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RESUMEN

Los posos de café (SCG) son un residuo de la industria agroalimentaria generado en
grandes cantidades a nivel mundial. Su rica composicion en fibra [62%, celulosa,
hemicelulosa, lignina], grasa (13-18%), proteinas (14-17%) y cenizas (1.3%) hace de este
residuo un material con potencial quimico y biotecnoldgico que puede ser aprovechado
dentro de un concepto de economia circular. Sin embargo, su alto contenido en
compuestos toxicos ha dificultado su uso en el campo agricola. El objetivo de este trabajo
ha sido enfocar la revalorizacion de los SCG mediante la carbonizacion hidrotermal
(HTC) como proceso de transformacion principal y, a partir de los subproductos
generados (hidrochar y licor), explorar las posibles aplicaciones basadas en su
caracterizacion; esto con mayor énfasis en el hidrochar. La HTC generd hidrochars con
propiedades diferentes a los SCG. Se obtuvo productos sélidos de segunda generacion
con mayor cantidad de C fijado, N, H, relacién C/N, superficie especifica y polifenoles
totales. Por el contrario, otras propiedades se vieron reducidas: pH, CEx», P y K
asimilables, tamafo de particula, materia volatil y cenizas. La aplicacion de un proceso
de desgrasado, combinado o no, con un lavado con etanol previo a la HTC no tuvo un
impacto en la reduccion significativa (p <0.05) del contenido de polifenoles totales ni en
la mejora de la estructura de las particulas, pero podrian ser utilizados con otros fines de
explotacion. Por otro lado, el andlisis de los licores de HTC mostré una composicién
mayoritaria en aztcares reductores, acidos grasos de cadena corta (AGCC) y otros
compuestos de caracter toxico. Las caracteristicas y propiedades de ambos subproductos
de la HTC se vieron altamente influenciadas (se acenttian) por la temperatura aplicada

en el proceso.

Para las distintas aplicaciones de los hidrochars de SCG en el campo agricola, se utilizé
como referencia un suelo de cultivo mediterraneo y plantas de lechuga (Lactuca sativa
var. longifolia). La evaluacion de dos de estos bio-productos (H175, H185) como
enmienda orgdnica de suelos a dosis de 1% y 2.5% dio como resultado una ligera mejora
en las propiedades fisicoquimicas del suelo pero que no fue significativa respecto a los

SCG. Destaco el aporte de carbono organico y la movilizacién de elementos nutrientes



con el aumento de la dosis, sin embargo, se evidencié una limitacion de la biomasa
incluso a la dosis mas baja (1%) debido al mayor caracter fitotdxico de los hidrochars

respecto a los SCG.

En base a la capacidad movilizadora de elementos en el suelo, se realizé una primera
evaluacion de estos bio-productos como agentes de biofortificacion mediante la
funcionalizacion de dos hidrochars (H160, H200) con Zn y Fe. Los resultados revelaron
que existe un mejor equilibrio entre el incremento del contenido mineral y el crecimiento
de la planta cuando los bio-quelatos son aplicados al suelo en dosis fijas (0.5%) en
comparacion con dosis variadas que dependen de una concentracion mineral
establecida. A pesar de que todavia se observd una cierto grado de fitotoxicidad, los
contenidos de Zn y Fe en planta aumentaron hasta en un 90% (H160-Zn) y 288% (H200-

Fe), respectivamente, en comparacion con lechugas no biofortificadas.

Posteriormente la activacion de los hidrochars previo a su funcionalizacion, provoco un
aumento de la capacidad de adsorcién de Zn (758%, H160) y Fe (230%, H160) al mismo
tiempo que una reduccion del contenido de polifenoles totales (46-73%). Este hecho
permitié reducir la dosis ensayada para efectos de biofortificacion (0.2%) obteniendo
como resultado una supresion total de la fitotoxicidad. Los contenidos tanto de Zn como
de Fe se triplicaron en comparacion con lechugas no biofortificadas. Este efecto se vio
reflejado de manera proporcional también en el porcentaje de ingesta diaria
recomendada (IDR) de cada micronutriente. Por ultimo, en todos los ensayos de
biofortificacion realizados, se evidencio la creacion de una reserva mineral en el suelo

que podria ser utilizada en futuros ciclos de cultivos.

En términos generales, los hidrochars de SCG exhibieron un gran potencial para ser
utilizados en el campo agricola como agentes de biofortificacion; esto siempre y cuando
sean utilizados en dosis subtoxicas (< 0.2%) y pasen por un proceso de activacion previo
que garantice un buen aporte del micronutriente ensayado. Los licores también
mostraron un atractivo potencial de fermentacion para la obtencién de compuestos de
alto valor bioldgico. Las técnicas ensayadas en esta tesis doctoral estan sujetas a ensayos

de optimizacion y/o modificacion con el fin de obtener el mejor aprovechamiento.



ABSTRACT

Spent coffee grounds (SCG) are a residue of the agri-food industry generated in large
quantities worldwide. Its rich composition in fiber [62%, cellulose, hemicellulose, lignin],
fat (13-18%), protein (14-17%) and ash (1.3%) makes this residue a material with chemical
and biotechnological potential that can be used within a concept of circular economy.
However, its high content of toxic compounds has made its use in the agricultural field
difficult. The objective of this work has been to focus on the revaluation of SCG through
hydrothermal carbonization (HTC) as the main transformation process and, from the by-
products generated (hydrochar and liquor), explore the possible applications based on
their characterization; this with greater emphasis on the hydrochar. The HTC generated
hydrochars with different properties than the SCG. Second generation solid products
with a higher amount of fixed C, N, H, C/N ratio, specific surface area and total
polyphenols were obtained. On the contrary, other properties were reduced: pH, ECzs,
assimilable P and K, particle size, volatile matter, and ashes. The application of a
defatting process combined or not with an ethanol wash prior to HTC did not have an
impact on the significant reduction (p <0.05) of the total polyphenol content or on the
improvement of the particles structure. but they could be used for other exploitation
purposes. On the other hand, the analysis of the HTC liquors showed a majority
composition of reducing sugars, short-chain fatty acids (SCFA) and other toxic
compounds. The characteristics and properties of both HTC by-products were highly

influenced (they are accentuated) by the temperature applied in the process.

For the different applications of SCG hydrochars in the agricultural field, a
Mediterranean cultivated soil and lettuce plants (Lactuca sativa var. longifolia) were used
as reference. The evaluation of two of these bio-products (H175, H185) as organic soil
amendment at doses of 1% and 2.5% resulted in a slight improvement in the
physicochemical properties of the soil, but it was not significant with respect to the SCG.
The contribution of organic carbon and the mobilization of nutrient elements with the

increase of the dose stood out, however, a limitation of the biomass was evidenced even



at the lowest dose (1%) due to the greater phytotoxic nature of the hydrochars with

respect to the SCG.

Based on the mobilizing capacity of elements in the soil, a first evaluation of these bio-
products as biofortification agents was carried out through the functionalization of two
hydrochars (H160, H200) with Zn and Fe. The results revealed that there is a better
balance between the increase of mineral content and plant growth when bio-chelates are
applied to the soil in fixed doses (0.5%) compared to varied doses that depend on an
established mineral concentration. Although a certain degree of phytotoxicity was still
observed, plant Zn and Fe contents increased by up to 90% (H160-Zn) and 288% (H200-

Fe), respectively, compared to non-biofortified lettuces.

Subsequently, the activation of the hydrochars prior to their functionalization, caused
an increase in the adsorption capacity of Zn (758%, H160) and Fe (230%, H160) and at
the same time a reduction of the content of total polyphenols (46-73%). This fact made it
possible to reduce the dose tested for biofortification effects (0.2%), obtaining as a result
a total suppression of phytotoxicity. Both Zn and Fe contents tripled compared to non-
biofortified lettuces. This effect was also proportionally reflected in the percentage of
recommended daily intake (RDI) of each micronutrient. Finally, in all the biofortification
tests carried out, the creation of a mineral reserve in the soil that could be used in future

crop cycles was evidenced.

In general terms, SCG hydrochars exhibited great potential to be used in the agricultural
field as biofortification agents as long as they are used in subtoxic doses (< 0.2%) and go
through a prior activation process that guarantees a good contribution of the tested
micronutrient. The liquors also showed attractive fermentation potential for the
obtention of high biological value compounds. The techniques tested in this doctoral
thesis are subject to optimization and/or modification tests in order to obtain the best use

and yield.
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ABREVIATURAS

A/AQ: ratio alquilo

AH160: hidrochar de posos de café obtenido a 160 °C activado
AH180: hidrochar de posos de café obtenido a 180 °C activado
AH200: hidrochar de posos de café obtenido a 200 °C activado
AGCC: 4cidos grasos de cadena corta

ARM: aromaticidad

ASCG: posos de café activados

AT: azucares totales

C/N: relacién carbono-nitrogeno

CaCO:s eq.: carbonato cdlcico equivalente

CEzs: conductividad eléctrica medida a 25 °C

CO: carbono organico

Cu: coeficiente de uniformidad

ERD: eficiencia de reserva disponible

EU: eficiencia de utilizaciéon

FT: factor de transferencia

GAE (gallic acid equivalent): acido galico equivalente
HB/HI: hidrofobicidad

H160: hidrochar de posos de café obtenido a 160 °C

H180: hidrochar de posos de café obtenido a 180 °C

H200: hidrochar de posos de café obtenido a 200 °C
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HTC (hydrothermal carbonization): carbonizacion hidrotermal
LR (lignin ratio): ratio de lignina

MG: materia grasa

MO: Materia organica

MOS: manooligosacaridos

N: nitrégeno total

PF: peso fresco

PS: peso seco

PT: polifenoles totales

SCG (spent coffee grounds): posos de café

SE: superficie especifica

SEM (scanning electron microscope): microscopio electronico de barrido
Wis: retencion de agua a -33 kPa

Wisoo: retencion de agua -1500 kPa
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1.1. El café y los posos de café. Aspectos generales

Origen y distribucién del café

El origen del café es todavia incierto, sin embargo, la mayoria de las fuentes apuntan a
que su cultivo empez6 en Etiopia. El popular grano proviene del cafeto, planta conocida
cientificamente como Coffea spp., y son dos variedades las que se comercializan
principalmente: C. arabica y C. robusta. La primera es la mas demandada por su
aromaticidad y suavidad mientras que la segunda tiene un sabor mas fuerte y amargo
por su mas alto contenido en cafeina (Arabo, 2021). La variedad arabica representa el 75%
de la produccion mundial y es producida principalmente en Brasil, Colombia y Kenia.
Por otro lado, la variedad robusta representa el 25% restante de la produccion mundial y

procede en su mayoria de Angola, Uganda y Costa de Marfil (Haro Garcia, 2019).

El fruto del cafeto es una drupa con dos nueces y una pulpa azucarada, consta de

diferentes partes estructurales que se visualizan en la Figura 1.

Cascara

Pergamino
Pulpa

Grano
Muciago

Figura 1. Partes estructurales de un grano de cafeto (Manals-Cutifio, et al., 2018).

La forma de preparacion de la bebida, asi como los hébitos de consumo, varian mucho
en funcion de cada pais. Generalmente el proceso empieza por el despulpado, seguido
del tueste que es la etapa en la cual el grano verde obtiene todas las caracteristicas
organolépticas que lo hacen tan apetecible debido a los cambios quimicos producidos.

Una vez frios, estos se muelen y se empacan para su comercializacién (Coffenza, 2019).
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Actualmente, el café es la bebida mas consumida a nivel mundial y el segundo producto
mas comercializado después del petrdleo. Esta ampliamente distribuido por los 5
continentes y se estima que alrededor de 10.000 millones de kilos de café se producen y
consumen cada ano (ICO, 2021). El pais que registra la mayor produccion y exportacion
del producto es Brasil, seguido por Colombia. Por otro lado, Estados Unidos es el mayor

importador, pero no el mayor consumidor.

A lo largo del tiempo y por el constante aumento del consumo en la poblacion, se ha
cuestionado mucho las propiedades nutritivas y estimulantes del café debido a la
composicion. Segin expertos en nutricion, el café no tiene valor nutricional alguno, pues
proporciona escasas proteinas, grasas e hidratos de carbono (Haro Garcia, 2019). Sin
embargo, su composicion incluye gran variedad de compuestos antioxidantes como

acido clorogénico, diterpenos y melanoidinas (Godos, et al., 2014).

Posos de café

Los posos de café, también conocidos como “spent coffee grounds” (SCG) en inglés, se
definen como el residuo bioldgico obtenido durante la produccion de bebidas de café
y/o la produccion industrial de café instantdneo en polvo (Cervera Mata, et al., 2019).
Este desecho de la industria y la hosteleria se genera en grandes cantidades anualmente.
Para visualizar mejor la generacion de los posos de café, es necesario revisar el consumo
de este producto debido a su relacion directa. Segtin la Organizacion Internacional del
Café (2021), el consumo de café en sus distintas formas ronda actualmente los 166.35
millones de sacos de 60 kg anuales (Figura 2), de los cuales, 54.07 millones corresponden

a Europa.

En Espafia, en el afio 2020 se registrd un consumo de café de 151 mil toneladas (AECafé,
2021). Esta cifra puede traducirse en la generacion local de la misma cantidad de posos

de café.
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Figura 2. Volumen de café consumido a nivel mundial entre 2012 y 2021 (en millones de sacos
de 60 kg) (ICO, 2021).

Composicion de los posos de café

Los posos de café no fueron estudiados sino a partir del afio 1973. A partir de ese tiempo,
el nimero de articulos publicados se ha incrementado considerablemente, de tal manera
que mas del 50% de estos corresponden a la tltima década (Campos-Vega, et al., 2015).
La composicion de este residuo es la base de la comprensién de su gestion y

aprovechamiento, como se verd mas adelante.

Los SCG han sido caracterizados quimica y nutricionalmente, encontrandose una
cantidad significativa de compuestos antioxidantes que en su gran mayoria son
compuestos fenolicos como la cafeina y el acido clorogénico. Contienen una baja
cantidad de lipidos y proteinas, pero, por el contrario, son altos en fibra, en donde la de
tipo insoluble es 5 veces mas alta que la soluble. Cabe sefialar que la composicion de este
residuo presenta gran variabilidad debido a factores como el método de preparacion de
la bebida, las condiciones de cultivo y la variedad del café (Pérez-Burillo, et al., 2022); a
pesar de esto, la mayoria de SCG presentan similar composicién. Un resumen de esta

composicion general descrita por Ballesteros et al. (2014) se presenta en la Tabla 1.
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Tabla 1. Composicion quimica y nutricional de los posos de café (Ballesteros, et al., 2014).

Carbohidratos

Componente Contenido (g/100 g peso seco)
Celulosa 12.40 £ 0.79
Hemicelulosa 39.10+1.94
Arabinosa 3.60 £ 0.52
Manosa 19.07 £ 0.85
Galactosa 16.43 +1.66
Lignina 2390+ 1.70
Insoluble 17.59 + 1.56
Soluble 6.31+0.37
Cenizas 1.3+0.10
Proteina 17.44 +0.10
Fibra total dietética 60.46 +2.19
Insoluble 50.78 + 1.58
Soluble 9.68 £2.70

Los polisacdridos son el componente principal de los posos de café, mds especificamente
la hemicelulosa y celulosa, que se combinan para constituir alrededor del 50% del peso
seco total de los SCG (McNutt & He, 2019). Los azticares que se polimerizan para formar
la hemicelulosa de este residuo son en su mayoria mondmeros de manosa. La
abundancia de los azucares se distribuye de la siguiente manera: manosa 37.03%,
galactosa 31.90%, glucosa 24.08%, arabinosa 6.99%, y no contiene xilosa. La celulosa esta

compuesta principalmente por glucosa (Ballesteros, et al., 2014).

El siguiente compuesto mas abundante es la lignina que representa alrededor del 20%
del peso seco (McNutt & He, 2019). Los acidos clorogénico, cafeico y cumarico son los
componentes mas importantes de la lignina en los SCG. Dichos compuestos juegan un
papel importante en la salud debido a sus propiedades antioxidantes (Ballesteros, et al.,

2014).
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Lipidos

Los posos de café también contienen una cantidad considerable de grasa,
aproximadamente un 15% de su composicion (McNutt & He, 2019). El perfil de acidos
grasos de los lipidos extraidos presenta un alto porcentaje de acidos grasos
poliinsaturados (46.5%), predominantemente de 4cido linoleico (45.0%). Existe también

una fraccion de 4cidos grasos saturados, siendo el palmitico el mas prevalente (34.9%).
Proteinas

Las proteinas representan alrededor del 14% de su peso seco. La proteina de SCG tiene
un alto contenido de aminodcidos esenciales de cadena ramificada (BCAA), comparable
a la proteina de soja. Los aminoacidos esenciales comprenden casi la mitad (49%) de los
aminodcidos totales, principalmente la leucina, que contribuye con el 13 o el 21% del
contenido total. En general, los aminodcidos mdas abundantes son el acido glutdmico, la

leucina, la glicina, la valina y la fenilalanina (Campos-Vega, et al., 2015).
Minerales

Una variedad de elementos minerales se encuentra constituyendo la fraccion de cenizas
(1.6%) de los SCG. El contenido mineral del residuo se detalla en la Tabla 2. El potasio
es el elemento mineral mas abundante, seguido por el fésforo y el magnesio (Ballesteros,

et al., 2014).

Tabla 2. Composicion mineral de los posos de café (Mussatto, et al., 2011).

Minerales mg/kg
Potasio 3549.0
Fosforo 1475.1

Magnesio 1293.3
Calcio 777 .4

Aluminio 297.3
Hierro 118.7

Manganeso 40.1
Cobre 32.3
Zinc 15.1
Azufre n.d
Cromo n.d

n.d. no detectado
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Otros compuestos de interés

Otros componentes minoritarios presentes en los posos de café son los compuestos
nitrogenados no proteicos, estos son: aminodcidos libres, péptidos de cadena corta y
alcaloides, especialmente la cafeina y la trigonelina (Campos-Vega, et al., 2015). Ademas,
los compuestos fendlicos, principalmente los taninos, representan el 0.25% de la
composicion de este residuo (Gemechu, 2020). Su elevado peso molecular y su capacidad
quelante los distinguen de los de la planta. Los acidos clorogénicos son los compuestos
mas abundantes de este grupo (Campos-Vega, et al.,, 2015), se incluyen: los acidos
cafeoilquinico (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA), dicafeoilquinico (3,4diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-
diCQA), cafeico, fertlico, p-cumadrico, sindpico y 4-hidroxibenzoico (Monente, et al.,
2015). Estos compuestos tienen una relevante importancia ya que son los que le confieren
gran parte de la capacidad antioxidante a este producto (Ballesteros, et al., 2017) y
despiertan interés para diferentes aplicaciones en la industria. También juegan un papel
determinante en la fitotoxicidad de los SCG (Pérez-Burillo, et al., 2022), como se discutira

mas adelante en este trabajo.

Los posos de café también son ricos en melanoidinas, compuestos de alto peso molecular
(=3 y 28 kDa) (Pérez-Burillo, et al., 2022) generados de la reaccion de pardeamiento no
enzimatico (Maillard) entre los aztcares reductores y los compuestos con un grupo
amino libre, cuya composicion exacta ain no ha sido establecida (Campos-Vega, et al.,
2015). Al igual que los polifenoles, estos compuestos también contribuyen con el valor

antioxidante que tienen los SCG (Gemechu, 2020).

1.2. Economia circular

Generalidades

Actualmente existe una enorme presion politica y social para reducir la contaminacion
de las actividades industriales. La necesidad de cumplir con las leyes y regulaciones
nacionales e internacionales y adoptar estdndares de sostenibilidad, han llevado a
muchos sectores industriales a adoptar el enfoque de "economia circular", un sistema

basado en la autorrenovacion. En la practica, una economia circular implica que el o los
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residuos generados pasan, por si mismos, a convertirse en un nuevo recurso,
consecuentemente minimizando la cantidad generada mediante la reutilizacion,
reparacion, renovacion y reciclaje. Es un ciclo mas que una serie de procesos con un

principio y un final.

LINEAR ECONOMY

RESOURCE
EXTRACTION

CIRCULAR ECONOMY

PRODUCTION

RECYCLING

SECTOR DISTRIBUTION

RECYCLE/ CONSUMPTION

RE-USE

Figura 3. Modelo de economia circular (UNIDO, 2020).

Segtn el Parlamento Europeo (2018), la adopcién de un modelo de economia circular
podria beneficiar en la reduccion de la presion sobre el cuidado del medio ambiente;
mayor seguridad en el suministro de materias primas; y mayor competitividad,
innovacién, crecimiento y empleo. Por otro lado, también resalta algunos desafios, como
la financiacion, los organismos inversores clave, las facilidades de implementacion, el

comportamiento del consumidor, los modelos comerciales y la gobernanza multinivel.

Con el objetivo de incrementar la eficiencia de los recursos, el mismo Parlamento

Europeo en el ano 2015 propuso la implementacion del modelo de economia circular a
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través de un paquete de legislacion y plan de accidn sobre la gestion de residuos, el cual

ha sido monitoreado de cerca en los paises miembros.

Residuos agroalimentarios

Se estima que para 2050 la poblacion mundial se acercard a los 9500 millones de
habitantes (Lopez, 2020). La poblacion mundial continia en aumento y a medida que
esta aumenta, aumenta la produccion de alimentos y consecuentemente la cantidad de
residuos generados durante su procesamiento. Se calcula que, entre residuos y
subproductos de recoleccidn, se generan mas de 500 mil toneladas anuales en el mundo,
con el inherente impacto medioambiental y econémico para el sector industrial. En
Espafa, en el afio 2020 se registré una produccion de 698.4 toneladas de residuos
procedentes solo de la industria de la alimentacidn, bebidas y tabaco (INE, 2020). Una
adecuada valorizacion aplicada a toda la cadena de suministro de alimentos, desde la

produccion hasta el consumo, permitiria palear esta problematica.

La idea de un concepto de biorrefineria ha surgido como un enfoque para abordar los
problemas de gestion de los residuos agroalimentarios al convertirlos en compuestos de
alto valor anadido debido a su composicion (Hijosa-Valsero, et al., 2019). Este modelo
integra tecnologias y rutas de transformacion a partir de biomasa que, en comparacion
con una refineria convencional, destacan caracteristicas como la capacidad de
renovacion, el almacenamiento energético, la sustitucion, la abundancia y la neutralidad

de carbono (cero emisiones) (Aristizabal-Marulanda, et al., 2017).

Ademas, el tamafo industrial del sistema alimentario actual proporciona materia prima
a bajo coste y gran escala para la valorizacién de estos residuos y el desarrollo de

subproductos (Ecolnnovacion, 2021).

La ruta de valor para su aprovechamiento puede estar influenciada por las propiedades
fisicoquimicas del residuo asi, por ejemplo, aquellos con alto contenido energético son
aptos para procesos de produccion de energia renovable, mientras que los desechos con

una alta concentracion de nitrédgeno y fésforo son aptos para fertilizantes organicos

(UNIDO, 2020).
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Acondicionamiento y separacién de Procesos primarios
componentes

JL

Procesos secundarios

Figura 4. Cadenas de valor integradas y etapas de una biorrefineria (Lépez, 2020).

Revalorizacién de los posos de café

Basados en los datos de la ICO (2019) sobre el consumo mundial de café que se calcula
fue de 9.92 millones de toneladas en el afio 2019, Atelge et al. (2021), mediante una
regresion lineal (R? = 0.9232), estiman que para el 2030 esta cifra aumente hasta 12.24
millones de toneladas. El constante aumento del consumo de bebidas de café sugiere una
buisqueda cada vez mayor de nuevas estrategias para la gestion y eliminacion de los
desechos o subproductos derivados de la produccion y consumo de este producto,
especialmente los SCG, que en su mayoria son depositados en vertederos (McNutt & He,

2019).

Los SCG demandan de una gran cantidad de oxigeno durante el proceso de
descomposicion, ademads de la liberacién potencial de sustancias tdxicas residuales
(cafeina, taninos y fenoles), la liberacion de lixiviados y las emisiones de gases de efecto
invernadero (Afolabi, et al., 2020). Por esta razén, en la ultima década se han venido
examinando varias oportunidades de revalorizacion de los SCG también con un enfoque
de biorrefineria (Atelge, et al, 2021). Las propiedades funcionales que incluyen:

capacidad de retencién de agua, capacidad de retencion de aceite, actividad y estabilidad
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de emulsion y potencial antioxidante (Gemechu, 2020), abren posibilidades para su

reutilizacion en diferentes procesos biotecnologicos que derivan en la extraccion y

produccién de compuestos con importantes aplicaciones en la industria alimentaria y

farmacéutica (Mussatto, et al., 2011). En la Tabla 3 se recogen algunas de las aplicaciones

encontradas en la bibliografia para los SCG.

Tabla 3. Ejemplos de algunos compuestos bioactivos obtenidos a partir de diferentes tratamientos

aplicados a los SCG.

Compuesto bioactivo /
producto

Técnica utilizada

Referencia

Aztcares

Compuestos fendlicos

Lipidos

Biochar y bio-diesel

Polihidroxialcanoatos
(PHA)

Acido l4ctico

Compost

Carbon activado
Etanol

Cafeina
Hidroximetilfurfurales

(HMF)

Melanoidinas

Hidrdlisis acida
Autohidrélisis

Extraccion solido-liquido

Sistema Soxhlet

Pirdlisis lenta

Hidrodlisis acida, fermentacion con
Burkholderia cepacia

Fermentacion liquida con

Saccharomyces cerevisiae

Compostaje, vermicompostaje

Activacién con ZnClz y pirdlisis

Hidrolisis acida, fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae

Sistema Soxhlet

Fraccionamiento con solventes,

fermentacion con  Metschnikowia

Infusidn, ultrafiltracion

(Mussatto, et al., 2011)

(Ballesteros, et al., 2017)

(Mussatto, et al., 2011)

(Vardon, et al., 2013)
(Vardon, et al., 2013)

(Obruca, et al., 2015)

(Kim, et al., 2019)

(Liu & Price, 2011)

(Rufford, et al., 2008)

(Burniol Figols, et al., 2016)

(Ferreira, et al., 2021)

(Prates Pereira, et al., 2019)

(Rufian-Henares & De La
Cueva, 2009)
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1.3. Carbonizacion hidrotermal como estrategia de reutilizacion

de los posos de café

Carbonizacion hidrotermal

La carbonizacion hidrotermal (HTC, por sus siglas en inglés), aunque fue explorada por
primera vez por Friedrich Bergius en 1913, es una tecnologia emergente para la

transformacion y gestion de residuos (Hernandez-Soto, et al., 2019).

Este método consiste en la conversion termoquimica llevada a cabo en un recipiente
aplicando temperaturas medias (160 - 250 °C) y valores de presion generalmente
determinados por las condiciones del proceso (aproximadamente 10 - 50 bar), en medio
acuoso, durante unas pocas horas (0.5 - 8 h) (Lucian & Fiori, 2017). De esta manera, sin
la adicion de ningtin otro agente, el agua actia como reactivo, solvente y catalizador
(Cavali, et al., 2023). Esta técnica podria catalogarse como una “hidrdlisis fisica” que, a
diferencia de las hidrdlisis convencionales que requieren el uso de reactivos (4cidos,

bases) o enzimas, no genera residuos quimicos contaminantes y es de bajo costo.

La HTC es una alternativa viable para convertir directamente la biomasa con alto
contenido de humedad en sélidos ricos en carbono y con alta capacidad calorifica. Estos
productos sdlidos se denominan “hidrochar” (Law, et al., 2022) y poseen un aspecto
similar al lignito o la turba. En este proceso se dan lugar una serie de reacciones de
despolimerizacion donde las largas cadenas de carbono se rompen en cadenas mas
pequefias simultdneamente con la remocién del oxigeno en formas de H0
(deshidratacion) y CO:z (descarboxilacion) (Limousny, et al., 2017). Aproximadamente el
75% - 80% de la entrada de carbono se queda en la fase sélida, el 15% - 20% se disuelve
en la fase liquida y el 5% restante se convierte en gas, principalmente diéxido de carbono

(Shafei, 2023).

Las caracteristicas del hidrochar resultante, asi como el rendimiento del proceso de HTC,
estan determinadas por los pardmetros: temperatura, presion, tiempo de reaccién, y el
ratio solido-liquido (Cavali, et al., 2023). La temperatura es el pardmetro principal y mas
influyente ya que gobierna los procesos de degradacion de la materia prima. A

consecuencia, el resto de los parametros suelen fijarse en funcion de la temperatura para
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optimizar el proceso de HTC (Hernandez-Soto, et al., 2019). En la Tabla 4, se muestra un
ejemplo del efecto de la variacion especifica de la temperatura y el tiempo para varias

materias primas.

Tabla 4. Efecto de la temperatura y tiempo de residencia de la HTC de varias materias primas

sobre el rendimiento y el contenido elemental de los hidrochars (Shafei, 2023).

Condiciones Rendimiento del Composicidn elemental (%)

de HTC hidrochar (%) C H (@)
Bio-residu 54.6 7.5 379
10 © 230°C, 45h 57 75.2 6.4 11.1
Residuo alimentars 457 6.2 439
esiduo atimentaro 250°C,20 h 46 75.2 6.4 11.1
. 51.8 6.8 379
Lodos residuales 230°C, 6 h 51 72.6 7.2 15.6
503 6.0 433
Madera 230 °C, 5 min 75 56.1 59 379

Por otro lado, la fase liquida resultante de la HTC, denominada “licor” se compone en
gran medida de componentes organicos solubles, que son facilmente degradables,
ademads contiene nutrientes como nitrogeno, fésforo y potasio. La composicion, sin
embargo, varia en funcion de la materia prima de partida (Cavali, et al., 2023). Este
residuo también tiene un alto potencial para su revalorizacion como sustrato de

fermentacion (Ruan, et al., 2015).

Ventajas de la HTC sobre otros procesos de transformacion térmica

En comparacién con otros procesos comunes de transformacion térmica como la
pirolisis, gasificacidn, torrefaccion e incineracion, la principal ventaja que ofrece la
carbonizacién hidrotermal es la posibilidad de usar un amplio rango de residuos
huimedos sin la necesidad de aplicar un proceso de secado previo. Los residuos
agroalimentarios (Kim, et al., 2017), forestales (Sun, et al., 2020), lodos de depuracién
(Jellali, et al., 2022), microalgas (Law, et al., 2022) entre otros, son un buen sustrato para

la conversion en productos de alto valor mediante esta técnica.
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Seguin Shafei (2023), otras ventajas que destacan el empleo de esta técnica sobre las antes

mencionadas son:

— Alta eficiencia de conversion a temperatura operativa relativamente baja y bajo
presidn autogena.

— Al ser un proceso exotérmico, el consumo de energia requerido para mantener la
temperatura del reactor durante el proceso de carbonizacidn es
significativamente menor.

— Produccion de materiales nanotecnologicos modernos a partir de recursos
renovables homogéneos como los aztucares o la celulosa. Estos materiales
avanzados tienen potencial para futuras aplicaciones como electrodos para
baterias recargables, celdas de combustible o supercapacitadores,
almacenamiento de gas, sensores o suministro de farmacos.

— Aprovechamiento de ambos residuos generados: hidrochar y licor, con la

posibilidad de trabajar con un concepto de biorrefineria.

[ Residuo ]

'

[ HTC ]
Solido (75%-80% C): Liquido (15%-20% C):
Hidrochar Licor
Polisacaridos Compuestos organicos
insolubles en su solubles, elementos
mayoria. minerales, otros.

