al., 2020).

Lipidos

Los lipidos de los SCG se caracterizan por su color anaranjado o de color
chocolate, asi como por su olor a café suave (Kovalcik et al., 2018). Han sido
multiples los trabajos que reportan el contenido de lipidos de los SCG. La
mayoria de los trabajos reportan contenidos altos, de aproximadamente un 15%
(Mussatto et al., 2011), incluso hasta un 20% (Campos-Vega et al., 2015),
aunque Ballesteros et al. (2014) report6 contenidos mas bajos de lipidos en los
SCG (2.29%). La cantidad de lipidos extraibles de los SCG depende del método

de elaboracién y extraccion de los SCG (Kovalcik et al., 2018): la extraccion con
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disolventes polares tiene un rendimiento menor que la extraccién con
disolventes organicos no polares, como el hexano. Otra alternativa a los
disolventes es la extracciéon con COz superctitico.

De acuerdo con Campos-Vega et al. (2015) los lipidos de los SCG estan
compuestos principalmente de acido linoleico, palmitico, estearico y oleico. Y
clasifica a los SCG en dos grupos: aquellos con un bajo contenido en acido
palmitico (<40%) y alto contenido en linoleico (>40%) y aquellos que tienen
alto contenido en palmitico (>40%) y bajo en linoleico (<40%). En este mismo
sentido, Couto et al. (2009) reportaron que los principales acidos grasos de los
SCG eran el acido linoleico y palmitico, suponiendo hasta un 35% del total de
acidos grasos de los SCG. Por otro lado, Kovalcik et al. (2018) encontraron que
la composicion del aceite extraido de los SCG difiere ligeramente de los granos
de café crudos, pero que generalmente el aceite extraido de los SCG contiene
alrededor de un 75% de triglicéridos, 14% de ésteres terpénicos, 5% de
acilgliceroles parciales, 1% acidos grasos libres 1.5% de esteroles libres, 1% de

ésteres de esterol y 1% de lipidos polares.

Carbohidratos

Los carbohidratos son los constituyentes mas importantes del café y lo
mismo sucede con los SCG (Mussatto et al., 2011). El contenido de fibra
dietética total es de un 62%, siendo predominante la parte insoluble: cinco veces
mayor que la parte soluble (Ballesteros et al, 2014). Los principales
componentes de los SCG son los polisacaridos, mas especificamente celulosa y
hemicelulosa, los cuales suman un total de un 50% de la masa seca de los SCG
(McNutt y He, 2019). La celulosa comprende un 10% y la hemicelulosa se
encuentra en mayor cantidad alcanzando un 30 o 40%, y se encuentra
representada por mananos y arabinogalactanos (Campos-Vega et al., 2015).

En cuanto a la composicion en azucares, los SCG contienen un 46.8%

de manosa, 30.4% de galactosa, 19% de glucosa y un 3.8% de arabinosa
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(Mussatto et al., 2011). Otros valores distintos fueron reportados en el estudio
de Simoes et al. (2009) para los SCG: manosa (57%), galactosa (26%), glucosa
(11%) y arabinosa (6%0).

La lignina, una macromolécula compuesta por una gran variedad de
compuestos funcionales también esta presente en cantidades significativas
(24%) v es superior a la de otros materiales lignocelul6sicos como la paja de

arroz, la paja de cebada y el bagazo de la cafia de aztcar (Ballesteros et al., 2014).

Proteinas

Los SCG también contienen un alto contenido en proteinas (13.6%),
mientras que el grano de café tostado tiene un 3.1% lo que se debe a que en la
preparacion de la bebida del café se extraen otros compuestos y se concentran
las proteinas en el residuo solido (Mussatto et al., 2011). La aptitud de las
proteinas de los SCG es pobre debido al tratamiento térmico y al alto contenido
en polifenoles y melanoidinas (Alves et al., 2017). Lago et al. (2001) reportaron
que los SCG contenian los siguientes aminoacidos: acido aspartico, acido
glutamico, serina, histidina, glicina, treonina, alanina, arginina, tirosina, cistina,

valina, metionina, fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina y prolina.

Compuestos bioactivos

Asociados a la fibra dietética y a las proteinas, diferentes compuestos
quimicos relacionadas con la salud como son los compuestos fendlicos han sido
reportados en cantidades importantes en los SCG (Jiménez-Zamora et al., 2015;
Kovalcik et al., 2018). Segun Kowvalcik et al. (2018) la cantidad de compuestos
fendlicos en los SCG se encuentra entre 4.6-9.9 mg/g de SCG o 16-173.3
equivalentes de acido gilico/g de SCG. Segun Jiménez-Zamora et al. (2015) el
contenido de polifenoles totales en los SCG ronda el 17.3%, siendo el 5-acido
cafeilquinico el acido clorogénico mas abundante en los SCG. Panusa et al.

(2013) reportaron que el contenido total de acido clorogénico y derivados varia
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entre 1.6 y 6 mg/g de SCG. Ademis del 4cido clorogénico, hay otros muchos
compuestos fenodlicos presentes en los SCG como son los acidos feruilquinicos,
acidos p-cumaroilquinicos y diésteres mixtos de acido cafeico y ferulico con
acido quinico (Alves et al., 2017). Debido a su riqueza en compuestos
bioactivos, los SCG han sido estudiados como ingredientes alimentarios
valorando su actividad prebidtica, antimicrobiana y antioxidante (Jiménez-
Zamora et al., 2015).

Otro compuesto bioactivo importante presente en los SCG es la cafeina
encontrandose en valores entre 3.19 y 9.67 mg/g, lo cual depende de la variedad
utilizada, presentando los SCG procedentes de la variedad Robusta mas cafeina
que la del café Arabica (Shang et al, 2017). Bravo et al. (2012) también
determinaron la cafeina de los SCG procedentes de distintas cafeterias
encontrando valores entre 3.59 y 8.09 mg/g atribuyendo esta variabilidad al
diferente método de obtencion de los SCG (filtrado, espresso, moka).

De acuerdo con Monente et al. (2015) el 54% de los acidos fendlicos con
una o mas moléculas de acido cafeico se encuentra unido a macromoléculas
como son las melanoidinas las cuales describiremos mas detalladamente en el

siguiente apartado.

Melanoidinas

Las melanoidinas son compuestos de alto peso molecular (estimado
entre 3 y 22 kDa aunque pueden llegar hasta 100kDa unidos a otras moléculas
(Pastoriza y Rufian-Henares, 2014) de color marrén formados en las ultimas
etapas de la reaccion de Maillard (Ames et al., 1999). Las melanoidinas del café
son responsables del color marrén caracteristico del café porque pueden
absorber la luz en longitudes de onda altas, como 420 nm (Pastoriza y Rufian-
Henares, 2014). Hay muy poca informacién acerca de su estructura quimica,
aunque se forman durante el procesado térmico de un gran numero de

alimentos como son el café, el pan, la malta, la carne o la salsa de tomate
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(Moreira et al., 2012). Se estima que suponen un 25% de los granos de café
tostados y un 29% de la bebida del café (Belitz et al., 2009). En cuanto a su
composicién estan compuestas de polisacaridos (galactomananos vy
arabinogalactanos), proteinas (con alta concentracion de acido aspartico y
glutamico, alanina y glicina) y compuestos fendlicos, principalmente acido
clorogénico, siendo los mas importantes el acido cafeico, coumarico o el acido
ferulico (Pastoriza y Rufian-Henares, 2014). Debido a su composicién de bajo
y alto peso molecular, las melanoidinas presentan beneficios para la salud como
son su actividad antioxidante, antimicrobiana, prebiotica, antihipertensiva,
antiinflamatoria, presentan genotoxicidad y citotoxicidad, asi como capacidad
quelante (Moreira et al., 2012; Rufian-Henares y de la Cueva, 2009; Pastoriza y
Rufian-Henares, 2014; Wang et al., 2011) (Figura 13).

Actividad antioxidante
Actividad antimicrobiana
Actividad prebidtica
Actividad antiinflamatoria

Actividad antihipertensiva

Capacidad quelante 5
Genotoxicidad y citotoxicidad

Figura 13. Estructura de las melanoidinas (Moreira et al., 2012) y propiedades de las

mismas.

Elementos minerales

En cuanto a los elementos minerales, Ballesteros et al. (2014) analizaron
el contenido en cenizas de los SCG, siendo un porcentaje minoritario (1.3%).
El K es el macroelemento mayoritatio en los SCG con 11700 mg/kg, seguido
de Mg (1900 mg/kg), P (1800 mg/kg), S (1600 mg/kg) y Ca (1200 mg/kg). En
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cuanto a los microelementos los SCG son ricos en Fe (52 mg/kg), Mn (29

mg/kg), Cu (19 mg/kg), Co (15 mg/kg) y Zn (8 mg/kg).

1.2. APLICACIONES POTENCIALES DE LOS POSOS DE
CAFE

La Figura 14 demuestra el creciente interés de los SCG como residuo en
los dltimos afos. Asi también podemos observar como la mayor parte de los
articulos referentes a los SCG se encuentran en el campo de los combustibles
energéticos, ciencias medioambientales, ingenierfa quimica, ciencia y tecnologia
de los alimentos y biotecnologia aplicada a la microbiologfa.

Los SCG se pueden reciclar de diferentes formas para producir varios
tipos de biocombustibles, como biohidrégeno, biobutanol, biodiesel, pellets de
combustible, bioaceite, bioetanol, biogas y combustibles de hidrocarburos o
productos de valor afiadido como compuestos bioactivos, compuestos para las
industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética y quimica y antioxidantes y
actividades  antitumorales, adsorbentes, compostaje, co-compostaje,
vermicompostaje, nanocomposites, biopolimeros, cremas-exfoliantes, jabones
y detergentes , control de olores , textiles , tintas y pintura serigrafica , hilados y
produccién de pulpa y papel (Atabani et al., 2019).

En los siguientes apartados profundizaremos en las aplicaciones
biotecnolégicas, energéticas y medioambientales de los SCG, asi como
describiremos en profundidad los ultimos estudios publicados acerca del

compostaje, co-compostaje y vermicompostaje de los SCG.
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Figura 14. Numero de articulos publicados sobre los SCG de acuerdo a la base de
datos Web of Science (4ltimo acceso 25-09-2021 “spent coffee grounds”). Numero de
articulos publicados distribuidos en las categorfas establecidas por la plataforma Web of

Science.

1.2.1. Aplicaciones biotecnologicas

Los SCG han sido también utlizados como sustratos para
microorganismos para generar productos de alto valor afiadido. Su rica
composicién en azucares, proteinas, celulosa, hemicelulosa, ligninas y aceite les

hace susceptibles de ser utilizados para la obtencién de etanol, acidos organicos,
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compuestos volatiles aromaticos, pigmentos, biomasa microbiana y enzimas

(Hikichi et al., 2017).

Bioetanol

Debido a su alto contenido en carbohidratos, los SCG son un sustrato
propicio para la obtencién de bioetanol. En la Figura 15 se representan las
principales etapas para la elaboracioén de bioetanol a partir de los SCG. El paso
mas importante para la obtencién de etanol es la transformaciéon de
carbohidratos en azucares fermentables (Battista et al., 2020). De acuerdo con
la revision realizada por estos mismos autores, para la conversion de aztcares
fermentables en bioetanol se emplean levaduras, hongos y bacterias, destacando
Sacaromyces cerevisiae como la levadura mas empleada. Se acepta un contenido de
etanol de un 4% v/v como la concentraciéon minima pata que el proceso sea

economicamente rentable. En la literatura se reportan contenidos entre 1.76%

y 3.75% v/v (Battista et al., 2020).

Agua supercritica

t
» ‘ PRETRATAMIENTO h‘ HIDROLISIS ’
' " N e ' ™
Térmico Quimico Fisico Acida Alcalina Enzimatica

« ‘ DESTILACION J-‘ FERMENTACION ’

Figura 1. Obtencién de bioetanol a partir de SCG (adaptado de Battista et al., 2020)

Compuestos aromdticos voldtiles

Sampaio et al. (2013) estudiaron los compuestos volatiles presentes en
los SCG. Para ello sometieron a los SCG a una extraccion térmica previa
fermentacion con Sacaromyces cerevisiae. Entre los compuestos mayoritarios

presentes en los SCG se encuentra el acetaldehido, el acetato de etilo, el
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metanol, destacando el alcohol isobutilico (269 mg/1L) y el alcohol isoamilico
(810 mg/L). Entre los compuestos volatiles minoritarios destacan el butirato de

etilo, el acetato isoamilico, el acido laurico, carproico o caprilico, entre otros.

Carotenoides

Dos ejemplos del uso de SCG para producir carotenoides son el trabajo
de Obruca et al. (2015) y Petrik et al. (2014). En ambos estudios, los autores
citan el uso de Sporobolomyces rosens, una levadura "roja" reconocida como
productora de pigmentos, principalmente B-caroteno. Petrik et al. (2014)
utilizaron también otras levaduras carotendgenas como Rhodotorula mucilaginosa,
R. glutinis, Cystofilobasidium capitatum. La produccion de carotenoides y (-
caroteno fue mayor cuando se utilizo S. roseus. Segin los autores y asumiendo
el uso de reactores de 100 m? la producciéon podtia rondar los 174 kg de

carotenoides y 109 kg de 3-caroteno anualmente.

Produccion de hongos y enzimas

Leifa et al. (2000a) utilizaron los SCG como sustrato para el cultivo de
hongos Pleutorus ostreatus mediante fermentacion en estado solido. La eficiencia
biolégica de este hongo alcanzé el 96.5% en un periodo de 60 dias. En otro
estudio, Leifa et al. (2000b) evaluaron la eficacia de dos cepas de Leninonla edodes
cultivada con SCG v la eficiencia biologica fue del 89%. Por el contrario, los
SCG parecen tener efectos toxicos sobre Grifola frondosa (Barreto et al., 2007).
Montoya et al. (2012) también comprobaron que la adicion de SCG disminuyo
el crecimiento de hongos y de actividades enzimaticas. Murthy et al. (2009)
estudiaron la produccién de a-amilasa utilizando el hongo Nexrospora crassa

encontrando una actividad maxima de 2844 U/g después de 5 dias de cultivo.
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1.2.2. Aplicaciones energéticas

Las posibilidades de uso de los SCG para aplicaciones energéticas
(biofuel, biodiesel), a través de procesos termoquimicos (pirolisis, gasificacion,
combustion, tratamiento hidrotermal) ha sido ampliamente descritos en la
bibliografia (Limousy et al., 2017). El reciclado de estos residuos para la
obtenciéon de energia es una de las vias para solucionar la gran cantidad de
residuos generados debido al incremento de la poblacién, el crecimiento

industrial y el consumo humano (Atabani et al., 2019).

Combustion

La baja densidad aparente de los SCG limita su uso directo para la
combustion en el mercado local. De hecho, el costo del transporte y
almacenamiento de los SCG es demasiado alto para generar ganancias en el caso
de la exportacion. Por lo tanto, la unica posibilidad de valorizar estos
subproductos es realizar una densificacién después del secado. Se pueden
utilizar diferentes tecnologfas para obtener combustibles de alta densidad a
partir de los SCG como la generacion de pellets o la fabricacion de briquetas
(Limousy et al., 2017). Limousy et al. (2013) y (2015) han investigado sobre
cémo producir combustibles a partir de SCG y adaptar estos combustibles a los
sistemas de combustion convencionales. Asi, Limousy et al. (2013) observaron
que la eficiencia de combustion de los pellets de SCG puros era bastante alta

(86.3%).

Pirolisis

La pirolisis consiste en una degradacion térmica en ausencia de oxigeno.
El rango de temperatura normalmente utilizado es de 400-600°C y el proceso
genera gas, liquido y sélido (Limousy et al., 2017). La pirolisis se puede dividir
en tres categorias dependiendo de la rampa de temperatura utilizada: lenta,
rapida o flash. Vardon et al. (2013) investigaron el efecto del desengrasado de
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los SCG sobre los productos de la pirolisis lenta. Debido a la extraccion de
lipidos el rendimiento del bio-oil disminuy6 de un 27% en los SCG a un 14%
en los SCG desengrasados. Los rendimientos del biochar de SCG (27-28%) y
gas (21-24%) fueron bastante similares entre ambos subproductos. Por otro
lado, la pirolisis rapida de los SCG ha sido ampliamente estudiada en los dltimos
afios. Bok et al. (2012) estudiaron la pirolisis rapida de los SCG concluyendo
que la temperatura era el factor mas importante. Estos autores reportaron un
poder calotifico para los SCG de 22.74 MJ/kg. Ngo et al. (2015) también
pirolizaron los SCG obteniendo un rendimiento de biochar entre el 15-23% y
un rendimiento de bio-oil del 58.5%. Kelkar et al. (2015) encontraron para los

SCG, rendimientos de bio-oil similares (61.8%).

Torrefaccion

Otra alternativa para tratar térmicamente los SCG es mediante
torrefaccion, utilizando temperaturas mas bajas que con la pirolisis (200-350°C).
En un estudio reciente, Vakalis et al. (2019) estudiaron la torrefaccion de los
SCG reportando un rendimiento sélido del 78-83% y de un poder calorifico de

24-25 MJ/Kg.

Gasificacion

El proceso de gasificacion es una alternativa valida a los procesos
termoquimicos tradicionales para la generacion de energia o para la produccion
de biocombustibles y quimicos verdes. De acuerdo con Famielec y Kepka
(2019) los SCG son un material adecuado para someterlo al proceso de
gasificacion debido al alto contenido de materia organica y al calor de
combustioén relativamente alto. Estos investigadores comprobaron que la
adicion de un 20-30% de SCG a las astillas de sauce aumenta el poder calorifico
del material de entrada, influye positivamente en las condiciones térmicas en el

reactor y contribuye a una mayor eficiencia de la recepciéon de calor. La
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investigacion de estos autores ha confirmado la viabilidad de aplicar SCG como

aditivo a la biomasa de madera en un proceso de gasificacion.

Carbonizacion hidrotermal

La carbonizacion hidrotermal (“hydrothermal carbonization” = HTC) es
un proceso termoquimico en agua a regimenes de temperatura moderada (180-
250 °C) bajo presiones saturadas (2-40MPa), en el que se generan reacciones de
deshidratacion, descarboxilacion y desmetanizacion (Xiao et al., 2012). Los
SCG también se han utilizado como sustratos en el proceso HTC (Afolabi et
al.,, 2020; Kim et al., 2017) debido a su composicién: alto contenido de
polisacaridos, lignina, proteinas, cafeina, compuestos fenélicos y melanoidinas
(Alves et al., 2017). Ambos grupos de investigacién (Afolabi et al., 2020; Kim
et al., 2017) reportaron un producto resultante, denominado hidrochar, con
mayor contenido de carbono y carbono fijado debido a reacciones de
deshidratacion y descarboxilacion, ya que el 60-84% del carbono se puede
retener en el hidrochar (Libra etal., 2011). El liquido obtenido del proceso HTC
también se ha empleado para obtener manooligosacaridos (la mayor cantidad
se obtuvo después de 60 min a 185 °C) a partir de SCG como promotor de una

comunidad microbiana intestinal mas saludable (Pérez-Burillo et al., 2019).

1.2.3. Aplicaciones medioambientales

Entre las aplicaciones medioambientales de los SCG frescos se encuentra
la absorcion de un amplio rango de contaminantes. Esto se debe a que los SCG
tienen una estructura microporosa con un area supetficial de 300-1000 m?/g y
capacidad quelante de metales (Kovalcik et al,, 2018). Los SCG han sido
utilizados para eliminar numerosos metales del agua, como arsénico, cobre,
niquel, cadmio, plomo, mercurio y estano (McNutt y He, 2019). Por ejemplo,

Davila-Guzman et al. (2013) report6 una capacidad de adsorcion de Cu de los
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SCG tres veces superior que la del carbon activo. Aunque también se ha
experimentado con modificaciones de los SCG para aumentar su capacidad de
adsorciéon: modificacion  alcalina, microondas, activacion con KOH,

carbonizacion, tratamiento con polipropileno, etc. (Kovalcik et al., 2018).

1.2.4. Compostaje

El compostaje es una alternativa en el manejo de los SCG debido al
caracter toxico de los mismos. Liu y Price (2011) evaluaron dos sistemas de
compostaje en el manejo de los SCG: compostaje en recipientes y compostaje
en pila estatica aireados (en un periodo entre 47 y 98 dias), concluyendo que los
SCG pueden ser compostados exitosamente en ambos sistemas alcanzando
siempre una C/N en el rango 6ptimo de <25:1. El grupo de Santos et al. (2017)
estudi6 el efecto de diferentes dosis de SCG con raices de Acacia dealbata L. y
paja de trigo en el proceso de compostaje, emisiones gaseosas y calidad del
producto final. Estos autores reportaron que los SCG pueden ser co-
compostados en todas las proporciones, siendo la dosis del 40% de SCG la mas
favorable en cuestiones de condiciones de compostaje, bajas emisiones de gases
de efecto invernadero y mejor calidad del producto final. Ronga et al. (2015)
evaluaron el compost de SCG como una alternativa a la turba comercial y otros
fertilizantes utilizados para la produccién de plantas en macetas. De acuerdo
con estos ultimos autores, las caracteristicas fisicoquimicas del compost de SCG
lo hacfan ser apropiado para ser usado como sustrato para este tipo de cultivos.
Por otro lado, Hachicha et al. (2012) co-compostaron los SCG con aguas
residuales de almazara, demostrando los SCG ser una materia prima altamente
compostable que condujo a un compost con un mayor grado de humificacion,
baja relacion C-N y pérdida de fitotoxicidad. Como aspecto negativo, Kopec et
al. (2017) demostraron que el compost enriquecido en SCG reducia la actividad

biolégica del compost medida por la capacidad de germinacion de las semillas.
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Ademas del compostaje y co-compostaje de los SCG, estudios recientes
han demostrado la viabilidad de los SCG como sustrato para el
vermicompostaje. Este se define como un proceso bio-oxidativo en el que las
lombrices interactian intensamente con microorganismos y otra fauna dentro
de la comunidad de descomponedores, acelerando la estabilizacion de la materia
organica y modificando en gran medida sus propiedades fisicas y bioquimicas
(Dominguez y Gomez-Brandén, 2012). En un estudio reciente, Gonzalez-
Moreno et al. (2020) estudiaron los SCG como sustrato para el
vermicompostaje junto con el estiércol de caballo, usando Eisenia andrei como
lombriz. Los autores concluyeron que los SCG no suponian ninguna toxicidad
y que una dosis del 25% de SCG era la mejor opcidén para obtener un
vermicompost de calidad. Sanchez-Hernandez y Dominguez (2017) también
estudiaron los SCG como sustrato y determinaron la poblaciéon de lombrices
(Eisenia andrei) y las propiedades quimicas y bioquimicas del vermicompost. Con
la adicion de SCG la densidad y biomasa de las lombrices aument6
continuamente entre los 14-28 dfas alcanzando wuna densidad de
aproximadamente 14000 individuos/m? lo que demuestra la viabilidad del
vermicompostaje de los SCG a pesar de su alto contenido en cafeina y
compuestos bioactivos. Como consecuencia de la rapida mineralizacién del C
durante el vermicompostaje, hubo un aumento de micro y macroelementos en
el vermicompostaje de SCG. Las principales propiedades fisicoquimicas de los
SCG vermicompostados se muestran en la Tabla 2 y se observa como cumplen
con los criterios de calidad de un buen vermicompost. Por el contrario, en otro
estudio llevado a cabo por Liu y Price (2011) con Eisienia fetida, encontraron que
la supervivencia de las lombrices en los SCG era baja y sugerfan mezclarlo con

otro tipo de productos para obtener un mejor vermicompost.
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Tabla 2. Propiedades quimicas y fisicoquimicas del vermicompost de SCG

(Sanchez-Hernandez y Dominguez, 2017).

pH 6.34
Conductividad eléctrica (uS/cm) 179
Humedad (%) 66.4
Materia organica (%o) 98.7
C (%) 53.2
N (%) 2.34
C/N 22.7
P (g/kg) 1.1
Kig/ke 3
Ca (g/kg) 1.23
Mg (g/kg) 1.4

1.3. UTILIZACION DE POSOS DE CAFE COMO
ENMIENDAS ORGANICAS DE SUELOS

1.3.1. Efectos de los posos de café sobre la fertilidad del suelo

Los SCG han sido utilizados tradicionalmente en agricultura debido a su
naturaleza organica. Sin embargo, no ha sido hasta hace unos pocos afios en los
que se ha comenzado a profundizar sobre el efecto que estos residuos tienen
sobre el suelo. Yamane et al. (2014) estudiaron el efecto de la adiciéon de SCG
en campos de cultivo. Los SCG incrementaron los contenidos de C y N y
redujeron la relacién C/N del suelo. En un trabajo més reciente, Turek et al.
(2019) estudiaron el efecto de los SCG en cantidades de 0, 5, 10, 15 y 20% sobre
algunas propiedades fisicas e hidraulicas del suelo, como la retenciéon de aguay
la aireacion. La adicion de SCG increment6 la humedad a capacidad de campo
y como consecuencia incremento6 el agua disponible para las plantas. Como
aspecto negativo, los SCG disminuyeron la porosidad de drenaje del suelo. Este

incremento de la capacidad de retencion de agua por los SCG también fue
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encontrado por Hardgrove y Livesley (2016). Ellos adicionaron SCG en
cantidades de 2.5, 5, 10 y 20% tanto a un suelo arenoso como limoso. En cuanto
al efecto de los SCG sobre el pH del suelo, estos mismos autores obtuvieron
resultados contradictorios: los SCG aumentaron el pH del suelo en un ensayo
en invernadero, sin embargo, disminuyeron el pH en un ensayo a campo
abierto. Hardgrove y Livesley (2016) lo justifican debido a que en el ensayo de
invernadero no hubo suficiente percolacion, lo que produciria un incremento
de los cationes intercambiables, lo que podria conducir en una disminucién de
iones H" y condiciones menos 4acidas en el suelo. Kitou y Yoshida (1997)
encontraron resultados similares (aumento del pH) en un estudio llevado a cabo
en macetas.

Los SCG no solo han sido utilizados como enmiendas organicas de
suelos, han sido también utilizados como sustratos de cultivo para reemplazar
la turba. En este sentido, Cruz et al. (2015) estudiaron el efecto de diferentes
cantidades de SCG (5, 10, 15, 20 y 30%) sobre turba en un estudio de
invernadero. Ellos midieron pH, conductividad eléctrica, carbono organico y
residuos de cafeina. La adiciéon de SCG disminuyo el pH y la conductividad
eléctrica de la turba, incremento el carbono organico, asi como aporto residuos
de cafeina al sustrato que durante el tiempo de cultivo se degradaron. Estos
mismos autores en otro estudio (Cruz et al., 2014b) evaluaron el efecto de los
SCG sobre la nutricién mineral del sustrato analizando K, Mg, Ca, P, Na, Fe,
Mn, Zn y Cu. La adicién de un 10% de SCG increment6 los contenidos de K,
Mg, Zn y Cu lo que atribuyen a que estos elementos se quedan en la matriz de
los SCG a través de sustancias potencialmente quelantes (Morikawa y Saigusa,

2008).
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1.3.2.Efectos de los posos de café sobre el crecimiento y la

nutricion mineral de las plantas

Son muchos los trabajos que han reportado el efecto de los SCG sobre
el crecimiento y el contenido minerales y de compuestos bioactivos de diversos
tipos de plantas. Asi, se ha estudiado sobre plantas alimenticias (tanto para
humanos como para animales) como el frijol, la soja, el haba, la alfalfa, el trigo,
el maiz, el trébol, el sorgo, el girasol, la avena, el centeno, la cebada, el trigo
sarraceno, la lechuga, la albahaca, el raigras, el tomate, zanahoria, espinaca,
Brassica (Chrysargyris et al., 2020; Cruz et al., 2012; 2014a; 2014b; 2015; Cruz y
Cordovil, 2015; Hardgrove y Livesley, 2016; Kitou y Yoshida, 1997; Ribeiro et
al., 2017; Ronga et al., 2016; Vardon et al., 2013 Yamane et al., 2014), aunque
también se ha estudiado plantas que no tienen caracter alimentario como el pino
(Caliskan et al., 2020). Ademas, los SCG se han estudiado de manera fresca, es
decir, sin ningan tipo de tratamiento (Cruz et al., 2012; 2014a; 2014b; 2015;
Cruz y Cordovil, 2015; Hardgrove y Livesley, 2016; Kitou y Yoshida, 1997;
Yamane et al., 2014), aunque también se ha estudiado su efecto en las plantas
cuando se han compostado (Cruz et al., 2015; Ronga et al., 2016), carbonizado
(Vardon et al., 2013) o adicionado de otro tipo de residuos (Ciesielczuk et al.,

2017; Ribeiro et al., 2017).

Efectos sobre el crecimiento

La primera referencia sobre el efecto de los SCG sobre el crecimiento de
plantas la encontramos en Kitou y Yoshida (1997). En un estudio con macetas,
ellos estudiaron el efecto de este residuo en una concentracion del 1 y del 2%
sobre el crecimiento de 12 plantas alimenticias encontrando una inhibicién en
la mayoria de ellas, atribuyendo este efecto a la inmovilizacién del N, a la
multiplicaciéon de hongos patégenos para la planta o a la liberacion de
fitotoxinas derivadas de la materia organica fresca. Posteriormente muchos

autores han encontrado el mismo efecto perjudicial de los SCG sobre el
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crecimiento de las plantas. Yamane et al. (2014) quisieron corroborar el efecto
negativo de los SCG encontrado en ensayo con macetas, en un ensayo de
campo. Los SCG mostraron tener un efecto negativo sobre las diferentes
tipologias de plantas, atribuyendo esta inhibiciéon a la presencia de cafeina,
taninos y polifenoles en los SCG (Pandey et al., 2000). Estos autores también
aconsejan el uso de especies leguminosas en el suelo cuando se adicionan SCG
para contrarrestar la posible inmovilizacién del N debido a adicién de un
residuo sin transformar. Cruz y Cordovil (2015) también encontraron una
inhibicién al crecimiento de zanahoria, espinaca y lechuga. Este grupo estudio
la biodisponibilidad del N y del P cuando se adicionaba SCG, concluyendo que
los SCG inmovilizaban estos elementos pudiendo ser los causantes de la falta
de crecimiento de los cultivos. En esta misma linea de investigacion, Hardgrove
y Livesley (2016), adicionaron SCG frescos aislados, y SCG frescos con un
fertilizante nitrogenado para confirmar la hipotesis de la inmovilizacién del N.
Estos autores encontraron que habifa limitacién al crecimiento tanto con los
SCG aislados como con los SCG con fertilizante nitrogenado. Por lo tanto,
ellos conclufan que la inhibicion al crecimiento de las plantas debia de ser s6lo
por los compuestos fitotdxicos presentes en los SCG, o que la dosis de N
empleada no era la suficiente como para superar la inmovilizacién microbiana.
En la Figura 16 podemos observar el efecto negativo de los SCG en diferentes

proporciones sobre un tipo de lechuga (Turek et al., 2019).
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Figura 16. Fotos aéreas de lechugas cultivadas con distintas proporciones de SCG: 0% (A),
5% (B), 10% (C), 15% (D), 20% (E) (Turek et al., 2020).

Los SCG también limitan la germinacién de semillas para la generacion
de plantones (Chysargyris et al., 2020), lo que es atribuido a las no adecuadas
condiciones del sustrato (falta de porosidad cuando se afladen SCG). Por otro
lado, los SCG redujeron la conductancia estomatica de las plantas, lo que se
encuentra relacionado con una estrategia para adaptarse a condiciones de estrés.
Contrario a estos resultados, el grupo de Cruz reporté un aumento de la
biomasa de las lechugas con concentraciones de 2.5 y 10% de SCG frescos,
encontrando una inhibicién con cantidades superiores (Cruz et al., 2012). En
un estudio posterior (Cruz et al., 2015), dejaron a los SCG en barbecho durante
4 meses para plantar posteriormente las lechugas. En este caso, como en el
anterior, los SCG incrementaron la biomasa de las lechugas hasta la cantidad de

un 10%, disminuyendo el crecimiento con cantidades de 20 y 30% (Figura 17).
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Figura 17. Lechugas cultivadas con distintas cantidades de SCG (Cruz et al., 2015).

Vardon et al. (2013) estudiaron qué efecto tenfan distintas
transformaciones (carbonizacién y desengrasado) de los SCG en el crecimiento
del sorgo (Figura 18). Los SCG desengrasados tenfan el mismo efecto
inhibitorio que los SCG frescos, si bien cuando se adicionaba fertilizante el
crecimiento aumentaba, aunque no superaba el crecimiento de la muestra
control. Sin embargo, cuando los SCG tanto frescos como desengrasados se
transformaron en biochar, sin fertilizante seguian limitando el crecimiento del
sorgo, pero cuando se adiciond fertilizante nitrogenado, el peso seco del sorgo

supero al peso seco de la muestra control con fertilizante.

B No Fertilzer
Fertilzer Applied

I T |

Control No Spent Gnd Defatted SpentGnd  Defatted
Gnds Gnd Biochar  Gnd Biochar

Sorghum-Sudangrass Dry Weight (g)
N

Figura 18. Efecto de los SCG frescos, desengrasados y biochar, con o sin fertilizante sobre

el crecimiento del sorgo (extraida de Vardon et al., 2013).
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Otros autores investigaron la adicion de cenizas junto los SCG
comprobando que la combinacién de ambos residuos inhibia aun mas
fuertemente el crecimiento de las plantas (Ribeiro et al., 2017). Los mismos
resultados encontré el grupo de Ciesielczuk et al. (2017) al suplementar los SCG

con cenizas, sulfato de magnesio y harina de sangte.

Efectos sobre el contenido mineral y otros compuestos

Recientemente se han realizado diferentes estudios sobre la reutilizacion
de SCG como enmienda organica para mejorar la nutricion mineral de las
plantas alimenticias (ya sean frescas, previamente compostadas o mediante
compostaje directo sobre el suelo) (Chysargyris et al., 2020; Cruz et al., 2014,
2015). La adicién de SCG frescos en los sustratos de cultivo disminuye el Mg,
P, Ca, Na, Fe, Mn, Zn y Cu en la lechuga, lo que los autores atribuyen a la
retencion de minerales por la matriz del café a través de la presencia de
sustancias potencialmente quelantes de metales o por la presencia de cafeina.
Por el contrario, los SCG compostados en dosis bajas mejoraron las
concentraciones de Mg, Mn, K y Na en la lechuga, debido a una mejor
fitodisponibilidad de dichos elementos, asi como a la degradacion de la cafeina
(Cruz et al., 2014b). Cuando estos autores compostaron SCG directamente en
el suelo durante 4 meses, las lechugas cultivadas con 20% y 30% de SCG
mostraron concentraciones mas altas de elementos totales en comparacioén con
las lechugas cultivas con menos cantidad de SCG (Cruz et al., 2015). Otros
investigadores también encontraron un aumento en el contenido de elementos
(Fe, Zn y Mn) en el arroz integral, tras de la aplicacién de SCG enriquecido con
Fe y Zn (Morikawa y Saigusa, 2011). Chysargyris et al. (2020) utilizaron SCG
frescos como sustrato de cultivo para semillas del género Brassica y observo
cémo aumentaron los contenidos de N, P y K y disminuyeron los contenidos
de Mg y Fe. Caliskan et al. (2020) en un estudio sobre el efecto de los SCG

frescos sobre el crecimiento del pino, reportaron que conforme aumentaban las
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cantidades de SCG adicionado, se incrementaban los contenidos de N, K, Mg
y P en el pino, y disminuia la concentracion de Ca y la relacion C/N. Kasongo
et al. (2013) también investigaron la adicion de otros tipos de residuos de café
(cascara y pulpa de café) en la nutricion mineral de las plantas y encontraron
que el uso de este tipo de desechos estimulaba la absorcién de Ca, Mg, K, N y
P, mientras disminufa la cantidad de Cu, Zn, Mn y Fe. Sin embargo, todos los
autores citados anteriormente no utilizaron suelos agricolas regulares, sino que
agregaron SCG a suelos muy arenosos, contaminados o en sustratos en
crecimiento, como la turba. Este es un aspecto que debe subrayarse ya que las
caracteristicas nutricionales de una planta dependeran de las propiedades
quimicas, fisicas y fisicoquimicas del tipo de suelo o medio de cultivo empleado
(Ceglie et al., 2015; Pinto et al., 2014).

Los SCG no sélo se han utilizado para mejorar la nutricion mineral de
los cultivos sino también para mejorar (en el caso de la lechuga) su contenido
en carotenoides (Cruz et al., 2012) y compuestos activos, asi como mejorar su
capacidad antioxidante (Cruz et al., 2014a). Con la adicién de SCG, la luteina y
el B-caroteno aumentaron un 90 y un 72%, respectivamente y las clorofilas
aumentaron hasta un 61%. El incremento de compuestos bioactivos se produjo
con cantidades de hasta un 10% de SCG (Cruz et al., 2012). La actividad
antioxidante de las lechugas aumentd linealmente con las cantidades de SCG
frescos, aunque no sucedié lo mismo con las lechugas cultivadas con SCG

compostados (Cruz et al., 2014b).

1.4. PERSPECTIVAS AGRO-AMBIENTALES

1.4.1. Situacion actual de los suelos agricolas Mediterraneos

Rodriguez-Martin et al. (2016) en su estudio “Assesment of the soil
organic carbon stock in Spain”, encontraron que la mitad de las areas espafiolas

tenfan un contenido en carbono organico inferior al 1%, asociandose con suelos
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agricolas Mediterraneos (Figura 19). Este hecho esta en linea con la iniciativa
“4 por mil” lanzada por la 21* Conferencia de las Partes de la Convencion
Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (COP21, 30 de
noviembre al 11 de diciembre de 2015) con el fin de mejorar el contenido del

carbono organico de los suelos en un 0.4% anualmente (Minasny et al., 2017).
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Figura 19. Mapa del contenido de carbono organico en Espafia (Rodriguez-Martin et al.,
2016).

Para la produccion de cultivos, el umbral critico de concentraciéon de
carbono organico en la capa arable (primeros 20 cm) para la mayoria de los
suelos es del 2% para las regiones templadas. Para mejorar la concentracion de
carbono organico en los suelos agricolas es necesario mejorar la calidad del
suelo a través de impactos beneficiosos en los siguientes procesos (Figura 20):
incremento en la agregacion del suelo y estabilidad de los agregados, mejoras en
la porosidad total y macroporosidad, disminucién de las pérdidas de agua del
suelo a través del aumento de la tasa de infiltracién de agua y reduccion de la
evaporacion, mejora de la capacidad de agua disponible de la planta, reduccion
de la susceptibilidad a la formacion de costras, compactacion y erosion por agua
y viento, aumento de la capacidad de intercambio catiénico y aniénico del suelo,

aumento de las reservas de nutrientes de las plantas, aumento del C de la
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biomasa microbiana junto con la actividad y las especies diversidad de la biota
del suelo, aumento de la capacidad de oxidaciéon del CH4 y moderacion de las
tasas de nitrificaciéon y desnitrificacion, reduccién de la lixiviaciéon de los
nutrientes vegetales solubles, y mejora en la produccién agrondmica, a través

del aumento en la eficiencia de uso de la energia (fertilizantes, agua,

pesticidas)(Lal, 2011).

CALIDAD FISICA CALIDAD QUIMICA

Estructura

pH

Retencion de agua CEC
Balance de elementos
Aifeacién RESERVA Capacidad de reserva

Infiltracion CARBONO

: de nutrientes
ORGANICO

CALIDAD BIOLOGICA

Catbono de la biomasa microbiana
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Figura 20. Mejoras de la calidad del suelo mediante el aumento de la reserva

organica del suelo en suelos agricolas (adaptada de Lal, 2011).

1.4.2. Biofortificacion

El hambre oculta es una forma de desnutriciéon que tiene lugar cuando
una dieta carece de micronutrientes como hierro, zinc, vitamina A, yodo
(Kumar et al., 2019), que afecta a alrededor de 2 mil millones de personas en
todo el mundo (von Grebner et al., 2014) (Figura 21). Especificamente, las
deficiencias de Zn y Fe afectan a un tercio de la poblacion mundial,
particularmente en Asia y Africa, causando enfermedades relacionadas con el
sistema inmunolégico y nervioso y afectando al desarrollo intelectual (Li et al.,
2019). Este tipo de insuficiencias se generan por deficiencias de Fe y Zn en los
suelos. Si bien la deficiencia de Zn en suelos es la mas comun (Alloway, 2008),
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en general, el Fe es un elemento muy abundante en suelos a nivel mundial,
clasificado entre macro y microelemento (Navarro y Navarro, 2013), aunque su

disponibilidad es reducida en suelos alcalinos y calcareos (Li et al., 2019).
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No data i Moderate Sovers  Extremely sovere : - are affected by Hidden Hunger
Severity of Hidden Hunger was determined based on the .
proportion of under-fives affected by anemia, vitamin A
deficiency, stunting as an indicator of zinc deficiency and
school-aged children affected by goiter.

UNICEF State of the World's Children 2009, WHO Global database on vitamin A
deficiency and anemia, iodine deficiency

Figura 2. Mapa global del hambre oculta (Sight and Life).

Se han descrito algunas soluciones para abordar el hambre oculta:
diversificar las dietas, fortificar los alimentos comerciales, suplementacion y
biofortificacion agrondmica y genética (von Grebner et al, 2014). La
biofortificacién agronémica con quelatos y sales comerciales es una de las
herramientas mas utilizadas para abordar el hambre oculta generada por las
deficiencias de Fe y Zn (Cakmak et al., 2018; Kozik et al., 2011; Mohammadi y
Khoshgoftarmanesh, 2014). Sin embargo, la biofortificacién agronémica con
quelatos (DTPA, EDTA, EDDHA, etc.) y sales tiene algunas limitaciones: estas
ultimas son formas muy solubles que tienden a bloquearse en el suelo mediante
diferentes mecanismos (Gregory et al., 2017) y los quelatos podrian tener
efectos negativos en las plantas, como toxicidad y efectos secundarios, y alterar

el equilibrio de nutrientes (Mohammadi y Khoshgoftarmanesh, 2014).
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1.4.3.Uso de Lactuca sativa en ensayos In vitro

Un gran namero de investigaciones con SCG se han llegado a cabo con
lechugas como planta comestible. Es una planta utilizada frecuentemente para
estudiar el efecto de enmiendas organicas en ensayos 7 vitro (Karapouloutidou
and Gasparatos, 2019; Moreira et al., 2021; Yoo et al., 2021). Esto se encuentra
relacionado con el hecho de que el consumo de lechugas es muy alto en todo el
mundo y se ha incrementado en las tltimas décadas (Heimler et al., 2012). El
contenido de elementos en una lechuga es relevante desde el punto de vista de
la nutriciéon humana ya que la lechuga contiene elementos esenciales para el
cuerpo humano como K, Na, Mg, S y P, los cuales pueden estar involucrados
en reacciones del organismo y actuar como cofactores de vitaminas y enzimas
(Sofo et al., 2016). Ademas, en los dltimos anos se han llevado a cabo diferentes
estudios sobre como compuestos presentes en la lechuga promueven la salud,
como son los compuestos nutracéuticos (Heimler et al., 2012). Por otro lado, la
lechuga ha sido objeto de estudio en ensayos de biofortificacion agronémica y
genética (Goto et al., 2000; Giordano, 2019; Kozik et al., 2011; Smolen et al.,
2014; Carvalho et al., 2003) y también se ha utilizado para ver el efecto de
diferentes tipos de fertilizantes (de Barros Sylvestre et al., 2019; Petek et al,,
2020). En los dltimos afios también ha ganado en popularidad el consumo de
lechugas baby, las cuales son especialmente ricas en vitamina C (Kim et al,,

2016).
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2. OBJETIVOS
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Previamente al planteamiento de los objetivos es necesario hacer un
pequenio resumen de los aspectos de investigacion mas importantes

relacionados con los SCG y plantear algunas hipotesis de trabajo.

Los SCG son un bio-residuo generado en grandes cantidades a nivel
mundial, que se originan por la molturacién de las semillas del café, previamente
tostadas, con una posterior extraccion de la bebida del café mediante un proceso
hidrolitico a baja temperatura (100° C aprox.) y presion cercana a la atmosférica.
Este origen de los SCG determina su composicion, rica en proteinas,
carbohidratos, polifenoles, grasas, etc., y sus posibles reutilizaciones. Por tanto,
los SCG son un residuo mal gestionado si se destinan a los vertederos o se

emplean directamente como combustible.

Teniendo en cuenta los altos contenidos en C que tienen los SCG, una
de sus posibles reutilizaciones serfa como enmienda organica de suelos. Este
incremento en materia organica mejoraria las propiedades quimicas (aumento
de la capacidad de intercambio catidnico, incremento de macronutrientes, etc.),
las propiedades fisicas (aumento de la capacidad de retencién de agua,
estabilidad estructural, disminucién de la densidad aparente), y las propiedades
biolégicas del suelo (aumento de la diversidad microbiana), es decir, mejoraria
en su conjunto la fertilidad de los suelos. Con el empleo agronémico de los
SCG, ademas de incrementar el carbono organico en los suelos agricolas
Mediterraneos mediante su fijacion, se reducirfan las emisiones de gases con

efecto invernadero como el COa.

El efecto de los SCG sobre la planta es controvertido en la bibliografia.
Hay autores que indican que tiene un efecto fitotéxico atribuido bien a su
composicién bioquimica, o debido a su elevada relacién C/N, a la competencia
de los microorganismos por el N, dicho de otro modo, a la inmovilizacion
microbiana del N. Sin embargo, otros investigadores reportan un estimulo al

crecimiento vegetal y a la mejora de plantas comestibles. Se trata por tanto de
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un tema que necesita de mas investigacion. Un aspecto interesante de esta
cuestion es sila fitotoxicidad es un aspecto so6lo cualitativo o si se puede abordar
también desde un punto de vista cuantitativo. Es decir, si existe una dosis

umbral de SCG a partir del cual se manifiestan los efectos fitotoxicos.

Dentro de los esquemas de economia circular, los SCG pueden generar
productos de alto valor anadido (biocombustibles, aztcares, etc.) y nuevos
residuos de segunda generacién, cuyo uso también plantea problemas
ambientales. La transformacién mediante pirolisis es uno de estos procesos, que
genera un nuevo residuo que se conoce como biochar. Hay mucha investigacion
sobre biochar derivados de residuos como madera, estiércol o residuos de
cultivos, pero no hay mucha investigaciéon sobre los biochares derivados de
SCG. El caracter organico de los SCG garantiza un biochar con muchas
posibilidades de empleo. La carbonizacién hidrotermal o hidrolisis a alta
presién y temperatura es otro proceso empleado en la reutilizacion de bior-
esiduos y poco investigado en el caso de los SCG. La carbonizacién hidrotermal
genera un residuo denominado hidrochar. Al igual que ocurre con los biochars,
las posibilidades de los hidrochars derivados de los SCG, son interesantes desde
varios puntos de vista. Ademas de estos procesos térmicos de transformacion,
hay otras posibilidades para modificar los bio-residuos y generar bio-productos
reutilizables. Clasicamente se ha empleado el compostaje y en concreto el
vermicompostaje, como una forma de transformacién de los bio-residuos que
favorece su empleo agronémico. No hay demasiada investigacion con respecto
al compostaje de los SCG. Otros procesos de modificaciéon como el lavado con
agua, disolventes organicos a distintas temperaturas o los desengrasados
podrian ser también procesos interesantes desde el punto de vista de la

reutilizacion de los SCG.

La composiciéon de los SCG y los bio-productos derivados, rica en
melanoidinas y compuestos polifendlicos plantea un posible uso de los mismos

alternativo al de simple enmienda organica. Se ha demostrado en la bibliografia
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que los citados compuestos tienen capacidad quelante y complejante, que
podria ser utilizada para enriquecer plantas en elementos nutrientes,
principalmente micronutrientes, y, simultineamente, mejorar las reservas de
estos elementos en el suelo. El enriquecimiento de plantas con micronutrientes
a través del suelo, mediante abonos, se conoce como biofortificaciéon. La
biofortificacién agronémica de plantas comestibles, permitirfa corregir las
patologfas derivadas de la denominada “hambre oculta”. La capacidad
movilizadora de los SCG vy sus bio-productos derivados podria utilizarse para

generar lo que hemos denominado en la presente tesis doctoral como bioguelatos.

Por todo ello, el objetivo general de la presente tesis doctoral consiste
en el estudio desde diversos puntos de vista (quimico, fisico, biologico, etc), de
la reutilizacién de los posos de café y de algunos de sus productos derivados,
como enmienda organica de suelos y como posibles movilizadores de
nutrientes. Se pretende analizar los efectos sobre el suelo, los cultivos y el medio

ambiente.

Teniendo en cuenta el objetivo general planteado y la hipétesis de

partida, los objetivos especificos que desarrollara esta tesis doctoral son:

1. Evaluar el efecto de la adiciéon de SCG frescos sobre las propiedades

quimicas y fisicoquimicas de suelos agricolas Mediterraneos.

2. Evaluar los efectos a corto plazo de la adiciéon de SCG frescos como
enmienda organica sobre las propiedades fisicas del suelo y estudiar

cémo influyen en estas propiedades dosis secuenciales de SCG.

3. Ewvaluar los efectos de la adicion de SCG frescos sobre la materia

organica del suelo y los grupos microbianos principales.

4. Evaluar los efectos de la adicion de SCG frescos sobre la
hidrofobicidad del suelo, y en particular sobre los componentes de la

energia superficial.
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. Evaluar los efectos de la adicion de SCG frescos sobre algunos

aspectos de la calidad del suelo.

. Evaluar la influencia de la adiciéon de cantidades crecientes de SCG

sobre las concentraciones de elementos esenciales y toxicos en

lechugas cultivadas.

. Seleccionar las combinaciones mas apropiadas de diferentes dosis de
SCG vy diferentes dosis de fertilizante N para establecer si las
limitaciones al cultivo se relacionan exclusivamente con la toxicidad

de algunos de sus compuestos o pueden corregirse con la adicién de

N.

. Seleccionar el tratamiento de los SCG (vermicompostaje, compostaje,
carbonizacion, hidrolisis, lavado. ..) mas propiado, que genere un bio-
producto que por un lado, supere la fitotoxicidad generada por los

SCG y por el otro, aproveche la capacidad quelante de los SCG.

. BEvaluar el impacto de la adicién de SCG y bio-residuos derivados de
los SCG sobre la dinamica del C y N, calidad y funcionalidad del

suelo.

10. Determinar el efecto de bioquelatos derivados de los SCG y de las

melanoidinas de café sobre la biofortificacion agronémica en Fe y Zn

de lechugas y comparar su efecto con quelatos comerciales.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. MATERIALES

3.1.1. Suelos

Para el desarrollo de la presente tesis doctoral se muestrearon dos suelos
agricolas Mediterraneos (de los primeros 20 cm del suelo, lo que se denomina
“capa arable”) representativos de la provincia de Granada. Un suelo llamado
“suelo de Vega” tomado en la Vega de Granada, en las inmediaciones del
pueblo de Pinos Puente (37° 14'7.1”N, 3°45'40.7"W), y otro llamado “suelo
Rojo” tomado de las inmediaciones del pueblo granadino de El Padul (36°
59'2.8"N, 3° 36'54.3"W) (Figura 22).

Suelo de Vega 7.
R { ki / Suelo Rojo
- b | i
|

v ;tvoPino.s puent_e‘ e
‘ S O 7

. ElPadul

Figura 22. Ubicacion en el mapa geografico de la localizaciéon de ambos suelos.

Fotos aéreas de cada uno de los suelos procedentes de Google Maps.

El suelo de Vega se clasifica como un Cambic Calcisol (Aric, Ochric) TUSS
Working Group WRB, 2015), gris pardusco (Munsell 10YR 5.5 / 2), utilizado
normalmente para cultivar maiz, alfalfa y cultivos horticolas bajo riego (Figura
23). El suelo Rojo se clasifica como un Chromic Caleic Luviso/ (Cutanic,
Ditferentic, Hypereutric, Ochric) (IUSS Working Group WRB, 2015), rojo
(Munsell 2.5YR 4/06) es utilizado para cultivos de cereales en condiciones de

secano (Figura 23).
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Figura 23. Fotografias del suelo de Vega (izquierda) y suelo Rojo (derecha) en el momento
del muestreo.

En la Tabla 3 se muestran las principales caracteristicas de los suelos
ensayados. Los suelos se diferenciaron entre si principalmente en su contenido
de carbonato calcico equivalente (CaCOseq.) (mayor en el suelo de la Vega que
en el suelo Rojo), lo que se relaciona con sus propiedades mineralégicas, es
decir, mayor contenido de calcita y dolomita en el suelo de Vega heredado de
su material geolégico. Segun los datos de la granulometria, ambos suelos tienen
una clase textural arcillosa, aunque las particulas finas (limo + arcilla) del suelo
de Vega representaron el 87.9% de la tierra fina (<2 mm) mientras que en el
caso del suelo Rojo el porcentaje fue del 61%. Como consecuencia de esta
diferencia granulométrica, junto con la cantidad ligeramente mayor de carbono
organico (CO) en el suelo de Vega, la capacidad de intercambio catidnico (CIC),
la capacidad de retencion de agua a -33 kPa (Ws3) y -1500 kPa (Wis) y el
contenido de agua utilizable por las plantas (AU) fue mayor en el suelo de Vega
que en el suelo Rojo, mientras que lo contrario fue observado para la densidad
aparente (DA). En cuanto a la mineralogfa (Tabla 3), la tierra fina del suelo de
Vega es rica en filosilicatos y carbonatos (calcita y dolomita), mientras que el
suelo Rojo estuvo compuesto por un mayor contenido de filosilicatos
(principalmente illita y caolinita), cuarzo y 6xidos de hierro y los carbonatos
presentes estaban en cantidades inferiores al 1%. El suelo de Vega contiene una

mayor cantidad de esmectitas (arcillas hinchables) en la fraccion
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Tabla 3. Propiedades quimicas, fisicoquimicas y mineralégicas del suelo de Vega y suelo Rojo.

Propiedades quimicas y fisicoquimicas

Muestra Color seco FG  Arcilla Limo pH CEzs CcO N C/N COsCa eq. DA Wi Wisoo AU
Ounsel) %) (%) (h) dsm) ) ¢ %) (@gem) (%) (%) (mmem)
Suelo Vega 10YR 5.5/2 2.0 58.0 299 82 1.3 1.36 0.11 13 39.0 1.20 26.4 156 1.30
Suelo Rojo 2.5YR 4/6 6.0 432 180 7.2 0.6 1.16 0.11 10 1.6 1.27 20.0 117 1.05
Propiedades mineralégicas (%0)

Tierra fina (< 2mm) Arcilla (< 2 um)

Phy Qz Fd Ironox Cal Dol II Pa Sm Int1-14nm Phy>1.4nm Ka Qz Fd Ironox Cal Dol
Suelo Vega 47 11 <1 <1 34 8 29 3 17 12 6 3 12 2 14 2
Suelo Rojo 63 33 2 2 <1 <1 33 2 3 5 27 11 13 1 5 <1 <1

Phy, filosilicatos; Qz, cuarzo; Fd, feldespatos; Iron ox, éxidos de hierro ( goetita y hematites); Cal, calcita; dol, dolomita; 111, illita; Pa, paragonita; Sm, esmectitas; Int
1-1.4 nm, filosilicatos interestratificados con d001 entre 1y 1.4 nm; Phy >1.4 nm, filosilicatos con don >1.4 nm; Ka, caolinita; FG, fragmentos gruesos (suelo total);

CEzs, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico; N, nitrogeno total; CO3Ca eq., carbonato calcico equivalente; DA, densidad aparente; W33 and
Wiseo, tetencion de agua a -33 and -1500 kPa, respectivamente; AU, agua utilizable por las plantas; nd, no detectado.
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de arcilla. El suelo Rojo contiene mas filosilicatos con d001> 1.4 nm (como
clorita) y de caolinita en la fraccion de arcilla, lo que es indicativo de una mayor
edad y mas evolucién mineraldgica (Martin-Garcia et al. 1999). El contenido de
arcilla y la mineralogfa pueden ser importantes en las interacciones entre la
materia organica y la fraccion mineral (Baldock y Skjemstad 2000; Six et al. 2002;

Rakhsh et al. 2017).

3.1.2.Posos de café y bio-productos derivados

Posos de café

En la presente tesis doctoral se utilizaron dos tipologfas distintas de SCG.
Los primeros se obtuvieron moliendo 50 g de granos de café (PREMIUN
TUESTE NATURAL, Cumbal, 100% Arabica) y mezclandolos con 1 L de agua
destilada hirviendo, seguido de filtracién y secado al aire. El molido de los
granos de café se hizo hasta obtener un tamafio homogéneo de 1 mm. El
proceso de obtencion de los SCG se llevé a cabo en una cafetera tipo melita

(Figura 24).

Figura 3. Procedimiento de obtencién de los SCG.

La segunda tanda de SCG se recogio de la cafeterfa de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granada. No se distinguieron entre tipologias de

SCG (marcas, cafeina...). Posteriormente se extendieron y se secaron al aire.

72



En la Tabla 4 podemos observar las diferentes caracteristicas de los dos
tipos de SCG elaborados para la consecuciéon de esta tesis doctoral. Ambos
SCG se caracterizan por tener un pH acido, alta conductividad eléctrica medida
a 25 °C (CEss) y ausencia de CaCOj eq. La principal diferencia entre ambos se
encuentra en el contenido de CO y N. Los SCG hechos ex professo presentaban
mayor cantidad de CO y menor cantidad de N, al contrario de los SCG
recogidos en la cafeterfa de la Facultad de Farmacia. Por ello, los SCG
correspondientes a la primera tanda tienen una relacién C/N de 32 y los de la
segunda tanda una C/N de 21.

Con respecto a otras propiedades como CIC y determinadas propiedades

fisicas, solo fueron analizadas en los SCG de la primera tanda, quedando

reflejadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Principales propiedades fisicoquimicas de los SCG empleados en los

distintos ensayos de la tesis doctoral.

SCG; SCG,
pH 5.76 5.82
CEas (dS m™) 4.5 5.7
CO (%) 59.38 46.02
N (%) 1.87 2.24
C/N 32 21
CaCO; eq. (%) nd nd
CIC (cmol; kg™ 58.28 -
DA (g cm”) 0.49 -
Wss (%) 118.3 -
Wisoo (%0) 110.4 -
AU (mm cm™) 0.39 -

CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C; CaCOj eq., carbonato calcico equivalente; CIC,
capacidad de intercambio catiénico; DA, densidad aparente; W3, retencién de agua a -33kPa; Wisoo,

retencion de agua a -1500kPa; AU, agua utilizable por las plantas; nd: no detectado.

SCG desengrasados
El desgrasado de los SCG se realizé mediante la extraccion de lipidos

durante 3 h en un aparato Soxhlet con hexano (Vardon et al., 2013).
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Biochar de SCG y biochar de SCG desengrasados
Se realizaron dos tipos de biochar de SCG y SCG desengrasados

mediante pirolisis en un horno pirolitico (NaverthermGmbH, Alemania): 270 °
C durante 60 min (modificado de Comino et al., 2017) y 400 ° C durante 30
min (Kim et al., 2014) (Figura 25).

270 °

400 °C

Figura 25. Procedimiento para la obtencién de biochar de SCG.

Hidrochar de SCG

Los SCG se sometieron a un proceso de carbonizacién hidrotermal. Los
SCG se mezclaron con agua en una proporcion del 10% (p/p) en un reactor
(270 ml de agua destilada y 30 g de caté molido) aplicando 160, 180 y 200°C
durante 60 min (Figura 26).

s

Hidrochar de
SCG

Figura 4. Procedimiento para la obtencion de hidrochar de SCG.
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Compost y vermicompost de SCG

Los diferentes compost derivados de SCG fueron suministrados por la
empresa de fertilizantes naturales organicos AGROHULOVA S.I. (Granada,
Espafia). El tratamiento de vermicompostaje de los SCG se realizé durante 8
meses con lombriz roja californiana (Edsenia foetida). El compostaje
convencional de los SCG con dolomita se realizé durante 8 meses utilizando
las proporciones de 28.72 kg de SCG y 8.5 kg de dolomita [CaMg (COs)2] para
neutralizar el pH acido de los SCG.

SCG Iavados con agua y etanol
Los SCG lavados con etanol o agua desionizada caliente se realizaron en

un embudo de percolacion hasta la decoloracion del percolado.

Bioquelatos de SCG y melanoidinas

En la presente tesis doctoral se emplearon dos tipos de bioquelatos:
bioquelato de SCG y bioquelato de melanoidinas.

En primer lugar, se aislaron las melanoidinas adaptando el método
descrito por Rufian-Henares y de la Cueva (2009), a partir de una infusiéon de
café filtrada producida a partir de café tostado comercialmente (100% Arabica)
suministrado por un productor nacional. I.a preparacion de café se realizo a
altas presiones y con la siguiente proporcion: 62.5 g por 1000 ml de agua. Esta
infusién se sometio a una concentracion, filtracion, dos diafiltraciones con agua
desionizada (lavados del concentrado) y una concentracion final del producto.
La filtracién se llevd a cabo con una unidad de filtraciéon PilotUnitMulti
MF/UF/NF/RO  M39/M3.8 (Alfa lLaval, Nakskov, Dinamarca).
Posteriormente, el producto concentrado final se sometié a un proceso de
secado por pulverizacion en un secador por pulverizacion modelo 4M8-TriX

(ProCepT, Zelzate, Bélgica). El proceso se llevé a cabo a una temperatura de
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entrada de 200 °C y una presioén de atomizacion de la boquilla de 2 bar. Las
condiciones fueron optimizadas previamente.

Posteriormente, se funcionalizaron las melanoidinas con Fe y Zn. Para
este proposito, se emplearon los siguientes reactivos: sulfato de hierro (II)
heptahidratado FeSO4 « TH20 (MW 278.01) y sulfato de zinc heptahidratado
ZnSO4 » TH20 (MW 287.56). En cada caso, se usaron 1.5 g del reactivo, 30 g
de melanoidinas y 300 ml de agua destilada. Cada mezcla se prepard y se
mantuvo bajo agitaciéon durante 2 h, se dejé reposar a temperatura ambiente en
la oscuridad durante 24 h hasta alcanzar el estado estable. Cada mezcla se
ultrafiltré utilizando el modelo de celda de ultrafiltracion Amicon 8400
(Amicon, Beverly, MA), con una membrana de corte de masa molecular de 5000
Da. El producto retenido se lavé con 150 ml de agua destilada. Este
procedimiento de lavado (diafiltracién) se repiti6 al menos tres veces.
Finalmente, las muestras fueron liofilizadas y almacenadas. Los SCG también
se funcionalizaron con Fe y Zn como las melanoidinas. Se probaron diferentes
concentraciones de metal para evaluar la capacidad de absorcion de los SCG.
La cantidad final escogida fue de 9 g de reactivo, 50 g de SCG y 500 ml de agua
destilada. Cada mezcla se prepard y se mantuvo bajo agitacion a temperatura
ambiente en la oscuridad durante 24 h. Cada muestra de mezcla se decanté y se
centrifugé. El sélido obtenido se lavé con 250 ml de agua destilada, se decantd
y se centrifugd. Este procedimiento de lavado se repitié dos veces. Finalmente,
las muestras se dejaron en la estufa a 50 °C durante un dia para eliminar el

contenido de agua.

