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CAPITULO 1
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En el dltimo siglo se han registrado aumentos espectaculares de la produccion agricola, duplicdndose la
productividad en el periodo comprendido entre 1908-2008. Si bien, estimar la proporcidn exacta de aumento
que es debida a la introduccidn de los fertilizantes minerales es una tarea compleja, ya que de manera
paralela también han influido factores tales como la mejora en las técnicas de cultivo, la mecanizacién de las
labores del campo, la mejora genética de las variedades vegetales y los pesticidas; se acepta que el desarrollo
de los fertilizantes, por si solos, han solventado las necesidades alimentarias de mds de la mitad de la

poblacién.

Los beneficios de los fertilizantes minerales son incuestionables, por ejemplo, en el caso del trigo, principal
cultivo de cereal en Europa, su aplicacidon ha permitido incrementar su productividad en mas de un 70%,
alcanzando una produccion neta de mas de 150 millones de toneladas de grano al afio. Adicionalmente, el
aumento de productividad asociado a la aplicacion de fertilizantes minerales ha evitado que muchos
ecosistemas naturales se convirtieran en tierras de cultivo. Sin embargo, diferentes evaluaciones realizadas
han identificado a la agricultura como la principal fuente de nitrégeno (N) liberado al medio ambiente,
detectandose importantes incrementos en la liberacién de N en forma de amoniaco (NHs), nitratos (NOs’) y

oxido nitroso (N,0), responsables de importantes problemas medioambientales y de salud publica.

Es indudable que el uso de fertilizantes industriales seguird siendo el motor que permita satisfacer las
necesidades crecientes de alimentacidon. Para mediados de este siglo se espera que la poblacién mundial
alcance los 9 mil millones de habitantes (2 mil millones mas que en la actualidad), lo que seguramente
duplicara la demanda de alimentos, considerando también el aumento del poder adquisitivo de la sociedad.
Ante tal panorama, es un hecho que cada vez se incorporard mas nitrégeno reactivo al medioambiente y, por
lo tanto, se deben generar iniciativas que permitan optimizar el uso de los fertilizantes, disminuyendo asi los

riesgos de contaminacién sobre las aguas, suelos y atmodsfera.

Por estas razones, la produccion agricola debe orientarse cada vez mas hacia una «agricultura sostenible», la
cual preserve los recursos naturales, reduzca las emisiones de gases de efecto invernadero y mantenga los
valores de biodiversidad. Un aspecto fundamental para la sostenibilidad de la agricultura es el
mantenimiento de unos niveles adecuados de materia organica en los suelos. Una alternativa coherente con
la problematica actual es la que se aborda en el presente trabajo y que consiste en el desarrollo de

fertilizantes en base a carbdn con las modificaciones necesarias para que su aplicacién sirva de aporte de
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materia orgdnica incorporable a la estructura del suelo, asi como de nutrientes. Asimismo, para cubrir la
demanda de alimentos en las proximas décadas, sera necesario ampliar las tierras cultivables, transformando
suelos que actualmente no lo son a suelos fértiles donde cultivar alimentos bdsicos de secano, como el trigo
o la cebada. En este sentido, la regeneracién de los suelos incorporando materia orgdnica de calidad sera

algo imprescindible.

Para utilizar el carbono procedente del carbdn como fuente de materia orgdnica, este debe de estar
disponible para bien incorporarse a la estructura del suelo, o bien para actuar como fuente de energia para
la vida microbiana del suelo. El carbono organico soluble es la principal fuente de energia de la biota del
suelo, la cual es esencial para la recirculacién de nutrientes y su mantenimiento en formas asimilables para
las plantas. La microbiota del suelo aumenta y disminuye en funcidn del contenido de materia orgdnica

disponible.

La sustitucién de fertilizantes minerales por fertilizantes organicos proporciona numerosos beneficios
ambientales, como la reduccion del uso de sistemas de produccién que requieren un consumo elevado de
energia y recursos y el reciclaje de nutrientes y materia organica a partir de diferentes subproductos. Estos
aspectos han impulsado que la Unidn Europea (UE) trabaje en la implantacién de un campo de juego Unico
definiendo un marco regulatorio que incorpore los fertilizantes orgdnicos. Asi se permite su acceso al
mercado comunitario con garantias ya que la gran divergencia existente entre las diferentes legislaciones
nacionales limita su competitividad en los mercados internacionales y provoca que predomine el consumo
local de los mismos. Al mismo tiempo, se da respuesta a la propia evolucién del mercado tecnoldgico que

cada vez presta mas atencion a estos productos.