Figura 5. Esquema de generacion de productos de la carbonizacién hidrotermal de un residuo

lignoceluldsico.
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Uso de hidrochars en el suelo

Aproximadamente el 81% del carbono organico (OC) que participa activamente en el
ciclo global del carbono se almacena en los suelos. Este reservorio desempena un papel
esencial en la funcionalidad del ecosistema y la sustentabilidad agricola (Sun, et al.,

2020).

En este sentido, con el fin de restaurar y devolver el carbono al suelo, los materiales
carbonosos derivados de la conversidén termoquimica de biomasa lignoceluldsica se han
venido estudiando como una enmienda de suelos rentable y respetuosa con el medio
ambiente (Libra, et al., 2011; Baronti, et al., 2017). Estos bio-productos tienen el potencial
de secuestrar carbono en el suelo a corto plazo, mejorar la capacidad de retencion de
agua, aumentar la retencion de nutrientes, disminuir la densidad aparente y retener
compuestos toxicos provenientes de pesticidas o metales pesados (Cavali, et al., 2023).
La reduccién de emisiones de gases de efecto invernadero como COz, CHs y N2O es otro
aspecto importante que cabe recalcar si se comparan con otras técnicas de

transformacion utilizadas como el compostaje o la combustion (Shafei, 2023).

Segun Cavali et al. (2023), las caracteristicas fisicoquimicas variables del hidrochar, como
pH, contenido de cenizas, porosidad y aromaticidad determinan su comportamiento en
el suelo. De igual manera, los diferentes tipos de suelo presentan distintas interacciones
con el hidrochar dando lugar a diversas respuestas sobre la fertilidad y por ende, sobre

el crecimiento de las plantas.

Como parte del uso de los hidrochars en este campo, Herndndez-Soto et al. (2019),
propusieron también el uso de hidrochars procedente de diferentes restos organicos
domésticos como sustituto de la turba, comprobando su viabilidad mediante una prueba

de germinacion (Zucconi et al., 1981).

Sin embargo, a pesar de los amplios beneficios que puede ofrecer la aplicacion de los
hidrochars en el suelo, existe un limitante. Algunos estudios han reportado contenidos
de sustancias potencialmente dafiinas como furanos, furfurales, fenoles y algunos
metales que podrian comprometer su aplicacion en el suelo (Sun, et al., 2020). Bargmann

et al. (2013), por ejemplo, encontr6 una inhibicién significativa de la germinacién de la
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cebada relacionada estrechamente con los compuestos de carbono orgéanico disueltos y

absorbidos en hidrochars de diferentes materias primas durante su procesamiento.

Principales aplicaciones de los hidrochars de posos de café

Debido a la rica composicion en materia organica (celulosa, hemicelulosa y lignina) de
los SCG, sus hidrochars han sido mas atractivos para fines de recuperacion de energia.
Afolabi et al, (2020) y Kim et al, (2017), utilizaron los SCG como sustrato para la
carbonizacién hidrotermal y reportaron productos con mayor contenido de carbono y
carbono fijado debido a que entre el 60% y el 84% del carbono del residuo se queda

retenido en el hidrochar (Libra, et al., 2011).

En un primer trabajo realizado por Kim et al. (2017), los autores encontraron que la
mayor eficiencia de recuperacion de energia del hidrochar se da a temperaturas de
reaccion Optimas entre 210 y 240 °C, alcanzando un poder calorifico de
aproximadamente 26-27 M]J/kg. Mas adelante Afolabi et al. (2020), evalud las
propiedades combustibles y el comportamiento de combustion de estos hidrochars y
obtuvo una mayor capacidad calorifica de 33.5 MJ/kg con un rendimiento entre 15.8 y

44.7% bajo condiciones de HTC mas exactas: 216 °Cy 1 h.

En el campo agricola, Cervera-Mata et al. (2020) estudiaron el efecto de diferentes
transformaciones de SCG (vermicompost, compost, pirdlisis, etc.) sobre su viabilidad
como enmienda organica del suelo. En ese trabajo, se incluy6 en una fase piloto una
muestra de hidrochar de SCG, denominado en el articulo "SCG hidrolizado". Los autores
descubrieron que este bio-producto era tdxico para el crecimiento de las plantas; sin
embargo, tenian una aparente capacidad de movilizacion de elementos nutrientes. En
otro trabajo (Cervera-Mata, et al., 2022), el mismo grupo de investigacion estudid el
efecto de diferentes subproductos de los SCG, entre ellos: biochars (pirélisis a 270 y 400
°C), vermicompost e hidrochars (160 y 200 °C) en la dindmica del C y N en el suelo. Se
encontrd que tanto los SCG como sus hidrochars, por su alto contenido en moléculas
transformables, son facilmente descompuestas por los microorganismos, liberando CO:

a la atmosfera. Sin embargo, dejan una gran cantidad de C remanente en el suelo (87%)
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aunque el porcentaje es mucho mayor en el caso del biochar (99%). No existen mas

estudios en la literatura respecto al uso de estos bio-productos en el suelo.

Por otro lado, el liquido obtenido del proceso de HTC, denominado de aqui en adelante
como “licor”, también se ha empleado para obtener manooligosacaridos (MOS) a partir
de SCG como promotor de una comunidad microbiana intestinal mas saludable. Las
mejores condiciones de HTC reportadas para dicho objetivo se obtuvieron a 185 °C

durante 1 h (Pérez-Burillo, et al., 2019).

1.4. Hambre oculta y biofortificacion

Hambre oculta

La deficiencia de micronutrientes en la dieta, como zinc, yodo, vitamina A, hierro, es una
orma de desnutriciéon conocida como "hambre oculta". Afecta a mas de millones

f de d t d "hamb Ita". Afect de 2000 mill

de personas en todo el mundo y se produce cuando la ingesta o la absorcion de vitaminas

y minerales esenciales no es suficiente, lo que provoca graves problemas de salud en el

mundo en desarrollo (Global Hunger Index, 2014).

Para efectos de enfoque en el trabajo realizado en esta tesis doctoral, nos centraremos en
la problematica del zinc y el hierro. La deficiencia de zinc esta relacionada, por ejemplo,
con el retraso del crecimiento fisico, el deterioro del sistema inmunitario y la salud
reproductiva, etc. (Levenson & Morris, 2011), mientras que la deficiencia de hierro se
identificd en 2013 como la causa predominante de anemia en el 27% de la poblaciéon
mundial, lo que hace que la anemia por deficiencia de hierro sea un problema de salud
importante (Ning & Zeller, 2019). Segtin Adriano (2001), el Zn disponible o extraible en
los suelos representa una fraccion muy pequenia del contenido total de zinc
(aproximadamente 0.81-4.5 ppm de 55.2 ppm); el caso del Fe difiere ya que, si bien este
elemento estd presente en grandes cantidades, su disponibilidad estd comprometida

debido a la baja solubilidad de los éxidos de Fe (Colombo, et al., 2014).
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Se han utilizado varias estrategias para abordar las deficiencias de micronutrientes:
diversificaciéon de la dieta, suplementos farmacéuticos, fortificacién de alimentos

comerciales y biofortificacion a nivel genético y agronomico.

Biofortificacion agronomica

Se denomina biofortificacion agrondmica al uso de fertilizantes a través de la aplicacion
directa al suelo, alimentacion foliar, o tratamiento de semillas para enriquecer con
micronutrientes la parte comestible de las plantas (Dhaliwal, et al., 2022). Ademas,
muchos informes evidencian que la biofortificaciéon también tiene una influencia
significativa en la sintesis de otros compuestos que exhiben propiedades nutricionales

(Szerement, et al., 2022).

Tabla 5. Ventajas y limitaciones de los diferentes métodos para la biofortificacion agronémica
(Praharaj, et al., 2021).

Método de aplicacion Ventajas Limitaciones

¢ Minimiza la deficiencia en el e Altos requerimientos de
suelo. fertilizante.
Suelo e El efecto residual puede e La disponibilidad del
beneficiar futuros cultivos. nutriente puede disminuir
debido a las propiedades del
suelo.
e Menor requerimiento de eNo se cumple el requisito de
fertilizante. cultivo en la etapa inicial de
Foliar e No se ve afectado por las plantula.
propiedades del suelo. e No se pueden aplicar dosis
muy altas del micronutriente.
e Menor requerimiento de e Nosepuede aplicar una mayor
fertilizante. cantidad de nutrientes con este
Semillas ¢ Adecuado para ambientes de método ya que una alta

estrés.

concentracion puede afectar

negativamente la germinacion.
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La biofortificaciéon agrondmica es la estrategia mas prometedora hasta el momento
debido a su relativa facil aplicacion, bajo costo, efectividad y casi ningtin efecto adverso
en el rendimiento de los cultivos pudiendo alcanzar a sectores poblacionales
vulnerables, especialmente los mas pobres (Ko¢ & Karayigit, 2022). Por esa razon, los
cultivos basicos y extensivos como el trigo han sido considerados una estrategia til para

el estudio de la biofortificacion (Praharaj, et al., 2021).

También se han practicado numerosos enfoques indirectos de gestion, como la seleccién
de cultivos y disefio de sistemas de cultivo adecuados, la aplicacion de cal, azufre
elemental y otras enmiendas organicas para mejorar las condiciones del suelo que
mejoran la biodisponibilidad de micronutrientes para facilitar la absorcion de las plantas

(Dhaliwal, et al., 2022).

Segun Lowe (2021), los factores clave para el escalado exitoso de un programa de

biofortificacién son:

e Evidencia robusta de mejoramiento en el estado nutricional de la poblacion
blanco.

e Evidencia de aceptabilidad del cultivo biofortificado tanto por parte de los
productores como de los consumidores.

e Compromiso y promocion del cultivo con los involucrados en la toma de

decisiones y consumidores.

Biofortificacion agronémica de zinc y hierro

Debido los altos contenidos de carbonatos y el elevado pH de algunos suelos, la
presencia y/o biodisponibilidad de estos micronutrientes se ve afectada, especialmente
la del hierro. Los quelatos comerciales (DTPA, EDTA, EDDHA...) y las sales son las
herramientas mads utilizadas para lograr la biofortificacion agronémica de Zn y Fe
(Kozik, et al., 2011; Mohammadi & Khoshgoftarmanesh, 2014), sin embargo, presentan
algunas limitaciones. El primero podria tener efectos negativos en las plantas, como
toxicidad, alteraciéon del equilibrio de nutrientes, entre otros efectos secundarios

(Mohammadi & Khoshgoftarmanesh, 2014), y el segundo en formas muy solubles tiende
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a bloquearse en el suelo por diferentes mecanismos (Gregory, et al., 2017). Por estos
motivos, la aplicacion foliar ha sido el modo de biofortificacion agrondmica mas
estudiada en los ultimos afos (Zulficar, et al., 2020; Pal, et al., 2021; Preciado-Rangel, et
al., 2022).

Para el caso del zinc, la aplicacion foliar sigue siendo la técnica mas ensayada debido a
los aumentos significativos demostrados en las concentraciones de este micronutriente
en el grano (Zou, et al., 2012). Los cultivos que han respondido mejor a estas técnicas son
el arroz, el trigo y el maiz, siendo el trigo el que mejores resultados ha mostrado hasta el
momento (Praharaj, et al.,, 2021). Poca informacion existe en la literatura respecto a la

aplicacion de Zn desde el suelo.

Por otro lado, la biofortificacién en Fe desde el suelo estd mas estudiada a pesar de los
inconvenientes dados por las caracteristicas del suelo ya mencionadas. El uso de
microorganismos productores de siderdéforos (Patel, et al., 2018) es una de las nuevas
alternativas exploradas para movilizar el hierro no disponible y/o aportar mas cantidad

asimilable.

Posos de café como agentes de biofortificacion

Dentro de los esfuerzos que se han venido haciendo para combatir el hambre oculta y
encontrar nuevas alternativas para reutilizar los residuos agroindustriales, el grupo de
investigacion de Cervera-Mata (2021a) estudio el empleo de los SCG y melanoidinas
extraidas del mismo residuo, funcionalizados con Zn y con Fe para incrementar el

contenido de estos micronutrientes en lechugas.

Los investigadores, en estudios previos, encontraron que los posos de café pueden
aumentar el nivel de elementos minerales importantes para la nutricion humana
(Cervera Mata, et al., 2019), lo que se atribuye a la presencia de algunos compuestos
quelantes como los polifenoles (Morikawa & Saigusa, 2008) y las melanoidinas (Rufian-
Henares & De La Cueva, 2009). Los resultados de la aplicacion de estos bio-productos

funcionalizados a los que llamaron “bio-quelatos” mostraron un aumento del contenido
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de Fe entre un 28 y un 30%, mientras que el Zn mostrd un incremento ain mayor, hasta

un 177 aun 416 %.

Este es el tnico estudio reportado en la literatura respecto al uso de los SCG para la
biofortificacion agrondmica y en esta tesis doctoral hemos tomado también esta
aplicacion como referencia para hipotetizar que los hidrochars derivados de SCG
conservan o exhiben un aumento de este potencial ya que varios autores sugieren su uso
como enmienda del suelo para mejorar la capacidad de retencion de nutrientes del suelo
aumentando el suministro de nutrientes para las plantas y disminuyendo las pérdidas
debidas a la lixiviacion (Lucian & Fiori, 2017), inconveniente que presentan los quelatos

comerciales.
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2. OBJETIVOS
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Por todo el conocimiento previo expuesto, se puede afirmar que los posos de café son un
producto con una clara vocacion para la economia circular ya que contienen muchos
compuestos que son susceptibles de extraccion para su revalorizacion. Por tanto, el
objetivo principal de la presente tesis doctoral es estudiar nuevas alternativas de
revalorizacion de este residuo partiendo de la obtencion de subproductos de segunda
generacion mediante carbonizacion hidrotermal (HTC), proceso que estd poco

estudiado con este residuo.

Se analizaran también en profundidad las caracteristicas de los subproductos obtenidos
y sus posibles aplicaciones, que en el caso de la fraccion solida (hidrochar) seran las
agronomicas. Se avanzara también en el estudio de la fraccion liquida (licor) para

entender mejor sus aplicaciones futuras.

Para el cumplimiento de este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

1. Transformar mediante carbonizacion hidrotermal los posos de café en un reactor en
discontinuo aplicando diferentes condiciones de temperatura y presion. Evaluar la
influencia de dichos pardmetros sobre las caracteristicas morfoldgicas, fisicas,
quimicas y fisicoquimicos del hidrochar.

2. Caracterizar desde el punto de vista fisico, quimico y fisicoquimico el hidrochar de
SCG obtenido a tres diferentes temperaturas medias-bajas con vistas a su aplicacion
en el suelo.

3. Estudiar la composicion general de los licores de HTC obtenidos a las mismas
condiciones de temperatura del apartado anterior. Analizar las variaciones respecto
a la composicion proximal, contenido de azticares y de compuestos potencialmente
toxicos que puedan condicionar su revalorizacion.

4. Evaluar el efecto que tienen la aplicaciéon de dos tratamientos previos a la
carbonizacién hidrotermal, el lavado con etanol y el desgrasado, sobre los hidrochars
respecto a: 1) la variacion del contenido de compuestos toxicos y, 2) la mejora de la
estructura de las particulas.

5. Funcionalizar con sales inorganicas de Zn y Fe los hidrochars de SCG para la

obtencion de bio-quelatos agricolas.
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6. Aplicar un proceso de activacion quimica a los hidrochars previo a su
funcionalizaciéon mineral para mejorar su aplicacion como bio-quelatos agricolas.
Evaluar ademas los cambios morfoldgicos, fisicos, quimicos y fisicoquimicos sobre
los bio-productos después de aplicado el proceso.

7. Evaluar el impacto de los hidrochars de SCG aplicados como enmienda orgénica de
suelos en dos dosis controladas. Analizar los efectos sobre la fertilidad del suelo y
sobre el desarrollo de la planta.

8. Evaluar el uso de los hidrochars de SCG funcionalizados con Zn y Fe como bio-
quelatos agricolas para la biofortificacion in vitro de lechuga. Comparar su efecto con
los mismos bio-productos sin funcionalizar y seleccionar el modo de aplicacion mas
adecuado en funcion de: 1) la concentracion de micronutriente 6 2) la cantidad de
bio-producto.

9. Evaluar el efecto de biofortificaciéon de lechuga de los hidrochars activados y
funcionalizados con Zn y Fe utilizando una dosis subtdxica. Analizar ademas la
influencia en la movilizacion de otros elementos minerales y el impacto sobre los

aspectos nutricionales.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Materiales

3.1.1. Posos de café

Los residuos procedentes de la preparacion de bebidas de café fueron proporcionados
por la cafeteria de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada. El residuo se
depositaba en contenedores separados y se entregaba al Departamento de Edafologia y

Quimica Agricola segtin la demanda.

Los posos de café se extendieron sobre papel de filtro en una superficie plana, se secaron
a temperatura ambiente (18-20 °C) durante 15 dias aproximadamente para retirar la

humedad residual y se almacenaron en un contenedor plastico en un lugar fresco.

3.1.2. Suelos

Para los ensayos de cultivo se han empleado dos suelos agricolas mediterraneos
recolectados en la provincia de Granada. El primer suelo, denominado “Suelo 1” de
ahora en adelante, fue tomado de una parcela experimental del Centro IFAPA “Camino
de Purchil” (37°11'15"N, 3°36'39"0O) situado en el término municipal de la ciudad de
Granada. El segundo suelo, denominado “Suelo 2” de ahora en adelante, se recolectd en

las inmediaciones del pueblo de Pinos Puente (37°14'7.1"N, 3°45'40.7"W).

El muestreo de ambos suelos se realizo de la capa arable, que es aquella comprendida
entre los primeros 20 cm de profundidad. Después de la recoleccion, se extendieron
sobre una superficie plana y se dejaron secar a temperatura ambiente (18-20 °C). Se
tamizaron a 5 mm y se almacenaron en un lugar fresco. La Tabla 6 muestra las

principales caracteristicas de estos suelos.

El Suelo 1 fue clasificado como Fluvisol calcarico, mientras que el Suelo 2 fue clasificado
como Calcisol cdmbico (IUSS Working Group WRB, 2014). Ambos suelos son de tonos
pardo-grisaceo. Segun el USDA, la clase textural del Suelo 1 indica que es de tipo franco
a franco-limoso, con una ligera menor capacidad de retencion de agua que el Suelo 2,
que es de tipo arcilloso. Esta diferencia se ve reflejada también en la capacidad de campo

(W3s3) y punto de marchitez permanente (W1s). Sin embargo, ambos suelos tienen un pH
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alcalino y la misma relaciéon C/N. Otras caracteristicas importantes para destacar son: la

cantidad de fosforo (P) y potasio (K) asimilables, asi como de nitrégeno (N) y carbono

organico (CO), que son mayores en el Suelo 2 que en el Suelo 1. Es un suelo

aparentemente mads rico en nutrientes y sales (CEzs), pero los elevados niveles de

carbonato célcico equivalente (CaCOs eq.) le confieren una capacidad amortiguadora del

pH que podria mejorar tanto la adsorcion como la precipitacion de elementos minerales

en el suelo, pudiendo comprometer la biodisponibilidad de estos nutrientes para las

plantas (Adriano, 2001).

Tabla 6. Propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas de los suelos 1y 2 utilizados.

Suelo 1 Suelo 2
Color (Munsell) 2.5Y 4/2 10YR 3.5/2
pardo grisaceo pardo grisaceo
oscuro oscuro
Granulometria (%)
Arena 37.5 28.1
Limo 50.0 13.9
Arcilla 12.5 58.0
pH 8.7 8.2
CE2s (dS/m) 0.35 1.30
CO (%) 0.91 1.36
N (%) 0.03 0.11
C/N 13 13
CaCOs eq. (%) 13.78 39.00
K asimilable (mg/kg) 205.15 453
P asimilable (mg/kg) 11.02 69
Wss (%) 20.7 26.4
Wisoo (%) 6.1 15.6

CEs, conductividad eléctrica medida a 25 °C; CO, carbono organico; N, nitrégeno total; C/N, relacién carbono-

nitrégeno; CaCOs eq., carbonato calcico equivalente; W33 y Wisw, retencién de agua a -33 y -1500 kPa,

respectivamente.
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3.1.3. Planta para ensayo

Los ensayos de cultivo in vitro se llevaron a cabo con lechugas de la variedad “Little
Duende” (Lactuca sativa var. longifolia) debido a su pequeno tamano y facil manejo en
condiciones de laboratorio. Las plantas de 30 dias de edad fueron provistas por el
invernadero comercial Saliplant S.L. ubicado en la provincia de Granada. Estas lechugas
tienen un peso fresco (PF) promedio de 1.52 + 0.21 g y un peso seco (PS) promedio de

0.12+0.04g.

Figura 6. Lactuca sativa var. longifolia de 30 dias de edad utilizada en los ensayos.

3.2. Métodos analiticos

3.2.1. Carbonizaciéon Hidrotermal (HTC)

El procedimiento se llevd a cabo en discontinuo, utilizando un reactor Highpreactor™
(BR-300, Berghof Ltd, Alemania) de 1 L de capacidad. El aparato consta de un cuerpo de
reactor, un calentador y un condensador de vapor que opera bajo gas N2 (12 MPa)
(Figura 7). Ademas, se acopld el sistema de agitacion Heidolph RZR-2000 y se introdujo
una sonda de temperatura conectada a un termdémetro digital Voltcraft® K201 300K
(Figura 8). Para los experimentos, se mezclaron 30 g de SCG con agua destilada en
relacién 1:10 (p:v) (Passos & Coimbra, 2013). Luego, se ajustaron los parametros del

proceso (temperatura, presion) de acuerdo con las condiciones a ensayar. Cada tanda
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tuvo una duracién de 1 h (rampa de calentamiento de 12 a 15 min) y una velocidad de
agitacion de 300 rpm. Después de la HTC, se dejo enfriar el reactor hasta alcanzar la
presion atmosférica y temperatura ambiente. Los subproductos sdlidos resultantes
(hidrochars) se recuperaron por filtracion al vacio. Se secaron en un horno a 60 °C
durante 24 horas y se almacenaron en recipientes plasticos en un ambiente fresco. El
residuo liquido recogido en el Kitasato después de la filtracion se almacend en frascos

de color ambar protegidos de la luz y se almacenaron a 4 °C.

Figura 7. Reactor en discontinuo Highpreactor™ (BR-300, Berghof Ltd, Alemania) con (A)
agitador, (B) valvula para salida/entrada de gas, (C) camisa de calor, (D) sistema acoplado para

toma de muestras, (E) manémetro y (F) orificio para sensor de temperatura.

54



Figura 8. A) Termémetro utilizado para el control de la temperatura en el reactor, y B) Sistema

de agitacién acoplado.

3.2.2. Métodos de caracterizacion de los posos de café y sus hidrochars

Morfologia

Se analizaron las muestras mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Para ello,
los bio-productos se fijaron en un porta-muestras estandar con cinta adhesiva de carbono
de doble cara y se metalizaron con grafito. Estas placas se visualizaron en un microscopio
electrénico de barrido de alta resolucién y presion variable (VPSEM-FESEM)
SUPRAA40VP (ZEISS, Oberkochen, Alemania) ubicado en las instalaciones del Centro de

Instrumentacién Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada.

Distribucion del tamafio de particula

Se realizé una granulometria automatizada por el método de difraccion de luz laser en
medio liquido en un Mastersizer 2000LF (Malvern Panalytical Ltd). Se analiz6 la
distribucion del tamafio de particula en agua, en un rango de tamafio comprendido entre
0.02 y 1500 micras, considerando un indice de refraccion de la muestra de 1.530 e indice
de refraccién del liquido de 1.330. Se recogieron los datos de: didmetros del 10%, 50% y

90% de finos (D10, D50, D90), el rango minimo y méaximo del tamafio de particulas,
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graficas de su distribucion y finalmente se calcul6 el coeficiente de uniformidad (Cu) de

cada bio-producto con la siguiente formula:

D,
Cu=32 (1)

Donde:

D60, es el didmetro para el cual el 60% de las particulas son mas finas.

D10, es el didmetro para el cual el 10% de las particulas son mas finas.

Superficie Especifica

Para el andlisis del drea superficial especifica se empled el modelo de Brunauer-Emmet-
Teller (BET). Previo a este procedimiento, los bio-productos se secaron a 120 °C durante
24 h en una estufa para retirar restos de humedad. Seguido, se sometieron a una
evacuacion en vacio para su desgasificacion a 120 °C durante 11 h. Una vez realizado
este pretratamiento, las muestras fueron analizadas mediante isotermas de adsorcion de
Nz a 77 °K (-196.15 °C). El procedimiento se llevd a cabo en un analizador de area
superficial y porosidad MicroActive 5.02 ASAP 2420 en las instalaciones de los Servicios

Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Malaga (UMA).

pH

Se analizé en una proporcién 1:10 (p:v) de bio-producto y agua destilada. La mezcla
formada se agitd durante 1 h y se realiz6 la medida con un pH-metro calibrado GLP 21

marca Crison®.

Conductividad eléctrica

Con un conductimetro GLP 31 marca Crison® a 25 °C se analiz6 el extracto liquido
obtenido por filtracion de la proporcion 1:10 (p:v) del bio-producto y agua destilada del

apartado anterior.

Andlisis Proximal

Para la caracterizacion de los bio-productos como un material carbonoso, se aplico el

método ASTM D1762-84 para el analisis de materia volatil (a 950 °C), contenido de
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cenizas (a 750 °C), contenido de humedad (a 105 °C) y finalmente el contenido de

carbono fijado aplicando la siguiente férmula:

L. eso a 105°C—peso a 950°C—peso a 750°C
Carbono fijado (%) =2 P z

peso a 105°C x 100 (2)

Anadlisis Elemental

El analisis del contenido de carbono, hidrégeno y nitrégeno se realiz6 utilizando un
analizador elemental THERMO SCIENTIFIC Modelo Flash 2000 en el Centro de
Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada. El contenido de oxigeno

se calculd por diferencia.

Carbono orgénico

El carbono orgénico (CO) se determind por digestion hiimeda con K2Cr207 y H250s a 155
°C durante 5 min —desde la ebulliciéon- y posterior determinacion por titulacion con sal

de Mohr 0.1 N de acuerdo con el método de Tyurin (1951).

Polifenoles totales

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales (PT) se empled el método de
Folin-Ciocalteu. Los resultados se expresaron como mg de acido gdlico equivalente por
g de bio-producto (mg GAE/g). Las muestras solidas se sometieron a un proceso de

extraccion previo con metanol 70%.

Potasio asimilable

Para analizar la cantidad de potasio asimilable, se tomd en cuenta el K intercambiable y
el K soluble en agua. Se realiz6 una extraccion con una solucion neutra de AcONHs 1 N
y se determiné la concentraciéon de dicho extracto con un fotometro de llama PFP7

(JENWAY®), Staffordshire, UK).
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Fdsforo asimilable

Se midid la cantidad de fosforo asimilable para las plantas empleando el método de
Olsen-Watanabe. La medicién del color se realizd a 825 nm en un espectrofotdmetro tipo

Helios Alpha (Thermo Scientific Inc. Walthman, MA, USA).

Contenido mineral

Primero se llev6 a cabo una mineralizacion de cada muestra con HNOs (65%) y H202 a
180 °C en un digestor de microondas Muliwave 5000 (Anton Paar). El contenido mineral

de los extractos obtenidos se determind mediante dos métodos:

— Espectrometria de absorcién atomica (AAS) (Varian SpectraA, 140. Mulgrave
Victoria, Australia).
— Espectroscopia de emisiéon Optica de plasma acoplado inductivamente

PerkinElmer® Avio500 (ICP-OES; Waltham, MA, USA).

Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Se realizd una espectroscopia de resonancia magnética nuclear con rotacion de angulo
magico de polarizacidon cruzada de 13C (13C-CPMAS-NMR) en las instalaciones de los
Servicios Centrales de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la Universidad de Jaén. El
andlisis se llevdo a cabo en un espectréometro Bruker BioSpin GmbH 500 MHz
(Rheinstetten, Alemania), con rotores de circonio de 4 mm a una velocidad de giro de 10

kHz. Los parametros empleados fueron:

tiempo de contacto: 1 ms

tiempo entre scans: 3 s

tiempo de adquisicion: 20 ms

numero de scans: 1300

La clasificacion de grupos funcionales del carbono organico se realiz6 de acuerdo con lo
descrito por Fernandez-Bayo et al. (2018), de la siguiente manera: (i) C alifatico unido a
otra cadena alifatica corta (0-27 ppm); (ii) C alifatico unido a otra cadena alifatica larga
(27-47 ppm); (iii) C alquilo-N y O (47-113 ppm); (iv) C- fenol aromatico o C-éter fenilico
(113-160 ppm), y (v) C-carboxilo C-keto (160-210 ppm).
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Se realizd también una caracterizacién estructural mediante el calculo de la
hidrofobicidad (HB/HI), ratio alquilo (A/AO), aromaticidad (ARM) y el ratio de lignina
(LR) obtenidos a partir de los dominios de carbono organico utilizando las ecuaciones

descritas por Fregolente et al. (2021):

%(113-160)+%(0—27)+%(27-47)

HB/HI = %(27—47)+%(47-113)+%(160—210) ©)
_ %(0-27)+%(27—47)
A/A0 = %(47-113) (4)
ARM (%) = Rty x 100 (5)

%(0-27)+%(27-47)+%(47-113)

_ %(0-27)+%(27-47)
LR = %(47-113) ©)

Materia grasa

Se determind por gravimetria, previa hidrdlisis con HCI 3 N. La extraccion de la grasa
se realizo con éter de petroleo mediante el sistema Soxhlet. Los resultados se expresaron
como porcentaje de materia grasa (%MG). Esta determinacion se realiz6 en la Unidad de
Andlisis de Alimentos (AAL) del Centro de Instrumentacién Cientifica (CIC) de la

Universidad de Granada.

Perfil lipidico

La determinacion del perfil de acidos grasos se realizd por esterificacion y metilacion
siguiendo el método de Lepage y Roy (1986). Se analizaron 11 4cidos grasos mediante
cromatografia de gases: miristico (C14), palmitico (C16), estedrico (C18), oleico (Z
C18:1n9), linoleico (Z C18:2n6), linolénico (C18:3n3), araquidonico (C20), cis 11-
eicosenoico (C20:1), behénico (C22), lignocérico (C24) y C18:1n7 (W7).

Los valores de cada 4cido graso se expresaron en porcentaje relativo respecto al total de
acidos grasos (AG) identificados en las muestras. Se calculd también el porcentaje de
acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM), y poliinsaturados (AGP)

mediante suma.
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3.2.3. Métodos de andlisis de los licores de HTC de los posos de café

Para el analisis de polifenoles totales se utilizo la misma técnica descrita en el apartado
3.3 sobre “Métodos de caracterizacion de los posos de café y sus hidrochars”. El resto de

la metodologia empleada se detalla a continuacion.

Composicion Proximal

Se analiz6 el contenido de humedad por desecacion en estufa a 102 °C, cenizas por
incineracion en horno mufla a 550 °C, proteinas por el método Kjeldahl previa digestion
acida utilizando como factor de conversion 6.25, grasa por el método Soxhlet previa
hidrdlisis 4acida e hidratos de carbono por diferencia en una base de 100 ml. Esta
determinacion se realizé en la Unidad de Analisis de Alimentos (AAL) del Centro de

Instrumentacién Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada.