3.1.3.Planta alimenticia Lactuca sativa

La lechuga fue la planta alimenticia escogida para la realizaciéon de todos
los ensayos. Especificamente se utiliz6é Lactuca sativa var. longifolia variedad Little

Gem Duente. Tienen un ciclo de crecimiento relativamente corto (maximo 60

76



dias) y su pequefno tamafio facilita su manejo en camaras climaticas. Son
lechugas de hoja alargada y forman un cogollo compacto de unos 10-15 cm de
altura y 8-10 cm de diametro. Normalmente son de color verde medio y tienen

un peso entre 125y 190 g (Figura 27).

Figura 27. Lechuga Lactuca sativa var. longifolia utilizada en los ensayos.

3.2. METODOS

3.2.1.Disefios experimentales y esquemas metodologicos

Este apartado se estructurara atendiendo a los distintos ensayos
realizados para la consecucion de los objetivos planteados. Se planificaron un
total de nueve ensayos. La descripcion de los métodos para cada ensayo se
realiza, en primer lugar, mediante una figura de disesio experimental donde se
especifica el nimero de repeticiones, los suelos empleados, las dosis, los
tiempos de muestreo, etc. En segundo lugar, con una figura de esquema
metodoldgico en la que resumen en cada una de las muestras obtenidas la analitica

realizada.
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Ensayo 1 (efectos sobre las propiedades quimicas y fisicoquimicas del
suelo y crecimiento de las plantas)

El disefio experimental correspondiente al ensayo 1 se recoge en la
Figura 28a. El ensayo 1 se realiz6 con tres réplicas, dos suelos diferentes (suelo
de Vega y Rojo), dos dosis de SCG (2.5 y 10% p:p) cuatro tiempos de cultivo
(15, 30, 45 y 60 dias) y muestras control (0 dias y 0% SCG). Se obtuvieron un
total de 72 muestras. Los tipos de analisis realizados sobre las muestras finales
del ensayo se recogen en la Figura 28b, correspondiente al esquema
metodoldgico. Se analizaron propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo y
se mostré la actividad biolégica del suelo mediante imagenes de microscopia
electrénica de barrido (SEM). En cuanto a la planta, se analizaron parametros

de crecimiento.

Ensayo 2 (efectos sobre las propiedades fisicas del suelo)

El ensayo 2 se realiz6 con tres repeticiones, dos suelos (suelo de Vega y
suelo Rojo), dos dosis de SCG (2.5 y 10% p:p), dos tiempos de incubacién (30
y 60 dias) y dos modalidades de ensayo: con cultivo y sin cultivo (Figura 29a).
Se obtuvieron un total de 72 muestras. Se usaron muestras control: 0 dfas y 0%
SCG. En los microcosmos tesultantes de la incubacion, se analizaron
principalmente propiedades fisicas del suelo (Figura 29b). Se realiz6, ademas,
un analisis morfolégico de la estructura del suelo mediante SEM vy

estereomicroscopio.
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Figura 28. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al
Ensayo 1. CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C; CaCO; eq., carnonato calcico

equivalente.
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Figura 29. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al
Ensayo 2. CO, carbono organico; DA, densidad aparente; W, retencion de agua a -33kPa;

Wisoo, retencion de agua a -1500kPa; SEM, microscopia electronica de barrido.
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Ensayo 3 (efectos sobre Ia microbiologia del suelo)

Para la realizacion del ensayo 3 (Figura 30a), se eligieron dos dosis
diferentes de SCG (2.5 y 10% p:p) y tres puntos de tiempo (0, 30 y 60 dias), asi
como un control (0 SCGY%, 0 dias). Se obtuvieron un total de 36 muestras, que
incluyeron muestreo a los 30 y 60 dias, y tres réplicas para cada condicion.
También se tomaron muestras en el momento 0, las cuales sirvieron como
control inicial. Al igual que en el ensayo 1, se realiz6 un analisis quimico y
tisicoquimicos de los microcosmos incubados (Figura 30b). Ademas, se

analiz6 en profundidad la biologfa del suelo.

Ensayo 4 (efectos sobre Ia hidrofobicidad y materia orgdnica del suelo.
Relacion con Ia calidad del suelo)

En el ensayo 4 se obtuvieron un total de 90 muestras. 72 muestras
correspondientes a dos tipos de suelo (Rojo y Vega), tres dosis de SCG (0, 2.5
y 10%), dos tiempos de incubacién (30 y 60 dias) y seis repeticiones (Figura
31a). 18 muestras correspondientes a las muestras de control inicial (tiempo 0):
dos tipos de suelo, tres dosis de SCG y tres repeticiones. En este ensayo, se
analizaron parametros de hidrofobicidad y se realizé un fraccionamiento de la
materia organica del suelo (Figura 31b). Ademas, la analitica se complet6 con
analisis fisicos, quimicos, fisicoquimicos y biolégicos. Por tltimo, se realizé un

analisis SEM para apoyar las anteriores analiticas.
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Figura 30. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al
Ensayo 3. CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C; CaCO; eq., carbonato calcico

equivalente.
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Figura 31. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al Ensayo
4. WDPT, tiempo de penetracion de la gota de agua; CA, angulo de contacto; PWSOM,
humectabilidad potencial de la materia organica del suelo; CO, carbono organico; CIC,
capacidad de intercambio catiénico; HQI, indice de calidad del humus; TEC, carbono
extraible total; AH, acidos himicos; AF, acidos falvicos; HWSC, carbono soluble en agua
caliente; Dhasa, actividad deshidrogenasa; ASI, indice de estabilidad estructural; Ks,
conductividad hidraulica; DA, densidad aparente; DP, densidad de particulas; W3, retencion

de agua a -1500kPa; Wis00, retencion de agua a -1500kPa; AU, agua utilizable por las plantas.
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Ensayo 5 (efectos de las dosis crecientes de SCG sobre el sistema suelo-
planta)

El ensayo 5 se realizé con tres repeticiones y ocho dosis de SCG (1, 2,
2.5,5,7.5,10,12.5y 15%) (Figura 32a). Ademas, se utilizaron tres muestras de
control de 0% de dosis de SCG. Para comparar con la fertilizacion
convencional, se utilizaron tres microcosmos sin SCG, pero enriquecidos con
un fertilizante triple 15 (15% de N como N, 15% de P como P20Os y 15% de K
como K:0); la concentracion adicionada al suelo fue de 1.75 g/kg. Se incluyd
un grupo final que consto de tres muestras de lechugas baby para comparar el
efecto de los SCG en el estado inicial de las lechugas. En este ensayo se realizé
un estudio profundo de los elementos minerales esenciales y toxicos de la planta
(Figura 32b). Se determiné el pH del suelo, debido a la importancia de esta

propiedad en la movilidad de los nutrientes en el suelo.

Ensayo 6 (efectos combinados de Ia adicion de SCG con fertilizantes
nitrogenados sobre el sistema suelo-planta)

En el ensayo 6 se utilizaron SCG en una concentracién de 1, 7.5 y 15%
(Figura 33a). Se ensayaron ademas tres dosis de N: alta (3480 kg/ha), media
(600 kg/ha) y baja (120 kg/ha). La fertilizacién nitrogenada se realizé con
NO:sNH4. En las lechugas muestreadas, se realizé un estudio de los principales
macroelementos en planta (Ca, K, N, K, Mg, ...) y microelementos (Cu y Zn)
(Figura 33b). Se analiz6 también el peso fresco y seco de la planta. Con

respecto al suelo, se analizaron nutrientes asimilables como el N, P y K.

84



Suelo Vega

SCG

1, 2, 2.5, 5,7.5,10, 12.5y 15% 45 dias

\ I

b)

|

I 1 |

Parametros de Elementos minerales Elementos minerales
esenciales téxicos
- Mg
— Si Pb
- P
- K
- Ca
-V
- Mn
- Fe

I: Peso fresco total

Peso seco total

crecimiento
As
cd
Al

(< 5mm)

|
Andlisis quimicos y | Co
fisicoquimicos - Zn
- Se

L pH -~ Mo

Figura 32. a) Disefo experimental y b) esquema metodoldgico, correspondientes al

Ensayo 5
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Ensayo 6
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Ensayo 7 (efectos sobre el sistema suelo-planta de SCG transformados
mediante compostaje, vermicompostaje, carbonizacion, Iavado,
hidrdlisis e incubacion en suelo)

El disefio experimental correspondiente al ensayo 7 se muestra en la
Figura 34a. El ensayo se realiz6 por triplicado. Se utilizaron cinco controles y
ocho bio-enmiendas derivadas de los SCG. Como controles se incluy6 el suelo
adicionado con SCG frescos, el suelo sin bio-enmienda, el suelo sin bio-
enmienda previamente incubado durante 40 dias, el suelo adicionado con
fertilizante NPK y el suelo adicionado con vermicompost de estiércol de cabra.
Como bio-enmiendas derivadas de los SCG se utilizaron vermicompost,
compost, biochars (a 270 y 400°C mediante pirolisis), SCG lavados con etanol,
SCG lavados con agua e hidrochar (180°C mediante carbonizacion
hidrotermal). Los diferentes controles y tratamientos SCG y sus principales
objetivos se resumen en la Tabla 5. La tasa de aplicacion al suelo para todas las
bio-enmiendas fue del 7.5% (p/p). Las muestras incubadas se incluyeron para
estudiar el efecto de barbecho y consistieron en muestras sin adicién de SCG o
adicionadas con 7.5% de SCG; estas muestras se incubaron durante 40 dias
previamente al ensayo en las mismas condiciones de incubaciéon descritas
anteriormente, pero no se cultivaron con lechuga. Se incluyé un grupo final que
consistié en 3 muestras de lechugas baby para comparar el efecto de SCG en el
estado inicial de las lechugas. En este ensayo se analizaron los microelementos
Cu, Fe y Zn, en planta, y en suelo se analizaron las principales propiedades

quimicas y fisicoquimicas junto con los contenidos de Cu, Fe y Zn extraibles

con DTPA (Figura 34b).
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Figura 34. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al

Ensayo 7. CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico.
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Tabla 5. Condiciones experimentales, nomenclatura y objetivos de cada tratamiento.

Microcosmos

Nomenclatura

Objetivo

Muestras control

Suelo de Vega con 7.5% de SCG

Suelo de Vega sin bio-enmienda

Suelo de Vega sin bio-enmienda previamente incubado
durante 40 dias

Suelo de Vega con NPK (15:15:15) (1.75 g/kg suelo)

Suelo de Vega con vermicompost de estiércol de cabra

SCG-frescos
NoBE

NoBE-inc
NPK

Vermi-cabra

Comparacién con el material fresco

Comparacién con la muestra sin tratar
Control del efecto barbecho

Comparacién con la fertilizacién inorganica

Comparacién con la agricultura organica
convencional

Tratamientos de los SCG para eliminar la
inhibicién al crecimiento de las plantas

Suelo de Vega con 7.5% SCG previamente incubado
durante 40 dfas

Suelo de Vega con 7.5% SCG vermicompostado

Suelo de Vega con 7.5% SCG compostado con dolomita
[CaMg(CO)]

Suelo de Vega con 7.5% biochar de SCG a 270°C

Suelo de Vega con 7.5% biochar de SCG a 400°C

Suelo de Vega con 7.5% SCG lavados con etanol
Suelo de Vega con 7.5% SCG lavados con agua caliente
Suelo de Vega con 7.5% SCG hidrolizados

SCG-inc
SCG-vermi
SCG-comp

SCGCharzm

SCGChamOO
SCG-etanol
SCG-H;O
SCG-hidro

Efecto barbecho
Mineralizacién biol6gica de compuestos toxicos

Mineralizacién biolégica de compuestos toxicos

Pirolisis de compuestos tdxicos a baja
temperatura

Pirolisis de compuestos téxicos a temperatura
media

Lixiviado de compuestos téxicos
Lixiviado de compuestos téxicos

Tratamiento con agua a alta temperatura
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Ensayo 8 (bio-enmiendas derivadas de los posos de café y su influencia
en la dinamica del C y N)

El ensayo de incubacion correspondiente al ensayo 8 se realizé con 60
g (peso seco) de suelo en frascos de polipropileno (Figura 35a). Antes del inicio
del ensayo, los suelos se acondicionaron previamente al 40% de la capacidad de
la capacidad de campo y 20 °C en condiciones aerdbicas durante 5 dias.
Posteriormente se afadieron las diferentes enmiendas en una dosis del 2.5%
(p/p) v se incubaron en laboratotio durante 30 dias a 20 °C. Las bio-enmiendas
utilizadas fueron las siguientes: SCG, biochar de SCG a 270°C (B270), biochar
de SCG a 400°C (B400), hidrochar de SCG a 160°C (H160), hidrochar de SCG
a 200°C (H200), vermicompost de SCG (VC), SCG desengrasado (SCGu),
biochar de SCG desengrasado a 270°C (B2704) y biochar de SCG desengrasado

a 400°C (B400q). El suelo sin tratar también se incluyé como control. El ensayo
se realizé por cuadruplicado. El suelo se muestre6 en los dfas 2, 7 y 30. Los
niveles de humedad en los frascos se verificaron dos veces por semana
midiendo la pérdida de peso y se agrego agua desionizada cuando fue necesario
para mantener una humedad constante. El esquema metodolégico
correspondiente al ensayo 8 se muestra en la Figura 35b. En este ensayo se
analizaron propiedades relacionadas con el ciclo del C y N: evolucién del CO»
y N2O, C y N extrafbles, C y N de la biomasa microbiana y compuestos

nitrogenados.
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Figura 35. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al

Ensayo 8
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Ensayo 9 (uso potencial de los SCG y otros derivados de Ia bebida del
café como quelatos en la Dbiofortificacion agrondomica de plantas
comestibles)

El disefio experimental correspondiente al ensayo 9 se recoge en la
Figura 36a. Se calcul6 la dosis de quelatos comerciales y bioquelatos de
melanoidina afiadidos a cada maceta para obtener una concentracion final de
Fe y Zn de 10 mg kg de suelo (Almendros et al., 2015; Motikawa y Saigusa,
2008). Sin embargo, la cantidad agregada del bioquelato de SCG fue de 2 g por
maceta, ya que esta dosis era la minima necesaria para obtener una mezcla
homogénea, teniendo en cuenta que el tamafio medio de particula de SCG esta
entre 500 y 250 um. Ademas, esta dosis es la minima que no causa fitotoxicidad
en la planta. 2 g de bioquelato de SCG corresponden a 20.21 mg de Fe kg y
89.61 mg de Zn kg'. Los quelatos comerciales (EDDHA-Fe y EDTA Zn) se
aplicaron sobre la superficie del suelo en una sola dosis con el agua de riego.
Los bioquelatos de melanodinas y SCG se mezclaron completamente con el
suelo ya que se encuentran en fase solida. Se seleccionaron dos quelatos
comerciales como controles: Fe etilendiamina-N,N'-bis (EDDHA-Fe, 6% w:
w) y etilendiaminotetraacetato de zinc (EDTA-Zn, 14% w: w) suministrado por
TRADE CORPORATION INTERNATIONAL, S.A.U. La fertilizacién basal
se aplicd con 100 mg de N kg'! (como HNO3 y NHy), 44 mg de P kg (como
P20s) v 84 mg de K kg' (como K:O). Como controles, se adicionaron
melanoidinas y SCG no tratados con Fe y Zn en las mismas condiciones
descritas anteriormente. En la Figura 36b se recoge el esquema metodologico
seguido en este ensayo. En la planta se analizaron los microelementos Fe y Zn.
En suelos se analizo el pH y la CE»s y los elementos Fe y Zn extraibles con

DTPA.
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Figura 36. a) Disefio experimental y b) esquema metodolégico, correspondientes al

Ensayo 9. CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C.
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3.2.2. Condiciones de cultivo comunes a todos los ensayos

Las condiciones de cultivo descritas a continuaciéon corresponden a
todos los ensayos excepto para el ensayo 8. Para cada tratamiento, tierra fina
seca al aire (<2 mm) para los ensayos 1, 2, 3, 4 y tierra tamizada a 5 mm, para
los ensayos 5, 6, 7 y 9, se mezcld con las diferentes cantidades de SCG para
obtener 400 g de mezcla suelo-SCG.

Las lechugas de 30 dias de edad se transfirieron con la mezcla suelo-SCG
a macetas de PVC de 300 ml de capacidad cerradas con una malla de fibra de
vidrio en la base. Posteriormente se incubaron en una camara climatica con
condiciones controladas de humedad relativa de 60-80 %, temperatura de 22/18
°C (dfa / noche) y fotoperiodo de 12/12 h. Para evitar la lixiviacién y el estrés
hidrico, la humedad de las macetas se mantuvo entre la capacidad del campo y
el punto de marchitamiento permanente. Las plantas se regaron cada tres dfas
con agua destilada (valor medio de agua afiadida: 15 ml por dia). Los requisitos
de riego se calcularon por pesada.

En el caso de las macetas sin plantulas de lechuga, éstas se cubrieron (sin
impedir el paso del aire) con un plato para evitar la germinacion de las semillas

que de natural podria tener el suelo.
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3.2.3.Métodos de analisis de suelos

Los métodos de analisis de suelos fueron extraidos de los métodos de
analisis de suelos de la Sociedad Estadounidense de Agronomia y Ciencia del
Suelo (Soil Survey Statf, 2014) y de los métodos oficiales de analisis del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (Spanish MAPA, 1994).

Tratamiento de los suelos para los ensayos y para anilisis

Las muestras de suelo iniciales (Suelo de Vega y suelo Rojo) se tomaron
de lo que se denomina la capa arable (primeros 20 cm). Las muestras de suelo
fueron llevadas al laboratorio y extendidas en una lamina de unos 2 cm de
espesor para su secado al aire. Transcurridas dos semanas, los suelos fueron
disgregados con un rodillo de madera y tamizados a 2 mm para seleccionar la
fraccion “tierra fina”. Esta fraccion tierra fina (< 2 mm), es la que se emplea
para la elaboraciéon de los microcosmos edaficos en los ensayos 1 a 4 y el ensayo
8. Esto se realiza para hacer comparativos los analisis obtenidos con los de la
bibliografia sobre suelos. Estos ensayos, son los que tratan de la influencia de
los SCG sobre las propiedades del suelo. La fraccion grava real se calculd
limpiando la fraccién del rechazo del tamiz de 2 mm bajo un chorro de agua,
eliminado de esa manera los agregados de suelo muy compactos. En los ensayos
5, 6, 7y 9, el objetivo fue principalmente el efecto sobre planta y dado que
cuando el suelo se tamiza a 2 mm existe una compactaciéon de la maceta muy
elevada, y teniendo en cuenta ademas que los contenidos de grava del suelo de
Vega empleado en estos ensayos, son muy bajos (Tabla 3), se opté por emplear
el suelo tamizado a 5 mm, atendiendo a que en la bibliografia este tamafio de
particula también se utiliza (Burrows y Edwards, 2004).

Los suelos fueron analizados tras los ensayos. Para su analisis, una vez
terminada la incubacion, los suelos fueron extendidos, secados al aire y
disgregados manualmente. Una vez secos (equilibrio con la humedad ambiental)

fueron embolsados y conservados en un lugar seco.
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Para el analisis de la materia organica y la mineralogfa con difraccion de

rayos X, una fraccion de las muestras de suelo fue molida con mortero de agata.

Andlisis mineralogico

El analisis mineralogico de la tierra fina (<2 mm) y de la fraccion arcilla
(< 2 um), se realiz6 por difraccion de rayos X (DRX), empleando el método de
polvo cristalino. En el caso de la tierra fina se emplearon porta muestras de
carga frontal, pero empleando una técnica de carga lateral para asegurar la
desorientacion de las particulas de polvo cristalino. La determinaciéon de la
arcilla se realiz6 en muestras de agregado orientado. Para diferenciar la caolinita

y las fases de arcillas expandibles, las muestras se calentaron a 500°C en estufa

y se solvataron con etilenglicol a 50°C. Los espectros de DRX se obtuvieron
usando un difractémetro Bruker D8 Advance. El porcentaje de los contenidos

minerales fue estimado empleando los factores reflectantes recogidos por

Delgado et al. (1982).

Anilisis quimicos y fisicoquimicos
pH. Fue medido en una proporcion 1:2.5 (p/p) suelo-agua. El pH se
determiné en un pHmetro marca Crison.

Conductividad eléctrica. Se midi6 a 25°C en el extracto 1:5 (p/p) de la

suspension en agua. La conductividad eléctrica se determiné con un
conductimetro marca Crison.

Capacidad de intercambio catiénico. En torres de percolacion, se obtuvo

mediante el método del acetato de amonio (pH 7) y el método del cloruro de
sodio, y luego las concentraciones se determinaron utilizando un fotémetro de
llama PFP7 (JENWAY, Staffordshire, Reino Unido).

Carbonato calcico equivalente. Fue determinado mediante el método del

calcimetro de Bernard. Este método mide la cantidad de CO. desprendido al

reaccionar los carbonatos del suelo con acido fuerte (HCI 1:1).
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Carbono organico. Se determiné de diversas formas a lo largo de la tesis
doctoral. Una de ellas fue mediante digestiéon humeda con KoCr20O7 y HoSO4 a
155 ° C durante 30 minutos (Mingorance et al., 2007), y una determinacioén
adicional midiendo la absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro BOECO-
S200. También se determiné el CO mediante el método de Tyurin (oxidacion
caliente en presencia de KoCrO7 por via himeda) y mediante combustiéon con
un analizador Truspec CN (LECO Corporation, Saint Joseph, MI, USA).

Nitrogeno total. Para el analisis de N se utilizaron diversas metodologias.

En algunos casos el nitrogeno total se determiné mediante un analizador
Truspec CN (LECO Corporation, Saint Joseph, MI, USA). En otros, el N se
determiné mediante el método Kjeldahl

Foésforo asimilable. Fue determinado mediante el método de Olsen
Watanabe. Extraccién del P con bicarbonato sédico y determinaciéon mediante
colorimetria mediante desarrollo de color azul (complejo fosfomolibdico). El
color se midi6 a una longitud de onda de 825 nm con un espectrofotometro
Helios alpha (THERMO FISHER SCIENTIFIC Inc. Waltham, MA, USA).

Potasio asimilable. Fue extraido con acetato de amonio 1 N (pH =7) y

determinado con un fotémetro de llama PFP7 (JENWAY, Staffordshire, UK).

Cu, Fe v Zn asimilables. Se determinaron mediante el método de Lindsay

y Norvell (1978) (extraccion con DTPA) con absorcién atémica (Varian
SpectraA, 140. Mulgrave Victoria, Australia).

Fe v Zn totales. Se determinaron mediante mineralizacion con HNOs3,

HCl y HF en un digestor microondas (Multiwave 5000, Anton Para).
Compuestos extrafbles con KySO4. NH4", NOs, C organico y N se
extrajeron con KxSO4 0.5 M en una ratio 1:4 (p/v). El NH4" extraible fue

determinado mediante un método colorimétrico basado en la reacciéon de
Berthelot (Sommer et al, 1992). El NO; fue determinado

espectrofotométricamente a 540 nm mediante el método Griess. El C organico

extraible (extractable organic C, EC) y el N extrafble (extractable N, EN) fueron
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medidos con un analizador TOC-TN (TOC-VCSN Shimazdu). EI N y el C de
la biomasa microbiana del suelo (BN y BC, respectivamente) fueron
determinados mediante el método de extraccién por fumigaciéon (Vance et al.,
1987). Los compuestos extraibles fueron analizados en los tiempos de muestreo
2,7y 30 dias.

Compuestos fenolicos totales. El ensayo Folin-Ciocalteu se usé para

medir el contenido de compuestos fendlicos totales segin lo descrito por
Singleton et al. (1999); los compuestos fendlicos totales se expresaron como mg
de equivalentes de acido gilico por g de suelo (mg GAE g™ ).

Fraccionamiento de la materia organica. El fraccionamiento de la materia

organica del suelo se realiz6 siguiendo el procedimiento IHSS (Swift, 1996). El
carbono extraible total (TEC) para sustancias himicas y no himicas se extrajo
del suelo agitando mecanicamente las muestras con una solucién de NaOH 0.1
M y NasP>0O7 (pH 14) durante 24h a 60 °C (1:10, p/v). Los extractos se
centrifugaron y filtraron (Millipore 0,45 mm) separandose las fracciones de
carbono extrafble total y huminas. La fracciéon de carbono extraible total se
separ6 en acidos humicos (AH) y acidos fulvicos (AF) mediante precipitacion
con H>SO4 (para la determinaciéon de acidos hdamicos) y purificacion con
polivinilpolipirrolidona para eliminar el carbono no humico, respectivamente.
Se extrajo el carbono soluble en agua caliente (HWSC) en agua destilada (1:10,
p / v) durante 18h a 80 °C (Ghani et al. 2003). El contenido de C en huminas,
TEC, AF, AH y HWSC se determiné mediante digestion humeda con KoCr20O
y HoSO4 2 155 °C durante 30 min (Mingorance et al., 2007) y una determinacion
adicional midiendo la absorbancia a 600 nm con un espectrofotémetro
BOECO-S200. También se calculd la relacién acidos himicos/acidos fulvicos
y el grado de humificaciéon = ((acidos humicos + acidos fulvicos) /TEC) X 100.

Indice de calidad del humus (HQI). El indice de calidad del humus,

calculado como la relacion CIC/CO, podtia considerarse como un indice de la

calidad del humus, teniendo en cuenta que la materia organica del suelo (SOM)
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representa la mayor parte (> 70%) de la capacidad de intercambio del suelo
(Stevenson, 1982). Aunque se utiliza principalmente para la evaluacion de la
calidad del compost, una alta relacién CIC / CO podtia considerarse un buen
indicador de SOM bien humificada, en comparacién con los tipos de humus
menos evolucionados, donde la contribucién a la CIC por unidad C es mucho

menor (Tinoco et al., 2010).

Analisis fisicos

Granulometria. El analisis de la granulometria se determiné utilizando el

método de Bouyoucos (determinacién de la densidad de la solucion tras
distintos tiempos de sedimentacion).

Densidad aparente. Se determiné por el peso de la muestra de aire seco

contenida en un cilindro de volumen conocido (método de Bourger).

Densidad real o densidad de particulas (DR). Se determin6 mediante el

método del picnémetro.

Retencién de agua. La retenciéon de agua a -33 kPa (capacidad de campo)

y -1500 kPa (punto de marchitamiento permanente) se calcularon mediante el
método de la membrana de Richards.

Agua utilizable por las plantas. Se calcul6 a partir de la diferencia entre la

retencion de agua en -33 y -1500 kPa, empleando el coeficiente Cm (fraccion
de la grava expresada de 1 a 10).

Clasificaciéon de agregados por tamafio. La clasificacion de los agregados

por tamafo se realiz6 con tamices de 250 y 1000 pm, diferenciando entre
macroagregados (> 1000 pm), mesoagregados (1000-250 pm) y microagregados
(<250 pm).

Estabilidad estructural. Ia estabilidad estructural de los macroagregados

y mesoagregados se determiné utilizando el método de Kemper y Rosenau

(1980), utilizando el equipo Eijkelkamp Agrisearch (Giesbeek, NL) para el
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tamizado en himedo; este analisis no se pudo realizar en los microagregados
porque el tamafio minimo del tamiz requerido por el equipo fue de 250 pm.

Porosidad total. Se estim6 a partir de la densidad aparente y la densidad

real en condiciones de suelo seco al aire empleando la siguiente férmula:

Densidad real—Densidad aparente

Porosidad total (cm® g™1) = , ,
Densidad real XDensidad aparente

Para calcular el volumen de poros en % se emplea la siguiente férmula:

Volumen de poros (cm?3)
Volumen de poros (%) = Volumen de suelo (cm?) x 100

Macroporosidad. Se calculé a partir de la porosidad total menos la

microporosidad, y esta ultima se midié como el contenido de agua a capacidad

de campo (Sanchez-Marafion et al., 2002).

Parametros de hidrofobicidad. Ia prueba del tiempo de penetracion de
la gota de agua (Water Drop Penetration Time, WDPT) se realiz6 de acuerdo
con Bisdom et al. (1993) y empleando las clases de repelencia: humectable
(WDTP = 5 s), ligeramente repelente al agua (5-60 s), fuertemente repelente al
agua (60-600 s), severamente repelente al agua (600-3600 s) y extremadamente
repelente al agua (> 3600 s). Los datos de WDPT también se normalizaron
utilizando la transformacién log (x + 1). La técnica utilizada para estimar la
energfa libre superficial (Surface Free Energy, SFE) de los suelos en nuestros
experimentos fue medir los angulos de contacto (Contact Angle, CA) de tres
liquidos (agua, formamida y diyodometano) sobre granulos de suelo seco. La
repelencia al agua del suelo ocurre st CA> 0% Los suelos con 0° <CA <90°
muestran una humectabilidad reducida y los valores de CA> 90° indican una
repelencia extrema del agua del suelo (Goebel et al., 2011). En este sentido se
utilizé un goniémetro Ramé-Hart Inc., NRL C.A. (EE. UU.). De acuerdo con
van Oss et al. (1988), la SFE total de un sélido se describe como una suma de
dos términos, el componente Lifshitz-van der Waals y*¥* (componente de
dispersion) y la interaccion acido-base y**°, que se debe principalmente al enlace

de hidrégeno. En general, la interaccion polar y*P se debe a las contribuciones
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donador de electrones, y y aceptor de electrones, y*. La relacion entre el angulo
de contacto 6 y los componentes Lifshitz-van der Waals y Acid-Base del SFE
del solido (subindice 1) y la tensién superficial del liquido se pueden escribir en

el sentido del modelo van Oss como:

2 LW LW

nora t 2\/ nrn T+ 2\/ 7 7 =7 (L+cos o)

Donde yries la tension superficial del liquido i formando un angulo de
contacto 0 en el sélido y y"Vii, y'Ly y1ui son los componentes de la tensién

superficial del liquido.

Andlisis morfolégicos

Microscopia electronica de barrido (Scanning Flectron Microscopy,

SEM). Las imagenes se capturaron en agregados de suelo (1-2 mm) fijadas con
cinta adhesiva de doble cara de carbono, metalizadas con carbono y analizadas
con un microscopio electronico de barrido de alta resolucion y presion variable

(VPESEM-FESEM) SUPRA40VP (ZEISS, Oberkochen, Alemania) equipado

con un analizador elemental de rayos X de energfa dispersiva (EDX).

Estereomicroscopfa. Las imagenes de estereomicroscopia (Olympus
SZX12) se capturaron en agregados de suelo secados al aire (aprox. 2 mm). Se
realiz6 un analisis de imagen usando el software Image | 1.46r en una fraccion
de macroagregados (> 1000 um). Se cuantificaron varias caracteristicas
morfométricas: didmetro mayor y menor (es decir, diametro mayor y menor de
la elipse ajustada de la particula), redondez (es decir, relacion "diametro menor™:
"diametro mayot") y porcentaje de poros. Para cuantificar la porosidad, los

poros se aislaron del fondo siguiendo el método de Calero et al. (2009).

Analisis biolégicos

Extraccion de DNA. Se utiliz6 un kit comercial altamente reproducible

(Purswani et al. 2011) especifico para la extraccion de ADN del suelo

(FastDNA® SPIN Kit forSoil) con el FastPrep® 24-Instrument
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(MPBiomedicals, Alemania). E1 ADN obtenido se resuspendi6é en 100 pl de
DES (DNasa / agua libre de pirégenos) y se almacend a -20 © C hasta su uso
posterior.

Amplificacién por PCR v 454-pirosecuenciacion. Las muestras de ADN

se amplificaron y secuenciaron usando datos de secuenciacion de pirosis de
genes de ARNr 16S bacterianos parciales. El 454-pirosecuenciacion fue
realizado por Research and Testingl.aboratory (Lubbock, EE. UU.) en una
plataforma GS FLX + (Roche, Branford, EE. UU.) utlizando un
procedimiento descrito anteriormente (Dowd et al. 2008).

Analisis posterior a la ejecucion de la pirosecuenciacion. Las lecturas se

recortaron y la eliminacion de ruido se realizé con el algoritmo de agrupacion
USEARCH (Edgar, 2010). La seleccién de unidades taxonémicas operacionales
(OTU) se realizo con el algoritmo de seleccion UPARSE OTU (Edgar, 2013).
La afiliaciéon taxonémica se asigné a cada OTU utilizando el clasificador RDP
(Wang et al., 2007) con una confianza minima del 80%.

Muestreo y agrupamiento de taxones bacterianos. El analisis de la

abundancia relativa de la comunidad microbiana a nivel de género (> 0.5%)
para todas las muestras se realiz6 para la caracterizacion de la estructura de la
comunidad microbiana. Los mapas de calor se desarrollaron utilizando los
paquetes R Pheatmap y RColorBrewer para representar la abundancia de cada
género en la muestra.

Analisis de riqueza de especies e indices de diversidad. La afiliacion

taxonémica se asigné a cada OTU utilizando el clasificador RDP con una
confianza minima del 80%. Las curvas de rarefaccion y los indices de diversidad
alfa se calcularon utilizando el software libre PAST (Hammer et al. 2001). Con
base en los datos de abundancia relativa, se usaron varios indices de diversidad,

como los indices de Shannon, Simpson y Chao para describir nuestras

comunidades microbianas (Hill, 1973; Chao, 1984).
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Tasa de respiracion (estatica). Se midi6 la tasa de respiracion (respiration

rate, RR), expresada como la cantidad de CO»-C emitida por la mineralizacion
de carbono continuamente durante 30 dias de incubacién (60% de capacidad
de retenciéon de agua, 25 °C y oscuridad) utilizando el método de la trampa

alcalina (Anderson, 1982).

Tasa de respiracién (dinamica). la evolucion continua de las emisiones

de CO2y N0 se determiné mediante un sistema automatizado de muestreo y
analisis continuo de gas (Figura 37, Mondini et al., 2010). El sistema funciona
basicamente como un sistema de "camara abierta" en el que las botellas de
plastico que contienen la muestra de suelo se airean continuamente a un caudal
constante mediante una bomba de aire. A tiempo regular, una sola botella se
convierte en una '"camara cerrada" durante un periodo seleccionado
(generalmente en el rango de 10 a 60 min) mediante dos valvulas. La
concentracion de gas en la camara se mide automaticamente al principio y al
final de este periodo de acumulacién mediante un cromatégrafo de gases
especificamente diseflado para mediciones de gas (Varian, CP2003) y la
diferencia entre las mediciones finales e iniciales proporciona la tasa de
produccion de gas para el intervalo de tiempo seleccionado. El sistema puede
operar con hasta 16 muestras y permite medir la tasa de evolucion de gases de
efecto invernadero durante periodos regulares. La evolucion del CO2 y N2O se
determino cada 4 horas durante la incubacion.

El porcentaje de C remanente (Cr) en el suelo (con respecto al total del
C afiadido) a ajusté a un modelo de dos compartimentos de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

Cr (t) f X exp (—klt) + (100 - f) X exp (—k2¢)

donde f es la fraccion de C (%) de la “active pool”, k1 es la constante de
velocidad de descomposiciéon para la “active pool”; k2 es la constante de
velocidad para la “slow pool” y t es el tiempo de incubacién en dias (Robertson

y Paul, 2000). La fracciéon de materia organica exbgena que permanece en el
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suelo después de 1 afio (el coeficiente de humificacién, h), también se calculd
en base a una temperatura promedio anual de 20 °C (Bradbury et al., 1993). El
coeficiente de humificacién da una estimacion de la materia organica estable
que permanece en el suelo (Janssen, 1984), por lo que se utilizé como indicador

del potencial de secuestro de C.

Figura 37. Sistema automatizado de muestreo para la medicién continua de CO,y N,O.

Actividad deshidrogenasa (DHasa). Se determiné siguiendo el método

de Casida et al. (1964) mediante la reducciéon de 2,3,5-trifenil tetrazolio de
cloruro (TTC). El suelo (10 g) se incub6 durante 24 h con TTC a 27 °C por
duplicado. El trifenilformazan (TPF) formado se extrajo con acetona y se midio
por espectrofotometria a 546 nm. La actividad deshidrogenasa se expresé como
ug TPF ¢! suelo seco h™.

Fitotoxicidad. Se determiné siguiendo el método de Albuquerque et al.

(2006) adaptado de Zucconi et al. (1981). Este método combina las medidas de

germinacién de semillas y el alargamiento de la raiz del berro (Lepidium sativum
L.). Los resultados se expresaron como un porcentaje de germinacion y
elongacion de la raiz del control de la siguiente manera:
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Indice de germinacién (germination index, GI) (%) = (% de germinacién

X% de elongacién de la raiz) / 100.

3.2.4. Métodos de analisis de los residuos

LLa mayoria de los analisis realizados a las diferentes enmiendas organicas
empleadas en la tesis doctoral (SCG, biochars, hidrochars, compost, SCG
desengrasados) coinciden con los analisis realizados en suelos. En este apartado
se exponen aquellos métodos que han sido modificados para el analisis de los
residuos, asi como otras metodologias empleadas para su caracterizacion.

Conductividad eléctrica v pH. La conductividad eléctrica medida a 25°C

y el pH se determinaron en un extracto soluble en agua 1: 5 (p/v).
Analisis elemental (contenido de carbono, hidrégeno y nitrégeno). Se
realiz6 utilizando un analizador de CNH (Thermo ScientificTM Flash 2000).
Analisis proximal. Mediante el método ASTM D1762-84 se determiné la

materia volatil (a 950 °C), el contenido de cenizas (a 750 °C), el contenido de
humedad (a 105 °C) y el carbono fijado, el cual se calcul6 a partir de los

parametros anteriores con la siguiente férmula:

- Peso a 105°C — Peso a 950°C — Peso a 750°C
Carbono fijado (%) = Poso a 105°C % 100

Elementos solubles en agua. El carbono soluble en agua (water soluble

carbon, WSC) y el nitrégeno soluble en agua (water soluble nitrogen, WSN) se
determinaron en extractos de agua 1:20 (p/v) usando un analizador TOC-TN
(TOC-VCSN Shimadzu).

Formas de N. LLas formas extraibles de NH4* se calcularon usando una

relacién 1:20 (p / v) enmienda: KCI 1 M y se determiné mediante un método
colorimétrico modificado basado en la reaccién de Berthelot (Sommer et al.,

1992). EI NOs™ se extrajo usando una relacién 1:20 (p / v) enmienda: H2O y se
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determind leyendo la absorbancia a 220 nm y restando la absorbancia a 275 nm

causada por la materia organica.

3.2.5.Métodos de analisis de plantas

Andlisis fisiologicos

Peso fresco v peso seco: Las plantas se extrajeron de las macetas en los

diferentes tiempos de cultivo. Se separd la parte comestible de las raices, se
lavaron con agua desionizada, se secaron y se pesaron (peso fresco).

Posteriormente fueron secadas en estufa a 60°C durante 24 horas (peso seco).

Andlisis de elementos minerales

Se mineralizaron 0.2 g de muestra seca mediante ataque con HNOs y
H>O: de calidad suprapura (Merck, Darmstadt, Alemania), en un digestor
microondas (Milestone, Sorisole, Italia) siguiendo un protocolo previamente
optimizado (Giampieri et al., 2018). La determinacién de las concentraciones
totales de elementos esenciales (Mg, Si, P, K, Ca, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se,
Mo) y toxicos (As, Pb, Cd y Al) en muestras de lechuga del Ensayo 5 se
realizaron con un instrumento ICP-MS (Agilent 7500, Agilent Technologies,
Tokio, Japon) equipado con un nebulizador tipo Meinhard (Glass Expansion,
Romainmotier, Suiza) y equipado con una celda de colision de He. Los
elementos Cu, Fe y Zn de los Ensayos 7 y 9 se determinaron mediante
absorcion atémica (Varian SpectraA, 140. Mulgrave Victoria, Australia). Los
elementos Ca, K, Mg, Na, P y S del Ensayo 6 se determinaron mediante un
instrtumento ICPOES (PERKIM-ELMER OPTIMA 8300). La exactitud y
precision de los procedimientos de medicién se verificaron probando el
estandar de referencia certificado en polvo de hojas de manzana del Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST) 1515 (Gaithersburg, MD, EE.
uu.).
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El contenido de N en las lechugas secas se determiné mediante el

método de Bouat y Crouzet (1965).

3.2.6.Analisis estadistico

El analisis estadistico de la tesis doctoral comprende diferentes técnicas
estadisticas utilizadas: analisis de la varianza, analisis de correlaciones, analisis
de componentes principales, analisis de regresion de minimos cuadrados
parciales y analisis de redundancia multivariante.

La homogeneidad de las varianzas se evalué mediante la prueba de
Levene y la distribucién normal de las muestras con la prueba de Shapiro-Wilk.
En el caso de variables paramétricas (que cumplen criterios de normalidad) y
para la comparacion de las medias en variables no dicotémicas se utiliz6 el
analisis de la varianza (ANOVA) combinado con diferentes pruebas post hoc
dependiendo del caso: prueba de Tukey, prueba T3 de Tukey, Prueba de
Dunnet y prueba Fisher’s LSD. Para la comparacion de las medias en variables
no dicotémicas y también paramétricas, se utiliz6 la prueba t de Student. Para
analizar datos no paramétricos se utilizo6 la prueba de Kruskal-Wallis combinada
con la prueba U de Mann-Whitney.

Las correlaciones lineales entre las distintas variables analizadas en la tesis
doctoral se evaluaron calculando el coeficiente de correlacion de Pearson (para
datos distribuidos normalmente) o la correlacién lineal de Spearman (para datos
no distribuidos normalmente).

Especificamente para el ensayo 1, se realizoé un analisis de componentes
principales para todas las variables estudiadas, y se seleccionaron componentes
principales con eigen values superioes a 1.0.

El nivel de significancia se establecié en 5% (p < 0.05) en todas las
pruebas anteriormente descritas. Estos analisis estadisticos se realizaron con

dos programas: SPSS 22.0 para Windows (IBM SPSS, Inc., Nueva York,

107



EEUU), Statgraphics Plus Version 3.0 (Scientific Time Sharing Corporation,
Inc., Rockville, MD, EEUU) y Statgraphics Centurion XVI (Stat Poin
Technologies, Inc.).

Para algunos ensayos se realizé un analisis de componentes principales
(PCA) para reducir y explicar la variabilidad del sistema y para representar las
muestras en una grafica de componentes principales. Para este tratamiento
estadistico se utilizaron dos programas: MATLAB 2008R (MathWorks, Natik,
EEUU) utilizando la caja de herramientas PLS de Eigenvector Research Inc.
(Wenatchee, EEUU) vy Origin b9.5.5409 (Originllab Corporation,
Northampton, MA, EEUU).

En el ensayo 8, se realizé un analisis de regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS-R) para predecir las variables dependientes (X) de un gran
conjunto de variables independientes (Y) utilizando el programa XILSTAT
version 2021.2.1.

En el ensayo 3 se realizé un analisis de redundancia multivariante (RDA)
con el fin de establecer las relaciones entre la abundancia relativa de miembros
bacterianos en los 2 suelos estudiados y los parametros fisicoquimicos. E1 RDA
se calculé a través de 499 simulaciones de Monte Carlo sin restricciones

utilizando el software Canoco para Windows 4.5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. ENSAYO 1. EFECTOS SOBRE LAS PROPIEDADES
QUIMICAS Y FISICOQUIMICAS DEL SUELO Y
CRECIMIENTO DE LAS PLANTAS

4.1.1. Conocimiento previo

Las consecuencias de la adicion de los SCG al sistema suelo-planta han
sido previamente ensayadas teniendo en cuenta diferentes tipologias de suelo,
dosis, formas de aplicacion (SCG compostados »5. SCG frescos) y diferentes
disefios experimentales (punto final »s. serie temporal). En el caso de las
tipologias de suelo, han sido estudiados suelos artificiales (Caliskan et al., 2020
Chrysargyris et al., 2020; Cruz et al., 2012, 2014a, 2015; Ronga et al., 20106),
tropicales-acidos (Kasongo et al., 2013; Yamane et al., 2014) y suelos arenosos
australianos y brasilefos (Hardgrove y Livesley, 2016; Turek et al., 2019). Sin
embargo, todas estas tipologias de suelos son distintas de los suelos agticolas
Mediterraneos. Cuando los SCG fueron aplicados al suelo en condiciones
reales, las dosis utilizadas fueron similares a los estiércoles y otras enmiendas
organicas (10 t ha'! max.) (Morikawa y Saigusa, 2011; Yamane et al., 2014),
mientras que en los ensayos llevados a cabo en camara climatica o invernaderos
se tiende a utilizar dosis mas altas (700 t ha') (Cruz et al., 2012, 2014a, 2014b,
2015; Hardgrove y Livesley, 2016; Kasongo et al., 2011, 2013). La forma de
aplicacion de los SCG también tiene diferentes efectos sobre las plantas: los
SCG compostados, cuando se usan a bajas dosis, mejoran el estatus de
nutrientes en la planta (Mg, Mn, K and Na), pero el uso de SCG frescos pueden
provocar una disminucion de los elementos minerales (Cruz et al.,, 2014a).
Ademas, los SCG frescos limitan el crecimiento de las plantas (Cruz y Cordovil,
2016; Yamane et al., 2014; Hardgrove and Livesley, 2016), aunque otros
investigadores han descrito un incremento del crecimiento a bajas dosis (Cruz
et al., 2012). Esta limitaciéon ha sido atribuida a la presencia de compuestos

toxicos (Hargrove y Livesley, 2016; Leifa et al., 2000; Yamane et al., 2014), pero
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numerosos articulos han descrito la competencia entre los microorganismos del
suelo y las raices de las plantas por la asimilacién de N (Mimmo et al., 2014).
Otros autores (Ciesielczuk et al, 2017), han demostrado previamente la
toxicidad de los SCG sobre diferentes plantas de cultivo, concluyendo que si
los SCG son mezclados con otros productos como cenizas o fertilizantes
inorganicos podria disminuir tal toxicidad. Ademas, es importante sefialar que
la mayoria de los ensayos sobre los efectos de los SCG sobre el sistema suelo
planta son estudios que sélo consideran los tiempos iniciales y finales. Sin
embargo, han sido observados que diferentes parametros analizados podrian
evolucionar de manera diferente a lo largo del tiempo (Kasongo et al., 2011).
La adicion de SCG modifica algunas propiedades del suelo (pH y
conductividad eléctrica) (Kasongo etal., 2011) y aporta macro y micronutrientes
(Cruz et al.,, 2012, 2014a, 2014b, 2015; Yamane et al., 2014). La disponibilidad
de nutrientes para el crecimiento de las plantas ha sido relacionada con la
capacidad quelante de algunos componentes presentes en los SCG, como
cafeina, polifenoles y melanoidinas (Kasongo et al,, 2011; Morikawa and
Saigusa, 2008, 2011). De acuerdo con esto, los SCG han sido utilizados como
remediadores de suelos contaminados debido a su bajo contenido en metales
pesados y su capacidad de adsorber algunos de estos elementos (Kim et al.,
2014). La adicién de SCG al suelo puede tener también consecuencias medio
ambientales positivas, ya que el carbono puede ser fijado al suelo de esta
manera. Ademas, se debe de tener en cuenta que los SCG son arrojados a los
vertederos, contaminando las aguas subterraneas y liberando CO2 (Murthy y
Madhava Naidu, 2012). Tanto EE. UU. como la Unién Europea estan
implementando medidas para evitar el desecho de los SCG como un bio-
residuo, ya que son fuente de gases de efecto invernadero, y se propone que los
SCG sean utilizados y valorizados como un recurso (EPA, 2010; OJEU, 2008).
A pesar de la gran cantidad de estudios sobre los efectos de SCG en los

suelos, existe un vacio en este campo de estudio. Se han agregado SCG a
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sustratos organicos o degradados, contaminados, arenosos, no carbonatados, a
suelos desaturados y marginales para cultivo, principalmente en climas
tropical/continental frio/subattico. No hay estudios sobte la aplicacion de SCG
a los suelos utilizados actualmente para el cultivo, donde en muchos de ellos
hay una pérdida progresiva de materia organica y una creciente necesidad de
fertilizantes inorganicos para mantener la produccion. Es el caso de los suelos
agricolas Mediterraneos (Rodriguez Martin et al., 2016), que constituyen la base
de cultivos importantes como la vid, el olivo, los cereales y los cultivos
horticolas. Ademas, los suelos Mediterraneos (Cambisoles, Luvisoles,
Regosoles, etc.) no estan restringidos al area Mediterranea, sino que ocupan
otras areas de la Pedosfera (Yaalon, 1997): Europa (Sur), Africa (Norte y Sur),

América (Norte y Sur), e incluso en Australia.

4.1.2. Propiedades de las mezclas suelo-SCG

Para identificar cada muestra se cre6 una nomenclatura. Por ejemplo, la
muestra V-2.5-45 hare referencia a la mezcla de suelo Vega con una dosis de
2.5% SCG y 45 difas de tiempo de cultivo.

La adiciéon de SCG modifica las propiedades de los suelos analizados en
proporcion a las cantidades anadidas (Tabla 6). La tendencia de estos cambios
se puede explicar mediante la comparacion de las caracteristicas de los suelos
ensayados y de los SCG. Por lo tanto, en ambos suelos disminuye la DA, el pH,
la relacion C/N y el Fe asimilable, y las otras variables analizadas se
incrementan. El efecto sobre la DA de los SCG no se describe en la bibliografia,

pero si se describe, por ejemplo, para el estiércol de aves de corral
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Tabla 6. Propiedades quimicas y fisicoquimicas de los SCG y las mezclas suelo-SCG.

Macro y micronutrientes asimilables (mg/kg)

Muestra® pH E:llgz/Sm) g/oo) l(j/ogotal C/N gcic(%; K P Cu Zn Fe gim3) ?Oz;; X)Z;)S " E_OI/Z)
SCG 58 45 59.38 1.867 32 nd 3072 228 47.63 14.87 8.21 0.49 118.3 1104 54.3
V-0-0 82 13 1.36  0.105 13 39.0 453 69 4.58 0.89 6.86 1.20 15.6 15,6 4.1
R-0-0 72 0.6 1.16  0.113 10 1.6 248 51 3.78 1.97 4.27 1.27 200 117 3.1
V-2.5-0 79 15 296 0.138 21 376 482 79 4.95 0.96 6.89 1.15 289 176 -
V-10-0 7.6 1.6 6.18 0286 22 355 688 87 5.47 1.20 6.98 1.09 320 228 -
R-2.5-0 7.1 0.7 231 0.148 16 0.9 324 55 5.08 2.60 4.36 1.24 222 126 -
R-10-0 6.5 09 6.00  0.314 19 0.8 482 64 6.74 3.38 4.63 1.17 275 169 -

“Nomenclatura de las muestras de suelo: Tipo de suelo-%SCG-dias (p. ej. V-2.5-0) = Suelo de Vega con 2.5% de SCG y 0 dfas de cultivo. SCG, posos
de café; CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico; CaCOs eq., carbonato calcico equivalente; DA, densidad aparente; Ws,

capacidad de retencion de agua a -33kPa; Wiso, capacidad de retencién de agua a -1500kPa; humedad; Ha, humedad (al aire); nd, no detectado.
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y la paja de trigo (Khaliq y Abassi, 2015). La adicién de otros restos de café
(pulpa y cascara) aumenta la retencién de agua (Kasongo et al., 2011), pero la
técnica empleada en este experimento se basa en la filtracién y en nuestro caso
se basa en la retenciéon a diferentes presiones (método de la membrana de

Richard) y, por tanto, los resultados no son equivalentes.

4.1.3. Efecto de las variables de ensayo (dosis de SCG, tipo de
suelo y dias de cultivo) sobre las propiedades quimicas y

fisicoquimicas del suelo

La adicién de SCG a los suelos ensayados produce una disminucion en
el pH (Figura 38), ya que el pH de los SCG es mas acido que el pH de los
suelos (Tabla 6). El pH esta intimamente relacionado con el tipo de suelo (de
acuerdo con la matriz de componentes principales, Tabla 7) ya que el pH del
suelo de Vega fue significativamente mas alto (p <0.001, Tabla 8) que el de las
muestras de suelo Rojo. En la bibliografia sobre los SCG (Cruz et al., 2015;
Mortikawa y Saigusa, 2008), el pH increment6 con el tiempo de cultivo. En el
presente estudio, este incremento puede ser atribuido a la capacidad
amortiguadora de los suelos, la cual es mayor en el suelo de Vega debido a su
alto contenido en carbonatos (Brady y Weil, 2002). Sin embargo, la Figura 38
muestra que este incremento parece tener lugar en los primeros 15 dias de
cultivo, con una posterior estabilizacion e incluso disminucién, aunque estos
valores fueron siempre superiores a los del inicio.

La CEzs esta estrechamente vinculada al tipo de suelo y menos
relacionada con el porcentaje de SCG, de acuerdo con la matriz de
componentes principales (Tabla 7). El sentido de estas relaciones en la CEazs en
las macetas de suelo de Vega es significativamente mayor (p <0.001, Tabla 8)

que en macetas de suelo Rojo. Los SCG tienen mayor CEzs que los suelos
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Figura 38. Evolucion de las propiedades de suelo y planta con los dias de cultivo.
Nomenclatura de las muestras de suelo: Tipo de suelo- %SCG; V: Suelo de Vega; R: Suelo
Rojo; EC, conductividad eléctrica medida a 25°C, OC, carbono organico; CAC, carbonato

calcico equivalente; TEFW: peso fresco; TDW: peso seco.
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ensayados, por lo tanto, su adiciéon aumenta la salinidad en las mezclas suelo-
SCG (Tabla 6). La CE»s disminuye significativamente con los dias de cultivo (p
<0.001, Tabla 8) y sobre todo en los primeros 30 dias (Figura 38). Estos
resultados estan de acuerdo con la bibliografia (Cruz et al., 2015). El descenso
de la CE»s durante el cultivo se puede atribuir a la absorciéon de elementos por

parte de las plantas ya que las macetas son un sistema cerrado.

Tabla 7. Matriz de componentes principales

Variables Componentes
1 2 3 4
PFT (g) -0.819 0.381
PST (g) -0.679 0.342  0.487
pH 0.901
CE25(dS/m) 0.520  0.809
CO (%) 0.908
N total (%) 0.903
C/N 0.816
CaCOseq.(%) 0.976
K as. (mg/kg) 0.808  0.570
P as. (mg/kg) 0.335  0.806
Cu as. (mg/kg) 0.359  -0.531
Zn as. (mg/kg) -0.964
Fe as. (mg/kg) 0.770  -0.311
Tipo de suelo -0.974
Dosis de SCG 0.874 0.302
Dias 0.942

Varianza explicada (%) 35.970 30.170 13.439 5.464
Varianza acumulada (%) 35.970 66.140 79.579 85.043

PFT, peso fresco total; PST: peso seco total; CEss, conductividad eléctrica medida a 25°C;
CO, carbono organico; CaCO:seq., carbonato calcico equivalente; as, asimilable; SCG, posos
de café. Se consideraron solo las variables con un peso superior a 0.3.

Aunque otra explicacién para esta disminucion podria ser la transformacion de
los residuos organicos que suponen un aumento de la capacidad de intercambio

catidnico (mayor retencién de iones) como se indica por otros autores en el
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caso de la adicién de otros residuos del café (pulpa y cascara) en suelos arenosos
tropicales (KKasongo et al., 2013).

El CO, el N total y la relacion C/N se relacionan directamente con la
dosis de SCG (Tabla 7), ya que la adiciéon de SCG increment6 estas variables
significativamente (p <0.001, Tabla 8). Este hecho puede estar relacionado con
el mayor contenido de CO, Ny relacién C/N de los SCG comparada con la de
los suelos analizados (Tabla 6). Durante el tiempo de cultivo, el contenido de
CO de las muestras adicionadas de SCG disminuy6 ligeramente de manera no

lineal (Figura 38).

Tabla 8. Test de comparaciéon de medias

Variable SCG  Tipodesuelo Dias
PET (g) <0.001°
PST (g <0.05* <0.01°
pH <0.001¢
CE25(dS/m) <0.001¢  <0.05*
CO (%) <0.001
N total (%) <0.001*
C/N <0.001*
CaCOs eq.(%) <0.001¢
K as. (mg/kg) <0.001* <0.001°¢
P as. (mg/kg) <0.001¢
Cu as. (mg/kg) <0.05*
Zn as. (mg/kg) <0.001¢
Fe as. (mg/kg) <0.001°¢

PFT, peso fresco total; PST: peso seco total; CEs, conductividad eléctrica medida a 25°C;
CO, carbono organico; CaCOs, carbonato calcico equivalente; as, asimilable; SCG, posos de
café”P valores resultantes del ANOVA de una via. Las medias fueron comparadas con el test
de Tukey, al ser confirmada mediante el test de Levene la homogeneidad de varianzas (p >
0.05). "P valores resultantes del ANOVA de una via. Las medias fueron comparadas con el
test de Dunnett’s T3, al no ser confirmada mediante el test de Levene la homogeneidad de
varianzas (p < 0.05). “‘Medias comparadas mediante el test de la t de Student, al ser confirmada
la homogeneidad de varianzas por el test de Levene (p > 0.05).

*Datos no validados por las pruebas anteriores.

Este es un resultado esperado debido a la mineralizaciéon de los SCG
durante el tiempo de cultivo. Sin embargo, otros autores han reportado un

incremento en CO (Kasongo et al., 2011, 2013; Yamane et al., 2014), lo que se
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atribuye al carbono insoluble generado durante la transformacioén de los SCG
en el suelo.

Los datos de la tasa de respiracion del suelo (Tabla 9) demuestran que
los SCG estimulan la actividad global de los microorganismos del suelo. En las
muestras adicionados con 2.5% de SCG, la tasa de respiracion se multiplica siete
veces con respecto a las muestras iniciales. En el caso de la adicién de 10% de
SCG, esta tasa se multiplica 12-13 veces. Hay otros residuos biol6gicamente
activos, como el compost de lodos de depuradora (Rossini-Oliva et al., 2017),
con bajos incrementos en la tasa de respiracion en comparacion con los SCG.

Esto podria estar relacionado con una degradacién de moléculas organicas de

los SCG (Pujol et al., 2013).

Tabla 9. Contenido de acidos fendlicos totales y tasa de respiracion en las

muestras iniciales (sin cultivar).

Tasa de
Compuestos respiracion del
Muestra® fenélicgs totales F suelo
(mg GAE/g) (mg CO,/g dia)
V-0 <0.001 0.270
V-2.5 1.066 1.852
V-10 4122 3.309
R-0 0.353 0.248
R-2.5 2.691 1.737
R-10 6.309 3.383

aNomenclatura de las muestras: Tipo de suelo - %SCG; V, suelo de Vega; R, Suelo Rojo; GAE,
equivalentes de acido galico.

La observaciéon con microscopia electrénica de barrido y el analisis
elemental mediante el analisis de rayos X de energia dispersiva (Figura 39),
muestra que las particulas de los SCG se unen a las particulas minerales del
suelo formando parte de los agregados. Estas imdgenes son también una
evidencia del incremento en la actividad biolégica en aquellas muestras

adicionadas de SCG. Por otro lado, se pueden observar numerosas hifas de
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hongos, originadas de las particulas de SCG y desarrollandose sobre las

particulas minerales (Figura 39b).

Figura 39. Imagenes SEM vy espectros DRX (el asteristco blanco indica el sitio del
microanalisis). Las fotos a, b y ¢ fueron tomadas con electrones secundarios; la foto D fue
tomada con electrones retrodispersados. a) Muestra V-0-60 (Suelo de Vega sin adicion de
SCG y 60 dias de cultivo); no se observaron microorganismos; el espectro DRX es
caracteristico de particulas minerales, particularmente silicatos y carbonato calcico, tipicos de
un Calcixerept. b) Muestra V-10-60; se observan abundantes hifas de hongos con
conidi6éforos. ¢) Muestra R-0-60; no se observan microorganismos; el espectro DRX
corresponde a un suelo mineral, en este caso, con alto contenido en Fe ya que se trata de un
Rhodoxeralf Mediterraneo rico en hematites. d) Muestra R-10-60; particula de SCG
(detectada por su color gris oscuro bajo electrones retrodispersados) unida a la superficie de
la suelo y parcialmente cubierta de particulas inorganicas (color gris claro); el espectro DRX

es caracteristico de la materia organica.

Por el contrario, en las muestras no adicionadas de SCG (Figura 39 a 'y

c), tal actividad biolégica no fue observada. Esto sugiere que los
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microorganismos (hongos) degradan las particulas de los SCG y que la
incorporacion de los SCG ayuda a mejorar la estructura del suelo. Asi, algo del
carbono de los SCG puede ser incorporado en la biomasa y contar como
carbono organico. Sin embargo, algo de este carbono puede ser perdido en
forma de CO. debido al proceso aerébico de la mineralizacion, ya que la
humedad del suelo nunca lleg6 a la capacidad de campo. Esta pérdida de
carbono justificarfa la disminucién de carbono organico durante el tiempo de
cultivo. El incremento significativo de la actividad biolégica puede tener efectos
negativos sobre el crecimiento de las plantas, como discutiremos mas adelante.

El N total increment6 ligeramente durante el tiempo de cultivo en las
macetas cultivadas con SCG (Figura 38). Este resultado esta en linea con
investigaciones previas, en las cuales este incremento fue atribuido a la
acumulacion de N insoluble debido a la mineralizacion del residuo adicionado
(Kasongo et al., 2011, 2013; Yamane et al, 2014). Sin embargo, como en
nuestro ensayo se ha analizado el N total, éste deberia de permanecer estable o
disminuir ligeramente. Por tanto, otra hipétesis es necesaria para explicar este
pequeno incremento. Como se muestra en la Figura 39b, las particulas de los
SCG parecen ser degradadas por algunos microorganismos del suelo (p.ej.
hongos) cuya actividad puede generar una deficiencia en N (Kuzyakox y Xu,
2013). En respuesta a dicho déficit y a la adiciéon de una enmienda organica
(SCG), la actividad de las bacterias fijadoras de nitrégeno podria ser estimulada
(Delca y Stere, 2013).

La relacion C/N disminuy6 durante el tiempo de cultivo debido a la
disminucién de CO vy al incremento de N (Figura 38). Otros investigadores
han reportado el mismo resultado (Kasongo et al., 2011, 2013; Yamane et al.,
2014).