El objetivo final es contribuir a un sistema productivo mas eficiente aproximando el modelo de economia
circular, que pretende impulsar un crecimiento econdmico sostenible y la generacidon de nuevos empleos.
Uno de los pilares de este modelo es la reutilizacion de materiales que hasta ahora se desechaban,

introduciéndolos de nuevo en el sistema productivo como materias primas o recursos de valor.

La recuperacién de nutrientes y materia orgdnica en materias primas secundarias con valor afadido convierte
un problema de gestién de residuos en una oportunidad econdmica y reduce la vulnerabilidad del sector
agroganadero ante fluctuaciones de los mercados de materias primas. En la actualidad, en torno al 90% del
fosforo utilizado para los fertilizantes sintéticos en la UE es importado, cuando la tercera parte podria
recuperarse de los lodos de depuradora, residuos biodegradables y estiércoles. Estos productos podrian

llegar a sustituir hasta un 30% de los fertilizantes inorgdnicos utilizados en la UE.
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La actual normativa en Europa es completamente diferente al resto de paises y plantea una nueva forma de

fertilizar, sustituyendo fertilizantes inorgdnicos por fertilizantes orgdnicos.

Con la coyuntura actual el modelo industrial cambia sustancialmente, ya que se requiere de una reconversién
total de las plantas para poder adaptarse a materias primas no habituales y fabricar nuevos fertilizantes en

base organica.

En este punto las sustancias himicas toman un papel relevante por la naturaleza en la que se encuentra
como materia prima y de los tratamientos que las sustancias himicas requieren para ser aplicadas en el
campo como fertilizante. Esta caracteristica permite tener fertilizantes que encajan con la nueva politica de
fertilizacion por la que la Unién Europea ha decidido apostar, por ende las sustancias himicas pasan a un

primer plano en la fertilizacidn ecoldgica.

Las sustancias humicas son consideradas en los diferentes reglamentos de fertilizantes como sustancias
ecoldgicas, lo que permite utilizarlas para mejorar la calidad del suelo, dotando al suelo de una mejor
estructura, una mayor capacidad de intercambio catidénico junto con un aumento en la cantidad de carbono

biodisponible para la microbiota del suelo.

El principal origen de las sustancias humicas es debido a la degradacidn lenta y paulatina del carbén mediante
una oxidacion debida a los condicionantes atmosféricos, lo que condicionan mucho su velocidad de
transformacion de carbdn a sustancias humicas. Otras fuentes secundarias son los debidos a la humificacidn
de los diferentes restos vegetales, siendo en todos los casos procesos con muy bajos rangos de conversion.
Por dicho motivo se empezd a trabajar con la fuente de las sustancias himicas, el carbéon y mas en especial,
el de bajo rango. A estos carbones se les empezd aplicar diferentes tipos de tratamientos para aumentar la
cinética de transformacién mediante multiples técnicas mas o menos eficientes y con mayor o menor respeto
hacia el medio ambiente, cuestidn esta ultima que chocaba frontalmente con una de las virtudes que poseen

inicialmente las sustancias humicas.

Dado que los usos tradicionales del carbon, como la produccion de energia eléctrica en centrales térmicas,
conllevan, entre otros problemas medioambientales, la emisidn de gases de efecto invernadero, su
utilizacidn se estd viendo reducida en la actualidad, por lo que la propuesta de esta tesis, desarrollando
productos fertilizantes de alto valor afiadido para el sector agricola a partir de carbdn, constituye una
alternativa de valorizacién de estos recursos autdctonos y una oportunidad para impulsar la reconversion de
un sector industrial con gran impacto en las cuencas mineras de la provincia de Teruel. En relacién a la

obtencidn de sustancias himicas a partir de carbén, en las Ultimas décadas se han llevado a cabo diferentes
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investigaciones y se han propuesto diferentes procedimientos de extraccién, no obstante, dada la
complejidad de estos procesos (relacionada con las caracteristicas de las materias primas, las condiciones en
que se desarrollé el propio proceso y las propiedades finales requeridas en los productos fertilizantes), en la
actualidad sigue siendo un campo de investigacién abierto con grandes perspectivas de futuro, cuyo reto
principal es el desarrollo y optimizacidon de nuevos procesos de extracciéon, maximizando el rendimiento, la
selectividad del proceso y los tiempos de conversién requeridos, todo ello adaptado a un entorno industrial

gue permita obtener unos productos finales competitivos en el mercado de los fertilizantes.