Azlcares totales

Los aztcares totales (AT) de las muestras se expresaron en funcién del contenido en
azucares reductores. La determinacion se realizé mediante el método DNS de Miller

(1959).

Furfurales e hidroximetilfurfurales (HMF)

Las muestras filtradas (0.22 pum) se analizaron en un sistema de HPLC (Accela 600,
Thermo Sientific, USA) equipado con un detector UV-vis de longitud de onda variable
(PDA) ajustado a 284 nm. Se utilizé una columna C18 Tracer Extrasil ODS2 5 um 250 x
0.4 de Teknokroma termostatizada a 32 °C. Como fase movil se utilizé acetonitrilo al 5%
en agua (v:v) con un caudal de 1 ml/min en condiciones isocraticas durante 15 min. Los
furfurales y HMF se cuantificaron mediante el tiempo de retencién y las curvas de
calibracion dentro del rango de 0.01 a 10 mg/L y de 0.01 a 5 mg/L, respectivamente. Los

resultados finalmente se expresaron como g/L de residuo.

Acidos grasos de cadena corta (AGCQC)

Las muestras filtradas (0.22 um) se analizaron en un sistema de HPLC (Accela 600,
Thermo Sientific, USA) equipado con un detector UV-vis de longitud de onda variable

(PDA) ajustado a 210 nm. Como fase mdvil se utilizé tampdn fosfato 0.1 M (pH 2.8) con
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acetonitrilo en una proporcién 99:1 (v:v) con un caudal de 1.25 ml/min. La columna
utilizada fue una fase reversa Aquasil C18 (Thermo Scientific, USA) (150 x 4.6 mm, 5
pum), con un tiempo de ejecucién total de 30 min. Los estdndares de acido acético,
propionico, n-butirico, isovalérico y pentanoico (Sigma-Aldrich, Alemania), se
prepararon en un intervalo de concentracion de 10-0.01 mM. Los resultados finalmente

se expresaron en g/L de residuo.

3.2.4. Métodos de transformacioén aplicados a los hidrochars

Lavado

Se prepara una suspension de 30 g de SCG en 750 ml de etanol al 60%. Se lleva a bafio
maria a 60 °C con una agitacion de 150 rpm por 30 min. Se realiza una filtracion en vacio

para la recuperacion del residuo sélido y este se seca en estufa a 60 °C por 24 horas.

Desgrasado

La extraccion de la materia grasa de los bio-productos se realizdé mediante el sistema

Soxhlet con n-hexano como disolvente organico a 80 °C por 3 h.

Funcionalizacion

Los bio-productos se funcionalizaron con Fe o Zn para la obtencion de bio-quelatos
siguiendo un procedimiento modificado descrito por Morikawa & Saigusa (2008). Las
sales empleadas fueron: Sulfato de hierro (II) heptahidratado FeSOs¢7H-O (PM 278.01)
y Sulfato de zinc heptahidratado ZnSO+¢7H20 (PM 287.56), para bio-quelatos de Fe y
Zn, respectivamente (Sigma, St. Louis, MO). En cada caso se utilizaron 40 g de bio-
producto, 10 g de sal y 400 ml de agua destilada. Las suspensiones se agitaron a 120 rpm
por 24 h en condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Se centrifugaron (2500
rpm, 10 min, 20 °C) y se decantaron. El residuo sélido resultante se lavo 3 veces con agua
destilada utilizando el mismo método de centrifugacion. Los productos funcionalizados

se secaron en estufa a 50 °C durante 24 h, se pesaron y se almacenaron.
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Activacién

El método de activacion de los SCG y sus hidrochars se desarrollé por completo en la
presente tesis doctoral. Para ello, se realizd una revision bibliografica de procesos
similares aplicados a otros materiales y a los propios SCG (Simoes, et al., 2009; Hu, et al.,

2012; Cortes Ortiz, et al., 2014; Lee, 2021; Chan, et al., 2022; Massaya, et al., 2022).

El procedimiento consistié en una suspension de 40 g de bio-producto en 400 ml de
NaOH 0.1 M. Esta suspension se calentd hasta 40 °C a 450 rpm durante 1 h en una placa
calefactora. Al término de dicho tiempo, se dejo enfriar y el pH se ajusté a 7 con HCI 1
N, se centrifugoé a 3000 g y se decanto. Los residuos sdlidos se secaron en estufa a 60 °C

durante 48 h, se pesaron y se almacenaron.

3.2.5. Métodos de analisis de suelos

Para la caracterizacion y analisis de los suelos empleados en los ensayos de cultivo se
emplearon las mismas técnicas de determinacién de: carbono organico (CO), potasio (K)
y fésforo (P) asimilables; descritas en el apartado 3.2.2 sobre “Métodos de caracterizaciéon
de los posos de café y sus hidrochars”. El resto de la metodologia empleada se detalla a

continuacion.
Color
Se utilizo el sistema de notacion Munsell.

Granulometria

Se realizd en campo por un método de sedimentacion empleando para ello el modulo de

textura del kit de andlisis de suelos Lamotte.

pH

Se analiz6 en una proporcion 1:2.5 (p:v) de suelo y agua destilada. La mezcla formada se
agitd durante 1 h y se realizé la medida con un pH-metro calibrado GLP 21 marca

Crison®.
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Conductividad eléctrica

Con un conductimetro GLP 31 marca Crison® a 25 °C se analizo el extracto liquido
obtenido por filtracion de la proporcién 1:2.5 (p:v) del suelo y agua destilada del

apartado anterior.

Nitrégeno total

El nitrégeno total contenido en el suelo se determiné mediante el método de Kjeldahl.

Carbonato célcico equivalente

Se realizo la determinacion mediante el método del calcimetro de Bernard. El contenido
total de carbonatos del suelo se expres6 como porcentaje de carbonato calcico

equivalente (%CaCO:s).

Zn v Fe asimilables

El Fe y el Zn disponibles en el suelo se extrajeron por el método de Lindsay y Norvell
(1978). Este método utiliza una solucion extractante de acido dietilentriamino
pentacético (DTPA). Al igual que en los bio-productos, el contenido mineral de los

extractos obtenidos se determind mediante dos métodos:

— Espectrometria de absorcion atomica (AAS) (Varian SpectraA, 140. Mulgrave
Victoria, Australia).
— Espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente

PerkinElmer® Avio500 (ICP-OES; Waltham, MA, USA).

Retencion de agua

Se utiliz6 el método de la membrana de Richards para calcular el porcentaje de retenciéon
de agua a -33 kPa, denominada capacidad de campo, y a -1500 kPa, denominada punto

de marchitamiento permanente.
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3.2.6. Métodos de andlisis de las plantas

Peso fresco y Peso seco

Al término de cada ensayo de cultivo se cosechd toda la parte comestible de la lechuga
(hojas). Las muestras se pesaron (peso fresco, PF), posteriormente se lavaron con agua

destilada, se secaron a 60 °C por 24 h y se pesaron nuevamente (peso seco, PS).

Contenido de nutrientes minerales

La mineralizacion del material vegetal seco y molido se realiz6 en un digestor de
microondas Muliwave 5000 (Anton Paar) con HNO:s (65%) y H202 a 180 °C. El contenido

mineral de los extractos anteriores se determind mediante dos métodos:

— Espectrometria de absorcién atomica (AAS) (Varian SpectraA, 140. Mulgrave
Victoria, Australia).

— Espectroscopia de emisiéon Optica de plasma acoplado inductivamente

PerkinElmer® Avio500 (ICP-OES; Waltham, MA, USA).

3.2.7. Evaluacion de la biofortificacion

Eficiencia de utilizacion

La eficiencia de utilizacion (EU) de los micronutrientes anadidos al suelo, llevada a cabo

por las plantas, se calcul6 de acuerdo con la férmula propuesta por Zhao et al. (2019):

Toma en el tratamiento—Toma en el control
EU (%) = x 100 (7)

Micronutriente anadido

Eficiencia de reserva disponible

La eficiencia de reserva disponible (ERD), entendida como el porcentaje del
micronutriente anadido al suelo que permanece en este, pero de forma asimilable para
las plantas, también se calculé de acuerdo con la férmula propuesta por Zhao et al.

(2019):
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Extraible en tratamiento—Extraible en control
ERD (%) = x 100 (8)

Micronutriente anadido

Factor de transferencia

Finalmente, segtin la férmula propuesta por Almendros et al. (2013), calculamos el factor
de transferencia (FT) para relacionar el contenido encontrado del micronutriente tanto

en suelo como en planta:

Concentracion total en planta

FT =

©)

Concentracion extraida del suelo

3.2.8. Analisis estadistico

El analisis e interpretacion de los datos recogidos en cada ensayo de esta tesis doctoral
se realizo en base a la aplicacion de varias pruebas estadisticas. Los andlisis, asi como las

herramientas utilizadas fueron:

— Andlisis de varianza (ANOVA) combinado con la prueba de Tukey para
diferencias estadisticas entre las medias de los tratamientos. El nivel de
significancia se fijo en el 95% (p < 0.05) en todas las pruebas. Se utiliz6 el
programa SPSS 26.0 para Windows (IBM SPSS Inc., Nueva York, EE. UU).

— Anadlisis de componentes principales (PCA) para agrupar las muestras y
visualizar su relacién con los pardmetros estudiados de suelo y planta. Este
tratamiento estadistico se realiz6 en Origin b9.5.5409 (OriginLab Corp.,
Massachusetts, EE. UU.).

— Analisis de correlaciones lineales para respaldar los resultados de PCA. Se realizo
el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson tomando en cuenta la
significancia en el nivel 0.01. Para este analisis tambien se utiliz0 el programa

SPSS 26.0 para Windows (IBM SPSS Inc., Nueva York, EE. UU).
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3.3. Disefos experimentales

Las distintas etapas de desarrollo de la presente tesis doctoral se llevaron a cabo
mediante una serie de ensayos. A su vez, cada ensayo estuvo basado en un disefio
experimental ideado para alcanzar los objetivos especificos planteados. A continuacion,

se detalla cada uno de estos.

3.3.1. Ensayo 1. Efecto de los parametros de HTC sobre las propiedades fisicas,

quimicas y fisicoquimicas de los hidrochars de SCG.

Para evaluar el efecto que tienen la variacion de los parametros de temperatura y presion
en las caracteristicas de los residuos solidos de segunda generacion resultantes de la
carbonizacién hidrotermal (HTC), denominados “hidrochars”, se planteé un disefio
experimental con 3 valores de temperatura y 2 valores de presion distintos. Los 5

tratamientos derivados de las condiciones planteadas se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de temperatura y presion establecidas para la HTC.

Tratamiento Temperatura (°C) Presion inicial (bar)
H1 175 0
H2 175 12
H3 180 0
H4 180 12
H5 185 0

Para este ensayo, la recuperacidon de los hidrochars se realizé mediante centrifugacion
(2500 rpm, 10 min) y decantado. Seguido, los bio-productos se lavaron 6 veces con 200

ml de agua destilada utilizando el mismo método de centrifugacion y decantado.

Los hidrochars obtenidos se compararon con los SCG en funciéon de sus propiedades

fisicas (morfologia, superficie especifica, distribucion del tamafo de particula), quimicas
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(analisis elemental, contenidos de K y P asimilables, polifenoles totales) y fisicoquimicas

(pH, CE»).

3.3.2. Ensayo 2. Influencia de la temperatura en la composicion de los residuos

resultantes de la carbonizacion hidrotermal.

Se plantea un nuevo ensayo que pretende estudiar la composicion de los residuos, solido
(hidrochar) y liquido (licor), resultantes de la carbonizacion hidrotermal. Para ello, se
establecieron tres temperaturas de ensayo de HTC: 160, 180 y 200 °C, con una presion
inicial de 0 bar. Cada procedimiento se realiz6 por triplicado. Se recolectaron ambos
residuos mediante filtracion en vacio, sin ningtin lavado o postratamiento adicional, y
se almacenaron. La caracterizacion de los subproductos (Figura 9) se establecié en
funcion de las perspectivas de aplicacion futuras pensadas en este trabajo para cada uno,

y de las cuales se discutird en el apartado de “Resultados y Discusion”.

N
( \
Residuo solido *pH, CE,;, Py K asimilables, analisis proximal, andlisis
(hidrochar) elemental, relacion C/N, morfologia, rendimiento, PT.
. J Y,
e N )
Residuo liquido (licor) eComposicion proximal, AT, PT, HMF, furfurales,
AGCC.
. J J

Figura 9. Analisis empleados para la caracterizacion de los residuos sélido y liquido resultantes

de la HTC a diferentes temperaturas.
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3.3.3. Ensayo 3. Impacto de la aplicacion de dos pretratamientos en la

detoxificacion y mejora estructural de los hidrochars de posos de café.

Con el objetivo de evaluar el efecto que tienen la aplicacion de dos tratamientos previos
a la carbonizacion hidrotermal (HTC), el lavado con etanol y el desgrasado, sobre los
hidrochars respecto a: 1) la variacion del contenido de compuestos tdxicos y, 2) la mejora

de la estructura, se estableci6 el disefio experimental que se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Disefio experimental de los tratamientos aplicados a los SCG previo a la HTC.

Residuo Pretratamiento 1 Pretratamiento 2
Control - -
D Desgrasado -
L Lavado -
D-L Desgrasado Lavado
L-D Lavado Desgrasado

Los 4 diferentes residuos de SCG obtenidos después de la aplicacion de los
pretratamientos se sometieron a una carbonizaciéon hidrotermal a 160 °C. Los SCG sin
ningin pretratamiento se utilizaron como control. Cada residuo se obtuvo por
triplicado. Finalmente, se determin¢ el contenido de PT y %MG, se realizé un perfil

lipidico y un analisis morfologico de los hidrochars.

3.3.4. Ensayo 4. Activacion quimica de los hidrochars de posos de café para la

mejora de su funcionalidad como bio-quelatos agricolas.

En busca de la mejora de la funcionalidad de los hidrochars de SCG como bio-quelatos
agricolas, se evalud la aplicacion de un proceso de activacion quimica previo a su

funcionalizacion.
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Para ello, los bio-productos: H160, H180 y H200 se activaron y después, cada uno, se
funcionalizd6 con Zn y Fe. Se realizd lo mismo con los SCG para su posterior
comparacion. Se obtuvieron en total cuatro bio-productos activados: ASCG, AH160,
AH180 y AH200. Tanto la activacion como la funcionalizacion se realizaron por
triplicado. Se calculd el rendimiento del proceso y se realizaron andlisis morfoldgicos,
fisicos (RMN, indices estructurales, superficie especifica), quimicos (PT, Zn y Fe

asimilables) y fisicoquimicos (pH, CEzs) de los bio-productos.

3.3.5. Ensayo 5. Evaluacién de la aplicacién de los hidrochars de posos de café

como enmienda orgdnica de suelos agricolas.

El ensayo de cultivo se realizd con dos bio-productos: hidrochar obtenido a 175 °C
(H175) e hidrochar obtenido a 185 °C (H185); y dos dosis: 1y 2.5% (p:p). Se incluyé los
SCG a las mismas dosis para efectos de comparacion, ademas de un control general al
que no se le adiciond ningun bio-producto. Se utilizé el suelo 2. Cada tratamiento se

realizo por triplicado.

En este ensayo se analizaron el peso fresco y el peso seco de las plantas, asi como el
contenido de macronutrientes (Ca, Na, K, Mg) y micronutrientes (Cu, Fe, Mn). Se
analizaron también las caracteristicas del suelo: pH, CEzs, CO (%), N Total (%), relacion

C/N, Ky P asimilables.

3.3.6. Ensayo 6. Efectos de la adicion de los hidrochars de posos de café
funcionalizados con Zn y Fe (bio-quelatos) para la biofortificacion

agronomica de plantas comestibles

Se utiliz6 los siguientes bio-productos: hidrochar obtenido a 160 °C (H160) e hidrochar
obtenido a 200 °C (H200). Se incluyeron también los SCG para efectos de comparacion.
El ensayo se complementd con los mismos tres bio-productos, pero funcionalizados con
Zny con Fe (bio-quelatos), dando como resultado 9 bio-productos en total. Se utilizo el

Suelo 1. Cada tratamiento de realizo por triplicado.
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Para estudiar la influencia de si la concentracion del mineral o la cantidad de bio-quelato
es mas eficaz para la biofortificacion de las plantas, se realizaron dos modalidades de

aplicacion de los bio-productos, para cada nutriente mineral:
1) Concentracion fija de micronutriente de 10 mg/kg suelo (ensayo Zn-1, ensayo Fe-1)
2) Dosis fija de 0.5% de bio-producto (ensayo Zn-2, ensayo Fe-2)

Para el ensayo 1, se calculd la cantidad de cada bio-producto que habia que anadir al
suelo a partir de su contenido mineral después de la funcionalizacion (Tabla 9). Los
productos no funcionalizados se utilizaron en una cantidad equivalente a los
funcionalizados. La concentracion final de minerales, asi como las cantidades de bio-

productos aftadidos al suelo en cada tratamiento, se describen en la Tabla 10.

Tabla 9. Contenido de Zn y Fe asimilables de los SCG y los hidrochars funcionalizados, utilizados

en el ensayo de biofortificacion.

Bio-producto Zn (mg/kg) Fe (mg/kg)

SCG 6009 5886
H160 1748 3814
H200 332 2188

Se establecieron dos tipos de controles, uno general y dos especificos, que se detallan a

continuacién:

— Control General — “Control”: Suelo sin ningtin bio-producto adicionado.

— Control especifico 1- “Control-Zn”: Suelo + Quelato comercial
etilendiaminotetraacetato de zinc (EDTA-Zn, 14% p:p).

— Control especifico 2- “Control-Fe”: Suelo + Quelato comercial hierro

etilendiamina-N,N'-bis (ED-DHA-Fe, 6% p:p).

Los quelatos comerciales se utilizaron en una concentracion de 10 mg/kg de suelo. Estos
fueron suministrados por Trade Corporation International, S.A.U. (Madrid, Espana).
Ambos experimentos (Zn y Fe) se realizaron a diferentes tiempos debido a la capacidad

de la cAmara climética.
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Los andlisis llevados a cabo en planta fueron: peso fresco, peso seco; y en suelo fueron:

pH, CE»s y CO (%). Tanto en planta como en suelo se analizé el contenido del

micronutriente ensayado (Fe o Zn). Adicional, se realizo el estudio de la movilizaciéon

del micronutriente en el sistema suelo planta calculando los pardmetros: eficiencia de

utilizacion (EU), eficiencia de reserva disponible (ERD) y factor de transferencia (TF).

Tabla 10. Concentracién de micronutrientes y cantidad de bio-producto afiadido en cada

tratamiento.

. Micronutriente Bio-

Tratamiento
(mg/kg suelo)  producto
Ensayo Zn
Control 0 0
Control-Zn 10.00 0
SCG-1 0.02 0.17
H160-1 0.06 0.57
H200-1 0.35 3.01
SCG-Zn-1 10.00 0.17
H160-Zn-1 10.00 0.57
H200-Zn-1 10.00 3.01
SCG-2 0.05 0.5
H160-2 0.05 0.5
H200-2 0.06 0.5
SCG-Zn-2 30.05 0.5
H160-Zn-2 8.74 0.5
H200-Zn-2 1.66 0.5
Ensayo Fe

Control 0 0
Control-Fe 10.00 0
SCG-1 0.19 0.17
H160-1 0.26 0.26
H200-1 1.16 0.46
SCG-Fe-1 10.00 0.17
H160-Fe-1 10.00 0.26
H200-Fe-1 10.00 0.46
SCG-2 0.57 0.5
H160-2 0.50 0.5
H200-2 1.27 0.5
SCG-Fe-2 29.43 0.5
H160-Fe-2 19.07 0.5
H200-Fe-2 10.94 0.5

SCG, posos de café; H160, hidrochar obtenido a 160 °C; H200, hidrochar obtenido a 200 °C; SCG-Zn o Fe, bio-quelatos de
SCG; H160-Zn o Fe, bio-quelatos de H160; H200-Zn o Fe, bio-quelatos de H200. Diferentes niimeros en el nombre de los

bio-quelatos indican la modalidad de aplicacion.
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3.3.7. Ensayo 7. Uso de los SCG y sus hidrochars activados y funcionalizados

como bio-quelatos para la biofortificacion agronomica de Fe y Zn.

Los bio-productos activados que se funcionalizaron con Fe y Zn fueron: hidrochar
obtenido a 160 °C (AH160), hidrochar obtenido a 180 °C (AH180) e hidrochar obtenido
a 200 °C (AH200). Se incluyeron también los SCG activados para efectos de comparacion
(ASCG). Los contenidos minerales finales se muestran en la Tabla 11. En total, se ensay6
la aplicacion de 8 bio-quelatos en el Suelo 2. Cada tratamiento de realiz6 por

cuadruplicado.

Tabla 11. Contenido de Zn y Fe asimilables de los SCG y los hidrochars funcionalizados,

utilizados en el ensayo de biofortificacion.

Bio-producto Zn (mg/kg) Fe (mg/Kg)

ASCG 14592.2 11547.5
AH160 14478.0 12829.1
AH180 19819.2 16149.3
AH200 14854.7 19453.5

Para evaluar el efecto de biofortificacion y desempefio respecto a la toxicidad de los bio-
productos activados y funcionalizados, se realizé una mezcla de bio-producto con el
suelo al 0.2%, equivalente a 0.7 g. La dosis escogida se basé en los resultados obtenidos
en el Ensayo 6. En este caso, la aplicacion del fertilizante triple 15 se dividid en dos
aplicaciones: dia 0 y dia 20 del ensayo, en cantidades de 0.338 g/kg para proporcionar N:
50 mg/kg, P: 22 mg/kg, K: 42 mg/kg.

Al igual que en el Ensayo 6 se establecieron dos tipos de controles, uno general y dos

especificos, que se detallan a continuacion:

— Control General — “Control”: Suelo sin ningtin bio-producto adicionado.
— Control especifico 1- “Control-Zn”: Suelo + Quelato comercial

etilendiaminotetraacetato de zinc (EDTA-Zn, 14% p:p).
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— Control especifico 2- “Control-Fe”: Suelo + Quelato comercial hierro

etilendiamina-N,N'-bis (ED-DHA-Fe, 6% p:p).

Los quelatos comerciales se utilizaron en una concentracion de 10 mg/kg de suelo. Estos

fueron suministrados por Trade Corporation International, S.A.U. (Madrid, Espana).

Los analisis llevados a cabo en planta fueron: peso fresco, peso seco; y en suelo fueron:
pH, CEzs. Tanto en planta como en suelo se analizo el contenido de micronutrientes (Fe,
Zn, Mn, Cu). Adicional, se realizé el estudio de la movilizacion del micronutriente en el
sistema suelo planta calculando los pardmetros: eficiencia de utilizacion (EU), eficiencia

de reserva disponible (ERD) y factor de transferencia (TF).

Condiciones comunes de cultivo

Todos los ensayos in vitro (cdmara climatica), se llevaron a cabo aplicando los siguientes

aspectos comunes:

— Macetas de PVC de 300 ml de capacidad cerradas con doble malla de fibra de
vidrio en la base para evitar la pérdida de particulas finas.

— Entodoslos tratamientos se afiadi6 al suelo un fertilizante triple 15 en cantidades
de 0.675 g/kg de para proporcionar N: 100 mg/kg, P: 44 mg/kg, K: 84 mg/kg.

— Peso total de suelo y/o mezcla con bio-producto en cada maceta: 400 g.

— Trasplante de plantulas de lechuga de 30 dias de edad.

— Riego: Calculados por ponderacion. Entre la capacidad de campo y el punto de
marchitez permanente del suelo utilizado (Tabla 6).

— Condiciones de crecimiento controladas: humedad relativa de 50-60%,
temperatura de 22/18 °C (dia/noche) y fotoperiodo de 12/12 h.

— Duracién de los ensayos: 40 dias.
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Figura 10. Esquema general de los ensayos de cultivo in vitro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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BLOQUE 1

Este bloque comprende el estudio de la carbonizacion hidrotermal de los SCG. Empieza
por el estudio de los parametros del proceso sobre las caracteristicas del hidrochar
resultante. Comprende también un analisis descriptivo de ambos subproductos, solido
y liquido, obtenidos a diferentes temperaturas de HTC para evaluar su potencial de
revalorizacion. Ademas, se explora la aplicacion de pretratamientos a los SCG para la
obtencion de subproductos menos toxicos. Finalmente, concluye con la activacion de las

particulas de hidrochar, proceso clave para su uso en el campo agricola.

4.1. Efecto de los parametros de HTC sobre las propiedades fisicas,

quimicas y fisicoquimicas de los hidrochars de SCG.

Preambulo

Es ampliamente conocido que las caracteristicas de los hidrochars estan determinadas
por la combinacion de los pardmetros de la HTC: temperatura, presion, tiempo de
residencia y relacion sélido:liquido (Zhang, et al., 2019). Un reporte interno de ensayos
previos realizados en nuestro grupo de investigacion ha determinado que una relaciéon
solido:liquido del 10% (p:v) y un tiempo de reaccion de 1 h son las condiciones mas
adecuadas para optimizar la extraccion de MOS y otros metabolitos de interés a partir
de los SCG. Sin embargo, para el mismo objetivo de revalorizacidn, la variacién de la
presion no se ha tomado en cuenta y los rangos de temperatura ensayados (160-175 °C)
todavia pueden ser expandidos con el fin de explorar los cambios que se suscitan, esta
vez en los residuos sélidos. Segin Cavali et al. (2023) este tltimo es el pardmetro mas

influyente sobre las caracteristicas y el rendimiento del hidrochar.

En base a lo expuesto, a la escasa bibliografia sobre los efectos de la presion, y a la

estrecha relacion que guarda este parametro con la temperatura, esta primera seccién
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tiene por objeto conocer la influencia tanto de la presion como de la temperatura sobre
las propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas de los hidrochars de SCG. Se presenta

a continuacion el desarrollo del Ensayo 1 planteado.

Propiedades quimicas y fisicoquimicas

Las propiedades de los SCG y los hidrochars ensayados a diferentes temperaturas y
presiones se muestran en la Tabla 12. El andlisis elemental mostré como el proceso de
carbonizacién de los SCG aumento el contenido de C, H y ligeramente de N a partir de
los 185 °C, mientras que el contenido de O disminuyd. Varios autores atribuyen estos
aumentos y disminuciones de manera proporcional a la temperatura aplicada (Kim, et
al., 2017; Afolabi, et al., 2020). En este ensayo, sin embargo, el contenido de C de los
hidrochars obtenidos a 180 °C (H3, H4) se sale de esta tendencia ya que es un 2.04%
menor que en los obtenidos a 175 °C. El control manual del proceso pudo haber influido
en las variaciones que no se ajustan a estas tendencias fuertemente respaldadas por la

bibliografia.

Aparte del contenido de C, las proporciones atéomicas O/C y H/C también son utilizadas
como un indicativo del grado de carbonizacion de los sustratos en los procesos de HTC.
Asi, amenor ratio de O/C y H/C, mayor es el grado de carbonizacion de los subproductos
de segunda generacion (Cavali, et al., 2023), lo que conlleva un mayor aromaticidad y
menor polaridad (Zhang, et al., 2019). Los ratios reportados en la Tabla 12 muestran
disminuciones proporcionales a la temperatura aplicada, indiferentemente de la presion.
Estos pardmetros confirman la importancia de la temperatura en la obtencion de

subproductos con un mayor o menor grado de carbonizacion.

La relacion C/N también se ve influenciada por la temperatura de HTC. Contrario a los
ratios descritos anteriormente, este pardmetro fue mayor en los hidrochars debido al
aumento del contenido de C, pero al mismo tiempo a la estabilizacion del contenido de
N, dando como resultado valores mas elevados con la carbonizacién. Sin embargo, este
aumento no supero el 13.9% en ninguno de los hidrochars respecto a los SCG. Tomando
en cuenta las aplicaciones que pueden tener los hidrochars de SCG en el campo
agronomico, los valores obtenidos de C/N pueden ser determinantes no sélo sobre el

suelo sino también sobre la planta. El valor de C/N de todos estos residuos duplica el
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valor 6ptimo establecido para suelos agricolas que se sittia en 10 (Kasongo, et al., 2013),
pero esta cercano a 25, el valor maximo recomendado para materia organica. Un valor
mayor a 25 indicaria la probabilidad de inmovilizacién de N, mientras que un valor
menor a 25 indicaria la probabilidad de mineralizacion del N (Rivelli & Libutti, 2022),

por lo tanto, su dosificacion deberia ser controlada.

Tabla 12. Propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas de los SCG e hidrochars a diferentes

temperaturas.

SCG H1 H2 H3 H4 H5

Analisis elemental (%)

C 46.9 53.5 54.3 529  52.7 58.2

N 2.1 2.1 2.1 2.1 2.1 2.5

H 8.0 8.5 8.6 8.1 8.1 8.4

O 43.0 35.9 35.0 369  37.1 30.9
o/C 0.92 0.67 0.80 070  0.70 0.53
H/C 0.17 0.16 0.16 015 0.15 0.14
C/N 223 255 255 252 251 23.28
pH 5.76 4.29 4.29 417 422 3.95
CE2s (dS/m) 1.15 0.08 0.08 0.06 0.08 0.08
P asimilable (mg/kg) 12742 1972 225.1 142.7 192.0 181.7
K asimilable (mg/kg) 2474.5 31.3 35.0 29.1 254 32.7
Polifenoles totales (mg GAE/g) 74 15.0 18.3 169 172 20.1
D10 (um) 48 29 20 30 32 35
D60 (um) 313 215 210 218 226 237
D90 (um) 1017 617 525 607 632 711
Cu 6.5 7.4 10.4 7.2 7.1 6.8
Rango minimo (um) 3.1 21 1.9 2.1 21 23
Rango maximo (um) 1905.7 1905.7 952.8 1905.7 1905.7 1905.7

*Calculado por diferencia. H1-H5, hidrochars obtenidos de acuerdo con las condiciones de la Tabla 7; GAE, acido gélico
equivalente; Cu, coeficiente de uniformidad: D10, D60, D90, didmetro para el cual el 10, 60 y 90% de las particulas son

mas finas, respectivamente.

El proceso de HTC disminuyd el pH, generando subproductos mas acidos. Estos
resultados estan de acuerdo con los reportados por Libra et al. (2011), quienes
encontraron que la transformacidn de otros residuos vegetales en hidrochar provocé la

disminucion del pH por debajo de 5. La HTC también disminuy¢ la CEzs, debido al
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lavado de sales producidas durante el proceso de lavado. La HTC y el posterior proceso
de lavado también afectan los contenidos de P y K disponibles en los diferentes
hidrochars de SCG, disminuyendo su contenido. Segin Mayanga-Torres et al. (2017), los
iones se liberan en la solucion acuosa durante el proceso, lo que se traduce en una baja
concentracion en el residuo sélido. Este hecho es provocado por la alta capacidad de
reaccion del potasio con el agua (Lenntech BV, 2019) y la solubilidad favorecida de las

formas asimilables de fosforo en medio acido (Elrashidi, et al., 2001).