La adicién de SCG disminuy6 la cantidad de CaCOs eq. en las mezclas
suelo-SCG debido a la ausencia de carbonatos en los SCG (Tabla 6). Sin

embargo, el CaCOseq. se relaciond estadisticamente con el tipo de suelo (Tabla
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7). Asi, el contenido en CaCOseq. en las mezclas suelo-SCG pertenecientes al
suelo de Vega fueron estadisticamente mayores que las mezclas pertenecientes
al suelo Rojo (p <0.001, Tabla 8). En el suclo de Vega se observd un
incremento del 2-3% en el contenido de CaCOseq. entre el tiempo inicial y final
(Figura 38). Este incremento no pudo haber sido originado por una fuente
externa ya que los microcosmos fueron regados con agua destilada. Algunos
estudios han reportado la precipitacion (biomineralizaciéon) de carbonatos por
las bacterias del suelo (Delgado et al., 2008). Estos autores explican que esta
precipitacion puede estar relacionada con la presencia de iones HCO>
generados por la actividad microbiologica y por abundantes iones Ca®*
presentes en los suelos estudiados (ficos en CaCOjeq.). La abundancia de Ca**
en suelos carbonatados puede explicar por qué el incremento de CaCOs eq. fue
encontrado en el suelo de Vega y no en el suelo Rojo (pobre en carbonatos). St
la hipotesis de la biomineralizacién fuese correcta, esto podria significar un
proceso de fijacion de carbono inorganico. El tema de los carbonatos no ha
sido previamente abordado en la bibliografia.

El contenido en K asimilable se relaciona con la dosis de SCG y el tipo
de suelo (Tabla 7). La adicion de SCG incrementd significativamente la
cantidad de K en el suelo (p < 0.001, Tabla 8) debido a las altas cantidades de
K en los SCG (Tabla 6). Este resultado esta en linea con lo encontrado por
otros autores previamente (Cruz et al., 2014a; Kasongo et al., 2011). Ademas,
los niveles de K fueron significativamente mas altos en las mezclas suelo-SCG
procedentes del suelo de la Vega que las del suelo Rojo (p <0.001, Tabla 8).
Finalmente, los niveles de K disminuyeron ligeramente durante el tiempo de
cultivo (Figura 38) lo que fue debido a la absorcion de este elemento por las
plantas. En otro experimento con residuos de café desarrollado sin plantas
(Kasongo et al.,, 2011) no hubo disminucién durante el tiempo de incubacién.

La adicién de SCG también incremento el contenido de P asimilable, ya

que este bio-residuo contiene mas cantidad de P que los suelos (Tabla 6).
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Ademas, el contenido de P se relaciona con el tipo de suelo (Tabla 7). Asi, en
las mezclas suelo-SCG derivadas del suelo de Vega, fue significativamente
mayor (p <0.001, Tabla 8) que aquellas muestras derivadas del suelo Rojo. Esto
es un punto a favor de la adicion de SCG a suelos agricolas ya que el P es
limitado. Por otro lado, los suelos carbonatados (como el suelo de Vega) o
aquellos ricos en 6xidos de Fe (los suelos Rojos son ricos en hematites) tienen
problemas de asimilaciéon de P, ya que el P tiende a precipitar como fosfato
calcico o formar complejos con el hierro libre (hidroxidos). Este proceso de la
inmovilizacion del P se le conoce como retrogradacion (Navarro y Navarro, 2013).
Por ultimo, el contenido de P disminuy6 ligeramente y no de manera linear con
el tiempo de cultivo (Figura 38), lo que podria estar relacionado con la
absorcion de este elemento por las plantas (Cruz et al.,, 2014a), y también al
proceso de retrogradacion, anteriormente mencionado.

Los contenidos de Cu, Fe y Zn disponibles se incrementaron por la
adiciéon de SCG al suelo, ya que este residuo contiene mas Cu, Fe y Zn que los
suelos (Tabla 6); este incremento fue estadisticamente significativo (p <0.005,
Tabla 8) para el Cu. El Cuy el Zn se relacionan inversamente con el pH (Tabla
7), lo que se encuentra en linea con lo reportado por Adriano (2001). Los
contenidos de Cu y Zn permanecen casi constantes o disminuyen ligeramente
durante el experimento (Figura 38), lo que esta de acuerdo con ensayos previos
(Kasongo et al., 2013). Esta disminucion puede ser atribuida tanto a la absorcion
de Cu y Zn por las plantas como al descenso ligero de pH durante el tiempo
(Figura 38).

El contenido de Fe incremento ligeramente entre los 0 y 60 dias, excepto
para la muestra V-10 (Figura 38). El contenido de Fe increment6 entre los O y
30 dias y posteriormente disminuy6 ligeramente hasta el final del experimento,
excepto para la muestra de suelo Rojo adicionada de 10% de SCG (Figura 38).
Este comportamiento es similar al del pH y se ha comprobado que ambos

parametros se encuentran relacionados (Tabla 7). Sin embargo, esta relacion es
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contradictoria ya que un aumento del pH se ha relacionado siempre con una
disminucioén en la biodisponibilidad del Fe (Adriano, 2001). En los suelos para
el cultivo del arroz, algunos componentes de los SCG (cafeina, polifenoles, etc.)
podrian acomplejar el Fe, disminuyendo asi la biodisponibilidad de este
elemento, incluso en suelos calcareos, donde el Fe es normalmente deficiente
para las plantas (Morikawa y Saigusa, 2008; 2011). Otros compuestos
poliméricos como son las melanoidinas tienen una fuerte capacidad quelante

con respecto al ion Fe (Rufian-Henares y de la Cueva, 2009).

4.1.4. Efecto de las variables de ensayo sobre el crecimiento de

L.sativa

La adicién de SCG en las dos dosis ensayadas tuvo un efecto inhibitorio
en el crecimiento de las plantas (Figura 38 y Figura 40). Los parametros de
crecimiento se relacionaron negativamente con la dosis de SCG (Tabla 7). La
inhibicién fue estadisticamente significativa para el peso fresco total (p <0.001,
Tabla 8). Los parametros de crecimiento se relacionaron con otras variables de
ensayo. Asi, el peso fresco y el peso seco fueron mayores en las mezclas de suelo
de Vega que en las del suelo Rojo (Tabla 7), lo que puede ser explicado por la
mayor fertilidad quimica del suelo de Vega. El peso seco incremento
significativamente durante el tiempo de cultivo (p <0.01, Tabla 8).

La limitacién al crecimiento de las lechugas puede ser atribuido a la
presencia de cafeina, taninos y fenoles, los cuales son toxicos para las plantas
(Ciesielczuk et al., 2017; Hardgrove y Liveslety, 2016; Leifa et al., 2000; Yamane
et al., 2014). Los resultados obtenidos con el test de polifenoles (Tabla 9)
confirman que hubo un incremento significativo de estos compuestos al
adicionar los SCG al suelo. Por ejemplo, en el caso del suelo de Vega adicionado
con 10% de SCG, los compuestos fendlicos totales incrementaron hasta 4000

veces. Sin embargo, otros autores (Kasongo et al., 2013) han descrito efectos
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positivos de residuos del café sobre el crecimiento de las plantas, debido al
incremento de nutrientes en el suelo y a la mejora de la capacidad de retencion
de agua, ya que los suelos usados por estos autores fueron muy acidos y

arenosos (suelos con baja fertilidad).

Figura 40. Limitacion de los SCG al crecimiento de las lechugas. A) Suelo de Vega 0%
SCG. B) Suelo Rojo 0% SCG.C) Suelo de Vega 10% SCG. D) Suelo Rojo 10% SCG.

Numerosos trabajos han descrito la competencia por la asimilaciéon de N
entre los microorganismos del suelo y las raices de las plantas, principalmente
en la rizosfera (Mimmo et al., 2014). De acuerdo con esto, cuando un material
organico es adicionado al suelo, la primera asimilaciéon del N la llevan a cabo los
microorganismos y una vez que la materia organica esta mineralizada, las plantas
comienzan a asimilar N. En el apartado sobre la dinamica del CO, se ha
discutido sobre el incremento de la actividad biolégica por la adicion de SCG,

lo que se demuestra mediante la tasa de respiracién (Tabla 9) y las imagenes
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SEM (Figura 39). El incremento en la actividad biologica nos permite
hipotetizar que los microorganismos limitan la disponibilidad de N para el
crecimiento de las plantas. I.a competencia entre los microorganismos y las
plantas ha sido descrita en Fitotecnia (Urbano, 2001), de acuerdo con la cual a
mayor relacién C/N, mayor es la limitacion al crecimiento de las plantas.

Aunque Hardgrove y Livesley (2016) concluyeron que la adiciéon de SCG
limita el crecimiento de las plantas por un efecto fitotéxico, ellos también
encontraron que los nitratos eran inmovilizados en el suelo. Por tanto, no esta
claro cual es el efecto de la adiciéon de los SCG sobre el crecimiento de las
plantas (deficiencia de N, efecto fitotoxico o ambos).

La fuerte inhibicién sobre las lechugas debido a la adicién de SCG se
manifesté claramente en la evolucion del peso fresco y seco (Figura 38), donde
las diferencias de peso entre las muestras adicionadas y no adicionadas de SCG
son muy claras. Sin embargo, las diferencias relativas en el caso del peso fresco
fueron mayores que para el caso del peso seco. Por ejemplo, la diferencia en
gramos entre el peso fresco de la muestra V-10-60 y V-0-60 es
proporcionalmente mayor que la diferencia entre el peso seco de V-10-60 y V-
0-60 (Figura 38). Este calculo indica que hay un incremento relativo de
elementos minerales a pesar de las limitaciones al crecimiento de la planta. Esto
podria ser atribuido a un estrés hidrico, lo cual podria forzar a la planta a
cumular minerales para mejorar su capacidad de absorciéon de agua (Urbano,
2001). Sin embargo, el cultivo crecié bajo condiciones controladas de humedad.
Asi, el estrés hidrico no podria ser la explicacion en este caso. Otra hipotesis
podria ser que los SCG tienen altos contenidos de sustancias quelantes, p.ej.
polifenoles, melanoidinas, etc. (Jiménez-Zamora et al., 2015), los cuales podrian
incrementar la asimilabilidad de los nutrientes del suelo. Con respecto a este
aspecto, se ha mostrado la movilizacién de los elementos del suelo por

compuestos derivados de residuos de café, los cuales pueden incrementar el
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estatus de nutrientes de la planta (Kasongo et al., 2011, 2013; Morikawa y
Saigusa, 2008, 2011).

Con el tiempo suficiente (al menos 120 dias), el efecto limitante de los
SCG sobre el crecimiento de las plantas podria desaparecer, cuando estos
residuos son transformados en el suelo (Cruz et al., 2015) o adicionado como
materiales compostados (Cruz et al., 2014a, 2015). En ambos casos, el efecto
limitante de la actividad microbiana serfa suprimido ya que el bio-residuo es

previamente transformado.

4.1.5. Implicaciones agricolas y medioambientales

La adiciéon de SCG al suelo aporta nutrientes N, P y K, reduciendo la
necesidad de la adicién de fertilizantes inorganicos. El tema es mas complejo
para el caso del CO. Por ejemplo, el incremento de CO en el suelo de Vega para
una adicién de 2.5% es de 38400 kg ha', teniendo en cuenta que el incremento
de CO fue de 1.36% a 2.96% y el suelo de Vega cuenta con una DA de 1.2 g
cm? (Tabla 3). De acuerdo con este incremento, la cantidad de CO que setfa
efectivamente incorporada al suelo como humus podria ser tedricamente
calculada utilizando la siguiente ecuaciéon (Urbano, 2001):

HV =R XMS Xh

Donde HV es el valor humigénico (cantidad de humus generado por un
residuo organico); R es la cantidad de residuo organico; MS es la materia seca;
y h es el coeficiente de humificaciéon con valores entre 0.05 y 1 (Nicolardot et
al., 2001). La MS de los SCG utilizada en este ensayo fue de 0.40, calculada a
105°C. En la bibliografia no existen datos para el h correspondiente a los SCG,
pero en el caso de estiéreoles con una relacion C/N media de 25, la h toma
valores entre 0.3 y 0.4 (Thomsen et al., 2013). Asi, hemos utilizado un valor de
0.3 para evaluar los SCG, para una C/N de 32 (Tabla 6). Aplicando la ecuacion
anterior, la cantidad de humus generada por 25 g kg de SCG serfa de 5299 kg
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ha'', el cual serfa el incremento teal de CO en el suelo. La retencion de 5299 kg
ha'! de CO en forma de humus supondtia una disminucién de 19.426 kg de
COsz (gas con efecto invernadero) emitido a la atmosfera. Para comparar estos
datos con articulos previos, es mejor expresarlo como kg de CO: por tonelada
de bio-residuo. Una tonelada de SCG supondria la incorporacion de 1386 kg de
C en el suelo, lo que darfa lugar a una disminucién de 506 kg de CO. emitidos
a la atmosfera. Estos valores son mucho mayores que aquellos reportados para
diferentes tipos de compost (2 279 kg de CO2 por tonelada) (Boldrin et al., 2009)
debido a que el anterior trabajé reporté un contenido de 1-54 kg por tonelada
de producto, mientras que los SCG contienen 594 kg de CO por tonelada
(correspondiente al 59.4% de CO, Tabla 6). Teniendo en cuenta que 5.85
millones de toneladas son producidas globalmente cada afio, su incorporacion
al suelo darfa lugar a un incremento global de 0.8 millones de toneladas de CO
en la pedosfera y se evitaria la pérdida de 2.96 millones de toneladas de CO: a
la atméstera. Por otro lado, la adiciéon de 2.5% de SCG al suelo de la Vega
incremento el contenido en CaCOs eq. en un 2% aproximadamente (Figura
38), lo que se atribuy6 previamente a la biomineralizaciéon de carbonatos. Esta
captura de carbono, pero de manera inorganica, supondria una la captura de
100 kg por tonelada de SCG, resultando en una reduccién de las emisiones de

COz de 367 kg por tonelada de SCG.

4.1.6. Consideraciones finales

Los efectos de la adicion de SCG en los dos suelos agricolas
Mediterraneos fueron similares y proporcionales a la dosis utilizada. Sin
embargo, la adicién de SCG dio lugar a diferencias significativas en el pH, la
CE2s y en el nivel de nutrientes para ambos suelos. Por lo tanto, es necesario
considerar el tipo de suelo en cada experimento realizado con SCG. La

observacion con SEM revel6 que las particulas de SCG se incorporaron a la
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masa del suelo y que los microorganismos se desarrollaron sobre las particulas.
La adicién de SCG limit6 el crecimiento de las lechugas, aunque las causas de
la limitacioén del crecimiento requieren mas estudio. Con respecto al tiempo de
cultivo, se encontr6 que la adicion de SCG resulté en un aumento relativo en el
peso seco de las lechugas (mayor grado de mineralizacién), lo que puede tener
beneficios nutricionales. En el caso de los suelos, el tiempo de ensayo (60 dias)
disminuy6 la CEss y la relacién C/N, lo que serfa beneficioso desde un punto
de vista agronémico. El uso de SCG en suelos agricolas tiene claros beneficios

agronémicos y ambientales.
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4.2. ENSAYO 2. EFECTOS SOBRE LAS PROPIEDADES
FISICAS DEL SUELO

4.2.1. Conocimiento previo

Los suelos agricolas Mediterraneos espanoles tienen un bajo contenido
de materia organica (<1%, segin Rodriguez Martin et al., 2016), lo que supone
un grave problema para la formacién y estabilizaciéon de la estructura del suelo
(Bronick y Lal, 2005). Asi, una reduccién en el contenido de materia organica
implica la degradacion fisica del suelo que conduce a una reducciéon de la
infiltraciéon de agua y aire y un aumento de la compactacion del suelo y la
escorrentia superficial del agua (Lal, 2015). Para evaluar la calidad fisica del suelo
se utilizan comunmente propiedades fisicas como la densidad aparente, el agua
disponible para las plantas, la distribucion del tamafio de los agregados y
estabilidad de los mismos, etc. (por ejemplo, Reynolds et al., 2008), asi como el
contenido de materia organica (por ejemplo, Dexter et al., 2004). Asi, la
incorporaciéon de bio-residuos como enmiendas organicas podria ser una
estrategia recomendable para restaurar y mejorar la calidad fisica de los suelos
agricolas Mediterraneos.

Hay muchos estudios que han analizado los efectos positivos de
diferentes bio-residuos sobre distintas propiedades fisicas del suelo como son
la densidad aparente, la retencion de agua, el agua disponible para las plantas, el
tamafio de agregado y la estabilidad estructural (Aranda et al., 2016; Aranyos et
al., 2016; Carter, 2007; Emaeelnejad et al., 2016; Ferreira de Araujo et al., 2016;
Forge et al., 2016; Hernandez et al., 2015; Khaliq and Abassi, 2015; Moreno et
al., 2016; Omondi et al., 2016; Sall et al., 2016; Turek et al., 2019: Yazdanpanah
et al, 2016). Estos autores estudiaron suelos degradados (Arenosoles,
Fluvisoles, Lixisoles, en términos de la World Reference Base of Soil Resources,
WRB, 2014), bajo climas tropicales o boreales, texturas arenosas y faltos de

materia organica. Estos autores atribuyeron la mejora de las propiedades fisicas
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del suelo al incremento de materia organica, el estimulo de la actividad
biolégica- la cual mejord la estructura del suelo a través de la generacion de
polisacaridos considerados como agentes cementantes- a la hidrofobicidad de
los materiales incorporados, etc. Sin embargo, comparar los efectos de las
diferentes enmiendas es dificil, debido a la enorme wvariabilidad de las
condiciones ambientales de los lugares de estudio, las caracteristicas quimicas,
fisicas y fisicoquimicas de los residuos y los diferentes suelos estudiados, las
condiciones experimentales, etc. Ademas, las raices de las plantas y su rizosfera
tienen muchos efectos positivos sobre la agregacion del suelo, ya que las raices
y sus microrganismos asociados liberan una variedad de compuestos, los cuales
tienen un efecto cementante sobre las particulas del suelo (Bronick y Lal, 2005).

El efecto de los SCG sobre las propiedades fisicas del suelo no ha sido
ampliamente estudiado hasta la fecha, ya que la mayoria de lo reportado sélo se
centra en las propiedades quimicas y fisicoquimicas de los SCG (Cruz et al.,
2012, 2014a, b, 2015; Yamane et al., 2014; Hardgrove y Livesley, 2016). En
cuanto a las propiedades fisicas hay poca bibliografia sobre el efecto de los SCG.
Asi, Hardgrove y Livesley (2016) reportaron que la adicion de SCG
incrementaba la retenciéon de agua en el suelo, mismo resultado encontrado por
Turek et al. (2019), los cuales reportaron ademas un aumento del agua
disponible para las plantas y una disminucion de la porosidad de drenaje del
suelo.

Ha sido demostrado que las variables de la microestructura del suelo son
herramientas muy utiles en el estudio de la calidad fisica de los suelos (Calero et
al., 2019; Delgado et al., 2007; Sanchez-Marafién et al., 2011). Los analisis de
imagenes mediante estereomicroscopia y analisis SEM (microscopia electrénica
de barrido), permite obtener datos precisos sobre la porosidad del suelo (forma,
tamaflo, area, etc.) y microestrucura del suelo (Calero et al., 2009; Delgado et
al., 2007). Abera et al. (2017) destacaron la importancia del #hresholding en el

estudio de imagenes de suelo en 2D y 3D.
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La region Mediterranea presenta condiciones irregulares de temperatura
y precipitaciones, lo que hace necesario el uso de ensayos de microcosmos de
suelo exploratorios como reporté Esmaeelnejad et al. (2016). En estos ensayos,
todos los factores independientes del suelo, los cuales tienen una influencia
sobre la materia organica del suelo, como la temperatura, la humedad, los

cambios biolégicos, etc. (Sonnletiner et al., 2003) pueden ser controlados.

4.2.2.Propiedades fisicas y quimicas

En este capitulo se ha utilizado una nomenclatura especifica para las
muestras: “Dosis + tiempo de incubacién + presencia o no de planta”. Para
poder comparar los resultado obtenidos en el presente estudio con los de la
bibliograffa las dosis utilizadas de SCG (2.5 y 10% p:p) se expresaron en Mg ha’
': 60 y 240, respectivamente.

La adicion de SCG increment6 significativamente las cantidades de CO
(Tabla 10 y Tabla 11). La mayor dosis de SCG increment6 el CO en un 313y
339% (suelo de Vega y suelo Rojo, respectivamente) con respecto a la muestra
control (0 Mg ha' SCG + 0 dias). No se observaron ningunas diferencias
estadisticamente significativas entre el CO y otras variables de ensayo, aunque
fue observado un ligero incremento de CO durante la incubaciéon en las
muestras adicionadas de SCG (Tabla 10).

La DA de los suelos disminuy6 con la dosis de SCG, excepto para la
muestra 60 Mg ha'! SCG + 30 dias + sin planta (SP), la cual incrementé en el
suelo de Vega y permaneci6 estable en el suelo Rojo (Tabla 10). El porcentaje
de disminucién fue notablemente variable y oscilé de un maximo de 31% para

la muestra 240 Mg ha' SCG + 60 dias+ SP en el suelo de Vega (DA de 1.20 a
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Tabla 10. Propiedades fisicas del suelo en relacion a los distintos tratamientos.

Muestra “Tiempo cero’ Sin planta Con planta
Dosis Mg ha! SCG) 0 60 240 0 60 240 0 60 240
Tiempo (dias) 0 0 0 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
CO (%) NY 136 296  6.18 1.39 140 258 237 566 551 152 1.66 2.88 250 527 549
SR 116 231  6.00 1.03 119 249 208 540 554 138 1.39 236 220 422 4.28
DA (g cm™) MY 120 115  1.09 098 097 099 093 096 096 1.10 1.11 1.03 1.02 1.01 0.95
SR 127 124 117 1.07 115 1.07 1.08 103 1.01 113 1.14 1.06 1.06 1.03 0.97
W33 (%) MY 264 289 320 28.6 283 300 29.6 337 357 282 287 299 293 342 350
SR 20.0 222 275 207 193 222 215 308 30.1 206 198 220 222 30.0 282
Wisoo (%) MY 156 177 228 152 153 165 167 270 29.6 147 159 187 184 295 327
SR 11.7 126 169 115 11.1 139 143 250 287 118 121 152 154 26.0 26.0
AU (mm cm) MY 130 128 1.22 132 1.27 134 120 065 059 148 143 1.14 111 047 0.22
SR 1.05  1.03  0.99 098 095 089 078 0.60 0.12 099 0.88 0.73 0.72 041 0.21
Macroagregados (%0) SV 25 25 25 8 79 39 89 32 68 90 47 38 74 47 4
SR 22 22 22 76 40 55 67 39 69 57 43 52 53 40 80
Mesoagregados (%0) SV 48 48 48 14 19 50 11 51 30 9 36 55 24 41 49
SR 45 45 45 22 40 40 31 50 25 33 45 40 37 52 18
Microagregados (%o) MY 27 27 27 1 2 11 0 17 3 1 17 7 2 1210
SR 33 33 33 2 20 5 2 11 6 10 13 8 10 8 2
Macroagregados estables (%) SV 62 62 62 49 52 61 73 77 92 45 56 57 64 76 91
SR 64 64 64 42 50 69 88 86 94 53 62 65 81 79 94
Mesoagregados estables (%) SV 32 32 32 51 54 76 82 93 94 59 62 68 76 90 96
SR 56 56 56 64 46 70 86 94 96 67 78 66 85 98 97

SCG, posos de café; SV, suelo de Vega; SR, suelo Rojo; DA, densidad aparente; W3, retencion de agua a -33 kPa; Wisao, retencion de agua a -1500 kPa; AU, agua utilizable.
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0.96 g cm™) a un minimo de 8% para la muestra 0 Mg ha'! SCG + 60 dias+
con planta (CP), también en el suelo de Vega (DA de 1.20 a2 1.11 g cm™). La
DA disminuy¢ significativamente con el tiempo (Tabla 11), de acuerdo con la
ecuacion ‘DA (g cm™) = 1.145 — 0.002 X tiempo (dfas)’ (r = -0.587; p <0.001).
Esta propiedad fue significativamente mayor en el suelo Rojo que en el suelo
de Vega (p < 0.05; Tabla 11). No se encontré ninguna relaciéon entre esta

propiedad y la presencia de planta.

Tabla 11. ANOVA de una via y test de la t de Student.

ANOVA Test de la t de Student
Variable SCG Tiempo Tipo de suelo
CcO <0.001*
DA <0.001* <0.05*
Wss <0.01%ek <0.001+
Wisoo <0.0071%** <0.05+
AU <0.007%* <0.05*
Macroagregados <0.007**
Mesoagregados <0.05%*
Microagregados <0.01**

Macroagregados estables <0.001*
Mesoagregados estables  <(0.01* <0.001*

SCG, posos de café; CO, carbono organico; DA, densidad aparente; W33, retencién de agua a -33 kPa; Wiso,
retencioén de agua a -1500 kPa; AU, agua utilizable.

* Pvalores procedentes de un ANOVA de una via. Las medias fueron comparadas por el test de Tukey, ya que
la homogeneidad de varianzas fue confirmada por el test de Levene (p > 0.05).

** P valores procedentes de un ANOVA de una via. Las medias fueron comparadas por el test de Dunnett’s
T3 ya que la homogeneidad de varianzas no fue confirmada por el test de Levene (p < 0.05).

*#*P valores de un ANOVA de una via por rangos. Las medias fueron comparadas por el test de Kruskal-
Wallis, ya que la normalidad de los datos no fue confirmada por el test de Shapiro-Wilks (p < 0.05).

*Las medias fueron comparadas por el test de la t de Student, ya que la homogeneidad de varianzas no fue
confirmada por el test de Levene (p > 0.05). No se incluyeron los resultados de la variable planta ya que
no fueron significativos.

La adicion de SCG increment6é la retenciéon de agua en ambos
potenciales: -33kPa y -1500 kPa (Tabla 10). La adiciéon de 60 Mg ha! de SCG
increment6 la W3 y la Wisoo un 11% y un 19% con respecto a la muestra control.
La adicién de 240 Mg ha' de SCG increment6 la W3 y la Wisoo un 40% y un
108% con respecto a la muestra control. La influencia de la dosis de SCG fue

significativa sobre la retenciéon de agua y también sus correlaciones; ‘dosis de
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SCG’ versus “Ws3™ (r=0.672; p < 0.001) y ‘dosis de SCG’ versus “Wisoo” (r= 0.892;
p < 0.001). La W35 increment6 mas en el suelo de Vega que en el suelo Rojo y
la Wisoo incrementd mas en el suelo Rojo que en suelo de Vega. Estos
incrementos fueron significativos en ambos casos: p <0.001 para el Wss y p
<0.05 para Wisoo (Tabla 11). No hubo relaciones estadisticamente significativas
entre la retenciéon de agua y el tiempo.

La adiciéon de SCG disminuy6 el contenido de AU en ambos suelos. En
el suelo de Vega, el valor de 1.30 mm cm™ en la muestra control alcanzé un
minimo valor de 0.20 mm cm™ en la muestra 240 Mg ha' SCG + 60 dias + CP
(Tabla 10). En el suelo Rojo, valores de 1.05 mm cm™ para la muestra control
alcanzaron un valor minimo de 0.12 mm cm™ en la muestra 240 Mg ha' SCG
+ 60 dias + SP. La dosis de SCG y el tipo de suelo influyeron significativamente
enel AU (p <0.001 y p <0.05, respectivamente, Tabla 11). El efecto significativo
de los SCG es también corroborado por la correlacion de ‘dosis de SCG” versus
‘AU’ (r=-0.711; p < 0.001).

El porcentaje de macroagregados incrementé durante el tiempo de
cultivo en las muestras adicionadas de SCG (excepto para la muestra 240 Mg
ha'! SCG + CP en suelo de Vega), incrementando durante los primeros 30 dias
y disminuyendo en las muestras sin adicién de SCG (Tabla 10). Hubo una
relacion significativa entre el porcentaje de macroagregados y el tiempo, pero
no la hubo con los SCG (Tabla 11). La ecuacién que muestra la relacién entre
el porcentaje de macroagregados y el tiempo es la siguiente: ‘macroagregados
(%) = 29.834 + 0.591 X tiempo (dias)’ (= 0.619; p < 0.001). Por el contrario,
el porcentaje de meso y microagregados disminuyé durante el tiempo de
incubacion en las muestras adicionadas de SCG (Tabla 10). La relacion entre
los SCG vy estas propiedades fue altamente significativa (Tabla 11):
‘mesoagregados (%) = 23.644 — 0.322 X tiempo (dias) (r = -0.456; p < 0.001);
‘microagregados (%) = 46.530 — 0.269 X tiempo (dias)’ (r = -0.696; p <0.001).
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El porcentaje de macro y mesoagregados estables increment6 por la
adicion de SCG y el tiempo de incubacién alcanzando valores maximos de 94%
(macroagregados) y 98% (mesoagregados) cuando se adicion6 240 Mg ha' SCG
(Tabla 10). Las correlaciones de ‘dosis de SCG’ versus ‘macroagregados estables’
(r=0.741; p < 0.001) y ‘dosis de SCG’ versus ‘macroagregados estables’ (r =
0.554; p < 0.01) fueron altamente significativas. También se observé una
correlacion significativa y positiva entre el tiempo de experimentacion y el

porcentaje de mesoagregados estables (= 0.589; p < 0.001).
4.2.3. Motrfologia

Las imagenes de los agregados con distintos tratamientos (como ejemplo
el suelo de Vega, Figura 41) tomadas con un estereomicroscopio, indican que
son, segun los términos de la Soil Science Division Staft (2017), de tipo granular
en las muestras control y migajosas (mas porosas) en las muestras incubadas o
cultivadas con o sin SCG. Para el estudio de los parametros de redondeamiento
y porosidad, mediante analisis de imagen con Image J, se han elegido la fraccion
macroagregados (>1000 um, Tabla 12). La adicion de SCG vy el tiempo de
incubacién incrementaron el redondeamiento y la porosidad, aunque estas
tendencias fueron solo significativas para el caso de la porosidad (»p<0.001). El
incremento en la porosidad puede ser observado en la Figura 41b y c y fue
corroborado mediante el analisis de imagen (Tabla 12). La porosidad se
increment6 de 2.10% en las muestras control a 7.03 y 8.00% en las muestras 0
Mg ha' + 60 dias y 240 Mg ha' + 60 dias, respectivamente (Figura 41). Con el
tiempo de incubacion, se observé una jerarquizacion de los agregados en
micropeds menores de 1 mm (Figura 41b y c). La incorporacioén de los SCG

parece producirse en grietas intra-ped (Figura 41c).
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Figura 41. Imigenes estereomicroscopicas de los macroagregados correspondientes a
muestras del suelo de Vega y resultados del anilisis de imagen. a) 0 Mg ha” SCG + 0 dias. b)
0 Mg ha'' SCG + 60 dias + sin planta. ¢) 240 Mg ha" SCG + 60 dias + sin planta.

Tabla 12. Parametros de la microfabrica de las muestras de suelo y de las

mezclas suelo-SCG medidas con estereomicroscopio y analisis de imagen

(media SD).

Suelo SCG  Tiempo Diimetro mayor Diimetro menor Redondez  Poros
Mg (dias) (mm) (mm) (%)
ha?)
Suelo de Vega 0 2.55 £ 0.814 1.75 £ 0.515 0.69 £ 0.132 2.29 £ 1.166
60 2.37 £ 0.353 1.84 £ 0.256 0.78 £ 0.082 6.61 £ 0.931
60 242 £ 0.315 1.99 £ 0.508 0.82 £ 0.115 10.33 £ 2.218
Suelo Rojo 0 2.66 £ 0.532 1.89 £ 0.271 0.71 £ 0.078 2.72 £ 1.047
60 2.99 £ 0.551 2.26 = 0.453 0.76 £ 0.099 7.45 £ 0.727
60 2.45 £ 0.377 1.83 £ 0.330 0.75 £ 0.115 10.34 £ 2.114

SCG, posos de café. Estos valores corresponden a la media de las muestras con planta y sin planta.
La diferencia de medias para los parametros ‘didmetro mayor’, ‘didmetro menot’ y ‘redondez’ no
fueron significativas, solo fueron significativas para el caso del pardmetro ‘porcentaje de poros’ (p <

0.001).

139



El estudio con SEM (Figura 42) también corrobora algunas de las
evidencias anteriores. Se observa una relativa porosidad y como el agregado se
va jerarquizando en este nivel de observacion, en microped (del orden de 100
um de didmetro) para la muestra 0 Mg ha' SCG + 60 dias + SP del suelo de
Vega. Su espectro EDX es caracteristico de particulas minerales,

particularmente silicatos, carbonato calcico, tipicos de un Cambic Calcisol.

Figura 42. Imagenes SEM con electrones secundarios y espectros DRX (el asterisco blanco
indica el sitio del microanalisis). a) ‘Suelo deVega’ 0 Mg ha-1 SCG + 60 dias + sin planta. b)
‘Suelo de Vega’ 240 Mg ha-1 SCG + 60 dias + sin planta. Particula de SCG unida a la la
superficie del suelo y parcialmente cubierta de particulas inorganicas. c) Particula de SCG. d)
‘Suelo de Vega’ 240 Mg ha' SCG + 60 dias + sin planta. Se observan hifas de hongos (h)
con conidiéforos (c).

La Figura 42b muestra como la particula de SCG es incorporada a la
masa de suelo, con apariencia de recubrirse de particulas minerales. Interesante
es destacar el aspecto vacuolar de los SCG (Figura 42 b y c) debido al proceso

de tostado que genera cavidades en el interior del grano de café por el
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desprendimiento de CO», mientras que su cuticula se mantiene inalterada (Fadai
et al., 2017). Muchas de las particulas de SCG incorporadas al suelo se

encuentran colonizadas por hifas de hongos (Figura 42d).

4.2.4. Influencia de las variables de ensayo: analisis de

componentes principales

Un PCA fue llevado a cabo para evaluar la influencia de las variables de
ensayo sobre el sistema: ‘dosis de SCG’, ‘tipo de suelo’ y ‘planta’. Se extrajeron
3 componentes los cuales explicaron el 90.5% de la varianza del sistema (Figura
43). En la Figura 43a se muestran los valores de puntuacién de las muestras en
el espacio definido por el PC1 y el PC2. Las muestras con 240 Mg ha' SCG
estan claramente diferencias de las muestras con 0 Mg ha' y entre ellas se
encuentran aquellas con 60 Mg ha'! SCG. En el espacio definido por PC1 y PC3
(Figura 43b), las muestras fueron claramente separadas por el tipo de suelo.
Sin embargo, PC1 versus PC2 separ6 las muestras con respecto al tiempo de
experimentacion (Figura 43c), con una clara separacion entre las muestras
control y las muestras incubadas; no se observé discriminaciéon entre las
muestras correspondientes a los 30 y 60 dias. La variable planta no discriminé
entre muestras (Figura 43d). En conclusién, se observaron grupos claramente
diferenciados con respecto a la dosis de SCG, el tipo de suelo y el tiempo de
experimentacion. En la bibliografia referente a otras enmiendas organicas, la
dosis de residuo (p. ¢j. Omondi et al., 2016) y el tiempo de incubacion (p.e;j.
Diacono y Montemurro, 2009) fueron las variables que presentaron una mayor

influencia sobre el resultado final.
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Figura 43. Diagrama de dispersion del analisis de componentes principales (PCA) de las
muestras de suelo. PC1 + PC2 + PC3 capturan el 90.5% de la varianza (suma de las
puntuaciones. a) PC2 wersus PC1: separacion por ‘dosis de SCG’. b) PC2 versus PCl:
separacion por ‘tiempo de experimentacion’. ¢) PC3 versus PC1: separacion por ‘tipo de suelo’.
d) PC2 versus PC1: separacion por ‘presencia o no de planta’.

4.2.5.Comparacion de los efectos de los SCG con los de otras

enmiendas organicas reportadas en la bibliografia

Hasta la fecha hay pocos estudios especificos sobre la influencia de los
SCG sobre las propiedades fisicas del suelo, pero si los hay (en mayor cantidad)
para otras enmiendas organicas. Para comparar los resultados obtenidos del
presente estudio con los de la bibliografia, la ‘ratio respuesta’ (RR) fue estimada
utilizando la siguiente férmula (Omondi et al., 2016): RR= Xt/Xc; siendo Xt la
media del grupo tratado con enmienda organica y Xc la media para el grupo

control para un experimento dado. Por tanto, la RR indica el incremento o la
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disminuciéon con respecto al nivel de referencia (RR = 1). Para el presente
ensayo, la media de la RR a 60 dfas fue calculada; la RR calculada para el presente
ensayo y aquellas calculadas con los datos de la bibliograffa se muestran en la
Tabla 13.

La disminucién de la DA debido a la adicién de SCG y al tiempo de
experimentacién (Tabla 10) fue corroborada con los datos de 1a RR (Tabla 13).
Esta disminucién coincide con trabajos previos para otras enmiendas organicas.
Las RR calculadas con los datos de estos autores estan entre 0.96 y 0.85 (Tabla
13). Resultados similares se obtuvieron en el presente ensayo con tiempos de
experimentacién mas cortos, pero con una dosis mas alta de residuo; por tanto,
es erroneo establecer que los SCG son mejores que otras enmiendas organicas
en los que se refiere a la disminucién de la DA. En otros trabajos, la DA se
atribuye directamente a un incremento de la materia organica en el suelo
(Aranyos et al., 2016; Khaliq y Abassi, 2015) lo que incrementa a su vez la
porosidad de acuerdo con lo establecido por Moreno et al. (2016). El aumento
de la porosidad, en nuestro caso, se ha comprobado con la observacion en lupa
binocular (Figura 41), pero no puede ser atribuido exclusivamente al
incremento de CO por adicién de SCG (Tabla 10), sino también al tiempo
(Figura 41b). El efecto del tiempo puede ser atribuido a las oscilaciones de
humedad que tienen lugar durante el ensayo y también a la actividad biologica
(Bronick y Lal, 2005). Los cambios de humedad, de acuerdo con estos autores,
tienen un efecto en el incremento de la porosidad del suelo y también en la
incorporaciéon de materiales organicos particulados (como los SCG, Figura
41c) dentro de los agregados.

El aumento de la W33 y Wiso0 con la adicién de SCG y el tiempo (Tabla
10) se refleja en RR mayores de 1 (Tabla 13). Pero de acuerdo con los valores
de RR, el aumento relativo de Wiso0 es mayor que el correspondiente a Wss. Las
RR para ambos potenciales, calculadas con los datos de Carter (2007) son muy

parecidos entre si (Tabla 13), lo que difiere de nuestros resultados. Por el
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Tabla 13. Ratio respuesta para los posos de café y otras enmiendas organicas.

Propiedad Ratio Respuesta Referencia
DA <1 Omondi et al. (2016)?
0.96 Aranyos et al. (2016)®
0.95 Moreno et al. (2016)¢
0.94 Datos propios?
0.92 Carter (2007)¢
0.90  Khaliq and Kaleem Abassi (2015)f
0.90 Datos propios¢
0.89 Forge et al (2016)"
0.88 Aranda et al. (2016)!
0.85  Ferreira de Aratjo et al (2016)i
Wss 1.37 Datos propios¢
1.30 Aranda et al. (2016)!
1.33 Turek et al. (2019)"
1.17 Carter (2007)¢
1.08 Datos propios?
Wisoo 2.31 Aranda et al. (2016)!
2.19 Datos propios¢
1.44 Forge et al. (2016)"
1.20 Datos propiosd
1.11 Carter (2007)¢
0.96 Morteno et al. (2016)¢
AU >1 Omondi et al. (2016)*
1.40 Turek et al. (2019)"
1.16 Moreno et al. (2016)°
0.90 Forge et al. (2016)"
0.84 Datos propiosd
0.25 Datos propios#
Tamaflo de agregado (um)
>2000 7.14 Sall et al. (2016)*
2000-250 0.61 Sall et al. (2016)*
250-50 0.83 Sall et al. (2016)*
<50 0.55 Sall et al. (2016)*
>1000 1.40 Datos propiosd
>1000 1.33 Datos propios#
1000-250 0.71 Datos propiosd
1000-250 0.99 Datos propios#
<250 0.25 Datos propiosd
<250 0.64 Datos propios#
Agregados estables (us) >1 Omondi et al. (2016)*
1.91 Hernandez et al. (2016)!

1.62  Ferreira de Aratdjo et al. (2016)i
1.38 Yazdanpanah et al. (2016)™
1.26  Khaliq and Kaleem Abassi (2015)f

1.07 Carter (2007)¢
1.06 Forge et al. (2016)"
Macroagtegados estables 1.40 Datos propiosd
1.70 Datos propioss
Mesoagregados estables 1.43 Datos propiosd
1.66 Datos propios#

“Biochar (a diferentes temperaturas y tamafio de particula) (20-80 Mg/ha); PCompost de lodos de depuradora
(27 Mg ha'!) durante 1-4 afios en un Arenosol (Dystric Lamellic Arenosols); “Cascara de aceituna compostada
(30 Mg ha'!) durante 5 afios; Posos de café(60 Mg ha!) durante 60 dias (suelo de Vega y suelo Rojo); <Compost
(patata, serrin, estiéreol, en un ratio de volumen de 3:3:1) (13-17 Mg ha!) durante 12 afios en un un suelo franco
arenoso fino (OrthicHumo-Ferric Podzol); ‘Estiércol de ave y paja de trigo (11 Mg ha!) durante 3 afios en un
Humic Lithic Eutrudepts (Inceptosols); gPosos de café (240 Mg ha!) durante 60 dias (Suelo de Vega y suelo
Rojo); PCompost y estiércol de ave (290 Mg ha'') durante 1 afio en un Orthic Humo-Ferric Podzol; ‘Co-
Compost de alpeorujo (6-10 Mg ha'') durante 17 afios en suelos calcareos y siliceos; iCompost de lodo de
curtiderfa (20 Mg ha'') durante 6 afios en un Neossolo Fluvico; ¥Zea mays y Crotalaria retusa (5 Mg ha'!) durante
120 dias en un suelo Deck-dior, arena fina, Haplic Ferric Lixisol mezclado; 'Compost de residuos urbanos (450
Mg ha!) durante 5 afios en un suelo semiarido degradado; ®Compost de residuos municipales urbanos y residuo
de alfalfa (30 Mg ha') durante 2 afios en un suelo arcilloso limoso y arenoso limoso; "Posos de café (663 Mg
ha!) durante 30 dias en un Entisol. us, tamafio inespecifico; SCG, posos de café; DA, densidad aparente; Wss,
retencién de agua a -33 kPa; Wisno, retencion de agua a -1500 kPa.
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contrario, los resultados de Aranda et al. (20106) son similares a los nuestros en
cuanto al incremento relativo entre ambos potenciales (mayores en el caso del
Wiso0). Turek et al. (2019) encontraron un aumento progresivo de la Wis con la
adicion progresiva de SCG, obteniendo una RR de 1.33 al adicionar 663 Mg ha’
''de SCG. Se puede afirmar que el tipo de residuo tiene influencia sobre los
incrementos relativos de la retencién de agua a distintos potenciales y que en
general, los SCG, con respecto a otras enmiendas organicas, incrementan mas
la retencion de agua a Wisoo.

El AU muestra RR menores de 1 (Tabla 13) ya que, como vimos
anteriormente, 1a adicion de SCG conduce a una disminucion del AU, como se
aprecia en la Figura 44 (la distancia entre las rectas representadas equivale al
AU), hecho que coincide con los resultados de Forge et al. (2016) y Aranda et
al. (2016) (Tabla 13). El ultimo autor lo atribuye a la hidrofobicidad de la
enmienda empleada (co-compost de alpeorujo). Sin embargo, Turek et al.
(2019) encontrd resultados contrarios al adicionar SCG en cantidades de 663
Mg ha! a un Entisol, obteniendo una RR de 1.40. Estos resultados se podtian
explicar debido a que estos autores utilizan ecuaciones de pedotransferencia
para calcular los parametros relacionados con la retencion de agua. Carter
(2007) también incluye en su trabajo una grafica similar a la Figura 44, en la
que las dos rectas correspondientes a ambos potenciales son casi paralelas, por
lo que no encuentra una disminucién en el AU. Por el contrario, Moreno et al.
(2016) y Omondi et al. (2016) encuentran una RR>1 motivada por el
incremento del AU con la adiciéon de enmienda organica. Se puede afirmar, por
tanto, que los efectos de las enmiendas organicas sobre el AU no dependen sélo
del incremento de la materia organica, sino también de la naturaleza de dicha
materia organica.

La adicion de SCG y el tiempo de experimentacién suponen un
incremento del porcentaje de macroagregados y disminuciéon del de meso y

microagregados (Tabla 10), lo que también se refleja en las RR (Tabla 13). Esta
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respuesta coincide con la encontrada por Sall et al. (20106), sin embargo, el efecto
de los SCG sobre el tamafio de agregado fue menor. Asi, las RR para los
agregados de mayor tamafio (> 2000 um) reportados por Sall et al. (2016) fue
de 7.14 y la RR para los macroagregados del presente ensayo fue de 1.40 (Tabla
13). El aumento en el tamano de los agregados, segun Bronick y Lal (2005), se
produce de acuerdo con la hierarchical theory of aggregation: primero se forman los
agregados pequefios y éstos se van uniendo entre si para formar agregados de
mayor tamafo. Esto coincide con lo observado en la Figura 41c, donde un
agregado de casi 3 mm esta formado por unién de agregados mas pequefios
(<Imm). Segtn Sall et al. (2016) y Esmacelnejad et al. (2016), la unién entre
pequefios agregados para formar agregados de mayor tamafio se debe en parte
a la actividad fungica. Esto puede ser también considerado en nuestro ensayo
una causa en la formacién de macroagregados, ya que con la adiciéon de SCG se

observa una colonizacion del suelo por hifas de hongos (Figura 42d).

Suelo Rojo

Suelo de Vega 35
401 y = 0.025x + 28.03 30 y = 0.038x + 19.94 W
35 1 R2 =1 W,, R2 = 0.998 3
30 W 25 1 W.co0
~25 - 1500
S ;= 0.054x + 11.38
B 15 . y = 0.055x + 14.88 y =04 .
Rz =0.993 Rz =0.997
10 - :
5 4 5 4
0 T T 1 0 T T 1
0 100 200 30( 0 100 200 300
SCG (Mg ha) SCG (Mg ha')

Figura 5. Retencion de agua a capacidad de campo y punto de marchitamiento permanente
versus dosis de SCG. La distancia vertical entre las dos lineas rectas es igual al AU. SCG, posos de café;

Wi, retencion de agua a -33 kPa; Wisw, retencion de agua a -1500 kPa.

El aumento de la estabilidad estructural de los macro y mesoagregados

con el tiempo de experimentacion y también con la adiciéon de SCG (Tabla 10),
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se refleja en RRs mayores de 1 (Tabla 13). El aumento de la estabilidad
estructural con la adiciéon de enmiendas organicas esta ampliamente descrito en
la bibliografia (Tabla 13), aunque en estos trabajos no se diferencia por tamafio
de agregados. El aumento de la estabilidad estructural de los macro vy
mesoagregados con el tiempo de experimentacion y también con la adicién de
SCG (Tabla 10), se refleja en RRs mayores de 1 (Tabla 13). Las RR mas altas
se encuentran con adiciones altas de materia organica y tiempos de actuacion
prolongados. El efecto estabilizador de la estructura que supone la adicion de
SCG es rapido, ya que con tiempos muy cortos (60 dias) se obtienen RR
comparativamente altas con los de la bibliografia para tiempos de hasta 12 afios
con otros residuos (Carter, 2007). Forge et al. (20106) atribuyeron el aumento de
la estabilidad estructural al desarrollo de las raices estimulado por la enmienda
organica. En nuestro caso, la estabilidad no se puede relacionar con las raices
ya que la presencia de planta no tiene un efecto significativo sobre las
propiedades fisicas en general y en particular sobre la estabilidad estructural.
Segun Yazdanpanah et al. (20106), los polisacaridos generados por los
microorganismos actian como binding agents e incrementan la estabilidad de los
agregados. En este ensayo hemos encontrado un incremento de las hifas de
hongos cuando se adiciona SCG (Figura 42d), lo que podria suponer un
incremento de los binding agents. A este efecto de los polisacaridos debemos
sumar las interacciones entre las particulas de SCG (materia organica
particulada) y las particulas minerales del suelo observadas con
estereomicroscopio y SEM (Figura 41c y Figura 42b), que segun Bronick y
Lal (2005) contribuyen a la estabilizacion de la estructura.

Los resultados de 1a adicion de SCG y el tiempo de experimentacion sobre
las propiedades fisicas tienen la misma tendencia en el suelo de Vega y el suelo
Rojo, aunque se han encontrado diferencias significativas en las variables DA,
Wiz, Wisoo y AU (Tabla 11). Estas diferencias deberian atribuirse a que ambos

suelos tienen propiedades quimicas, fisicoquimicas y mineralogicas diferentes
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(Tabla 3). Para comprender mejor la influencia de las propiedades del suelo en
los efectos de los SCG como enmiendas organicas seria necesario realizar un
experimento especifico al respecto, empleando un mayor numero de suelos con

propiedades muy diversas.

Aunque en la bibliografia se indica que las raices de las plantas tienen
efectos positivos sobre la agregacion del suelo (Bronick y Lal, 2005; Forge et al.,
2016), en nuestro caso no se ha demostrado. La razén de ello puede ser que los
efectos de los SCG tienen mayor peso y han enmascarado el correspondiente a

las raices.

4.2.6. Consideraciones finales

La adiciéon de SCG tanto al suelo de Vega como al suelo Rojo tuvo un
efecto positivo sobre todas las propiedades fisicas excepto para el agua util para
las plantas: aumento la retencién agua a capacidad de campo y en el punto de
marchitamiento  permanente, también aumenté el porcentaje de
macroagregados y la estabilidad estructural; mientras que simultaneamente
disminuy6 la densidad aparente, el contenido de agua disponible para las plantas
y el porcentaje de meso y microagregados. Entre los efectos a corto plazo sobre
las propiedades fisicas del suelo, causados por la adiciéon de SCG, destaca el
aumento de la estabilidad estructural. Por otro lado, el efecto sobre las
propiedades fisicas fue incrementado tanto por la dosis de SCG como por el
tiempo de experimentacion. En cuanto al efecto del resto de variables de ensayo
sobre las propiedades fisicas, el tipo de suelo tuvo una influencia significativa
en la intensidad de los efectos, mientras que la presencia de planta no influyé
significativamente sobre ninguna propiedad fisica. Al comparar el efecto de los
SCG con el de otras enmiendas organicas se observa como los SCG influyen
de la misma manera que lo hace por ejemplo el compost, el estiércol, los

desechos vegetales, etc.
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Por lo tanto, el uso de SCG como enmienda organica es una posibilidad
real para mejorar la calidad fisica de los suelos agricolas Mediterraneos. Al
mismo tiempo, deberia ser posible reutilizar un residuo generado en cantidades
importantes y contribuir a la mitigacion del cambio climatico mediante la

incorporacion de carbono en los suelos.
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4.3. ENSAYO 3. EFECTOS SOBRE LA MICROBIOLOGIA
DEL SUELO

4.3.1. Conocimiento previo

Las causas naturales y antropogénicas de la disminucion de la calidad del
suelo incluyen el uso de la tierra, la sobreexplotacion del suelo, 1a deforestacion,
los cambios climaticos y las fuertes lluvias. En consecuencia, los procesos de
degradacion del suelo como la acidificacion o la salinizacion, la pérdida de la
estructura del suelo o de materia organica, (Mufioz-Rojas et al. 2015),
representan un serio desatio para la sostenibilidad ambiental y socioeconémica
(Boardman, 2000).

La calidad del suelo se evalia mediante la mejora global de parametros
quimicos (carbono organico, pH, conductividad eléctrica, NPK disponible,
capacidad de intercambio catiénico), fisicos (estructura del suelo, agregados) y
biologicos (comunidades microbianas) (Acevedo et al., 2005). Se han estudiado
diferentes enmiendas organicas e inorganicas para mejorar la calidad del suelo,
como fertilizantes inorganicos (Obi y Ebo, 1995), o biofertilizantes (bacterias
fijadoras de N, solubilizadoras de P y K) que aumentan el rendimiento del
cultivo (Jilani et al., 2007).

Los desechos de la agricultura y la ganaderia también se han utilizado
para mejorar la calidad del suelo: la adicién de estiércol de cerdo y paja de arroz
en suelos agricolas (Hui et al., 2017); residuos de mijo y estiércol de ganado
como fertilizante en suelos arenosos (Suzuki et al., 2017); abono de hongos,
abono verde y estiércol de ganado y paja de arroz como enmiendas organicas
en arrozales de baja productividad (Mi et al., 2016). El uso de los SCG como
enmienda organica puede tener ventajas de "triple resultado"”, con beneficios
sociales, ambientales/ecologicos y econdémicos. La adiciéon de sustancias
organicas e inorganicas tiene un efecto directo sobre la abundancia, diversidad

y metabolismo microbiano del suelo (Wang et al., 2013a); por lo tanto, la
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observacion microbiana podria usarse como un indicador de la calidad del suelo
(Giacometti et al., 2013). Aunque los efectos de la adicion de SCG en la
microbiota del suelo no se han descrito previamente, existen varios estudios
sobre el efecto fitotdxico de la suplementacion con SCG en aguas/suelos
contaminados con metales pesados (Kim et al., 2014) y en suelos de horticultura

(Hardgrove y Livesley, 2016).

4.3.2.Efectos fisicoquimicos de los SCG en el suelo.

La evolucién de los parametros fisicoquimicos del suelo durante el
tiempo de incubacién, tras la adicion de SCG se muestra en la Tabla 14. La
media de los valores de pH para el suelo Rojo y Vega son 7.1 y 8.1,
respectivamente, registrando los valores de pH mas bajos en los suelos
adicionados con 10% de SCG. Sin embargo, el pH del suelo a los 30 dias
aumento en todas las macetas adicionadas de SCG en comparacién con el pH
a tiempo 0. Las concentraciones de CO, N, P, K y C/N fueron
significativamente mayores en los suelos iniciales adicionados con SCG en
comparacion con las macetas control (sin adicién de SCG). La adicion de 10%
de SCG aument6 el CO en el tiempo inicial en los suelos Vega y Rojo en un
341y 417% respectivamente, y aument6 el N total en un 175% en ambos suelos.
El N total no aument6 con el tiempo de incubacién en los microcosmos
adicionados de SCG. Los valores iniciales de C/N en los suelos con 10% de
SCG aumentaron (9 unidades) en ambos suelos cuando se afiadié 10% de SCG,
sin embargo, disminuyeron levemente en el tiempo, debido a la mineralizacion
de los SCG. También se observdé un aumento de la concentraciéon de
macronutrientes disponibles (P y K) con la adicion de SCG. El CaCOs eq.
disminuyé significativamente después de la adiciéon de SCG, debido a la

ausencia de los mismos en el residuo (Tabla 6).
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Tabla 14. Evolucion de los parametros fisicoquimicos tras la adiciéon de SCG.

CaCO3;

Suelo Tiempo SZa pH CE;ys CcO N total C/N K asim eq. P asim. Cu asim. Zn asim. Fe asim. UFF Acido fenélico total
(dS/cm) (%) (7o) (mg/Kg) ) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg) ml! (mg GAE/g)

0 7.2¢ 0.6a 1.16a  0.113a  10.0a 248a 1.6b 51.0a 3.78a 1.97a 4.27a 6.5x10% 0.341a
0 2.5 7.1b 0.6a 231b  0.148a 16.0b 324b 0.9a 55.0b 5.08b 2.60b 5.39b 6.5x10% 2.371b
10 6.5a 0.7b 6.61c  0314b  21.0c 482c 0.8a 64.0c 6.74c 3.38¢ 6.46¢ 6.5x10% 6.309¢
0 7.4b 0.6c 1.03a  0.087a  12.0a 249.8a 0.8a 36.2a 411a 2.12a 5.71a 7.3x10%b 0.069a
Rojo 30 2.5 7.4b 0.2a 248b  0.158b  15.9b 282.1b 1.1a 42.9b 4.81b 2.42b 6.58b 3.6x100 0.157b
10 6.7a 0.3b 5.4c 0.274c  19.6¢ 404.8a 1.0a 45.9¢ 4.60ab 2.37b 7.92¢ 5.0x106ab 0.866¢

0 7.5b 0.9b 1.19a  0.109a 11.0a 247.5a 0.8a 45.6a 4.48a 2.32a 5.63a 7.0x10% <0.001a

60 2.5 7.5b 0.3a 2.08b  0.158b 13.7b 289.2b 0.7a 46.4a 4.30a 2.18a 6.86b 9.0x10% <0.001a
10 6.7a 0.3a 554c  0.290c 19.1c 423.3¢c 1.2b 51.1b 4.71a 2.17a 8.53¢ 9.8x10°b 0.921b

0 8.2¢ 1.3a 1.4a 0.1052  13.0a 453a 39.0c 69.0a 4.58a 0.89a 6.86¢ 1.2x10% <0.001a
0 2.5 7.9b 1.5b 296b  0.138b  21b 482b 37.6b 79.0b 4.95b 0.96b 6.15b 1.2x10% 1.049b
10 7.6a 1.6¢ 3.6c 0.286¢ 13a 688¢ 35.5a 87.0c 5.47c 1.2¢ 3.46a 1.2x10% 4.121c

0 8.21b 0.9b 1.4a 0.0942  14.9a 447.2a 39.3a 45.6a 4.34a 0.82a 11.46b 1.5x10% <0.001a

Vega 30 25 831b 0.6a 2.6b 0.139b  18.4b 511.9b 39.0a 50.4ab 4.29a 0.90a 10.54b 1.9x10%a <0.001a
10 8.0a 0.8b 5.7¢ 0.275¢  21.0b 635.3¢c 38.0a 56.1b 4.40a 1.10b 8.41a 1.4x10% 0.419b

0 8.2a 1.0b 1.4a 0.090a  15.7a 458.6a 40.2¢c 46.7a 3.71a 0.71a 6.72a 6.9x10% <0.001a

60 2.5 8.4b 0.6a 2.4b 0.160b  14.9a 509.3b 38.3b 47.2a 4.24a 0.83a 7.91a 8.2x10% <0.001a

10 8.1a 0.9b 5.5¢ 0.284c  19.6b 638.6¢ 36.0a 50.7a 4.23a 0.99b 7.02a 6.7x10%b <0.001a

SCG, posos de café; CEzs conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico; asim, asimilable; CaCOj eq., carbonato calcico equivalente; nd, no detectado. UFC, unidad formadora de

colonias.
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Las concentraciones mas altas de acido fendlico total en los suelos
iniciales se registraron en los microcosmos adicionados con 10% de SCG vy las
mas bajas en los suelos con 0% de SCG, ya que los SCG contienen altas
concentraciones de acido fendlico (Tabla 14). La reduccion de 4cido fendlico a
los 60 dias de incubacién fue del 99% y del 80% en el suelo de Vega y Rojo,
respectivamente.

La dinamica de los parametros fisicoquimicos durante el tiempo de
cultivo describe los cambios producidos en el suelo debido a la adicion de SCG.
La diferencia en el aumento de pH en los microcosmos adicionados de SCG
durante el tiempo de cultivo (Tabla 14) se atribuyé a la capacidad
amortiguadora de los suelos, que fue mayor para el suelo Vega debido a la
abundancia de carbonatos (Brady y Weil, 2002). Ademas, el aumento del pH
con el tiempo estuvo de acuerdo con estudios previos donde el suelo fue
adicionado de otras enmiendas organicas (Teutscherova et al., 2017).

También se detecté una disminucién de P y K durante el tiempo de
cultivo, y esto podria explicarse de diferentes formas. La disminucion del P
disponible podria deberse a la precipitacién como fosfatos de calcio en suelos
ricos en carbonatos, como el suelo Vega, o podria formar complejos con el
hierro libre (hidréxidos) en aquellos suelos ricos en 6xidos de hierro (los suelos
rojos son ricos en hematites; Navarro y Navarro, 2013). Cruz y Cordovil (2015)
observaron el mismo efecto para los SCG, sin embargo, atribuyeron la
inmovilizacién de P a los microorganismos del suelo. Una posible causa de la
disminucion de K podria ser la incorporacion de este elemento en la interlamina
de las illitas (filosilicatos derivados de la mica), provocando la reconstruccion
de la illita a mica (Calero et al., 2013). Las illitas son uno de los minerales
arcillosos mas comunes en los suelos Mediterraneos. Las concentraciones de
acido fendlico (Tabla 14) fueron consistentes con los estudios realizados por
Cruz et al. (2015) y Baslam et al. (2013), que analizaron el efecto de la adicion

de SCG sobre el crecimiento de la lechuga.
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4.3.3.Parametros ecologicos: indices de riqueza y diversidad.

La estructura de la comunidad microbiana de cada suelo ilustrada por los
indices de diversidad alfa se muestra en la Tabla 15. Se observaron
correlaciones positivas entre el indice Chao-1 y el porcentaje de SCG en los
suelos. Esta tendencia se observé en ambos suelos; sin embargo, los SCG
aumentaron la riqueza de especies en mayor medida en el suelo de Vega que en
el suelo Rojo. El indice de Shannon-Wiener (H') nos proporciona una medida
de la diversidad y fue sensible a la pérdida de especies raras. H' se expresé con
un numero positivo, que en la mayoria de los ecosistemas naturales se encuentra
entre 0.5 y 5, aunque su rango normal se encuentra entre 2 y 3. En nuestro
ensayo, los valores de H' variaron de 3.7 2 4.9 en el suelo Rojo y de 4.9 2 5.7 en
el suelo Vega; por lo tanto, se observo una gran diversidad en ambos suelos,

aunque se detecté la maxima diversidad en suelos adicionados con 2.5% de

SCG.

Tabla 15. Diversidad comunitaria de los suelos adicionados con SCG. Indices

ecologicos Chao-1, Shannon-Wiener (H'), and Simpson (1-D).

Suelo ;‘fﬁgggﬁ %SCG  Chao-1 Shannon H S‘mP]S)"“—l'
INICIAL 109.0 3.539 0.9271
0 119.8 3.763 0.9527
o 30 25 113.5 3.952 0.9687
o 10 102.0 3.175 0.9015
~ 0 105.2 3.466 0.9187
60 2.5 11.2 4.205 0.9795
10 139.6 3.85 0.9598
INICIAL 145.0 4.009 0.9674
0 152.1 3.984 0.9656
30 2.5 214.7 4312 0.9757
S 10 229.6 4253 0.9698
= 0 152.8 4.103 0.9716
60 2.5 179.9 4201 0.9743
10 1925 4150 0.9675
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Finalmente, el indice de Simpson midio la probabilidad que hay de que
dos individuos tomados al azar del mismo sistema representen el mismo tipo,
insensible a la pérdida de especies raras. Como tal, es una medida del dominio
de las especies (D) dentro de una muestra, donde un valor de D cercano a 1
indica el dominio de monocultivo. Nuestros datos mostraron que los valores
del indice de Simpson (1-D) estaban cerca de 1, que el dominio de monocultivo
era bajo dentro de la comunidad y que las fluctuaciones tras la adiciéon de SCG
eran muy bajas. Esto ultimo indica una estructura de comunidad microbiana
estable para todas las macetas.