En este sentido, el objetivo principal de este trabajo es desarrollar un proceso industrial innovador, selectivo,
eficaz y competitivo para obtener a partir de carbdn fertilizantes basados en sustancias humicas, que ademas
de servir como fuente de materia organica mejorando la fertilidad de los suelos, también actiuen como
agentes complejantes para la correccion de carencias de diferentes micronutrientes en las plantas,

mejorando en conjunto el crecimiento y el rendimiento de los cultivos.

La descripcién del trabajo llevado a cabo en esta Tesis Doctoral se presenta en esta memoria estructurada

en los siguientes capitulos:

En el Capitulo 1 se realiza una revisién del estado del arte en relacidn a las sustancias humicas y los efectos
de su aplicacion en la agricultura, tanto en su uso como aportes de materia organica como en su uso como
correctores de carencias. Asimismo, se realizan sendas revisiones sobre los diferentes métodos de
laboratorio para la extraccion de sustancias himicas, donde se prioriza la selectividad en la extraccion, y
sobre las patentes existentes en relacién a la extraccidn de sustancias humicas, donde se prioriza la eficiencia

de extraccion, englobando tiempo requerido y rendimiento.

En el Capitulo 2 se lleva a cabo la descripcion de los métodos utilizados para efectuar los diferentes analisis
de parametros como son el contenido en extractos himicos, el contenido de metal complejado asi como
métodos estadisticos como el test Anova. Estos son tanto métodos oficiales de analisis de fertilizantes, como

métodos estadisticos de analisis de datos.

En el Capitulo 3 se exponen los resultados obtenidos con los anteriores métodos en los diferentes escenarios
planteados en este trabajo para comprobar y corroborar el efecto de los productos obtenidos frente a
productos ya existentes en el mercado. Ademads, en este capitulo se analizan los resultados de la optimizacion

de variables para obtener un fertilizante con micronutrientes complejados.

Por ultimo, se describen las acciones a futuro en base al trabajo desarrollado y las conclusiones finales.
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SUSTANCIAS HUMICAS EN LA AGRICULTURA
1.1.- FERTILIZACION EN LA AGRICULTURA

1.1.1.- FERTILIDAD DEL SUELO

El crecimiento de la demanda de alimentos que tiene lugar a nivel global obliga a las sociedades a buscar
medios para mantener o aumentar la fertilidad de los suelos. Esta se define como la capacidad de un suelo
para sostener el crecimiento de las plantas y generar cosechas con un rendimiento dptimo segun la IAEA
(International Atomic Energy Agency). Un suelo fértil provee a las plantas de los nutrientes necesarios para
su desarrollo y, cuando existen deficiencias aun en un solo nutriente, se observa que el crecimiento y el

rendimiento de los cultivos se reduce (1).

Para mantener o mejorar la fertilidad del suelo se han utilizado una serie de técnicas a lo largo de la historia.
Una de las mds antiguas consiste en la aplicacidon de enmiendas orgdnicas, como las provenientes del estiércol
de animales o de restos vegetales. Otra técnica es la rotacién de cultivos, que se basa en alternar ciclos del
cultivo principal con periodos de descanso y con la siembra de cultivos de otras especies, como los de la
familia de las leguminosas, lo cual permite reponer el nitrégeno del suelo, para luego volver al cultivo original.
En la practica, estas técnicas, por si solas, no son suficientes para reponer todos los nutrientes que se extraen

por la produccién y se requiere la adicion de nutrientes derivados de otras fuentes (2).