En cuanto al contenido de polifenoles totales, la carbonizacion hidrotermal provocé el
incremento de su contenido, alcanzando un valor maximo de 20.1 mg GAE/g (H5), casi
tres veces mas que los SCG (Tabla 12). Estos compuestos se generan producto de la
degradacion de la lignina (Xiao, et al., 2012), la misma que ocurre a temperaturas de HTC
cercanas a los 200 °C (Cavali, et al., 2023). La temperatura parece estar estrechamente
ligada con este parametro, lo que concuerda con lo reportado por Ballesteros et al. (2017).
Ademas, los resultados obtenidos en este ensayo muestran valores ligeramente mas
elevados en los hidrochars obtenidos a una presion inicial de 12 bar (H1, H3) respecto a
sus homologos obtenidos a presion inicial de 0 bar (H2, H4). Un estudio realizado por
Mayanga-Torres et al. (2017) parece respaldar lo encontrado, aunque con diferencias

muy leves para presiones de HTC de 22.5 y 30 MPa.

En un ensayo previo realizado por nuestro grupo de investigacion (Cervera-Mata, et al.,
2020), se obtuvo un contenido de PT de 14 mg GAE/g para un hidrochar de SCG obtenido
a 180 °C. Dicha cantidad de polifenoles obtenidos por los autores con el mismo equipo
y metodologia usados en este trabajo es menor que los obtenidos en la Tabla 12. Este
hecho podria deberse a que en este ensayo los hidrochars se lavaron después de su
recuperacion y que en el estudio anterior no se lavd el hidrochar (solo se filtrd y seco). El

lavado de los hidrochars no elimind los polifenoles, sino que los concentro.
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Figura 11. Distribucion del tamano de particula de los SCG e hidrochars lavados obtenidos a

diferentes condiciones de temperatura y presion.

Propiedades fisicas

La Figura 11 muestra la distribucién del tamatio de particulas de los SCG y hidrochars.
Todos los bio-productos presentan una distribucién bimodal. Los hidrochars presentan
una curva de distribucion de tamano de particula que se desplazé hacia la izquierda, lo
que indica una reduccion del tamafio de las particulas durante el proceso de
carbonizaciéon. Los SCG tienen un tamafio de particula que oscila entre 3 y 1905 mm
siendo los mas frecuentes los de tamafio 552 mm. Estos resultados se alinean con
estudios previos de los SCG (Barbanera & Muguerza, 2020). Los hidrochars por otro
lado, tienen un rango de tamano de particula entre 2 y 1906 mm, siendo los mas
frecuentes los de tamafo 371 mm para H1 — H4 y 410 mm para H5. Estos datos indican
una reduccion del tamafio de particula producto de la carbonizacién. La ligera tendencia
al aumento del tamafio de particula por parte de H5, en comparacion con el resto de los

tratamientos, podria explicarse por el lavado del hidrochar que pudo haber arrastrado
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las particulas coloidales mas pequenas. Sin embargo, esta hipotesis no puede ser

corroborada debido a la falta de trabajo sobre este tema.

Otros parametros medidos fueron D10, D60 y D90, asi como el Cu derivado del cociente
entre D60 y D10 (Tabla 12). La mayor diferencia entre ambos productos se encuentra en
el D90, siendo este valor un promedio del 64.5% mas alto en los SCG que en los
hidrochars, lo que soporta la marcada reduccion del tamafio de particula provocada por
la HTC. Este hecho también se ha visto reflejado en la misma proporcion en el caso del
D10 y en un 41.5% en el caso D60. En cuanto al Cu, este factor es superior en los

hidrochars que en los SCG, aunque decrece con la temperatura.

Tabla 13. Valores de superficie especifica de los SCG e hidrochars H2 y H4.

Bio-producto Superficie Especifica (m?/g)
SCG 0.79+0.03
H2 8.14 £0.05
H4 17.16 £ 0.03

La reduccion del tamafio de las particulas estuvo acompanada de un aumento de la
superficie especifica (Tabla 13). Las muestras de hidrochars analizadas (H2 y H4) fueron
sometidas a las mismas condiciones de presion, pero diferente temperatura (Tabla 8), lo
que lleva a relacionar la superficie especifica directamente con la temperatura aplicada
en este estudio. Los resultados de la Tabla 13 muestran que esta propiedad de las
particulas de SCG aumenta 8 veces con la menor temperatura de HTC ensayada (175 °C)
y que, a su vez, este valor se duplica al aumentar 5 °C la temperatura (180 °C). Las
diferencias de superficie especifica encontradas entre los SCG y los hidrochars se
corroboran con el aumento de la porosidad, evidenciado en el analisis morfoldgico
realizado mediante SEM (Figura 12). La Figura 12A muestra una particula de SCG donde
su cuticula permanece sin cambios, mientras que la particula de hidrochar (Figura 12B)
muestra una estructura mas abierta, como resultado de la reacciéon de descomposicion

termolitica, fragmentacion y desvolatilizacion, caracteristicas del proceso de HTC
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(Afolabi, et al., 2020). Se observa que los poros preexistentes en las particulas de SCG
adquieren mayor definicion y profundidad después de la carbonizacion. Castro et al.
(2011), reportan resultados similares para particulas de SCG tratadas a temperaturas
altas (550-800 °C) con vapor de agua y Nz, lo que también lleva a relacionar directamente
el buen desarrollo de la porosidad de la particula con la temperatura aplicada. Estos
cambios estructurales en los hidrochars sugieren que estos subproductos podrian
mejorar la interaccion con las particulas sélidas del suelo para formar agregados con
menor tendencia al agrietamiento y aumentar la capacidad de aireacion y retencién de
agua, ventajas ya atribuidas a la adicion de SCG al suelo en un ensayo realizado por

Cervera-Mata et al. (2019).

Figura 12. Imagenes SEM de particulas de A) SCG y, B) hidrochar obtenido a 185 °C (H5).

Consideraciones finales

Este ensayo ha proporcionado valiosa informacion acerca del proceso de HTC de los
SCG vy sus principales cambios. Se concluye que la aplicacién de este proceso de
carbonizacion a este residuo altera sus propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas.
Los hidrochars resultantes tienen menor pH, conductividad eléctrica, contenido de P y

K asimilables y tamafo de particula. Por otro lado, presentan un aumento del contenido
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de polifenoles totales, superficie especifica y relacion C/N. Todas las variaciones
mencionadas se ven proporcionalmente afectadas por la temperatura de HTC aplicada,
pero poco o nada se ha visto la influencia de la presion, excepto por el contenido de

polifenoles totales.

4.2. Influencia de la temperatura en la composicion de los residuos

resultantes de la carbonizacion hidrotermal.

Preambulo

En base a diversos estudios de optimizacidn de la produccion de azticares provenientes
de los SCG mediante hidrdlisis acida (Mussatto, et al., 2011), procesos fisicos basados en
la extraccion inicamente con agua caliente comprimida (Asano, et al., 2003; Passos &
Coimbra, 2013), y de los resultados obtenidos en el Ensayo 1 de este trabajo sobre la
influencia de los pardmetros de HTC, esta seccion estd orientada hacia la caracterizacion
de ambos subproductos resultantes de la carbonizacion hidrotermal de los SCG: sélido
(hidrochar) y liquido (licor), con el fin de encontrar las condiciones dptimas para su
revalorizacion utilizando como tinico parametro variable la temperatura. La bibliografia
también respalda el papel determinante de este pardmetro respecto a los principales
cambios fisicos, quimicos y fisicoquimicos en las propiedades de los hidrochars (Afolabi,
et al., 2020) que, a consecuencia, modificard también la composicién de los licores de

HTC. A continuacidn, se presenta el andlisis correspondiente al Ensayo 2.

4.2.1. Residuo sélido
Propiedades fisicas

Las tres temperaturas ensayadas en esta seccion conllevan sucesivas transformaciones
en los SCG. Segun Cavali et al. (2023), la formacion de hidrochars a partir de material

lignoceluldsico empieza con la degradacion de la hemicelulosa que ocurre cerca de los
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180 °C. A partir de esta temperatura hasta por encima de los 200 °C, se degradan las
cadenas largas de celulosa dando lugar a oligémeros que posteriormente se hidrolizaran
liberando monomeros de azucar. Sin embargo, cuando las temperaturas de HTC
superan los 200 °C, algunas pequefias fracciones de lignina empiezan a disolverse en el

agua, dando como resultado un residuo mas degradado.

Estos cambios en la estructura de la materia prima hasta la obtencion del hidrochar
pueden evidenciarse en la Figura 13. El aumento de la porosidad después de la
aplicacion de la HTC vista anteriormente (Figura 12) fue evidente también en esa
ocasion. Sin embargo, dicha porosidad no esta presente en la totalidad de las particulas.
Tampoco se observa una relacion directa entre el aumento de la porosidad y el aumento
de la temperatura, como lo establece Dieguez-Alonso, et al. (2018). Esto puede deberse
al tipo de biomasa utilizada y su composicion. En el caso de los SCG, producto de la
agitacion y las altas presiones alcanzadas durante la carbonizacion hidrotermal (~13-17
bar) el material de degradacion no se libera, sino que se queda atrapado en la estructura
de los hidrochars, como se muestra en detalle en la Figura 14B. Resultados similares de
andlisis SEM de un hidrochar de SCG obtenido a 200 °C report6 Cervera-Mata et al.
(2022).

Figura 13. Imagenes SEM de particulas de A) SCG, B) H160, C) H180 y D) H200.
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Por otro lado, lo que si se aprecia con el aumento de la temperatura es la disminucion de
las paredes que forman los poros. La Figura 14 muestra esta diferencia al pasar de una
temperatura de HTC de 160 °C (7-8 um, Figura 14A) a 200 °C (3-4 um, Figura 14B), una
reduccién del 50% entre la minima y maxima temperatura ensayada. Segun los procesos
de degradacion recién descritos, podemos entonces asumir que las paredes de los poros
en el caso de H200 (Figura 14B), estan compuestas mayormente de lignina. Resultados

similares obtuvieron Passos & Coimbra (2014) al someter los SCG a un proceso fisico

semejante a una HTC, a una temperatura de 200 °C.

Figura 14. Imagenes SEM de particulas de A) H160 en el que se observan poros con paredes de
aproximadamente 7-8 um de grosor, y B) H200 con paredes de entre 3-4 um de grosor. Se observa
a detalle distinta porosidad: poros rellenos (PR) con material de degradacion y poros en

formacion (PF).

La degradacién de la estructura lignoceluldsica no sélo influye en la transformacion
fisica de los residuos, sino que también afecta directamente el rendimiento del proceso
de HTC. La Figura 15 muestra una reduccion aproximada del 10% del rendimiento cada
vez que la temperatura se eleva 20 °C; por lo tanto, existe una clara relacion inversa entre
este parametro y la temperatura aplicada. A mayor grado de carbonizacién, menor
recuperacion en peso del material (Ramon-Gongalves, et al., 2019). Segtin Zhang et al.
(2019), la carbonizacion hidrotermal produce rendimientos que oscilan entre el 40 y 70%.

Los datos obtenidos en este trabajo se encuentran dentro de dicho rango.
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Figura 15. Rendimiento de los hidrochars obtenidos a diferentes temperaturas de HTC.

La disminucion del tamafio de particulas evidenciada en el ensayo anterior (Figura 11)
también sustenta la disminucion del rendimiento y comparte relacion con los demas
cambios fisicos provocados por el aumento de la temperatura de HTC. Esta relacion se

resume en la Figura 16.

Disminuye L I
Aumento de Aumenta tamafio (?lle Disminuye Disminuye
temperatura degradacién , peso rendimiento
particula

Figura 16. Efectos fisicos sucesivos y consecuentes producidos por el aumento de la temperatura
de HTC.

Propiedades quimicas y fisicoquimicas

El andlisis elemental de cada hidrochar se alinea con lo encontrado y discutido en el
apartado 4.1 con relacién a la temperatura aplicada. Respecto al aumento del contenido

de carbono, se tiene también por defecto el aumento de la relacion C/N. La disminucién
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del pH, la CE> y los contenidos de P y K asimilables también se evidencian en
P y y

proporcion a la temperatura de HTC aplicada. Estas caracteristicas son fundamentales
para caracterizar las enmiendas organicas, debido a la importancia de estas propiedades

fisicoquimicas en suelos agricolas.

Por otro lado, el aumento de polifenoles totales (PT) es mucho mas evidente en el
hidrochar obtenido a 200 °C (H200) (Tabla 14). Este hidrochar tiene 1.5 veces mas PT que
el hidrochar obtenido a 185 °C (H185) del ensayo anterior (20.1 mg GAE/g, Tabla 12), y
quintuplica el contenido inicial de los SCG. De acuerdo con Xiao et al. (2012), la presencia
y el aumento de polifenoles totales en los productos de la carbonizacion hidrotermal de
material lignoceluldsico resulta de la degradacion de la lignina, lo que concuerda con el
aumento de la temperatura aplicada hasta los 200 °C alcanzados en este ensayo. La
lignina es una macromolécula amorfa compleja compuesta principalmente por unidades
monomeéricas de fenilpropano entrelazadas mediante enlaces éter y carbono-carbono.
Durante el proceso de HTC, las reacciones de deshidratacidon, descarboxilacion y
desmetanizacion dan lugar a la formacion de compuestos fendlicos, asi como de otros
subproductos que se liberan principalmente en el residuo liquido, de los que se hara

referencia mas adelante.

Aparte de la degradacion de la lignina, el aumento del contenido de PT también se ve
influenciado, en este caso, por la especial composicion de los SCG como materia prima.
Este residuo agroalimentario posee melanoidinas que se han formado durante los
procesos de tueste y posterior preparacion de la bebida de café, como resultado de la
reaccion de Maillard (Rufidn-Henares & De La Cueva, 2009). Estos compuestos también
se degradan en el proceso de carbonizacion hidrotermal y dan lugar a la formaciéon de
moléculas cortas de compuestos fendlicos (Wang, et al., 2021). Debido a la naturaleza
orgdanica de estas moléculas, no se disuelven completamente en el agua, sino que gran
parte de estas se quedan en el residuo solido. Esta caracteristica de los hidrochars
obtenidos a altas temperaturas puede calificarse como “negativa” si este residuo es
destinado para su aplicacion en el suelo debido a su ya conocido efecto fitotoxico (Leifa,

et al., 2000; Hardgrove & Livesly, 2016; Cervera-Mata, et al., 2018).
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Tabla 14. Propiedades quimicas y fisicoquimicas de los SCG y los hidrochars obtenidos a

diferentes temperaturas de HTC.

SCG H160 H180 H200

Analisis elemental (%)

C 474 52.0 54.3 62.6
N 2.2 2.2 2.1 2.5
H 7.8 8.1 8.6 7.6
o* 42.6 37.7 43.6 27.3
Anadlisis proximal (%)

Carbén fijado 13.97 15.48 16.99 26.02
Materia volatil 85.02 83.92 82.82 73.42
Ceniza 1.01 0.60 0.19 0.56
Contenido de humedad (%) 7.53 3.58 3.52 3.46
C/N 21.5 23.6 25.9 25.3
pH 5.5 4.6 44 4.0
CEas (dS/m) 1.09 0.68 0.58 0.83
P asimilable (ppm) 1274.2 384.0 289.5 342.1
K asimilable (ppm) 3561.7 1262.4 1702.2 1507.9
Polifenoles totales (mg GAE/g) 6.6 10.2 19.1 32.4

*Calculado por diferencia.

El andlisis proximal de los SCG revelé un contenido del 13.97% de carbon fijado y un
85.02% de materia volatil (Tabla 14). Afolabi et al. (2020) y Kim et al. (2017) encontraron
valores mas altos de carbon fijado y valores mas bajos de materia volatil. Estas
discrepancias corroboran la variabilidad del SCG como materia prima, lo que
generalmente dificulta la comparacion de los resultados obtenidos en diferentes
estudios. Cuando los SCG se sometieron al proceso de HTC, el carbon fijado aumento
hasta un 2 y 3% a temperaturas de trabajo de 160y 180 °C, respectivamente; sin embargo,
a una temperatura de 200 °C, este valor aumento6 un 200% respecto a los SCG. La materia
volatil, el contenido de cenizas y humedad, por otro lado, disminuyeron conforme a la
temperatura aplicada. Estas diferencias entre SCG e hidrochars son similares a las
reportadas por otros autores. Segun Cavali et al. (2023), las altas temperaturas de HTC
favorecen las reacciones de deshidratacion y descarboxilacion que disminuyen la
materia volatil del hidrochar. Ademads, mejoran la fragmentacion del residuo remanente

mediante procesos de aromatizacion y repolimerizacion, lo que aumenta el contenido de
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carbon fijado del hidrochar. Este aumento es de especial importancia ya que la
carbonizacion hidrotermal genera un subproducto mas estable que el residuo original.
Esta estabilidad depende de la temperatura del proceso y esta definida por las formas
de carbono presentes en el hidrochar: 14bil o recalcitrante. Por lo tanto, H200 tendra
formas de carbono mas recalcitrantes y con propiedades mas similares a un biochar que
H160 o H180. Cervera-Mata et al. (2022) aseguran que un residuo con formas de carbono
mayormente 1abil, aplicado como enmienda orgdnica al suelo, provoca un incremento
de las emisiones de CO, disminuye la cantidad de carbono remanente, aumenta el
contenido de carbono organico extraible, aumenta la actividad bioldgica y, a
consecuencia, provoca lainmovilizacion del N. Un comportamiento contrario se muestra
con residuos mas recalcitrantes. Sun et al. (2020) encontraron que la adicién de hidrochar
obtenido a 260 °C, proveniente de biomasa lefiosa y de pastos, disminuy¢ la fraccion de
materia organica 14bil del suelo y aumento la fraccion de materia organica estable con
mas compuestos aromaticos. Por lo tanto, se consideraria necesaria una investigacién
mas profunda sobre los efectos de los hidrochars derivados de SCG en la estabilidad de
la materia organica del suelo. Este es un aspecto fundamental para la restauracion de

suelos degradados con bajo contenido de materia organica.

Todos los resultados opuestos con otros reportes sobre el andlisis proximal podrian
atribuirse a los diferentes procesos (es decir, lavado, filtrado, secado, almacenamiento,
etc.) aplicados al producto final. Por lo tanto, los hidrochars asi obtenidos pueden variar

mucho, aunque el proceso de HTC sea el mismo.

4.2.2. Residuo liquido

El licor resultante de la carbonizacién hidrotermal de los SCG es un subproducto que
contiene los compuestos solubles liberados durante la degradacion del material
lignoceluldsico. En la bibliografia, la aplicacion de diversas técnicas de hidrdlisis a altas
temperaturas (150- 250 °C) en los SCG se ha llevado a cabo con el objetivo de obtener
azucares, principalmente manooligosacaridos (MOS), y compuestos fenoélicos (Passos &

Coimbra, 2014; Ballesteros, et al., 2017; Mayanga-Torres, et al., 2017).
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En base a estos antecedentes, primero se realizé un andlisis de composicion proximal de

los tres residuos (

Tabla 15), correspondientes a las tres temperaturas de HTC ensayadas. Los licores de

HTC son muy diferentes a los SCG. En general, su componente mayoritario es agua y

SCG L160 %* L180 %* L200 %*
Kcal 412.33 £4.93 11.00 £ 3.61 12.00 £ 0.00 11.33 £3.06
Humedad 5.78 +0.38 97.23 +0.86 96.90 +0.11 97.02+£0.78
Cenizas 1.40 +0.04 0.11+0.01 7.9 0.16 +0.02 11.4 0.12+0.78 8.6
Proteina 13.71+£0.27 0.47 £0.05 3.6 0.58 + 0.04 4.2 0.50 £0.03 3.6
Grasa 8.18 +0.76 0.03£0.01 0.4 0.05+0.07 0.6 0.03 £0.02 0.4
H. Carbono** 7092 +0.76 2.15+0.88 3.0 2.31+0.10 3.3 2.33+£0.74 3.3

practicamente no tienen materia grasa. Esta fraccion se encuentra concentrada en los
hidrochars debido a la naturaleza hidrofébica de las moléculas lipidicas; a consecuencia
de esto, su valor energético también se ha perdido en comparacion con los SCG. Los
hidratos de carbono representan la fraccion mas abundante, seguido de las proteinas y,
por ultimo, los minerales y otros compuestos secundarios (cenizas). Sin embargo, si
analizamos el porcentaje que representan del residuo de origen (SCG), el orden se
invierte (Tabla 15). Cuando los SCG se someten a una carbonizacién hidrotermal, dentro
de un rango de temperaturas de 160 - 180 °C, se produce una mayor liberacion de
minerales (~9%), seguido de proteinas (~4%) y finalmente azticares (~3%). La fraccién
mineral podria estar constituida mayormente por potasio, fésforo y magnesio, ya que
son los elementos mas abundantes en los SCG (Mussatto, et al., 2011) pero que también
tienen una alta solubilidad. Este andlisis primario no revela influencia alguna de la

temperatura en la variacion de la composiciéon de macroelementos de los licores de HTC.

Tabla 15. Analisis de composiciéon proximal de los licores de HTC de SCG a diferentes

temperaturas, expresados como porcentajes (%) en base de 100 g o 100 ml.

SCG L160 %* L180 %* L200 %*
Kcal 412.33 +4.93 11.00 £ 3.61 12.00 +£0.00 11.33 +3.06
Humedad 5.78 +0.38 97.23 +0.86 96.90 +0.11 97.02+0.78
Cenizas 1.40 £0.04 0.11£0.01 7.9 0.16 +0.02 114 0.12+0.78 8.6
Proteina 13.71+£0.27 0.47 £0.05 3.6 0.58 + 0.04 4.2 0.50 =0.03 3.6
Grasa 8.18 +0.76 0.03+0.01 0.4 0.05 +0.07 0.6 0.03 +0.02 0.4
H. Carbono** 7092 +0.76 2.15+0.88 3.0 2.31+0.10 3.3 2.33+0.74 3.3

*Porcentaje que representa la fraccion equivalente del contenido inicial presente en los SCG.

**Calculado por diferencia.
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Para evaluar con mas profundidad el potencial de fermentacion de los licores resultantes
de la HTC de los SCG, es importante conocer el contenido de azticares totales (AT) de la
fraccion de hidratos de carbono. Los aztcares reductores son la principal e inmediata

fuente de carbono para los microorganismos. Segin se muestra en la
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Figura 17, los licores tienen un contenido de AT de entre 18 y 39 g/L. La mayor liberacion
de aztcares se lleva a cabo a temperaturas de 180 °C y se observa una reduccion del 53%
del contenido cuando la temperatura se eleva a 200 °C. Un estudio de la hidrolisis acida
de los SCG realizada por Mussatto et al. (2011), reveldé que el rango Sptimo para la
obtencion de azucares se encuentra entre los 140 y 180 °C, y que este contenido se
incrementa juntamente con la temperatura, lo que concuerda con los resultados
encontrados en este trabajo. En esa misma investigacion, los autores encontraron que los
azucares presentes en los hidrolizados de SCG son casi exclusivamente glucosa,
arabinosa, manosa y galactosa; siendo la manosa la mas abundante, seguida de la

galactosa.
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Figura 17. Contenido de azucares totales (AT) de los licores de HTC de SCG obtenidos a
diferentes temperaturas. Las barras representan las desviaciones estandar de las medias (1= 3).

Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas (p <0.05).

La reduccién del contenido de AT en el licor obtenido a 200 °C (Figura 17) no concuerda
con lo esperado tomando en cuenta que no sélo la hemicelulosa se degrada en el rango
de temperaturas ensayadas, sino también parte de la celulosa. Otros autores que
reportaron resultados similares sefialan que a temperaturas altas (200 - 250 °C) los
azucares pueden sufrir degradacion dando lugar a la formacion de &cidos organicos
(Mayanga-Torres, et al., 2017). Mussatto et al.,, (2011) también concuerda con esta
declaracion y alega que los aztcares pueden ser liberados y subsecuentemente
degradados. Ademas, en el caso de la glucosa, este monémero puede polimerizarse en

microesferas y pasar a formar parte de la fracciéon sdlida (Cavali, et al., 2023).

En un sustrato de fermentacién, no solo el contenido de compuestos fermentables es
importante sino también el contenido de compuestos tdxicos o que puedan afectar la
viabilidad de los microorganismos. En los licores de la HTC generalmente se concentran
los compuestos intermediarios, solubles y aromaticos, que se forman producto de la
degradacion del residuo lignoceluldsico. Estos compuestos considerados como

“toxicos”, en el caso de los SCG, segin Mussatto et al. (2011), son los furfurales,
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hidroximetilfurfurales (HMF), polifenoles totales (PT) y acidos grasos de cadena corta

(AGCOQ).

La Figura 18 muestra los resultados del analisis del contenido de cada uno de estos
compuestos en los licores de HTC. Existe una clara influencia de la temperatura sobre la
produccién de todos los compuestos toxicos. En el caso de los HMF y AGCC (Figura 18a,
d), su aumento es directamente proporcional a la temperatura aplicada, siendo L160 el
de menor contenido y L200 el que mas HMF y AGCC tiene. Por otro lado, los PT y
furfurales (Figura 18b, c), tienen un comportamiento diferente. Su contenido aumenta de
forma lineal con la temperatura hasta los 180 °C, pero a partir de ese punto, conforme

sigue aumentando la temperatura, el contenido de ambos compuestos decrece.

Al igual que lo que sucede con la glucosa, segin Cavali et al. (2023), los furfurales y los
compuestos fenodlicos también pueden polimerizarse y volver a depositarse en la
superficie de los hidrochars. Esto no esta descrito para el caso de los HMF, lo que explica
su continua tendencia al aumento al superar los 180 °C (Figura 18a). Por otro lado, la
produccion de AGCC no sélo sigue el comportamiento lineal de aumento conforme a la
temperatura, sino que su produccion parece sufrir un impulso a partir de los 180 °C
(Figura 18d). Estos resultados encajan con la disminucion del contenido de aztcares vista
en L200 (Figura 17) y el aumento de la produccion especifica de acido acético (Figura 19)

en comparacion con el resto de AGCC por efecto de la temperatura.
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Figura 18. Contenido de a) hidroximetilfurfurales (HMF), b) furfurales, c) polifenoles totales (PT)
y d) acidos grasos de cadena corta (AGCC), expresados en g/L, de los licores de HTC de SCG

obtenidos a diferentes temperaturas.

No existen en la bibliografia rangos generales de tolerancia de los microorganismos a
estos compuestos; sin embargo, algunos trabajos hacen referencia al efecto de ciertos
valores sobre determinadas especies. Leonel et al. (2020), por ejemplo, aseguran que
valores superiores a 2.0 g/L de furfurales provocan inhibicion del metabolismo para K.
marxianus y la misma concentracion, pero de HMF, para C. guilliermondii. Similares
resultados reportaron Ruan et al. (2015) para el caso de M. isabelina, siendo resistente a
valores de HMF de hasta 2.5 g/L, pero sélo hasta valores de 1 g/L de furfurales. Para esa
misma cepa, los autores también reportaron tolerancia de 0.5 g/L a dos compuestos
fendlicos: acido ferualico y acido cumarico. Maass et al. (2016) tampoco reportd inhibicién

del crecimiento de B. subtilis DSM 3256 a concentraciones de polifenoles de 38 mg/L, pero
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si una baja pureza del metabolito obtenido a causa de la presencia de estos compuestos

en el medio.

Tomando en cuenta los valores encontrados en la bibliografia, el contenido de HMF
encontrado en los licores de HTC de SCG podria ser tolerable para los microorganismos
ya que ninguno supera los 2.5 g/L, aunque si lo iguala (L200, Figura 18a). El contenido
de furfurales tampoco supera los citados. El valor maximo encontrado en los licores es
de 0.11 g/L en L180 (Figura 18b). El contenido de PT, por el contrario, supera
excesivamente los valores reportados, siendo la minima concentracion encontrada en
este trabajo (L160: 5.55 g/L) 11 veces mas alta que la reportada por Ruan et al. (2015), lo
cual sugiere que todos los licores de HTC de SCG tienen un contenido de PT

potencialmente toxico.

Respecto al acido acético, la concentracidon de este metabolito suele ser tomada en cuenta
mas para efectos del rendimiento de la fermentacion (Leonel, et al., 2020). Es uno de los
productos de la fermentacion de aztcares, por lo tanto, ante una elevada concentracion
de este compuesto en el medio de cultivo se produce inhibicion del crecimiento celular
(Kim, et al., 2020). Los valores de acido acético obtenidos en este trabajo para los licores
de HTC se encuentran entre los 2.58 y 13.87 g/L (Figura 19). Si comparamos con los datos
de una recopilacion realizada por Leonel et al. (2020) del contenido de este compuesto
en diversos hidrolizados de biomasa proveniente de bagazo de hoja de palma aceitera,
cuyo valor maximo reportado es de 3.9 g/L, se puede decir que los licores obtenidos a
partir de SCG tienen un contenido muy alto de acido acético y que, por ende, un proceso
de fermentacion aplicado a este subproducto podria verse limitado. No obstante, la
presencia de acido acético en sustratos de fermentacion se ha logrado sobrellevar
mediante el uso de microorganismos como P. putida (Elmore, et al., 2020) o M. isabellina

(Ruan, et al., 2015) que lo catabolizan de forma nativa.

Otra alternativa explorada para atenuar los efectos limitantes causados por la
composicion de los licores provenientes de material lignoceluldsico es la aplicacion de
tratamientos de detoxificaciéon previo a la fermentacién. Algunos autores reportan
resultados prometedores con el uso de carbdn activado en la remocion de los compuestos

toxicos (Abdul Manaf, et al., 2018; Leonel, et al., 2020).
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Figura 19. Contenido de acidos grasos de cadena corta (AGCC) de los licores resultantes de la

HTC de los SCG, obtenidos a diferentes temperaturas.

Para finalizar, es importante mencionar que la presencia combinada de los compuestos
con potencial téxico en el mismo residuo (HMF, furfurales, PT, acido acético),
independientemente de la concentracion individual, puede igualmente causar inhibicién

de la fermentacion debido a un efecto sinérgico (Ruan, et al., 2015).

Consideraciones finales

Las caracteristicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas de los hidrochars de SCG se ven
atenuadas o acentuadas segun la temperatura de HTC aplicada. Por lo tanto, la
temperatura de trabajo se determinard en funcién del uso propuesto para la

revalorizacion de estos subproductos. Desde una perspectiva agrondmica, no existe
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ventaja de un hidrochar sobre otro respecto a pH, CEzs, contenido de K y P asimilables;
no obstante, H200 es un producto mas estable para el suelo que H160, aunque es mas
toxico (PT: 32.4 mg/g) y tiene el rendimiento mas bajo (52.6%) entre los hidrochars
ensayados. Por otro lado, H160 conserva mejor su estructura lo cual puede ser
beneficioso para aumentar la superficie de contacto y mejorar la interaccion con el
microcosmos del medio. Ademas, su relativa baja toxicidad (PT: 10.2 mg/g) y mejor
rendimiento (67.3%) puede brindar mas alternativas para optimizar su uso, ya sea

utilizando cantidades subtoxicas o aplicando tratamientos de detoxificacion.

Respecto a la fraccion liquida resultante del proceso de HTC, los licores de SCG tienen
un alto contenido de azucares reductores, pero también de compuestos toxicos. La
variabilidad de esta composicion, mds no de macronutrientes, estd estrechamente
relacionada con la temperatura aplicada. A diferencia de sus homologos obtenidos a
temperaturas mas bajas, el licor obtenido a 200 °C (L200) presenta una inestabilidad dada
por los fendmenos de polimerizacion llevados a cabo a esa temperatura y por lo tanto no
se recomienda su uso. En todos los licores, el inhibidor mas abundante es el acido acético,
seguido de los polifenoles totales, los HMF y finalmente los furfurales, que se encuentran

en menor cantidad.