En ambos suelos, entre el 5—-11% de la diversidad total en los niveles de
género provino de microorganismos naturalmente presentes. La abundancia de
los microorganismos naturalmente presentes variaba con el tiempo y el
contenido de SCG de los suelos. Su abundancia relativa inicial fue de

aproximadamente el 50%, que disminuy6 con el aumento de SCG (Figura 45).
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Figura 6. Abundancia relativa de microorganismos centrales. La correlacion indirecta entre la abundancia

de microorganismos centrales y el porcentaje de SCG se observa en ambos suelos.

Entre los parametros biologicos analizados, se encontré que las

variaciones en la diversidad microbiana del suelo son similares a los datos
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reportados en la bibliografia. Bastida et al. (2017) observaron que las enmiendas
organicas como el lodo y el compost aumentaron el indice bacteriano de
Shannon. Wu et al. (2014) también obtuvieron un aumento en este indice
después de la adiciéon de un compost de estiércol a un suelo agricola. Los indices
de Shannon y Simpson en nuestro estudio (Tabla 15) se encontraron dentro
del rango mas alto de aquellos encontrados para otras enmiendas de suelo,
como el estiércol y el compost de paja y el compost de té (Vela-Cano et al,,
2018). Por lo tanto, aunque no se realiz6 el compostaje de los SCG, este residuo
parecio estar experimentando un proceso de degradacion natural con el tiempo
de incubacién (Tabla 14). Los indices mostraron un aumento en la diversidad,
riqueza y uniformidad de las estructuras de la comunidad bacteriana al aumentar
el porcentaje de SCG, incluso para las concentraciones de SCG probadas como

fitotoxicas.

4.3.4.Variacion de la estructura de la comunidad bacteriana con

la adicion de SCG

Los perfiles de abundancia de los filos a lo largo del tiempo del
experimento, y para diferentes porcentajes de SCG y distintos suelos no
cambiaron en gran medida, probablemente como resultado de los tiempos de
muestreo relativamente cortos. La observacion de los datos de abundancia a
nivel de género a lo largo del tiempo mostraron grandes cambios en la dinamica
de las comunidades (Figura 46).

El género Rubrobacter termofilico y radiotolerante fue en general el género mas
abundante observado en ambos suelos; sin embargo, hubo una correlacién
negativa entre su abundancia relativa y el porcentaje de SCG (Figura 46). Este
efecto también se observo para los grupos vi y x, p.ej. para el género Blastococcus

en ambos suelos. Por el contrario, existen correlaciones positivas entre el
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porcentaje de SCG y los datos de abundancia en los grupos de género ii, iii, ix

y X1
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Figura 46. Analisis cluster de las bacterias en los suelos adicionados con SCG. Solo se
incluyeron OTUs pertenecientes a géneros conocidos y una abundancia relativa de> 0.5%
(en al menos 1 muestra). Los arboles fueron cortados en 6 grupos en filas. Dentro de cada

muestra, la escala de colores indica el log10 del% de abundancia relativa. Las columnas y las
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filas se agrupan utilizando la distancia euclidiana.

Entre los géneros compartidos por ambos suelos que se observd que
aumentaban con el porcentaje de SCG se encuentran: Pseudomonas, Clostridium,

Caulobacter, 1V ariovorax, Rhizobinm, Obtaekwangia 'y Phenylobacterium. A medida que
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se incorporaron altas concentraciones de acido fenoélico en los suelos mediante
la adicion de SCG (Tabla 14), se examind la dinamica de abundancia de
bacterias que eran potenciales degradadoras de acidos fenodlicos (Figura 47).
Los posibles degradadores de acido fendlico inclufan miembros de los géneros
Canlobacter, Psendomonas, Achromobacter 'y Rhodococcus. En  particular, sus
abundancias relativas aumentaron a los 30 dias, lo que coincidi6é con la mayor

disminucion en los niveles de 4acido fenodlico (Tabla 14).
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Figura 47. Abundancia relativa de grupos funcionales potenciales. PGPB, bacterias

promotoras del crecimiento vegetal.

Los géneros relevantes que pertenecen a las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria, PGPB) también fueron
rastreados para detectar comunidades agricolas relevantes (Figura 47). Se
observaron correlaciones directas entre el porcentaje de SCG y la abundancia
de las PGPB. A los 30 dias de incubacion, ambos suelos mostraron un aumento
en la abundancia relativa de las PGPB, y aunque se observaron cambios en las
PGPB del suelo contradictorios a los 60 dias de incubacion, su abundancia
relativa (> 10%) aun era alta. La mineralizacion de los SCG requiere de la
transformacion quimica de compuestos organicos, por lo tanto, también

observamos la abundancia relativa de degradadores potenciales de petréleo
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crudo y de degradadores potenciales de solventes. Entre estos dos grupos, solo
los degradadores de solventes tuvieron un incremento significativo y constante
en la abundancia en suelos adicionados de 10% de SCG.

La dinamica microbiana a nivel de filos mostré que las Proteobacterias y
Actinobacterias fueron las mas abundantes en todos los escenarios experimentales
en el presente estudio, lo que coincide con lo observado en suelos agricolas y
no agricolas (Ding et al., 20106; Tian et al., 2015). Nuestros datos no revelaron
cambios significativos en la abundancia de filos entre tratamientos, lo que
probablemente se debi6 al corto periodo de tiempo del experimento (Dolfing
et al.,, 2004; Marschner et al., 2003); sin embargo, cuando las bacterias se
clasificaron a nivel de género, se observaron dinamicas importantes con
respecto al SCG y el tiempo.

Se observaron correlaciones positivas de degradadores de acido fendlico
conocidos (Achromobacter, Canlobactery Psendomonas) y se observé una reduccion
de acido fendlico para ambos suelos (Figura 47). Otros géneros que
presentaron una correlacion similar fueron: Olvibacter (residuos alcalinos de
almazaras; Ntougias et al., 2007); Phenylobacterinm (suelos aromaticos
contaminados; Lingens et al., 1985), los cuales se saben que viven en ambientes
con alto contenido de acido fendlico; y Geobacter, cuyo genoma ha demostrado
contener vias de degradacion del fenol (Schleinitz et al., 2009). Las interacciones
microbianas calculadas entre los ultimos géneros fueron principalmente
interacciones mutualistas y competitivas, con la excepcion de Phenylobacterium,
que resulté tener un efecto de depredacion. La abundancia de bacterias
degradadoras del acido fenodlico (Figura 47) no solo se correlaciono
positivamente con la reduccion del acido fendlico, sino también con la dosis de
SCG. Por lo tanto, la disminucién en la abundancia de bacterias degradadoras
de fenoles podria ser indicativa de una disminucién del 4dcido fendlico, con la
inferencia de que estos suelos eran menos fitotoxicos a los 60 dfas de

incubacion.
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En el suelo Rojo, la abundancia de bacterias degradadoras de solventes
(Figura 47) en el caso de muestras adicionadas de 10% de SCG aumentd
continuamente hasta los 60 dias de incubacion, y la eficiencia de eliminacién de
acido fendlico fue inferior que en el suelo de Vega; por lo tanto, la acumulacién
de metabolitos podria ser la razén de este aumento constante. Por lo tanto, la
degradacion completa del acido fendlico en los suelos rojos podria conllevar
mas de 60 dias.

Las PGPB mineralizan activamente la materia organica, participan en los
procesos de nitrogeno y la adquisiciéon de nutrientes, y también promueven el
crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos como las
fitohormonas o la mayor disponibilidad de nitrégeno por la fijacién del mismo.
Los mecanismos de defensa de la planta también son realizados por algunas
PGPB a través del antagonismo microbiano. La abundancia de PGPB aument6
al aumentar la dosis de SCG, y supuso aproximadamente el 20% de la
microbiota total a los 60 dias de incubacién. Este aumento no fue acompafiado
por un aumento del contenido del N total durante el tiempo de incubacion. Las
bacterias fijadoras de nitrégeno no se encontraron entre los PGPB detectadas
en nuestro estudio; por lo tanto, la adicién de SCG no result6é en un aumento
del N total. Una abundancia de PGPB> 20% podria ser indicativa de
condiciones 6ptimas de plantaciéon después de la enmienda SCG; sin embargo,
no es un indicador microbiano de la concentracién total de N en el suelo y se
requieren mas estudios para definir dicha medida.

Schloter et al. (2018) incluyeron en su descripcién de los bioindicadores
del suelo la necesidad de definir grupos microbianos beneficiosos y sus
caracteristicas mediante el uso de varios criterios, como su presencia universal,
su contribucién de funciones a los ciclos geoquimicos vinculados al crecimiento
de las plantas, y para reportar sobre las perturbaciones del suelo que podrian
causar su deterioro o dafno. En consecuencia, una limitacion en el uso de

degradadores de acido fendlico o las PGPB como indicadores microbianos para
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la mejora del suelo adicionado con SCG, es que su funcionalidad depende de la
dindamica de la poblacién y no de un recuento absoluto. Ademas, cada tipo de
suelo ensayado asimil6 los SCG a diferentes velocidades, p.e¢j. el suelo de Vega
asimila los SCG mediante la eliminacién de acidos fenélicos mejor que el suelo
Rojo.

La abundancia relativa de los microorganismos normalmente presentes
se estabiliz6 durante el perfodo de 30 a 60 dias, después de experimentar una
disminucion rapida. Esto plantea la pregunta de si los altos niveles de estos
microorganismos son un indicador de la mala calidad del suelo. Entre los
microorganismos normalmente presentes se encuentra el Rubrobacter termofilico
y radiotolerante. Su correlacion negativa con la dosis de SCG sugirié que esta
enmienda podria tener un ligero efecto téxico en la bacteria (Figura 46); sin
embargo, sus nameros decrecientes también podrian explicarse por la

competencia resultante del aumento en la abundancia de otras bacterias.

4.3.5.Analisis de redundancia de las variables ambientales y

estructura comunitaria bacteriana.

El analisis de redundancia (Redundancy Analysis, RDA) que muestra
correlaciones entre los factores fisicoquimicos y biologicos, se realizaron en
filos (Figura 48) y géneros. E1 RDA basado en datos de abundancia de los filos
mostré que las muestras se agruparon por el porcentaje de SCG en ambos
suelos. Se observaron similitudes entre los dos suelos, con concentraciones de
acido fenolico correlacionadas positivamente con Firmicutes, Planctomycetes y
Proteobacteria, mientras que Acidobacteria, Actinobacteria 'y Chloroflexi  se

correlacionaron con el pH.

161



te} 0
- ~
C10_T80 C10_T30
5 P
5 'y
“ Ph 1
Phenol eno P
N/KIOC o To PHYLA A
N/K/OC co.To 0, ™C10_T60 [} 1 |Acidebacteria
SGC co_Teo SGC 2 |Actinobacteria
. B 3 |Bacteroidetes
~ i o Taﬁkz 4 |Chiorofiexi
A . R CO0_T30 @ "= 5 |Firmicutes
7 Incubation time €0_T30 & Ter
- @nctomycetes
o ) Incubation Time ld
a -
C2.5_T30 A 4 7 |Proteobacteria
3 ° 8 |Verrucomicrobia
a pH
S' 4 cz,s_ng C25.TH
C2.5 T60 pH
Ts} 0
A —
' 1
-1.5 15 -1.5 15

Figura 48. Inferencia de correlaciones bio y fisicoquimicas entre comunidades enteras en
suelos de Vega (izquierda) y Rojo (derecha) usando parcelas de analisis de redundancia
multivariante. L.as muestras estan representadas por circulos, los parametros ambientales por
flechas y los filos estan representados por triangulos. Se realizaron un total de 499

simulaciones de Monte-Carlo sin restricciones.

La Figura 49 muestra correlaciones entre las concentraciones de acido
fendlico y los géneros; Las bacterias que se correlacionaron mas fuertemente
tueron Rhodococcus, Variovorax y Caulobacter en suelo Rojo. Ademas, se
observaron correlaciones de género con el N total con Promicromonospora,
Clostridinm, Rhizobium y Canlobacter en el suelo Rojo. En el suelo de Vega, las
concentraciones de acido fenolico se correlacionaron con el nitrégeno total y, a
su vez, con una gran cantidad de géneros, que incluyen: Achromobacter, Klebstella,
Mycobacterium, Geobacter, Pelosinus, Chlostridium, Caulobacter, Olivibacter, Devosia,
Psendomonas, ~ Brevundimonas,  Promicromonospora, 1 ampirovibrio, Flavobacterium,
Obtaekwangia, Bradyrhizobium, Castiobacter, Opitutus, Asticcacaulis, Steroidobacter,

Phenylobacterinm, Terrimonas y Rhizobium.
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13 Streptomyces 36 Methylibium 13 Ohtaekwangia 36 Achromobacter
14 Rubrobacter 37 Ramlibacter 14 Flavobacterium 37 Ramlibacter
15 Ohtaekwangia 38 Variovorax 15 Terrimonas 38 Variovorax
16 Chitinophaga 39 Herbaspirillum 16 Olivibacter 39 Massilia
17 Terrimonas 40 Massilia 17 Sphaerobacter 40 Vampirovibrio
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21 Caulobacter 44  Stenotrophomonas 21 Pelosinus 44 Klebsiella
22 Phenylobacterium 45 Xanthomonas 22 Nitrospira 45 Steroidobacter
23 Amphiplicatus 23 Asticcacaulis 46 Opitutus

Figura 49. Inferencia de correlaciones bio y fisicoquimicas entre comunidades enteras en
suelos Vega y Red usando parcelas de analisis de redundancia multivariante. Los parametros
ambientales mediante flechas y el género se representan mediante triangulos. Se realizaron
un total de 499 simulaciones de Montecarlo sin restricciones. Varianza porcentual acumulada:

suelo rojo (eje x = 69,7%, eje y = 88,8%); Suelo Vega (x = 75,4%, eje y = 92,9%).
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El alto numero de correlaciones microbianas con los acidos fendlicos y
el N total en el suelo de Vega requiri6 de un estudio mas profundo; por lo tanto,
las interacciones microbianas entre géneros se integraron en redes de consenso
(Figura 50). Se observaron interacciones microbianas de consenso a lo largo
del tiempo para los suelos Rojo y Vega (Figura 50). La comparacién de las
redes del suelo se realiz6 con Cytoscape (Tabla 16). Los coeficientes de
agrupacion para estas redes no se correlacionaron con el porcentaje de SCG.
Este fue también el caso para el nimero promedio de bacterias vecinas; sin
embargo, estaba claro que la mayor conectividad entre vecinos se observé con
suelos adicionados con 2.5% de SCG. Ademas, el numero promedio de
microorganismos vecinos de microorganismos clave (nodos / etiquetas mas
grandes) aument6 para los suelos adicionados con SCG en comparacién con
los suelos control. Los numeros de interaccion dentro de cada red de consenso
también fueron similares entre estos 2 suelos en comparaciéon con sus
respectivas muestras control.

A través de los suelos, los microorganismos claves de interaccion
microbiana fue Rubrobacter 'y  Pseudomonas también estuvo altamente
correlacionado con los suelos adicionados de 10% de SCG. Otros géneros
bacterianos altamente asociados incluyeron Bradyrhizobinm y Microvirga para el
suelo Rojo, y Streptomyces y Ramlibacter para el suelo de Vega. Caulobacter también
estuvo altamente conectado a todas las redes de suelo adicionado con SCG. Los
géneros Achromobacter, Psendomonas, Canlobacter y Rhodococens descritos en la
literatura como degradadores de fenol, compartieron interacciones negativas.
Es probable que fueran interacciones de mutualismo o competencia, aunque se
calcularon fuertes efectos de depredacion con Achromobacter (datos obtenidos

con MetaMIS).
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Figura 50. Redes de consenso de interacciéon microbiana. Aunque ambos suelos tienen
aproximadamente el mismo numero de interacciones, el suelo Vega (B) tiene mas
interacciones negativas que en el suelo Rojo (A), donde las relaciones positivas a negativas
son alrededor de 50:50. Interacciones microbianas positivas (rojo) e interacciones negativas

(azul). Las redes de consenso para ambos suelos fueron dibujadas en una P (pares

concordantes)> 0.85.

Tabla 16. Analisis de redes microbianas de los suelos adicionados con

SCG.
SCG Coeficiente de Numero medio de bacterias
% agrupamiento vecinas
0 0.355 4.429
Suelo Rojo 25 0.271 4.857
10 0.653 4.588
0 0.183 3.778
Suelo de Vega 2.5 0.595 6.308
10 0.567 6.000
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Entre las PGPB descritas en la literatura se encuentran Bradyrhizobium,
Rhizobium, Pseudomonas, Nitrospira y Streptomyces. Sus interacciones microbianas
modeladas mostraron que se produjeron principalmente interacciones de
mutualismo o competencia, aunque se calculé la depredacion para
Bradhyrbizobinm y Streptomyces en el suelo Rojo adicionado con 10% de SCG y en
el suelo de Vega adicionado con 2.5 y 10% de SCG. Otras interacciones de
depredacion calculadas fueron las siguientes: Massilia en mezclas SCG-Rojo;
Nocardiodes en el suelo Rojo adicionado con 2.5y 10% de SCGy;, Phenylobacteriunm:
en el suelo Rojo adicionado de 10% de SCG; y Achromobacter y Micromonospora
en suelos rojos adicionados de 2.5% de SCG. Afibia tue el unico género (suelo
rojo con 2.5% de SCG) que tuvo un rasgo de comensalismo/amensalismo
calculado.

Las diferencias en las redes de interacciéon microbiana encontradas entre
la dosis 0 y 10% de SCG reflejan los complejos cambios microbianos que
ocurren debido a cambios en los parametros fisicoquimicos y de nutrientes.
Ambos suelos estaban muy agrupados (coeficiente de agrupaciéon> 0.5) en las
redes del suelo adicionado con 10% de SCG como resultado del aumento de
las interacciones microbianas en comparacién con las redes del suelo sin adicion
de SCG (Tabla 16, Figura 50). Se podtia realizar un analisis adicional de la red
microbiana para estudiar los efectos entre la dinamica de conectividad de la red

microbiana y la recuperacion del suelo.

4.3.6.Consideraciones finales

En general, el uso de SCG como biofertilizante es una excelente solucién
sostenible. LLa adicion de SCG no solo aumenta el valor de los nuttientes, sino
que también mejora los PGPB, que son conocidas por ayudar al crecimiento de
las plantas. Se necesita mas trabajo para definir los tiempos de siembra y

plantacion después de la degradacion de los SCG en los suelos; sin embargo,
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nuestro estudio indica que para una incorporacion maxima de nutrientes y
concentraciones reducidas de 4acido fendlico y sus metabolitos téxicos
probables, un buen punto de partida es mas de 30 dias para el suelo Vega y mas
de 60 dias para el suelo Rojo, después de la adicion de 10% de SCG. Ademas,
la presencia de redes microbianas mas complejas con un aumento de la dosis

de SCG podria sugerir un suelo mas activo.
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4.4. ENSAYO 4. EFECTOS SOBRE LA HIDROFOBICIDAD
Y LA MATERIA ORGANICA DEL SUELO. RELACION
CON LA CALIDAD DEL SUELO

4.4.1. Conocimiento previo

Ante el alarmante deterioro de la calidad de los suelos agricolas en el area
Mediterranea (Rodriguez-Entrena et al., 2014), uno de los principales objetivos
de la agricultura de conservacion es el aumento de la materia organica del suelo,
la cual mejora las propiedades fisicas, quimicas y biologicas del mismo. Por lo
tanto, es necesario estudiar en profundidad el uso de residuos biologicos,
frescos o transformados, como enmiendas organicas y sus efectos en las
propiedades fisicas, quimicas y biologicas del suelo y en general sobre su calidad.
La capacidad de retenciéon de agua y sus propiedades relacionadas, el tipo
estructural y la estabilidad de los agregados, la conductividad hidraulica, la
densidad aparente, la materia organica, la CIC, el pH y la CE pueden utilizarse
para evaluar la calidad del suelo como atributos clave (Arshad y Coen, 1992).
Los parametros biologicos del suelo han demostrado ser especialmente dutiles
para detectar pequefios cambios en las condiciones del suelo, proporcionando
asi informacion sobre alteraciones sutiles en la calidad del suelo (Garcia-Ruiz et

al., 2008).

Las enmiendas organicas frescas o poco transformadas, como los SCG
o subproductos compostados inadecuadamente, presentan inconvenientes
como, por ejemplo, su contenido en una materia organica mas labil y menos
estable, o su repelencia al agua o hidrofobicidad (Comino et al., 2017). La
hidrofobicidad del suelo es generada por la acumulacién de compuestos
hidrofébicos, originados por la vegetacion (de Blas et al., 2010) o por los
microorganismos (Schaumann et al., 2007) o producidos por la descomposicion
de materia organica fresca con un bajo grado de alteracién y/o humificacion.
Esta hidrofobicidad podria tener un impacto negativo en el régimen del agua
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del suelo, en la capacidad de infiltracion (Mohawesh et al, 2014), en la
conductividad hidraulica o la disponibilidad de agua para las plantas (Doerr y
Thomas, 2000). Ademas, algunos autores han reportado que la hidrofobicidad
reduce la accesibilidad de los microrganismos a la materia organica,
disminuyendo su tasa de descomposicion, debido a la falta de agua que restringe
sus condiciones de vida favorables. Al mismo tiempo, la hidrofobicidad
incrementa la estabilidad de los agregados del suelo y consecuentemente
contribuye a la oclusion de la materia organica como un mecanismo de
estabilizacion (Lutzow et al., 2006). En este sentido, es comuin encontrar suelos
con una hidrofobicidad moderada y, por otro lado, ha empezado a reconocerse
su influencia positiva sobre la calidad y la estructura del suelo (Aranda et al.,
2016; Goebel et al., 2005; Mataiz-Solera et al., 2011). Estos aspectos son
esenciales en relacion a la conservacion de la materia organica en el suelo y a la
extension del concepto del suelo como sumidero de carbono. Mas datos
empiricos sobre los efectos en suelo y sus propiedades son necesarios y es
importante evaluar adecuadamente la hidrofobicidad, especialmente en suelos
agricolas. Algunos autores han sugerido que la hidrofobicidad deberia de ser
incluida como indicador de la calidad fisica del suelo debido a su relacién con

otras propiedades del suelo y su facil determinacion (Jordan et al., 2013).

Existen varias formas de determinar la hidrofobicidad: el método mas
usual es la WDPT, pero este método tiene algunas desventajas tales como que
presenta una escala cuantitativa no lineal y el dilatado tiempo necesario para
suelos repelentes (Chau et al., 2014). Otra medida ampliamente usada es el CA
(Diehl y Scgaumann, 2007; Goebel et al., 2005) el cual muestra algo de
significado fisico y permite estudiar la repelencia del suelo al agua (Soil Water
Repellency, SWR) en todo el rango del suelo (desde humectable hasta
extremadamente repelente). Sin embargo, estos métodos estiman solo la
persistencia y la intensidad, entre las gotas de agua y la superficie del suelo, sin

proporcionar una caracterizacion termodinamica integral de la superficie solida.
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Por lo tanto, serfa recomendable una determinacién completa de la SFE. El
enfoque de Van Oss et al. (1988) para las interacciones acido-base y las
interacciones de Lifshitz-van der Waals pueden explicar las superficies
minerales en términos de componentes acido/base (el donador de electrones y-
y el aceptor de electrones y¥), siendo el componente y el que nos permite
delimitar la hidrofobicidad del suelo. Muchos fenémenos que tienen lugar en la
interfaz sélido-liquido, incluida la humectabilidad, la adsorcion y la agregacion,
dependen en gran medida de los cambios involucrados en la SFE (van Oss,

1994).

4.4.2. Efectos de las variables de ensayo sobre los indicadores

de la calidad del suelo

La Tabla 17 muestra la influencia de la dosis de SCG, el tipo de suelo y
el tiempo de incubacién sobre la hidrofobicidad, los parametros quimicos,
biologicos y fisicos. La mayoria de las propiedades del suelo se vieron
significativamente afectadas por la adiciéon de SCG. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre 0, 2.5 y 10% SCG en los parametros de
hidrofobicidad (por ejemplo: WDPT, CA en HO y v), parametros
tisicoquimicos (por ejemplo: CO o TEC), parametros biologicos (por ejemplo:
RR y DHasa) y parametros fisicos (la mayoria de ellos excepto la porosidad
total). Es importante resaltar que la adicion de SCG es el tnico factor que afecta
las propiedades relacionadas con la hidrofobicidad, mientras que el tipo de suelo
y el tiempo de incubacién no tienen un efecto significativo. Sin embargo,
afectan a algunas propiedades: el tipo de suelo afecta la humectabilidad

potencial de materia organica del suelo, la porosidad total, W3
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Tabla 17. Valores medios de los indicadores de la calidad del suelo y
componentes de energia libre superficial para el tipo de suelo y los distintos

tratamientos. Test estadisticos para las diferencias entre medias; n=30.

%SCG Suelo Dias de incubaciéon
Indicador

0/2.5/10 SV/SR 0/30/60
WDPT (s) 0.23/1.26/4.06%+* 1.72/1.98 n.s. 13.64/1.95/1.75*
logWDPT+1 0.28/1.04/1.59%** 0.99/0.94 n.s. 1.46/0.99/0.95 n.s.
CA (H20) 16.63/20.50/29.00°%* 21.50/22.58 ns. 20.67/23.00/21.08 n.s.
CA (formamida) 12.75/16.88/22.25 n.s. 19.83/14.75 n.s. 12.50/20.42/14.17 n.s.
CA (diyodomethano) 22.38/22.63/35.50* 28.17/25.50 ns. 37.17/24.00/29.67 n.s.
YWSFE (m] m2) 45.82/45.12/40.59%* 43.15/44.53 n.s. 40.51/43.62/44.06 n.s.
v+ SFE (m] m?) 0.54/0.58/1.06* 0.65/0.80 n.s. 1.38/0.77/0.68*
vy SFE (m] m?) 51.23/48.36/38.85%+* 46.27/46.03 n.s. 47.98/46.69/45.60 n.s.
Total SFE (m] m-2) 56.1/55.6/53.4 n.s. 53.98/56.09 n.s. 56.21/55.05/55.02 n.s.
PWSOM 1.92/1.92/2.27 n.s. 2.73 /1. 34k 2.09/2.04/2.03 n.s.
CO (%) 1.37/2.43/5.17%%* 3.19/2.79 n.s. 3.33/3.01/2.97 n.s.
CIC (cmol+ kg') 23.72/24.06/27.43 n.s. 27.81/22.33%%* 25.52/25.06/25.09 n.s.
HQI 17.46/9.95/5.33%+* 11.34/10.49 n.s. 11.24/10.97/10.85 n.s.
CaCOs eq. (%) 20.67/20.51/19.09 n.s. 39.12/1.07*%* 19.23/20.06/20.13 n.s.
TEC (mg C kgt 5038/8062/1761 1%+ 10180/10293 n.s.  11286/11248/9227 n.s.
AH/AF ratio 11.34/12.47/11.97 n.s. 12.91/10.93 n.s. 12.46/12.26/11.59 n.s.
HWSC (mg C kg 198/581/1405%** 698/758 n.s. 904/693/763 n.s.
A4/A6 ratio 4.29/4.63/4.74 n.s. 4.14/4.96%F* 4.54/4.54/4.57 n.s.
RR (mg CO»-C g! day™!) 0.22/1.46/3.82%** 1.52/1.54 n.s. Not viable
GI (%) 102.62/98.46/86.16 n.s.  95.61/95.90 n.s. 100.03/95.24/96.26 n.s.
DHasa (ug TPF g1 h-l) 26.00/49.01/33.33* 24.86/47.37+k* 23.88/34.09/38.13 n.s.
ASI 0.76/0.86/0.94%+* 0.87/0.84 n.s. 0.83/0.84/0.86 n.s.
Ks (em h-) 7.14/11.56/23.03%#* 14.73/13.09 n.s. 15.33/14.00/13.81 n.s.
DA (g cm3) 0.97/0.93/0.90%* 0.91/0.96%* 1.10/0.94/0.93%k*
DR (g cm?) 2.49/2.44/2.29%%* 2.39/2.42 n.s. 2.41/2.39/2.42 ns.
Porosidad total (%) 60.98/61.86/60.56 n.s. 62.05/60.21* 54.40/60.51/61.76%+*
Macroporosidad (%) 35.52/35.71/28.30%* 30.52/35.82%* 27.30/32.83/33.52 n.s.
W33 (%) 25.46/26.16/32.26** 31.53/24.39%* 27.09/27.68/28.24 n.s.
Wisoo (%o) 13.99/17.23/26.84*** 21.10/17.60 n.s. 16.14/18.72/20.00 n.s.
AU (mm cm!) 1.11/0.83/0.49%** 0.95/0.66* 1.2/0.85/0.77*

SV: suelo de Vega: SR: suelo Rojo; WDPT: tiempo de penetracion de la gota de agua; CA: angulo de contacto
(*); SFE: componente de energfa libre superficial; PWSOM: humectabilidad potencial de la materia organica del suclo;
CO: carbono organico; CIC: capacidad de intercambio catiénico; HQI: indice de calidad del humus (CEC/OC);
CaCO; eq: carbonato calcico equivalente; TEC: carbono total extraible; AH: acidos humicos; AF: acidos
fulvicos; HWSC: catbono soluble en agua caliente; telacion A4/A6: 472nm/680nm UV-Vis spectra de los
acidos humicos; RR: tasa de respiracién; GI: indice de germinacién; DHasa: actividad deshidrogenasa; ASI:
indice de estabilidad estructural; Ks: conductividad hidraulica saturada; DA: densidad aparente; DR: densidad
real; Wis: retencion de agua a -1500kPa; Wiseo: retencion de agua a -1500kPa AWC: contenido de agua
disponible. Significancia estadistica: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n.s.: no diferencias significativas.
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y AU, asi como la relacion A4/A6, DHasa, DA y macroporosidad. Los dias de
incubacién sélo muestran algunas diferencias significativas para WDTP, y7,
DA, porosidad total y AU. Por tanto, todo parece indicar que el factor principal

para este ensayo es la adicion de SCG.

4.4.3. Repelencia al agua del suelo e hidrofobicidad

La caracterizacion termodinamica de los suelos se realizé para estimar su
grado de hidrofobicidad y medir sus propiedades de humectacién y retencion
de agua. La Tabla 18 muestra los angulos de contacto avanzados obtenidos con
agua, formamida y diyodometano de conocidos componentes de tension
supetficial (van Oss, 1994), los componentes SFE, y*¥, v y vy y la
humectabilidad potencial de la materia organica del suelo. Las variables se
agruparon de acuerdo con la dosis de SCG vy el tipo de suelo, los dos factores

que mostraron diferencias significativas en el analisis estadistico (Tabla 17).

Segin el WDPT, los suelos originales son bastante humectables, con
tiempos de penetracion de <1 s, y los SCG muy repelentes al agua (817 s). Este
valor es mas bajo que el encontrado por Comino et al. (2017) para los SCG
(3180 s), pero ambos valores se consideran muy repelentes al agua (600-3600
s). Estas diferencias podrian atribuirse a las condiciones utilizadas para la
preparacion de café instantaneo (presion y temperatura). La adiciéon de SCG
parece afectar s6lo al WDPT cuando se usé la dosis mas alta de SCG (no
significativamente en el suelo de Vega, Tabla 18), aumentando la
hidrofobicidad del suelo (ligeramente repelente al agua: 5-60 s). Sin embargo,
cuando los datos se normalizaron mediante la aplicacion de logaritmos

(logWDPT + 1), la adicién de SCG afectd significativamente a esta variable.

En los SCG, se observo el valor mas alto de CA para el agua, seguido de

formamida y diyodometano (Tabla 18), debido al caracter hidrofébico de los
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Tabla 18. Parametros de hidrofobicidad de las muestras de suelo y SCG. Medias = SD (n = 5). Diferencias significativas son
indicadas por distintas letras (p <0.05, ANOVA, Tukey post-hoc). Se muestra también el F ratio obtenido del ANOVA de dos vias

(p < 0.001%%5; p <0.01%%; p <0.05%).

WDPT CA(® Componentes de la SFE (m] m™?)
Suelo SCG % logWDPT+1 PWSOM
(s) H.O formamida  diyodometano Y v vt Total
SR 0 03%+02a <la 178+ 7a 112+ 5a 198+ 7a 4703+£1.02¢c 5170+ 144b 045%+0.142 5641+085b 128+0.05a
SR 2.5 1+£006a 1b 214%£9ab 158%11a 23.4 %10 ab 4494 £228bc  47.15%£546b 0.67£034a 5609+ 1.55b  1.24%+0.06a
SR 10 149 +229b 2c 28+ 6¢ 152+ 3a 354 £ 10 ab 4145+£392ab 3890+ 3152 128+052a 55.87%£143b 1.51%£0.08a
NY 0 03%£03a <la 18+ 4a 132+ 7a 27.8 £12ab 4381 £410bc 50.73£183b 080*£048a 5641 %+041b 257%£030b
NY 2.5 14+04a 1b 18+ 4a 156+ 7a 28 £ 15ab 4344 £507bc  50.60£142b 0.79£0.68a 56.09+2.08b 259%0.14b
NY 10 7.3+ 8.6ab 2c 274+£10ab 27%11D 39.2£10b 3838+296a  38921+876a 1.15%£095a 55.87+t438a 3.10%+0.35¢
SCG - 816.6 + 19.97 3.9+ 0.01 83 + 6.08 381529 28 +2.65 40.60 £ 1.64 0.044 £ 0.01 5.78 £ 0.70 41.61 £ 1.45 1.95 +0.10
F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio
Tipo de suelo 2398tk 0.01 0.63 1.65 3.02 8.65* 0.10 3.11 2.26 226.8%%*
Dosis de SCG 1648.6%+* 54,3tk 9.08** 2.34 4.07 8.57%* 12.4%¢ 5.11% 2.32 8.04%*
Tipo de suelo X Dosis de SCG 269.1%0%F 1.16 0.38 0.65 0.15 0.11 0.40 0.20 0.86 1.42

Abreviaturas procedentes de la Tabla 17.
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SCG. Sin embargo, cuando se agregd SCG a ambos suelos, se encontré un
mayor CA para el diyodometano debido al caracter apolar del liquido, que
gener6 un mayor CA con el solido. Este hecho se debe a que las particulas
solidas del suelo a pH neutro y basico generalmente tienen cargas negativas
(Ndlovu et al., 2014). Cuando se adicionaron los SCG, se observo una tendencia
creciente de todos los CA, exceptuando la formamida con 2.5% de SCG en el
suelo Rojo. Este hecho probablemente se debi6 a la ausencia de simetria de la
polaridad de este liquido que domina sobre al caracter aceptor de electrones (y*
= 39.6 y y = 2.28; van Oss, 1994). También se ha demostrado en estudios
previos que la adiciéon de otras enmiendas organicas, como co-compost de
alpeorujo, de estiércol de vaca, estiércol de cabra u hojas, increment6 también
el CA (Aranda et al.,, 2016; Liyanage y Leelamanie, 2016). Sin embargo, de
acuerdo con la contact angle soil water repellency classification, los SCG se clasifican
como bajos repelentes al agua (81-86°), siendo este valor mas bajo que el angulo
subctitico de repelencia, establecido en 90° por Tillman et al. (1989), los cuales
indica una baja hidrofilia del suelo. Por tanto, todas las mezclas suelo-SCG con
un CA por debajo de 40° se consideran “no significativamente repelentes al
agua”, de acuerdo con King (1981). La falta de coincidencia con respecto a la
clasificacion de la hidrofobicidad entre el WDPT y la CA ya fue establecida por
Aranda et al. (2016) quienes atribuyeron la complejidad de la relaciéon entre

ambas clases de parametros al método de medida.

Los valores y"V de las muestras de suelo se encuentra en un rango entre
38 y 47 m] m™? (Tabla 18), los cuales fueron ligeramente inferiores a aquellos
obtenidos para otros suelos Mediterraneos (Plaza et al, 2015). Este
componente disminuye conforme el porcentaje de SCG adicionado aumenta,
lo que probablemente es debido a que los SCG generan una estructura mas
ordenada de moléculas de agua en la interfaz sélido-liquido (Ontiveros et al.,
2014). A partir del analisis de los componentes acido base (y* y y) de la energia

libre superficial de los suelos, los suelos estudiados pueden considerarse de
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naturaleza monopolar [modelo van Oss|. Los suelos en general se consideran
como una base de Lewis (y* =0y y # 0). Si analizamos el comportamiento del
componente donador de electrones, observamos que en todos los casos la
adiciéon de SCG supone una disminucién en el caracter donador de electrones
del suelo. Por otro lado, se observa que esta disminucion del caracter basico (en
el sentido de Lewis) del suelo no es significativa entre 0 y 2.5%, pero si entre
2.5y 10% SCG (Tabla 18). Si consideramos que segin el modelo de van Oss,
un material monopolar presenta un caracter hidrofilico cuando y" =0y y < 28.2
m] m? (van Oss, 1994), la adicién de SCG reduce la hidrofilicidad del suelo

(Tabla 18) y paralelamente lo acidifica, como se discutira mas adelante.

Del mismo modo, la PWSOM, es decir, grupos funcionales hidrofébicos
alifticos/hidrofilicos aromaéticos obtenidos a partit de ATR-FTIR de muestras
de suelo, tradicionalmente utilizados para evaluar la hidrofobicidad del suelo
(Mat&jkova y Simon, 2012), muestran una tendencia similar a la encontrada en
otros estudios (Ellerbrokck et al., 2005; Comino et al., 2017). Esta tendencia
indica que la mayor concentraciéon de compuestos alifaticos en la enmienda
organica genera un mayor caracter hidrofébico y, por lo tanto, una mayor
repelencia al agua, como también lo demuestran Aranda et al. (2016), sobre los
efectos del co-compost de alpeorujo en la humectabilidad y la calidad del suelo
en los olivares en un experimento de campo a largo plazo. En este caso, la
adicion de SCG generé un aumento en la concentracién de compuestos
alifaticos, lo que conduce a un aumento en la repelencia al agua, pero no

significativamente.

Ademas, es interesante discutir el comportamiento hidrofébico de las
muestras, desde el punto de vista del tipo de suelo. Los suelos ensayados
presentan condiciones geoquimicas distintas. El suelo de Vega tiene una textura
menos arenosa, mas carbonatada y con un pH mayor (Tabla 3), lo que no
influye sobre los parametros relacionados con la hidrofobicidad decisivamente,

como evidencia la falta de relacion entre el tipo de suelo y el WDPT, el CA 'y
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los componentes SFE (Tabla 17). Para los parametros WDPT y CA HO, el
incremento en la hidrofobicidad es algo mayor en el suelo Rojo. Por tanto, la
presencia de una textura mas arenosa en este suelo (Tabla 3) podria influir de
cierta forma en el ligero aumento de su repelencia al agua, como han reportado
diferentes autores (Dekker et al., 2005; Gonzalez-Pefazola et al., 2013; Woche
et al., 2005). El mayor contenido en carbonatos y esmécticas en el suelo de Vega
podria también influir en este hecho, como discutiremos posteriormente. Un
comportamiento similar se ha encontrado en el parametro electro-donor vy,
disminuyendo conforme aumenta el porcentaje de SCG, siendo significativo
con 10% de SCG (Tabla 18) y no significativo en el suelo Rojo con respecto al
suelo de Vega. Hay que recordar que, para un material monopolar, de naturaleza
donador de electrones (y* = 0, y # 0), una disminucién de y- indica una
disminucién en su hidrofilicidad, siendo el limite que diferencia un material
hidrofébico e hidrofilico (y + = 0, y- < 28.2, van Oss, 1994). Aunque no se ha
encontrado una correlacion entre el componente y- y los CaCOj eq. para todas
las muestras (n = 30), se encontr6 una correlacion positiva para las muestras del
suelo de Vega (n = 15) (r= 0.516; p <0.05); lo que indica que un contenido mas
bajo en carbonatos y un contenido mas alto en SCG (Tabla 17) dan lugar a una
mayor hidrofobicidad. Varios autores han descrito esta relacion inversa entre la
repelencia al agua y los carbonatos en los suelos (Aranda et al., 2016; Cerda y
Doerr, 2005), pero apenas se han descrito para enmiendas organicas. Estos
autores explicaron las diferencias en los suelos en términos de acidez del suelo,
y sugirieron que la alcalinidad de los suelos calcareos es responsable de la

disminucion de la hidrofobicidad.

Existen correlaciones interesantes entre las variables relacionadas con la

hidrofobicidad (Tabla 19). Destaca la buena correlacion que existe entre los
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Tabla 19. Matriz de correlacion de Pearson entre las propiedades de hidrofobicidad y las propiedades quimicas, fisicas y biologicas.

WDPT log WDPT+1 CA H,O CA formamide CA diiodomethane y-WSFE y* SFE y~ SFE Total SFE
WDPT
log WDPT+1 0.67 8%k
CA HO 0.437*
CA formamide 0.393*
CA diiodomethane 0.514**
Y.V SFE {57755 {0,279 -0.859**x
vyt SFE 0.511%* 0.605%** -0.746%**
vy~ SFE -0.583x% -0.761%¢* -0.369*
Total SFE -0.648%+x% -0.431% 0.464%*
PWSOM 0.373%* -0.437* -0.423%
CcO 0.536%* 0.868%+* 0.492% 0.453* 0.513%* -0.599%x* 0.424* -0.714%%% -0.459%
CIC 0.438%* -0.481%* -0.365* -0.446%
HQI -0.406* -0.826%* -0.411% -0.447% -0.387* 0.506%* -0.370* 0.621%+* 0.366*
CaCOs eq.
TEC 0.488** 0.842%k% 0.582%0k 0.440* 0.457* -0.544%* 0.415% -0.709%%k -0.403*
AH/AF
HWSC 0.652%k 0.836%+* 0.381%* 0.411% 0.473% -0.535%* -0.661 %%k -0.437%
A4/A6
RR 0.498** 0.866%** 0.514%* 0.372% 0.563%%* -0.662%** 0.610%** -0.638*k
GI -0.446*
DHasa
ASI 0.676%** 0.373%* 0.383* -0.417* -0.580*
Ks 0.536%* 0.868%** 0.492% 0.453* 0.514% -0.600%** 0.424* -0.714%%% -0.459%
DA
DR -0.380% -0.713%%% -0.503%* -0.514%% 0.6571%F -0.415* 0.498%* 0.515%*
Porosidad total -0.482%* 0.361* -0.458*
Macroporosidad -0.448* -0.649%x% -0.455% -0.580* 0.718%k* -0.534%% 0.399% 0.442%
W3 0.496%* 0.494% 0.464% -0.557%%% -0.456* -0.575%%*
Wis00 0.636%F* 0.57 4%k 0.523% 0.429% -0.482%% -0.730%%k -0.579%*
AU -0.558%k 0.623%*x

Abreviaturas procedentes de la Tabla 17. Significancia estadistica: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; n=30.
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componentes de la SFE (y*V, y*, y) y el patimetro WDPT. En este sentido,
observamos que los valores altos de y¥, que proporcionan informacion sobre
la capacidad de estructuracién de las moléculas de agua alrededor de la
superficie de las particulas del suelo, corresponden a valores de tiempo de
penetracion de gotas de agua mas bajos, como se esperaba. La correlacion entre
y- que indica el grado de hidrofilia (menor hidrofilia, menor y’) también es
razonable, como lo es el WDPT que indica que a un valor mas bajo de y, implica
menos hidrofilia y, por lo tanto, mayor tiempo de penetraciéon de la gota de

agua.

4.4.4. Relacion entre la hidrofobicidad del suelo y otras

propiedades relacionadas con la calidad del suelo.

Relacion con las propiedades quimicas del suelo y la materia orgdnica
del suelo.

La adicion de 2.5 y 10% de SCG aument6 la cantidad de CO en ambos
suelos, alcanzando valores del 5% en SR y del 5.6% en el suelo de Vega (Tabla
20), lo que indica un aspecto favorable del uso de SCG como enmienda organica
de suelos, debido a la baja cantidad de CO (<1%) en los suelos agricolas
Mediterraneos (Rodriguez Martin et al., 2016). Este hecho ha sido reportado

también para los SCG en estudios previos (Comino et al., 2017).

Las diferentes fracciones de la SOM y su cuantificacién (Figura 51)
incluyen sustancias himicas nativas del suelo coextraidas con sustancias
similares a las humicas derivadas de los SCG (asi como acidos fulvicos y
sustancias similares a las huminas). Los resultados obtenidos muestran un claro
aumento en todas las fracciones de la SOM con la adiciéon de SCG. El
incremento es especialmente mayor en las fracciones de carbono extraible total

y HWSC, mientras que el incremento en las fracciones de acidos
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Tabla 20. Parametros de calidad del suelo. Medias = SD (n = 5). Diferencias significativas son indicadas por distintas letras (p

<0.05, ANOVA, Tukey post-hoc). Se muestra también el I ratio obtenido del ANOVA de dos vias (p < 0.001*%*; p <0.01**; p
<0.05%).

Propiedades quimicas, fisicoquimicas y biolégicas

pH CcO CIC CaCOs eq. GI DHasa
Suelo SCG %
(H20) (%) (cmol+ kg (%) (%) (ugTPF g ' h)
SR 0 75+ 02b 123+ 017a 21.07£1.74a 1.0 £ 04a 104 +27a 34.68 £ 8.04 ¢
SR 2.5 74% 01b 228+ 0.17b 21.75£0.63a 12 + 11a 99t 18a 58.64 £ 13.65d
SR 10 6.7 02a 509 % 098d 24.81 £0.75b 1.0 £ 0.2a 81t 12a 38.26 £ 14.03 ¢
SV 0 83+ 0.1d 147+ 0.16a 2695+ 1.89 ¢ 402 £ 1.2d 101 £33 a 17.04 £9.90 a
NY 2.5 83+ 02d 2.66 £ 0.30 ¢ 26.52 £ 0.67 ¢ 393 £ 16¢ 98+ 14a 32.28 £ 3.49 be
SV 10 80% 01c 5.62% 1.74¢ 29.28 £1.96d 36.8 £ 13b 98t 16a 21102493 a
F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio
Tipo de suelo 508.2%* 6.51% 104.1%%* 8990.2%%* 0.55 41,90
Dosis de SCG 64.9%** 279.3%*% 17.3%8% 7.26%* 0.35 14.3%*
Tipo de suelo X dosis de SCG 8.35%* 0.26 0.09 6.17* 0.40 0.81
Propiedades fisicas
Ks DA DR Porosidad total ~ Macroporosidad Was Wisoo AU
Suelo SCG % ASI
(emh) (g cm™) (g cm™) (em? cm3) (em? cm3) (%) (%) (mm cm')
SR 0 0.72+£0.02a 6.56 £ 0.64 a 1.03£ 0.09b 253+ 0.09¢ 59.20 £ 2.48 2 3761 +£272d 2159+ 1.08a 1215+ 0.37 a 0.97 £ 0.13 be
SR 2.5 0.85 % 0.06 b 10.94 £ 0.63 b 1.01 £ 0.1 ab 2.46 + 0.05 be 59.00 £ 4042  3645%+388cd 2256+ 140a 1538+ 3.63b 073+ 0.29ab
SR 10 093+ 0.05c¢ 22.68 £ 333 ¢ 0.96 + 0.08 ab 231+0.03a 58.39 £ 3.55a 30.00 £3.04b  2839+0.69b 2295+ 350c¢ 0.54+0.35a
SV 0 0.79 £ 0.03 b 7.54+0.52a 0.97£ 0.08 ab 248+ 0.05bc  60.88+3.84a 3218 £349bc 2870+ 0.82bc 1570 £0.32b 1.26 £ 0.09 ¢
SV 2.5 0.86 = 0.06 b 12.52 £ 1.06 b 0.93 + 0.08 ab 242+ 0.05b 6145+£381a 31.64% 410bc 2981 £0.44c¢ 18.07 £ 0.79 b 110+ 0.21 ¢
SV 10 0.95 %+ 0.06 ¢ 2491 +1.43d 0.90 £ 0.07 a 225+ 0.08a 59.79 £ 3.70 a 21.10 £ 3.63 a 3568+ 131d  28.00+284d 0.71 £ 0.27 ab
F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio F ratio
Tipo de suelo 4.43 6.48* 15.1%* 5.83* 3.99 AN 3306.2%%* 43,186 25.0%F%
Dosis de SCG 24.00Fx 278,15 4.82% 35, 7HF* 0.75 20.6%** 116.5%%* 115.8%** 20.6%F*
Tipo de suelo X Dosis de SCG 0.79 0.26 0.12 0.29 0.19 0.09 0.04 1.33 1.53

Abreviaturas procedentes de la Tabla 17.
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Figura 51. Fraccionamiento de la materia organica del suelo. TEC, carbono

extraible total; AF, acidos falvios; AH, acidos humicos; HQI, indica de calidad del humus.
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humicos y falvicos es menor, pero también significativo. El incremento de la
humina sélo es significativo en los suelos con 10% de SCG. Estos incrementos
indican un aumento en la materia organica total en el suelo con la adicién de
SCG, pero especialmente en el grupo mas labil de la SOM, que incluye biomasa
microbiana, asi como carbohidratos solubles del suelo y aminas (Ghani et al.,
2003). También hay un aumento, aunque menos sustancial, de las fracciones
mas evolucionadas y recalcitrantes de materia organica del suelo, especialmente
en el caso de las huminas, lo que representa una SOM mas estabilizada (Hayes
et al, 2017). La relacién de 4cidos humicos/4cidos fulvicos y el grado de
humificacién (Figura 51) motivaron una mayor discusion sobre el grado de
evolucion de la materia organica en las diferentes muestras. La relacion acidos
himicos / acidos fulvicos (grado de polimerizacion) fue similar entre todas las
muestras, aunque muestra una tendencia a valores mas altos en las muestras del
suelo de Vega con la adicién de SCG. Por otro lado, se obtuvieron valores mas
bajos para el grado de humificacién para las muestras del suelo Rojo en
comparacion con las muestras del suelo de Vega, y también una tendencia de
valores mas bajos para este grado cuando se incorpora SCG en ambos tipos de
suelos. Esto ultimo muestra que la adicion de SCG tiende a aumentar la
proporcion de la fraccion no humificada, es decir sustancias con pocas
caracteristicas humicas, como péptidos, aztcares, acidos nucleicos, grasas, etc.
(Vergnoux et al., 2011) en estos suelos con respecto a las formas mas
evolucionadas de materia organica. Esta disminucién de la calidad de la SOM
se observa también en la reduccién del indice de calidad del humus (13 unidades
en ambos suelos con 10% SCG; Figura 51). Ademas, la adicion de SCG
aumento la relacion A4/AG6 y, por lo tanto, la complejidad molecular del CO
disminuyd, ya que esta propiedad esta inversamente relacionada con el grado de
humificacién de la SOM (Stevenson, 1994). Esta relacién indica diferencias
entre las tipologias de suelo (Tabla 17; Figura 51), con valores mas bajos en el

suelo de Vega, que muestran una mejor distribucién en acidos humicos
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humificados parciales y totales, y una mayor evolucion de los AH en este suelo.
Otras propiedades afectadas significativamente por el tipo de suelo fueron los
carbonatos y la CIC, siendo mas altos en el suelo de Vega que en el suelo Rojo
(Tabla 3). Estos resultados sugieren que los niveles de materia organica
aumentan con la adicién de SCG y que la calidad de esta materia organica se

reduce, especialmente en muestras del suelo Rojo.

Las variables relacionadas con la hidrofobicidad, y~ y log WDPT + 1, son
las que presentan el mayor nimero de correlaciones y las mas significativas con
los parametros de calidad del suelo (Tabla 19). Las propiedades quimicas CO,
TEC y HWSC se correlacionan con el parametro y™ (= -0.714, -0.709 y -0.661,
respectivamente), de modo que cuanto mayor es el contenido de materia
organica, mayor es la hidrofobicidad en las muestras de suelo, de acuerdo con
Aranda et al. (2016). En las correlaciones entre el parametro y- (y todos los
parametros relacionados con la hidrofobicidad) con los parametros de calidad
de la materia organica (HQI, AH/AF y A4/A0), solo encontramos una
correlacion significativa con el HQI, lo que respalda la idea de que existe un
relacion inversa entre calidad de la materia organica y la hidrofobicidad. Esta
relacion entre la cantidad y la calidad de la materia organica en relacion con la
hidrofobicidad puede deberse a la fuerte estabilidad y al bajo grado de
humificacién del material organico agregado al suelo, con poca evolucién para
los dfas de incubacion establecidos en el ensayo (Tabla 17). Estos resultados
mostraron, de acuerdo con Leue et al. (2010), que el tiempo de infiltracién de
la gota de agua esta relacionado con la composicion y calidad de la materia
organica y podria tener implicaciones, aunque poco conocidas, en el

movimiento preferencial del agua y los solutos reactivos en el suelo.

182



Relacion con las propiedades fisicas del suelo

La adicion de SCG influy6 significativamente en todas las propiedades
fisicas del suelo, excepto en la porosidad total (Tabla 17 y Tabla 20). Las
propiedades fisicas fueron en general mas favorables en los suelos con adicion
de SCG con un mayor indice de estabilidad estructural (Aggregate Stability
Index, ASI), mayor conductividad hidraulica (Ks), mayor macroporosidad y
mayor retencioén de agua y menor densidad aparente y de particulas (o densidad
real). Por lo tanto, esta materia prima tuvo una influencia positiva en la
retencion de agua, aumentando su valor en ambos potenciales (-33 y -1500 kPa).
Por lo tanto, la retenciéon de agua aumenté con el aumento de la repelencia al
agua, lo que coincide con lo establecido por Liyanage y Leemanie (2010),
quienes encontraron que las muestras adicionadas con estiércol hidréfobo
mostraron una mayor retencion de agua. Como se ha indicado en el apartado
sobre el efecto de los SCG sobre las propiedades fisicas del suelo, el aumento
relativo de la Wisoo fue mayor que para Was, y, por lo tanto, el AU disminuy6
con la adiciéon de SCG. Esta misma tendencia fue encontrada por otros para
otras enmiendas organicas (Aranda et al., 2016; Forge et al., 2016; Killi et al.,
2014; Lozano- Garcia et al., 2011). Aranda et al. (2016) atribuyeron este
fenémeno a la hidrofobicidad de la enmienda organica agregada al suelo. La
macroporosidad y la densidad aparente, significativamente mayores en las
muestras del suelo Rojo (Tabla 17 y Tabla 20), disminuyeron con la
incorporacion de SCG, lo que se puede observar en las imagenes SEM (Figura
52). Los resultados también mostraron un aumento en la estabilidad estructural
con la adicion de SCG, alcanzando valores de 0.93 (promedio de ambos suelos),
y un aumento en Ks del 245% y 230%, en el caso de suelo Rojo y suelo de Vega,
respectivamente, con la adiciéon de 10% SCG. Coincidiendo con Litzow et al.
(2006), un aumento de la hidrofobicidad tiene un impacto positivo en la

estabilidad estructural del suelo.
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Figura 52. Imagenes SEM de muestras seleccionadas del suelo Rojo (SR) y suelo de la Vega
(SV); a: SR 0 % SCG, 0 dias de incubacién; b: SR 0 % SCG, 0 dias de incubacién; c: SV 0%
SCG, 0 dias de incubacién; d: SV 10% SCG, 60 dias de incubacién; e: SR 10% SCG, 60 dias
de incubacioén; f: SV 10% SCG, 60 dias de incubacion; g: SR 10% SCG, 60 dias de incubacion;
h: SV 10% SCG, 60 dias de incubacion. Las imagenes a, b, ¢, d, g y h fueron tomadas con
electrones secundarios; las imagenes e y f fueron tomadas con electrones retrodispersados

(condiciones backscattered).
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Leemanie et al. (2013), encontraron que mayores cantidades de abono verde
(material muy hidr6fobo) aumentaron los agregados estables. Con respecto al
tiempo de cultivo, la DA disminuyé significativamente y la porosidad total
aumenté significativamente durante la incubacion (Tabla 17), lo que puede
atribuirse a los cambios de humedad de los microcosmos durante el ensayo,
como ya indicamos en el apartado sobre el efecto de los SCG sobre las
propiedades fisicas. El efecto sobre la porosidad del suelo podria facilitar la
incorporacion intrapeds de la materia organica del suelo (Bronick y Lal, 2005).
La mayor porosidad y la inclusion de SCG dentro de los agregados se pueden
observar en la Figura 52 e y f (imagenes SEM). Las correlaciones entre estos
parametros y la retencidon de agua, por un lado y el componente y, por otro,
son de especial interés (Tabla 19). El donador de electrones y mostro
correlaciones negativas con Wis y Wiso, y una correlaciéon positiva con el AU,
mostrando la sensibilidad de los componentes SFE para evaluar estas
propiedades del suelo. Por lo tanto, aunque las muestras con repelencia al agua
parecen retener mas agua, ésta parece estar menos disponible para el
crecimiento de las plantas. Por lo tanto, los componentes SFE, especialmente
Y, juegan un papel interesante en el balance hidrico del suelo, de acuerdo con
Aranda et al. (2016). Otros parametros fisicos correlacionados con el parametro
vy~ son la Ks y la porosidad (total y macroporosidad); y de una manera no
significativa, la DA, la cual se relaciona negativamente con la hidrofobia (a mas
hidrofobia, menor densidad, Tabla 17). La correlaciéon negativa entre el
componente y~ y la ASI es notable, lo que implica un importante papel de la
hidrofobicidad en el desarrollo estructural del suelo y en la estabilizacion de los
agregados del suelo, ya demostrado por otros autores en experimentos de
campo con cubiertas naturales de plantas, compost de alpeorujo y aguas
residuales derivadas del alpeorujo en suelos agricolas Mediterraneos (Aranda et
al., 2016; Mahmoud et al., 2012; Plaza et al., 2015). Ademas, como lo afirmaron
Litzow et al. (2006) y Bachmann et al. (2008), el aumento de la estabilidad de
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los agregados del suelo con el aumento de la hidrofobicidad también
contribuiria a la oclusiéon de la materia organica incorporada como mecanismo
de estabilizacion. Por lo tanto, un aumento en la repelencia al agua del suelo
podria implicar un aumento en la calidad del suelo al mejorar uno de sus
indicadores esenciales, como es la estabilidad estructural (Binemann et al.,

2018).

Relacion con Ia morfologia del suelo (SEM)

La microestructura de las muestras del suelo Rojo y suelo de Vega previa
al ensayo, es laminar (en el sentido de Osipov y Sokolov, 1978), en la que las
particulas mas finas del suelo (arcilla y limo) se orientan paralelamente a la
superficie de los agregados (ped) en uniones cara-cara (Figura 52 a). Segun
Ndlovu et al. (2014), estas uniones cara-cara de las illitas y esmectitas
(filosilicatos mayoritarios en estos suelos) se favorecen a pH basicos (7.2 - 8.2;
Tabla 3). A un nivel organizativo mayor, la masa del suelo esta diferenciada en
microagregados equidimensionales de unos 200 pm de diametro, coalescentes,

separados por fisuras (Figura 52 b y c).

En el caso de las muestras adicionadas de SCG, la microestructura a un
nivel inferior es mas abierta, tipo “honeycomb” (Osipov y Sokolov, 1978). En
esta microestructura se perciben algunas uniones de particulas cara-borde
(Figura 52d; parte central de la fotografia). Segun Ndlovu et al. (2014) las
particulas de filosilicatos, illita y esmectita, presentan cargas superficiales
negativas en las caras y pH dependientes en el borde: principalmente negativas
cuando el pH es basico y positivas cuando es acido. La presencia de cargas
positivas en los bordes de las particulas de arcilla facilita las uniones cara-borde;
esto podria explicar en parte el cambio microestructural que ocurre al adicionar
SCG, ya que éstos descienden el pH del suelo (son acidos: 5.8; Tabla 3),

facilitando asi la existencia de uniones cara-borde entre los filosilicatos del suelo.
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A un nivel estructural mayor, los microagregados (tamafios entre 150 — 200 pm)
estan mas separados, con las superficies mas nitidas y mayor nimero y volumen
de poros (Figura 52 e y f) que los suelos nativos (Figura 52 b y ¢). En estas
imagenes se ha observado que en las muestras del suelo de Vega las particulas
de SCG interaccionan mas intensamente con las particulas minerales que en el
suelo Rojo, donde suelen estar mas en superficie, y menos cubiertas de
particulas minerales que en el caso del suelo de Vega. Se puede atribuir este
hecho a que en el suelo de Vega hay un mayor contenido de esmectita y de
carbonatos, que interaccionan mejor con la materia organica (Six et al., 2002).
En la formaciéon de este tipo diferente de estructura, hay que afiadir también el
papel de los microorganismos (bacterias y hongos) a través de la produccién y
el consumo de compuestos organicos labiles y de la union fisica de las particulas
del suelo (Bronick y Lal, 2005). Asi, las muestras adicionadas con SCG
manifiestan una actividad biologica notable, principalmente mediante hifas de
hongos (Figura 52 g y h) y la cementacion organica masiva que une los granos
minerales (Figura 52 e y f). Estas caracteristicas son compatibles con el indice
de estabilidad estructural y otros parametros fisicos (Tabla 19). Por lo tanto, el
entramado fisico de las particulas del suelo por las hifas de hongos observadas,
puede ser una forma importante de aumentar la estabilidad de los agregados en
suelos no carbonatados y arenosos, de acuerdo con Delgado et al. (2007). Los
compuestos hidrofébicos liberados por las hifas de hongos y otros
microorganismos son uno de los responsables del aumento de la hidrofobicidad
en el suelo (Schaumann et al., 2007). La Figura 52 g, correspondiente al suelo
Rojo, plantea una interesante cuestiéon porque las formas esferuliticas que se
observan ligadas a las hifas de los hongos no son conidiéforos, como si ocurre
en el caso de la del suelo de Vega (Figura 52 h), sino que se trata de drusas de
carbonato calcico detectado con EDX. La técnica empleada no permite
determinar si se trata de calcita o aragonito (poliformos de CaCO3). Se trata de

un proceso de biomineralizacion, es decir, de formaciéon de minerales con la
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participacion de los seres vivos; la biomineralizacién de carbonato célcico por
hongos esta descrita en la bibliografia (Bindschedler et al., 2016). La aparicion
de carbonato calcico ligado a la actividad fungica en el suelo Rojo y no en el
suelo de Vega, podria explicarse porque la DHasa es mayor en el suelo Rojo
(Tabla 20) y segun lo que indican Zhang et al. (2010), la biomineralizacion de
carbonatos es proporcional a dicha actividad. La biomineralizacién de
carbonatos por algunas colonias de hongos podria considerarse como un
proceso de fijacion de C al suelo de forma inorganica; otro aspecto positivo de

mejora de la calidad con la adiciéon de SCG.