Analizando el potencial de fermentacion de los tres licores, se puede concluir que L160
es el subproducto mas viable para ser utilizado como sustrato de fermentacion. A pesar
de que L180 tiene la mayor cantidad de aztcares (39.5 g/L), también es el licor con mayor
contenido de furfurales y polifenoles totales. L160 tiene un balance entre la cantidad de
azucares (31.6 g/L), imprescindibles para la fermentacién, y compuestos téxicos (HMEF:
0.15 g/L; furfurales: 0.02 g/L; PT: 5.55 g/L; 4. acético: 2.58 g/L), siendo estos ultimos, los
mas bajos entre los tres licores obtenidos. La aplicacién posterior de un proceso de
detoxificacion podria ser una alternativa para disminuir los inconvenientes provocados
por la presencia de estos compuestos. Por otro lado, la riqueza de AGCC, no solo de
acido acético (Figura 19), también podria ser otra opcién de explotacion de este

subproducto de la HTC.

En resumen, tomando en cuenta las aplicaciones pensadas para el aprovechamiento de

ambos subproductos, sélido y liquido, la temperatura de HTC mas apropiada para los
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SCG parece ser de 160 °C. Este parametro podria variar en funcién del interés de
explotacion y de los resultados obtenidos en las distintas fases de prueba y desarrollo;
sin embargo, en un cuadro general del proceso, se estima que a dicha temperatura habra
un equilibro gasto-beneficio. Un analisis tecno-econdomico en base a los datos

presentados en este trabajo brindaria mayor soporte a esta conclusion.

4.3. Impacto de la aplicacion de dos pretratamientos en la
detoxificacion y mejora estructural de los hidrochars de posos de

café.

Preambulo

Las técnicas mas utilizadas para la detoxificacion de los SCG han sido el compostaje o
vermicompostaje (Liu & Price, 2011; Santos, et al., 2017; Cervera-Mata, et al., 2020); sin
embargo, los altos costes de aplicaciéon acompafiado de la dificultad para controlar la
viabilidad de los organismos vivos hacen necesaria la exploracion de técnicas mas
econdmicas y manejables, con vistas a ser parte de un disefio industrial de

aprovechamiento de este residuo.

El lavado con etanol es un proceso que se ha empleado para la extraccion de compuestos
fendlicos a partir de posos de café (Panusa, et al., 2013). El residuo solido resultante
también ha sido aprovechado como precursor en la obtenciéon de carbon activado

(Alcaraz, et al., 2019; Ramon- Gongalves, et al., 2019).

Por otro lado, debido al alto contenido de materia grasa de los SCG (8.18%,

SCG L160 %* L180 %* L200 %*
Kcal 412.33 +4.93 11.00 £ 3.61 12.00 +£0.00 11.33 +£3.06
Humedad 5.78 +0.38 97.23 +0.86 96.90 +0.11 97.02 +0.78
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Cenizas 1.40 £0.04 0.11+0.01 7.9 0.16 +0.02 114 0.12+0.78 8.6

Proteina 13.71+0.27 0.47 +0.05 3.6 0.58 +0.04 4.2 0.50+0.03 3.6
Grasa 8.18+0.76 0.03+0.01 0.4 0.05 +0.07 0.6 0.03 +0.02 0.4
H. Carbono** 7092 +0.76 2.15+0.88 3.0 2.31+0.10 3.3 2.33+0.74 3.3

Tabla 15), se ha visto que la remocidn de esta fraccion puede ayudar a mejorar los
procesos de carbonizacion de los SCG y resultar en contenidos de C y N mas elevados,
lo cual beneficia su utilidad como enmienda de suelos (Cervera-Mata, et al., 2022).
Ademas, un mejor proceso de carbonizacidon produce particulas con mayor porosidad
(Dieguez-Alonso, et al., 2018), un aspecto importante para el acoplamiento del hidrochar
al suelo y para mejorar la capacidad de intercambio catidnico e interaccion con los
microorganismos. El desgrasado también se ha utilizado como un pretratamiento para
la obtencion de azucares a partir de SCG (Ballesteros, et al., 2015). Algunos autores
encontraron que el contenido de azucares puede aumentar hasta un 20.8% con la

aplicacion de este proceso antes de la hidrdlisis (Kovalcik, et al., 2018).

Asi, el estudio de la aplicacién de una o ambas técnicas de forma combinada tuvo por
objetivo analizar el efecto en la reduccion de compuestos toxicos, especificamente los
compuestos fendlicos, y de lipidos, para mejorar las propiedades del hidrochar con
vistas a una aplicacién en el suelo. Los resultados del Ensayo 3 planteado para este fin

se discuten a continuacion.

Efectos sobre los bio-productos

La Figura 20 muestra que no hubo una reduccion del contenido de polifenoles totales
(PT) en los hidrochars con la aplicacion del lavado con etanol y/o desgrasado, con
respecto a los SCG sin tratamiento previo (control). Esto puede deberse a que, a pesar de
que el o los pretratamientos hayan podido remover gran parte de estos compuestos en
el residuo inicial, durante el proceso de HTC se generan nuevos compuestos fenodlicos
producto de los procesos de degradacion, como se ha venido evidenciando en las

secciones anteriores.

Por el contrario, el contenido de materia grasa (MG) si se redujo significativamente (p
<0.05) en todos los casos, comparado con el control. La mayor reduccién (60-62%) se

obtuvo al combinar ambos tratamientos, desgrasado y lavado con etanol (D-L, L-D), en
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(Obruca, et al., 2014). La produccién de biopolimeros por via fermentativa utilizando los
acidos grasos como fuente de carbono también es una alternativa cada vez mas
explorada, especialmente para la produccion de polyhydroxyalkanoate (PHA) (Obruca,
et al., 2014; Kovalkik, et al., 2018) y 3-hidroxibutirato (PHB) (Campos de Bomfim, et al.,
2022).

El analisis del perfil lipidico de los SCG y los hidrochars obtenidos en este ensayo se
muestra en la Tabla 16. Se observa que el acido mas abundante es el palmitico, seguido
del linoleico. En general, la proporcion de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados es de 5:1:3, respectivamente, la cual se mantiene después de la
detoxificacion, pero con ligeras modificaciones. Colucci Cante et al. (2021) encontraron
una abundancia invertida en el aceite de SCG, siendo el acido linoleico el mas abundante
en lugar del palmitico. Puesto que en este trabajo no se analizo el aceite, sino inicamente
el residuo sdlido, durante el proceso de extraccion pueden verse liberados unos acidos

mas que otros, resultando en variaciones de composicion.

Todos los residuos solidos pretratados de este ensayo exhiben todavia un contenido
considerable de MG (Figura 20). No se obtiene un desgrasado total sino parcial. Segtin
Campos de Bomfim et al. (2022), la maxima extraccién de aceite de los SCG podria
alcanzar el 85-90% dependiendo de la técnica utilizada, pero con rendimientos entre el 6
y 20%. A pesar de que en este ensayo no se registrd el rendimiento del proceso, la
bibliografia sefiala que el rendimiento utilizando Soxhlet con n-hexano es del 15.3% para
los SCG, aunque este puede variar en funcion de las condiciones del proceso,
particularmente, la eleccion del solvente y la duracion de la extraccion (Campos-Vega,
et al., 2015). Esta técnica, junto con la extracciéon con CO: supercritico son las mas
utilizadas, siendo esta tltima la que ha reportado rendimientos mads altos, pero con una
relacion costo-beneficio atin inviable para la industrializacion. Una ventaja importante
desde el punto de vista agrondmico que se ha visto en la mejora de los SCG con el
desgrasado es la reduccion de la relacion C/N. Este pardmetro no se analizd en este
ensayo, sin embargo, en la bibliografia se registra una disminucién hasta un valor de

19.8, llegando a ser similar a las necesidades del suelo (20.0) (Campos-Vega, et al., 2015).
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Respecto a la estructura de las particulas, a pesar de que no se determinaron los valores
de superficie especifica (SE), las imagenes obtenidas por SEM (Figura 21) muestran un
aspecto similar de todos los hidrochars de SCG. No se evidencia variacion en la
porosidad, lo cual concuerda con lo reportado por Vardon et al. (2013). Los autores no
encontraron diferencias significativas en el aumento de la SE después del desgrasado de

los SCG, ni después de la conversion de este residuo pretratado en biochar.
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Tabla 16. Perfil lipidico de los SCG y de los hidrochars obtenidos a 160 °C a partir de SCG previamente tratados, expresado en % de acido graso (AG) como

media + SD (n= 3).

SCG Control D L D-L L-D
Acido Miristico (C14) 0.09 +0.08 0.03 +0.05 n.d n.d 0.11+0.03 n.d
Acido Palmitico (C16) 43.34 +1.86 42.40 + 1.08 41.16+1.50 43.57 +2.47 41.93 +1.68 45.44 +0.89
Acido Esteérico (C18) 8.98 + 0.36b¢ 8.61 £ 0.262b 8.04 £ 0.234 9.90 £ 0.132 8.69 + 0.26P 9.38 £ 0.21¢d
Acido Oleico (Z C18:1n9) 9.89+0.17 9.92+0.12 10.41 £ 0.10 10.04 £ 0.74 10.26 + 0.16 10.16 + 0.13
Acido Linoleico (Z C18:2n6) 32.37 +2.04ab 33.55 + 0.8340 35.96 + 1.652 30.47 +1.85> 33.57 + 0.44ab 30.27 +0.942
Acido Linolénico (C18:3n3) 0.39 £ 0.09° 0.41 £ 0.03> 0.38 £ 0.052 n.db 0.24 £ 0.212b n.da
Acido Araquidénico (C20) 3.93 £ 0.022 4.03 £0.472 3.54 £ 0.03> 4.84 £0.122 4.08 £0.182 4.10 £ 0.142
Acido cis 11-eicosenoico (C20:1) n.d 0.10+0.17 n.d n.d 0.18+0.16 n.d
Acido Behénico (C22) 0.68 + 0.032b 0.69 £ 0.12ab 0.42 £ 0.06° 0.81 £ 0.022 0.61 £ 0.152b 0.52 +0.102
Acido Lignocérico (C24) 0.32+£0.06 0.27 £0.11 0.09£0.13 0.36 £ 0.06 0.18 £0.16 0.14+0.12
Acido C18:1n7 (W7) n.d n.d n.d n.d 0.15+0.13 n.d
AGS 57.34 £ 2.262b 56.02 + 0.94ab 53.25 £ 1.51a 59.49 + 2.57> 55.60 + 1.052P 59.57 + 1.06>
AGM 9.89+0.17 10.02 +0.23 10.41 +0.10 10.04 +0.74 10.60 + 0.41 10.16 + 0.13
AGP 32.77 +2.102b 33.96 + 0.8420 36.34 +1.61° 30.47 +1.852 33.80 + 0.642b 30.27 +0.942

Nomenclatura de los residuos: D: desgrasado; L: lavado con etanol; D-L: desgrasado y lavado con etanol; L-D: lavado con etanol y desgrasado.

n.d: no detectado. AGS: acidos grasos saturados; AGM: acidos grasos monoinsaturados; AGP: acidos grasos poliinsaturados. Diferentes letras en la misma linea indican diferencias significativas (p

<0.05).
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Figura 21. Imagenes SEM de los hidrochars obtenidos a 160 °C a partir de SCG tratados
previamente. Dos imagenes por caso, la primera corresponde a la particula entera y la segunda
al detalle de su superficie. En parejas: A) y B) hidrochar desgrasado (residuo D); C) y D) hidrochar
lavado (residuo L); E) y F) hidrochar desgrasado y lavado (residuo D-L); G) y H) hidrochar lavado
y desgrasado (L-D).
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Finalmente, al comparar con el control (Figura 13B), se puede observar que la aplicacion
de uno o dos de estos pretratamientos parece no solo afectar la definicion de las
particulas, sino que tiende a producir hidrochars con mayor cantidad de materia
residual en los poros. Ante esto, Vardon et al. (2013) sugieren la aplicacién de un

tratamiento de activacion posterior a la carbonizacion.

Consideraciones finales

Entre las dos técnicas de detoxificacion estudiadas en esta seccidn, el desgrasado produjo
mas cambios significativos en el hidrochar, sin embargo, estos cambios no tienen
relevancia para su uso en el suelo. Ninguno de los tratamientos o combinaciones
aplicadas mejord las caracteristicas morfoldgicas o redujo significativamente la toxicidad

de los hidrochars.

Por tal motivo, se concluye que la aplicacion de uno o ambos métodos de detoxificacion
de los SCG estaria sujeta exclusivamente al aprovechamiento que se le quiera dar a los
productos secundarios generados (polifenoles totales y acidos grasos) mas no a los
beneficios que pueda traer a los hidrochars directamente. En ese caso, se haria necesario
un estudio de optimizacion de la técnica u/o parametros para la obtencion de los
compuestos de interés con el mejor rendimiento posible. El acoplamiento con otros
beneficios indirectos, como es el aumento del contenido de azucares en los licores de

HTC, también podria tomarse en cuenta para un disefio de bio-refineria.
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4.4. Activacion quimica de los hidrochars de posos de café para la

mejora de su funcionalidad como bio-quelatos agricolas.

Preambulo

El contenido de polifenoles y melanoidinas de los SCG ha conducido a un primer estudio
del uso de este residuo como bio-quelato agricola para biofortificacion de plantas
comestibles (Cervera-Mata, et al., 2021a), debido a la denominada “capacidad quelante”
atribuida a estos compuestos (Takenaka, et al., 2005; Rufidn-Henares & De La Cueva,
2009). El mayor contenido de polifenoles totales evidenciado en los hidrochars de SCG
obtenidos en este trabajo (Tabla 14) puede suponer un mayor potencial de estos bio-

productos para adsorber compuestos minerales que los propios SCG.

Ademas, los materiales carbonosos derivados de distintas fuentes rara vez son utilizados
tal cual después de la conversion de la biomasa, sino que en la bibliografia se proponen
diversos postratamientos para la obtencion de carbones activados (ACs) (Adan-Mas, et
al., 2021). Los procesos de activacion tienen por objetivo afiadir mas funcionalidad a las
superficies de las particulas gracias a la modificacion o mejora de su reactividad quimica
(Yokota, et al., 2022) a través de, por ejemplo, la mejora de la porosidad y el area
superficial. Concretamente, la activaciéon con NaOH ya ha sido utilizada para la
activacion de SCG (Han Chiu & Yin Lin, 2019) y otros residuos (Hu, et al., 2021; Yokota,
et al., 2022). Otros activadores aplicados a los SCG incluyen: KOH (Adan-Mas, et al.,
2021), ZnCl2 (Rufford, et al., 2008) y CO2 (Charmas, et al., 2022).

Por lo tanto, en este nuevo estudio (Ensayo 4) se pretende evaluar el efecto que tiene la
activacion quimica con NaOH sobre los hidrochars de SCG en la mejora de la adsorcion
de Zn y de Fe tras su funcionalizacion y de esta manera potencializar su uso como bio-

quelatos agricolas.

4.4.1. Modificaciones de los bio-productos con la activacion

Para la elucidacion rapida de la distribucién global de carbonos entre los principales

grupos organicos presentes en las matrices de los bio-productos se realizé una 13C-
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CPMAS-NMR en estado solido. Los valores integrados de cada dominio de carbono se
muestran en la Tabla 17. En la region de carbono alifatico (0-47 ppm) se destacan cuatro
picos (Figura 22). El primer pico, a ~11 ppm indica la presencia de C alifaticos de cadena
corta. El pico pequeno a ~21 ppm estd frecuentemente asociado en la literatura a grupos
acetato de la hemicelulosa (Piterina, et al., 2009). Este pico desaparece con la activacion.
Los mayores cambios en esta region se aprecian en la intensificacion de los dos altimos
picos a ~26 y 30 ppm cuando los bio-productos son activados. Fuertes et al. (2010)

atribuyen estos carbonos a constituyentes de polimeros lipidicos.
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Figura 22. Espectros de 13C-CPMAS-NMR en estado solido de los SCG, sus hidrochars antes y
después de la activacion con NaOH. A) SCG, B) ASCG, C) H160, D) AH160, E) H180, F) AH180,
G) H200, H) AH200.
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La region de C alquilo-N y O (47-113 ppm) es la mas abundante en todos los bio-
productos, entre el 53 y 91%. Esta region se asocia principalmente con el C alquilo
sustituido con O en los carbohidratos, pero también incluye C de metoxilo y C alquilo
sustituido con N en las proteinas (Piterina, et al., 2009). La Figura 22 muestra siete
sefiales prominentes en esta region. Los picos a ~59, 66, 70, 73 y 78 ppm corresponden a
grupos de C alquilo-O de los atomos de C-2, C-3 y C-5 de la celulosa y hemicelulosa, los
cuales son menos prominentes en H200 y AH200. Los picos observados a ~100 y 103 ppm
representan los C anoméricos (C-1) de la celulosa (Fernandez-Bayo, et al., 2018) que
destacan mas en los productos obtenidos a temperaturas de HTC de 160 °C (H160,
AH160) y 180 °C (H180, AH180). Estos resultados confirman que la celulosa y
hemicelulosa tienen dominancia en todos los bio-productos, pero estas formas de
carbono disminuyen conforme se transforman con la degradacion provocada por la
HTC, mas que por la activacion (Tabla 17). Esta disminucidon, segtin Fuertes et al. (2010)
sugiere una mayor estabilidad a largo plazo de los carbones aplicados en el suelo. Los
valores mas altos de A/AO respecto a HB/HI (Tabla 18) corroboran la presencia
mayoritaria de estructuras hidrofilicas constituyentes de estos polisacaridos (Fregolente,

et al., 2021).

Tabla 17. Valores de integracion para los principales dominios organicos de tipo C en los
espectros de 13C-CPMAS-NMR de los hidrochars sin y con activacion.

Regiones de cambio quimico (ppm)

Bio-producto 160-210 113-160 47-113 27-47 0-27
Distribucion del carbono (%)

SCG 2.07 0.05 87.29 5.61 4.98
ASCG 1.52 0.05 84.25 9.10 5.08
H160 0.94 0.00 77.75 7.54 13.76
AH160 0.08 0.03 83.00 6.15 10.75
H180 0.06 0.50 9147 442 3.54
AH180 0.00 0.19 79.40 7.43 12.98
H200 0.00 0.01 70.95 9.97 17.80
AH200 0.00 2.21 53.76 12.36 31.67

Valores mostrados como % del valor de integracién del C total.
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Tanto la region aromatica (113-160 ppm) como la region carboxilica (160-210 ppm)
representan un porcentaje muy bajo o nulo de la composicién de los bio-productos
(Tabla 17). Se observa que conforme se aplican los procesos de carbonizacion
hidrotermal y activacion estos grupos funcionales desaparecen totalmente. Esto puede
deberse a la propia composicion de la materia prima o, posteriormente, a los procesos
de descarboxilacion (Fregolente, et al.,, 2021). La ausencia de picos en los espectros
(Figura 22), asi como los bajos indices de aromaticidad que exhiben todos los bio-
productos (ARM, Tabla 18) se alinean con lo encontrado. Sin embargo, el contenido de
polifenoles totales ya conocido en los bio-productos (Tabla 14, Tabla 20) no parece ser
detectado por esta técnica. Paradowska et al. (2017) tampoco encontraron sefales
visibles correspondientes a compuestos fendlicos en espectros de polen (PT: 4.4 - 29.1
mg/g). Los autores atribuyen su baja deteccion a: 1) la insuficiente sensibilidad
establecida para el analisis con RMN vy, 2) la baja concentracion de PT comparada con
los aztcares. En el caso de los subproductos de SCG, la baja deteccion podria ser debido
a la dominante composicion de polisacaridos de celulosa y hemicelulosa, que se ha

comentado antes.

Tabla 18. Indices estructurales de los bio-productos activados y no activados.

Bio-producto HB/HI A/AO ARM LR
SCG 0.1 0.2 0.001 0.1
ASCG 0.2 0.3 0.001 0.2
H160 0.2 0.2 0.000 0.3
AH160 0.2 0.1 0.000 0.2
H180 0.1 0.3 0.005 0.1
AH180 0.2 04 0.002 0.3
H200 0.3 0.8 0.000 04
AH200 0.7 0.8 0.023 0.8

Valores obtenidos a partir de las ecuaciones (3), (4), (5) y (6).

En general, los indices estructurales obtenidos para los SCG y los subproductos

derivados son muy bajos comparados con los obtenidos, por ejemplo, por Fregolente et

112



al. (2021) para hidrochars obtenidos a 230 °C a partir de bagazos de cafa de aztcar y que
los autores concluyen, posee caracteristicas similares a la turba. La comparacion conjunta
de los ratios de la Tabla 18 no muestra un cambio importante de la hidrofobicidad,
aromaticidad, contenido de lignina y carbono alquilo en las particulas a causa de la

activacion.

En relacion con las propiedades fisicas de las particulas, los resultados de superficie
especifica (SE) se recogen en la Tabla 19. El valor obtenido para SCG concuerda con lo
reportado en la bibliografia (Vardon, et al., 2013). Segtn Ballesteros et al. (2014), este
residuo presenta una baja SE debido a que los mesoporos no tienen un buen desarrollo,
carece de microporos y tiene bajo volumen de poros (0.004 cm?/g). Al aplicar una HTC a
los SCG, se observa que este valor aumenta hasta 27 veces su valor inicial cuando la
temperatura del proceso alcanza los 180 °C, pero empieza a disminuir a temperaturas
mas altas. Por otro lado, contrario a lo esperado, después de la activacion también se
observa una disminucion de este parametro, excepto en el caso de H200 que aumenta un
50%. Estos cambios y la marcada tendencia a la reduccion de este pardmetro pueden
estar relacionados con los procesos aplicados a los bio-productos. Tanto la HTC como la
activacion quimica funcionan como un proceso de degradacion. Ademads, ambos
procesos se llevan a cabo en un circuito cerrado y en medio acuoso, lo que provoca que
el material de degradacion se deposite y adhiera a las particulas dando como resultado
carbones activados con poros obstruidos y por ende con menor superficie de contacto
(SE). El uso de otra técnica de andlisis de SE podria corroborar los valores encontrados

en este trabajo.

Independientemente de la variacion de superficie especifica encontrada, los valores
obtenidos tanto antes como después de la activacion son muy bajos comparados con
otros carbones, incluso con los obtenidos a partir de SCG: 669 m?/g activado también con
NaOH (Han Chiu & Yin Lin, 2019), 1019 m?/g activado con ZnCl: seguido de un lavado
(Rufford, et al., 2008), 728 m?/g activado con HsPOs (Charmas, et al., 2022). En este tiltimo
caso, los autores también aplicaron un proceso de lavado, pero con agua caliente, el cual
provoco un aumento intensivo de la superficie y el volumen de los poros. (Charmas, et
al., 2022). Las altas temperaturas aplicadas en dichos procesos de carbonizacion (>

450°C), el tipo de técnica utilizada (pirdlisis), asi como la aplicacion de un lavado
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posterior para la remocion de material de degradaciéon residual podria justificar las

diferencias con los valores de SE obtenidos para los hidrochars de SCG en este trabajo.

Tabla 19. Superficie especifica BET de los bio-productos antes y después de la activacion quimica.

Superficie especifica (m?/g)

Bio-producto No Activado Activado
SCG 0.62 +0.01 0.40 +0.00
H160 9.15+0.08 6.59 +0.04
H180 17.15+0.04 7.74+0.02
H200 14.65 + 0.05 22.00+0.05

Valores expresados como media + SD (n=3).

Las imagenes obtenidas mediante SEM de los bio-productos activados y no activados
(Figura 23) pueden, en algunos casos, alinearse con los resultados de superficie
especifica de la Tabla 19. La activacion cambia la morfologia de los SCG, tal como se
muestra en las Figura 23A y B, hacia particulas mas definidas, pero con muchos poros
en formacion que adn se encuentran cerrados. En el caso de H160 y H180 (Figura 23C,
D, E y F) la activacion no parece tener un cambio relevante en la morfologia. Las
particulas exhiben una porosidad similar antes y después de la activacion, con material
de relleno que, en mayor o menor grado, puede afectar la superficie especifica y justificar
su reduccion después de la activacion, sobre todo en AH180 (Figura 23F). Contrario al
resto de hidrochars, H200 parece sufrir una ruptura de toda su estructura con la
activacion. Se observa un campo Optico con particulas de menor tamafio, superficie no
definida y con mucho material de degradacidn, similar a los SCG iniciales (Figura 23H).
Estas observaciones no concuerdan con el aumento de SE encontrada para este bio-

producto, la mas alta de todos (22 m?/g, Tabla 19).
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Figura 23. Imagenes SEM de los bio-productos antes y después de la activacién quimica con
NaOH. A) SCG, B) SCG activado, C) H160, D) AH160, E) H180, F) AH180, G) H200, H) AH200.
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El rendimiento de la activaciéon con NaOH obtenido en este trabajo para los SCG y sus
hidrochars se muestra en la Figura 24. Al igual que lo observado en el caso de la HTC
(Figura 15), el rendimiento de la activacion varia de manera inversa con la temperatura
de obtencion del hidrochar, por tanto, el mayor rendimiento se obtiene con H160 (62%)
y el menor con H200 (46%). Existe una reduccién del 7.8% cada vez que la temperatura

aumenta 20 °C.

AH200 46.1a
AH180 539b
AH160 61.7 ¢
T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

%

Figura 24. Rendimiento de la activaciéon quimica de los hidrochars obtenidos a diferentes
temperaturas de HTC.

Los bio-productos activados poseen propiedades fisicoquimicas diferentes a los no
activados caracterizados anteriormente (Tabla 14). La activacion genera productos con
pH neutro y CEzs ligeramente mas elevada (Tabla 20), esto debido la neutralizacion con
HCI después del tratamiento con NaOH, lo que genera un aumento de la salinidad. Las
diferencias del contenido de sales entre los bio-productos pueden estar sujetas a efectos
operacionales, sin embargo, no representan un peligro para su aplicacion en el suelo

debido a las pequefias cantidades que se prevé emplear.
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Respecto a la cantidad de polifenoles totales, existe una reducciéon importante en
comparacion con el contenido inicial de los SCG y los hidrochars (Tabla 14). Los bio-
productos activados tienen un contenido que oscila entre 3.5 y 9.3 mg GAD/g, siendo
ASCG el de menor contenido y AH200 el de mayor contenido (Tabla 20). Esta tendencia
concuerda con el contenido de PT de los bio-productos antes de la activacion (Tabla 14).
La remocion de remocion de los compuestos fenolicos alcanza un 73.5% (AH180), lo que

puede indicar su idoneidad también como un proceso de detoxificacion.

Tabla 20. Caracteristicas fisicoquimicas y contenido de polifenoles totales de los bio-productos
activados.

Bio-producto pH CE2s (dS/m) PT (mg GAD/g)  -APT* (%)
ASCG 74+0.1 2.01+0.1 3507 46.3
AH160 79+0.1 1.6 +0.1 49+1.1 52.2
AH180 7.8+0.0 1.3+0.0 51+0.2 73.5
AH200 74+0.1 09+0.0 9.3+0.6 71.2

Valores expresados como media + SD (n=3).

*porcentaje de disminucién calculado a partir del contenido previo a la activacion registrado en la Tabla 14.

El “lavado” de polifenoles puede ser parte del efecto de solubilizaciéon de compuestos
organicos que produce el tratamiento con NaOH (Wilson & Novak, 2009). Estos mismos
autores indican que, ademds de PT, en el proceso también se extraen melanoidinas
generadas por la condensacion de azuicares reductores con los aminodcidos. El residuo
liquido coloreado generado en este proceso de activacion respalda esta afirmacion. Este
hecho nos lleva a hipotetizar que el contenido de melanoidinas tanto en los SCG como
en los hidrochars activados también se ha reducido y probablemente en la misma
proporcion que los PT. La eliminacién de los PT es un aspecto relevante respecto a la
fitotoxicidad de estos bio-productos sefialada por algunos autores (Hardgrove &
Livesley, 2016; Cervera-Mata, et al., 2017, 2020, 2021b) y, que por lo tanto podria ampliar

las opciones de uso en el campo agricola.
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4.4.2. Funcionalizacion de los bio-productos para la generacion de bio-quelatos

Esta seccion estd dedicada especificamente al andlisis de los cambios en el contenido de
los minerales ensayados (Zn y Fe) en los bio-productos con la funcionalizacion y la

activacion.

La

Tabla 21 muestra que el contenido inicial de Zn y de Fe de los SCG y los hidrochars varia
después de la activacion quimica. Este contenido inicial de los bio-productos (SnAc) asi
como la variacion provocada por la activacion quimica (Ac) no es relevante para los
objetivos de biofortificacion planteados mas adelante; sin embargo, cuando los SCG y
los hidrochars son funcionalizados con sales de Zn y Fe (

Tabla 21) el contenido mineral aumenta considerablemente. Este efecto se magnifica con
la aplicacion del proceso de activacion con NaOH previo a la funcionalizacién (Ac-Fnc).
Se observa también una ligera ventaja de adsorcion mineral en los hidrochars en

comparacion con los SCG.

La capacidad de retencién de elementos minerales de los SCG ha sido atribuida casi
exclusivamente a la presencia de polifenoles y melanoidinas, y calificada como
capacidad quelante (Takenaka, et al., 2005; Rufidn-Henares & De La Cueva, 2009). No
obstante, los resultados obtenidos en este trabajo no se alinean con esta afirmacion.
Primero, partiendo del hecho de que, a pesar de que el hidrochar obtenido a 200 °C posee
la mayor cantidad de polifenoles totales (Tabla 14), es el bio-producto menos eficiente
en la funcionalizacion (
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Tabla 21). Segundo, existe un aumento considerable del contenido mineral en todos los
bio-productos que fueron activados previo a la funcionalizacion (

Tabla 21), a pesar de que estos perdieron hasta casi el 80% de sus compuestos fendlicos
debido al tratamiento con NaOH (Tabla 20). Estos resultados no nos permiten afirmar
que los polifenoles impiden la retencion de elementos, sino que la capacidad quelante
de las particulas de SCG y sus hidrochars no recae especificamente en la presencia o
abundancia de estos compuestos. Esta declaracion tampoco invalida en nada el efecto
quelante que se ha demostrado que tienen tanto las melanoidinas (Cervera-Mata, et al.,

2021a) como los polifenoles (Cianciosi, et al., 2022) por si mismos.

En este trabajo, los bio-productos parecen tener mayor afinidad al Fe que al Zn tras la

funcionalizacion (SnAc-Fnc,

Tabla 21), contrario a lo encontrado por Cervera-Mata et al. (2021a) que obtuvieron bio-
quelatos de SCG con mayor contenido de Zn que de Fe (SCG-Zn: 17924 mg/kg; SCG-Fe:
4025 mg/kg). Pese a que el método de funcionalizacidn utilizado en ambos trabajos fue
el mismo, esta diferencia se puede atribuir a variaciones por efectos de operacién o
incluso al estado y origen del residuo.

Cuando los bio-productos son activados antes de la funcionalizacion la afinidad hacia el
Zn parece mejorar (Ac-Fnc,
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Tabla 21) puesto que existen incrementos mayores de este (126-758%) en comparacion
con el Fe (81-230%) después de la funcionalizaciéon. No obstante, el aumento de esta
afinidad no termina por superar el contenido final de Fe de los bio-quelatos, siendo que
el bio-producto con mayor contenido de Zn (SCG-Zn: 7411.08 mg/kg) solo es comparable
con el bio-producto con menor contenido de Fe (H200-Fe: 7410.40 mg/kg).