Los suelos calcareos (suelo de Vega) parecen ser menos propensos a
desarrollar repelencia al agua que los acidos (suelo Rojo), lo que podria
explicarse por la menor actividad fungica registrada a pHs mayores de 7
(Mataix-Solera y Doerr, 2004). Los valores de pH recogidos en la Tabla 20
hacen que este hecho sea probable debido a la mayor actividad fangica
observada con SEM en las muestras de suelo Rojo adicionadas de SCG y sin
carbonatos, las cuales son muestras mas hidrofébicas. Las imagenes SEM nos
permiten otra interpretacion de las diferencias de hidrofobicidad entre ambos
suelos. Gao et al. (2018) indicaron que las arcillas podrian disminuir la
hidrofobicidad del suelo al recubrir las superficies hidrofébicas. Como
anteriormente se discutid, las particulas de SCG en el suelo de Vega parecen
mas recubiertas por particulas minerales del suelo (carbonatos y/o esmectitas)
que en el suelo Rojo y también mas incorporadas a la masa de suelo que en el
suelo Rojo. Tanto la incorporacion a la masa como el recubrimiento haria que
la hidrofobicidad (propiedad superficial) de los SCG, mucho mayor que la del
suelo (ver valores de WDPT, Tabla 18) quede enmascarada.
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Relacion con las propiedades biologicas del suelo

La tasa de respiracion (RR) aument6 significativamente con la adicién de
SCG y presentd valores similares para ambos suelos (Tabla 17 y Tabla 20).
Como se muestra en la Figura 53, se emitieron 85.2 y 89 mg de CO2-C g en
el suelo Rojo y suelo de la Vega respectivamente, después de 30 dias con 10%
de adicién de SCG. Estos datos son muy elevados en comparaciéon con los
obtenidos por otros autores después de la incubaciéon de materiales frescos
como testos de poda de olivo, con valores alrededor de 0.6-0.9 mg CO»-C g'!
(Goémez-Munoz et al., 2016). La observacién de las curvas acumulativas de RR
y de los datos de la Tabla 20, nos indica que el CO2 emitido en ambos suelos
por las muestras adicionadas con 2.5% y 10% de SCG, no es proporcional a las
cantidades de SCG adicionadas. Es decir, los suelos con 2.5% de SCG emiten
relativamente mas COz que los adicionados con 10%, resultado que se ratifica

con los datos de DHasa, como discutitemos a continuacion.

La DHasa (enzima intracelular indicativa de actividad biolégica del suelo;
Defrieri et al., 2011) en el suelo Rojo es significativamente mas alta en las
muestras con 2.5% de SCG, siendo afectada negativamente con la adicién de
10% de SCG (Tabla 17 y Tabla 20), con valores similares en muestras sin
adicionar de SCG. El suelo de Vega tiene menos actividad biologica que el suelo
Rojo, incluso con la misma adiciéon de SCG, probablemente debido a la SOM
mas estabilizada en el suelo de Vega, o porque esta SOM esta ocluida en

agregados y/o cubierta por particulas minerales (Figura 52f).

Es dificil de explicar la falta de coincidencia de los resultados de RR con
los de la DHasa, ya que ambos parametros representan la actividad global de
los microorganismos del suelo. En ambos suelos, la RR se incrementa
significativamente con el contenido de SCG, es decir, es mayor para 10% que
para 2.5% y, sin embargo, ocurre lo contrario con la DHasa, donde se percibe
una disminucion significativa cuando se incrementa la cantidad de SCG de 2.5

a 10% SCG. Cuando se adiciona SCG cambia la estructura de la comunidad
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bacteriana del suelo (como ya indicamos en el apartado de resultados y
discusion correspondiente al Ensayo 3) y también podemos hipotetizar que por
encima de un determinado umbral de contenido en SCG parte de la actividad
biologica se frena por la toxicidad de los SCG. Estas alteraciones de la biologia
del suelo con la adiciéon de SCG podrian tener consecuencias en la correlacion
entre DHasa y la RR. El indice de germinacién (GI) ha sido usado cominmente
para valorar la posible fitotoxicidad de un material; un GI superior al 100%
significa la ausencia de toxicidad y también indica que es un buen sustrato para
el crecimiento de las plantas (Comino et al., 2017). El GI (Tabla 20) disminuye
con la incorporaciéon de SCG, pero no significativamente, dando valores por
encima del rango de toxicidad del 60% (Zucconi et al., 1981) o del 50% (Eshetu,
2013), y muy lejos de los obtenidos para la muestra de SCG (35%), y por lo
tanto claramente fitotéxico, mostrando su capacidad para afectar el crecimiento
de las plantas. La fitotoxicidad de SCG también se ha demostrado tanto en
ensayos de campo (Yamane et al., 2014), ensayos de invernadero (Vardon et al.,
2013) como en ensayos 7 vitro (Hardgrove y Livesley, 2016). Este hecho se ha
atribuido a algunos compuestos téxicos de SCG como la cafeina, los taninos y

los polifenoles (Leifa et al., 2010).

Todos los parametros relacionados con la hidrofobicidad estan
significativamente relacionados con la tasa de respiraciéon (Tabla 19), lo que
indica que una mayor hidrofobicidad esta asociada con una mayor respiracion
del suelo, siendo realmente dependiente de la cantidad de SCG adicionado y no
estando relacionada con el tipo de suelo (Tabla 17 y Tabla 20). Esto es contario
a lo establecido por Leemanie (2016), quien encontré una correlacion lineal
negativa moderada entre la respiracion del suelo y el angulo de contacto suelo-
agua. Por otro lado, la correlacion negativa entre CA-H2O e GI parece indicar
un efecto negativo de la hidrofobicidad sobre el crecimiento de las plantas, pero

nuevamente esto esta asociado también al contenido de SCG (Tabla 19).

190



a) 100,00 -
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

—O—SR 0% SCG

—@— SR 2.5% SCG

—8—SR 10% SCG

Tasa de respiracion acumulativa
mg CO,-C g

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

100,00 -
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

(=2
——

—0O—SV 0% SCG

—0—SV 2.5% SCG

—@— S5V 10% SCG

Tasa de respiracion acumulativa
mg CO,-Cg?

0 10 20 30 40
Tiempo (dias)

Figura 53. Tasa de respiracién acumulativa (mg CO,-C g") durante 30 dias de incubacién.

a) Suelo Rojo (SR); b) Suelo de la Vega (SV).

Se realiz6 un ANOVA multifactor para determinar el control que la dosis
de SCG vy el tipo de suelo (siendo estas variables las que mostraron mayores
diferencias significativas, Tabla 17) ejercen sobre los parametros de la
hidrofobicidad (Tabla 18) y los parametros de calidad del suelo (Tabla 20). Las
interacciones mas significativas entre la dosis de SCG y el tipo de suelo se
observaron en el caso de las propiedades quimicas y fisicoquimicas (pH, CaCOs

eq., HWSC y A4/A6, Tabla 20), lo que también fue reportado por Comino et
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al. (2020). La interaccién de estos dos factores no influye en los parametros
fisicos y biologicos (Tabla 20) y, en el caso de los parametros relacionados con
la hidrofobicidad, solo se observa en WDPT, sin embargo, el efecto es menor

de lo que la dosis de SCG tendria por si sola.

También se realizo un analisis de componentes principales para reducir
y explicar la variabilidad del sistema. Se seleccioné una matriz que contiene
todos los resultados obtenidos a lo largo del experimento. En la Figura 54 se
muestran los valores de puntuacion de las muestras en el espacio definido por
PC1 y PC2, que capturaron el 60.71% de la varianza. El primer componente,
que explica el 42.56% de varianza, agrupa las muestras segun la dosis de SCG,
siendo las muestras con 10% de SCG las que tienen los valores mas altos en
este PC. El parametro mas importante en este PC es el CO, que presenta una
carga de 0.27, seguido de HWSC, TEC, WDPT, W33, Wis00 y CA. El segundo
componente, que explica el 17.44% de varianza, agrupa las muestras segun el
tipo de suelo, presentando las muestras del suelo de Vega valores positivos en
este componente y mientras que las muestras del suelo Rojo presentan valores
negativos. El parametro dominante en este componente es el contenido de
carbonatos, con una carga de 0.41, seguido de PWSOM, CIC y AU para valores
positivos, mientras que los valores negativos se deben principalmente a la
influencia de DHasa y A4/AG6. Asi mismo, este analisis cotrobora la alta
correlacion entre las propiedades relacionadas con la hidrofobicidad (WDPT y
CA) con ASI, CO y retencién de agua. Todos estos parametros se encuentran
cerca de las muestras con 10% SCG. Por otro lado, la mayor actividad de DHasa
del suelo Rojo también se corrobora y domina en las muestras con 2.5% de
SCG. En las puntuaciones negativas del PC1 también aparece el parametro A4

/ A6 que indica una menor evoluciéon de AH en este suelo.
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Figura 54. Grafico superpuesto de las puntuaciones de las muestras obtenidas del analisis
de componentes principales y cargas de cada parametro analizado. Abreviaturas

correspondientes a la Tabla 17.

4.4.5.Consideraciones finales

La adicion de SCG como materia fresca a dos suelos agricolas
Mediterraneos modific6 muchas de sus propiedades fisicas, quimicas,
fisicoquimicas y biologicas relacionadas con la calidad del suelo, destacando las
propiedades relacionadas con la hidrofobicidad del suelo. Especificamente, los

SCG influyeron en la hidrofobicidad del suelo, aumentando el WDPT y el CA.

Ademas, este residuo modificé los equilibrios preexistentes en el suelo
entre el caricter donante y aceptor de acuerdo con el modelo de van Oss,
disminuyendo el caracter de electrodonor que es caracteristico de la fraccion
mineral. Esta influencia en la hidrofobicidad tuvo un efecto diferencial y
determinante, dependiendo del tipo de suelo, aumentando en mayor medida en

suelo Rojo, mas arenoso, decarbonatado y pobre en esmectita. lLa
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hidrofobicidad y la retencién de agua a diferentes potenciales se relacionaron
positivamente. Sin embargo, se detectd una relacion negativa y significativa con
el contenido de agua disponible. Dada la importancia de la disponibilidad de
agua para la planta en suelos agricolas, se necesita mas investigacion cuando se
utilizan materias primas organicas con un fuerte caracter hidréfobo. La relacion
positiva entre los SCG vy la hidrofobicidad y los cambios observados en la
estructura del suelo, con un mayor grado de agregacion, porosidad y estabilidad
estructural, nos permiten establecer una relaciéon entre la hidrofobicidad, el
desarrollo y la estructura de las hifas de hongos. La adiciéon de SCG estimul6 la
actividad biolégica, aunque las dosis altas parecen limitar algunos parametros,
como la DHasa. La relacion positiva entre la hidrofobicidad y la actividad
biolégica parece coherente con la literatura, lo que podria justificarse por la

estimulacion de la actividad fungica que a su vez genera hidrofobicidad.

En general, la adicion de SCG podria considerarse positiva desde la
perspectiva de la calidad del suelo, aunque algunos parametros denotan una
tendencia opuesta. Por lo tanto, los protocolos de manejo del suelo deben
adaptarse cuidadosamente a la calidad de la enmienda organica utilizada y al tipo

de suelo de un sistema agroambiental dado.
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4.5. ENSAYO 5. EFECTOS DE LAS DOSIS CRECIENTES
DE LOS SCG SOBRE EL SISTEMA SUELO-PLANTA

4.5.1. Efectos sobre la nutricién mineral de la planta

Conocimiento previo

Durante la segunda mitad del siglo XX, el rendimiento agricola aument6
gracias a la mejora de variedades de cultivo, uso de pesticidas y fertilizantes
inorganicos, con la consiguiente intensificaciéon del terreno, dando lugar a una
pérdida de materia organica y biodiversidad (Schrama et al., 2018). La
agricultura organica o ecoldgica (“organic farming”) ha sido propuesta como
una solucién para revertir esta tendencia, caracterizada por la prohibicion del
uso de fertilizantes sintéticos y pesticidas (Le Campion et al., 2019), asi como
por el incremento de materia organica del suelo como resultado de la adicion
de grandes cantidades de materiales organicos al mismo (Gattinger et al., 2012).

Los nutrientes son esenciales tanto para el crecimiento del cultivo como
para la produccion. La mayoria de los elementos que necesita la planta proceden
del suelo y hay varias formas de reponer estos nutrientes: mediante fertilizantes
inorganicos, los cuales presentan formas facilmente asimilables para los cultivos
y las enmiendas organicas, las cuales presentan formas menos accesibles con
necesidad de tiempos mayores para su asimilaciéon. Por otro lado, el uso de
fertilizantes inorganicos tiene efectos negativos medioambientales para el suelo,
el aire y el agua (Rashmi et al., 2020).

Una de las formas para aumentar el contenido de nutrientes, en especial
de micronutrientes en la planta, es lo que se conoce como biofortificacion
agron6émica (como ya adelantabamos en el Capitulo de Introduccién). La
biofortificaciéon agronémica se logra mediante la aplicacion de fertilizantes con
micronutrientes al suelo y/o la aplicacién foliar directamente a las hojas del
cultivo (de Valenca et al., 2017). La disponibilidad de nutrientes del suelo esta

influenciada por muchos factores (pH, materia organica, aireaciéon, humedad,
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interaccién con otros elementos). El manejo del suelo mediante la adicién de
enmiendas organicas puede alterar propiedades del suelo como el pH y el
estimulo de la biodisponibilidad de los nutrientes (Alloway, 2009). Una
enmienda con pequenas cantidades de (multiples) micronutrientes se ha
sugerido como una estrategia sostenible para aumentar los rendimientos y la

calidad nutricional de los cultivos (de Valenca et al., 2017).

Efecto secuencial de los SCG sobre el pH del suelo

Como ya se ha discutido en los apartados sobre el efecto de los SCG en
el suelo, la adicién de este bio-residuo moditica las propiedades quimicas, fisicas
y fisicoquimicas del suelo. Una de las propiedades altamente relacionadas con
la disponibilidad de nutrientes en el suelo es el pH. En este sentido, como ya
indicamos en el capitulo de Materiales y Métodos, la adicion de SCG al suelo
de Vega disminuy6 significativamente el pH (pH inicial), debido a la mayor
acidez de los SCG, principalmente en suelos adicionados con altos porcentajes
de SCG (Tabla 21). Este incremento del pH coincide con lo reportado por
otros autores (Hardgrove y Livesley, 2016; Kim et al., 2014). De manera similar,
la adiciéon de NPK también disminuy6 el pH inicial de los suelos lo que coincide
con Hardgrove y Livesley (2016). La disminucion del pH podtia movilizar
algunos elementos y hacerlos disponibles para las plantas debido a sustitucion
de cationes por protones en los sitios de unién del suelo (Pauget et al., 2012).
Sin embargo, tras 40 dias de cultivo, los valores de pH (pH final) tienden a
incrementar debido a la capacidad amortiguadora de los suelos carbonatados

(suelo de Vega).
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Tabla 21. Valores de pH de los sueclos agricolas donde se cultivaron las

muestras de lechugas estudiadas. Los datos son representados como media *

SD.

Muestra pH inicial pH final

0% SCG 8.3 £0.0° 8.3 £0.0°
1-5% SCG 7.6 +0.2° 8.2+ 0.1°
7.5-15% SCG 7.0 £0.3° 7.9 +0.0°
NPK 7.5+ 0.1° 8.0 £ 0.0°

abe, Tas diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p

<0.05) en los valores de pH entre tratamientos.

Efecto secuencial de los SCG sobre Ia nutricion mineral de lechugas

La Tabla 22 muestra la concentracion de los elementos esenciales (Mg,
Si, P, K, Ca, V, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo y N) y téxicos (As, Pb, Cd y Al) en
lechugas baby (lechugas sin cultivar), lechugas cultivadas en suelos adicionados
con SCG (bajos porcentajes de SCG: 1, 2, 2.5 y 5%; y altos porcentajes de SCG:
7.5, 10, 12.5 y 15%), lechugas cultivadas sin SCG (0% SCG) y lechugas
cultivadas con fertilizante NPK. Para entender los resultados incluidos en esta
tabla, se realiz6 un analisis comparativo entre los resultados de las diferentes

muestras de lechugas agrupadas en cinco categorias.

Concentracion de elementos en lechugas baby (lechugas sin cultivar) vs. Concentracion de
elementos en lechugas cultivadas con 0% de SCG

Entre todos los elementos analizados, solo las concentraciones medias
de P, Cu y Mo disminuyeron significativamente (p < 0.05) en las hojas de
lechuga cultivadas durante 40 dfas en suelos agricolas sin adiciéon de SCG. Por
el contrario, se incrementaron significativamente las cantidades de Cd y S, lo
que parece indicar que el tiempo de cultivo facilit6 la toma de estos elementos

por la planta.
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Tabla 22. Contenido de elementos minerales esenciales y toxicos * en muestras de lechuga. Los datos son representados como

medias * SD.

Elemento (unidad) 0% SCG 1-5% SCG 7,5-15% SCG NPK Lechuga baby
Mg (ug/g) 109 £ 23 111 + 26 130 + 34° 82+ 7.2 95+9.1

Si (ng/g) 21 £10 21 £9.9° 19+ 11 6.4+ 3.5 No detectado
P (ug/g) 94 + 15* 97 + 15 105 + 21¢F 67 + 6.7%°°8 143 + 15
K (ug/g) 1377 + 141 1283 + 201 1417 + 232 1172 £ 90 1229+ 127

Ca (ug/g) 489 + 108 512 + 112%¢ 563 * 130 298 £ 11 289 & 244f

V (ng/g) 7.7 + 6.0* 35 + 18 27 + 14>f 5.8 + 4 4.8 + 057
Mn (ug/g) 1.4 + 0.36 1.4 + 0.42>4 3.1 +0.72% 0.81 £0.17°° 1.0 £ 0.05%"
Fe (ug/g) 2.0 +0.98* 0.0 + 2.6 5.4 + 2.3 1.5 £ 0.44° 3.9 +0.25°

Co (ug/g) 4.5+ 1.5 11 + 4.3 13 £ 3,97 3.4 +0.99% 2.4 +0.02%
Cu (ug/g) 0.40 £ 0.01* 0.46 = 0.07%¢ 0.47 £ 0.12¢ 0.26 £ 0.04%<¢ 0.73 £ 0.08>*
Zn (ng/g) 0.67 £ 0.08" 0.92 £ 0.19*" 0.86 £ 0.20° 0.31 + 0.14" 0.84 £ 0.10¢
Se (ng/g) 20+ 11 3.7+£21 32+21 1.8+13 1.4 £0.07

Mo (ng/g) 20 + 6.0" 19 £ 5.7 29+ 22 7.8 £ 1.8%¢ 42 + 5204

N (mg/g) 1.1 £ 0.13%"* 0.72 + 0.20% 0.71 + 0.19> 2.2+ 0.10%% 1.1+ 0.12%
*As (ng/g) 13 £5.2° 20 +5.1° 21 £ 5.3 21 +3.0¢ 7.4 +0.85>
*Pb (ng/g) 8.9 £ 4.7 13 £5.0% 13£9.4 44+£15° 5.0 £0.08
*Cd (ng/g) 0.237 £ 0.073*"¢ 0.133 £ 0.097%¢ 0.015 £ 0.008¢" 0.058 £ 0.008>#! 0.003 £ 0.001
*Al (ug/g) 1.4 +1.4* 7.2 +3.8% 5.7 £ 2.9 0.97 + 0.69% 0.92 £ 0.07%

abed Tas mismas letras en la misma linea indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) en las concentraciones de este elemento en las muestras de lechuga entre

tratamientos.
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Pinto et al. (2014) estudiaron la influencia del estado de crecimiento de
las lechugas en su propio valor nutricional. En este sentido, encontraron que
las lechugas mas jovenes tenian un mayor valor nutricional que las lechugas
adultas, lo que es contrario a los resultados de nuestro trabajo. Estos autores,
también concluyen que el valor nutricional de las lechugas esta fuertemente
relacionado con el tipo de suelo. Por tanto, la diferencia en el comportamiento
encontrado en nuestro ensayo con respecto a lo encontrado por estos autores
puede ser también atribuido al hecho de que ellos utilizan un sustrato rico en
carbono organico (50% aprox.) mezclado con un material arenoso (mas del
80% de arena), con un pH neutro (6.8). En nuestro estudio, el suelo de Vega es
un suelo agricola arcilloso, con bajos contenidos en carbono organico, rico en
carbonatos y con un pH moderadamente alcalino (8.2) (Tabla 3). De acuerdo
con Ceglie et al. (2015), la respuesta de la planta esta relacionada con las
caracteristicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas del medio de crecimiento
empleado. En este sentido, los sustratos ricos en materia organica tienen una
mayor capacidad de retener y bloquear nutrientes (Ociepa et al., 2013). Por
tanto, los elementos podrian ser bloqueados en la matriz del suelo (material muy

organico) y podria no estar biodisponibles para la planta.

Concentraciones de elementos de lechugas cultivadas en suelos agricolas adicionados de bajos
(1-5%) y altos (7.5-15%) porcentajes de SCG vs. Concentraciones de elementos en lechugas
cultivadas sin adicion de SCG

ILa comparacion de la concentracion de elementos en lechugas cultivadas
durante 40 dias en suelos adicionados de SCG (1-5% SCG y 7.5-15% SCG) y
lechugas cultivadas sin adicion de SCG muestra un incremento significativo en
la concentracion de varios elementos (Tabla 22, Figura 55a) como V, Fe y Co

(» < 0.05). Sin embargo, las concentraciones medias de Mn y
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Figura 55. Aumento relativo (A) en el contenido de elementos minerales en lechugas
cultivadas durante 40 dias en suelos adicionados de SCG (porcentajes altos y bajos de SCG)
en comparacion con otros grupos de lechugas: a) Lechuga cultivada durante 40 dias sin SCG
b) Lechuga baby c) Lechuga cultivada durante 40 dfas con NPK. Las unidades de cada
elemento son diferentes, de modo que los datos se han multiplicado o dividido para adaptar

la altura de las barras para representarlas en el grafico.
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en Zn en lechugas fue significativamente mayor s6lo cuando las lechugas fueron
cultivadas en suelos agricolas adicionados con altas y bajas cantidades de SCG,
respectivamente. Especificamente para el N, la adicion de bajos y altos
porcentajes de SCG disminuyé su concentracion en las lechugas (Tabla 22,
Figura 55a), lo que esta directamente relacionado con la biomasa y la
productividad. Como ya fue reportado anteriormente, esta limitaciéon en la
absorcion de N por las lechugas puede ser debido al crecimiento de
microorganismos presentes en suelos agricolas, lo que debe de ser estudiado en
futuros trabajos.

En relacion con los elementos toxicos, la concentracion media de Al
incremento al adicionarse los SCG en bajos y altos porcentajes. En el caso del
As, este elemento sélo increment6 para altos porcentajes de SCG. Por el
contrario, la concentraciéon media de Cd disminuyo significativamente en las
lechugas, pero sélo en aquellas cultivadas con altos porcentajes de SCG.

Cruz et al. (2014b) encontré el mismo efecto (un incremento de los
elementos) en las lechugas cultivadas con SCG compostados o cultivados con
SCG directamente transformados en el suelo. Sin embargo, estos autores
encontraron efectos contrarios cuando adicionaron SCG frescos. Lo ultimo
puede ser atribuido a que los autores cultivaron lechugas en sustratos organicos,
los cuales tienen caracteristicas muy diferentes a los suelos utilizados en este
estudio, en términos del contenido en carbono organico, pH, humedad,
densidad aparente, N, etc. (Cruz et al., 2012). Las diferencias en la nutricién de
la planta en relacion con el tipo de suelo han sido indicadas también por Pinto
et al. (2014) y Ceglie et al. (2015), como ya senalamos en la seccién anterior.
Ademas, el uso de sustratos organicos en investigaciones relacionadas con la
nutriciéon de la planta puede tener la desventaja de obtener resultados que no
puedan ser extrapolables a la realidad agricola. Asi, durante los ultimos afos, ha
crecido una cierta preocupacion por el impacto ambiental asociado a la

extraccion de la turba (Bullock et al., 2009). Ademas, la turba, utilizada como
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un medio estandar en la produccién de plantulas convencionales y organicas ha
sido considerado como un recurso no renovable (Ceglie et al., 2015).

Como anteriormente se ha indicado, el pH del suelo inicialmente
disminuye cuando los SCG fueron adicionados al suelo. Sin embargo, la
capacidad amortiguadora del suelo increment6 los valores de pH durante el
ensayo hasta valores cercanos a la neutralidad (Tabla 21). Para calcular la
influencia del pH sobre la concentraciéon de elementos de la lechuga, hemos
considerado mas exacto emplear la media entre el pH inicial (0 dias) y el pH
final (40 dias). El pH del suelo se relacioné de manera lineal, negativa y
significativa con varios elementos esenciales como el Mg (r = -0.409), Al (r = -
0.399), Ca (r = -0.465), V (r = -0.395), Mn (r= -0.835), Fe (r=-0.404), Co (r=
-0.634), As (r=-0.529) y Pb (r = -0.380) y positiva con el Cd (r= 0.564) y N (»
= 0.461). Por tanto, valores de pH bajos parece mejorar la biodisponibilidad de
mayoria de los elementos esenciales y la absorciéon de los mismos por las
lechugas. La influencia del pH del suelo sobre la biodisponibilidad de nutrientes

ha sido ampliamente descrita en la bibliografia (Sposito, 2016).

Concentracion de elementos en lechugas cultivadas en suelos adicionados con bajos (1-5%) y
altos (7.5-15%) porcentajes de SCG vs. Cantidades de elementos en lechugas baby (lechugas
sin cultivar).

Se encontré un incremento significativo en las concentraciones de Ca, V,
Mn y Co (p < 0.05; Tabla 22, Figura 55b) cuando se compararon las
concentraciones de los elementos de las lechugas baby con aquellas cultivadas
durante 40 dfas en suelos adicionados con SCG (altos y bajos porcentajes de
SCG). Sin embargo, las concentraciones de Fe fueron sélo significativamente
mayores en las lechugas cultivadas con altos porcentajes de SCG. Por el
contrario, los niveles de P, Cu, y N en lechugas disminuyeron para altos y bajos
porcentajes de SCG. Ademas, la concentraciéon de Mo también disminuyd, pero

solo para bajos porcentajes de SCG. En relacién a los elementos toxicos, la
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adicion de bajos y altos porcentajes de SCG incremento significativamente (p <
0.05) los niveles de Al en lechugas. Adicionalmente, las concentraciones de As
y Cd también se incrementaron significativamente solo para altos porcentajes
mientras que la concentracion de Pb también se incremento significativamente
pero solo a bajos porcentajes de SCG. Estos resultados muestran el uso
potencial de los SCG como enmienda organica de suelos, ya que esta practica
agricola facilita la biofortificaciéon de las lechugas, incrementando muchos
elementos esenciales y por tanto mejorando su valor nutricional. Sin embargo,
de una manera contraproducente, el uso de SCG incrementa la concentracion
de elementos toxicos, aunque estas concentraciones son muy bajas y no
supondria ningun problema para la salud humada, como se discutira
posteriormente.

Estos resultados no coindicen con los encontrados por Pinto et al.
(2014), los cuales establecieron que el valor nutricional de las lechugas jovenes
era mayor que el de las lechugas adultas, excepto para la concentracion de K.
La adicion de SCG modifica esta tendencia: las lechugas adultas tienen un
mayor valor nutricional que las lechugas baby. Esto puede ser atribuido a las
diferencias en el suelo utilizado en este ensayo y por Pinto et al. (2014), como

indicamos en la anterior seccion.

Concentracion de elementos en lechugas cultivadas en suelos adicionados con fertilizante NPK
vs. Concentracion de elementos en lechugas sin adicion de SCG

Una disminucion significativa (p < 0.05) en P, Ca, Cu, Mo y Cd fue
encontrado en muestras de lechuga cultivadas con fertilizante NPK cuando se
compararon con aquellas cultivadas con 0% SCG. Este resultado indica que la
tertilizacion inorganica convencional no mejora la concentracioén de elementos
en lechuga en relacion a elementos esenciales como el Ca, Cu'y Mo. Esto sucede
a pesar del hecho de que, como hemos indicado anteriormente, la adiciéon de

NPK disminuye el pH del suelo (Tabla 21), y tal disminucién podria
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incrementar la biodisponibilidad de nutrientes en el suelo. Este resultado y
aquellos que estableceremos posteriormente (relacionados con la comparacion
entre los tratamientos con SCG y NPK), indican que la fertilizacién inorganica
no mejora la concentracion de elementos en lechuga. La agricultura
convencional no solo reduce la calidad nutricional de los cultivos, sino que
también incrementa el uso de residuos de pesticidas, promueve la pérdida de
biodiversidad y servicios ecosistémicos y reduce la calidad del suelo (Reganold
y Wachter, 2016). Por el contrario, la fertilizacion convencional de suelos
agricolas mejord significativamente la concentraciéon de N de las lechugas
cultivadas en ellos (p < 0.05, Tabla 22). Sin embargo, un resultado interesante
fue que la fertilizacién inorganica disminuy6 la absorcion de Cd como elemento

toxico para la planta.

Concentracion de elementos en lechugas cultivadas con fertilizante NPK vs. Concentracion de
elementos en lechugas cultivadas con bajos (1-5%) y altos (7.5-15%) porcentajes de SCG

Cuando se comparan las concentraciones de elementos de lechugas
cultivadas en suelos agricolas adicionados con NPK como fertilizante
inorganico convencional (agricultura convencional) con aquellas cultivadas en
suelos adicionados con bajos y altos porcentajes de SCG (agricultura organica),
se encontrd una disminucidn significativa en P, Ca, V, Mn, Fe, Co, Cuy Zn
(Tabla 22, Figura 55c; p < 0.05). Ademas, las concentraciones de Mg
disminuyeron también significativamente pero solo para altos porcentajes de
SCG, asi como las concentraciones de Si y Mo lo hicieron sélo para bajos
porcentajes de SCG. En relaciéon a los elementos toxicos, se produjo una
disminucién significativa (p< 0.05) de las concentraciones de Cd y Al Sin
embargo, las concentraciones de Pb también disminuyeron significativamente
solo en el caso de la adicion de bajos porcentajes de SCG.

Estos resultados son de gran interés ya que se compara una practica de

agricultura convencional (como es afadir NPK como fertilizante inorganico)

205



con la adiciéon de un bio-residuo (SCG) como enmienda organica. Como ya se
estableci6 anteriormente, la adicion de SCG podria ser un método de
biofortificacion efectiva de elementos esenciales como P, Ca, V, Mn, Fe, Co,
Cu y Zn, y probablemente Mg, Si y Mo en lechugas, lo que supone un
incremento de los valores nutrientes en ellas. Esta mejora de elementos podria
contrarrestar el déficit de N y la inhibicion del crecimiento. Un aspecto negativo
de la adicion de SCG como enmienda organica a suelos agricolas fue el
incremento de elementos toxicos como el Cd y Al, y probablemente Pb, aunque
las ligeras implicaciones que tienen estos incrementos seran discutidas
posteriormente. Sin embargo, estos resultados son diferentes de aquellos
encontrados por Herencia et al. (2011), quienes concluyen que no es posible
evaluar la mayor calidad nutricional de los cultivos organicos sélo siguiendo el
criterio del tipo de fertilizacion usada, cuando se compara la calidad nutricional
de cultivos desarrollados en suelos con fertilizacién organica y convencional.
Nuestros resultados ademas son interesantes desde el punto de vista de
obtener alimentos con la etiqueta de identificacion de Produccion Integrada. La
adiciéon de SCG como bio-residuo 5. la adiciéon de un fertilizante inorganico
NPK, ademas de incrementar el valor nutricional de las lechugas, tiene otros
efectos positivos sobre el medio ambiente, asegurando la implementacion de
buenas y practicas agricolas sostenibles, debido a la consecuente disminucion
del uso de fertilizantes convencionales (NPK) en nuestros cultivos. Este punto
ha sido ya establecido en el apartado de Resultados y Discusion correspondiente
al Ensayo 1 de la presente tesis, en el cual establecimos que la adicion SCG
aportaba nutrientes (N, P y K), con la consiguiente reduccion de la necesidad

de uso de fertilizantes inorganicos.

Influencia del incremento de los porcentajes de SCG (1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15%) sobre

las concentraciones de elementos nutrientes en lechugas
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En este apartado se han evaluado la influencia del progresivo incremento
de los porcentajes de los SCG adicionados al suelo sobre el contenido final de
los elementos analizados en las lechugas (Tabla 23). Se observo una tendencia
al incremento en la mayoria de los elementos estudiados cuando se
incrementaba la dosis de SCG. Sin embargo, observando el comportamiento de
las concentraciones de la mayoria de los elementos, encontramos que estas
tendencias no eran lineales (sino que mostraban un comportamiento de
“dientes de sierra”), excepto para el caso del Mn (Figura 56a), donde se
observo un incremento lineal de ese elemento con la adiciéon de SCG. El
incremento general de los elementos debido a la adicién de SCG u otros
residuos del café ha sido relacionado con la capacidad quelante de algunos de
sus componentes como son las melanoidinas, polifenoles o carbohidratos
(Morikawa y Saigusa, 2008). En este sentido, Rufian-Henares y de la Cueva
(2009) determinaron la capacidad quelante de las melanoidinas extraidas del café
con respecto al Fe y observaron cémo estos compuestos disminuian el Fe libre
mientras incrementaba el Fe quelado. Especificamente, el 50% del Fe fue
quelado por las melanoidinas del café en una concentracién de 2.5 mg/ml.
Estos quelatos formados por melanoidinas y otras moléculas quelantes se
liberarfa poco a poco, mientras los SCG se degradan en el suelo. En este sentido,
los SCG podrian llegar a ser fertilizantes de liberacion lenta. Por tanto, en
futuros estudios serfa necesario determinar cual de los componentes
anteriormente citados (melanoidinas, polifenoles y/o carbohidratos) son
responsables del incremento de las concentraciones de diferentes elementos en
lechugas tras la adiciéon de SCG. Como dijimos anteriormente, esta actividad

podria ser considerada como un efecto biofortificante.
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Tabla 23. Niveles de los elementos minerales las lechugas cultivadas durante 40 dias con cantidades crecientes de SCG.

SCG Mg St P K Ca \Y Mn Fe Co Cu Zn Se Mo As Pb Cd Al

o) (ug/9) (g/e) g/ (Mg/e) (Mg/e) (hg/g) (Wg/e) (me/e) (mg/e) (ug/e) (Me/e) (mg/e) (g/g) (ng/g) (g/g) (me/e) (g/g)
1 91.0 1645 89.6 1153 433.6 2926 104 473 812 044 100 325 1776 1751 1150 026 5.6l
2 115.8 2559 980 1289 5257 4012 129 660 1170 047 095 451 17.10 2041 1311 013 856
2.5 117.7 1400 97.7 1344 5325 21.84 150 441 864 046 078 246 2275 1826 9.60 011  4.45
5 1214 2870 1021 1346 557.6 49.97 1.84 839 1413 046 093 458  19.04 2469 1715 004  10.15
75 1527 2040 1167 1544 6512 2330 274 529 1401 054  1.09 222 3085 1849 1131 002 542
10 1195 1124 893 1388 539.0 1668 3.58  3.69 1123 042 068 188 4492 1967 7.63 002  3.39
125 1292 2478 1068 1361 561.9 4070 312 726 1466 050 087 514 2309 2720 2352 001 821
15 1194 1897 109.5 1374 5037 2748 300 530 1171 042 081 349 1584 2120 1123 001  5.66
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Figura 56. Influencia del aumento de los porcentajes de SCG sobre las concentraciones de
Mn (a) y Cd (b).

Los elementos téxicos (As, Pb, Cd y Al) muestran el mismo
comportamiento irregular descrito en los elementos esenciales (Tabla 23),
exceptuando el caso del Cd. El contenido en Cd en planta disminuy6
proporcionalmente a las cantidades afiadidas de SCG. Este efecto es totalmente
opuesto al comportamiento del Mn. Probablemente ciertos compuestos de los
SCG forman complejos insolubles con el Cd del suelo limitando su absorcion
por la planta. En los dltimos afios se ha indicado como los fertilizantes
organicos (como los SCG) son efectivos en la inmovilizacion de metales
pesados en suelos contaminados (Wu et al.,, 2017). En nuestro estudio, los

resultados obtenidos son muy interesantes en el caso de suelos agricolas que
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contienen altas concentraciones de Cd, ya que la adicion de SCG como
enmienda organica podria limitar la disponibilidad del Cd y por tanto el
contenido final de este elemento téxico en la planta. En este sentido, la adicion
de SCG como enmiendas organicas podria ser un método efectivo para
remediar suelos contaminados, ya que este residuo contiene muy poca cantidad
de metales pesados y puede retenerlos mediante quelacion (Kim et al., 2014).
Estos investigadores encontraron que la biodisponibilidad de metales pesados
(Cd, Cu, Pb y Zn) disminuy6 en suelos tratados con SCG o biochar de SCG, lo

que coincide con los resultados de esta tesis.

Correlacion entre los elementos de las lechugas cultivadas en suelos
adicionados de SCG como enmienda orgdnica

Hay muchas correlaciones estadisticamente lineales y positivas entre los
elementos analizados en las lechugas (Tabla 24). Aquellas relaciones con un
alto coeficiente de correlacion (r = 0.800) han sido senaladas: Ca y Mg (r =
0.941), Fey V (r= 0.949), Ky Mg (= 0.851), Fe y Si (r= 0.828), Coy V (r=
0.827),Se y V (r=0.881), Fe y Co (r= 0.8606) y Se y Fe (r = 0.861). En el caso
de los elementos toxicos, los altos coeficientes de correlacion (» = 0.800) han
sido establecidos para las relaciones entre Aly V (r=0.992), Aly Fe (r= 0.962),
Aly Co (r=0.852),y Aly Se (r= 0.886). Por otro lado, el Cd presento relaciones
negativas significativas con el P (r = -0.522), Cu (r = -0.461), y Mn (r = -0.437).
Ademas, hay que destacar que el N se relacion6é de manera linear, negativa y
significativa con varios elementos esenciales como el Mn (» = -0.360), Fe (r= -
0.381), Co (r=-0.468), Mg (r = -0.371), Ca (r = -0.406), Cu (r = -0.405), Zn (r
= -0.404) asi como para el elemento téxico Al (r = -0.367). Algunas de estas
relaciones son logicas desde un punto de vista nutricional. Por ejemplo, el Mg
y P son elementos sinérgicos, ya que el incremento de uno estimula la absorcion

del otro.
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Tabla 24. Coeficientes de correlacion lineales estadisticamente significativos y niveles de significancia (en paréntesis), establecidos

entre los diferentes minerales analizados

Mg Ca Al Si P K v Mn Fe Co Cu Zn As Se Pb Cd Mo N
Mg
Ca 0.941
(0.000)
Al 0.435 0.539
(0.013) (0.001)
Si 0.653 0.701 0.798
(0.000) (0.000) (0.013)
0.634 0.367 0.505
(0.002) (0.039) (0.004)
0.651 0.794 0.456 0.543
(0.000) (0.000) (0.011) (0.001)
0.399 0.517 0.992 0.784
(0.024) (0.002) (0.000) (0.000)
Mn 0.649 0.660 0.565
(0.000) (0.000) (0.001)
Fe 0.546 0.586 0.962 0.828 0.407 0.949
(0.001) (0.000) (0.013) (0.000) (0.021) (0.000)
Co 0.725 0.798 0.852 0.749 0.474 0.827 0.673 0.866
(0.000) (0.000) (0.00) (0.000) (0.006) (0.000) (0.000) (0.000)
Cu 0.526 0.380 0.622 0.748 0.448
(0.002) (0.032) (0.000) (0.000) (0.010)
Zn 0.561 0.591 0.434 0.489 0.634 0.437 0.416 0.528 0.502 0.645
(0.001) (0.000) (0.013) (0.006) (0.000) (0.012) (0.018) (0.002) (0.003) (0.000)
As 0.470 0538 0.712 0.637 0.721 0.437 0.667 0.746
(0.007) (0.001) (0.000) (0.000) (0.000) (0.012) (0.000) (0.000)
Se 0.365 0.421 0.886 0.793 0.881 0.861 0.732 0.737
(0.040) (0.016) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000)
Pb 0.409 0.485 0.762 0.674 0.776 0.383 0.756 0.704 0.394 0.583 0.694
(0.020) (0.005) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.026) (0.000) (0.000)
Cd -0.522 -0.437 -0.461
(0.002) (0.011) (0.007)
Mo 0.363 0.495
(0.041) (0.004)
N -0.371 -0.406 -0.367 -0.366 -0.381 -0.468 -0.405 -0.404
(0.044) (0.026) (0.046) (0.047) (0.038) (0.009) (0.026) (0.027)
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Sin embargo, existen otras correlaciones que contradicen esta logica, como la
correlaciones entre el Ky el Ca o el Ky el Mg. Estos elementos son antagonistas
ya que el incremento de uno disminuye la asimilaciéon del otro. Ademas, la
naturaleza del vegetal (en este caso la lechuga) podria forzar relaciones entre
elementos. Relaciones similares han sido descritas para lechuga por Nali et al.
(2009) quienes encontraron buenas correlaciones entre elementos de la corteza

como Al con Co, Fey V.

Andlisis de componentes principales (PCA)

Se realizé un analisis de componentes principales en una matriz con
todos los datos de los elementos obtenidos, y las puntuaciones de cada muestra
fueron representados sobreimpuestos a las cargas de cada parametro (Figura
57). E1 PCA retuvo cuatro componentes con eigen values mayores de 1.0. Estos
componentes explicaron el 84.58% de la varianza. Los elementos (excepto el
Cd y N) aparecen juntos (con valores altos en PC1) cerca de las lechugas
cultivadas con altos porcentajes de SCG. Por el contrario, el N y el Cd aparecen
juntos en el otro lado de la grafica (con valores bajos en PC1), cerca de las
lechugas cultivadas sin SCG (NPK, 0% SCG y lechugas baby). Estos resultados
apoyan lo que previamente se ha discutido a cerca de la quelacion de elementos
esenciales y toxicos por algunos componentes de los SCG (melanoidinas,
polifenoles, carbohidratos, etc.) y su mayor disponibilidad por las plantas y

como la adiciéon de SCG disminuye las concentraciones de N y Cd en lechugas.

Implicaciones nutricionales de los elementos esenciales y toxicos
presentes en las lechugas cultivadas en suelos adicionados de SCG.
Teniendo en cuenta la concentracion de elementos de 1a Tabla 22, se
calcularon los elementos aportados por una racion diaria de lechuga (estimada
entre 150 y 200g; Carbajar y Sanchez-Muniz, 2003) (Tabla 25). El contenido

de nutrientes y elementos toxicos se incrementé cuando las lechugas fueron
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cultivadas con SCG a altas dosis, bajas dosis o en ambos casos, con respecto a
las cultivadas sin la adiciéon de SCG, con NPK, exceptuando los casos de Cd y
Si. El incremento medio de los elementos en las lechugas cultivadas con altas y
bajas dosis de SCG (Tabla 22) comparado con las lechugas cultivadas en suelos
sin adicionar SCG (o con NPK) fue de 32% y 184% para el Zn, 161% y 22%
para el Co, 191% y 285% para el Fe, 56% y 180% para el Mn y 306% y 400%

para el V, respectivamente.
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Figura 57. Grafico superimpuesto de las puntuaciones obtenidas del PCA (PC2 vs

PC1) y cargas de cada elemento mineral analizado.

La Tabla 25 muestra la concentracién de los elementos de las lechugas
cultivadas sin SCG, el valor medio de aquellas cultivadas con SCG y de aquellas
cultivadas con NPK en una porcién de lechuga. A partir de estos resultados, se
calculé el porcentaje de las ingestas dietéticas de referencia (IDRs) para
hombres y mujeres adultos sanos (Instituto de Medicina, 2002) aportadas por

una racion de lechuga (150g). Como muestra claramente los resultados de la
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Tabla 25, 1a adiciéon de SCG increment6 los porcentajes de las IDRs cubiertas
por una porciéon de lechuga, particularmente importante en el caso del Mn
(18.86% de las IDRs en mujeres), y Fe (1.07% de las IDRs en hombres y 4.75%
en mujeres). Estos datos son de particular importancia debido a la prevalencia
de anemia en la poblacién mundial (24.8%, WHO, 2008). En menor medida
para el Ca, Cu y Mo el incremento en el porcentaje de las IDRs es destacable,

aproximadamente 8% en los tres casos.

Tabla 25. Cantidad de los diferentes elementos aportados por una porciéon de
lechuga (150 g) cultivada con los diferentes tratamientos. Ingestas dietéticas de
referencia (IDR) y porcentaje de IDR, para hombres y mujeres adultos sanos
(Instituto de Medicina, 2005) proporcionados por una porcion de lechuga (150

) cultivada con SCG (promedio entre valores SCG bajos y altos)

i 5 IDRs (mg) %IDRs
Elemento Cantidad por porcion SCG (medi™
(unidad) 0% SCG . '
SCG (media)** (NPK) ~ Mujeres ~ Hombres Mujeres Hombres

Co (ug) 0.675 1.763 0.535 - - . .
V (ug) 1.150 4.673 0.864 - - _ }
Mn (mg)  0.217 0.340  0.121 1.8 2.3 18.86 14.76

Zn(mg) 0101  0.134  0.047 8 11 1.67 1.21
Mg (mg) 1642 1813 1231 320 420 566 432
Si(mg)  3.195  3.000  0.958 nd nd - -

P (mg) 1413 1518  10.06 700 700 217 217
K(mg) 2066 2025 1758 4700 4700 431 431
Ca(mg) 7330  80.65  44.70 1000 1000 8.07 8.07
Se(ug) 0294 0516 0274 0.055 0.055 094 094
Cu(ug)  60.60  69.75 3850 0.9 0.9 7.75 7.75
Mo (ug) 2970  3.593  1.166 0.045 0.045 7.98 7.98

*As (ug) 2025 3128  3.090 ; _ ] _
*Pb (ug) 1329 1965  0.654 ; _ ] _
*Cd (ug) 3555  11.08  8.700 ; ; ] _
*Al (ug) 2085 9645  146.2 ; ] ] _

*Elementos téxicos; **Media entre altos y bajos porcentajes de SCG.
y bajos p ]
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En este estudio, el aporte de As por 150 g de lechuga se incrementé un
54% (Tabla 25) cuando las lechugas se cultivaron con SCG (media de bajos y
altos porcentajes), comparados con aquellas cultivadas en suelos no adicionados
(0% SCG) y solo un 1% comparados con aquellas que cultivadas con NPK
(Tabla 25). Sin embargo, una porcion de lechuga solo aporta 3.128 pg de As.
En un estudio previo (Delgado-Andrade et al., 2003) se estimo6 que la ingesta
dietética diaria de As en alimentos del sudeste de Espafia es de 221 ug al dia, lo
que es considerablemente superior a lo estimado para una porcion de lechuga.
Ademas, la ingesta semanal tolerable provisional para el As esta establecida en
15 pg/kg de peso. Por tanto, la cantidad de As aportado por una porcion de
lechuga no causaria efectos toxicologicos en humanos.

En relaciéon a los elementos téxicos, 150 g de lechuga aportan una
cantidad de Al que se increment6 en un 352% (Tabla 25) en las lechugas
cultivadas con SCG, comparadas con aquellas cultivadas sin SCG y en un 560%
comparados con las lechugas cultivadas con NPK. Sin embargo, esta porcion
aporta 965 ug de Al, cuando la dieta diaria usual aporta una ingesta entre 1600
y 13000 pg de Al (Aguilar et al., 2008). Por tanto, en relacién al Al; el consumo
de una porcién de lechuga cultivada con SCG no supone ningun riesgo para la
salud de los consumidores.

Los contenidos de Cd tienen un comportamiento inverso al del Al; en
otras palabras, disminuyen en las lechugas cultivadas con SCG. La
concentracién maxima de Cd para una lechuga es de 0.2 pg/g de peso fresco
(Commission Regulation, 2006). La Tabla 22 muestra que la concentracion en
aquellas lechugas cultivadas con altos porcentajes de SCG fueron
significativamente menores (0.015 pg/g peso fresco), mientras que aquellas
cultivadas en suelos con bajos porcentajes de SCG fueron de 0.133 ug/g de
peso fresco. Sin embargo, estos niveles no exceden el limite maximo establecido

por la legislacion y por tanto no causaria problemas de toxicidad.
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Consideraciones finales

El uso de SCG como enmienda organica aumenta las concentraciones de
multiples elementos esenciales como el V, Fe, Co, Mn y Zn, algunos de ellos de
gran importancia nutricional, lo que aumenta el valor nutricional de la lechuga.
Ademas, las concentraciones de estos elementos se correlacionan positivamente
entre si, a pesar de que algunos de ellos son elementos antagénicos en el nivel
de absorcion. Este comportamiento podria estar relacionado con la formacion
de quelatos solubles con algunos compuestos de los SCG (como melanoidinas,
polifenoles o carbohidratos), que podrian ser liberados al suelo por la
degradacion de los propios SCG. La disminucion del pH del suelo mediante la
adicion de SCG al suelo agricola también podria contribuir al aumento de las
concentraciones de elementos en la lechuga debido a la influencia del pH en la
disponibilidad de los elementos. SCG (como enmienda organica) versus NPK
(como fertilizante tradicional) aumenta las concentraciones de numerosos
elementos esenciales (P, Ca, V, Mn, Fe, Co, Cu y Zn, y en menor medida Mg,
Siy Mo), lo que podria reducir el uso de fertilizantes quimicos, asegurando una
mejora en la sostenibilidad ambiental. Los SCG como enmienda de los suelos
agricolas disminuyeron las concentraciones de N en la lechuga y, por lo tanto,
su crecimiento y biomasa. Los SCG como enmienda organica da lugar a la
produccién de un producto alimenticio que podria clasificarse como ecoldgico

y, al mismo tiempo, mejoran su valor nutricional.

4.5.2.Efectos sobre la estructura del suelo

Conocimiento previo

Son muchos los estudios acerca del efecto de la dosis de aplicacion de
diferentes enmiendas organicas sobre las propiedades fisicas del suelo. Asf,
Omondi et al. (2016) estudiaron el efecto de diferentes dosis de biochar: baja

<20 t ha'), media (21-40 t ha!), alta (41-80 t ha™) y muy alta (>80 t ha!) sobre
y muy
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la densidad aparente, la porosidad y el agua util para las plantas. Omondi et al.
(2016) reportaron como los cambios observados en las propiedades fisicas del
suelo se vieron relacionadas con las tasas de aplicacion del biochar. En otro
estudio, Aranyos et al. (2016) estudiaron el efecto de diferentes dosis de
compost (0, 9, 18 y 27 t ha') sobre la densidad aparente observando una
disminucién de la misma con la tasa de aplicacién. Hernandez et al. (2015)
también estudiaron el efecto de dosis crecientes (0, 150 y 450 t ha') sobre la
capacidad de retencién de agua y la estabilidad de los agregados. En este estudio
observaron cémo estas propiedades incrementaban linealmente a la dosis de
residuo aplicada. De la misma manera, Yazdanpanah (2016), estudio el efecto
de la adicién de 0, 10 y 30 t ha'! de residuos de alfalfa y compost de residuos
urbanos sobre las propiedades fisicas de un suelo arcilloso y otro limoso. En
definitiva, se observa cémo la tasa de aplicacion es uno de los factores mas
importantes y a tener en cuenta dentro del estudio del efecto de las enmiendas

organicas sobre las propiedades fisicas del suelo.

Propiedades fisicas

Como se observa en la Figura 58, la adicion de SCG disminuyd
significativamente (p < 0.05) la DA de las mezclas progresivamente con las
cantidades afiadidas con respecto a la muestra control, salvo la dosis 2.5% SCG.
Asi, por ejemplo, la adiciéon de un 5% produjo una disminucién del 36%, la
adicion de un 10% una reduccion del 39% y la adicion de un 15% una reduccion
del 48% de la DA, con respecto a la muestra control. En cuanto a la respuesta
lineal de la densidad aparente con la adiciéon de SCG podemos observar dos
grupos claramente diferenciados. Primero hay un aumento de la densidad

aparente entre 1% y 2.5%, y posteriormente una disminucién hasta las muestras

adicionadas con dosis mas altas (12.5 y 15% SCG).
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Figura 58. Evolucion de la densidad aparente con la adicién progresiva de SCG. Se indica
con diferentes letras las diferencias significativas entre grupos (p < 0.05). DA, densidad

aparente.

En cuanto al porcentaje de macro, meso y microagregados no se
observaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos (Figura
59), sin embargo, si podemos destacar algunas tendencias. La muestra con
adicion de 10% de SCG es la que mayor porcentaje de microagregados y
mesoagregados tuvo, y por tanto fue la muestra con menor cantidad de
macroagregados. Parece que conforme se afiaden SCG, hay un aumento de
micro y mesoagregados y una disminucién de macroagregados hasta llegar a la
dosis de 10% de SCG, dénde se produce un umbral. A partir de aqui hay una
disminucién de micro y mesoagregados y un ligero aumento de los
macroagregados.

En cuanto a la capacidad de retencion de agua (Figura 60) se observa un
incremento significativo (p < 0.05) tanto a -33 kPa como a -1500 kPa. LLa adicion
del 15% SCG incrementa la retencién de agua a capacidad de campo en un 38%
y en el punto de marchitamiento permanente en un 129%, lo que nos indica un
mayor incremento relativo a -1500kPa que a -33kPa. Esto da como resultado

una disminucién significativa del agua util por las plantas conforme va
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aumentando la dosis de SCG (para 0, 1, 2, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 y 15%, le
corresponde una cantidad de agua utilizable de 1.70, 1.34, 1.22, 1.20, 0.80, 0.60,

0.35, 0.28, y 0.24 mm/cm, respectivamente). Ya que como se observa en la

Figura 60, la distancia que hay entre las dos rectas va disminuyendo y por lo

tanto disminuye el agua utilizable por las plantas (ya que ésta corresponde a la

diferencia entre el agua a -33kPa y -1500 kPa) como ya vimos en capitulos

anteriores de la tesis. En cuanto a la linealidad del efecto de los SCG sobre la

retencion de agua, el efecto es totalmente lineal. A mas dosis de SCG, mayor

retencion de agua y menor agua util para las plantas.
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Figura 59. Porcentaje de microagregados, mesoagregados y macroagregados con la

adicion progresiva de SCG.

219




|—— w33 (%)
401 —— W1500 (%)

35+

7
//// /1]

//
/11111

30

WR (%)

25

20

15+

0 2 4 6 8 10 12 14 16
SCG (%)

Figura 60. Capacidad de retencién de agua a capacidad de campo (W33) y en el
punto de marchitamiento permanente (W1500) versus dosis de SCG. La distancia entre

ambas restas es igual al agua utilizable por las plantas (AU).

Morfologia

Como ya vimos en el capitulo del efecto de los SCG sobre las
propiedades fisicas del suelo, tanto la adicion de SCG como la simple
incubacion de las muestras incrementan la porosidad de los agregados (Figura
61). La porosidad increment6 un 430% en el caso de la muestra con 5% SCG y
un 639% en la muestra con 15% SCG con respecto a la muestra control. La
simple incubacion de la muestra durante 40 dias también incrementd la
porosidad debido a los pequefios cambios de humedad durante la incubacion
en la camara climatica. Como se observa en la Figura 61, la incorporacién de
los SCG parece ser intra-ped en el caso de la muestra adicionada con 5% de
SCG. Sin embargo, cuando se adicionaron altas cantidades de SCG, éstos
parecen formar una masa la cual recubre las particulas minerales del suelo
facilitando la unién entre ellas, lo que podria estar relacionado con el aumento

de los macroagregados a estas dosis mas altas.
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Comparacion de los efectos de los SCG con los de otras enmiendas
orgdnicas reportadas en la bibliografia

Turek et al. (2019) realiz6é también un ensayo parecido al de este capitulo,
estudiando el efecto de distintas dosis de SCG (5, 10, 15 y 20%) sobre algunas
propiedades fisicas como la retenciéon de agua a capacidad de campo, el agua
utilizable por las plantas y la porosidad drenable. En ese estudio también se
cultivaron lechugas (Mimosa Roxa Roxanne). Al igual que en nuestro ensayo, los
autores encontraron un aumento de la capacidad de retencion de agua en un
31%. Ademas, también coincide con lo encontrado por Kasongo et al. (2011),
los cuales establecieron que la adiciéon de otros residuos del café (mezcla de
pulpa y cascarilla) aument6 la retencién de agua en niveles de 55-60%. Para
Turek et al. (2019) la capacidad de retencién de agua a capacidad de campo
disminuye entre la dosis 15 y 20% SCG, lo cual asocian a la geometria de los
poros, los cuales han sido moldeados por los SCG, modificando su forma,
tortuosidad, continuidad y conductividad. Estos autores obtuvieron también un
aumento del agua utilizable por las plantas conforme aumenta la adicién de
SCG hasta un 15%, lo que es contrario a lo encontrado en nuestro ensayo. Esta
diferencia de comportamiento podtia ser atribuida a las distintas caracteristicas
de los suelos ensayados: en nuestro caso suelos arcillosos y en el caso de estos
autores suelos franco-arenosos.

Hardgrove y Livesley (2016) también encontraron un aumento de la
retencion de agua al adicionar SCG frescos en suelos arenosos y limosos.
Ademas, ellos también reportaron un incremento del contenido de humedad
gravimétrica en el suelo cuando se adicionaba dosis de SCG superiores al 10%.
Por otro lado, de acuerdo con Sena da Fonseca et al. (2014), en un estudio
sobre el uso de los SCG como aditivo en materiales de construccion, mostraron
como los SCG incrementaron la absorcion de agua, la porosidad aparente y

disminuifa la densidad aparente de las muestras adicionadas de SCG.
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Figura 61. Imagenes estereomicroscopicas de los macroagregados y resultados del
analisis de imagen. a) Suelo sin incubar. b) Suelo incubado con 0%SCG. c) Suelo con 5%

SCG. d) Suelo con 15%SCG.

El comportamiento de los SCG con respecto a las propiedades fisicas
también puede ser comparado con el efecto que tienen otras enmiendas

organicas (Aranda et al., 2016; Aranyos et al., 2016; Carter, 2007; Emaeelnejad
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et al., 2016; Ferreira de Aradjo et al., 2016; Forge et al., 2016; Hernandez et al,,
2015; Khaliq y Abassi, 2015; Moreno et al., 2016; Omondi et al., 2016; Sall et
al., 2016; Yazdanpanah et al., 2016; Kranz et al., 2020). Como ya vimos en el
capitulo del efecto de la adicién de SCG sobre las propiedades fisicas, su
comparacion es dificil debido a la diversidad de condiciones, dosis y tipo de
suelos utilizados en cada ensayo. En estos trabajos la adiciéon de diferentes
enmiendas organicas (biochar, compost de lodos de depuradora, gallinaza,
estiércol, etc.) produjo una disminuciéon de la densidad aparente, que esta
directamente relacionada con un aumento de la actividad biolégica del suelo, asi
como de la porosidad, resultado de un aumento de la materia organica del suelo
(Bronick y Lal, 2004). Con respecto a la retencion de agua, Aranda et al (2016)
y Carter (2007) encontraron que la adiciéon de compost de alpeorujo y de otros
tipos de compost, respectivamente, aumentaba la retencion de agua a capacidad
de campo. Lo mismo encontraron Aranda et al. (2016) y Forge et al. (2016) con
respecto a la retencion de agua en el punto de marchitamiento permanente,
aunque Moreno et al. (2016) encontré una disminucion de este parametro al
adicionar compost de cascara de olivo. Como hemos visto en esta tesis, un
aumento de ambas retenciones de agua no implica un directo aumento del agua
util por parte de la planta, resultado también observado por Aranda et al. (2010)
con compost de alpeorujo. Aunque Moreno et al. (2016), Omondi et al. (2016)
y Kranz et al. (2020) encontraron resultados contrarios, observando un

incremento de este parametro al adicionar enmiendas organicas.

Consideraciones finales

La adicién secuencial de SCG al suelo de Vega tuvo un efecto positivo
sobre todas las propiedades fisicas excepto para el agua util para las plantas.
Incrementé proporcionalmente a las cantidades afiadidas la retencién de agua a
-33 kPa y a -1500 kPa, disminuy6 la densidad aparente del suelo y aumento6 la

estabilidad estructural del suelo. Los SCG influyen de igual manera en las

223



propiedades fisicas del suelo que otro tipo de enmiendas organicas como el

compost o el biochar.
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4.6. ENSAYO 6. EFECTOS COMBINADOS DE LA
ADICION DE SCG CON FERTILIZANTES
NITROGENADOS SOBRE EL SISTEMA SUELO-
PLANTA

4.6.1. Conocimiento previo

La fitotoxicidad de los SCG ha sido atribuida a la presencia de
compuestos toxicos en los SCG como cafeina, taninos y polifenoles (Yamane
et al., 2014) y también a un estrés oxidativo por la planta al adicionar SCG
frescos (Gomes et al., 2013). Sin embargo, otros autores atribuyeron dicha
limitacién a una inmovilizacién microbiana del N en el suelo (Cruz y Cordovil,
2015; Hardgrove y Livesley, 2016). Dicha inmovilizacién microbiana del N en
el suelo se debe a la adicién de enmiendas organicas con una alta relacién C/N
o a una fuente de C rapidamente disponible en el suelo (Chen et al., 2021). La
inmovilizaciéon microbiana del N depende del tipo de enmienda organica
empleada, de la dosis utilizada, del tipo de C organico complejo afiadido y la
relacion C/N de dicho carbono orginico (Chen et al., 2017). Asi, residuos
frescos con una C/N superior a 18 estimulan la inmovilizaciéon microbiana del
N, como es el caso de los SCG (Cruz y Cordovil, 2015).

Wakasawa et al. (1998) y Vardon et al. (2013) establecieron que cuando
los SCG eran adicionados con un fertilizante inorganico no se producia tal
efecto inhibitorio, pero Hardgrove y Livesley (2016) encontraron resultados
contrarios al adicionar fertilizantes inorganicos (urea, nitrato de amonio y NPK)
junto con 5% de SCG. Estos autores concluyeron que con esta combinacion
(SCG + Fertilizante) habfa un dominio del efecto fitotéxico sobre los cambios
de biodisponibilidad del N en el suelo. Estos autores hipotetizaron que mayores

cantidades de N podrian compensar en parte el efecto inhibidor de los SCG.
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4.6.2.Influencia sobre la fertilidad quimica del suelo

En este capitulo se ha utilizado una nomenclatura especifica para las
muestras: “Dosis de SCG — dosis de N”. Para esta dltima se utilizan las
siguientes siglas: DA, dosis alta de N; DM, dosis media de N; DB, dosis baja de
N.

La influencia del efecto combinado de los SCG junto con las diferentes
dosis de N se muestra en la Tabla 26. La adicion de SCG disminuy6
significativamente (p < 0.05) el pH del suelo de la Vega proporcionalmente a
las cantidades afiadidas debido al caricter acido de los SCG (Tabla 6).
Hardgrove y Livesley (2016) encontraron la tendencia contraria en un ensayo
en invernadero al adicionar diferentes concentraciones de SCG (2.5, 5, 10 y
20%), la cual atribuyeron a que no hubo una suficiente percolacion en el perfil
de las macetas, lo que conduce a una disminucién de los iones H™. Sin embargo,
encontraron una disminuciéon del pH tras la adiciéon de SCG en un ensayo de
campo. Asi mismo, la adicién del fertilizante nitrogenado también disminuyo
significativamente (p < 0.05) el pH en nuestro estudio, lo que coincide con lo
reportado por Liu et al. (2014), el cual lo atribuye a que la adicion de NH4NO;
al suelo produce la nitrificacion de NH4" liberando H™ iones los cuales generan
acidez. La misma tendencia encontraron Hargrove y Livesley (2016) al adicionar
SCG (5% p:p) junto con fertilizantes nitrogenados (30-60% urea, < 10% nitrato
de amonio, NPK 21.2: 1.9: 5.7). Por lo tanto, el efecto combinado de los SCG
junto con el N disminuye el pH del suelo significativamente (p < 0.05) hasta un
valor minimo de 7.3 en la muestra 15%SCG-DA (Tabla 26).

Con a la CEgs, el tratamiento que mas influyé sobre esta propiedad fue
la adicion de N al suelo (Tabla 26). Altas dosis de N generan CEo2s muy altas,
aumentando la salinidad del suelo hasta 8 veces con respecto a la muestra
control. Nuestros resultados coinciden con los de Liu et al. (2014) el cual

adicion6 N en forma de NH4sNOj3 (400 kg/ha), lo que produjo un aumento de
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Tabla 26. Efecto de los diferentes tratamientos sobre las propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo.

Muestra pH CEos (dS/m) CO (%) N total (%) C/N P asimilable (ppm) K asimilable (ppm)
Control 83+ 0.0f 0.97 % 0.02a 1.80 + 0.06ab  0.125 + 0.011ab 14 £ 1ab 64+ 3a 358 + 8ab
0%SCG-DB 83+ 0.0f 0.95=%0.01a 1.80 £ 0.03a  0.111 * 0.004a 16 £ Tabc 68 £ 5a 301 £ 21a
0%SCG-DM 8.0+ 0.0e 195+ 0.16de 1.72 £ 0.052  0.134 + 0.013abc 13 * 1a 69 * 8a 367 + 12abc
0%SCG-DA 7.5+ 0.0c 9.48 + 0.29f 1.80 £ 0.04a  0.146 + 0.020abc 13 *+ 2a 68 = 11a 386 *+ 14c
19%SCG-DB 82+ 0.0f 1.05%0.01b 2.28 £ 0.15cd  0.185 %+ 0.030cd 13+ 3a 59 *+ 36a 405 * 14c
1%SCG-DM 821 0.0f 1.28 £ 0.06bc 2.10 £ 0.03abc 0.187 = 0.021bed 11 £ 1a 56 = 29a 373 + 14abc
1%SCG-DA 7.5+ 0.0c  9.52 % 0.40c 2.11 £ 0.08bc  0.199 + 0.015cd 11+ 1a 58 + 36a 382 £ 11bc
7.5%SCG-DB 8.0 £0.0e 1.42+ 0.05bc 595+ 1.14de 0.302 £ 0.013d 20 *+ 4bc 69 * 4a 463 £ 25d
7.5%SCG-DM 8.0 £0.0e 1.34 £ 0.04abc 6.04 + 0.61de 0.348 £ 0.007e 17 £ 3abc 57 £ 32a 560 £ 37def
7.5%SCG-DA 7.4+ 0.1b 830 *+ 0.25f 518 + 0.71def 0.458 * 0.021fg 11 £ 1a 74 + Ta 549 * 1de
15%SCG-DB 7.8 £0.0d 1.82 £ 0.05de 8.19 £ 0.75ef  0.398 £ 0.020ef 21 £ 2¢ 66 * 5a 681 £ 28fg
15%SCG-DM 7.8 £0.0d 1.74 £ 0.04d 9.13 £ 0.70f  0.448 = 0.032fg 20 * 2bc 64 £ 5a 666 * 8efg
15%SCG-DA 73+ 0.1a 7.68 £0.22¢ 8.48 £ 1.13f  0.511 £ 0.038¢g 16 £ 0abc 68 £ 8a 708 £ 9¢g

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). SCG, posos de café; DA, dosis alta de N; DM, dosis
media de N; DB, dosis baja de N.
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la salinidad del suelo, llegando hasta valores de 1.2 dS/m. En nuestro caso, al
adicionar 3480 kg/ha de N se alcanzan valores de CE2s muy superiores al limite
de un suelo salino, establecido en 2.4 dS/m (Liu et al., 2014), lo que puede
afectar negativamente al crecimiento de las plantas.

Con altas dosis de SCG (7.5 y 15%), parece que el efecto del N sobre la
CE»s disminuye, aunque todavia se mantiene en valores superiores a este limite.
Otra explicacion de la disminuciéon de la salinidad podria ser que la
transformaciéon de residuos organicos produjo una mayor capacidad de
intercambio catidénico (mayor retenciéon de iones) (Morikawa y Saigusa 2008).

La adicion de SCG influye significativamente (p < 0.05) sobre las
cantidades de CO en el suelo, incrementando su contenido proporcionalmente
a las cantidades afnadidas, lo que ya ha sido corroborado en apartados anteriores
de la presente tesis doctoral. La adicién de 1% SCG incrementa el CO en un
20% con respecto a la muestra control, la adicién de 7.5% un 218%, y la adicion
de 15% un 378%. Con respecto al N del suelo, la adicién de SCG increment6
significativamente (p < 0.05) el N total del suelo lo que coincide con lo
reportado por Cruz y Cordovil (2015) y Yamane et al. (2014), los cuales
encontraron el doble de N en aquellas muestras adicionadas con SCG lo que
atribuyeron a la acumulacion de N insoluble en el suelo. En el mismo sentido,
la adiciéon de N increment6 significativamente las cantidades de N en el suelo.
Por lo tanto, el efecto combinado de los SCG junto con el N enriqueci6 el suelo
en este macronutriente alcanzando cantidades de 0.511% en la muestra
15%SCG-DA (tres veces el valor de la muestra control) (Tabla 26). Liu et al.
(2014) encontraron que la adicion de fertilizantes organicos, inorganicos o una
combinacién de ambos, incrementaba el N total del suelo independientemente
del tipo de fertilizante utilizado. Por otro lado, no hubo ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre los distintos tratamientos combinados de N
y SCG para el P asimilable, encontrandose en un rango entre 56 ppm (1%SCG-
DM) y 74 ppm (7.5%SCG-DA) (Tabla 26). Teniendo en cuenta que los SCG
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tienen un alto contenido en P (Tabla 6), este comportamiento podria explicarse
por el proceso de retrogresion del P, que consiste en un bloqueo del mismo por
los carbonatos del suelo, y teniendo en cuenta que el suelo tiene un 39% de
carbonatos (Tabla 3), éste bloqueo tiene importancia.

El comportamiento del K asimilable es bastante similar al
comportamiento del N en el suelo: los SCG incrementan significativamente el
contenido de K asimilable en el suelo, proporcionalmente a las cantidades
afiadidas debido a que los SCG son ricos en K (3072 ppm) (Tabla 6), lo que
coincide con lo reportado también por Cruz y Cordovil (2015) para la adicion
de SCG en cultivos de lechugas. El efecto del N sobre el K asimilable no es
apreciable en la mayor parte de los casos, si bien en las muestras control (0%
SCG) parece incrementarse con la adiciéon de N. Este hecho no puede ser
atribuido a la disminucién del pH ya que en los suelos calcicos esta disminuciéon
va asociada a una menor disponibilidad del K (Navarro y Navarro, 2013). Es
muy conocida la sinergia entre el N y el K (Rietra et al., 2017) debido a procesos
que involucran al suelo, la rizofera (interacciones catidon-cation, catién-anion o

anion-anién) y la planta (Pan, 2012), y se podria atribuir a este hecho.

4.6.3.Influencia sobre el crecimiento de las lechugas y su

contenido en elementos minerales

La influencia de la accién combinada de los SCG junto con el fertilizante
N sobre el crecimiento de las lechugas se observa en la Figura 62. La mayor
parte de los tratamientos limitan el crecimiento de la lechuga como
describiremos a continuacién. El tratamiento combinado (SCG-N) que mejor

funciona respecto al crecimiento de la lechuga corresponde a 1% de SCG con
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Figura 62. Peso fresco de las lechugas e imagenes de las lechugas tras 40 dias de cultivo.
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una dosis media de N, aunque no se alcanzan los valores de la muestra control.

La adicién de SCG tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las
lechugas (Figura 62), incluso a dosis muy bajas de SCG (1 %). Esta inhibicion
ha sido reportada tanto para este mismo vegetal (Cruz et al., 2012; Gomes et
al., 2013; Cruz y Cordovil, 2015) como para otros cultivos (Caliskan et al., 2020
Cruz y Cordovil, 2015; Yamane et al., 2015). Una de las causas de la inhibicién
al crecimiento es la inmovilizacién microbiana de N en el suelo al adicionar
SCG frescos (Cruz y Cordovil, 2015; Hardgrove y Livesley, 2016). En este
sentido, en el apartado sobre la influencia de los SCG sobre la microbiologia
del suelo, hemos demostrado que la adicion de SCG estimulaba la actividad
global de los microorganismos al poseer los SCG moléculas facilmente
degradables (Comino et al., 2020). Por otro lado, Yamane et al. (2014)
comprobd que las legumbres, capaces de satisfaces sus propias demandas de N
a través de la fijacion de Na, fueron mas resilientes a los SCG que las especies
no leguminosas, cuando se adicionaba en bajas dosis. En este trabajo se han
adicionado tres dosis crecientes de N para superar esta posible inmovilizacion
microbiana. Aunque, de acuerdo con la guia practica de la fertilizacion racional
de los cultivos en Espafia (Lopez-Bellido et al., 2010), las necesidades de N en
la lechuga se encuentran entre 120-140 kg/ha, la cual corresponde a la dosis
baja de nuestro ensayo. Se ha visto que la acciéon combinada de dosis media de
N incrementa el peso de las lechugas, con respecto a las otras dosis de N,
aunque no se alcanza el nivel de la muestra control, lo que coincide con los
resultados de Hardgrove y Livesley (20106). Estos autores sugieren que el efecto
titotoxico de los SCG es dominante sobre la inmovilizacién microbiana o que
la dosis de N empleada no fue suficiente para evitar la competencia entre los
microorganismos y las plantas. Sin embargo, en nuestro ensayo, la adicion de
la dosis alta de N no genera lechugas de mayor tamafio, sino todo lo contrario,
por lo que habria que buscar otra explicacion para este hecho. La Tabla 26

muestra que la adiciéon de dosis medias y altas de N increment6 la salinidad del
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suelo, con valores de hasta 9.52 dS / m en la muestra 1% SCG-DA. De acuerdo
con Unlukara et al. (2008), el limite de salinidad de las lechugas esta en 1.1 dS/m,
clasificando a la lechuga como moderadamente sensible a la salinidad. Es por
ello por lo que la adicion de N en dosis altas no compensa las limitaciones de
los SCG por la fijaciéon de N en la masa microbiana, tal y como sugerian
Hardgrove y Livesley (2016). Es mas, en las muestras sin adicién de SCG, la
dosis media y alta de N inhiben el crecimiento de la planta (Figura 62)
posiblemente por el incremento de la salinidad.

El contenido de macro y microelementos en lechuga se observa en la
Tabla 27, Figura 63 y Figura 64. En las muestras sin adicién de SCG, las altas
dosis de N aumentan los contenidos en planta de Ca, Mg, N y S y disminuyen
los contenidos de K, Na y P. Esto coincide con lo reportado por Petridis et al.
(2013), el cual reportd que un aumento de la aplicacion de N al suelo incrementa
las cantidades de N en las raices de las plantas, pero disminuye las cantidades
de P y K en las hojas de lechuga. Cuando se aplica SCG con nitrégeno, la
combinacién que mas favorece la absorcion de elementos es 1% SCG junto con
dosis alta de nitrégeno, enriqueciendo la planta en Ca, K, Mg, N, Na y S, lo que
se corrobora en el grafico que representa la suma de todos los macroelementos
(Figura 63). Sin embargo, cuando se incrementa la cantidad de SCG
adicionado, se produce una disminucién de la absorciéon de elementos con
respecto a la muestra 1%-DA. En la literatura hay resultados contradictorios
con respecto al efecto de los SCG frescos sobre la nutricion mineral de plantas.
Asi, con respecto a los macroelementos, Cruz et al. (2014b) encontr6 que la
adicion de SCG frescos disminuia los contenidos de Mg, P, Ca, Na e incremento
los contenidos de K en plantas de lechuga. Por el contrario, Caliskan et al.
(2020) encontré un enriquecimiento en el pino pifionero de N, K, Mg y P y una

disminucion de
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Tabla 27. Contenido de macro y microelementos en lechuga en funcién de los diferentes tratamientos aplicados.

Ca K Mg N Na P S Suma de macroelementos ~ Cu Zn
Muestra mg /100g pg/100g
0% SCG 199 £ 67ab 535+ 15a 39.5 % 8.0a 398 + 9bc 955+ 473bc 171+ 37ab  10.7 £ 5.3a 1295 £ 137 548 + 76ab 850 £ 85abc
0%SCG-DB 154 £20ab 243 =522 421+ 6.6ab 433 £ 83bc 299%93ab 184 +£36ab  145%52ab  935% 128 308 *+ 8a 505 + 155ab
0%SCG-DM 188 £30ab 479 £ 58a  62.9 * 21.8abc 636 £ 203bcde 76.8 £ 22.3abc 14.4 £ 3.4ab  24.0 £ 1.7bcd 1481 £ 239 872 + 24abecd 594 £ 14abc
0%SCG-DA 496 £ 2bc 328 £ 47a 102 % 9cd 1096 £ 333de  90.3 £ 54.7abc 112+ 3.3a 319 +£21d 2156 + 372 1382 £ 372cdef 812 + 52abc
1%SCG-DB 191 £ 25ab 370 £42a 47.8 £ 3.0abc 172+ 23a 340 £ 3.1abc  25.6 + 1.5cde 227 + 43bcd 863 + 47 587 + 52ab 721 + 116abc
1%SCG-DM 216 = 47ab 388 £26a 547 £ 55abc 409 + 15bcd 314 £ 0.8ab  19.7 £ 2.6abc  28.0 £ 4.8cd 1147 £ 101 804 + labc 813 + 38abc
1%SCG-DA 749 £28c 826t 12a 124+ 14d 1250 £ 20e 206 £ 3¢ 20.9 £ 9.3abed 46.7 £ 7.4¢ 32226 1622 £ 224f 1038 £ 293¢
75%SCG-DB 222 + 47ab 345 %1022 65.5 % 16.0abc 168 *+ 65a 575+ 21.2abc 29.8 +2.8de 233 *4.7bcd 911 + 184 2539 + 76g 1068 £ 201c
7.5%SCG-DM 149 + 10ab 333 £37a  53.0 £ 13.7abc 381 * 67bc 214£10.8ab 164 £25ab  16.7£28abc 971 %78 575 + 414ab 400 £ 200a
7.5%SCG-DA 323 + 42abc 316 £ 46a 751 £6.8bc 899+ 113de  29.6+£9.5ab  11.6%£0.7a 18.7 £ 0.7abc 1674 £ 158 1584 £ 184f 720 + 74abc
15%SCG-DB 166 + 33ab 369 £ 121a 50.7 £ 9.0abc 227 % 6la 445+ 337ab 3151 5.1e 21.4 £ 3.0abed 910 £ 177 957 + 8bcde 1035 £ 66¢
15%SCG-DM 143 £ 14a 367 £67a 43.0%39ab 309 & 21ab 251 % 7.4a 172+ 0.8ab 155+ 1.9ab 903 + 105 1472 £ 200ef 905 + 252bc
15%SCG-DA 227 £ 27ab 344+ 43a  61.0 £ 83abc 841 + 208cde 404 £53ab 184 % 15ab  161%18ab 1433 + 439 1428 £ 288def 808 + 245abc

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). SCG, posos de café; DA, dosis alta de N; DM, dosis
media de N; DB, dosis baja de N.
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Figura 63. Grafico de contorno 2 D (SCG frente a N) para los distintos elementos

minerales.
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Ca. Las diferencias en los resultados obtenidos pueden ser atribuidas al
substrato utilizado. En nuestro caso y en el trabajo de Caliskan et al. (2020), el
substrato utilizado es de naturaleza mineral, sin embargo, Cruz et al. (2014)
utilizaron un sustrato de naturaleza organica (turba). Con respecto al N en la
planta es importante sefialar como a mayor cantidad de N en el suelo, no se
produce un mayor contenido de N en la planta. En la Tabla 26 observamos
como la mayor cantidad de N en el suelo corresponde a la muestra 15%-DA,
sin embargo, este N no parece estar biodisponible para la planta. Hardgrove y
Livesley (20106) reportaron que en las muestras con un 5% de SCG (con o sin
fertilizante) no se producia el proceso de nitrificacion en el suelo.

Los microelementos Cu y Zn presentan un comportamiento algo distinto
al de los macroelementos, apareciendo dos maximos de concentracién: uno en
dosis bajas de SCG con dosis altas de N (comportamiento similar al de los

macronutrientes), pero también presentan un maximo absoluto a dosis media

de SCG y dosis baja de N (Tabla 27 y Figura 64).

Cu (ng/100g) Zn {ng/100g)

2540 1068

2260 984,5

1080 801,0
1700 8175
1420 734,0
1140 650,5
860.0 567.0

580,0 483,56

400,0

SCG (%) SCG (%)

Figura 64. Grafico de contorno 2 D (SCG frente a N) para los microelementos Cu y Zn.

Por el contrario, Cruz et al. (2014b) encontraron una disminucién de los
contenidos de Cu y Zn en lechuga, al adicionar SCG frescos, lo que podriamos
atribuir al distinto substrato utilizado por estos autores, como hemos dicho

anteriormente. La capacidad quelante y movilizadora de los SCG ha sido
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investigada por otros autores, y es una propiedad favorable en su utilidad como

enmiendas organicas del suelo y merece una mayor experimentacion.

4.6.4.Analisis de correlaciones y componentes principales

El analisis de componentes principales (Figura 65) y los coeficientes de
correlacion (Tabla 28) fueron calculados para una matriz que contenia los
elementos minerales de la lechuga (Ca, Mg, Na, K, N, Cu y Zn), los parametros
de crecimiento de la lechuga (peso fresco y peso seco) y los parametros de suelo
(pH, CEas, CO, N, P y K). Las puntuaciones (scores) de cada muestra fueron
superimpuestas a las cargas (loadings) de cada parametro (Figura 65). PC1 us
PC2 fue representado en un diagrama de dispersién y ambos componentes

explicaron el 69.30% de la varianza del sistema.

0,0 0,5
® Control
® 0%SCG-LDN
4 4 0%SCG-MDN |1 0,6
° 0%SCG-HDN
e . 1%SCG-LDN
L N 1%SCG-MDN
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Figura 65. Grafico superpuesto de las puntuaciones obtenidas del PCA para las muestras
(PC2 vs PC1) y cargas de los parametros del suelo y elementos minerales de las lechugas.
FW, peso fresco; DW, peso seco; _s, elementos en suelo; _p, elementos en planta; LDN;

baja dosis de N; MDN;, media dosis de N; HDN, alta dosis de N.

El peso fresco, el peso seco y el pH aparecen juntos, con los mayores

valores de PC2, cerca de las muestras 0%, 0%-DB, 0%-DM, 1%-DB y 1%DM,
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es decir, aquellas muestras con pesos de lechuga mas altos y valores de pH mas
cercanos a la basicidad; esto ademas se corrobora con la fuerte correlacion entre
el peso fresco y peso seco (r= 0.980), peso fresco y pH (r= 0.752) y peso seco
y pH (= 0.809). Los contenidos de CO, N, y K del suelo aparecen juntos, con
los valores mas bajos del PC2, cerca de las muestras con mayor adicién de SCG,
ya que la adicion de este residuo incrementa los contenidos de estos
macroelementos en el suelo, como ya indicamos anteriormente; esto también
se ve reflejado por las fuertes correlaciones entre dichos elementos: CO y N (r
=0911), Ky N (r = 0934) y OC y K (r = 0.947). Por otro lado, los
macroelementos en planta (Na, K, Ca, N y S) aparecen juntos con los mayores
valores de PC1, cerca de las muestras 0%-DA y 1%-DA. Esta muestra se
encuentra en los valores mas altos de PC1 indicando el caracter biofortificador
de la dosis baja de SCG y dosis alta de N; esto ademas se corrobora con la fuerte
correlaciéon entre los macroelementos en planta (se destacan aquellas
correlaciones con un rsuperior a 0.700): Cay Mg (r= 0.977), Cay N (r= 0.750),
CayS (r=10.768), Ky Na (»=0.939), Ny Mg (r= 0.743) y Mg y S (r = 0.792).
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Tabla 28. Coecficientes de correlacion de las variables seleccionadas (n=39).

pH CExs CO N_s CIN P_s Ks Cap K p Mg_p N_p Na_p Pp Sp Cup Zn_p PF
CExs -0.868™
CoO -0.430™
Ns -0.602" 0.911™
CIN -0.419™ 0.705™ 0.373"
Ps -0.369"
K.  -0.550™ 0.947™ 0.934™ 0.527"
Cap -0471" 0.746" -0.481™
Kp 0.253 0.536™
Mg p -0.585™ 0.784™ -0.433™ 0.977™ 0.469™
N p -0675" 0.889™ -0.545™ 0.750™ 0.406" 0.743™
Na_p 0.358" -0.451" -0.451" -0.324 -0.436™ 0.695™ 0.939™ 0.610™ 0.485™
Pp -0.371" 0.386" -0.491™
Sp -0.325" 0.513™ -0.333" -0.392" 0.378" 0.768™ 0.591™ 0.792™ 0.542™ 0.597"
Cup -0.400" 0.334"
Zn p 0.333" 0.378"
PF 0.752" -0.548™ -0.569™ -0.644™ -0.642™ -0.369" -0.467™ -0.339" -0.470™ -0.364"
PS 0.809™ -0.599™ -0.535" -0.633™ -0.619™ -0.404" -0.525"  -0.344" -0.414™ -0.465™ -0.331" 0.980™

CEys, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico; _s, elemento en el suelo; _p, elemento en la planta; PF, peso fresco; PS, peso

seco. Significacion estadistica: * p <0,05; ** p <0,01.
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4.6.5.Consideraciones finales

La adicion de diferentes dosis de SCG junto con diferentes dosis de
fertilizante nitrogenado en un ensayo 7z vitro tuvo diferentes efectos en el
sistema suelo-planta. La adicién de diferentes dosis de SCG a un suelo agricola
Mediterraneo inhibe el crecimiento de las lechugas y la suplementacién con una
dosis intermedia de N corrige parcialmente dicha limitacién cuando la dosis de
SCG es baja, pero a dosis medias y altas el efecto fitotéxico de los SCG es
limitante. Las dosis altas de nitrogeno no eliminan la inhibicién al crecimiento,
sino que suponen ademas una toxicidad por salinidad en las plantas de lechuga.
Con respecto a la nutricion mineral se observa como la combinacién de 1%
SCG junto con una dosis alta de N incrementa los contenidos de
macroelementos y microelementos en planta. Sin embargo, una dosis del 7.5%
SCG junto con una dosis baja de N favorece la acumulaciéon de los
microelementos Cu y Zn en lechuga, lo que puede atribuirse al efecto quelante
de los SCG. Con respecto a la combinacién 6ptima de los SCG junto con el N
hay dos opciones: primar el crecimiento en cuyo caso se trataria 1% SCG-DM

o primar el enriquecimiento de nutrientes en cuyo caso hablariamos de 1%SCG-

DA.
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4.7. ENSAYO 7. EFECTOS SOBRE EL SISTEMA SUELO-
PLANTA DE SCG TRANSFORMADOS MEDIANTE
COMPOSTAJE, VERMICOMPOSTAJE,
CARBONIZACION, LAVADO, HIDROLISIS E
INCUBACION EN SUELO

4.7.1. Conocimiento previo

Como ya se indico en la Introduccion de la presente tesis, los SCG se
caracterizan por sus altos contenidos de materia organica representada por
celulosa, hemicelulosa, lignina, proteinas, lipidos, polifenoles, acidos
clorogénicos, cafeina, etc. (Campos-Vega et al., 2015). Sin embargo, la adicion
directa de los SCG frescos a suelos agricolas inhibe el crecimiento de ciertos
cultivos (Hardgrove y Livesley, 2016; Ribeiro et al., 2017). Este efecto podria
estar relacionado con la competencia por el N entre las raices y los
microorganismos del suelo (Kuzyakov y Zu, 2013), asi como con la presencia
de compuestos toxicos en los SCG (Leifa et al., 2000). Por tanto, el compostaje
de los SCG podria ser una alternativa rentable ya que permite la degradacion de
cafeina, polifenoles y taninos condensados; este tratamiento disminuye los
efectos anti-fisiologicos y antinutricionales de los SCG sobre el crecimiento de
las plantas, asi como que da lugar a un producto final mas transformado con
una telacion C/N mids baja (An et al., 2019; Campos-Vega et al., 2015;
Gummadi et al., 2012; Leifa et al., 2000; Santos et al., 2017). En este sentido,
otros autores reportaron que el tipo de compost adicionado puede tener efectos
significativos sobre el rendimiento y el contenido de acidos fendlicos en las
lechugas (Coria-Capuyan et al., 2009; Santos et al., 2017).

Ha sido ampliamente descrito en la bibliografia la absorcion de diferentes
micronutrientes por las plantas (como el Zn, Cu o Fe) en relacion a la adicion
de enmiendas organicas. Sofo et al. (2016) reportaron que la adopcion de un

manejo organico, al comparar tres tratamientos de fertilizaciéon diferentes
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(estiérecol, polvo de roca y estiércol + polvo de roca) a suelos agricolas,
determiné rendimientos mas altos y un mejor equilibrio de Cu en lechuga,
aunque no se encontraron cambios para Fe y Zn en comparaciéon con los
controles (gestion convencional). Ademas, estos autores encontraron que el
contenido de Fe + Zn + Cu en las hojas de lechugas verdes se correlacioné
significativa y negativamente con la capacidad antioxidante total, asi como con
el contenido total de compuestos fenodlicos (Santos et al., 2017). Otros
investigadores encontraron que el fertilizante inorganico de fésforo mejoro el
crecimiento del maiz al reducir las concentraciones de Cu (66.3%) y Zn (91.9%)
en las raices y, por lo tanto, la absorciéon de metales por parte de la planta (Wu
et al., 2017). Por otro lado, Kelly y Bateman (2010) no encontraron diferencias
en el contenido de Zn, Cu y Fe al comparar lechugas cultivadas de manera
organica y convencional.

Ribeiro etal. (2017) reportaron que los SCG podrian ser adecuados como
enmienda organica de suelos si previamente se estabilizaban. En este sentido,
se consideraran diferentes tratamientos estabilizadores de SCG en la presente
Tesis Doctoral, como el prometedor compostaje y vermicompostaje (Murthy y
Madhava Naidu, 2012), que podrian usarse para reciclar desechos industriales
proporcionando una mejora de los nutrientes del suelo y finalmente un mejor
crecimiento de la lechuga. Santos et al. (2017) reportaron que el compostaje de
los SCG disminuyé los fenoles y taninos totales y aument6 el acido galico. Cruz
et al. (2014b) encontraron que la presencia de la adicién de 5% (v/v) de SCG
compostado redujo significativamente los microelementos Cu y Fe, mientras
que la adiciéon de 30% (v/v) de SCG compostados directamente en el suelo
(durante 4 meses) aument6 los niveles de Cu, Fe y Zn. Liu y Price (2011)
encontraron que se pueden usar diferentes sistemas de compostaje (en el
recipiente, pila estatica aireada o vermicompostaje) para el compostaje de los

SCG. El grupo de Ronga et al. (2016) reportaron que el compost de SCG podtia
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reemplazar a la turba (un sustrato de cultivo de alta demanda) para la
produccién de plantas en macetas.

Otros investigadores (Vardon et al, 2013) han reportado que la
aplicacion de biochar de SCG con fertilizante duplico el rendimiento del sorgo,
destacando su capacidad como enmienda del suelo. Sin embargo, sin la adiciéon
concomitante de fertilizantes inorganicos a los suelos agricolas, la aplicacion
aislada de biochar de SCG no aument6 el rendimiento de la biomasa (Vardon
et al., 2013). Otros autores reportaron que el biochar redujo la toxicidad del
compost y alivi6 el efecto inhibitorio de la capacidad de germinacion de semillas
en tratamientos con compost de paja de maiz y compost enriquecidos con SCG
y efluente de levadura (Kopec et al., 2018). Del mismo modo, Kim et al. (2014)
verificaron que el biochar de SCG (400 °C durante 20 min) facilita la superacion
del efecto fitotéxico de los SCG cuando se agrega a los suelos agricolas y, por

lo tanto, mejora el alargamiento de la rafz.

4.7.2.Efecto de los tratamientos de los SCG sobre las

propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo

Las propiedades quimicas y fisicoquimicas de las bio-enmiendas se
muestran en la Tabla 29. Los SCG-frescos tienen un caracter acido y alto
contenido en C. Todos los compost derivados de los SCG se caracterizaron por
su salinidad (alta CE2s) y ambos SCGchar tuvieron contenidos de C superiores

al 50%. El mayor contenido de fenoles se encontré en los SCG-frescos, etanol-

SCG, SCG-H20 e SCG-hidro.
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Tabla 29. Caracterizacion de las bio-enmiendas derivadas de los SCG.

Muestra pH ((SS];:i;) CO (%) N total (%) C/N Compue(s;i); g;lgl}cg(;s totales
SCG-frescos 5.8  6.03 49.43 2.220 22 7.644
Vermi-cabra 7.7  27.49 25.84 2.310 11 nd

SCG-vermi 7.8  48.28 40.63 5.770 7 nd

SCG-comp 7.3 22.55 29.33 2.653 11 0.008

SCGcharg 5.9 691 57.76 3.250 18 1.161

SCGchargyo 7.2 11.95 69.22 4.400 16 nd

SCG-etanol 54 11.25 45.70 2.443 19 14.264

SCG-HO 50 343 48.64 2.240 22 1.217

SCG-hidro 3.8 542 54.29 2.162 25 13.975

SCG, posos de café; CEs, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico; GAE,

equivalentes de acido galico; nd, no detectado.

La influencia de los diferentes tratamientos sobre los parametros
quimicos y fisicoquimicos del suelo se muestra en la Tabla 30. A pesar del
caracter acido de algunos materiales, como los SCG-frescos, SCG-H2O e SCG-
hidro (Tabla 29), los valores de pH de los microcosmos se encontraron dentro
de la neutralidad y basicidad, lo que esta relacionado, como ya se ha indicado
en otras ocasiones, por la capacidad tampén del suelo de Vega. Ha sido
reportado previamente que la pirolisis de los SCG incrementa el pH del material
fresco (Kim et al., 2018), lo que puede ser debido a la generacién de cenizas
durante la pirolisis (Nigussie et al., 2012). El vermicompostaje neutraliz6 el pH
de los SCG, lo que coincide con Liu y Price (2011) y es atribuido a los
hidréxidos basicos generados durante las primeras fases del proceso de
vermicompostaje (Nogales et al., 2014). El compostaje con dolomita también
increment6 el pH debido al caracter basico de la dolomita. En este sentido
ninguna bio-enmienda puede ser perjudicial a causa de la acidez. Sin embargo,
la salinidad de algunas bio-enmiendas si influy6 negativamente en el suelo. Por
ejemplo, la adicion de SCG-vermi, comp-SCG y vermi-cabra incrementaron
significativamente (p < 0.05) la CE2s del suelo debido a la alta salinidad de estas

bio-enmiendas (>20 dS/m, Tabla 29),
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Tabla 30. Efecto de los diferentes tratamientos de los SCG sobre las propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo.

P asimilable

K asimilable

Muestra pH CEzs (dS/m) CO (%) N total (%) C/N (opm) (opm)
SCG-frescos 7.9 +0.1b¢ 1.38 +0.03¢ 612 + 0.44¢ 0.437 % 0.023¢ 14 +0¢ 53 + 3eb 747 + 14¢
NoBE 8.4 +0.08 1.03 £ 0.082 1.52 +0.08° 0.163 % 0.006* 9 +0p 46 £ 10 421 £ 11¢
NPK 8.0 % 0.04 1.91 +0.08¢ 1.62 £ 0.10° 0.193 % 0.049 9 +2b 68 + 3ede 305 + 130
NoBE-inc 8.4 +0.08 1.03 +0.06* 145 +0.08 0.150 % 0.000¢ 10 + 10 51 4 2ab 347 + 6P
SCG-inc 82 +0.17 1.37 +0.03¢ 417 +0.249 0.347 % 0.006¢ 12 & 1ed 61 + 2bed 766 + 18¢f
Vermi-cabra 8.0 % 0.0cde 3.08 +0.11¢ 314 +0.68 0.337 £ 0.070° 9 +0p 140 + 24 549 + 54
SCG-vermi 7.9 +0.0b 476 +0.23f 424 +0.249 0.613 % 0.031F 7 £00 79 % 4¢ 1047 + 14s
SCG-comp 8.0 +0.0¢ 2.98 +0.07¢ 3.44 + 0.44bc 0.383 & 0.068><d 9 +0p 59 + 5be 544 + 25
SCGcharar 8.0 % 0.0cde 1.34 £ 0.02 5.71 4 0.83¢ 0.417 % 0.055¢ 14 + 1¢ 61 % 1bed 791 + 4f
SCGcharyo 8.4 +0.08 1.16 £ 0.05% 5.95 & 0.45¢ 0.455 & 0.092¢ 13 & 2de 67 + 5ede 749 + 22¢
SCG-etanol 8.0 +0.1cd 1.50 £ 0.07¢ 3.95 + 0,62 0.333 + 0.031° 12 + 1 70 # 3ede 789 + 6f
SCG-H,0 8.8 +0.0n 1.34 £ 0.11b¢ 439 + 0,03 0.327 % 0.006> 13 +0¢ 72 + 3de 555 + 4
SCG-hidro 7.7 £0.00 1.98 +0.28¢ 3.75 & 0.16bd 0.327 % 0.006> 11 %0 75 + 10¢ 766 + 53¢

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). SCG, posos de café; CEgs, conductividad eléctrica medida a 25°C; CO, carbono organico
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dando lugar a salinidades significativamente mayores que aquellas obtenidas al
adicionar SCG. El vermicompostaje fue el tratamiento que increment6 en
mayor medida la salinidad, lo que es contrario a lo que cominmente es
reportado para los vermicompost (Nogales et al., 2014). Sin embargo, esta
propiedad podria estar directamente relacionada con las condiciones especificas
del proceso de vermicompostaje. Las muestras de suelo adicionados con SCG-
vermi podrian ser consideradas moderadamente salinas, lo que podria afectar a
algunos cultivos (Navarro y Navarro, 2013). En este sentido, algunos estudios
reportaron que CEzs mayores de 1.1 dS/m reducen significativamente el
crecimiento de las lechugas (Unliikara et al., 2008). En el caso de la relacién
C/N, los valotes se encuentran entre 7 y 14, siendo las que tienen menor
relacién las muestras SCG-vermi, debido a su alto contenido en N. De hecho,
SCG-vermi es el material mas humificado con una C/N de 7 (Tabla 29). Sin
embargo, las bio-enmiendas que aportaron mayor cantidad de C al suelo (y que
pueden servir como sumideros de carbono) fueron los SCG y los biochar,
siendo el SCGcharg, la bio-enmienda derivada de los SCG que aporté mayor
cantidad de C (Tabla 29). Las bio-enmiendas vermi-cabra y SCG-vermi
incrementaron significativamente (p < 0.05) las cantidades de P y K disponible,
respectivamente, alcanzando valores de 140 ppm de P y 1047 ppm de K. Esto
podria estar relacionado con las altas cantidades de K en los SCG-frescos (3800

ppm), como establecié Liu y Price (2011).

4.7.3.Peso fresco de las lechugas cultivadas con los diferentes

tratamientos de los SCG

La adicion de SCG-frescos disminuy6 significativamente (p<<0.001) el
peso fresco de las lechugas en relacion a las muestras NoBE (Figura 66), como
ya se ha reportado previamente para este vegetal (Cruz et al., 2015; Hardgrove

y Livesley, 2016), y para zanahoria y espinacas (Cruz y Cordovil, 2015). Otros
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autores también encontraron el mismo efecto cuando diferentes enmiendas
relacionadas con los SCG (SCG fresco mezclados con compost y cenizas)
tueron directamente anadidos a suelos (Kopec et al., 2018; Ribeiro et al., 2017).
De manera contraria, la fertilizacion inorganica con NPK aument6
significativamente la biomasa de las lechugas con respecto a las muestras NoBE
y a las muestras adicionadas con SCG-frescos (Figura 66).

Se encontré un efecto positivo sobre el peso fresco cuando el suelo fue
previamente incubado durante 40 dias previo al comienzo del experimento
(¢fecto barbecho, NoBE-inc). El barbecho son los periodos no productivos que
permiten al suelo descansar para tener elementos nutrientes suficientes para el
proximo ciclo productivo (Wojtkowski, 2010). En este sentido, los pesos
frescos de las lechugas NoBE-inc incrementaron significativamente (p < 0.001)
con respecto a las lechugas NoBE (19.9  0.49 y 12.9 +0.28, respectivamente;
Figura 66). Sin embargo, este efecto positivo del barbecho no fue encontrado
cuando comparamos los pesos frescos de las lechugas cultivadas con SCG-
frescos con las lechugas Inc-SCG (2.22 £ 0.41 y 1.89 £ 0.27, respectivamente;
Figura 66). Este hecho puede estar probablemente relacionado con el corto
periodo de incubacion (s6lo 40 dias) lo que podria no ser suficiente para obtener
la necesaria degradacion de los compuestos anti-fisiologicos y anti-nutricionales
de los SCG frescos como son la cafeina, los polifenoles y los taninos
condensados (Campos-Vega et al., 2015; Gummadi et al., 2012; Santos et al,,
2017). En este sentido, Cruz et al. (2015) encontraron que 4 meses de barbecho
de los SCG (lamado “compostaje directo” en su estudio) fueron suficientes
para eliminar la cafeina por medio de la degradacién con microorganismos o
lixiviaciéon. El “pobre” efecto barbecho de los SCG (Inc-SCG, Figura 66)
puede estar relacionado con la competencia por el N entre los microorganismos
existentes y la planta, lo que podria afectar a la productividad de la lechuga (Cruz

y Cordovil, 2015; Kuzyakov y Yu, 2013).
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Figura 66. a) Peso fresco de las lechugas (diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas, p < 0.05). b) Imagenes de las lechugas después de 40 dias de

cultivo.
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Un aspecto positivo del efecto inhibitorio de los SCG sobre el crecimiento
de las plantas es que pueden ser utilizados como control de plagas en sistemas
de rotacién de cultivos con periodos de barbecho (Yamane et al., 2014).

El efecto inhibitorio de los SCG-frescos desaparece cuando los SCG son
sometidos a diferentes tratamientos como el vermicompostaje o la pirolisis a
400°C, y en menor medida cuando se compostaron con dolomita o pirolizaron
a 270°C (Figura 66). Ademas, se demostrd que el vermicompostaje y la pirolisis
a 400°C fueron los tunicos tratamientos de los SCG que eliminaron
completamente los fenoles de los SCG; por tanto, la limitacién al crecimiento
podria estar directamente relacionada con el contenido de fenoles totales en las
bioenmiendas. En ese sentido, varios autores reportaron que tratamientos de
los SCG como el compostaje y el vermicompostaje (Liu y Price, 2011; Santos
et al., 2017) o la pirolisis (Kim et al., 2014; Kopec et al., 2018; Vardon et al.,
2013) podrian generar un producto mas adecuado para propuestas agricolas,
facilitando la superacion del efecto fitotoxico de los SCG.

En este estudio también se ha evaluado y comparado la influencia sobre
productividad de la lechuga de los SCG compostados y el vermicompost de
cabra, el cual es un buen fertilizante empleado en agricultura organica (Hussain
y Abbasi, 2018). La adicién de SCG-vermi incrementd significativamente el
peso fresco de las lechugas (Figura 66) aunque la adicién de vermi-cabra
también aument6 significativamente (p < 0.001) la productividad de la lechuga
(24.6 g) de una manera similar a la adiciéon de SCG-vermi (20 g). Este hecho
abre la posibilidad del uso de SCG-vermi como una alternativa util a otras
enmiendas organicas utilizadas tradicionalmente en agricultura organica, asi
como también una alternativa ecoldgica y sostenible a los fertilizantes
inorganicos como el NPK. A pesar de todo ello, la productividad de las lechugas
fue significativamente mayor cuando se utilizé fertilizante inorganico NPK
(49.5 @) con respecto a cualquier otro tratamiento (Figura 66). Teniendo en

cuenta sélo los resultados de los pesos frescos de las lechugas, la agricultura
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convencional serfa la practica mas recomendada para la produccién de cultivos,
pero en posteriores secciones discutitemos la capacidad nutricional de la
lechuga en relaciéon a su contenido en micronutrientes lo que generara un
criterio diferente para la eleccion de fertilizante a escoger.

La adicién de comp-SCG incrementé ligeramente la biomasa de las
lechugas con respecto a las lechugas cultivadas con SCG-frescos (3.61 + 0.41 ¢
vs. 222 £ 0.41g peso fresco, respectivamente, p < 0.001), aunque fue
significativamente mas bajo que las muestra control NoBE (12.9 + 0.28 g, peso
fresco; Figura 66). Durante la elaboracion del comp-SCG, se afiadié dolomita
(que contiene Ca y Mg) para neutralizar la acidez de los SCG. Mulie et al. (2019)
también afiadi6 dolomita a un compost de estiércol y encontrd que se triplico
el nimero de hojas del arbol. Kammoun et al. (2017) también reportaron el
efecto positivo del compost adicionado de fosfoyeso (elaborado con mezcla de
SCG y residuos de la industria del aceite, que contenfan Ca y otros iones) sobre
el crecimiento de patatas y el rendimiento del tubérculo.

En general, la pirolisis de los residuos puede aumentar el crecimiento de
las plantas y el rendimiento a través de la mejora de las propiedades quimicas
del suelo (Palansooriya et al, 2019). En nuestro ensayo, la adiciéon de
SCGecharyo y SCGceharso incrementaron significativamente el peso de las
lechugas en relacion a las lechugas cultivadas con SCG-frescos (Figura 66); sin
embargo, en el caso del SCGceharzy el incremento fue menor. Por tanto, es
necesario aplicar mayores temperaturas para conseguir una completa ruptura de
la materia organica. En este sentido, 400°C durante 30 min generé lechugas con
un peso fresco de 10.5 g y 270°C durante 60 min unas lechugas de 2.97 ¢
(Figura 66). En un ensayo de fitotoxicidad con semillas Raphanus sativus L.,
Comino et al. (2017) reportaron que el tratamiento térmico de los SCG a 270°C
era suficiente para eliminar la toxicidad debido a la disminucién de compuestos
hidrofébicos por mineralizacion, volatilizacion y transformacion. Otros autores

(Lima et al., 2018) también reportaron que la adiciéon de biochar de la cascarilla
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del café (530°C durante 10 a 12 h bajo condiciones limitadas de humedad)
mejoro el crecimiento del maiz en un suelo arenoso. De manera similar, Kim et
al. (2014) reportaron que después de 4 semanas de cultivo, las raices del bok
choy tuvieron una mayor elongacién cuando fueron tratadas con SCGchar
(400°C durante 30 min) comparado con aquellas cultivadas sélo con SCG,
aunque tal elongaciéon fue menor que las muestras control (sin SCG). Vardon
et al. (2013) encontraron un resultado similar en la planta de sorgo, pero ellos
especificaron que para incrementar el rendimiento del cultivo fue necesario
acompanar la aplicacion del biochar con fertilizante inorganico.
Consecuentemente, la adicion de SCGchar podria parcialmente superar los
problemas de fitotoxicidad generados por la adiciéon de SCG.

La Figura 66 muestra el comportamiento del peso fresco de las lechugas
con diferentes productos derivados de los SCG. No hubo diferencias
estadisticamente significativas (p > 0.05) para las lechugas cultivadas con SCG-
frescos, etanol-SCG, SCG-H20O o SCG-hidro. Este hecho senala que aquellos
componentes de los SCG relacionados con la disminucién de la productividad
de las lechugas (como son los polifenoles) no fueron eliminados mediante
lavado con agua o con etanol, o mediante hidrolisis a altas temperaturas (Tabla
29).

En resumen, los SCG y sus bio-enmiendas derivadas, tienen dos posibles
comportamientos en relacién al crecimiento de las lechugas (Figura 66): i.
Cuando los polifenoles no son detectados (SCG-vermi, vermi-cabra vy
SCGecharyn, Tabla 30) las lechugas tienen un comportamiento similar o mayor
al de la muestra control NoBE. ii. Cuando los polifenoles siguen presentes
(SCG-frescos, comp-SCG, SCGceharay, etanol-SCG, SCG-H20 e SCG-hidro,

Tabla 30) la limitacion al crecimiento de las lechugas es evidente.
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4.7.4.Comparacion entre los SCG-frescos y otras bio-enmiendas

en relacion a los contenidos de Zn, Cu y Fe en lechugas

La adicion de SCG-frescos incrementd significativamente (p < 0.001) las
concentraciones de Zn, Cu y Fe en las lechugas (Tabla 31) en relacion a los
tratamientos NoBE y NoBE-inc. Este es un efecto positivo de la adicion de
SCG-frescos como enmienda organica de suelos agricolas ya que incrementa el
valor nutricional de las lechugas. Por el contrario, Cruz et al. (2014) encontraron
una disminucion de los niveles de Zn y Fe en las lechugas cultivadas en suelos
adicionados con diferentes concentraciones de SCG, y un incremento en Cu
solo a dosis altas (10 a 20%) comparado con aquellas cultivadas en suelos sin
adiciéon de SCG. Estos resultados no son comparables con los reportados en
esta tesis ya que el grupo de Cruz et al. (2014) no usa suelos agricolas reales,
sino que afiadio los SCG-frescos a turba lo que tiene influencia sobre las
caracteristicas nutricionales de las plantas (Ceglie et al., 2015).

El efecto barbecho no tuvo influencia sobre los niveles de Zn, Cu y Fe
en las hojas de lechugas cuando los suelos agricolas (0% SCG) fueron
previamente incubados durante 40 dias antes del comienzo del experimento (p
> (.05; Tabla 31). Resultados similares fueron obtenidos en lechugas cultivadas
con SCG-frescos cuando se compararon con las lechugas Inc-SCG (p > 0.05;
Tabla 31). Probablemente el tiempo utilizado para el efecto barbecho no fue
el suficiente para permitir la descomposicion de algunos de los componentes
de los SCG lo que facilitarfa la absorciéon de estos elementos por la lechuga.

La adicion de SCG-vermi disminuy6  significativamente las
concentraciones de Zn y Fe (p < 0.05), y Cu (p < 0.001) en las lechugas en
comparacion con las muestras adicionadas con SCG-frescos (Tabla 31). Estos
resultados son similares a aquellos reportados por Cruz et al. (2014) para SCG
compostados y podria estar relacionado con una reducciéon en la estructura del
carbono de los SCG, disminuyendo su capacidad quelante. En este sentido, el

vermicompostaje probablemente causé la descomposicion de algunos

253



componentes naturales y organicos de los SCG, especificamente melanoidinas
y polifenoles (T'abla 29), los cuales han sido reportados como agentes quelantes
que facilitan la absorciéon de elementos, y por tanto la disponibilidad por la
planta (Morikawa y Saigusa, 2011). Consecuentemente, el vermicompostaje
podria debilitar la disponibilidad de Zn, Cu y Fe. Especificamente para el Fe,
algunos investigadores han reportado cémo las melanoidinas de café pueden
quelar este elemento (Rufian-Henares y de la Cueva, 2009), lo que podria ser
una explicacion del incremento de Fe en la planta. Resultados similares han sido
establecidos por Coulibaly et al. (2018) describiendo un incremento en el
rendimiento de cultivo y una disminucion de Zn y Cu en Lagenaria siceraria
cultivada con vermicompost. Ademas, las lechugas cultivadas con comp-SCG
disminuyeron significativamente las concentraciones de Fe y con tendencia a la
significacion los niveles de Cu (p = 0.061), cuando se compararon con lechugas
cultivadas con SCG-frescos (Tabla 31). Este resultado podria ser explicado de
una manera similar que para el vermicompost de SCG.

De manera similar a lo reportado para el SCG-vermi, la adicion de
SCGcharyo disminuy6 significativamente los contenidos de Zn (p < 0.01), Cu
(» < 0.001) y Fe (p < 0.05) con respecto a las muestras cultivadas con SCG-
frescos (Tabla 31). Esto esta en linea con los resultados encontrados por Kim
et al. (2014) quieres establecieron que los SCGchar a 400°C retuvieron menos
cantidad de nutrientes por la formaciéon de complejos ligandos de metales que
precipitan a los minerales en la superficie de las particulas del suelo, aunque
otros investigadores encontraron un comportamiento contrario para biochar de

SCG en condiciones similares (a 450°C, Vardon et al., 2013).
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Tabla 31. Contenidos de Zn, Cu y Fe en lechugas (peso fresco) y cantidades
bioamisilables de Zn, Cu y Fe en suelos cultivadas/tratados, respectivamente,

con diferentes tratamientos de SCG.

SCG-frescos

0.189 £ 0.0292

0.711 £ 0.0212

Muestra Zn (mg/100g) Cu (mg/100g) Fe (mg/100g)

Lechugas
SCG-frescos 0.47 £ 0.152 3.37 £ 0.79* 12.9 £ 1.572
NoBE 0.18 + 0.03b¢ 0.81 £ 0.28¢ 5.19 + 3.96b¢
NPK 0.14 + 0.05b 0.11 + 0.06° 2.82+1.11b
NoBE-inc 0.14 + 0.02bd 0.26 + 0.064 4.91 £ 2.79bd
Vermi-cabra 0.22 + 0.04be 0.31 + 0.19be 3.21 + 1.99nd
Lechuga baby 0.32 + 0.01f 4.80 £ 0.25f 1.46 £ 0.13bf
SCG-inc 0.39 £ 0.11» 2.69 £ 0.422 12.3 £ 7.47%
SCG-vermi 0.26 £ 0.04s 0.35 £ 0.08¢ 5.74 + 2.83bs
SCG-comp 0.48 £ 0.13# 1.96 £ 0.63h 5.60 + 1.47bh
SCGchararo 0.58 £ 0.11h 2.40 £ 0.65* 15.8 £ 9.222
SCGcharap 0.21 £ 0.02" 0.65 £ 0.11 5.46 £ 0.80
SCG-etanol 0.38 £ 0.072 2.26 £ 0.522 10.6 £ 4.522
SCG-HO 0.47 £ 0.092 2.69  0.46 12.7 £ 3.982
SCG-hidro 0.44 £+ 0.092 3.12 £ 0.86* 17.2 £ 6.372

Suelos (Zp‘;z;’”imﬂable (Cp‘;ﬁg’mmﬂable Fe bioasimilable (ppm)

0.293 + 0.021>

NoBE 0.131 £ 0.006¢ 0.776 £ 0.009¢ 0.262 £ 0.0092b¢
NPK 0.132 £ 0.005P 0.836 £ 0.017> 0.256 £ 0.005%
NoBE-inc 0.126 £ 0.010bd 0.779 £ 0.0084 0.251 £ 0.003bd

Vermi-cabra

0.560 £ 0.047¢

0.816 + 0.023b¢

0.236 £ 0.025b¢

SCG-inc 0.163 £ 0.014f 0.710 £ 0.033# 0.260 + 0.0107
SCG-vermi 0.419 £ 0.0758 0.574 + 0.050f 0.314 £ 0.0237
SCG-comp 0.239 + 0.015" 0.623 £ 0.0218 0.257 £ 0.0092
SCGcharzro 0.134 £ 0.005b 0.684 + 0.024» 0.230 £ 0.006f
SCGcharap 0.123 £ 0.002b 0.656 £ 0.037h 0.214 + 0.004¢
SCG-etanol 0.170 £ 0.008# 0.709 £ 0.0492 0.279 £ 0.032¢b
SCG-HO 0.177 £ 0.010# 0.649 £ 0.021 0.287 £ 0.013~
SCG-hidro 0.178 £ 0.006* 0.958 *+ 0.025 0.290 £ 0.010#

Para las lechugas o las muestras de suelo, diferentes letras en la misma columna »s. 2 para SCG-frescos y Ppara NPK,
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). SCG, spent coffee grounds.
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En este sentido, Gunes et al. (2014) también reportaron una reduccioén
en la concentracién de Zu, Cu y Fe en lechugas cultivadas en suelos alcalinos
adicionados de biochar a 300°C derivado de estiércol de ave. Sin embargo, la
adicion de SCGecharyo incrementé (aunque no significativamente) la
concentracion de Cu y Fe en lechugas en relacion a las lechugas cultivadas en
SCG-frescos (Tabla 31). Este hecho puede ser debido a la presencia (aunque
escasa) de polifenoles (1.16 mg GAE/g, Tabla 29).

Para evaluar si el vermicompost derivado de los SCG puede ser una
buena alternativa en la agricultura organica, sus efectos fueron comparados con
el vermicompost de cabra (vermi-cabra). Las concentraciones de Zn, Cu y Fe
no fueron significativamente diferentes (p > 0.05) en las lechugas cultivadas con
SCG-vermi y vermi-cabra. Por tanto, el SCG-vermi podria ser considerado una
alternativa a los estiércoles vermicompostaje ya que aporta mas micronutrientes
y una mayor biomasa. El comportamiento similar entre ambos vermicompost
esta también relacionado al contenido en polifenoles, ya que no fueron
detectados en ninguno de ellos (Tabla 29).

La Tabla 31 muestra que las concentraciones de Zn, Cu y Fe en etanol-
SCG, SCG-H:0 e SCG-hidro no fueron significativamente diferentes (p > 0.05)
con respecto a las lechugas cultivadas con SCG-frescos, excepto para el caso
del Cu en las muestras cultivadas con etanol-SCG cuyos niveles disminuyeron
significativamente. Este hecho sefiala que los componentes de los SCG
(polifenoles) relacionados con la absorcién y la biodisponibilidad de elementos
(Zn, Cuy Fe), no se eliminaron mediante estos tratamientos (Tabla 29).

Las concentraciones de Zn, Cu y Fe en las lechugas cultivadas con SCG-
frescos fueron también comparadas con las lechugas baby (no cultivadas). Las
concentraciones de Zn y Fe fueron significativamente mas altas, mientras que
las de Cu fueron significativamente mas bajas (Tabla 31). Este incremento en
Zn y Fe en las lechugas cultivadas con los SCG frescos podria ser atribuido a

las altas cantidades aportadas por esta bio-enmienda, como se observa en la
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Tabla 6; esto podria estar relacionado con el mismo mecanismo previamente
mencionado: quelaciéon por medio de polifenoles u otros compuestos quelantes
aportados por los SCG frescos, lo que permite la movilizacion de estos
elementos hacia la planta. Sin embargo, el comportamiento del Fe es mas
complejo.

En el primer capitulo de Resultados y Discusiéon (Ensayo 1) hemos
reportado que el contenido de Cu, Zn y Fe disponible incremento
significativamente debido a la adicién d SCG ya que estos contienen mas
cantidad de Cu, Zn y Fe que lo suelos (Tabla 3), asi como otros investigadores
indicaron para el Cu (Cruz et al., 2014). Sin embargo, el incremento en Cu, Fe
y Zn no puede ser unica y exclusivamente atribuido a la entrada de estos
minerales por adiciéon de la bio-enemienda. Esto se evidencia por el hecho de
que, cuando los SCG son pirolizados, este procedimiento no elimina los
elementos minerales, sino que los concentra, ya que el rendimiento de la pirolisis
es de un 30% (Vardon et al., 2013). Sin embargo, la planta se enriquece cuando
se adiciona SCGcharzr, pero no se puede decir lo mismo para el caso de los
SCGecharyo. La principal diferencia entre ambos es que los polifenoles
desaparecen cuando los SCG son pirolizados a 400°C. Este hecho nos lleva
indudablemente a una hipétesis diferente que al aporte de micronutrientes.

Finalmente, la biodisponibilidad de Zn, Cu y Fe en los suelos adicionados
con diferentes bio-enmiendas derivadas de los SCG fue también analizada tras
el cultivo. Se encontré una disminucion significativa en las cantidades de Zn y
un incremento significativo en el Cu en los microcosmos sin adicion (NoBE,
NPK y NoBE-inc) con respeto a los microcosmos adicionados de SCG-frescos
(Tabla 31). Ademas, la adicion de SCG-frescos increment6 significativamente
las cantidades de Zn y Fe biodisponibles en el suelo en comparacién con
SCGcharaz y SCGceharago y Cu sélo para SCGeharson y SCG-H:0. Por otro lado,
la adicion de vermi-cabra, SCG-vermi y comp-SCG incrementd

significativamente el Zn biodisponible en el suelo en relacién al tratamiento con
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SCG-frescos. En la bibliografia, el compostaje y el vermicompostaje son
procesos que pueden incrementar la concentraciéon en metales pesados como el
Zn y el Cu, en el producto final (Brunetti et al., 2019) aunque resultados
contrarios han sido también descritos (Nogales et al., 2014). En cuanto al
biochar, Kim et al. (2014) encontraron que la adicién de SCGchars disminuyo
las cantidades de Zn y Cu biodisponibles, lo que coincide con nuestros
resultados (Tabla 31). Por otro lado, la adicion de SCG-hidro incremento
significativamente los contenidos de Cu biodisponible, lo que puede ser debido

al pH acido de esta bio-enmienda (Tabla 29).

4.7.5.Comparacion entre el tratamiento NPK y la adiciéon de

bio-enmiendas en relacion a los contenidos de Zn, Cuy Fe

Hay muchos trabajos en la bibliografia que comparan la agricultura
convencional con la fertilizacién organica en relacién a su impacto sobre el valor
nutricional de cultivos (Gomiero, 2018). En este sentido, las concentraciones
de Zn, Cuy Fe en las lechugas cultivadas con NPK fueron comparadas con las
lechugas cultivadas con el resto de los tratamientos. La fertilizacion inorganica
disminuy6 los contenidos de los tres micronutrientes en todos los casos, pero
esta disminucién fue solo estadisticamente significativa (p < 0.05) en el caso de
SCG-frescos, etanol-SCG, SCG-H20 e SCG-hidro, y sélo para Zn y Cu en el
caso de Inc-SCG y SCGchararo. De particular interés es la comparacion entre
los SCG-frescos y el NPK, doénde los SCG-frescos incrementaron
significativamente los contenidos de Zn (p < 0.001), Cu (p < 0.001) y Fe (p <
0.01) con respecto a las lechugas cultivadas con NPK (Tabla 31). Estos hechos
refuerzan la idea de que aquellos tratamientos que incrementan en mayor
medida el valor nutricional de las lechugas tienen compuestos quelantes que no
han sido eliminados o déonde la transformacion de estas moléculas no ha tenido

lugar. Otros autores reportan que la fertilizacion inorganica con P al suelo
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mejora el crecimiento del maiz, pero reduciendo las concentraciones de Cu y
Zn en las raices (Wu et al., 2017). Por el contrario, Pokhrel et al. (2015)
reportaron que los fertilizantes organicos disminuyeron las concentraciones en
planta de todos los micronutrientes cuando se compararon con los fertilizantes
inorganicos. Como ya hemos comentado en otras secciones de la tesis, el uso
de SCG frescos como fertilizante organico es una alternativa mas nutricional,
sostenible y respetuosa con el medio ambiente que la agricultura convencional
con fertilizantes inorganicos como la adicién de NPK. En este sentido, Kelly y
Bateman (2010) compararon las concentraciones de Zn, Cu y Fe en los cultivos
comerciales de lechuga organica y convencional, no encontrando diferencias
entre ambas practicas. De manera similar, Sofo et al. (2016) también observaron
que las concentraciones de Zn y Fe no cambiaron en lechugas con fertilizacion
organica, mientras que encontraron mayores niveles de Cu en estas lechugas.
No obstante, el comportamiento de las enmiendas organicas no es el mismo en
todos los casos. Asi, en este estudio, el tipo de enmienda organica,
vermicompost, biochar, hidrolizado, etc., influyé de manera diferente sobre los
niveles de Zn, Cu y Fe en lechugas (Tabla 31).

En cuanto a las cantidades biodisponibles de Zn, Cu y Zn en el suelo de
la Vega tras el cultivo, comparada con la adicion de NPK, se encontré un
comportamiento irregular entre los tratamientos (Tabla 31). La adicién de
SCG-frescos, vermi-cabra, Inc-SCG, SCG-vermi, comp-SCG, SCG-etanol,
SCG-hidro y SCG-H20O incrementé las cantidades de Zn biodisponible en
comparacion con la adicion de NPK. De manera contraria, el tratamiento con
NPK increment6 las cantidades de Cu biodisponibles en comparacién con
todos los tratamientos excepto para el SCG-hidro (Tabla 31). La adicion de
NPK también increment6 las cantidades de Fe en comparaciéon con SCG-H2O

e SCG-hidro, sin embargo, se vieron disminuidas en comparaciéon con

SCGcharzro y SCGehargoo.

259



4.7.6.Analisis de correlaciones y de componentes principales

(PCA)

El PCA (Figura 67) y los coeficientes de correlacion (Tabla 32) fueron
calculados para una matriz que contiene los elementos minerales en planta (Zn,
Cuy Fe) y los parametros de suelo (Zn, Cu, Fe biodisponible, pH, CE2s, C, N
total, relaciéon C/N y K y P disponibles). Las puntuaciones (scores) de cada
muestra fueron representadas superpuestas sobre las cargas (loadings) de cada
parametro (Figura 67). PC1 »5. PC2 fueron representados en un grafico de
dispersién y ambos explican conjuntamente el 59.37% de la varianza. Los
contenidos de Zn, Fe y Cu en lechugas y la relacién C/N aparecen juntos, con
puntuaciones altas en PC1, cerca de las muestras SCG-frescos, SCG-etanol,
SCG-H:0, Inc-SCG, SCGcharzr; esto establece una fuerte correlacion entre
los tres microelementos en las lechugas [Cuy Zn (r=0.777), Fe y Zn (r= 0.683)
y Fe y Cu (r = 0.699)] y también con la relaciéon C/N en el suelo [Cuy C/N (r
= 0.680), Zny C/N (r= 0.565) y Fe y C/N (r= 0.585)]. Estos resultados apoyan
la idea de que los tratamientos que incrementan en mayor medida el valor
nutricional de las lechugas con aquellos con una mayor C/N (Tabla 29) y
consecuentemente, incrementaron la relacion C/N en el suelo (Tabla 30).
Valores mas bajos de C/N corresponden a materiales organicos mas
estabilizados, en los que un mayor nimero de radicales libres ha desaparecido,
como es el caso de los polifenoles. Por tanto, mayores relaciones C/N pueden
estar asociadas con una mayor capacidad de retencion (Brunetti et al., 2019).
Las muestras vermi-cabra aparecen cerca del P disponible, del Zn biodisponible
y de la CE2s, ya que estas propiedades fueron mas altas en este tipo de muestras
(Tabla 31); asi, se encontraron correlaciones altamente significativas entre estas
variables: Py Zn (r= 0.498), P y CEa2s (r= 0.661), Zn y CEss (r = 0.768). En el
otro lado de la grafica, el pH aparece cerca de las muestras NoBE y NoBE-inc

ya que estas muestras tienen pH mas basicos. Cerca de estas muestras, el Fe
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aparece junto a las muestras NPK debido a que la adicién de este fertilizante

parece movilizar el Fe.