Por ultimo, estos resultados indican que la activacion si es un procedimiento efectivo
para aumentar la capacidad de retencion de minerales de las particulas de SCG y sus
hidrochars a pesar de que no existe una mejora de las propiedades fisicas (superficie
especifica, indices estructurales, etc) como sugieren Adan-Mas et al. (2021). Hu et al.
(2012) atribuyen la mejora de la adsorcion de minerales tras la activacion con NaOH al
efecto de intercambio idnico, atraccion electrostatica y complejacion. Un estudio de estos
mecanismos deberia llevarse a cabo para entender el aumento de la capacidad de

adsorcién en estos bio-productos activados.
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Tabla 21. Contenido de Zn y Fe de los bio-productos en ausencia y/o presencia de activacion y una posterior funcionalizaciéon.

Bio-producto Zn (mg/kg) Fe (mg/ks)
SnAc Ac SnAc-Fnc Ac-Fnc SnAc Ac SnAc-Fnc Ac-Fnc
SCG 10.16 £ 0.44 5.42 +0.38 3282.47 £35.25 7411.08 +263.09 102.82+12.71 67.77+5.86 8084.74+109.27 15368.44 +250.69
H160 9.11+142 5.83 £0.34 859.60 £29.90 7376.49 +184.70 97.81+254 110.52+7.96 4298.30+273.26 14206.73 +211.49
H180 10.85 + 0.69 4.38 £0.19 784.31 +£32.91 5033.30 +139.10 113.32+4.52 8241+4.43 464754 +112.52 10774.68 +224.71
H200 11.65+2.41 6.62 £ 0.57 1296.22 +4.99 3588.44 + 354.83 137.8+10.47 100.38+1.99 4097.80+53.94  7410.40 +292.47

SnAg, sin activacion; AC, activado; SnAc-Fnc, funcionalizado sin previa activacion; Ac-Fnc, funcionalizado con previa activacion. Valores expresados como media + SD (7= 3).
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Consideraciones finales

La activacidon quimica de los SCG y sus hidrochars no provocé cambios importantes en
las propiedades estructurales o morfologicas de las particulas; sin embargo, la aplicacion
de este proceso previo a la funcionalizacion cumple con el objetivo principal planteado
para este estudio. El tratamiento con NaOH no solo mejora la adsorcion de elementos
minerales en las particulas, hasta un 758% en el caso del Zn y hasta un 231% en el caso
del Fe, sino que logra reducir en grandes proporciones (46-73%) el contenido de
polifenoles totales, actuando al mismo tiempo como un proceso de detoxificacion de
estos bio-productos. La sencilla implementacion como parte de un proceso de refineria
para la obtencion de bio-quelatos agricolas, hace de este proceso de activacion una
alternativa efectiva, amigable con el medio ambiente y de bajo costo (Yokota, et al., 2022)
para la revalorizaciéon de los SCG. Ademads, el residuo liquido generado de este

tratamiento podria ser estudiado como fuente para la extraccion de melanoidinas.

Se concluye ademas que la eficiencia de adsorcion de Zn y de Fe de los SCG y sus
hidrochars no tiene dependencia en los llamados “compuestos quelantes” que contienen
ni en el grado de porosidad de las particulas, sino que posiblemente otro tipo de
interacciones puedan estar influyendo sobre este mecanismo, el mismo que se ve
mejorado con la activacion. Un estudio mas profundo de estas interacciones deberia ser

objeto de futuras investigaciones.
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BLOQUE 2

En base al conocimiento adquirido en el bloque anterior sobre las caracteristicas de los
hidrochars de SCG, en esta seccion se recogen las distintas aplicaciones exploradas para

su uso en el campo agricola.

4.5. Evaluacion de la aplicacion de los hidrochars de posos de

café como enmienda organica de suelos agricolas.

Preambulo

Existe poca informacion acerca del uso de hidrochars como enmienda organica para
mejorar el suelo. Hernandez-Soto et al. (2019) propusieron el uso de hidrochar
procedente de diferentes restos organicos domésticos como sustituto de la turba,
comprobando su viabilidad mediante una prueba de germinaciéon. Estos autores
reportaron el efecto negativo de los hidrochars en la germinacién de las plantas y
establecieron que se debia a la presencia de compuestos fitotoxicos. Nuestro grupo de
investigacion estudié recientemente el efecto de diferentes transformaciones de SCG
(vermicompost, compost, pirolisis, etc.) sobre su viabilidad como enmienda organica del
suelo (Cervera-Mata et al., 2020). En este trabajo se incluyo en una fase piloto una
muestra de hidrochar de SCG obtenido a 180 °C y se concluy6 que estos subproductos
eran toxicos para el crecimiento de las plantas pero que tenian una aparente capacidad

movilizadora de elementos nutrientes.

Con este antecedente, el objetivo de este ensayo es ampliar el conocimiento que existe
sobre el uso de los hidrochars de SCG como enmienda orgénica de suelos empleando
mas dosis de ensayo y condiciones de temperatura de HTC diferentes pero cercanas a
las de Cervera-Mata et al. (2020) (+ 180 °C), dando asi un paso mas hacia la economia

circular. Se estudiard también su posible uso en biofortificacion agronémica como
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potenciales movilizadores de elementos. El andlisis de los resultados derivados del

Ensayo 5 se expone a continuacion.

4.5.1. Efectos sobre la fertilidad del suelo

La influencia de la adicion de SCG e hidrochars en las propiedades del suelo se muestra
en la Tabla 22. La adiciéon de cualquiera de los bio-productos no modifico
significativamente los valores de pH del suelo a pesar de su naturaleza acida (Tabla 12),
esto puede ser debido a la capacidad amortiguadora del suelo 2 (39% de carbonatos)
(Tabla 6). La CE2s tampoco se vidé modificada. Por otro lado, si se evidenciaron cambios
significativos (p <0.05) en los contenidos de CO, el cual aumentd en mas del 1%
proporcionalmente a las cantidades de bio-producto afadidas. El contenido maximo de
CO se logro al agregar 2.5% de H185, debido a que este bio-producto tiene mayor
contenido de C que H175 (Tabla 12). Este aspecto es fundamental en los suelos agricolas
espafoles, pues en este territorio el 45% de los servicios ecosistémicos se han degradado
o estan siendo utilizados de forma insostenible (Santos-Martin, et al., 2019). Lo
destacable de estos aumentos de CO no es tanto la cantidad sino la calidad de la materia
organica afadida. En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacién (Comino, et
al.,, 2019), se estudié la influencia de la adicion de SCG en la estabilidad de los
compuestos organicos, encontrando que la mayoria de los compuestos de SCG tenian
una naturaleza l14bil. Segin Cervera-Mata et al. (2022), los hidrochars de SCG tienen un
mayor contenido de C recalcitrante que los SCG, lo que podria indicar que estos bio-

productos serian mas estables en el suelo, un aspecto muy destacable.

La adicion de 2.5% de SCG e hidrochars aumento significativamente (p <0.05) la relacién
C/N del suelo. Del mismo modo, la adicién de estos bio-productos aumento6 los
contenidos de N total y K disponible proporcionalmente a las cantidades afiadidas,
comprobando la capacidad fertilizante de ambos: SCG [ya informado por varios autores
en los ultimos afios (Yamane, et al.,, 2014; Cervera-Mata, et al.,, 2017)] e hidrochars
(primera vez que se documenta). Es importante resaltar cémo el hidrochar incrementé
en menor medida el contenido de K disponible con respecto al SCG, debido al proceso

de lavado a lo largo del proceso de HTC, como se indic6 anteriormente (Tabla 12). En
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cuanto al contenido de P, a pesar del aporte tanto por parte de los SCG como de los
hidrochars, su adicién provocé una disminucion significativa (p <0.05) del contenido de
este macronutriente. Esto puede ser debido a la absorcion del P disponible por las
plantas, o a un bloqueo de P en el suelo, lo que se conoce como proceso de retrogresion

(Navarro Garcia & Navarro Garcia, 2013).

Tabla 22. Efectos de los SCG y sus hidrochars obtenidos a diferentes temperaturas sobre las

propiedades quimicas y fisicoquimicas del suelo después de 40 dias de cultivo.

Tratamiento pH CExs CO (%) N  Total C/N K asim. P asim.
(dS/m) (%) (pPm)  (ppm)

Control 8.25 0.49 1.782 0.16 11ab 3842 156°

1% SCG 8.31 0.54 2.31° 0.20° 12ab 4734 1332

2.5% SCG 8.25 0.66 3.30¢ 0.274 12abe 4934 126

1% H175 8.28 0.75 241> 0.21° 11ab 442> 13820

2.5% H175 8.19 0.55 2.98¢ 0.23b< 13bc 437° 1330

1% H185 8.25 0.53 2.44b 0.22bc 112 451b« 1322

2.5% H185 8.12 0.58 3.474 0.25¢4 14¢ 439° 14020

asim, asimilable. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

4.5.2. Efectos en planta

Sobre crecimiento y biomasa

Los SCG e hidrochars inhibieron el crecimiento de las lechugas (Figura 25. Imagenes de

las lechugas cultivadas con las diferentes enmiendas y dosis ensayadas, tras un periodo de 40

dias de cultivo.

. La inhibiciéon que provocan los SCG por su cardcter fitotdxico ha sido reportada
previamente por nuestro grupo de investigacion y otros autores (Cruz & dos Santos

Cordovil, 2015; Hardgrove & Livesley, 2016; Cervera-Mata, et al., 2018, 2019, 2020).
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Algunos investigadores informaron la tendencia opuesta cuando se agregaron SCG en
dosis bajas (Cruz, et al., 2015). Dicho comportamiento podria estar relacionado con el
tipo de suelo o medio de cultivo empleado (en el caso de estos investigadores, turba), ya
que sus diferentes propiedades quimicas, fisicas y fisicoquimicas podrian afectar las
caracteristicas nutricionales de la planta (Ceglie, et al., 2015). Cervera-Mata et al. (2020)
afirmaron que la presencia de compuestos fenolicos derivados de SCG fueron la causa
de la inhibicién del crecimiento. En este ensayo se ha corroborado esta teoria,
demostrando que los hidrochars de SCG también tienen un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de las plantas a dosis bajas e intermedias (Figura 25) debido al aumento de

polifenoles después del proceso HTC (Tabla 12).

Con respecto a la naturaleza de los polifenoles potencialmente toxicos en los hidrochars,
existe poca informacion en la literatura. Sin embargo, respecto a los SCG, Alves et al.
(2017) ahaden que, aparte del dcido clorogénico, hay muchos otros compuestos fendlicos
como los 4cidos feruilquinicos, los acidos p-cumaroilquinicos y los diésteres mixtos de
acido cafeico y fertlico con 4cido quinico. Reigosa et al. (1999) identificaron que el acido
fertlico, el acido p-cumaroilquinico y el p-hidroxibenzoico inhibian la germinacion de
seis tipos diferentes de plantas. Asimismo, Rasmussen & Einhellig (1977) también
encontraron un efecto inhibidor sinérgico del 4cido p-cumaroilquinico y los acidos
feralicos en la germinacidn y crecimiento de las plantas. Por tanto, podemos plantear la
hipdtesis de que algunos de los tipos de polifenoles mencionados podrian ser los
responsables de la fitotoxicidad también de los hidrochars, lo que debe ser objeto de mas

investigaciones.

Otros autores afirmaron que el hidrochar de estiércol porcino obtenido a 250 °C presenta
fracciones de carbono labiles (como carbohidratos y carboxilatos) que son facilmente
degradables (Cao, et al., 2011); esto podria dar lugar a una deficiencia de N relacionada
con la inmovilizacion de N por parte de los microoganismos del suelo (Libra, et al., 2011).
Este efecto también fue corroborado por la observacion de Rillig et al. (2010), quienes
encontraron que la adicion de hidrochar de astillas de raiz de remolacha estimuld la
colonizacion de la raiz por micorrizas y simultaneamente inhibi6 el crecimiento de la
planta. Herndndez-Soto et al. (2019) también corroboraron el efecto negativo sobre el

crecimiento vegetal del hidrochar obtenido a 215 °C a partir de diferentes materias
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primas, debido a la presencia de compuestos fitotdxicos. Afirmaron que un
postratamiento por calentamiento a 275 °C bajo una atmosfera inerte de N elimina estas

sustancias.

Control

Figura 25. Imagenes de las lechugas cultivadas con las diferentes enmiendas y dosis ensayadas,

tras un periodo de 40 dias de cultivo.

Por el contrario, Baronti et al. (2017) afirmaron que la aplicaciéon de hidrochar de ensilaje
de maiz provocd un aumento de la biomasa vegetal uno o dos afos después de la
siembra. Este tiempo puede ser suficiente para eliminar los polifenoles provenientes del

hidrochar. Sin embargo, establecer un periodo de dos afios para mejorar el sistema suelo-
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planta no es compatible con la agricultura convencional. Se deben evaluar otras

alternativas para su aplicacion.
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Figura 26. A) Peso fresco y B) peso seco de las lechugas después de un periodo de 40 dias de
cultivo. Las barras representan las desviaciones estandar de las medias (n= 3). Diferentes letras

indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05).

Con respecto al peso seco de las lechugas (Figura 26), la adicion tanto de SCG como de
hidrochars disminuy¢ significativamente (p <0.05) este pardmetro fisioldgico. Sin
embargo, se puede observar que las lechugas cultivadas con hidrochar tuvieron un peso
seco mayor que las cultivadas con SCG (aunque este hecho solo es estadisticamente
significativo para las lechugas cultivadas con 2.5% H175), lo que podria indicar una
tendencia a la acumulacion de elementos minerales. Por lo tanto, si se eliminan esos
compuestos que movilizan elementos, como los polifenoles, eliminariamos la capacidad
movilizadora de estos bio-productos (Cervera-Mata, et al., 2020). Consideramos que esta
propiedad es una de las caracteristicas mas prometedoras del uso agrondémico (como

agentes biofortificantes) de los hidrochars, como se indica mas adelante.

Sobre contenido de elementos minerales

El contenido de elementos minerales de las lechugas se muestra en la
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Tabla 23. La adicion de SCG e hidrochars aumento las cantidades de los macroelementos
Ca, Na y Mg. Los hidrochars incrementaron significativamente (p <0.05) las cantidades
de Ca en las lechugas con respecto a la muestra control: 21% para H175 (media de 1y
2.5%) y 28% para H185 (media de 1 y 2.5%). Sin embargo, la adicion de SCG no influyd
significativamente en las cantidades de Ca en las plantas (Cervera-Mata, et al., 2019). El
Mg tuvo un comportamiento similar al Ca: ambos hidrochars incrementaron este
macroelemento en lechugas en mayor medida que los SCG. Estos resultados son
opuestos a los encontrados por Cruz et al. (2014) luego de la adicién de SCG fresco a
turba, ya que este grupo observo una disminucion de estos macroelementos también en
lechugas. Estos autores lo atribuyen a que estos elementos se encuentran inmovilizados
en la matriz del SCG y no llegan a ser biodisponibles para las plantas. Por otro lado, estos
investigadores observaron que la adicion de SCG compostado a la turba aumentaba las
concentraciones de P, K y Na en las lechugas. Sin embargo, nuestro grupo de
investigacion (Cervera-Mata, et al., 2020) encontr6 resultados contrarios respecto al
compostaje u otras transformaciones, ya que se observd como los SCG frescos aumentan
la absorcion y/o movilizacion de elementos en la planta, actuando como agentes
biofortificantes. De hecho, cuando los SCG fueron transformados mediante compostaje
y pirdlisis, perdieron la mayoria de los compuestos fenolicos y la capacidad de movilizar
elementos minerales, atribuyéndose esta capacidad biofortificante a los compuestos
fendlicos. Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando los SCG se transforman en hidrochar,

como indica el trabajo de Cervera-Mata et al. (2020).
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Tabla 23. Efecto de los SCG y sus hidrochars a diferentes temperaturas sobre el contenido de macro y micronutrientes de las lechugas en un periodo de 40 dias

de cultivo.
Macro y microelementos (mg/100g PF)
Tratamiento
N Ca Na K Mg Cu Fe Mn

Control 10000 128 72 4.82+0.512 606 + 10¢ 18.12 + 0.582 0.666 £ 0.0100  0.737 £0.1562  0.287 £ 0.0232
1% SCG 500 + 02 137 £ 4ab 1251 +£2.01» 492 +5° 21.44 £0.60>>  2.610+0.421>  0.820+0.103=  0.262 +0.0352
2.5% SCG 470 + 02 141 + 12b 797 +432+>  509+8r  23.08+0.58>  4.544+0.236c  0.664 £0.0672  0.279 £ 0.0412
1% H175 498 + 02 153 + 5b«c 14.03 +4.43b< 550 £ 42> 24.05+0.19>  3.128+0.573>c 1.200+0.573*>  0.287 + 0.0342
2.5% H175 453 + 02 158 £ 14¢ 18.74 +3.10¢ 555 £25bc  24.93 £ 1.42¢ 4.459 £0.365¢  0.899£0.365*  0.339 £ 0.0702>
1% H185 450 + 02 159 £ 11¢ 12.67 +3.01b< 539+ 62>  26.23 +£0.42¢ 3.250 £0.512b¢  1.995+0.421¢  0.302 £ 0.0252
2.5% H185 470 + 02 168 £ 1< 23.76 £5.52¢4 552+ 9bc 2575+ (0.30¢ 3.166 £0.492b<  1.729 £ 0.556><  0.420 £ 0.013P

Diferentes letras en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05). Valores expresados como media + SD (n= 3) en una base de 100 g de peso fresco.



La pérdida de compuestos fendlicos por calentamiento depende del tipo de tratamiento
aplicado: pirdlisis o HTC. Asi, Bargmann et al. (2014) encontraron que la pirdlisis elimina
los polifenoles ya que estos se pierden por volatilizacion. Sin embargo, la HTC no
elimina estos compuestos ya que es un sistema cerrado. La adicién de SCG e hidrochar

disminuy¢ las cantidades de N y K en las lechugas (

Tabla 23). Tal disminuciéon de N (aproximadamente 50%) estd estrechamente
relacionada con la disminucidn del peso fresco de las lechugas, lo que coincide con Cruz
& Cordovil (2015) con el uso de SCG frescos. Estos autores atribuyeron este efecto a la
inmovilizacion de N y P por los microorganismos del suelo debido a la alta C/N de los
SCG frescos (22) o a la presencia de cafeina, que inhibiria la mineralizacion de N. La
adicion de SCG e hidrochars también disminuy6 significativamente (p <0.05) los
contenidos de K a pesar del aumento de los niveles de K en el suelo cuando se agregaron
estas enmiendas bioldgicas (Tabla 22). Este hecho podria explicarse por la sinergia entre
ambos elementos (N y K): la disminucién de un elemento en la planta provoca la
disminucion del otro (Rietra, et al., 2017). Ademas, el K es un elemento antagoénico al Ca
y al Mg, y el aumento en la absorcion de estos ultimos elementos disminuiria la
absorciéon de K por parte de las plantas (Rietra, et al, 2017). En cuanto a los

micronutrientes, ambos hidrochars incrementaron el contenido de Cu, Fe y Mn (

Tabla 23). Al igual que en el caso de los macroelementos, Cruz et al. (2014) encontraron
resultados opuestos a los de este ensayo. Tal aumento en la capacidad de movilizacion
de los SCG e hidrochars también podria atribuirse a los compuestos fendlicos presente
en su composicion quimica, que actuaria como quelante (Cervera-Mata, et al., 2020).
Ademas de los compuestos fenolicos, la HTC de los SCG generd compuestos de color
oscuro, atribuibles a la reaccion de Maillard, posiblemente melanoidinas, que también
han sido reportadas como agentes movilizadores de metales (Rufidn-Henares & De La
Cueva, 2009). Asimismo, la capacidad quelante de los SCG podria atribuirse a las
proteinas, segun lo establecido por Tokimoto et al. (2005). Por tanto, parece que la

capacidad quelante de los SCG y los hidrochars se deriva de compuestos con grupos
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funcionales capaces de complejar elementos minerales y actuar como movilizadores. De
la misma manera, Libra et al. (2011) establecieron que la gran cantidad de grupos
carboxilato en la superficie del hidrochar podria aumentar la capacidad de intercambio
cationico, mejorando el nivel de nutrientes quelados. Este mecanismo podria ser de
particular importancia para la fabricacion de quelatos comerciales a partir de estos
subproductos, que podrian utilizarse en el campo de la biofortificacién agronomica. Por
otro lado, segun Libra et al. (2011), los hidrochars podria retener mas nutrientes en una

forma disponible para las plantas.

Consideraciones finales

Todos los datos obtenidos permiten afirmar que el comportamiento de los hidrochars en
el suelo es bastante similar a los SCG, aunque su potencial como movilizadores de
elementos parece ser algo mayor. Esto tltimo puede deberse a que los hidrochars poseen
un contenido mas alto de compuestos fenolicos y, posiblemente, de melanoidinas. Esta
hipdtesis hace que los hidrochars sean susceptibles de ser utilizados en pequefias dosis

(<1%) (por su marcado caracter fitotdxico) como elementos movilizadores.

Las propiedades fisicoquimicas del suelo no se vieron alteradas, pero cabe destacar el
aporte de carbono organico a dosis altas (>2.5%), sobre todo de hidrochars obtenidos a
temperaturas de HTC mayores a 185 °C, que podrian contribuir formas de C mas
recalcitrantes, importantes para la estabilidad del suelo. Esta puede ser otra opcién de
utilizacion de los hidrochars de SCG: la restauracion de suelos pobres en materia
organica. Aqui la solucién es incorporar los bio-productos al suelo y dejar que se
transformen durante mucho tiempo como lo describe Cruz et al. (2015) para los SGC. Se

necesita mas investigacion para probar estas hipotesis.
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4.6. Efectos de la adicion de los hidrochars de posos de café
funcionalizados con Zn y Fe (bio-quelatos) para la biofortificacion

agronomica de plantas comestibles
Predmbulo

En base a los resultados obtenidos en el ensayo anterior, en este estudio se explora la
capacidad movilizadora de elementos de los hidrochars de SCG para la biofortificacion
de plantas, concretamente en Zn y Fe. Esta capacidad ha sido demostrada anteriormente
para los SCG por nuestro grupo de investigacion (Cervera-Mata, et al., 2021a) y puesto
que en el Ensayo 4 de esta tesis doctoral también se comprobo que los hidrochars pueden
adsorber elementos minerales, se plantea la hipdtesis de que estos bio-productos podrian
usarse como bio-quelatos y como reserva de micronutrientes para las plantas cuando se

aplican en cantidades no fitotoxicas.

Esta forma de utilizar los residuos este tipo de residuos como agentes para obtener
plantas biofortificadas con micronutrientes representa un cambio de paradigma ya que
tradicionalmente se han orientado a incrementar el carbono organico del suelo. Esta

seccidn responde al andlisis de los resultados encontrados en el Ensayo 6.

4.6.1. Efectos sobre el suelo

Se sabe que la adicion de SCG e hidrochars al suelo como enmienda organica podrian
influir en la fertilidad del suelo dependiendo de la dosis y tipo de bio-producto. Se
midieron tres pardmetros para evaluar los cambios producidos en el suelo después del
cultivo: pH, CEz2s y el contenido de CO. La Tabla 24 muestra variaciones muy leves entre
los suelos con bio-productos versus los controles, excepto para H200-1 (ensayo Zn) y
H200-Zn-1, que provocaron cambios mas marcados en estas propiedades. Esto puede
estar relacionado con la pequefia cantidad de bio-productos afiadida a cada maceta (no
mas del 0.57%), en comparacion con H200 y H200-Zn (3.01%) (Tabla 10) debido al bajo
contenido de Zn después de la funcionalizacién (Tabla 9). La tendencia apunta a un

aumento de CE2s y CO y una disminucion del pH de forma proporcional con la cantidad
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de bio-producto agregado. Los resultados encontrados en esta investigacion se
correlacionan bien con los reportados para SCG (Cervera-Mata, et al., 2018) e hidrochars
(ensayo anterior). Ademds, Cervera-Mata et al. (2018) observaron una posterior
estabilizacion de estas propiedades vinculadas a: (1) el tipo de suelo ya que este puede
tener capacidad amortiguadora debido a la alta presencia de carbonatos, y (2) el tiempo
de incubacion/cultivo que debe ser considerado en futuras investigaciones. Estas
observaciones también estan de acuerdo con otros estudios (Morikawa & Saigusa, 2008;

Vela-Cano, et al., 2019).

Los hidrochars son productos altamente carbonosos por lo que su aplicacion al suelo
sugiere un impacto directo en el incremento del contenido de CO, lo cual concuerda con
la tendencia encontrada en este estudio. Sin embargo, este efecto no fue significativo en
la mayoria de los tratamientos debido a la pequena cantidad de bio-producto agregado.
Los cambios en el contenido de CO se reportaron como significativos (p <0.05) cuando

los hidrochars se agregaron al suelo hasta en un 1% (Tabla 22, ensayo anterior).

De esta manera, la excepcion de las muestras H200 y H200-Zn, mencionadas al principio
de este apartado, se ajustan con este principio. Segtin Sun et al. (2020) la adicién de 0.5y
1.5% de hidrochar de madera y pasto obtenido a 260 °C cambia la composicion de CO
del suelo hacia moléculas de carbono de mayor peso molecular y estabilidad térmica, y
mas compuestos aromaticos. Por otra parte, reduce los hidratos de carbono, la polaridad
y un 8-9% de contenido de CO al final del tiempo de incubacidn respecto a los valores
iniciales. Los autores describen los ultimos efectos como consecuencia de un
metabolismo microbiano especial; sin embargo, esto solo seria posible hasta que los
compuestos de carbono ldbiles se consuman, lo que lleva a un contenido de materia
organica (MO) mas evolucionado y recalcitrante, como explican Comino et al. (2019) que
utilizaron SCG como enmienda. A pesar del proceso de carbonizacion aplicado a los
hidrochars, sus compuestos mas degradables tienen un caracter labil dominante que atin
los hace propicios para una primera actividad bioldgica (Cervera-Mata, et al., 2022) y

explica la variacion del CO a lo largo del tiempo de cultivo.
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Tabla 24. Efectos de los SCG, los hidrochars de SCG y sus bio-quelatos sobre las propiedades del

suelo después de 40 dias de cultivo.

Tratamiento pH CEzs (dS/m) CO (%)
Ensayo Zn
Control 8.37 £ 0.05% 0.79 £ 0.052b 1.10 +0.072
Control-Zn 8.31 £ 0.02¢f8 0.88 + 0.072b 1.02 £ 0.082
SCG-1 8.26 + 0.12¢def 0.82£0.132b 1.25+0.252
H160-1 8.18 +(0.03¢4 0.90 +0.07 b 1.32£0.102
H200-1 7.75+0.032 1.39+0.15d 2.96 + 0.43>
SCG-Zn-1 8.19 £ 0.02¢ 0.90 £ 0.09 2> 1.14 + 0.042
H160-Zn-1 8.15 £ 0.02¢ 0.92 £0.07 2> 1.33+0.132
H200-Zn-1 7.85 +0.05b 1.15+0.06¢ 3.02 £0.19°
SCG-2 8.41 +0.028 0.70 £ 0.032 1.31 +0.082
H160-2 8.33 £ 0.02¢f8 0.83 +0.022b 1.34+£0.132
H200-2 8.28 + 0.024ef 0.87 +0.032b 1.31 £ 0.042
SCG-Zn-2 8.31 £ 0.03¢f8 0.83 +0.102> 1.22 £ 0.032
H160-Zn-2 8.25 + 0.02¢def 0.94 +0.062> 1.28 +0.062
H200-Zn-2 8.22 + 0.02¢4e 0.95 £ 0.10° 1.38 + 0.062
Ensayo Fe
Control 8.37 £ 0.03¢4 0.84 £ 0.02 0.96 £ 0.05
Control-Fe 8.36 £ 0.02¢d 0.97 £ 0.06 1.06 + 0.16
SCG-1 8.41 +0.134 0.90+0.16 1.01+0.04
H160-1 8.25 + 0.072bc 0.96 £0.12 1.20+0.22
H200-1 8.18 +0.032b 1.05+0.10 1.24+0.13
SCG-Fe-1 8.31 + 0.04bcd 0.99+0.12 1.14+0.21
H160-Fe-1 8.25 + 0.052b< 0.99+0.11 1.00 +0.22
H200-Fe-1 8.26 + 0.062b< 0.92+0.10 1.14+0.13
SCG-2 8.22 +(0.01ab< 0.98 £ 0.07 1.14 +0.20
H160-2 8.21 + 0.042b 1.11+0.07 1.20+0.13
H200-2 8.14 + 0.002 1.06 +0.05 1.33+0.10
SCG-Fe-2 8.19 £ 0.062° 1.06 +0.09 1.38+0.15
H160-Fe-2 8.22 +(0.042b 1.01+0.01 1.24+0.10
H200-Fe-2 8.15 +0.042 1.06 £ 0.11 1.36 + 0.08

Control: solo NPK; Control-Zn/Fe: quelato comercial + NPK; SCG: posos de café; H160: hidrochar producido a 160 °C;
H200: hidrochar producido a 200 °C; SCG-Zn/Fe: bio-quelatos de SCG; H160-Zn/Fe: bio-quelatos de H160; H200-Zn/Fe:
bio-quelatos de H200. Diferentes nimeros en las muestras indican el ensayo: 1) bio-quelados afiadidos a 10 mg de mineral
por kg de suelo; 2) 0.5% de bio-producto. Diferentes letras en la misma columna de ensayo indican diferencias

estadisticamente significativas (p <0.05). Valores expresados como media + SD (n=3).
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4.6.2. Efectos sobre el crecimiento de las plantas

Para evaluar los efectos sobre el crecimiento de las plantas, se analizaron el peso fresco

(PF) y el peso seco (PS). La

Figura 27A muestra los resultados de los dos ensayos de Zn. Los bio-productos
agregados causaron una limitacion significativa (p <0.05) en el crecimiento de la planta
excepto los SCG y el quelato de SCG a una concentracion mineral fija (SCG-Zn-1). El
efecto negativo causado por los hidrochars de SCG fue mas evidente en los ensayos con
una concentracion mineral fija que con una dosis fija de bio-producto. De acuerdo con
esto, los bio-productos agregados en cantidades iguales produjeron casi el mismo efecto
independientemente de la temperatura del HTC y/o la ausencia o presencia de complejo
mineral: una disminuciéon promedio del 40% del PF, pero solo del 14% del PS, en
comparacion con el control; mientras que el ensayo de concentracion mineral fija sugiere
un aumento en los efectos secundarios atribuidos a la mayor cantidad de bio-producto
agregado. Este hecho corrobora lo discutido hasta ahora sobre el patron de que, a mayor

cantidad, mayor efecto negativo.

Los dos ensayos de Fe (Figura 26B) también mostraron el mismo patrén. La disminucién
promedio de PF y PS cuando las cantidades de bio-productos son iguales (ensayo Fe-2)
son 46% y 31%, respectivamente. Ademas, hay una doble disminucién de PS en contraste
con el ensayo de Zn. La razén de esto ultimo puede deberse a las diferentes condiciones
iniciales de las lechugas baby utilizadas en los ensayos de Zn y Fe, por lo que se descarta

una estimulacion adicional de Zn sobre el crecimiento de la planta.