Puntuaciones en PC2 (26.19%)

® NOBE
® SCG-frescos
NPK
® NoOBE-inc
SCG-inc
SCG-vermi
SCG-comp
Vermi-cabra
SCGChar270
SCGChar400
SCG-hidro
SCG-etanol
SCG-H20

FE

pH

-4 -2 0 2 4
Puntuaciones en PC1 (33.18%)

Figura 67. Grafico superpuesto de las puntuaciones obtenidas del PCA para las

muestras (PC2 vs PC1) y cargas de los parametros del suelo y elementos minerales de las

lechugas. Zn_L, Zn en lechuga; Cu_L, Cu en lechuga; Fe_I, Fe en lechuga; Zn_S§, Zn en

suelo; Cu_S, Cu en suelo; Fe_S, Fe en suelo.
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Tabla 32. Coeficientes de correlacion lineal estadisticamente significativas.

Zn_ L Cu_L Fe L Zn_S Cu_sS Fe S pH EC C N CIN P K
Zn_ L
Cu_L 0.777™
Fe L 0.683™ 0.699™
Zn_S 0.370"
Cu_S 0.322"
Fe S
pH -0.508™
EC 0.768™ -0.672™
C 0.622™ 0.542™ 0.506™ -0.517"
N 0.479™ 0.420™ -0.636™ -0.375" 0.358" 0.821™
CIN 0.565™ 0.680™ 0.585™ -0.469™ 0.694™
P 0.498™ -0.365" 0.661™
K 0.511™ 0.431™ 0.486™ -0.433™  -0.482™ 0.693™ 0.734™

Significacién estadistica: * p <0,05; ** p <0,01. Zn_L, Zn en lechuga; Cu_L, Cu en lechuga; Fe_L, Fe en lechuga; Zn_S, Zn en suelo; Cu_S, Cu en suelo,

Fe_S, Fe en suelo.
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4.7.7.Consideraciones finales

En resumen, la adiciéon de SCG frescos y sus bio-productos derivados
como enmiendas organicas de suelos en un ensayo  vitro tuvo efectos
diferentes en el sistema suelo-planta, lo que puede ser principalmente atribuido
a las diferentes cantidades de polifenoles en cada tipo de bio-enmienda. Estos
compuestos desaparecen completamente cuando los SCG  fueron
vermicompostados o pirolizados a 400°C. De hecho, aquellas bio-enmiendas
con altos o medios contenidos de polifenoles (SCG-frescos, SCGcharzn, SCG-
etanol, SCG-H20O e SCG-hidro) limitaron el crecimiento de las plantas, pero
mejoraron los niveles de Zn, Cu y Fe comparado con las bio-enmiendas con
cero o contenidos muy bajos de polifenoles (SCG-vermi, comp-SCG vy
SCGecharqn). La fertilizacion convencional con NPK produce lechugas con una
mayor biomasa, pero con bajos contenidos en Zn, Cu y Fe comparado con el
resto de bio-enmiendas. Por tanto, una mayor productividad y alimentos mas
nutritivos parecen ser incompatibles al mismo tiempo. Este hecho establece que
la investigacion futura en este campo deba estar centrada en el desarrollo de
mezclas adecuadas de SCG-frescos o bio-enmiendas derivadas con NPK
(fertilizante inorganico) para mejorar tanto la productividad de la lechuga como
el contenido de elementos para finalmente mejorar el valor nutricional de las

lechugas.
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4.8. ENSAYO 8. BIOENMIENDAS DERIVADAS DE LOS
POSOS DE CAFE Y SU INFLUENCIA EN LA
DINAMICA DEL CY N

4.8.1. Antecedentes

Mas de 120 millones de Mg de bio-residuos se generan anualmente en
Europa, los cuales se vierten en vertederos y solo una pequefia parte se incinera
(Chojnacka et al., 2020). Una alternativa a este problema ambiental es la llamada
economia circular, que es un proceso que mantiene los recursos dentro de la
economia el mayor tiempo posible y elimina los desechos; estos recursos se
pueden utilizar una y otra vez y crear productos de alto valor afiadido (COM /
2014/398 / EC).

En linea con este novedoso concepto, se han utilizado ampliamente
diferentes métodos de valorizaciéon de la biomasa. El mas popular es el
compostaje (dentro del cual destaca el vermicompostaje), pero en los dltimos
afios se han utilizado otro tipo de técnicas para la transformacion de materias
primas, como la digestién anaerdbica, incineracidn, gasificacion, pirolisis o
carbonizacion hidrotermal (Chojnacka et al., 2020; Wang et al., 2018). La
conversion termoquimica es la forma mas frecuente de transformacion de los
residuos agricolas (como los SCG) debido a su naturaleza lignoceluldsica (Cao
et al., 2017). Los subproductos resultantes de la pirolisis y el proceso de HTC
se conocen como biochar e hidrochar (Kambo y Dutta, 2015). Estos
subproductos se han caracterizado por diferentes procedimientos: analisis
elemental (C, N, H, O) y proximal (carbono fijado, materia volatil, cenizas),
relaciones H/C y O/C, motrfologia supetficial, area superficial, anilisis
termogravimétrico, etc. (Afolabi et al., 2020; Kim et al., 2017; Yu et al., 2019).

A pesar de que el uso de subproductos, como son el biochar, el hidrochar
o el vermicompost, como enmienda organica de suelos no es un concepto

nuevo, existe mucho interés en valorar este tipo de residuos desde el punto de
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vista agronémico-ambiental. Por ejemplo, el efecto del biochar y del hidrochar
sobre las emisiones de gases de efecto invernadero se ha reflejado en los trabajos
de Shalini et al. (2020), Schimmelpfenning et al. (2014) o Kamman et al. (2012).
También se ha estudiado el impacto de este tipo de productos en la dinamica
del Cy N (Bera et al., 2021; Galvez et al., 2012; Nguyen et al., 2017; Song et al.,
2020).

La transformaciéon de los SCG como residuo dentro de un esquema de
economia circular genera productos de alto valor afiadido y otros residuos de
segunda generacion con un alto contenido de C que deben ser valorados desde

el punto de vista agricola.

4.8.2.Propiedades de los SCG y de las bio-enmiendas derivadas
de los SCG

Las propiedades fisicoquimicas de los SCG y de las bio-enmiendas
derivadas de los SCG se muestran en la Tabla 33. La nomenclatura usada
durante este capitulo de resultados y discusion sera la siguiente: SCG, biochar
de SCG a 270°C (B270), biochar de SCG a 400°C (B400), hidrochar de SCG a
160°C (H160), hidrochar de SCG a 200°C (H200), vermicompost de SCG (VC),
SCG desengrasado (SCGy), biochar de SCG desengrasado a 270°C (B270q) y
biochar de SCG desengrasado a 400°C (B4004). El tnico tratamiento que no
incremento el C con respecto a los SCG es el vermicompostaje. Dentro de los
tratamientos, los que mas incrementaron el C fueron las pirolisis y en menor
medida la HT'C. El desengrasado parece incrementar la eficiencia de la pirolisis
en la concentracion de C. Los mayores contenidos de N corresponden al VC
seguido de ambos biochars a 400°C. Como consecuencia, los valores de C/N
se encuentran en un rango entre 7 para el VC y 25 para el H200. Los biochars
son los residuos con mayor contenido en C fijado y menor en materia volatil y

los hidrochars y ambos
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Tabla 33. Propiedades composicionales y quimicas de los SCG y de las bioenmiendas derivadas de los SCG.

Analisis elemental (%) Analisis proximal (%o) LOI CE CaCO: WSC  WSN  NILN NO.N
25 3 4+ 5

Residio C N H O C/N  Humedad Cenizas VA€M Cony PRo@smty %) (geh) mgg) mgg) (ggh)
volatil  fijado

SCG 48.0 2290 7.58 42.1 21 7.53 145 8455 1397 98,58 54  9.00 0.15 2592 374 11.6 2.59
B270 58.1 3.157 6.67 32.1 18 4.06 2.09 6870 29.20 9791 6.4  3.15 0.18 6.56 0.72 7.64 nd
B400 69.8 4.253 5.78 20.2 16 2.53 372 38.83 57.21 9653 84 1.78 0.34 0.63 0.5 3.12 nd
H160 52.0 2210 8.08 37.7 24 3.58 0.41  86.10 13.45 99.64 4.6 4.41 0.08  31.36 3.8 160.53 6.37
H200 62.6 2470 7.62 273 25 3.46 0.54 7342 26.02 9949 39 425 005 37.65 472 47.41 1.30
vC 40.6 5.77 5.60 48.0 7 1038 19.11  63.38 18.31 80.09 7.8 48.28 234 1085 296 58.39  21.61
SCGq 488 2060 7.73 409 19 8.01 1.60 83,55 14.85 98.42 54 112 0.19 2646  3.99 20.19 1.07
B2704 63.0 4.09 6.15 26.8 15 4.85 3.07  60.72 36.59 96.55 59  5.60 0.32 4.67 0.58 13.37 nd
B4004 722 446 599 174 16 4.06 285 46.30 50.32 97.68 8.6 220 0.23 0.94 0.22 3.03 nd

LOI: pérdida por ignicién; CEas: conductividad eléctrica medida a 25°C; WSC: carbono soluble en agua; WSN: nitrégeno soluble en agua; nd, no detectado; SCG, posos de café; B270,
biochar producido a 270°C; B400, biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar producido a 200°C; VC, vermicompost; SCGgq, posos de café
desengrasados; B2704, biochar producido a 270°C a partir de SCGg; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGa.
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SCG (desengrasados y no desengrasados) presentan el comportamiento
contrario. El C fijado es mayor en ambos biochars a 400°C y menor en los
SCG y H160. El contenido en cenizas varia entre 0.41 y 3.72%, excepto para el
VC, el cual tiene una cantidad de cenizas del 10%. Debido a su alto contenido
en cenizas, el LOI del VC es bastante bajo comparado con el resto de las
enmiendas, que se encuentran en un rango entre 96-99 %.

En cuanto al pH y la conductividad eléctrica (ambas propiedades
importantes en la dinamica de los nutrientes del suelo), los hidrochars ylos SCG
tuvieron un comportamiento acido mientras que el B400 y el VC fueron
residuos basicos. Ademas, el VC tuvo un valor extremo de salinidad (48 dS /
m) y el valor mas alto de carbonatos (2.34%), lo que corrobora su mayor
concentracion en materiales inorganicos. En cuanto a las formas solubles de C
y N, los SCG y los hidrochars tuvieron los valores mas altos, por el contrario,
la cantidad de estas formas en los biochars fue minima (Tabla 33). Los residuos
también diferfan en su composicion en las distintas formas de nitrégeno. El
NH.4-N vati6 entre 3 pg/g (ambos biochars a 400°C) y 160 pug/g (H160). No se
detecté NOs-N en los biochars y el VC presenté un alto contenido de este
nutriente.

Los diferentes tratamientos aplicados a los SCG (pirolisis, HTC,
vermicompostaje y desgrasado), también modificaron la estructura fisica de los
SCG, lo que se observa en las imagenes SEM (Figura 68). La Figura 68a
muestra una estructura porosa tipica de los SCG con los poros
(aproximadamente 30 pm) rodeados de la pared de celulosa. Debido al proceso
de pirolisis, la estructura de la particula B400 (Figura 68b) muestra una forma
de panal, con paredes mas delgadas y con poros que parecen ser mas tubulares.
Sin embargo, el proceso HTC gener6 una modificacion de la estructura,
llenando los poros de diversos materiales carbonosos (Figura 68c). La particula

correspondiente al vermicompost no mantiene ninguna caracteristica

267



estructural del grano de café. Corresponde a una estructura aglomerada tipica

de la digestion de las lombrices (Figura 68d).

Figura 68. Imigenes SEM. a) SCG); b) Biochar a 400°C (B400); ¢) Hydrochar a 200°C
(H200); d) Vermicompost (VC)

4.8.3. Emisiones de CO; y C remanente

La dinamica y la cantidad total de CO: emitida durante el periodo de
incubacién se muestran en la Figura 69. La adicién de H160 y H200 provoco
un aumento rapido y significativo alcanzando un pico maximo de emision a los
2 dfas seguido de una tendencia decreciente (Figura 69a). Este hecho fue
corroborado por los valores mas altos de CO,-C total emitidos por ambos
hidrochars (Figura 69b). La adicion de ambos SCG también generé un
aumento, pero con picos en diferentes momentos de incubacion: SCG en los 2
primeros dias y SCGq posterior a los 2 dias, ambos generando un CO»-C total
emitido muy similar. La adicién de B400 y B4004 no modificé la generacion de

COxz con respecto a la muestra de control. La adicion del resto de subproductos
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(B270, B2704 y VC) dan como resultado emisiones de CO: con valores

intermedios.
0,5
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Figura 69. Emisiones de CO; de los suelos incubados. a) durante los primeros 10 dias, b)
*COz acumulado a los 30 dias. SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C; B400,
biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar producido
a 200°C; VC, vermicompost; SCGy, posos de café desengrasados; B2704, biochar producido
a 270°C a partir de SCGq; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGa.

La cantidad de C agregado al suelo (Tabla 34) fue menor para VC y
mayor para el biochar y varié entre 9.95 y 18.03 (ug/g) para VC y B400,,
respectivamente. El Cr en el suelo estimado ajustando la descomposicion del C
agregado a un modelo de dos compartimentos se muestra en la Tabla 34 (como
g de C agregado kg de suelo) y la Figura 70 (como% de C agregado). SCG,
SCGq, H160 y H200 generaron la tasa mas alta de mineralizacion con una alta
“active pool” (f = 4.18, 5.79, 2.98 y 5.72%, respectivamente) y el maximo k2
(Tabla 34). Por el contrario, el porcentaje de Cr en el suelo cuando se agregaron

B400 y B4004 es cercano al 100% (Figura 70), lo que es corroborado por la
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fraccion mas baja de C de la “active pool” (f = 0.2) y la menor tasa de
descomposicion “slow pool” (k2 cerca de 0) (Tabla 34). VC y B270 tuvieron
un comportamiento similar a los biochars a 400 © C, pero menos acentuado.
El coeficiente de humificacion (4 en porcentaje, Tabla 34) indica el
potencial de secuestro de C de los subproductos de SCG en 1 afio. Segun este

parametro, los residuos se pueden clasificar de la siguiente manera: B400>

B4004> VC> B2704> B270> H200> SCG4> H200> SCG> H160 (Tabla 34).

Tabla 34. Ecuacion obtenida al ajustar el patréon de descomposicion del C en el suelo a un

modelo de dos compartimentos. Valores caracteristicos de C.

Muestra (gccaigfiiil) Ecuacion e E;?f iy 7 (9)20°C
SCG 1199 Cr (9 = 4.18 x c02081 + (100 - 4.18) x 2003 10.41 28.11
B270 1454 Cr(f) = 1.81 x 01565 + (100 - 1.81) x 0007 14,00 77.01
B400 1746 Cr () = 0.20 x ¢ 0189 + (100 - 0.20) x 000 17.44 99.80
H160 13.00  Cr(f) = 2.98 x ¢ 0311 + (100 - 2.98) x 0036 11.34 25.70
H200 1564 Cr(f) =572 x 0199 + (100 - 5.72) x 0020 13,86 45.11
\(e 1015 Cr () = 1.25 x ¢02267 + (100 - 1.25) x 09003 9,95 88.59
SCGy 1220 Cr () =5.79 x ™52 + (100 - 5.79) x 0927 1059 35.42
B270, 1575 Cr () = 0.29 x ™94 + (100 - 5.79) x 0004 1553 86.50
B400, 1805  Cr () = 0.09 x M6 + (100 - 5.79) x 09000 18,03 99.55

Cr = /X etk9 + (100-f) X et*29; donde, f: fraccién de C de la “active pool”; kl: constante de la tasa de
descomposicién para la “active pool”; k2: constante de la tasa de descomposicién para la “slow pool”.

Csoq: fraccion del C afiadido remanente en el suelo después de 30 days de incubacion; h, coeficiente de
humificacién: fraccién de materia organica exdgena que permanece en el suelo después de 1 afio en base a una
temperatura media anual de 20 © C. SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C; B400, biochar
producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar producido a 200°C; VC,
vermicompost; SCGy, posos de café desengrasados; B2704, biochar producido a 270°C a partir de SCGg; B4004,
biochat producido a 400°C a partir de SCGa.
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Figura 70. Fraccién restante de C organico residual en el suelo a lo largo del tiempo
con respecto al C total agregado. SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C;
B400, biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar
producido a 200°C; VC, vermicompost; SCGy, posos de café desengrasados; B2704, biochar
producido a 270°C a partir de SCGq; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGa.

4.8.4.Formas de Cy N

A los 2, 7 y 30 dias, la adicion de subproductos de SCG aument6
significativamente (p <0.05) el contenido de EC excepto para las muestras
B400, B2704 y B4004 (Figura 71a). Los valores mas altos de EC se observaron
en la muestra adicionada con H200 alcanzando el valor de 730 pg/g ya que este
residuo proporciona la mayor cantidad de WSC (Tabla 33). El EC disminuyo
significativamente durante el tiempo de incubacién, a excepcion de la muestra
H160, que disminuy6 entre 2 'y 7 dias y aumento hasta el dia 30. A pesar de esta
reduccion, la adicion de algunos subproductos (SCG, H160, H200, VC y SCGu)

mantuvo valores de EC mas altos que el control al final de la incubacién.
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Figura 71. Formas de C and N a 2, 7 y 30 dfas de incubacién. Letras distintas indican
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). EC, carbono extraible; EN, nitrégeno
extraible; BC, carbono de la biomasa microbiana; BN, nitrégeno de la biomasa microbiana;
SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C; B400, biochar producido a 400°C;
H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar producido a 200°C; VC,
vermicompost; SCGy, posos de café desengrasados; B2704, biochar producido a 270°C a
partir de SCGq; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGu.

En los tres tiempos ensayados, el tratamiento que increment6 en mayor
medida el EN con respecto a la muestra control, fue la adicion de VC
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alcanzando el valor mas alto a los 30 dfas de incubacién (77 pg/g, Figura 71c).
Por el contrario, la adicion de SCG, B270, H160, SCGq disminuy6
significativamente (p <0.05) el contenido de EN. El resto de subproductos
(B400, B2704 y B4004) no modificaron significativamente el valor de la muestra
control. Durante el tiempo de incubacién, el EN disminuy6 significativamente
(p <0.05) en el caso de SCG, B270, H200, SCGq4 y B2704, y el resto de
subproductos tuvo un comportamiento irregular.

La adiciéon de subproductos de SCG, a excepcién de ambos biochars a
400 °C, incrementd el contenido C y N de la biomasa microbiana (BC y BN,
respectivamente) (Figura 71b y d). Los incrementos mas importantes en BC y
BN fueron causados por la adiciéon de SCG, H160 y SCGq a los 2 y 7 dias.
Durante el tiempo de incubacién, la BC y la BN disminuyeron en la mayoria de
las muestras de suelo.

La adiciéon de subproductos de SCG modifico significativamente (p
<0.05) los contenidos de nitratos y amonio y consecuentemente el valor de N
mineral neto (Tabla 35). La adicion de B270, H160, H200 y SCGq
disminuyeron significativamente (p <0.05) los contenidos de NO3-N del suelo
en comparacion con la muestra de control en el segundo dia de incubacién. El
unico tratamiento que incremento significativamente el contenido de NOs™ fue
el VC. En cuanto al tiempo de incubacion, existe un comportamiento irregular
entre los tratamientos. Por ejemplo, las muestras control, B400, VC y B4004
tienden a incrementar los nitratos hasta los 30 dias de incubacién, mientras que
la adicién de SCG, H160, H200, SCGq disminuy6 el NOj3™ entre 2 y 7 dias y
aument6 hasta los 30 dias. Los valores de NH4" son muy bajos en todos los
casos, lo que dificulta el comentario.

El dnico tratamiento que incremento significativamente el contenido de
NH,4" del suelo fue la adicion de VC a los 2 dias. EI N mineral neto tiene un
balance negativo en todos los casos, excepto en la muestra VC. Los balances

mas negativos tienen lugar en las muestras SCG, B270, H160, H200 y SCGu.
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Los balances mas cercanos a 0 corresponden a los biochars de 400 °C alos 2y
7 dias. Los balances negativos aumentan relativamente después de 30 dias.
La adicion al suelo de todos los subproductos de SCG no permitié que

las emisiones de N2O aumentaran durante todo el periodo de incubacién.

Tabla 35. NOs, NH;" and N mineral neto después de 2, 7 y 30 dias de incubacion.

NOs (ug N-NO5 g NH4* (ug N-NH4* g1) N neto mineral (ug N g)
Muestra 2dias 7dfas 30 dfas 2dias  7dfas 30 dias 2 dias 7 dfas 30 dias
Control 28.59¢  27.26¢ 37.64¢ 0.28*  0.002 1.02* - - -
SCG 2.42b 0.15° 0.74* 0.40*  0.66bc 1.27% -26.06* -26.45*  -36.65*
B270 17.03¢  5.17b 6.44b> 0.11*  0.08 1.43* -11.74*  -22.01*  -30.79*
B400 26.94¢ 24,594 31.164 0.27*  0.56b¢ 1.47% -1.67* 2117 -6.03*
H160 0.00:  0.002 0.89* 0.67*  0.002 2.73b -28.20c -27.26>  -35.04
H200 0.007 0.08’ 0.79* 0.58*  0.47bc 1.56* -28.294  -26.714  -36.31d
VvC 33,57f  38.48f 46.24f 2.58>  0.26% 1.50* 7.27¢  11.48f 9.08f
SCGy 9.29¢ 0.06" 0.73* 0.52*  0.87¢ 1.59% -19.07>  -26.32*  -36.34*
B2704 26.63¢  22.84¢ 20.26¢ 0.31*  0.002 1.40? -1.944 441« -17.00¢
B4004 28.15¢  25.064  28.91d 0.422  (0.51bc 1.42% -0.314  -1.684 -8.33d

Diferencias estadisticamente significativas son indicadas mediante diferentes letras en la misma columna (p < 0.05). SCG,
posos de café; B270, biochar producido a 270°C; B400, biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C;
H200, hidrochar producido a 200°C; VC, vermicompost; SCGgq, posos de café desengrasados; B2704, biochar producido a
270°C a pattir de SCGg; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGg.

4.8.5.Caracterizacion de las bio-enmiendas derivadas de los

SCG

Los diferentes tratamientos aplicados a los SCG (“slow pirolisis”,
carbonizacion hidrotermal, vermicompostaje y desengrasado) modificaron de
manera diferente las caracteristicas fisicoquimicas iniciales de esta materia
prima. En cada uno de los tratamientos mencionados, estas propiedades
también se vieron influenciadas por las condiciones del proceso, como la
temperatura o el tiempo de residencia.

Los resultados obtenidos para los biochars (Tabla 33) indicaron que a
mayor temperatura de pirolisis, mayores fracciones carbonizadas y cenizas y
menos materia volatil, lo que coincide con los resultados de Chatterjee et al.
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(2020), Tomaczyk et al. (2020) y Kambo et al. (2015). El aumento en el
contenido de C y N debido a la pirolisis también fue reportado por Stylianour
et al. (2020) y Tangmankonworakoon (2019) para el biochar de SCG, y esta
relacionado con la formacién de hidrocarburos aromaticos estables y la ruptura
termoquimica de C-H y C-C (Das et al., 2021). La disminucioén en el contenido
de oxigeno e hidrégeno (Tabla 33) se ha atribuido a la pérdida de didéxido de
carbono, agua de monoéxido de carbono e hidrocarburos (Gai et al.,, 2014). El
contenido de WSC es minimo en B400, lo que se explica que, a esta
temperatura, aproximadamente el 80% de C labil de la biomasa se transfiere a
una fraccion recalcitrante (Das et al., 2021). En el caso de B270, la cantidad de
WSC es mayor debido a la menor temperatura aplicada.

La carbonizacién hidrotermal (HTC) de los SCG aument6 el contenido
de carbono y carbono fijado (Tabla 33) que se atribuye a reacciones de
deshidratacion y descarboxilacion que tienen lugar durante el proceso (Afolabi
et al., 2020; Kim et al., 2017), ya que el 60-84% del carbono puede retenerse en
el hidrocarburo (Libra et al., 2011). Las elevadas cantidades de WSC detectadas
en los hidrochars (Tabla 33) no concuerdan con los procesos termoquimicos
que senalan otros autores. Asi, segin Wang et al. (2018), durante el proceso
HTC se produce la hidrélisis de las moléculas dando lugar a fragmentos mas
cortos y posteriormente se producen reacciones de deshidratacion,
condensacion y polimerizacion. Sin embargo, estas reacciones dependen del
tiempo de residencia y de la temperatura aplicada (Wang et al., 2018). El proceso
HTC aplicado en este ensayo (160 y 200 ° C durante 1 hora), parece no ser
suficiente para dar lugar a las reacciones de condensacion y polimerizacion. En
la misma linea, Song et al. (2020) indicaron que el proceso HTC es mas débil
que la pirolisis y una gran parte del carbono organico disuelto no esta
completamente polimerizado, lo que conduce a una mayor concentraciéon de

WSC en estos residuos.
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El vermicompostaje de los SCG redujo el contenido de carbono total e
increment6 el nitrégeno, lo que conduce a una reduccion en la relacion C/N
(Tabla 33) lo que esta en completo acuerdo con Liu y Price (2011). La
conservacion de N en el vermicompost derivado de los SCG se atribuye en
parte al mayor contenido de aceite en los SCG (Liu y Price, 2011) o la naturaleza
rica en N de los SCG (Adi y Noor, 2009). Sin embargo, hay una pérdida de
WSN cuando los SCG son vermicompostados, lo que coincide con los
resultados de Alidali et al. (2016) para otros tipos de residuos.

Por otro lado, el proceso de desengrasado no parece tener efectos
sustanciales sobre las propiedades fisicoquimicas de los SCG (Tabla 33). Por
el contrario, otros autores (Vardon et al., 2013), encontraron diferencias entre
los SCG desengrasados y los SCG no desengrasados en propiedades
relacionadas con el uso de energia. En cuanto a los biochars derivados de los
SCG desgrasados, se observan algunas diferencias con los derivados del SCG
no desengrasados. LLa mas llamativa de estas diferencias son los contenidos de
Cy N, algo mas altos en el B2704 y B4004 (Tabla 33). Este hecho coincide con
lo indicado por Vardon et al. (2013), el cual reporta que el principal objetivo del
desengrasado es generar una mejor carbonizacién durante el proceso de
pirolisis. Sin embargo, estas diferencias no han sido muy significativas en cuanto
a la influencia de estos residuos en la dinamica de C y N, como se vera mas
adelante.

Las modificaciones composicionales de los diferentes subproductos de
los SCG con respecto al SCG también pueden entenderse a partir del diagrama
de van Krevelen (Figura 72) obtenido con los datos del analisis elemental
(Tabla 33). La representacion de la relacion atémica H/O frente a la relacion
atémica O/C indica que los SCG y los SCGy exhiben relaciones H/C-O/C mas
clevadas que las muestras de hidrochar y biochar. La menor relacién O/C esta
relacionado con los procesos de descarboxilacién y la menor relacion O/H con

los procesos de deshidratacion. El HTC y el proceso de pirolisis mueven las
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proporciones atémicas de la parte superior derecha a la inferior izquierda. En
el caso del H200, las relaciones H/C y O/C disminuyeron entre un 30 y un
100%, con respecto al SCG. La pirolisis a 400 °C generd subproductos con las
relaciones H/C y O/C mas bajas. El VC mostr6 una relacion O/C mas alta.
Especificamente para los SCG, Afolabi et al. (2020) encontraron que las
relaciones H/C y O/C de los hidrochars de SCG disminuyeron de manera

similar a nuestros resultados.
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Figura 72. Diagrama Van-krevelen. SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C;
B400, biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar
producido a 200°C; VC, vermicompost; SCGg, posos de café desengrasados; B2704, biochar
producido a 270°C a partir de SCGg; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGa.

La Figura 68 muestra importantes diferencias entre las particulas SCG y
las correspondientes a B400, H200 y VC. Estas diferencias se pueden explicar
por la estructura del grano de café procedente de la planta del Cafeto y por los
procesos piroliticos, HTC y vermicompostaje que sufren las particulas de SCG.
Segun Fadai et al. (2017), la estructura de un grano de café verde esta compuesta

por una matriz intercelular con celulosa, galactomananos, arabinogalactanos,
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lignina, agua ligada y carbohidratos estructurales. Esta estructura contiene
bolsas de células biologicas con agua, proteina de aceite, azucar, etc. Las
particulas de SCG provienen de esa semilla tostada, molida e hidrolizada a baja
temperatura para obtener la bebida de café. La Figura 68a corresponde a una
particula de SCG y muestra un vaciado parcial de las bolsas, lo que conduce a
una cierta porosidad, también sefialada por otros autores (Ballesteros et al.,
2014). En la muestra B400 se observa una estructura porosa tipo panal (Figura
68b), generada, como sefialan algunos autores (Kambo y Dutta, 2015; Stylinaou
et al., 2020) por la liberaciéon de los compuestos organicos mas volatiles. Este
hecho se ve corroborado por la disminuciéon de la materia volatil en las muestras
de biochar (Tabla 33). Las particulas de residuos de H200 (Figura 68c)
muestran una morfologia diferente a la de los biochars. Los poros estan llenos
de materiales, lo que coincide con Kambo y Dutta (2015). La obstruccién de
los poros se debe a la liberacién de compuestos solubles generados durante el
proceso de HTC como lo indican Song et al. (2020) y es consistente con un
incremento de la materia volatil en H200 con respecto a B400 (Tabla 33). La
morfologia de las particulas VC revela la destruccion del residuo SCG ya que

no se aprecian estructuras de la semilla (Figura 68d).

4.8.6.Dinamica del C en el suelo

El analisis de evolucion de CO; y Cr, mostré dos patrones principales y
muy bien diferenciados (Figura 69 y Figura 70): SCG, SCGq, H160 y H200
generaron mayores flujos de COz y consecuentemente menor Cg, mientras que
biochars y VC no cambiaron o aumentaron levemente las emisiones de COx.
La unica excepcion fue representada por B270 que mostré un comportamiento
intermedio entre estos dos patrones generales. Estos resultados concuerdan con

los de Galvez et al. (2012), los cuales muestran un potencial de secuestro de C
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y emisiones de CO2 muy diferentes de los residuos del proceso de bioenergia
fuertemente relacionados con su composicion y propiedades.

Como se indic6 anteriormente, el comportamiento de SCG e hidrochars
es similar dado que son los residuos mas labiles probados. Zhang et al. (2014)
afirmaron que la adicion de SCG aument6 las concentraciones de carbono
organico disuelto y como resultado aument6 la tasa de respiracion del suelo
alcanzando 0.06 pg CO,-C ¢! min', un resultado muy similar al de nuestro
estudio (aproximadamente 0.1 pg CO»- C g min™', Figura 69). Con respecto a
los hidrochars, nuestros resultados estan en concordancia con los de Bargmann
et al. (2014b) y Kamman et al. (2012), los cuales indicaron que los hidrochars
exhibfan emisiones de CO. significativamente mas altas que los biochars.
Especificamente, Bargmann et al. (2014b) encontraron que la adiciéon de
hidrochars en una dosis del 2% generaba un pico maximo de 0.17 ug CO»-C ¢
' min", similar a los hidrochats de SCG (Figura 69). Este hecho podtia
atribuirse a la presencia de C menos poliaromatico y al predominio de
compuestos alifaticos (Islam et al., 2021) haciendo que los hidrochars sean
menos estables que los biochars (Bargmann et al., 2014b; Islam et al., 2021,
Kamman et al., 2014b; Kamman et al., 2021). Segin Eibisch et al. (2013), las
principales causas de la degradabilidad de los hidrochars estan relacionados con
una gran cantidad de grupos funcionales hidréfilos, una baja relacion C/N y un
bajo contenido de lignina. En nuestro caso, los SCG, por su composicion,
podrian generar hidrochars con un comportamiento imprevisible, ya que tienen
cantidades apreciables de lignina en su composicioén, pero también proteinas,
azucares (Alves et al., 2017). En los hidrochars ensayados ha predominado el
caracter labil de los compuestos mas degradables, como se muestra en los
resultados del trabajo (Tabla 33). Un indicador de su estabilidad son sus
relaciones molares H/C y O/C (Figura 72) que, segun lo indicado por
Schimmelpfenning y Glaser (2012), corresponde a residuos de baja estabilidad.

En cuanto al Cr de los SCG y los hidrochars, los resultados a los 30 dfas son
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similares al Cg con harina de colza o residuo de bioetanol (Galvez et al., 2012),
considerados por estos autores como residuos labiles.

Por el contrario, los biochars son los residuos menos alterables ya que
tienen pequefias cantidades de WSC y altas cantidades de carbono fijado (Tabla
33), lo que explica la baja generacion de COz y el alto C que queda cuando estos
subproductos derivados de los SCG se agregan al suelo (Figura 69 y Figura
70). Zhang et al. (2014) también reportaron que la adicion de biochar de SCG
no aumento significativamente la respiracion del suelo durante la incubacion.
La temperatura de pirolisis influye en este comportamiento: cuanto menor es la
temperatura, mayores son las emisiones (Ameloot et al., 2013), siendo los
productos B270 y B2704 mas estables que los SCG e hidrochars y mas labiles
que el biochar producido a temperaturas mas altas. Segun Zhang et al. (2014),
los biochars producidos a bajas temperaturas (250 y 400 ° C) aumentaron las
tasas de respiracion del suelo, lo que podria estar relacionado con las fracciones
de C mas labiles del biochar (compuestos no pirolizados). Esta afirmacion
coincide parcialmente con el comportamiento del B270, pero no con el B2704
ni con los biochars a 400 °C (Figura 69 y Figura 70). El comportamiento del
B2704, mas cercano a B400 y B4004, podria explicarse segun lo indicado por
Vardon et al. (2013), los cuales afirmaron que el desengrasado de los SCG
aumenta el rendimiento del proceso de pirolisis. Los resultados de este estudio
estan en linea con los resultados de Galvez et al. (2012) los cuales encontraron
que el biochar obtenido mediante pirolisis lenta resulté en un Cr mas alto
debido a un alto contenido de reserva de C de degradacion lenta. El efecto del
biochar sobre las emisiones de CO: es controvertido en la literatura: algunos
estudios reportan que la adicién de este subproducto reduce las emisiones de
CO2 0 no provoca ningun efecto en la emisién de CO. y otros estudios reportan
incrementos de emisiones de COz en los primeros dias de incubacién (Shalini
et al., 2020). El VC tiene concentraciones intermedias de WSC (10.83 pg/g,

Tabla 33) y consecuentemente, su adiciéon no generd altas emisiones de COq,
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nunca superando el limite de 2 mg ¢! dia’ (limite establecido para considerar
un compost “muy estable”, Santos et al., 2017). Esta estabilidad fue
cotroborada por su baja relacién C/N (Tabla 33). Comparando con la
respiracion generada por otros tipos de compost reportados en la bibliografia
(Galvez et al.,, 2012), la adicion de VC gener6 10 veces mas CO2 que el compost
de residuos domésticos y el compost de sarmientos de vid, lo que podria
atribuirse a la diferente dosis agregada (0.5%).

Por todo lo anterior y de acuerdo con la bibliografia, el WSC y la materia
volatil parecen ser las caracteristicas de los residuos que mejor justifican este
comportamiento de los subproductos de SCG ensayados con respecto a las
emisiones de CO: y el Cr. Asi, las enmiendas con alto contenido de WSC y
materia volatil (Tabla 33), produjeron altas cantidades de emisiones de CO:
(Figura 69) y bajo Cr (Figura 70), lo que se corrobora por la correlacion
significativa entre WSC y CO2 (r = 0.970; p <0.001), WSC y Cr (r = -0.937, p
<0.001), materia volatil y COz (r = 0.863, p <0.01) y materia volatil y Cr (r = -
0.910, p <0.001). Por otro lado, también existen interesantes correlaciones con
el C fijado que también explican el comportamiento de los residuos: C fijado y
CO2 (r=-0.732, p <0.05), C fijado y Cr (r = 0.790, p <0.05).

El analisis quimico de las muestras de suelo incubadas permite el estudio
de dos parametros esenciales en la dinamica del C: el EC y la BC, ambos
estrechamente relacionados con las emisiones de CO2y Cr. La adiciéon de
subproductos de SCG con un mayor contenido de WSC (SCG, SCGy,
hydrochars y VC, Tabla 33), genera mayores reservas de EC en el suelo (Figura
71a). El comportamiento contrario es caracteristico de los biochars. Por tanto,
el EC del suelo se relaciona positiva y significativamente con el contenido de
WSC en los residuos. La relacion ocurre a los 2 dias (r= 0.775, p <0.05), 7 dias
(r = 0.830; p <0.01) y 30 dias (r = 0.887; p <0.01). Un EC del suelo mas alto
significa una mayor cantidad de sustrato para la actividad microbiana

(Bargmann et al., 2014b), lo que se confirma por la relaciéon positiva entre EC
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y BC (r = 0.463; p <0.001). Como consecuencia del aumento de la actividad
microbiana, se generan mayores emisiones de CO2 y menor Cr (Figura 69 y
Figura 70). Asi, el contenido de EC en los suelos se correlaciona
significativamente con las emisiones de COz (por ejemplo, a los 30 dias, r =
0.788; p <0,001) y Cr (por ejemplo, a los 30 dias, » = -0.718; p <0.001). Este
hecho concuerda con los resultados de Bera et al. (2021). La BC como
consecuencia de su relaciéon con EC, se relaciond con las cantidades de WSC
en el residuo (» = 0.507, p <0.01). Por tanto, el BC es mayor en residuos de
SCG, SCGy, hidrochars y VC y menor en los biochars, a excepcion del B270,
lo que confirma su comportamiento similar a los SCG y a los hidrochars. Zhang
et al. (2014) también reportaron un aumento en BC (en un 110%) cuando se
agregd SCG al suelo. En nuestro caso, el incremento con respecto a la muestra
control a los 2 dias de incubacién (el valor maximo) fue del 83% (Figura 71c).
Los ultimos autores también encontraron que la adicién de biochar de SCG no
modificé el BC, lo que también podria atribuirse a la presencia de compuestos
organicos toxicos (Deenin et al., 2010). Posteriormente, el BC disminuyé
durante el tiempo de incubacién debido a la menor cantidad de EC (Figura
71a). La disminucion de EC durante el proceso de descomposiciéon se ha
relacionado con el proceso de estabilizacion (Mohanty et al., 2013).

Para mostrar coémo las propiedades de las bio-enmiendas influyen en los
parametros del ciclo de C, se realizé6 una regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS-R) en la que se estableci6 el Ckx como variable dependiente
(Figura 73 a y b). Un resultado del PLS-R es la Importancia de la Variable para
la Proyeccion (VIP) (Figura 73a). Este analisis PLS-R indica que el Cr esta muy
relacionado con algunas propiedades de los residuos. Las variables con un
VIP> 1 (las cuales son buenas candidatas para explicar el Cr, Lew et al., 2019)
son: H, H / C, C/N, materia volatil, C fijado, pH, WSC y WSN. C y O tuvieron
un VIP entre 0.8 y 1, y, por lo tanto, también son buenos candidatos para

explicar el Cg, pero en menor medida. Las relaciones negativas o positivas del
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Cr con las propiedades de los residuos (Figura 73a) se pueden explicar porque
estas propiedades corresponden a residuos mas o menos biodegradables y por
lo tanto con menor o mayor capacidad de fijar C en el suelo. Asi: i) H, H/C e
inversamente O, estan relacionados con una naturaleza mas reducida de los
compuestos organicos (Das et al., 2021); ii) los valores mas altos de C y C/N
corresponden a materiales organicos que son relativamente mas ricos en C; iii)
la materia volatil representa la fraccion menos condensada y mas labil (Das et
al., 2021); iv) WSC y WSN estan relacionados con la presencia de moléculas
organicas mas pequeflas y menos condensadas (mas alifaticas) (Alidali et al.,
2016); v) el C fijado corresponde a la fraccion estable de C, contrario a la materia
volatil (Afolabi et al., 2020; Bera et al., 2021) y vi) los pH mas acidos estan
relacionados con la presencia de cadenas alifaticas con grupos funcionales acido
e hidroxilo (Alidali et al., 2016; Das et al., 2021).

En el diagrama de dispersion de la Figura 73b, el componente 2 se
representa frente al componente 1, los cuales explican el 96,09% de la varianza.
Las relaciones entre Cr y las diferentes propiedades de las enmiendas se
confirman al considerar estas mismas enmiendas como variables. Asi, se
produce un Cg alto con el B400 y B4004 y en menor medida con el B270 y
B270q4. El Cr mas bajo corresponde a los residuos SCG, SCGq, H160 y H200.

El VC no parece tener una influencia significativa sobre Ck.

283



C remanente

I Correlacién positiva
[ cCorrelacién negativa

b)

C remanente

NO4-N

ECys  CaCoO,

@
Ve As]

SCGy

Volgtile matter

r1e® ZCG

HZOe

Component 2 (t2)

12 —

1
[ —

>08
0,6
04
0,2

0 T T

z

0,64

GTIdo00zetR0nE s)z‘z‘! o
£t 0= s o
6305928589808 208%%
2 tE L8529 1
S ofF 1 075 05 025 0 025 05 075 1
k] Component 1 (t1)
S
C) N mineral neto d) N mineral neto
I Correlacion positiva 1
1,6 [_Icorrelacién negativa ixed carbon
. 0,75
1,4
1.2 ] 05
1 < 025 H160 gH200
‘N__ NN .8270”
o - 2 -
Z o084 L R | .
S g 0 Qo ¢@
2
€
o
[$)

o
N
a

0,44

)
wn

0,24

s
]
Il

Volatile matter

Lol

3 Moisture
-1 -075 -05 -025 O 025 05 0,75 1

Component 1 (t1)

CINA
Ash
WSCH
WSN -

-1

NH,-N

Moisture
Volatile matter«l

Fixed C

ECys

caco,

NO,-N

Figura 73. Analisis de regresién de minimos cuadrados parciales (PLS-R) asociado a los dos
primeros componentes. a) y ¢) Los VIP (Importancia variable para la proyeccion) para las
variables explicativas del componente 1, con respecto al C remanente y el N mineral neto
como variables dependientes. Los VIP> 1 indican las variables explicativas que mas
contribuyen a los modelos PLS. Los VIP> 0.8 indican una contribucién importante al
modelo PLS. b) y d) Diagrama de dispersioén del componente 1 #s componente 2, en el que
se muestran las correlaciones con el C remanente y el N mineral neto, para las propiedades
de los biorresiduos y los propios residuos como variables. SCG, posos de café; B270, biochar
producido a 270°C; B400, biochar producido a 400°C; H160, hidrochar producido a 160°C;
H200, hidrochar producido a 200°C; VC, vermicompost; SCGq, posos de café
desengrasados; B2704, biochar producido a 270°C a partir de SCGg; B4004, biochar
producido a 400°C a partir de SCGa.
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4.8.7.Dinamica del N en el suelo

Segin Mohanty et al. (2013), la dinamica del N del suelo esta relacionada
con el N total, otras formas de N y la relacién C/N de las enmiendas organicas.
Otros autores (Galvez et al., 2012) consideran que la dinamica del N depende
estrechamente de las formas labiles de C, representadas por WSC, y la relacion
C/N. Esta relacién indica globalmente la estabilidad de los residuos (Wilson et
al., 2019). Los resultados relacionados con el ciclo del N (Figura 71 y Tabla
35) muestran que los bio-residuos probados se pueden agrupar en tres grupos
segun sus efectos en las propiedades del suelo: i) SCG, SCGq, H160, H200 y
B270, ii) B400, B4004 y B270q4, y iii) VC. El primer grupo genera una
inmovilizacion significativa de N y aumento de BN. El segundo grupo tiene un
efecto insignificante sobre las formas nitrogenadas. S6lo después de 30 dias, el
B2704 provocé un ligero aumento en la inmovilizaciéon de N y BN. La adicion
de VC provoca un aumento del N mineral extraible y del BN. De los datos
reportados en la Tabla 33, se puede deducir que existe una clara relacioén, como
en el caso del C, entre la composicion de estos residuos y su influencia en el
ciclo del N.

Por lo tanto, el primer grupo de bio-enmiendas se caracteriza por
mayotes WSC, WSN, C/N y proporciones mas bajas de N total, NOs~ y NH,4
. El segundo grupo tiene una composicion diferente y opuesta al anterior. El
VC muestra cantidades moderadas de WSC, una C/N muy baja y altos
contenidos de diferentes formas de N. En general, las caracteristicas de los
materiales con mayor relacion con el efecto sobre el ciclo del N del suelo fueron
el contenido de N y el WSC. De hecho, hubo relaciones positivas significativas
entre el contenido de N de los materiales y el N extraible y mineral para los 3
tiempos de muestreo. Ademas, hubo una correlacién positiva entre WSC y BN
después de 2 dias de incubacion (r = 0.80).

En el caso de SCG, SCGq4, H160, H200 y B270, las altas cantidades de
WSC, correlacionadas positivamente con WSN (r = 0.953; p <0.001),
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estimularon la actividad y el crecimiento de los microorganismos, como se ve
analizando el CO2 del suelo y la dinamica de la BC y la consiguiente
mineralizacion de materia organica exdgena. Asi, se observé un aumento de BN
a los 2 dias en el primer grupo de las bio-enmiendas con respecto a la muestra
control (Figura 71d). Estos materiales presentan el menor contenido de N y
los mayores valores de C/N (18-25) y por lo tanto su mineralizacién no aportod
a los microorganismos todo el N requerido por la biomasa en crecimiento. En
consecuencia, los microorganismos tomaron el N necesario del N disponible
en el suelo provocando una reduccion significativa del N extraible y mineral del
suelo (inmovilizacién de N). De hecho, se registré una disminucién de EN en
los primeros dias de incubacién. Ya se ha reportado la disminuciéon en el EN
del suelo relacionada con aumentos simultaneos en la BN en suelos
enmendados (Bargmann et al.,, 2014b). La evidencia reportada anteriormente
podria explicar la inmovilizacion microbiana causada por la adicion de SCG,
H160, H200, SCGq y B270 durante los 30 dias (ver N mineral neto, Tabla 35).
Este hecho es consistente con hallazgos previos relacionados con los hidrochars
(Bargmann et al., 2014a; 2014b). Mas especificamente, Bargmann et al. (2014a)
encontraron que la adicién de hidrochars (de astillas de remolacha y granos de
cerveza usados) redujo la concentracion de nitrato dentro de la primera semana
después de la incorporacion. En ese estudio se necesitaron 4 semanas para
detectar NOs, lo que esta en linea con los resultados de este estudio, ya que a
los 30 dias se detectaron pequefias cantidades de nitratos en H160 y H200
(Tabla 35). La inmovilizacion de N causada por la adiciéon de SCG (ver N
mineral neto, Tabla 35) concuerda bien con los resultados de Cruz y Cordovil
(2015), quienes encontraron una absorcién reducida de N por las plantas.

La adicién de biochars (con la tnica excepcion de B270) no incrementé
la biomasa microbiana con respecto a la muestra control (Figura 71d), y como
consecuencia no parece haber inmovilizacién microbiana de N con la adicién

de este subproducto. Durante el periodo de incubacion, los valores de EN se
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mantienen en valores similares al control (Figura 71b), excepto para el caso de
B270, que tiene un comportamiento mas similar al del primer grupo. Los
biochars tienen mas del 3% de N total (Tabla 33), lo que resulta en un mayor
suministro de N al suelo. A partir de esto, se podria anticipar que su adicion al
suelo aumentaria el contenido de N disponible. Sin embargo, estos sustratos se
caracterizan por la alta estabilidad de C y la baja cantidad de C y N facilmente
disponibles (WSC y WSN) (Tabla 33). Por lo tanto, los microorganismos
podrian degradar y convertir en N facilmente extraible s6lo una parte limitada
del N total del residuo que no exceda las concentraciones de EN de la muestra
de control.

Considerando las formas de N inorganico, el uso de biochars result6 en
una leve inmovilizaciéon de N, como se muestra en los valores negativos del N
mineral neto (Tabla 35), mayor en el caso de B270. La inmovilizacién de N fue
significativamente menor con respecto a los SCG e hidrochars. Un estudio de
meta analisis realizado por Nguyen et al. (2017) concluyo que el uso de biochar
redujo el nitrégeno inorganico del suelo, sin embargo, el 95% de los casos se
observaron un afio después de la aplicacion del biochar. Este retraso de la
inmovilizacién también coincide con nuestros resultados, aunque en nuestro
caso el ensayo solo alcanzo los 30 dias. La inmovilizaciéon de N podria atribuirse
a la inmovilizaciéon microbiana en el caso de residuos degradables, como son
los SCG e hidrochars, lo que se corrobora con los valores de la BN (Figura
71d). Sin embargo, como se indicé anteriormente, no hay un aumento
significativo de la BN con la adicién de biochars, a excepciéon del B270, lo cual
esta en linea con los hallazgos de Bargmann et al. (2014b), los cuales afirmaron
que solo se encontré una pequefia cantidad de N inmovilizado en la biomasa
microbiana con la adicién de biochars derivados de la remolacha y granos de
cerveza usados. Estos autores, en un estudio previo (Bargman et al., 2014a)
plantearon una pregunta sobre las causas de la inmovilizaciéon de N: este

fenémeno podria producirse por sorcion en las areas superficiales internas o
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por inmovilizacién microbiana del N mineral. Dieguez-Alonso et al. (2018) y
Bargmann et al. (2014b) concluyeron que la superficie especifica BET es mayor
en biochars que en hidrochars. En nuestro caso, no disponemos de estos datos
para corroborar la hipétesis de Bargman et al. (2014a). Sin embargo, las
imagenes SEM (Figura 68) sugieren que los B400 tiene una superficie estimada
visualmente mas grande, debido a su mayor porosidad que los hidrochars.
Ademas, segun Diéguez-Alonso et al. (2018) cuanto menor es el contenido de
volatiles, mayor es la superficie especifica, lo que corroboraria el hecho de que,
en nuestro caso, los biochars tienen una superficie especifica mayor que los
hidrochars. Se necesitan mas investigaciones para estudiar la inmovilizacion de
N causada por los biochars.

El VC no se puede incluir en los dos grupos mencionados anteriormente
debido a sus altas cantidades tanto de N total como de WSN (Tabla 33). Como
se muestra en la Figura 71b, hay un aumento de EN con respecto a la muestra
control en todo el experimento, lo que podria indicar que hay suficiente N en
la solucién del suelo. El comportamiento de la BN es algo diferente. La BN es
mayor que el control en los 3 tiempos ensayados, pero disminuye durante el
tiempo de incubacién, lo que puede ser atribuible a la disminucién del EC,
como se puede ver en la Figura 71a. En consecuencia, la adiciéon de VC no
indujo la inmovilizacién de N, como lo corroboran los valores positivos del N
mineral neto (Tabla 35). En cuanto al efecto sobre la inmovilizacién de
nitrégeno de otros compost usados en la literatura, depende del grado de
madurez del compost utilizado: en general, el compost maduro no genera
inmovilizaciéon de N, debido a su baja relacion C/N y NH4-N/NOs-N (Wilson
et al., 2019). Por otro lado, en el trabajo de Galvez et al. (2012), la adicion de
compost de desechos domésticos y compost de sarmientos resulté en una
inmovilizaciéon de N. Ambos compost tuvieron una relaciéon C/N bastante alta
(15 y 23, respectivamente), lo que podria considerarse como compost

inmaduro.
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Con respecto a las emisiones de N2O, se demostrd que todos los residuos
probados son productos seguros por lo que respecta a los posibles efectos sobre
este gas nocivo. Estos resultados estan de acuerdo con Zhang et al. (2014)
quienes reportaron que la enmienda del suelo con biochar de SCG no tuvo un
efecto significativo en la tasa de emisiones de N2O. Santos et al. (2017) también
reportaron que, durante el proceso de compostaje de los SCG, las emisiones de
NzO fueron muy bajas.

Aligual que con el Cg, se realizé un analisis PLLS-R, con el N mineral neto
a los 30 dfas como variable dependiente, para mostrar como las propiedades de
los residuos influyen en el ciclo del N (Figura 73 c y d). Contenido en cenizas,
pH, CE2s, CaCOj; eq. y NOs muestran relaciones positivas con un VIP> 0.8.
Las relaciones negativas son con el H, C/N, materia volatil, LOI, WSC y WSN.
El N mineral neto debe entenderse como el resultado final de la actividad
biolégica. Los residuos cuyas propiedades conducen a un aumento de la
actividad biologica provocaron un bloqueo de N y por tanto un N mineral neto
menor (Bargmann et al.,, 2014a). Salvo para la CE2s5 y el CaCO;s eq., se ha
discutido la relacion del resto de las variables citadas con la biodegradabilidad
del residuo. Para explicar la influencia de estas dos variables es necesario tener
en cuenta que son muy diferentes en el VC con respecto al resto de residuos
(Tabla 33). Entonces, la relacion positiva con el N mineral neto se lleva a cabo
de forma indirecta: el VC es el residuo que determina un N mineral neto mas
alto, lo que se debe a otras propiedades de este residuo (bajo LOI, alto
contenido en nitratos, etc.). En la Figura 73d, el componente 2 se representa
frente al componente 1, los cuales explican el 96.49% de la varianza. Cuando
las bio-enmiendas se consideran variables en si mismas, se corroboran las
relaciones anteriores. Asi, el mayor N mineral neto es generado por el VC, como
ya se menciono, seguido por el B400, B4004, B270 y B2704 y por dltimo los
residuos mas biodegradables (SCG, SCGq, H160 y H200).
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4.8.8.Comportamiento global del C y N en suelos incubados
con diferentes bio-enmiendas derivadas de los SCG.

Implicaciones en la calidad del suelo

Se realiz6 un analisis de componentes principales para reducir y explicar
la variabilidad del sistema. Se seleccion6é una matriz con los parametros EC,
EN, BC, BN, N-NO3, N-NH4, N mineral neto, CO2 acumulado y Cr alos 2, 7
y 30 dias. La Figura 74 muestra el espacio definido por PC1 y PC2 (que
capturan el 72.71% de varianza) con los “scores values” de las muestras. El
primer componente, explicé el 50.04% de la varianza, agrupa las muestras segun
el tratamiento aplicado. Los valores mas altos en este PC corresponden a
muestras de biochar y VC, con valores altos de Cg, EN, N-NO3 y N mineral
neto. Por el contrario, los valores positivos en este PC corresponden a muestras
mas degradables como SCG, SCGq, H160 y H200, con altos valores de
emisiones CO», BC, BN y EC. E1 PC2, explic6 el 22.67% de la varianza, agrupa
las muestras seguin el tiempo de incubacién. Los valores positivos corresponden
a las muestras de 2 dfas cercanas a las variables BC, BN, EC y Cr ya que los
valores de estos parametros disminuyeron durante la incubacién (Figura 70 y
Figura 71). Los valores negativos corresponden a las muestras de 30 dias
proximas a la variable emisiones de COz ya que a los 30 dias el CO2 acumulado
es maximo (Figura 69). El comportamiento de N con respecto a los dias no
parece claro. Todo lo que se deduce de la PCA confirma lo comentado

anteriormente.
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Figura 74. Grafico superpuesto de las puntuaciones del analisis de componentes principales
obtenidas para las muestras (PC2 vs PC1) y cargas de los parametros del suelo a los 2, 7 y 30
dias. . SCG, posos de café; B270, biochar producido a 270°C; B400, biochar producido a
400°C; H160, hidrochar producido a 160°C; H200, hidrochar producido a 200°C; VC,
vermicompost; SCGy, posos de café desengrasados; B2704, biochar producido a 270°C a
partir de SCGg; B4004, biochar producido a 400°C a partir de SCGa.

Ademas, con base en el PCA, podemos discutir uno de los aspectos mas
interesantes de la evaluacion de enmiendas organicas, que es su efecto sobre la
calidad del suelo. En una revisiéon de Bliinemann et al. (2018) sobre este tema,
se recolectaron varios indicadores de calidad del suelo como son la
mineralizacion del N, biomasa microbiana, respiracion del suelo, C y N 1abil, N
disponible y C organico total. Estos indicadores de calidad del suelo (todos

empleados en este trabajo) se utilizaron en mas del 20% de los enfoques de

291



evaluacion de la calidad del suelo revisados. Desde el punto de vista de la calidad
del suelo, los subproductos de SCG empleados en este ensayo podrian tener
diferentes impactos en el suelo, lo que sugiere que podrian cumplir con
propositos agrondmicos y ambientales especificos. Asi, por ejemplo, con
respecto a la persistencia del C organico agregado en el suelo, los biochars son
mas efectivos, pero por otro lado no representan una fuente de N disponible y
no mejoran la fertilidad biolégica. Por el contrario, los SCG y los hidrochars,
caracterizados por una alta degradabilidad, promueven el desarrollo de la
biomasa microbiana y, por lo tanto, pueden mantener la fertilidad biolégica del
suelo. Sin embargo, debido a la relacion C/N relativamente alta, pueden causar
una inmovilizacién temporal de N en el suelo. El VC es un material que
presenta interesantes propiedades agronomicas y medioambientales. Es una
buena fuente de N disponible, pero al mismo tiempo presenta una buena
persistencia en el suelo y promueve un aumento limitado pero significativo de

la biomasa microbiana.

4.8.9.Consideraciones finales

Todas las transformaciones aplicadas a los SCG generan subproductos
bastante diferentes de los SCG originales y con propiedades quimicas,
fisicoquimicas y morfolégicas muy distintas. Se ha demostrado una relacion
clara entre las propiedades de las bio-enmiendas probadas y sus efectos sobre
los ciclos C y N. Los SCG, SCGy e hidrochars son bio-residuos que estimulan
la actividad biolégica del suelo, debido a que contienen moléculas carbonosas
tacilmente degradables. El proceso de carbonizacion hidrotermal (generador de
hidrochars) acentia esta caracteristica. Como consecuencia, los SCG y los
hidrochars conducen a corto y medio plazo a la inmovilizaciéon de N, una menor
conservacion de C organico en el suelo y mayores emisiones de CO; a la

atmosfera. La pirolisis de SCG, que da lugar a los biochars, elimina gran parte
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del C facilmente degradable de estos residuos, lo que conduce a una menor
inmovilizaciéon de N y una mayor fijacién de C organico en el suelo. Por lo
tanto, las dos vias de transformacion térmica conducen a desechos con
caracteristicas y efectos divergentes en el suelo. El vermicompostaje de SCG
genera un producto con moléculas carbonosas estables, pero con un alto
contenido de diferentes formas de N. Es el tnico de los subproductos de los
SCG que no genera inmovilizacién de N e incluso puede considerarse como
fertilizante nitrogenado. Todos los materiales probados no provocaron un
aumento en las emisiones de N2O. Por lo tanto, los subproductos de SCG
podrian lograr diferentes objetivos cuando se agregan al suelo. Los resultados
del presente estudio muestran que las investigaciones sobre el impacto de los
residuos organicos en la calidad y fertilidad del suelo son muy utiles para evaluar
su compromiso entre el propdsito agronémico y ambiental y permitir la

identificacion del material mas adecuado para un objetivo especifico.
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4.9. ENSAYO 9. USO POTENCIAL DE LOS SCG Y OTROS
DERIVADOS DE LA BEBIDA DEL CAFE COMO
QUELATOS EN LA BIOFORTIFICACION
AGRONOMICA DE PLANTAS COMESTIBLES

4.9.1. Conocimiento previo

La biofortificacién agronémica es el método mas rapido y econémico
para superar las deficiencias en micronutrientes de Fe y Zn (Prasad et al., 2020).
Esta biofortificacion se realiza a través de la adicion de fertilizantes enriquecidos
en estos micronutrientes en formas organicas (quelatos) o inorganicas (sales
comerciales) (Cakmak et al., 2018; Kozik et al, 2011; Mohammadi y
Khoshgoftarmanesh, 2014). Poniendo como ejemplo el Zn, el ZnSO4 es la
fuente inorganica de Zn mas extendida debido a su bajo coste y a su alta
solubilidad en agua (Cakmak et al., 2008). Diferente de las sales inorganicas de
Zn, los quelatos de Zn, especialmente el Zn-EDTA, es bastante efectivo en
aportar Zn a las plantas, ya que supone una mayor absorcion y confiere una
mayor biodisponibilidad de Zn comparado con el ZnSOy4 (Zhao et al., 2019).
El Programa HarvestPlus creado por el Grupo Consultivo para la Investigacion
Agricola Internacional (CGIAR) se centra en varios programas de
biofortificaciéon de cultivos importantes, incluidos arroz, trigo, maiz, frijoles,
batata, mandioca y mijo perla, para mitigar la desnutricion de micronutrientes
como Fe, Zn y provitamina A.

El uso de enmiendas organicas es otra alternativa para mejorar la
asimilacién de micronutrientes por las plantas (Diacono y Montemurro, 2010),
ya que la reserva suministrada por este tipo de enmiendas podria ser menos
inmediata y mas duradera. As{ mismo, el uso de residuos de la industria
agroalimentaria como enmiendas organicas, es una alternativa que ha cobrado
mucha importancia en los ultimos afios, debido a la necesidad de generar

procesos en la llamada economia circular (Velenturf et al., 2019).

294



Al mismo tiempo que esta toxicidad, como ya hemos comentado en
otros apartados de esta tesis doctoral, la adicién de SCG al suelo puede
aumentar la nutricién mineral en la planta, que se atribuye a la presencia de
compuestos quelantes en los SCG, como los polifenoles (Morikawa y Saigusa,
2008) y melanoidinas (Rufian-Henares y de la Cueva, 2009). Estos tltimos son
compuestos generados durante la reaccion de Maillard, de caracter polifendlico,
por lo que también deben tener efectos fitotoxicos y capacidad quelante
(Rufian-Henares y de la Cueva, 2009). En este sentido, Morikawa y Saigusa
(2008) estudiaron la influencia de la adicion de residuos de café "compostados"
con sulfato de hierro durante 60 dias en la absorciéon de Fe por rabano para

verificar si el SCG "compostado" podria actuar como agente biofortificante.

4.9.2.Capacidad quelante de los SCG y las melanoidinas

La capacidad quelante de los SCG y las melanoidinas presentd un
comportamiento similar en relacion al Fe y Zn (Tabla 36). Ambos materiales
frescos tenfan una mayor afinidad hacia el Zn y menos afinidad hacia el Fe. La
funcionalizacion de los SCG aument6 su contenido en Fe 108 veces y en Zn
18000 veces, mientras que, en el caso de las melanoidinas, la funcionalizacién
aument6 el contenido en Zn 32 veces y en Fe 156 veces. Por lo tanto, los SCG
parecen tener mas afinidad por el Zn y las melanoidinas mas afinidad por el Fe.
La capacidad quelante de los SCG y las melanoidinas ha sido ampliamente
estudiada previamente (Takenata et al., 2005; Tokimoto et al., 2005; Wang et
al., 2013b), sin embargo, esta capacidad nunca se ha centrado con fines
agronémicos. Solo el grupo de investigacion de Morikawa y Saigusa (2008)
generd un "compost" de residuos de café funcionalizado con Fe, mezclando
800 g SCG + 200 g FeSOy, a altas temperaturas (60 ° C) y a largo plazo (60
dfas). El "compost" de los residuos de café resultante tenfa una concentracién

final de 40000 mg Fe kg™, 10 veces mas que los SCG-Fe (Tabla 36), debido a
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la metodologia utilizada por estos autores. Otros estudios que han demostrado
la capacidad quelante de los SCG son aquellos sobre el uso de SCG como

descontaminante de aguas contaminadas con metales pesados (Davila-Guzman

et al., 2016; Mohamed y Yee, 2019).

Tabla 36. Contenido total de Fe y Zn en los bioquelatos de SCG y las

melanoidinas
Muestra Fe (ppm) Zn (ppm)
Suelo 38034 79
SCG 37 ND
SCG-Fe 4025 nd
SCG-Zn nd 17924
Mel 205 77
Mel-Fe 6495 nd
Mel-Zn nd 11984

SCG: posos de café, Mel: melanoidinas, ND: no detectado, nd: no determinado

La capacidad quelante de las melanoidinas podria atribuirse a su carga
aniénica (Rufian-Henares y de la Cueva, 2009), y, ademas, esta propiedad es
responsable de su capacidad antioxidante (Wang et al., 2011) y de su actividad
antibiética (Rufian- Henares y de la Cueva, 2009). Del mismo modo, Wen et al.
(2004) también describieron un polimero extraido de la preparaciéon de café
(posiblemente melanoidinas), con propiedades quelantes de metales para el Fe,
Zny Cu.

Los SCG son ricos en polisacaridos, lignina y proteinas (Ballesteros et al.,
2014). Ademas de sus componentes nutricionales, los SCG también contienen
melanoidinas y polifenoles, siendo el acido clorogénico el acido fendlico mas
abundante en los SCG (Alves et al., 2017). Por lo tanto, su actividad quelante
podria atribuirse tanto a las melanoidinas, como a los polifenoles (Morikawa y
Saigusa, 2008). Otros autores han establecido que el acido clorogénico no esta
involucrado en los procesos de adsorcién de metales pesados, pero son las

proteinas las responsables de esta capacidad quelante (Tokimoto et al., 2005).
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Estos resultados estan en linea con lo declarado por Shen et al. (2019), quienes
afirmaron que la actividad quelante de metales de las melanoidinas del pan
aument6 con el aumento de la cantidad de aminoacidos, siendo la alanina el
aminoacido con mayor capacidad quelante. Del mismo modo, Mohammadi y
Khoshgoftarmanesh (2014) elaboraron bioquelados de Zn con aminoacidos, ya
que estos compuestos podrian coordinar el ion Zn por sus grupos amino y
carboxilo. En resumen, las moléculas con grupos funcionales, como los grupos
amino, hidroxilo y carboxilo, son aquellas que parecen tener funciones de
retencién de elementos. Se debe tener en cuenta que la mayoria de los
componentes de SCG y melanoidinas (también componentes de SCG) no
tienen una composicion definida, sino una mezcla de aminoacidos, polifenoles
y otros compuestos con estos grupos funcionales.

Comparando las cantidades queladas entre los quelatos comerciales y los
bioquelatos, las cantidades queladas por estos dltimos fueron menores. Los
SCG contiene 0.4% Fe y 1.8% Zn, mientras que las melanoidinas contienen
0.64% de Fe y 1.2% de Zn (calculado a partir de los datos de la Tabla 36). De
acuerdo con las especificaciones de los quelatos comerciales, el EDDHA-Fe
contiene el 6% de Fe y el EDTA-Zn contiene el 14% de Zn, como se indic6 en

el apartado de Materiales y métodos.

4.9.3.Efectos de los bioquelatos en el contenido de Fe en el

sistema suelo-planta

Para valorar la eficiencia de los bioquelatos en plantas y suelos, se
utilizaron diferentes ecuaciones extraidas de la bibliograffa. De acuerdo con
Zhao et al. (2019), se calculd la eficiencia de utilizacion de Fe y Zn para la

lechuga con respecto a la cantidad total de Fe y Zn afiadidos al suelo:

L L Absorcién en el tratamiento — Absorcién en el control
Eficiencia de utilizaciéon (%) = - - - — X 100
Cantidad de micronutriente afiadido
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Del mismo modo, se calcul6 la eficiencia de reserva

asimilable/disponible de Fe y Zn en el suelo:

L L Extraido en el tratamiento — Extraido en el control
Eficiencia de reserva asimilable (%) = . - - — x 100
Cantidad de micronutriente afiadido

El factor de transferencia para los micronutrientes también se calculd

para relacionar los parametros determinados en el suelo y la planta (Almendros

et al., 2013):

Concentracion total en la planta

Factor de transferencia = 0 ion extraida del suelo

Los niveles de Fe en las lechugas variaron entre 0.669 mg 100 g en las
lechugas cultivadas sélo con NPK, a 1.085 mg 100 g' en lechugas con
EDDHA-Fe, aunque las diferencias no fueron significativas (Tabla 37). Tanto
el quelato comercial como los bioquelatos aumentaron el contenido de Fe en
las lechugas. Entonces, la adicion de EDDHA-Fe indujo un aumento en la
concentracion de Fe en las hojas de lechuga de un 62% con respecto a la
muestra NPK, mientras que la adicién de SCG-Fe y Mel-Fe aumenté en menor
medida las cantidades de Fe en las hojas de lechuga (28 y 30%, respectivamente).
Lo que se muestra en la Figura 75a corrobora lo anterior: la eficiencia de
utilizacion de EDDHA-Fe fue la mas alta, seguida de la muestra Mel-Fe. La
eficiencia de utilizaciéon del SCG-Fe fue muy baja, incluso obteniendo valores
mas bajos que las melanoidinas sin funcionalizar. Este hecho significa que la
cantidad de Fe suministrada por los SCG-Fe fue alta (Tabla 36), pero la lechuga
absorbié muy poca cantidad. Este hecho podria explicarse debido a que los
iones Fe podrian estar unidos a moléculas incrustadas en la masa sélida de SCG
y, por lo tanto, para estar disponibles, deben separarse de la masa sélida o
degradarse, lo que necesitarfa mas tiempo. En el caso de melanoidinas o

quelatos comerciales, los iones Fe son parte de moléculas solubles. Morikawa y
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Saigusa (2008) obtuvieron una concentracion final de 100 mg kg™ en materia
seca en rabano después de la adiciéon de residuos de café "compostados" con
sales de Fe. La biofortificacion con SCG-Fe gener6 lechugas con 0.857 mg de
Fe por 100 g de materia fresca, lo que corresponde a 137 mg kg en materia
seca. Esta cantidad es mayor que la obtenida por los autores citados, aunque el
compost de residuos de café contenia 10 veces mas Fe que el bioquelato SCG-
Fe. Este hecho podria explicarse de la siguiente manera: los iones Fe del

compost de café estain aun mas incrustados dentro de la masa solida.

Tabla 37. Contenidos de Fe y Zn en lechugas (peso fresco). Las

diferencias significativas son indicadas por distintas letras en la misma

columna (p <0.05).

Muestra
Fe (mg/100g) Zn (mg/100g) Peso fresco (g)

NPK 0.669 + 0.1902 0.094 = 0.0052 35.3 0.7
SCG 0.795 + 0.276* 0.106 £0.015# 29.0£1.72
Mel 0.765 £ 0.0402 0.095 %+ 0.0082 34.2 + 0.5b¢
SCG-Fe 0.857 + 0.0892 nd 30.4 = 0.7+
SCG-Zn nd 0.485 + 0.030< 29.0 £ 0.22
Mel-Fe 0.868 £ 0.3582 nd 35.6 £ 1.9¢
Mel-Zn nd 0.260 £ 0.010v 32.3 £ 1.6ebe
EDDHA-Fe  1.085 £ 0.0252 nd 35.4 £ 1.9
EDTA-Zn nd 0.560 £ 0.0144 32.0 £ 2.2abe
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Figura 75. A y C: eficiencia de utilizacién de Fe y Zn de los bioquelatos y quelatos
en lechuga. B y D: eficiencia de reserva de Fe y Zn disponibles de los bioquelatos y

quelatos en el suelo. SCG, posos de café; Mel, melanoidinas.

Especificamente para las lechugas, algunos autores han estudiado la
biofortificaciéon con diferentes quelatos comerciales sintéticos (Giordano et al.,
2019; Kozik et al., 2011; Tiksinski y Komosa, 2008). En estos trabajos, las
lechugas biofortificadas tenfan un contenido de aproximadamente 80-400 mg
kg ! de materia seca, pudiendo afectar a la composicién mineral por el genotipo
de lechuga (Giordano et al., 2019). Los valores de Fe obtenidos en este trabajo
fueron similares. Por lo tanto, expresando los datos de la Tabla 37 en materia

seca: 137.8 mg kg! en SCG-Fe, 127.3 mg kg! en Mel-Fe y 177.5 mg kg! en
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EDDHA-Fe. Los valotes maximos de 400 mg kg en materia seca obtenidos
por Kozik et al. (2011) corresponden a la adicién de aproximadamente 200 ppm
de hierro (10 veces mas que en nuestro ensayo) generando una reduccion
significativa del rendimiento de lechuga. La adicién de altas cantidades de Fe en
forma de quelatos comerciales también podria provocar sintomas de exceso de
hierro, que se manifiesta en forma de clorosis y manchas necréticas marrones
(Tiksinski y Komosa, 2007).

En el caso de los suelos, la adicion de SCG-Fe aumento
significativamente (p <0.05) el Fe disponible en el suelo, seguido de EDDHA-
Fe y Mel-Fe (Tabla 38). La adicion de SCG-Fe aumenté en un 78% el
contenido de Fe en el suelo, sin embargo, su eficiencia de reserva disponible
fue menor que al adicionar EDDHA-Fe (Figura 75b), por la misma razén que
en el caso de la planta; la adicion de SCG-Fe suministra la doble cantidad de Fe
que el quelato comercial, sin embargo, este hierro parece estar menos disponible
o extraible por la planta. Este hecho es consistente con los valores del factor de
transferencia (Figura 76). El SCG-Fe fue el tratamiento con el factor de
transferencia mas bajo, pero la adicion de Mel-Fe logré valores de factor de
transferencia muy cercanos al EDDHA-Fe. El hecho de que las melanoidinas
funcionalizadas con Fe presenten factores de alta transferencia son muy
notables en suelos calcareos, donde el Fe normalmente esta bloqueado
(Navarro y Navarro, 2013). Del mismo modo, Morikawa y Saigusa (2008)
también aumentaron el Fe extraible en un suelo calcareo mediante la adicién de

compost de residuos de café funcionalizados con hierro.
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Tabla 38. Fe y Zn asimilable, pH y conductividad eléctrica (CEos) en
suelo. Las diferencias significativas son indicadas por distintas letras en la

misma columna (p <0.05).

Muestra  Fe asimilable (ppm) Zn asimilable (ppm) pH CEgs (dS/m)
Suelo nativo* 6.86 1.35 8.2 1.3

NPK 0.695 £ 0.404 1.256 £ 0.056* 8.0+ 0.12 1.774 £ 0.147»
SCG 6.716 £ 0.1762 1.247 £ 0.0442 7.7 % 0.6 1.666 £ 0.1092
Mel 7.066 £ 0.057> 1.301 £ 0.095# 8.0 £ 0.0+ 1.831 £ 0.072»
SCG-Fe  12.231 +0.1804 nd 8.0 £ 0.00 1.868 £ 0.0482
SCG-Zn nd 49.003 + 1.681¢ 7.9 £0.00 2.067 £ 0.0862
Mel-Fe 9.258% 0.570¢ nd 8.0 £ 0.00 1.721 £ 0.1002
Mel-Zn  nd 6.699 * 0.859> 8.1+ 0.00 1.708 £ 0.0092
EDDHA-Fe 11.117 £ 0.313¢ nd 8.1+ 0.00 1.816 £ 0.088
EDTA-Zn nd 5.872 £ 0.237> 8.1+ 0.00 1.843 £ 0.35%

*muestra de suelo previa al ensayo; SCG: posos de café; Mel: melanoidinas; CEas: conductividad eléctrica
medida a 25°C; nd: no determinado.
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Figura 76. Valores del factor de transferencia (concentracion total en planta /
concentracion extraida del suelo) de bioquelatos y quelatos comerciales. SCG, posos de

café; Mel, melanoidinas.
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4.9.4.Efectos de los bioquelatos en el contenido de Zn en el

sistema suelo-planta

Los niveles de Zn en las lechugas oscilaron entre 0.094-0.560 mg 100g™,
siendo estadisticamente mas altos (p <0.05) en las lechugas cultivadas con
EDTA-Zn (Tabla 37). Los bioquelatos SCG-Zn y Mel-Zn también
aumentaron las cantidades de este micronutriente en hojas de lechuga
significativamente, un 416% y 177%, respectivamente, actuando como agentes
biofortificantes. A pesar de los grandes aumentos logrados con los quelatos y
bioquelatos comerciales, el umbral de los valores totales de Zn en las hojas
establecidos por Alloway (2008) (150-200 mg kg de materia seca en especies
de plantas sensibles), nunca se excedié. En este ensayo, los valores alcanzados
en las hojas de lechuga expresadas en mg de micronutrientes por kg de materia
seca fueron 63 para SCG-Zn, 48 para Mel-Zn y 93 para DTPA-Zn. Kozik et al.
(2009) encontraron que la aplicaciéon de 10 mg kg! de Zn en forma de Zn (IT)
DEDTA + Zn (II) DTPA en un suelo calcareo puede aumentar el Zn en las
hojas de lechuga hasta aproximadamente 63 mg kg' de materia seca. Sin
embargo, Mohammi y Khoshgoftarmanesh (2019) en hojas de lechuga emplean
quelatos de zinc-amino sintetizados (Zn-arginina, Zn glicina y Zn-glutamina),
que generaron lechugas con 100 mg de Zn kg de materia seca. Este resultado
es bastante interesante porque corrobora el hecho de que los aminoacidos
podrian actuar como agentes quelantes. Esto también podria explicar por qué
los SCG actian como buenos agentes biofortificantes, ya que tienen
aminoacidos en su composicién, como ya se menciono.

La eficiencia de utilizacion de los quelatos de Zn refleja un
comportamiento similar al del Fe (Figura 75 a y c). Los SCG-Zn fue el quelato
con la eficiencia de utilizaciéon mas baja (0.30%), lo que podria explicarse de la
misma manera que para el Fe. Por el contrario, el EDTA-Zn fue el quelato que
tuvo una mayor eficiencia de utilizaciéon alcanzando el valor de 3.70%. La

eficiencia de las melanoidinas es intermedia (1.27%). Zhao et al. (2019) también
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utilizaron EDTA-Zn (4 mg kg!) para entiquecer el trigo (siendo este cultivo el
mas utilizado en ensayos de biofortificacion) y obtuvieron valores de eficiencia
de utilizacion de aproximadamente el 2%. Almendros et al. (2013) encontraron
que la adicién de 10 mg kg! de Zn-EDTA tenfan una eficiencia de utilizacién
del 2.58% en el cultivo de lino. Sin embargo, en otro estudio realizado por los
mismos autores con cebolla, la adicién de 10 mg kg de Zn-EDTA tuvo una
eficiencia de utilizacién del 0.2%. Estos autores también declararon que esta
tasa depende del quelato aplicado, la tasa de aplicacién y el suelo analizado.
Ademas, segun Broadley et al. (2007), las concentraciones de Zn en los tejidos
en diferentes especies de plantas pueden diferir considerablemente cuando se
cultivan en condiciones comparables.

Como se indic6 anteriormente, la adiciéon de SCG-Zn proporciond 89.61
mg kg™ al suelo y, por lo tanto, fue el bioquelato que aumenté en mayor medida
el Zn disponible en los suelos con respecto a las muestras control, alcanzando
el valor de 49 ppm de Zn extraible (Tabla 38). Ademas, este bioquelato
aument6 7 veces y 10 veces el Zn biodisponible obtenido con la adiciéon de Mel-
Zny EDTA-Zn, respectivamente (Tabla 38). Sin embargo, teniendo en cuenta
los resultados de la eficiencia de reserva disponible de Zn en el suelo (Figura
75d), Mel-Zn fue el bioquelato con una mayor eficiencia de reserva disponible,
es decir, en relaciéon con la cantidad agregada, es el bioquelato que deja mas
reserva disponible de Zn cuando se agrega al suelo. Este parametro podria ganar
importancia en cosechas sucesivas. Una mejor tasa de eficiencia seria
encontrada en plantas pertenecientes al segundo o tercer cultivo. Es la primera
vez que se calcula este parametro, por lo tanto, no es posible comparar nuestros
datos con los obtenidos por otros estudios.

El factor de transferencia para Zn (Figura 76) siguio este orden: EDTA-
Zn (0.076)> Mel-Zn (0.031)> SCG-Zn (0.007). Almendros et al. (2013) y (2015)
también calcularon el factor de transferencia para diferentes quelatos sintéticos

comerciales y complejos organicos naturales de Zn. Estos autores reportaron
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valores de factores de transferencia de aproximadamente 1.8 para 10 mg kg de
EDTA-Zn en cultivo de lino (Almendros etal., 2013) y factores de transferencia
de aproximadamente 0.15 para 10 mg kg™ de EDTA-Zn en cebolla (Almendros

et al., 2015), los cuales fueron mayores que los obtenidos en nuestro ensayo.

4.9.5.Efectos de los bioquelatos en otras propiedades del

sistema suelo-planta

El pH del suelo fue analizado (Tabla 38) debido a la gran influencia de
este parametro fisicoquimico en la movilizaciéon de microelementos (Navarro y
Navarro, 2013). Ningtn tratamiento influyo significativamente en el pH, debido
a la capacidad de amortiguacion del suelo de Vega. Por lo tanto, el aumento de
Fe y Zn en las lechugas debido a la adicién de bioquelatos y quelatos no estuvo
relacionado con el pH.

En cuanto al efecto de los diferentes tratamientos en la CEas, no hubo
grandes cambios en esa propiedad, a pesar de la alta CE2s de los SCG (4.5 dS
m™, Tabla 6). Todos los tratamientos aumentaron la salinidad de las muestras
con respecto al suelo nativo (Tabla 38), sin embargo, entre los diferentes
tratamientos no hubo diferencias significativas (p <0.005). Segtn los datos de
Grattan y Grieve (1999), la salinidad del suelo no aumenta la absorcién de
nutrientes, sino todo lo contrario. Por lo tanto, el aumento de Fe y Zn en
lechugas no pudo atribuirse a la salinidad del suelo.

Segun Storksdieck y Harrel (2007), 1a biofortificacion no debe determinar
la biomasa del cultivo. En este sentido, no hubo grandes diferencias entre los
tratamientos (Tabla 38). El peso fresco de las hojas de lechuga oscil6 entre 29.0
y 35.6 g, siendo estadisticamente mayor (p <0.05) en las lechugas cultivadas con
Mel-Fe. La adicién de SCG, en cualquier forma, no provocé una inhibicién
importante en la planta, logrando pesos de aproximadamente 30 g (Tabla 37).

Este hecho es un punto positivo y novedoso de esta investigacion, ya que nos
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permite utilizar un residuo fresco, que siempre ha generado una inhibicién del
crecimiento de las plantas cuando se adicioné sin ninguna transformacion
(como compost, mezcla con fertilizantes inorganicos, pirolisis, etc.) (Cruz y
Cordovil, 2015; Hardgrove y Livesley, 2016; Yamane et al., 2014). Por lo tanto,
podemos afirmar que la utilizacién de bio-residuos en pequefias cantidades
acompafnadas de un fertilizante inorganico, podria ser una alternativa para
estimular la nutricién mineral de las plantas y no generar problemas de toxicidad

en los cultivos.

4.9.6.Implicaciones nutricionales del consumo de lechugas

biofortificadas

La ingesta diaria de Fe y Zn se calculé como el aporte de las lechugas
(biofortificadas o no) teniendo en cuenta la cantidad de lechuga por racién y su
consumo diario (Mercasa, 2020). Asi, la ingesta de lechugas se refiri6 al tamafio
de racién habitual en Espafa (Salvador i Castells, 2000).

Como se indicé anteriormente, el uso de diferentes subproductos del
café podria incrementar significativamente los niveles de Fe y Zn en lechugas
(Tabla 37). Por tanto, podtia ser posible calcular la contribucién del consumo
de lechuga a la ingesta diaria de Fe y Zn en la dieta espafiola (Tabla 39). Por un
lado, la ingesta media de lechuga en Espafia es de 1.74 kg / habitante / afio
(Mercasa, 2020) lo que supone una ingesta diaria de 4.77g. Con tal ingesta, se
alcanzan contribuciones muy bajas de la ingesta dietética recomendada de
ambos minerales (del 0.05 al 0.65%) ya que la ingesta podria llegar a 0.005 mg
Zn / dia (Tabla 39). Sin embargo, el panorama es completamente diferente si
se hace una estimacion mas realista utilizando la contribucion del consumo de
una porcién de lechuga (150 g; Salvador 1 Castells, 2000). Con respecto al Fe,
una porcioén de lechuga proporcionarfa 1.004 mg Fe para lechugas normales

cultivadas con NPK (Tabla 39). Sin embargo, estos niveles aumentarfan hasta
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1.286 o 1.302 mg Fe / porciéon si se usaran bioquelatos detivados de
subproductos del café (SCG-Fe y Mel-Fe) para cultivar lechugas. Asi, la
contribucion a la ingesta dietética de referencia (IDR) de Fe aumentaria desde
el 12.55% (para lechugas regulares) hasta el 16.26% para aquellas lechugas
cultivadas con el bioquelato organico Mel-Fe (Instituto de Medicina, 2005).
Estos datos podrian ser muy importantes teniendo en cuenta la prevalencia de

anemia ferropénica (24.8%) en la poblacion mundial (OMS, 2008).

Tabla 39. Contribucién del consume de lechuga a la ingestiga diaria de

Fe y Zn en la dieta Espafola.

. Ingesta de
1
Muestra Erllfir::ee;ltlo Ingesta; ;harla IDRs2 acions IDRs?
a (mg/day) (%) (mg/racién) (%)

Fe 0.032 0.40 1.004 12.55
NPK In 0.005 0.05 0.141 1.28
SCG Fe 0.038 0.48 1.193 14.91

Zn 0.005 0.05 0.159 1.45
SCG-Fe Fe 0.041 0.51 1.286 16.08
SCG-Zn Zn 0.023 0.21 0.728 6.62
Mel Fe 0.037 0.46 1.148 14.35

Zn 0.005 0.05 0.143 1.30
Mel-Fe Fe 0.041 0.51 1.302 16.28
Mel-Zn Zn 0.012 0.11 0.390 3.55
?gD DHA- Fe 0.052 0.65 1.628 20.35
EDTA-Zn Zn 0.027 0.25 0.840 7.27

1Considerando el consumo de lechuga durante un afio.
Ingestas Dietéticas de Referencia (IDRs) para un hombre adulto (19-50 afios) por dia.
3Considerando la racién completa ingerida un difa en particular

Finalmente, en el caso del Zn, la contribucién de la ingesta de lechuga a
los niveles diarios de Zn es menor que los del Fe, aunque no deben
subestimarse. Por ejemplo, el consumo de una porcion regular de lechuga
(cultivada con fertilizacion NPK) significa una ingesta de 0.141 mg de Zn, lo
que contribuye a un 1.28% de la IDR. Sin embargo, si se consume una lechuga
biofortificada con Mel-Zn, el aporte a la IDR aumenta hasta un 3.55% (0.390
mg Zn) e incluso un 6.62% (0.728 mg Zn) en el caso de una lechuga
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biofortificada con SCG-Zn (Tabla 39). Estos son resultados importantes ya
que los bajos niveles de ingesta de Zn son un componente del hambre oculta

relacionada con una mayor frecuencia de infecciones agudas y diarrea (Brown

et al., 2004).

4.9.7.Consideraciones finales

En general, los quelatos comerciales EDDHA-Fe y EDTA-Zn lograron
mejores tasas de evaluacién (eficiencia de utilizacion, eficiencia de reserva
disponible y factor de transferencia). Sin embargo, desde el punto de vista de la
eficiencia, los bioquelatos de melanoidinas se acercaban mas a los quelatos
comerciales que los bioquelatos de SCG. Este hecho podria explicarse de la
siguiente manera: cuando el zinc y el hierro se suministran en forma de quelatos
comerciales o cuando las melanoidinas se funcionalizan, estos compuestos son
solubles y su posibilidad de movilizaciéon inmediata es mayor. En el caso de los
bioquelatos de SCG, los iones Fe y Zn podrian unirse a moléculas incrustadas
en la masa sélida de SCG vy, por lo tanto, para estar disponibles, deben
degradarse para que la planta los asimile. No obstante, este hecho podtia tener
un punto positivo: el bioquelato derivado de SCG podria actuar como una
reserva a medio y largo plazo de hierro o zinc para garantizar el suministro a
cultivos posteriores. Ademas, los SCG son un bio-residuo generado en la
preparacion de la bebida del café (Murthy y Naidu, 2012), por lo tanto, su
reutilizacion es econémica, mientras que las melanoidinas son un residuo sélido
dificil de manejar debido a su baja densidad y habito escamoso y, ademas, su
obtencién es muy laboriosa (extraccidon, preconcentracioén, filtracion,
diafiltracién y secado por atomizacion) y costoso. Los quelatos comerciales
también presentan problemas de toxicidad y equilibrio de nutrientes en las
plantas (Mohammadi y Khoshgoftarmanesh, 2014), como se indico

anteriormente. Ademas, como se ha comentado en los capitulos anteriores, los
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SCG afectan positivamente a las propiedades fisicas del suelo, quimicas y
fisicoquimicas y biologicas, lo que hace de este residuo una buena eleccion para

su uso en fines agricolas.
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4.10. SINTESIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.10.1. Los posos de café como residuos y sus productos de

transformacion

Los posos de café son unos residuos que proceden de una semilla rica en
carbohidratos, lipidos, proteinas y acido clorogénico. Posteriormente, durante
el tostado de la semilla de café es donde tienen lugar una serie de reacciones, las
cuales son los responsables de la generaciéon de compuestos oscuros,
denominados melanoidinas. El grano tostado es finalmente molido y sometido
a una hidrolisis suave. El residuo solido resultante mantiene la composicion del
grano tostado, aunque se concentra en proteinas debido a la extraccién de otros
compuestos durante la preparacion de la bebida del café. Esta composicion ha
sido muy estudiada por muchos autores y se sigue investigando en este tema, lo
que se pone de manifiesto en los tltimos trabajos de McNutt y He (2019) y
Battista et al. (2020).

Mas especificamente, es su composicion destaca el alto contenido en C,
lo que hace que los SCG sean interesantes desde el punto de vista agronémico.
Como hemos visto en otros capitulos de la presente memoria, el C de los SCG
es un C fundamentalmente 1abil, destacando su alto contenido en materia volatil
(85%) y C soluble (26%) y bajo contenido en C fijado (14%). Los SCG
contienen cantidades moderadas de N y P, siendo significativo su contenido en
N soluble. Destaca su alto contenido en K (3000 mg/kg). En cuanto a los
microelementos, resaltan los contenidos significativos en Cu y Fe. Como
consecuencia de los grupos funcionales caracteristicos de los SCG, éstos poseen
un pH relativamente bajo para los suelos de la region y una conductividad
eléctrica relativamente alta. Como aspectos negativos, los SCG poseen un
contenido alto en compuestos fenodlicos totales y se caracterizan por ser
materiales muy repelentes al agua, dotando al suelo de hidrofobicidad. Un

componente importante de los SCG, son las melanoidinas, extensamente
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estudiadas por Rufian-Henares y Pastoriza (2015). Las melanoidinas son
compuestos de alto peso molecular, de estructura poco definida, con un gran
numero de grupos funcionales. Esto convierte a las melanoidinas en uno de los
componentes de los SCG con una gran perspectiva para el uso agronémico
como se vera en apartados posteriores. Sin embargo, estos compuestos son
dificiles de obtener, tanto a nivel de estructuras, tiempo y a nivel econémico.
Una buena linea de investigacion seria buscar métodos de obtencién a nivel
industrial de las melanoidinas.

Esta composicion presenta una doble cara. Una cara positiva desde el
punto de vista agronéomico debido a su alto contenido en C, proteinas y
azucares. Y, por otro lado, un aspecto negativo debido a su composicion en
compuestos téxicos como lo demuestran los trabajos de Cruz y Cordovil (2015)
y Hardgrove y Livesley (2016). La correcciéon de estos problemas de toxicidad
conlleva un tratamiento posterior de los SCG como mencionaremos en los
parrafos siguientes. En la bibliografia hay varias propuestas para la reutilizacion
de estos residuos, como la gasificacion, pirolisis, carbonizacion hidrotermal
(Alves et al., 2017). Uno de sus usos mas estudiados es el uso agronémico
debido a su elevado contenido en C, al estimulo de actividad biolégica que
puedan generar en el suelo y a la pobreza de C que tienen los mismos. También
los contenidos en N, P, K potencian esta opciéon. No obstante, su caracter
fitotoxico limita en gran medida sus posibilidades como fertilizante organico.
La combinacién de sus potenciales y limitaciones promueven el tratamiento
posterior de este producto para, sin eliminar sus beneficios, corregir en gran
medida sus limitaciones. En la bibliografia (Alves et al., 2017; Vardon et al.,
2013), se han propuesto fundamentalmente los siguientes procesos de
transformacién: compostaje, vermicompostaje, pirolisis, carbonizacion
hidrotermal y desengrasado.

El compostaje tradicional en pila estatica y el vermicompostaje de los

SCG han sido profundamente estudiados por Liu y Price (2011) y Gonzalez-
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Moreno et al. (2020). El compostaje tradicional genera un producto de mayor
madurez, una C/N mas baja (siempre en un rango éptimo de < 25:1). Pero en
nuestros ensayos los SCG no han alcanzado una madurez suficiente y se ha
observado que siguen teniendo limitaciones en cuanto al crecimiento vegetal. A
su vez este producto tiene un CEos alta (22 dS/m). El vermicompostaje genera
productos mas maduros y se ha comprobado que no generan toxicidad y hasta
una cantidad el 25% generan un vermicompost de calidad. Sin embargo, es un
procedimiento costoso cuya elaboracion lleva meses. En este trabajo hemos
visto que el vermicompost de SCG es rico en N, pudiendo actuar como abono
nitrogenado, eliminando completamente la toxicidad propia de los SCG.

La pirolisis o carbonizaciéon en atmoésfera pobre en oxigeno, es un
procedimiento muy estudiado ya que genera subproductos de alto valor afiladido
como el biogas y un producto sélido carbonoso conocido como biochar. En

esta memoria se han ensayado dos tipos de biochar, uno a 270°C y otro a 400°C.

Comparativamente, el biochar a 270°C, debido a su temperatura de
carbonizacion menor, tiene niveles mas bajos de C y N, mayor contenido en
materia volatil y menor contenido en C fijado que el biochar a 400°C.

La carbonizaciéon hidrotermal o transformacién en medio acuoso a alta
temperatura y presion ha sido menos estudiada en el caso de los SCG, aunque
se pueden citar los trabajos Afolabi et al. (2020) y Kim et al. (2017). La HTC
se orienta fundamentalmente a la extraccion de azucares, concretamente
manoologiosacaridos, y de surfactantes, como productos de alto valor afiadido
(Pérez-Burillo et al., 2019). Los productos sélidos resultantes de la HTC se
conocen como hidrochar y sus caracteristicas depende de la temperatura de
carbonizacion de temperatura y empleada. En la bibliografia (Xiao et al., 2012)
se utilizan rangos de temperatura entre 180 y 250°C, aunque en el trabajo de
Pérez-Burillo et al. (2019) se describe la temperatura de 185°C es clave en la
transformacion de los productos. En esta memoria se han empleado tres tipos

de hidrochar: a 160, 180 y 200°C. Los hidrochars empleados tienen un alto
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contenido en polifenoles lo que les hace ser ain mas toxicos que los SCG desde
el punto de vista agronémico. No obstante, presentan un pH mas acido, una
menor CEzs que los SCG y unas formas de C ain mas labiles (C soluble en
agua), lo que hacen que estimulen atiin mas la actividad biolégica que los propios
SCG.

También en la bibliografia se han utilizado los SCG para la obtencion de
grasa y se ha estudiado la generacion de biochar a partir de los SCG
desengrasados (Vardon et al., 2013). En nuestro caso, los SCG desengrasados
tienen un comportamiento muy similar a los productos de origen bien sean los
SCG o los biochar. Aunque no se ha descrito en la bibliografia, también se han
ensayado productos derivados de los SCG por lavado, bien con agua caliente o
etanol. Estos productos no han demostrado una mejora sustancial de este
residuo desde el punto de vista agronémico ya que no eliminan la toxicidad, que

era el objetivo de estos tratamientos.

4.10.2. Los efectos de los SCG y sus productos derivados

sobre el suelo. Influencia del tipo de suelo

El objetivo de este trabajo es el empleo de los SCG para su uso
agronomico como enmienda organica de suelos. Este objetivo se ha enfocado,
en primer lugar, considerando los SCG como un residuo organico habitual, es
decir, como una turba, compost de residuos vegetales, estiércol, etc.
Posteriormente, debido a sus limitaciones y a alguna de sus efectos que
comentaremos mas adelante, se ha intentado emplear desde otra perspectiva, la
cual describiremos en siguientes apartados.

El primer efecto, obvio, de los SCG es el aumento significativo de C que
genera en el suelo. En este sentido no difiere de otros residuos. Hemos
encontrado aumentos de hasta un 340% con respecto a la muestra control

cuando se afiadia un 10% de SCG al suelo. Este aumento siempre ha sido
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proporcional a las cantidades afiadidas. Desde el punto de vista edafico y
ambiental, este efecto ya constituye una ventaja, por el secuestro de C en el
suelo que supone. Debido a la degradabilidad de los SCG, el C evoluciona con
el tiempo de incubacién, sin embargo, a los tiempos ensayados y con las
cantidades afiadidas, siguen dejando mucho C remanente en el suelo. En esta
memoria se ha visto que incrementan en mayor medida las fracciones mas
labiles de la materia organica del suelo.

Como efectos muy significativos de la adicion de SCG podemos citar su
influencia sobre las propiedades fisicas del suelo. Se ha encontrado una
disminuciéon de la DA, aumento de la capacidad de retenciéon de agua,
principalmente la retenida a menor potencial, lo que genera un efecto levemente
adverso que es la disminucion del agua utilizable por las plantas. También se ha
encontrado una modificacion intensa de la forma y el tamafio de los agregados.
Los SCG tienen una tendencia muy fuerte a la interaccién con las particulas
minerales del suelo, principalmente con las arcillas, lo que se ha observado con
las imagenes SEM. Esta interacciéon conduce hacia un aumento del tamafio de
los agregados y lo mas importante a una estabilizacion de los mismos. Podria
ser ésta la influencia mas destacable desde el punto de vista de las propiedades
fisicas de los SCG. Igualmente se observa que los agregados tienden a
redondearse, lo que tiene un efecto inmediato en la macroporosidad del suelo.
Las propiedades fisicas de los propios SCG conducen a un aumento destacado
de la hidrofobicidad en todos sus aspectos. Este efecto que a priori puede ser
considerado negativo, resulta ser contradictorio porque, efectivamente, impide
la humectacion del suelo, pero es quien contribuye mas a la estabilidad de la
estructura.

Los efectos mas estudiados han sido sobre las propiedades quimicas ya
éstos son muy evidentes. Este aspecto ha sido estudiado en la bibliografia.
Podemos citar los trabajos de Cruz y Cordovil (2015) y Yamane et al. (2014).

En esta memoria se ha visto que la adiciéon de SCG disminuyen el pH en los
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primeros instantes de la adicion ya que presentan un pH muy diferente al de los
suelos Mediterraneos carbonatados, ya que estos tienen un pH de 8.2. Este
resultado podria tener una perspectiva muy positiva desde el punto de vista
agronoémico porque permitiria una mayor movilizacion de los micronutrientes
(Navarro y Navarro, 2013), pero las condiciones de los suelos Mediterraneos
con un alto contenido en carbonatos, hace que, en un corto periodo de tiempo,
el pH evolucione hacia valores similares a los naturales del suelo. También se
ha observado un incremento de la conductividad eléctrica, pero incluso en las
dosis mas altas (15%), no alcanzan valores de riesgo en cuanto a salinizacion.
De la misma manera que ocurre con el pH, estos incrementos de la CE se van
mitigando con la evolucién del tiempo. Aunque ya se ha mencionado en el
apartado anterior, la adicién de SCG incrementa los contenidos de K, P, N,
siendo muy destacable los valores de K. En cuanto a micronutrientes se han
observado incrementos significativos de los Fe, Zn y Cu asimilables.
Claramente se incrementa la fertilidad quimica del suelo. No obstante, este
incremento no se refleja en el crecimiento de las plantas, ya que dominan los
efectos fitotoxicos, que comentaremos posteriormente. Por un efecto de
dilucion, la adicién de SCG disminuye los contenidos de carbonato céalcico en
el suelo, lo que es positivo para una agricultura soportada sobre suelos
carbonatados, como es el caso de la agricultura Mediterranea.

Una importante accion de los SCG como enmienda organica de suelos
es el incremento de la actividad biolégica, tanto bacteriana como fungica, la cual
se ha puesto de manifiesto por el estudio de distintos parametros y también se
ha observado mediante SEM, lo que confirma claramente estos efectos.
Globalmente la adicién de SCG incrementa significantemente la respiracion del
suelo, demostrada mediante distintas pruebas de forma continua o discontinua.
Uno de los ensayos que a este respecto no deja lugar a dudas es su incremento
neto de la actividad deshidrogenasa. Mediante estudios de ADN se ha

demostrado que no solamente se altera el nimero de bacterias en el suelo, sino
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que se modifican sustancialmente las poblaciones bacterianas. Mediante estos
estudios se ha comprobado que aumentan las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, las bacterias degradadoras de fenoles (dada la composiciéon
de los SCG) vy las bacterias degradadoras de petréleo. Asi mismo, se han
encontrado una densificacion de las redes de interacciéon bacteriana. Las
fotograffas de SEM corroboran de manera inequivoca el crecimiento de la
actividad fingica sobre las particulas de SCG. Hongos que muchos de ellos se
encontraban en fase de formaciéon de esporas. La actividad fungica tiene un
efecto indirecto de fijaciéon de C inorganico, lo que también es favorable desde
el punto de vista medioambiental. En algunos ensayos, cuando se ha fijado el
suelo para evitar la destruccion de las bacterias por los haces de electrones,
también se ha observado un incremento muy elevado de la actividad bacteriana.
No se han determinado las especies, pero se han observado cocos y bacilos.

Todos los efectos mencionados en el suelo se han observado también
para los bio-productos derivados y se ha observado que son similares. No
obstante, se requeriria de mayor investigacion al respecto ya que los cambios en
la composicion deben de modificar dichos efectos en el suelo, aunque no de
una manera muy significativa. Sobre todo, habria que investigar sobre el efecto
en las propiedades fisicas ya que se tienen muy pocos datos de los bio-
productos.

En alguno de los ensayos se ha trabajado con dos suelos agricolas
contrastados, tipicos del Mediterraneo, principalmente en contenido en
carbonatos, con sus consecuencias fundamentalmente en el pH y en la
mineralogia de las distintas fracciones del suelo. En general, la tendencia en los
efectos de los SCG es muy similar. Las diferentes propiedades iniciales de los
suelos modifican las tendencias, pero de una forma leve. Lo mas destacado es
que la interaccion de las particulas de suelo, fundamente, la arcilla con los SCG
esta muy relacionada con la naturaleza mineral de las particulas. Asf, las arcillas

de tipo 2:1, fundamentalmente esmectitas, tienen una mayor interacciéon con las
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particulas de los SCG, lo que hace que la intensidad de los efectos sea mucho
mayor en el caso de suelos ricos en estas fases minerales. En la bibliografia, los
efectos de los SCG se han estudiado en muy pocos tipos de suelos y en algunos
casos, se han estudiado con turbas. Este es uno de los puntos que requieren un
mayor esfuerzo en la bisqueda de nuevo conocimiento sobre los efectos de los
SCG en el suelo. Habria que ensayar fundamentalmente suelos de naturaleza
granulométrica muy diferente y de composiciones mineralégicas muy
contrastadas. En esta memoria se ha visto que, en cuanto a los elementos
nutrientes del suelo y las propiedades fisicas del mismo, el suelo de Vega mostrd
mejores valores que el suelo Rojo. En este mismo sentido, los SCG aumentaron
la riqueza de las especies microbianas en mayor medida en el suelo de Vega con

respecto al suelo Rojo.

4.10.3. Los efectos de los SCG y sus productos
transformados sobre las plantas de cultivo y consecuencias

nutricionales

Se ha demostrado que la adiciéon de SCG tiene un efecto limitante en el
crecimiento de las lechugas, manifestandose en una pérdida porcentual de peso
de aproximadamente un 75%. La fitotoxicidad de los SCG se manifiesta desde
concentraciones muy bajas (desde 1%) y se ha comprobado que no existe un
umbral maximo para esta fitotoxicidad, ya que, a partir de cantidades muy bajas,
la planta disminuye de tamafio. La bibliografia es contradictoria con respecto al
efecto de los SCG sobre el crecimiento de las plantas. El grupo de Cruz et al.
(2015) no encontraron limitacién de crecimiento en las plantas. Sin embargo,
hay otros que si la encuentran y lo atribuyen principalmente a dos causas: 1)
fitotoxicidad propia de algunos componentes de los SCG como son los
polifenoles (Hardgrove y Livesley, 2016); 2) otros autores la atribuyen a la

competencia por el N con los microorganismos del suelo (Cruz y Cordovil,
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2015). Los SCG, por su alto contenido en C labil, son transformados por los
microorganismos del suelo, inmovilizando el N disponible para las plantas. En
uno de los ensayos de la presente memoria se ha comprobado que dicha
limitacién por la inmovilizaciéon del N es solamente parcial, ya que la adicion de
cantidades crecientes de N en formas altamente asimilables (nitratos y amonio)
s6lo corrige, en parte, la falta de crecimiento en la planta. Por tanto, se trata
principalmente una limitacién por toxicidad. Los distintos tratamientos
aplicados a los SCG para eliminar la toxicidad no son efectivos salvo el
vermicompostaje, mediante el cual estos compuestos fitotoxicos desaparecen.
Otros tratamientos como la HTC, incrementa los compuestos polifenolicos en
el hidrochar, generando un bio-residuo aun mas fitotoxico. La pirolisis para la
generacion de biochar no resuelve totalmente el problema, ya que la pirolisis a
baja temperatura (270°C), descrita en la bibliografia como el limite en el que
desaparecen dichos compuestos (Comino et al., 2020), no resulta eficaz en su
eliminacién. En el caso del biochar a 400°C, se ha comprobado que la
fitotoxicidad se ha eliminado en gran medida. No obstante, dichos biochar
siguen manteniendo algin tipo de limitacién ya que el peso fresco de las
lechugas con esta enmienda no llega a alcanzar los datos de la muestra control.
Los SCG desengrasados y lavados con agua o etanol, tampoco son eficaces para
la eliminacién de los polifenoles, incluso en el caso de los ultimos, los
polifenoles se incrementan.

Se comprueba que la adiciéon de SCG y de sus productos derivados
limitantes al crecimiento (hidrochar a distintas temperaturas, biochar a 270°C,
desengrasados y lavados), supone un incremento significativo del contenido en
nutrientes en planta, principalmente micronutrientes. Este hecho se produce a
todas las concentraciones ensayadas y abre una via interesante en la
investigacion de los SCG y productos derivados en su empleo agronémico,
como podria ser el empleo de estos bio-materiales para la generacion de plantas

biofortificadas en nutrientes. En un ensayo con cantidades muy bajas, cercanas
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a la toxicidad, pero sin llegar a la misma, se ha comprobado que la combinacion
de SCG y productos derivados con una cantidad estandar de abonos
inorganicos (NPK) constituye una posible via en el empleo de estos productos.
Las lechugas obtenidas contienen cantidades significativamente mayores de Fe,
Cu y Zn que las lechugas sélo cultivadas con fertilizante inorganico. Nutrientes
que estan considerados importantes en la nutricion humana y de los que hay
descritas numerosas deficiencias a nivel mundial (Kumar et al., 2019).

Un paso mas alla en esa linea es la generacion de bio-enmiendas derivadas
de los SCG y sus bio-productos derivados, funcionalizados con dichos
micronutrientes. Ademas de los SCG y derivados, también se funcionalizaron
las melanoidinas, debido a su capacidad quelante. Se podria denominar a estos
nuevos fertilizantes como bioguelatos. 1.a comparacion de estos bioquelatos con
los quelatos comerciales de Fe y Zn ha demostrado que su eficacia es menor,
pero presentan ventajas que no son desdefiables. Al tratarse de productos ricos
en C, mejoran otras propiedades del suelo, como se ha demostrado
anteriormente en otros ensayos. Paralelamente generan un incremento en la
planta de estos nutrientes significativamente mayor que en el caso de los
controles y, lo mas importante, crea una reserva en el suelo de estos
micronutrientes para posteriores fases de cultivo. La fijacion de estos elementos
en estos materiales organicos impedirfa su lavado, lo que no ocurre con el caso
de los quelatos comerciales, frenando de esta manera un grave problema
medioambiental por la posibilidad de contaminacion de los acuiferos. Ademas,
se trata de productos que permitirfan una reutilizaciéon de un material cuyo
empleo agronémico presentan grandes limitaciones a pesar de su beneficio para
el suelo.

La ingesta de alimentos es la principal via para la adquisiciéon por parte
de los organismos de los elementos necesarios para el metabolismo. Se han
descrito numerosas deficiencias en vitaminas y elementos minerales nutrientes

(Kumar et al., 2019). Hay dos vias fundamentales de corregir estas deficiencias:
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la fortificaciéon de alimentos mediante la adicién directa de los nutrientes
deficitarios (von Grebner et al., 2014). Otra, la mas eficaz, tal como se describe
en la bibliografia es la biofortificacion (Cakmak et al., 2018). A su vez, la
biofortitiacion tiene dos modalidades: la denominada biofortifiaciéon genética
que consiste en modificar genéticamente las plantas para que asimilen
preferencialmente alguno de los nutrientes. Otra es la denominada
biofortificacién agronémica que es la mas asequible en los paises en desarrollo,
que consiste en emplear los abonos que movilicen los elementos nutrientes para
que de esta manera aumentar su contenido en la planta. Tal y como se ha
indicado en los apartados anteriores, el s6lo empleo de los SCG y algunos de
sus productos derivados tienen ya un efecto biofortificador. No obstante, la
funcionalizacién de dichos bio-productos mediante su mezcla con sales
minerales es tecnologicamente sencilla y econémica, produce un abono bio-
inorganico (bioquelato) que en algunos casos consigue valores de contenido en
planta muy similares a los de los quelatos comerciales. Una forma de evaluar la
efectividad de estos productos es calcular cuanto contribuyen a la ingesta
dietética de referencia para un determinado elemento. Por ejemplo, en el caso
del Fe, se ha comprobado que la contribucién de la ingesta dietética de
referencia aumenta un 4% en las lechugas cultivadas con el bioquelato

melanoidina-Fe, con respecto a las lechugas cultivadas s6lo con NPK.

4.10.4. Consecuencias ambientales del empleo de los SCG y

sus productos derivados como enmiendas organicas

Uno de los problemas principales a los que se enfrenta la sociedad es la
degradacion de suelos cuya causa fundamental es la pérdida de materia organica.
La dualidad inorganico-organico que tienen los suelos es la que la diferencia de
los materiales organicos puros y materiales inorganicos puros y es la que le

confiere la mayoria de sus propiedades. Otro de los problemas ambientales a
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los que se enfrenta la humanidad es el aumento en la atmosfera de gases con
efecto invernadero. Otros problemas medioambientales son la pérdida de
biodiversidad y de agua en la litosfera, asi como la contaminacién por
movilizaciéon de elementos, debido a la alteracion de los ciclos biogeoquimicos.
Otro problema, ya no ambiental, es la generacién de alimentos para una
poblacién creciente. Estos graves problemas pueden parecer que no tienen un
nexo comun, sin embargo, todos convergen en la pérdida de la calidad del suelo.
Entendiendo como calidad del suelo la capacidad de un suelo para funcionar
dentro de los limites del ecosistema y el uso de la tierra para mantener la
productividad biologica, mantener la calidad ambiental y promover la salud de
las plantas y los animales (Biinemann et al., 2018).

Una primera cuestion es si los SCG y sus derivados incorporan en mayor
o menor medida C al suelo. En varios experimentos se ha medido la generacion
de COz ala atmosfera cuando estos productos son degradados en el suelo. Esto
podia contemplarse como una navaja de doble filo. Porque, por un lado,
incrementan los gases de efecto invernadero, pero también parte del C que se
afiade al suelo con esos residuos se incorpora al suelo. Estos bio-residuos en un
vertedero tienden a convertirse totalmente en COx sin transformarse en el suelo
(Murthy y Madhava Naidu, 2012).

El problema de la actividad biolégica del suelo tampoco es menor. Una
de las grandes reservas de biodiversidad esta en los suelos (Cameron et al.,
2018). Por tanto, el incremento de la actividad biologica del suelo incide en este
aspecto (incremento de la biodiversidad).

Hemos comprobado por otra parte, que los SCG tienen capacidad
quelante y secuestrante de elementos toxicos (Kim et al.,, 2014). Pero este
bloqueo de elementos no es permanente, sino que muchos de estos elementos
pueden llegar a ser disponibles para las plantas lo que supone una ventaja desde

el punto de vista vegetal.
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En conjunto, la adicién de los SCG y sus productos derivados supone
un incremento de la calidad del suelo que se manifiesta en muchas propiedades
que son las que se utilizan para evaluar la calidad. Ya que, para evaluar la calidad
del suelo han sido usados tradicionalmente indicadores fisicos, quimicos y
biolégicos, los cuales son propiedades del suelo medibles que afectan a la

capacidad de éste de ejercer una de sus funciones (Bastida et al. 2008).

4.10.5. Recomendaciones sobre el uso de los SCG y sus

productos derivados como enmienda organica

El empleo directo de los SCG frescos como enmienda organica no es
recomendable. Sélo serfa factible como indican Cruz et al. (2015) hacerle un
compostaje directo en suelo para su transformacion. Esto se debe, en parte, a
que su contenido en formas labiles de C, estimulan la actividad biolégica y
compiten por el N con las raices, pero se debe sobre todo a su efecto fitotoxico
por la presencia en ellos de compuestos fitotoxicos.

Hay varias opciones para su transformacién. La via del compostaje-
vermicompostaje, la cual genera productos directamente utilizables como
enmienda organica, sobre todo el vermicompostaje, aunque presentan algunos
inconvenientes como la alta salinidad y tampoco se puede olvidar que su
obtencioén requiere de tiempo y recursos econdémicos.

La pirolisis es una via con ciertos atractivos por la generacion de
biocombustibles. El producto sélido, el biochar, mantiene algunas propiedades
negativas como es la hidrofobicidad y a ciertas temperaturas pierda la
fitotoxicidad. Esta linea de transformacion requiere de un aparataje especifico
que esté adaptado al gran nivel de produccion. No es una opcion facil para un
agricultura o pequena explotacion.

La carbonizacién hidrotermal es otra via para la obtencién de productos

de alto valor afiadido y de un residuo de segunda generacion (al igual que el
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biochar), que es el hidrochar. Sobre los hidrochars, se puede comentar algo muy
parecido a lo indicado para los SCG frescos. Son productos que presentan ain
mas contenido en moléculas transformables por los microorganismos y un
mayor contenido en polifenoles que los convierte en productos con mayor
capacidad fitotoxica. La obtencién de estos productos es altamente costosa en
tiempo y energfa y no esta al alcance de agricultores y pequefias empresas, ya
que es un proceso industrial que necesita de un alto grado de control.

El uso directo de los SCG y de algunos de sus bio-productos detivados,
puede estar mejor orientado si tenemos en cuenta su capacidad movilizadora de
elementos nutrientes en el suelo y se combina con paliativos para sus efectos
fitotoxicos. También, la funcionalizacion de estos productos con
micronutrientes para generar, lo que hemos denominado en el texto
bioquelatos, asociados a abonos inorganicos convencionales, es la opcidon que
finalmente consideramos mas viables para el uso de estos productos. No
obstante, se requiere de una mayor investigacion al respecto y esto constituye

una linea futura de trabajo dentro de este campo.
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1. Los SCG presentan un alto contenido en C, pero bioquimicamente son
heterogéneos. Contienen moléculas recalcitrantes, tipo lignina, junto con
moléculas muy transformables como son las proteinas. No obstante, su rasgo
mas destacado es la presencia melanoidinas, lo que tiene consecuencias
fundamentales en su uso como enmienda organica, dada su fitotoxicidad.

2. Los SCG se incorporan a la matriz inorgianica de los suelos e
interaccionan fundamentalmente con las particulas de arcilla, por lo que,
dependiendo de la naturaleza mineralogica de las mismas, dicho grado de
incorporacion variara entre distintos tipos de suelo.

3. Los SCG tienen efectos sobre las propiedades fisicas del suelo: aumentan
la porosidad, disminuyen la densidad aparente, modifican la forma y el tamafio
de los agregados, aumentan la capacidad de retencién de agua, disminuyen el
agua utilizable por las plantas y aumentan la estabilidad estructural.

4. Un efecto importante de los SCG es la modificacion de las propiedades
relacionadas con la hidrofobicidad del suelo: aumento del angulo de contacto y
el iempo de penetracién de la gota de agua.

5. La adicion de SCG mejora la fertilidad quimica del suelo, incrementando
los contenidos en macronutrientes N, P y Ky en micronutrientes Cu, Fe y Zn.
Disminuye el pH del suelo y aumenta la salinidad del mismo. Con respecto al
contenido en carbonatos, disminuyen su contenido en el suelo por dilucion.

0. Los SCG incrementan el contenido de CO en el suelo
proporcionalmente a las cantidades afadidas. Mejoran los niveles de todas las
fracciones de la materia organica del suelo (acidos humicos, fulvicos, carbono
extraible total), incrementando en mayor medida las fracciones mas labiles.

7. Los SCG modifican las poblaciones microbianas del suelo. Acrecentaron
la abundancia de bacterias degradadoras de acidos fenolicos y las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal. Los SCG incrementaron la complejidad de

las redes de interaccion microbiana, asi como la diversidad bacteriana.
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8. La tendencia del efecto de los SCG en los dos tipos de suelos ensayados
(Suelo de Vega y suelo Rojo) es muy similar. Si bien, la intensidad de los efectos
fue mayor en el suelo de Vega, que en el suelo Rojo. El suelo de Vega present6
mejores valores en cuanto a las propiedades fisicas, quimicas y biologicas
cuando los SCG fueron afiadidos al suelo.

9. Los SCG limitaron el crecimiento de las plantas de lechuga. El efecto
fitotoxico se produce cuando los SCG se adicionan en dosis muy bajas (1%) y
las dosis mas altas ensayadas (15%) no incrementan dicho efecto.

10.  Respecto a la hipotesis de que las limitaciones al crecimiento vegetal que
tiene los SCG se deben a la competencia de los microorganismos del suelo por
el N, se ha comprobado que, de forma general, la adiciéon de fertilizantes
nitrogenados inorganicos no elimina totalmente la fitotoxicidad de los SCG, la
cual debe ser atribuida fundamentalmente a la presencia de compuestos
polifenolicos.

11.  Los SCG incrementaron el grado de mineralizacion de la planta. Asi, los
SCG aumentan los contenidos en planta de elementos con importancia
nutricional como el V, Fe, Co, Mn y Zn. Este incremento de elementos
nutrientes en la planta se relaciona con la presencia en los SCG de polifenoles,
melanoidinas, carbohidratos, que tienen un caracter quelante y movilizan dichos
elementos en el suelo.

12. Los SCG tienen varias posibilidades de transformaciéon para su
reutilizacién. Destacan: a) El compostaje y vermicompostaje. Son productos
madurados en lo que se refiere a su relacion C/N y en el caso del vermicomspot,
con altos contenidos en N. b) Pirolisis a distintas temperaturas. Generan un
producto sélido, biochar, cuyas caracteristicas dependen de la temperatura.
También rico en C, hidrofébico y menos toxico que los SCG. ¢) Carbonizacion
hidrotermal. A partir de ella se obtiene un producto soélido conocido como
hidrochar, enriquecido en productos hidrolizables y en compuestos fitotoxicos,

con respecto a los SCG. Algunos de los efectos de los SCG sobre las
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propiedades de suelo han sido también estudiadas para los bio-productos
derivados y se ha visto que el sentido del efecto es similar, aunque la intensidad
varia de unos bio-productos a otros.

13.  La capacidad para la biofortificaciéon agronémica de los SCG puede
incrementarse mediante la funcionalizacién de los mismos por mezcla con sales
minerales. Podriamos denominar a estos productos funcionalizados como
bioquelatos. LLa comparacion de los efectos en planta y suelo de los bioquelatos
de Fe y Zn con los quelatos comerciales correspondientes, demuestra que su
efecto en planta es de menor intensidad. No obstante, incrementan
significativamente los contenidos de Fe y Zn en la planta y generan un nivel de
estos elementos de manera asimilable, a modo de reserva, en el suelo, con mayor
cuantia que los quelatos comerciales.

14.  Los SCG tienen importantes repercusiones en la nutricion humana al
incrementar el contenido de elementos esenciales en alimentos vegetales. Los
SCG incrementan en mayor medida el Fe en las lechugas, lo que se ha visto que
es de una gran relevancia debido a los datos de anemia ferropénica a nivel
mundial.

15. Los SCG, debido a su alto contenido en moléculas transformables, son
facilmente descompuestos por los microorganismos, liberando CO, a la
atmostera. Sin embargo, con respecto a la cantidad de C anadida con la adicién
de SCG, éstos dejan mas de un 85% de C en el suelo.

16.  Debido al efecto fitotéxico de los SCG, la via mas recomendable para su
utilizacion es la generacion de lo que hemos denominado bioquelatos: 1a adicion
de SCG en pequefias cantidades combinado con un fertilizante inorganico

convencional y suplementado con micronutrientes.
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CONCLUSIONS

1. SCG have a high C content but are biochemically heterogeneous. They
contain recalcitrant molecules, lignin type, together with highly transformable
molecules such as proteins. However, its most prominent feature is the
presence of melanoidins, which has fundamental consequences in its use as an
organic amendment, given its phytotoxicity.

2. SCG are incorporated into the inorganic matrix of soils and fundamentally
interact with clay particles, therefore, depending on their mineralogical nature,
said degree of incorporation will vary between different types of soil.

3. SCG have effects on the physical properties of the soil: they increase the
porosity, decrease the apparent density, modify the shape and size of the
aggregates, increase the water retention capacity, decrease the available water by
the plants and increase the structural stability.

4. An important effect of SCG is the modification of the properties related to
the soil hydrophobicity: increase of the contact angle and the water drop
penetration time.

5. The addition of SCG improves the soil chemical fertility, increasing the
content of macronutrients N, P and K and micronutrients Cu, Fe and Zn. It
lowers the soil pH and increases its salinity. With respect to the carbonate
content, their content in the soil decreases by dilution.

6. SCG increase the CO content in the soil in proportion to the amounts added.
They improve the levels of all fractions of soil organic matter (humic acids,
tulvic acids, total extractable carbon), increasing the most labile fractions to a
greater extent.

7. SCG modity soil microbial populations. They increase the abundance of
phenolic acid degrading bacteria and plant growth promoting bacteria. SCG
increased the complexity of microbial interaction networks, as well as bacterial

diversity.
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8. The trend of the effect of the SCG in the two types of soils tested (Vega soil
and Red soil) is very similar. However, the intensity of the effects was greater
in the Vega soil than in the Red soil. The Vega soil presented better values in
terms of physical, chemical, and biological properties when the SCG were
added to the soil.

9. SCG limited the growth of lettuce plants. The phytotoxic effect occurs when
SCGs are added in very low doses (1%) and the highest doses tested (15%) do
not increase said effect.

10. Regarding the hypothesis that SCG limitations to plant growth are due to
the competition of soil microorganisms for N, it has been found that, in general,
the addition of inorganic nitrogen fertilizers does not totally eliminate the
phytotoxicity of SCG, which must be attributed mainly to the presence of
polyphenolic compounds.

11. The SCG increased the degree of mineralization of the plant. Thus, SCG
increase the plant content of elements with nutritional importance such as V,
Fe, Co, Mn and Zn. This increase in nutrient elements in the plant is related to
the presence in the SCG of polyphenols, melanoidins, carbohydrates, which
have a chelating character and mobilize these elements in the soil.

12. SCG have various transformation possibilities for reuse. The following
stand out: a) Composting and vermicomposting. They are matured products
with regard to their C / N ratio and in the case of vermicomspot, with high N
content. b) Pyrolysis at different temperatures. They generate a solid product,
biochar, whose characteristics depend on the temperature. Also rich in C,
hydrophobic and less toxic than SCG. ¢) Hydrothermal carbonization. From it,
a solid product known as hydrochar is obtained, enriched in hydrolyzable
products and phytotoxic compounds, with respect to SCG. Some of the effects
of SCG on soil properties have also been studied for derived bio-products and
it has been seen that the effect of the effect is similar, although the intensity

varies from one bio-product to another.
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13. The agronomic biofortification capacity of SCG can be increased by
functionalizing them by mixing with mineral salts. We could call these
tunctionalized products as biochelates. Comparison of the effects on the plant
and soil of the Fe and Zn biochelates with the corresponding commercial
chelates shows that their effect on the plant is less intense. However, they
significantly increase the Fe and Zn contents in the plant and generate a level
of these elements in an assimilable way, as a reserve, in the soil, with a higher
quantity than commercial chelates.

14. SCG have important repercussions on human nutrition by increasing the
content of essential elements in plant foods. SCG increase Fe in lettuce to a
greater extent, which has been seen to be highly relevant due to global iron
deficiency anemia data.

15. SCG, due to their high content of transformable molecules, are easily
decomposed by microorganisms, releasing COz into the atmosphere. However,
with respect to the amount of C added with the addition of SCG, these leave
more than 85% of C in the soil.

16. Due to the phytotoxic etfect of SCG, the most recommended route for their
use is the generation of what we have called biochelates: the addition of SCG
in small amounts combined with a conventional inorganic fertilizer

supplemented with micronutrients.
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