La limitaciéon del crecimiento de las plantas se puede atribuir principalmente a la
composicion de SCG en cafeina, polifenoles y taninos (Leifa, et al., 2000; Cervera-Mata,
et al., 2020) que se describen no solo como fitotdxicos sino también como ecotdxico
(Janissen & Huynh, 2018). Varios autores reportaron este efecto toxico a diferentes dosis
de SCG para lechuga (2.5, 10%) (Cervera-Mata, et al., 2018) y para plantulas de pino
pifionero —también rico en polifenoles y taninos— a dosis de 10, 20, 30 y 100% (Caliskan,
et al., 2020). Por el contrario, algunos otros autores describen una mejora del peso seco
en la planta cuando se usa en un suelo arenoso pobre en minerales (Gomes, et al., 2013;

Kasongo, et al., 2013). Diferentes tratamientos podrian conducir a suprimir este efecto
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fitotoxico (vermicompost y pirolisis a 400 °C), mientras que otros tratamientos (lavado
con etanol:agua, carbonizacion hidrotermal) condujeron a un aumento de este efecto, al
aumentar también el contenido de polifenoles. Por lo tanto, ya que la HTC aument¢ el
contenido de polifenoles totales en los hidrochars (Tabla 14), aument¢ la toxicidad.
Nuestros resultados también son consistentes con lo reportado por Rillig et al. (2010)

para el uso de hidrochar a partir de astillas de raiz de remolacha.
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Figura 27. Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las lechugas después de 40 dias de cultivo. A) Ensayo de Zn; B) Ensayo de Fe. Diferentes ntimeros en las muestras
indican el ensayo: (1) bio-quelados a 10 mg de mineral por kg de suelo; (2) 0.5% de bio-producto. Control: solo NPK; Control-Zn/Control-Fe: quelato comercial
+NPK; SCG: posos de café; H160: hidrochar obtenido a 160 °C; H200: hidrochar obtenido a 200 °C; SCG-Zn o Fe: bio-quelatos de SCG; H160-Zn/Fe: bio-quelatos
de H160; H200-Zn/Fe: bio-quelatos de H200. Las barras representan las desviaciones estandar de las medias (n= 3). Letras mayusculas diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) en PF mientras que letras mintisculas lo hacen en PS.

138



En general, tanto en el caso del Zn como en el caso del Fe, los bio-quelatos de SCG
agregados en pequenas cantidades (aprox. 0.17 %) parecen ser los que menos afectan el
crecimiento de las plantas, ya que el PF no se vio afectado drasticamente y el PS fue igual

al de los controles (p >0.05).

4.6.3. Biofortificacion agronémica de Zn y Fe. Pardametros de evaluacion.
Zn

Solo SCG-Zn-2 mostrd una concentracion de Zn significativamente mayor (p <0.05), un
aumento del 91% en comparacién con el control (Tabla 25). Ademads, ningin bio-
producto pudo alcanzar la concentracion del quelato comercial (control-Zn). Esto
también se reflejo en los bajos valores de eficiencia de utilizacion, ya que la gran mayoria
son negativos. Por el contrario, Cervera-Mata et al. (2021a) reportaron un aumento
significativo en la concentracidon de este micronutriente en hojas de lechuga con los bio-
quelatos de SCG y melanoidinas (SCG-Zn: 416%, Mel-Zn: 177%). El mayor contenido de
Zn delos SCG funcionalizados utilizado en dicho estudio (17924 mg/kg) en comparacion
con la obtenida en este trabajo (6009 mg/kg) puede explicar estas diferencias. La
composicion del suelo también juega un papel importante en la movilizacion de este
mineral. Las formas intercambiables de Zn generalmente se encuentran en las fracciones
de suelo de textura fina (Adriano, 2001), lo que significa que el tipo arcilloso facilita la
movilizacion y posterior absorcion de este mineral por parte de las plantas. La
composicion arcillosa del suelo utilizado por Cervera-Mata et al. (2021a) fue del 58%

mientras que el utilizado en este trabajo es del 12.5%.

El contenido de Zn disponible en el suelo se ve afectado positivamente por los bio-
quelatos. Todos los bio-quelatos ensayados aumentaron mas de 5 veces la concentracion
de Zn, mientras que el quelato comercial (control-Zn) solo lo aumenté en 4 veces (Tabla
25). El ensayo Zn-2 mostrd que el quelato de SCG crea la mayor reserva de Zn. Sin
embargo, la mejor eficiencia de reserva disponible (ERD) la proporciona el quelato de

H160 en ambas modalidades de aplicacién.
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El factor de transferencia (FT) es un indicador de la disponibilidad de metales en las
plantas. Cuanto mas alto es, mads movilidad tiene el metal entre el suelo y la planta. Por
el contrario, cuanto menor sea, se puede sospechar una deficiencia del nutriente
(Almendros, et al., 2013). Los TF de los bio-quelatos son mucho mas bajos que los de los
hidrochars de SCG debido a la mayor reserva creada en el suelo que en la planta. Esto
podria suponer que la biofortificacion de Zn de la planta en el caso de los bio-quelados
podria ocurrir gradualmente en los siguientes ciclos de cultivo actuando como un
quelato de liberacion lenta. Cervera-Mata et al. (2021a) reportaron un TF cercano a 0.01
para el quelato SCG-Zn en concentracion de 89.61 mg Zn/kg de suelo, incluso inferior al

obtenido en este trabajo.
Fe

El Fe mostré una tendencia general de biofortificacion con la adicién de todos los bio-
productos en comparacion con el control. Solo el bio-quelato de SCG adicionado al 0.5%
(SCG-Fe-2) fue comparable al quelato comercial (control-Fe). Cervera-Mata et al. (2021a)
obtuvieron una menor mejora en el contenido de Fe en lechuga en comparacion con el
quelato comercial, con el uso de SCG y melanoidinas funcionalizadas con Fe. Por otro
lado, la eficiencia de utilizacién de los bio-quelatos ensayados fue hasta 4 veces mayor
que la del quelato comercial (Tabla 25), lo que significa que un mayor porcentaje de Fe

contenido en los bio-quelatos estaba disponible para ser utilizado por las plantas.

Segun Adriano (2001), el pH del suelo influye en el rendimiento de la planta en términos
de absorcion de minerales. E1 Zn y el Fe se movilizan mejor en medios ligeramente acidos
(6.5) y aunque el pH del suelo 1 utilizado en este experimento se aproxima a 9 (Tabla 6),
la acidez de los bio-productos pudo haber ayudado a la movilizacion de los elementos a
través del contacto directo con las raices, siendo mayor el Fe que el Zn debido a la
dependencia mas estricta del primero por los medios dcidos (Arizmendi et al., 2011). Un
menor, pero no nulo enriquecimiento en Zn en las plantas fue reportado por Cervera-
Mata et al. (2018) con el uso de los SCG, quienes luego observaron una correlaciéon
negativa entre el contenido mineral de la planta (Zn, Fe) y los elevados porcentajes de
SCG (Cervera-Mata et al., 2019). La capacidad de los SCG de complejar metales por

varios mecanismos puede justificar este comportamiento.
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En cuanto al contenido de Fe disponible en el suelo, solo los bio-quelatos adicionados al
0.5% (ensayo Fe-2, Tabla 25) mostraron un aumento significativo (p <0.05). Este
enriquecimiento del suelo puede estar relacionado con el contenido intrinseco de Fe en
los SCG y sus hidrochars (SnAc,

Tabla 21). Esto puede sugerir una liberacion continua del mineral por parte de los bio-
quelatos. Este aumento de Fe producido por la adicion de los hidrochars de SCG al 0.5%
es comparable al quelato comercial (control-Fe) que muestra valores de ERD auin mas
altos (Tabla 25). La cantidad de bio-producto agregado podria marcar la diferencia entre
los hidrochars y los bio-quelatos en términos de una movilizacion mas rdpida de
micronutrientes, sobre todo en el caso particular del Fe. El bio-quelato SCG-Fe reportado
previamente por Cervera-Mata et al. (2021a) incrementd el contenido de Fe en el suelo
en un 78%, sin embargo, la disponibilidad del mineral fue menor que la del quelato

comercial (control-Fe).

Los valores de FT obtenidos para este micronutriente muestran un mejor equilibrio en
el sistema suelo-planta que los encontrados para el Zn (Tabla 25). La misma diferencia
fue reportada por Cervera-Mata et al. (2021a) para bio-quelatos de SCG. Ademas, cabe
sefialar que el FT de SCG-Fe a una concentracion de 10 mg/kg (SCG-Fe-1) es igual al
control-Fe, pero se duplica cuando se adiciona al 0.5% (SCG-Fe-2). Estos resultados
indican que los SCG son buenos movilizadores de Fe. Este efecto podria,
hipotéticamente, ser potenciado por el aumento de la dosis utilizada en el suelo si los
bio-productos no presentaran efectos fitotdxicos.

El contenido intrinseco de Zn y Fe en los SCG y sus hidrochars no puede considerarse
como una gran fuente de minerales (
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Tabla 21). La literatura respalda estos bio-productos como buenos movilizadores de Fe 'y
Zn independientemente de su funcionalizacion. Cervera-Mata et al. (2020) reportaron
variados aumentos de minerales con el uso de los SCG y sus hidrochars, no solo en el
suelo, sino también en las plantas (lechuga), especialmente el Fe. Para comprender por
qué el Fe funciona mejor que el Zn, puede ser util comprender mejor las interacciones

de biodisponibilidad mineral.

Tabla 25. Contenido mineral en suelo y planta y parametros de evaluacion de la eficiencia.

. . Contenido mineral
Contenido mineral en

Tratamiento planta (mg/100 g) EU (%) disponible en suelo ERD (%) FT
(mg/kg)
Zn

Control 0.11 £0.012 - 1.19£0.122 - -

Control-Zn 0.65 +0.10¢ 0.34 471 +0.11> 4.92 0.06
SCG-1 0.11 £ 0.01= -0.09 1.15+0.022 -0,40 0.09
H160-1 0.13 £0.022 -0.23 1.28 +0.08= 0.85 0.10
H200-1 0.19 £ 0.01ab -0.36 1.52 £ 0.242 3.29 0.12
SCG-Zn-1 0.18 + 0.02ab 0.22 5.95 + 0.25¢4 47.54 0.03
H160-Zn-1 0.18 + 0.03ab -0.12 6.37 +0.314 51.82 0.03
H200-Zn-1 0.20 + 0.012b -0.38 5.70 £ 0164 45.11 0.03
SCG-2 0.14 £ 0.032 -0.04 1.21 £ 0.072 0.05 0.11
H160-2 0.14 + 0.042 -0.18 1.16 £ 0.052 -0.38 0.12
H200-2 0.14 £ 0.022 -0.88 1.20+0.13= 0.51 0.12
SCG-Zn-2 0.26 +0.03b 0.10 14.71 £ 0.76¢ 45.00 0.02
H160-Zn-2 0.21 = 0.052b 0.00 5.31 + 0.38b« 47.17 0.04
H200-Zn-2 0.15+0.012 -0.52 1.89 £0.132 42.31 0.08

Fe

Control 1.70 £ 1.092 - 5.54 + (0.292 - -

Control-Fe 11.11 £ 0.64¢ 2.61 9.12 +0.33¢ 2.15 0.57
SCG-1 2.65 +0.532b 2.51 5.92 +0.61ab 3.77 0.45
H160-1 1.76 + 0.422 -2.02 5.76 + 0.14ab 2.18 0.31
H200-1 6.93 +2.620 10.59 6.02 + 0.142b 4.78 1.15
SCG-Fe-1 3.58 + 0.462b 6.88 6.30 = 0.182> 7.55 0.57
H160-Fe-1 3.70 + 1.002b 5.06 6.34 + 0.152b 7.98 0.58
H200-Fe-1 4.62 +2.832b 491 6.67 + 0.43b< 11.27 0.69
SCG-2 6.55 + 3.07> 2.89 5.87 +0.132b 1.13 1.11
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H160-2 5.03 £ 0.902> 1.45 5.57 +0.502 0.17 0.90

H200-2 4.80 £0.132b 3.17 5.72 +0.25%b 1.61 0.84
SCG-Fe-2 10.14 + 1.54¢ 7.39 8.56 + 0.20de 10.25 1.18
H160-Fe-2 4.21 +0.792b 1.58 8.07 £ 0.23¢ 13.25 0.52
H200-Fe-2 6.60 = 1.55b 8.20 7.20 £ 0.60¢ 15.20 0.92

Control: solo NPK; Control-Zn/Fe: quelato comercial + NPK; SCG: posos de café; H160: hidrochar obtenido a 160 °C; H200:
hidrochar obtenido a 200 °C; SCG-Zn/Fe: bio-quelatos de SCG; H160-Zn/Fe: bio-quelatos de H160; H200-Zn/Fe: bio-
quelatos de H200; EU: Eficiencia de utilizacién calculada con Eq. (7); ERD: Eficiencia de la reserva disponible calculada
con la Ec. (8); FT: Factor de transferencia calculado con la Ec. (9). Diferentes niimeros en las muestras indican el ensayo:
1) bio-quelatos a 10 mg de mineral por kg de suelo; 2) 0.5% de bio-producto. Diferentes letras en la misma columna de

ensayo indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.05). Valores expresados como media + SD (1= 3).

4.6.4. Estudio de la relacion entre las variables de suelo y planta ensayadas

El andlisis de componentes principales (PCA, Figura 28) y los coeficientes de correlacién
(Tabla 26-29) se calcularon para una matriz por ensayo que contenia los parametros
analizados para lechuga (contenido de Zn y Fe, PF, PS) y suelo (Zn y Fe biodisponibles,

pH, CEzs, CO). Solo se consideraron las correlaciones significativas (p <0.01).

En ambos ensayos y para ambos elementos, existe un patron en el que el PF, PSy pH se
correlacionan positivamente entre siy, al mismo tiempo, se correlacionan negativamente
con CEzs y CO. Estos resultados corroboran el aumento proporcional de la CEz, y la
disminucion del pH, PF y PS, junto con la cantidad de bio-producto agregado (CO). Los
efectos fitotdxicos se manifiestan cuando los bio-productos son afiadidos al suelo en
cantidades mayores o iguales al 0.5%. Esto es particularmente significativo para H160 y
H200. También existe una fuerte correlacion entre los contenidos minerales de la planta

y del suelo en todos los experimentos, sin embargo, esta correlacion parece no depender

del PF, PS, pH, CEz o CO.
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Figura 28. Graficos superpuestos de puntajes de PCA obtenidos para los tratamientos (PC2 vs

PC1) y los parametros de suelo y planta. A) Ensayo de Zn con bio-quelatos a 10 mg/kg de suelo;

B) Ensayo Zn al 0.5% del bio-producto; C) Ensayo Fe con bio-quelatos a 10 mg/kg de suelo; D)

Ensayo Fe al 0.5% de bio-producto. Control: solo NPK; Control-Zn/Fe: quelato comercial + NPK;
SCG: posos de café; H160: hidrochar obtenido a 160 °C; H200: hidrochar obtenido a 200 °C; SCG-
Zn/Fe: bio-quelatos de SCG; H160-Zn/Fe: bio-quelatos de H160; H200-Zn/Fe: bio-quelatos de
H200; CO: carbono organico; X_P: contenido de micronutriente en la planta; X_S: micronutriente

disponible en el suelo; PF: peso fresco; PS: peso seco; CE2s: conductividad eléctrica medida a 25

°C.
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La Figura 28 también muestra que la distribuciéon de los bio-productos segun el
parametro en el que mas influyen resulta coherente: los bio-productos de H200 se ubican
cerca de CE2 y CO; los bio-productos de SCG se encuentran cerca de PF, PS y pH;
mientras que los bio-productos de H160 suelen ser contrarios al contenido de Fe en las
plantas y el suelo, lo que sugiere que este es el bio-producto que tiene menos efecto en
la biofortificacion de Fe. Es notable que los bio-quelatos de SCG aparecen
constantemente cerca de los contenidos minerales de la planta y el suelo en cada grafico,
lo que significa que es el bio-producto que mas influye en la movilizacién y

biofortificacion de Zn y Fe, como se informd en las secciones anteriores.

Tabla 26. Coeficientes de correlacion de los parametros analizados en el ensayo Zn-1.

pH CE2s CcO Zn_S Zn_P PS PF
pH 1
CE2s -0.915* 1
CcO -0.917%  0.811 1
Zn_S -0.102 0.025 0.023 1
Zn_P 0.169 -0.021 -0.163 0.339 1
PS 0.841 -0.764*  -0.874**  -0.048 0.098 1
PF 0.886 -0.787**  -0.855**  -0.155 0.171 0.968* 1

**Correlacion significativa al nivel de 0.01.

Zn_S, contenido de Zn en suelo; Zn_P, contenido de Zn en planta.

Tabla 27. Coeficientes de correlacion de los pardmetros analizados en el ensayo Zn-2.

pH CE2s CcO Zn_S Zn_P PS PF
pH 1
CExs -0.772% 1
CcO -0.258 0.124 1

Zn_S -0.155 0.105 -0.207 1

Zn_P -0.102 0.220 -0.613**  0.316 1

PS 0.437 -0.316 -0.726**  -0.112 0.322 1

PF 0.505* -0.405*  -0.674 -0.162 0.205 0.923* 1

**Correlacion significativa al nivel de 0.01.

Zn_S, contenido de Zn en suelo; Zn_P, contenido de Zn en planta.

Tabla 28. Coeficientes de correlacion de los pardmetros analizados en el ensayo Fe-1.
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pH CE» CO Fe_S Fe_P PS PF

pH 1

CEa2s -0.745** 1

CcO -0.655**  0.619* 1

Fe_S 0.044 0.059 0.151 1

Fe_P -0.174 0.231 0.324* 0.656** 1

PS 0.742**  -0.476** -0.553** 0.137 -0.129 1

PF 0.698**  -0.398** -0.505** 0.090 -0.132 0.940** 1

**Correlacion significativa al nivel de 0.01.
Fe_S, contenido de Fe en suelo; Fe_P, contenido de Fe en planta.

Tabla 29. Coeficientes de correlacion de los parametros analizados en el ensayo Fe-2.

pH CE2s CcO Fe_S Fe_P PS PF
pH 1
CExs -0.746** 1
CcO -0.760**  0.635** 1

Fe_S 0.152 0.071 0.135 1

Fe_P 0.001 0.260 0.259 0.683* 1

PS 0.856*  -0.643** -0.607** 0.285 0.082 1

PF 0.785*  -0.529**  -0.498*  0.309 0.172 0963 1

**Correlacion significativa al nivel de 0.01.

Fe_S, contenido de Fe en suelo; Fe_P, contenido de Fe en planta.

Consideraciones finales

Los hidrochars de SCG pueden retener y movilizar el Fe mejor que el Zn. Un factor
determinante que afectd la absorcion de minerales y la toxicidad de los hidrochars
fueron las temperaturas mas altas en el proceso HTC, por lo tanto, se recomienda el
estudio de la mejora de las particulas de hidrochar con la aplicaciéon de un
postratamiento. La aplicacion de los bio-quelatos basada en cantidad (dosis), en lugar de
concentracion de micronutriente, resultdé mejor para sobrellevar los efectos de
fitotoxicidad y alcanzar significativos niveles de biofortificacion. El mayor aumento del
contenido mineral en planta se obtuvo con SCG funcionalizados con Fe a una dosis fija
de 0.5%. Este bio-producto mostrd un comportamiento de biofortificacién similar a un
quelato comercial, aunque todavia con cierto grado de afectacion al crecimiento de la

biomasa. Estos resultados sirven como referencia para el planteamiento de ensayos
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futuros en busca del balance entre biofortificacion versus fitotoxicidad. El
enriquecimiento de plantas con Zn fue menos efectivo, lo que podria estar relacionado
con el tipo de suelo (franco-limoso). Sin embargo, se necesita mas investigacion para
comprender la menor asimilacion de este micronutriente. No hubo influencia negativa
con la adicion de todos los bio-productos ensayados sobre las propiedades del suelo, por

el contrario, se cred una reserva mineral importante para los siguientes ciclos de cultivo.

4.7. Uso de los SCG y sus hidrochars activados y funcionalizados

como bio-quelatos para la biofortificacion agronomica de Fe.

Este estudio responde a lo encontrado en el Ensayo 7; sin embargo, para efectos de una
mejor profundidad de analisis, esta seccion se ha dividido en dos partes

correspondientes a cada elemento ensayado: (1) Fe y (2) Zn.

4.7.1. Fe

Preambulo

Generalmente los suelos agricolas no tienen deficiencia de hierro, sino que este elemento
no se encuentra disponible para ser utilizado por la planta. Los altos contenidos de
carbonatos, asi como el elevado pH del suelo son algunos de los factores que afectan la
biodisponibilidad del Fe; por tal motivo, la aplicacion foliar ha sido la técnica de
biofortificacién agrondmica mas estudiada en los tltimos afios (Zulfiqar, et al., 2020; Pal,
et al., 2021; Preciado-Rangel, et al., 2022). Sin embargo, a pesar de los inconvenientes, la
aplicacion en el suelo sigue siendo un desafio que contintia despertando interés. El uso
de microorganismos productores de sideroforos (Patel, et al., 2018), asi como bio-
quelatos obtenidos a partir de desechos agroindustriales como propusieron Cervera-
Mata et al. (2021a) con los SCGy se ha probado en este trabajo también con los hidrochars
de SCG (Ensayo 6), son nuevas alternativas exploradas en la aplicacion en el suelo para

movilizar el hierro no disponible y/o aportar mas cantidad asimilable.
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4.7.1.1. Efectos sobre el suelo

La aplicacion de bio-quelatos no mostr6 una influencia significativa en ninguna de las
propiedades del suelo analizadas (Tabla 30): se mantienen el pH y la CEzs, asi como el

contenido disponible de micronutrientes.

Tabla 30. Efectos sobre las propiedades del suelo de los bio-quelatos activados después de 40 dias

de cultivo.
) Micronutriente asimilable (mg/kg)
Tratamiento pH CE2s (dS/m)
Fe Zn Mn Cu
Control 8.07 £ 0.04 0.41+0.08 6.72+0.15 150+£0.06 7.89+0.80 2.34+0.09

Control-Fe  8.07 +0.03 0.43 +0.05 8.65+155 140+0.22 8.18+136 1.93+0.33
ASCG-Fe 8.03 £ 0.02 0.47 +0.03 776037 153+0.07 949+0.86 2.40+0.09
AH160-Fe 8.07 £ 0.06 0.40+0.07 830+047 153+0.07 9.28+0.62 237+0.04
AH180-Fe 8.09 = 0.02 0.41 +0.06 856+0.63 150+0.06 935+0.62 237+0.04
AH200-Fe 8.09 + 0.04 0.41 £ 0.05 779+0.01 1.08x0.62 8.10+1.13 1.90+0.99

Valores expresados como media + SD (1= 4). La ausencia de letras indica ausencia de diferencias estadisticamente

significativas (p <0.05).

4.7.1.2. Efectos sobre la planta

La apariencia fisica de las plantas fue similar al final de los 40 dias de cultivo (

Figura 29). No se encontraron diferencias visuales en cuanto a volumen, tamano o
intensidad de color de la parte comestible entre los tratamientos. Todas las lechugas
tuvieron un desarrollo homogéneo desde el dia 0 de siembra hasta la cosecha. No se

encontraron signos de fitotoxicidad.

Los valores de PF y PS tampoco se vieron afectados significativamente por la adiciéon de
bio-quelatos (Figura 30. Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las lechugas después de 40 dias de
cultivo. Las barras representan las desviaciones estandar de las medias (n=4). Figura 30). Todas

las plantas lograron un PF promedio de 28.28 +1.39 g y un PS promedio de 2.18 +0.19 g.
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Figura 29. Imagenes (planos axial y cenital) de lechugas de cada tratamiento después de 40 dias
de cultivo. A) Control; B) Control-Fe; C) ASCG-Fe; D) AH160-Fe; E) AH180-Fe; F) AH200-Fe. Se

selecciond uno por tratamiento.

304 o AB AB A

Peso lechugas (g)
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Figura 30. Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las lechugas después de 40 dias de cultivo. Las
barras representan las desviaciones estandar de las medias (n= 4). Diferentes letras en las
columnas indican diferencias significativas (p <0.05). Las columnas sin ninguna letra no

mostraron diferencias significativas.

La aplicacion de los bio-quelatos previamente activados no afecté negativamente el

normal desarrollo de las plantas (

Figura 29). Este resultado es notable ya que el uso de SCG y sus hidrocarbonos se ha
asociado con efectos fitotdxicos (Hardgrove and Livesley, 2016). Cervera-Mata et al.
(2018) encontraron una evidente limitacién de biomasa en lechugas cultivadas con SCG
a dosis de 2.5% y 10%, senalando que el grado de fitotoxicidad presente en las plantas es
proporcional a la dosis utilizada. Lo mismo se reporto para los hidrochars SCG (H175,
H185) a dosis ain menores, desde el 1% (Cervera-Mata et al., 2021b) y finalmente para
la aplicacién de SCG como bio-quelados en dosis del 0.5% (Figura 27). En nuestro estudio,
la dosis de 0.2% utilizada, la mds baja jamas probada para estos bio-productos, ha
mostrado resultados favorables en cuanto al control de la fitotoxicidad, asi como de las
propiedades del suelo (Tabla 30). La cantidad de bio-quelatos suministrada al cultivo
fue suficiente para el objetivo de biofortificacion propuesto (Figura 31), que se discutira
mas adelante, principalmente debido a la cantidad de Fe contenida en cada bio-producto
probado (Tabla 11). Sin embargo, la ausencia de fitotoxicidad que se observa claramente
no solo en el aspecto morfoldgico de las lechugas (Figura 30) sino también en la
uniformidad de los PF y PS (Figura 30), puede atribuirse tanto a la baja dosis aplicada
como, posiblemente, a la disminuciéon de polifenoles presentes en los bio-quelatos.
Segun Wilson & Novak (2009), la activacion con NaOH conduce a la solubilizacién de
una variedad de compuestos organicos que, en el caso de SCG y sus hidrochars, podrian
incluir polifenoles. Este hecho podria abrir nuevas posibilidades para el
aprovechamiento de estos residuos en el ambito agricola, por lo que son necesarios

futuros estudios.
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4.7.1.3. Biofortificacion con hierro e implicaciones sobre otros contenidos de

micronutrientes

El contenido de Fe de la planta varia significativamente (p <0.05, Figura 31). Se
diferencian tres grupos segun el contenido de Fe: bajo (0.23 mg/100 g PF), medio (~0.52
mg/100 g PF) y alto (~0.85 mg/100 g PF). Solo las plantas del control pertenecen al primer
grupo. El segundo grupo lo forman las plantas cultivadas con AH200-Fe y ASCG-Fe.
Estos muestran un aumento de este micronutriente en comparacion con el control, pero
esto no es tan alto como el control-Fe. Finalmente, el grupo con los valores mas altos de
contenido de Fe. En este tltimo grupo se encuentran las lechugas cultivadas con los bio-
quelados AH180-Fe y AH160-Fe, y control-Fe. Estos tratamientos produjeron lechugas

con tres veces mas contenido de Fe que el control.

Control  Control-Fe ASCG-Fe AH160-Fe AH180-Fe AH200-Fe

Figura 31. Contenido de Fe y otros micronutrientes expresados en funciéon del peso fresco de la
parte comestible de la lechuga en los diferentes tratamientos. Las barras representan las
desviaciones estandar de las medias (n= 4). Letras mayusculas diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) en contenido de Fe, letras mindsculas en contenido de

Zn, letras maytsculas en cursiva en Mn y letras mintisculas en cursiva en Cu.
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Todos los bio-quelatos probados aumentaron los contenidos de Fe en la planta con
respecto al control, pero solo AH160-Fe y AH180-Fe mostraron igualar el efecto de
biofortificacion producido por el control-Fe, 150-171% mas Fe que el control (Figura 31).
Otros productos aplicados al suelo para la fortificacion con Fe reportan incrementos del
30% para el caso de melanoidinas funcionalizadas con Fe (Mel-Fe) en lechuga (Cervera-
Mata et al., 2021a) y del 340% utilizando cultivos de Pseudomonas en frijol mungo (Patel
et al., 2018). Sin embargo, este ultimo podria presentar limitaciones para la aplicacion en
cultivos extensivos debido a los requerimientos de produccién, mantenimiento y

viabilidad de los organismos vivos.

La Figura 31 muestra que ninguno de los bio-quelatos ensayados tiene una influencia
significativa sobre el contenido de Zn, pero si sobre los contenidos de Mn y Cu. Todos
los bio-quelatos provocaron un aumento de Mn hasta casi un 30% y de Cu hasta un 133%,
con respecto al control. Las lechugas tratadas con AH180-Fe presentan el mayor
incremento de estos micronutrientes, por el contrario, las tratadas con AH160-Fe

presentan las menores variaciones.

Otro pardmetro importante que puede verse influenciado por el uso de estos bio-
quelatos es la disponibilidad de otros micronutrientes en el suelo y su consecuente
variacion en el contenido vegetal. El contenido disponible de Zn, Mn y Cu en el suelo no
presentd variacion por efecto de los bio-quelatos (Tabla 30), pero si se observaron
diferencias significativas (p <0.05) en el contenido vegetal (Figura 31). Solo el Mn (29%)
y Cu (133%) aumentaron en lechuga. Existen varias afirmaciones en la literatura sobre
este tema. Kasongo et al., (2013) reportaron una disminucién de Cu, Zn, Mn y Fe con la
adicion de SCG en dosis de 5, 10 y 20 t/ha en cultivos de raigras italiano, tanto en plantas
como en suelo. Por el contrario, Cervera-Mata et al. (2019) han registrado aumentos de
micronutrientes en lechuga proporcionales a la adicion de 1-10% de SCG, especialmente
V, Co, Mn y Zn, alegando la capacidad de movilizacion de SCG no solo elementos
esenciales, pero también tdxicos. Los hidrochars de SCG también parecen aumentar los
contenidos de Zn y Cu tanto en la planta como en el suelo, como lo reporta Cervera-

Mata et al. (2020) al probar la adicién de H180 como enmienda agricola a una dosis de
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7.5%. En este estudio, los resultados en planta y suelo difieren de los reportados hasta el
momento. Dado que se agregd NPK al suelo junto con el bio-producto en todas las
pruebas antes mencionadas, la diferencia en los resultados puede depender del tipo de
suelo utilizado. Dicho esto, la disminucidén reportada por Kasongo et al. (2013) se
evidencid6 en un suelo acido (pH: 5.2) mientras que los aumentos reportados
parcialmente en este estudio y totalmente en los realizados por Cervera-Mata et al. (2019,
2020) en un suelo alcalino-neutro (pH: 7-8). El estudio de Cruz et al. (2014) en el que
también se observd una tendencia a la reduccién, no solo de micronutrientes sino
también de macronutrientes, en lechugas cultivadas con SCG a diferentes dosis (2.5% -
20%), se realiz6 en un suelo acido (pH en CaClz: 5-6), lo que refuerza esta hipdtesis. Por
tanto, el aumento o disminucion de elementos minerales en las plantas parece estar
condicionado por el pH del medio. Segin Adriano (2001), la sorcion de iones metalicos
en el suelo se ve influenciada positivamente por el aumento del pH del suelo. Zn y Mn,
por ejemplo, son mas mdviles a pHs entre 7-8, mientras que Cu a pHs ligeramente mas
bajos, entre 6-7. El autor también agrega el efecto de la complejacién de los iones
metalicos con la materia orgdnica, lo que ayuda a aumentar su biodisponibilidad. La
combinacién de estos dos factores podria explicar los resultados encontrados en este

estudio, especialmente la movilizacién de Cu.

4.7.1.4. Balance de Fe y parametros de evaluacion del sistema suelo-planta

Para comprender mejor la dindmica del hierro en nuestro trabajo, es fundamental
mencionar que el grado de biofortificacion obtenido (Figura 31) no parece estar
relacionado con el contenido de Fe de cada bio-quelato utilizado (Tabla 11). La Tabla 31
muestra exclusivamente la distribucion del Fe aportado por los biofortificantes entre
planta y suelo —el primero como contenido de Fe y el segundo como contenido de Fe

asimilable— entendidos ambos como “Fe utilizable”, y el resto de Fe no asimilable.

El Fe aprovechable fue uniforme en todos los tratamientos ya que no se encontraron
diferencias estadisticas ni en planta ni en suelo entre tratamientos; sin embargo, existe
una gran diferencia al comparar este Fe utilizable con el Fe total agregado por los bio-

quelatos. Asi, por ejemplo, AH200-Fe suministra la mayor cantidad de Fe pero solo el
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3.4% representa Fe utilizable. Por el contrario, AH160-Fe tiene 2.5 veces mas Fe utilizable
(8.6%) que AH200-Fe, a pesar de suministrar menos Fe (Tabla 31). Segiin Rousseau et al.
(2019), la bioaccesibilidad y biodisponibilidad del hierro pueden verse afectadas
negativamente por los polifenoles debido, paraddjicamente, a la gran afinidad de estos
compuestos por este mineral. Aunque esta afinidad es beneficiosa cuando se disefian
bio-quelatos para la union de minerales (Gulcin & Alwasel, 2022), la formacion de
complejos particularmente de hierro-polifenol puede ser un problema si el
micronutriente no se libera al medio en cantidad suficiente para ser utilizado por los
organismos (Cianciosi, et al., 2022). Este efecto limitante de los polifenoles ya se ha
abordado con fines de fortificacion de alimentos con hierro mediante la exploracion de
métodos de encapsulacion o el uso de agentes complejantes competitivos para garantizar
la biodisponibilidad del hierro (McGee & Diosady, 2018). En consecuencia, el contenido
de polifenoles en los bio-productos activados vuelve a cobrar importancia para futuros
andlisis que confirmen la hipdtesis anterior ya que, aunque la carga de polifenoles puede
haberse reducido tras la activacidn, la existencia de un contenido remanente atin podria
influir en la disponibilidad. de este elemento en bio-quelatos. De la misma manera, asi
como una parte del Fe no disponible todavia puede ser absorbida en las particulas, otra
parte puede fijarse en el suelo como ¢xidos de Fe afectando la biodisponibilidad del

mineral (Adriano, 2001).

Tabla 31. Balance del Fe y parametros de evaluacion en el sistema suelo-planta.

) Fe (mg/maceta) EU ERD
Tratamiento - — — o o FT

Afiadido  Planta  Suelo (asimilable) No asimilable* (%) (%)
Control-Fe 4 0.12 £ 0.09 0.89 £ 0.55 2.99 024 115 0.07
ASCG-Fe 8.08 0.11 £ 0.09 0.42 £0.15 7.55 0.77 515 0.05
AH160-Fe 8.98 0.14£0.11 0.63 £0.19 8.21 1.63 7.05 0.07
AH180-Fe 11.30 0.14+0.05 0.74+0.25 10.42 123 651 0.07
AH?200-Fe 13.62  0.03 +0.02 0.43 +0.00 13.16 023 316 0.04

*Calculado por diferencia de los contenidos de Fe de la planta y el suelo por maceta. EU: eficiencia de utilizacion; ERD:

eficiencia de reserva disponible; FT: factor de transferencia. Valores expresados como media + SD (1= 4).

El andlisis de Fe utilizable de los bio-quelatos concuerda con los pardmetros de eficiencia

que también se muestran en la Tabla 31. Considerando la EU, las plantas parecen tener
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menor capacidad para usar Fe de AH200-Fe y mayor capacidad de AH160-Fe, que
también estd en linea con los resultados de biofortificaciéon encontrados (Figura 31). Al
igual que la EU, los valores de ERD en el suelo y FT del sistema se ajustan a este patron
de variacion, evaluando asi la eficiencia de cada uno de los bio-quelados de la siguiente
manera: AH160-Fe > AHI180-Fe > ASCG-Fe > AH200-Fe. Sin embargo,
independientemente de la cantidad disponible de este micronutriente que se encuentra
en el suelo (Tabla 30. Efectos sobre las propiedades del suelo de los bio-quelatos activados
después de 40 dias de cultivo.), el Fe remanente contenido en las particulas (no asimilable,
Tabla 31) podria ser liberado al medio con el tiempo y tener un efecto residual en los
proximos ciclos de cultivo dependiendo de la composicion y tipo de suelo (Maqueda, et
al., 2014). Ademas, vale la pena mencionar que todos los bio-quelatos, excepto el AH200-
Fe, superan al control-Fe en términos de EU y ERD. Por otro lado, el FT es el mismo para
AH160-Fe, AH180-Fe y control-Fe, que presentan los valores mas altos entre los
biofortificantes probados (0.07). Cervera-Mata et al. (2021a) reportaron un TF similar
para melanoidinas SCG (Mel-Fe) y un TF ligeramente inferior para SCG-Fe (aprox. 0.05).
Este parametro es un buen indicador de la calidad del cultivo, especialmente por el

problema de la inmovilizacion del Fe en suelos calcareos (Maqueda, et al., 2014).

4.7.1.5. Aspectos nutricionales

Para tener una perspectiva complementaria del uso de bio-quelatos de SCG y sus
hidrocarbonos en la biofortificacion de plantas, es necesario profundizar en los aspectos
nutricionales que finalmente tendran un impacto directo en la salud humana. La Tabla

32 resume el aporte dietético de Fe por lechuga de cada tratamiento obtenido en este

trabajo.
Tabla 32. Aporte dietético nutricional de Fe de las lechugas por tratamiento.
) Ingesta de Fe por porcién* Contribucion a la IDR** (%)
Tratamiento ]
(mg/porcidn) M H

Control 0.110 0.614 1.381

Control-Fe 0.299 1.664 3.743

ASCG-Fe 0.207 1.147 2.581
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AH160-Fe 0.305 1.692 3.806
AH180-Fe 0.285 1.584 3.565
AH200-Fe 0.156 0.867 1.950

IDR, ingesta diaria recomendada; M, mujeres; H, hombres. *Considerando un tamafio de porcién de 1 taza triturada (35

g). **Considerando una IDR de 18 mg/d en mujeres y 8 mg/d en hombres a partir de los 19+ afios.

Aunque la literatura informa un contenido estandar de Fe de 0.2 mg por porcion de
lechuga (NutritionValue.org, 2022), el contenido de micronutrientes puede variar segin
la variedad de la planta. Encontramos un contenido de Fe de 0.110 mg por porcion para
Lactuca sativa var. longifolia. Teniendo en cuenta un peso medio por raciéon de 35 g de
lechuga (NutritionValue.org, 2022), se produce un claro aumento de la contribucion de
Fe a la ingesta diaria recomendada (IDR) para mujeres y hombres (Departamento de
Salud y Servicios Humanos de EE. UU., 2022; NutritionValue.org, 2022) cuando la
lechuga se cultiva con agentes biofortificantes (Tabla 32). El aporte por racion aumenta
hasta 0.305 mg Fe en lechuga cultivada con bio-quelados frente a 0.110 mg Fe de lechuga
convencional (control). Esto también se refleja directamente en la aportacion de la IDR
ya que todos los tratamientos consiguieron duplicar e incluso triplicar este porcentaje.
El interés se basa en AH160-Fe y AH180-Fe ya que estos bio-quelatos no solo muestran
la mayor contribucién a la IDR sino que parecen comportarse igual que el quelato
comercial (control-Fe), que triplica los valores del control. Este hecho podria ser de
particular relevancia para la prevalencia de anemia ferropénica en la poblacion mundial,

especialmente en mujeres (33%) y nifos (42%) (OMS, 2020).

Consideraciones finales

Los SCG y sus hidrochars activados son un material potencial para la biofortificacién
agronomica en dosis de 0.2%. Este estudio muestra que, especialmente AH160-Fe, tiene
una capacidad de biofortificacion similar a la de un quelato comercial; seguido de
AH180-Fe, ASCG-Fe y finalmente AH200-Fe. Estos resultados se traducen en lechugas
con tres veces mas contenido de Fe que las lechugas convencionales, no biofortificadas,

y, a su vez, en un aumento proporcional del porcentaje de la IDR en hombres y mujeres.
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La eficiencia de biofortificacion de estos bio-quelatos no estd condicionada por su
contenido total de Fe, sin embargo, podrian estar involucradas otras caracteristicas de
los bio-productos adquiridas después de la activacion. Ninguno de los productos
ensayados modifico las propiedades del suelo ni limitd el crecimiento de las plantas,
pero si movilizan y facilitan la absorcion de elementos como el Mn y el Cu. Finalmente,
la aplicacion de estos bio-quelatos posiblemente podria mantener el estado de Fe
disponible en el suelo para cultivos posteriores a través de la mineralizacion microbiana

posterior.
4.7.2. Zn
Predmbulo

La deficiencia de Zn en los alimentos se debe principalmente a que los suelos tienen
deficiencia de Zn (Prasad, et al., 2014). La biofortificaciéon agrondmica de Zn se ha
convertido en una de las estrategias mas prometedoras para abordar este inconveniente
y los alimentos basicos son los cultivos objetivo méas comunes (Praharaj, et al., 2021). La
aplicacion foliar de Zn es la técnica mas ensayada para aumentar las concentraciones de
Zn en el grano (Zou, et al., 2012). Sin embargo, se ha demostrado que las hortalizas de
hoja son cultivos aptos para la biofortificaciéon mediante aplicacion al suelo o solucion

nutritiva (Cinto de Moraes, et al., 2022).

Siguiendo con el mismo ensayo realizado previamente para el Fe (Ensayo 7), en esta
ultima parte se expone lo encontrado con respecto al Zn para evaluar el potencial de
biofortificacion de los bio-quelatos de hidrochars de SCG activados. Se ha descartado el
andlisis de suelo debido al impacto nulo que tiene la dosis ensayada sobre sus

propiedades, vista también en el Fe.

4.7.2.1. Efectos sobre la planta

El peso fresco de las hojas de lechuga oscil6 entre 29.6 y 25.3 g con los valores mas altos
(p <0.05) alcanzados por las lechugas control (Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las lechugas

después de 40 dias de cultivo. Las barras representan las desviaciones estandar de las medias (n=

4). Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas (p <0.05). Las columnas sin
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ninguna letra no mostraron diferencias significativas.Figura 33). Sin embargo, las lechugas
cultivadas con bio-quelatos activados obtuvieron pesos ligeramente inferiores a las
muestras control (~4 g). Los tnicos residuos que disminuyeron significativamente (p
<0.05) el PF de las lechugas fueron SCGA-Zn y H200A-Zn, pero lo hacen levemente y
solo con respecto a la muestra control. Estos resultados son muy positivos ya que no
generan fuertes problemas de toxicidad en la planta, considerando los resultados
anteriores obtenidos en los ensayos 5y 6, y los de Cervera-Mata et al. (2019) y Hardgrove
& Livesley (2016). Estas ligeras diferencias no fueron observables en su desarrollo
morfoldgico puesto que el aspecto de las lechugas fue similar para todos los tratamientos

(Figura 32).

Figura 32. Imagenes (planos axial y cenital) de lechuga de cada tratamiento después de 40 dias
de cultivo. a) Control; b) Control-Zn; c) ASCG-Zn; d) AH160-Zn; e) AH180-Zn; f) AH200-Zn. Se

selecciond uno por tratamiento.

Aligual que en el ensayo con los bio-quelatos activados de Fe, el escaso efecto inhibitorio
de los bio-quelatos activados de Zn podria estar relacionado con el descenso del
contenido de polifenoles tanto en los SCG como en los hidrochars después de la
activacion (Tabla 20), asi como con las bajas dosis de aplicacion (0.2%). En cuanto al peso

seco, no hubo diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre los distintos
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tratamientos (Figura 33), lo cual no esta de acuerdo con la tendencia a la disminucion
encontrada en los ensayos de esta tesis en lechugas cultivadas con la adicion de SCG e

hidrochars.
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Figura 33. Peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las lechugas después de 40 dias de cultivo. Las
barras representan las desviaciones estandar de las medias (n= 4). Diferentes letras en las
columnas indican diferencias significativas (p <0.05). Las columnas sin ninguna letra no

mostraron diferencias significativas.

4.7.2.2. Biofortificacion en zinc

En cuanto al contenido de Zn en las lechugas, la adicion de bio-quelatos activados y
funcionalizados incrementd significativamente (p <0.05) este micronutriente con
respecto a la muestra control (Figura 34A). En concreto, SCGA-Zn aumento el contenido
de Zn en un 168%, H160A-Zn en un 187%, H180A-Zn en un 229% y H200A-Zn en un
215%. Es claramente un proceso de biofortificacién con Zn. Cervera-Mata et al. (2021a),
quienes estudiaron la adiciéon de SCG funcionalizados con Zn, pero no activados,
reportaron una relacién entre la cantidad de Zn absorbida por la planta (0.485 mg /100
g) v la cantidad de Zn anadida (89.61 mg Zn/kg) para el caso de SCG no activado de

0.005. En el presente estudio, la relacion es mayor: 0.011. Por lo tanto, planteamos la
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hipdtesis de que la activacion no solo parece tener un papel importante en la captura de

mas micronutrientes en el residuo, sino que también parece favorecer la liberacion y la

consiguiente absorcion de micronutrientes por parte de la planta. Segin la Base de Datos

Espanola de Composicion de Alimentos (BEDCA), el contenido medio de Zn en la

lechuga es de 0.3 mg/100 g de porcion comestible. En nuestro ensayo, se alcanzaron

valores ligeramente superiores al valor medio con los productos activados y

funcionalizados (Figura 34A). Asimismo, segin Kaur & Garg (2021), el nivel 6ptimo de

Zn requerido para un buen crecimiento de la mayoria de los cultivos esta entre 30 y 200

mg Zn por kg de peso seco (PS). Los valores de Zn obtenidos en este estudio estan en ese

rango: 34 mg/kg PS con SCGA-Zn, 38 mg/kg PS con H160A-Zn, 42 mg/kg PS con H180A-

Zny 43 mg/kg PS con H200A-Zn. La muestra control estaria fuera de los valores dados

por Kaur & Garg (2021), con 15 mg/kg PS. Por tanto, este resultado refuerza el caracter

biofortificante de estos residuos.

A 05 «
c
= b
8 b b I :
03 1 }
9 T
E’C:;‘-
a
0.1 3
00 . v .
T @V
c . :E":'
C o040
b
a

mgMn/ 100 g

wh

&5
0
e
el
25
255

255
S
%

&

R

25
<5

2

=
!

o
el
25
S
2

%,
2
$2¥%8
R
R

25

25258
o

R
R

o
%

oo
3
%
et
%
atatetel
SRR
X
z

28
%
%
25

o
35
25
255
o
&5
R
%
<
&
o

%
2
5

R
25
&
2

38

%

,
%
X%

%
5

2

&
%

X

2

2
R

5

%
2555
558

2

%
Catetes
5585

%

o

5z
%
2

%
%
2

2
25

2
5
%
%

25
5L

o
e
%
s
5
5

%

o,
3
<

&5

2
2

2
25
25

2

%
tatetss
2558

T
b
&
5
&%
2

e
RSRES
oo
pLitsesesiedtd

L

2
BB

s
¥
¥

ab

ab

160



Figura 34. Contenido de A) Zn, B) Fe y C) Mn expresados en funcién del peso fresco de la parte
comestible de la lechuga en los diferentes tratamientos. Las barras representan las desviaciones
estandar de las medias (n=4). Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas
(p <0.05).

Por otro lado, el tratamiento con el quelato comercial DTPA-Zn (control-Zn) produjo
lechugas con mayor contenido de Zn, lo cual concuerda con los resultados de Cervera-
Mata et al. (2021a). Kozik et al. (2011) agregaron otro quelato (DEDTA-Zn) para
incrementar el Zn en hojas de lechuga y encontraron que a una concentracion de 10
mg/kg se lograron alcanzar valores de 63 mg Zn/kg PS, valores similares a los
encontrados en nuestro ensayo que son 74 mg Zn/kg. Por esta razon, el uso de quelatos
es una de las herramientas mas utilizadas para aumentar los micronutrientes en los
cultivos (Cakmak & Kutman, 2018), pero tienen un efecto negativo en el suelo y las
plantas: toxicidad y deterioro del balance de nutrientes (Mohammadi &

Khoshgoftarmanesh, 2014).

4.7.2.3. Implicaciones sobre otros contenidos de micronutrientes

También son interesantes los resultados del contenido de Fe y Mn en la planta (Figura
34B y C, respectivamente). En el caso del Fe, la adiciéon de todos los bio-productos
incrementd significativamente (p <0.05) este micronutriente, no solo con respecto al
control, sino también con respecto al control-Zn. Las muestras que aumentan en mayor
medida el contenido de Fe en la planta son los hidrochars, alcanzando un valor
aproximado de 0.8 mg Fe/100 g. Estos valores estan muy cerca de los valores reportados
por la Base de Datos Espafiola de Composicion de Alimentos (BEDCA) para Fe en
lechuga (1 mg/100 g porcion comestible). En cuanto al contenido de Mn, en todos los
tratamientos en los que se utilizé los bio-quelatos se evidencié un incremento de estos
micronutrientes con respecto a los dos controles (Figura 34C), pero solo la adicion de
H180A-Zn lo hizo de manera significativa (p <0.05). Segtin Li et al. (2019), el Mn es
totalmente necesario a niveles bajos de 20-40 mg/kg PS. En nuestro ensayo, los valores
de Mn obtenidos con la adicién de los bio-quelados estan entre 34 y 39 mg/kg PS, por lo

que se encuentran en niveles adecuados para la planta. El efecto biofortificante sobre el
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Fe y el Mn es independiente de la funcionalizacién y puede deberse al caracter
movilizador o quelante de estos productos, tal y como se ha visto en ensayos anteriores
(ensayo 5, 6 y 7.1) y como lo indican Rufian & de la Cueva (2009) y Cervera-Mata et al.
(2019). Estos ultimos autores vieron que la adicion de SCG sin funcionalizaciéon y

activacion aumentaba los contenidos de V, Fe, Co y Mn en lechuga.

4.7.2.4. Aspectos nutricionales

De acuerdo con la Tabla 33 y considerando un tamafo estandar de racion de referencia
de 35 g de lechuga, las cultivadas con AH180-Zn aportan 0.123 mg de Zn, 0.086 mg mas
que las lechugas cultivadas sin bio-quelatos, que aportan tan solo 0.037 mg de Zn por
racion. Este incremento no iguala el aporte que brinda la lechuga cultivada con un
quelato comercial: 0.157 mg (Tabla 33), ni los reportados por Cervera-Mata et al. (2021a)
cultivados con los bio-quelatos SCG-Zn: 0.1698 mg y Mel-Zn: 0.091 mg, recalculados
para el mismo tamafio de porcion utilizado en este analisis. Sin embargo, incluso las
lechugas menos biofortificadas obtenidas en este estudio pueden casi triplicar la ingesta

de Zn en comparacion con las no biofortificadas.

Tabla 33. Aporte dietético nutricional de Zn de las lechugas por tratamiento.

i Ingesta de Zn por porciéon* Contribucidon a la IDR** (%)
Tratamiento
(mg/porcién) M H
Control 0.037 0.467 0.339
Control-Zn 0.157 1.965 1.429
ASCG-Zn 0.100 1.252 0.911
AH160-Zn 0.107 1.343 0.977
AH180-Zn 0.123 1.537 1.118
AH200-Zn 0.118 1.471 1.070

IDR, ingesta diaria recomendada; M, mujeres; H, hombres. *Considerando un tamano de porcion de 1 taza triturada (35

g). **Considerando una IDR de 8 mg/d en mujeres y 11 mg/d en hombres a partir de los 19+ afios.

Teniendo en cuenta RDI de 8 mg/d en mujeres y 11 mg/d en hombres para mayores de
19 afios (Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., 2022), el aumento del

contenido de Zn en la lechuga cultivada con AH180-Zn también representa un aumento
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del 229.1% de la IDR en mujeres y del 139.4% en hombres respecto a la lechuga no

biofortificada.

Consideraciones finales

La adicion de SCG e hidrochars activados y funcionalizados a diferentes temperaturas
en dosis de 0.2% en el suelo incrementa los contenidos de Zn hasta 3 veces en las hojas
de lechuga con respecto a las muestras control. Existe una clara biofortificaciéon que se
ve reflejada finalmente en el aporte nutricional en la misma proporciéon. Aunque no de
manera significativa, parece que los hidrochars tienen un mayor efecto sobre los
incrementos de Zn que los SCG, especialmente AH180-Zn. Como efecto adicional,
también se ha encontrado que estos productos activados y funcionalizados aumentan el
contenido de otros micronutrientes como Fe y Mn. Todos estos resultados revelan un
importante avance en el equilibrio entre biofortificacién y ausencia de fitotoxicidad para

el uso de los hidrochars de SCG con fines agrondmicos.
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5. CONCLUSIONES
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Las conclusiones derivadas de los diferentes ensayos realizados para alcanzar los

objetivos planteados en esta tesis doctoral se presentan a continuacion:

1. La carbonizacién hidrotermal de los SCG genera hidrochars con propiedades fisicas,
quimicas y fisicoquimicas diferentes. La temperatura, mas no la presion, es el
parametro que gobierna el proceso y determina las caracteristicas del hidrochar
resultante. En general, los hidrochars tienen menor pH, conductividad eléctrica,
contenido de P y K asimilables, materia volatil, cenizas, humedad y tamafio de
particula; por el contrario, tienen mayor contenido de carbono fijado, polifenoles
totales, superficie especifica y relacion C/N. Estos pardmetros se acenttian conforme
aumenta la temperatura.

2. A pesar de que no existen diferencias marcadas en las propiedades de un hidrochar
sobre otro en vista de una aplicacion en el campo agrondmico, el hidrochar obtenido
a 160 °C, en comparacién con sus homologos a 180 y 200 °C, puede ser mas apto
debido a su relativa mas baja toxicidad y a que su estructura se ve mejor conservada
después de la carbonizacion, lo que aportaria mayor dinamismo en el microcosmos
del suelo. Ademas, es el producto con mayor rendimiento.

3. Los licores generados de la carbonizacion hidrotermal de los SCG son productos
muy ricos en azucares reductores, pero también en compuestos tdxicos como
furfurales, hidroximetilfurfurales (HMF), compuestos fenolicos y acidos organicos,
especialmente dcido acético. El licor obtenido a 160 °C es el que mas potencial de
revalorizacion presenta como sustrato de fermentacion. Su alto contenido en
azucares, sin una excesiva cantidad de compuestos toxicos, brinda mas posibilidades
de uso. Se necesitan mas estudios para evaluar procesos de detoxificacion o, en el
mismo sentido, obtencién de compuestos de alto valor biologico.

4. Ninguno de los pretratamientos, desgrasado o lavado, estudiados para la
detoxificacion de los hidrochars de SCG tuvo un impacto relevante en la mejora de
las caracteristicas morfologicas de las particulas o en la disminucién de la toxicidad
para el uso de estos bio-productos en el suelo. Dichos procesos podrian aplicarse
dentro de un concepto de biorrefineria para la obtencion de productos de alto valor

bioldgico, segin convenga, pero no como procesos de detoxificacién.
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5. Los hidrochars de SCG utilizados como enmienda orgéanica de suelos tienen un
efecto similar a los SCG, pero con mayor poder fitotoxico y capacidad para movilizar
elementos minerales, lo que los hace susceptibles de ser utilizados en pequefias dosis
(<1%). No modifican significativamente las propiedades fisicoquimicas del suelo,
pero aportan formas de carbono mas estable.

6. Los hidrochars de SCG tras ser funcionalizados con sales de Fe y Zn actiian como
bio-quelatos agricolas, sin embargo, la temperatura de HTC afecta la retencion de los
minerales en su estructura. La aplicacion al suelo en dosis de 0.5% provocan un
aumento del contenido de estos micronutrientes en lechugas (biofortificacion)
aunque con todavia con leves limitaciones en el crecimiento de las plantas por su
conocida fitotoxicidad.

7. La eficiencia de adsorcidn, asi como la afinidad al Zn y al Fe, se ven mejoradas con
la activacion quimica (NaOH) de los hidrochars previo a su funcionalizacion. Los
mecanismos que influyen en esta mejora se desconocen, aunque se ha visto que no
recaen en el grado de porosidad o el contenido de polifenoles totales de los bio-
productos. Estudios mds profundos son necesarios para comprender estas
interacciones.

8. Los bio-quelatos de SCG activados y funcionalizados con Fe y Zn son eficaces para
la biofortificaciéon agrondmica in vitro. Las lechugas cultivadas con estos bio-
productos incrementan hasta 3 veces el contenido de estos micronutrientes en
comparacion con lechugas cultivadas de manera convencional (control). Una dosis
subtoxica de 0.2% en el suelo suprime los efectos tdxicos sin afectar la cantidad de
micronutriente suministrada por el bio-quelato, ademas de dejar una reserva mineral
importante en el suelo que puede seguir suministrando micronutrientes a los

proximos ciclos de cultivo.

Para finalizar, es fundamental resaltar que para todas las aplicaciones exploradas en el
campo agrondmico en esta tesis doctoral para los hidrochars de SCG, asi como para la
futura revalorizacién de los licores en base a los estudios preliminares de composicion
realizados, la temperatura de carbonizacién hidrotermal que mds opciones brindaria

para el aprovechamiento integro de este residuo seria la de 160 °C. Sin embargo, la
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revalorizacion de los posos de café mediante carbonizacion hidrotermal en una cascada
de procesos auin es limitado. La culminacién de este trabajo deja abierta una nueva
puerta para alcanzar el desarrollo y/o perfeccionamiento de otros procesos que permitan

alcanzar la economia circular y asegurar la sostenibilidad ambiental y econdmica.

Un sistema interconectado compuesto por productores, distribuidores y también
consumidores, junto con gobiernos y organizaciones, empresarios e investigadores es

imprescindible para lograr una verdadera economia circular.
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Anexo 1. Pruebas de biofortificacion en invernadero.

Dados los resultados positivos encontrados en los ensayos in vitro (cAmara climatica) con
la activacion de las particulas previo a su funcionalizacion, que ha llevado a una mejora
en la captacion de minerales en su estructura y una reduccion de los efectos fitotoxicos,
se estan llevando a cabo pruebas para reproducir y comprobar los hallazgos a una escala

mas real utilizando cultivos bajo invernadero.
DISENO DEL ENSAYO

e Localidad: Estacion experimental Fundacion Cajamar. Las Palmerillas, El Ejido,
Almeria.
e DPlanta: pepino holandés (Cucumis sativus)

e Micronutrientes ensayados: Zn, Fe

e Bio-productos: Se emplearon 4 tipos: (a) los SCG frescos (no transformados), (b)
SCG frescos activados, (c) hidrochars de SCG obtenidos a 160°C (H160), y (d)
H160 activados. Todos los bio-productos se funcionalizaron con sales de Zn y Fe
dando lugar a 8 bio-quelatos: 4 de Zn y 4 de Fe.

Ademas, se incluyeron otros bio-productos que paralelamente en el grupo de
investigacion se han ensayado obteniendo resultados muy prometedores: harina
de sangre (HS) e hidrolizado de harina de sangre (HHS).

e Dosis: 0.2% para bio-productos derivados de SCG y 5 mg/kg para HS y HHS.

e Suelo: Nativo del invernadero. Se prevé analisis para su caracterizacion.

e Diseno experimental: Se estableceran dos controles:

o Quelato comercial: Zn y Fe, a dosis de 10 mg/kg suelo.

o Suelo sin bio-producto alguno.
Se realizaran 4 repeticiones (1 en cada parcela) por tratamiento (8 bio-quelatos +
2 bio-productos extra + 3 controles) y cada repeticién constara de 4 plantas; en

total 208 plantas.
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Detalle de tratamientos:

Numero Tratamiento

Control (nada)

—_

Q. Comercial Fe
Q. Comercial Zn
ASCG
AH160
ASCG-Fe
ASCG-Zn
AH160-Fe
AH160-Zn
HHS

11 HS
ASCG: posos de café activados; ASCG-X: posos de café activados y funcionalizados; AH160: hidrochar de posos de café

O 0 NI O O =~ W DN

—_
o

activados; AH160-X: hidrochar de posos de café activados y funcionalizados; HHS: hidrolizado de harina de sangre; HS:

harina de sangre.

PROCEDIMIENTO DE EMPLEO

o Localizar los puntos en los que se realizaran los agujeros (0.5 m entre cada punto)
y limpiar la superficie con un rastrillo pequetio.
o Hacer perforar el suelo hasta una profundidad aproximada de 20 cm con la

ayuda de una ahoyadora.

20 cm profundidad = ~4 kg suelo

o Recolectar el suelo extraido de cada agujero y llevarlo al punto central comun
destinado dentro del invernadero. Aproximadamente al término de las primeras
columnas, mezclar ligeramente todo el conjunto y pesar en la balanza 64 kg de
suelo (cantidad total de suelo necesario para un tratamiento entero).

o Introducir en la hormigonera los 64 kilos de suelo y afiadir el bio-producto

correspondiente. Mezclar durante 5 minutos.
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o Sacar la mezcla en un saco y poner aparte. Hacer lo mismo con cada tratamiento
limpiando la cuba de la hormigonera.

o De cada saco de mezcla pesar 16 porciones de 4 kg en bolsas separadas
debidamente identificadas.

o Rellenar los agujeros con el contenido de cada bolsa. Para el caso de los quelatos
comerciales, después de rellenar el agujero con suelo, adicionar 100 ml del

quelato comercial que corresponda.

ANALISIS DE RESULTADOS

Se tomara en cuenta el peso seco (PS), peso fresco (PF) y contenido mineral del fruto. Los
datos se agrupardn de acuerdo con las tandas de cosecha realizadas en un tiempo
estimado de 3 meses. Paralelo a esto, se realizara también un andlisis general del suelo
que incluird: pH, conductividad eléctrica y contenido de Zn y Fe extraibles con DTPA.

Esta fase esta en desarrollo.
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Anexo II. Propuesta de biorrefineria

En base a los procesos explorados en esta tesis doctoral y a la revision bibliografica
realizada para el mismo fin, se presenta una propuesta de biorrefineria de los SCG
enfocada en la obtencién de bio-quelatos agricolas a partir de hidrochars. En este disefio
se han acoplado una variedad de bio-procesos con el fin de conseguir un

aprovechamiento integro de los subproductos generados.

1 ton

____________ ~ _ diterpenos
1

saponificacion W
_____________ ' & 4cidos grasos

- —————

. .7 I . : I . . 7
Activacion 1 melanoidinas «— . Ultrafiltracién

[}
1
Ve ————

; 61.7%

———

Bio-quelato Metabolitos de alto valor

AH160-X

365.5 kg
(bioetanol, = compuestos

surfactantes, bio-plasticos,

(
: Recuperacion de etc.)
1
1

1
1
1
otros metabolitos |

Otros metabolitos
(HMF, furfurales,
AGCC, etc.)

dSCG: posos de café desgrasados; H160: hidrochar obtenido a 160 °C; AH160: hidrochar activado: AH160-X: hidrochar
activado y funcionalizado con “X” micronutriente; licor-rl: licor residual 1; licor-r2: licor residual 2; licor-d: licor
detoxificado.
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