La fertilizacién se entiende como el proceso mediante el cual se reponen los nutrientes extraidos del suelo
por las cosechas (3, 4). La aplicacion de fertilizantes permite obtener incrementos importantes del
rendimiento de las cosechas, consiguiendo que los mismos pueden duplicarse e incluso triplicarse, en las

condiciones adecuadas, con respecto al cultivo sin fertilizantes (1).

La actividad agricola convencional incluye cuatro procesos basicos: sembrar, cosechar, limpiar el terreno y
preparar el terreno para un nuevo ciclo de siembra. Independientemente del sistema de cultivo, el uso
continuo del suelo disminuye lentamente los niveles de materia organica y nutrientes, incrementa la erosion,

acelera los procesos de mineralizacidn y disminuye la productividad (5).

Particularmente, la aplicacién de fertilizantes quimicos permitié incrementos importantes de la produccién
agricola, lo que a su vez impulsé la utilizacion de sistemas intensivos. Un efecto de la agricultura intensiva es

la degradacion de los suelos, definida como la pérdida del potencial de produccion debida al deterioro de sus




INTRODUCCION JOAQUIN ROMERO LOPEZ

propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas, y que tiene graves consecuencias a nivel social, cultural y

econdémico para las sociedades cuya subsistencia depende directamente de la agricultura (6).

La degradacidn de los suelos trae como consecuencia la pérdida de su potencial de produccidn. La FAO ha
propuesto una clasificacion de los suelos degradados en funcién de los problemas observados. La categoria
|, considerada la mas frecuente, comprende los suelos que presentan uno o mas de los siguientes problemas:
erosion, aumento de la salinidad o alcalinidad, acumulacién de desechos organicos y organismos infecciosos.
La categoria Il, incluye suelos contaminados con desechos inorgdnicos, pesticidas, radiactividad y metales
pesados. La categoria Ill incluye los suelos contaminados con fertilizantes y detergentes (7, 8). Asimismo, la
aplicacion de fertilizantes en exceso, en un momento inadecuado o sin tener en cuenta las caracteristicas del
suelo y la orografia del terreno, puede tener impactos ambientales significativos (9). De hecho, el empleo
abusivo de fertilizantes nitrogenados y fosfatados ha demostrado generar graves problemas de
contaminacién por la acumulaciéon de niveles anormalmente altos de compuestos de nitrégeno y fésforo en
los sistemas de agua dulce cercanos a los lugares de aplicacién, tales como rios, lagos o acuiferos
subterraneos. Este fendmeno, conocido como eutrofizacién, favorece la proliferacién de plantas acudticas y
algas y produce diversos cambios en las propiedades quimicas del agua, lo que afecta sensiblemente a su
calidad para permitir la vida de gran parte de los organismos acudticos. Cuando la concentracion de estas
sustancias en el agua supera los limites legales establecidos para agua potable, se limita su utilizacién para
consumo humano (10, 11, 12). Ademads de la eutrofizacidon en las zonas acuaticas, el enriquecimiento
paulatino de determinados nutrientes en el suelo debido a una fertilizacién inadecuada o excesiva genera
desequilibrios en el propio suelo. Dichos desequilibrios son, en cierta medida, responsables de descensos en
el rendimiento de las producciones agricolas. En la actualidad se estan creando directivas para el control de
la aplicacién de unidades fertilizantes en zonas medioambientalmente vulnerables como la Comunidad
Valenciana y Murcia, donde las limitaciones han llegado hasta la prohibicion y/o limitacidon de determinados
nutrientes principales como el nitrégeno. En estas zonas, el contenido en forma de nitratos y nitritos presente
en suelos y acuiferos esta provocando graves problemas medioambientales. Estas directrices de control
vienen guiadas desde la propia Comisidon Europea que pretende controlar de una forma mas efectiva el

cambio climatico, regulando con buenas practicas en la agricultura.

Por otra parte, la eficiencia en el uso de los fertilizantes es relativamente baja pues gran parte del fertilizante
aplicado no llega a las plantas. En el caso del nitrégeno, las pérdidas se estiman entre el 30 y el 60%,
dependiendo de las condiciones climaticas, el tipo de suelo y la forma de aplicacion (9). Por ejemplo, en el

caso de la urea aplicada al voleo, se ha cuantificado una pérdida de hasta el 25% (13). Las pérdidas de las
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distintas formas de nitrégeno en los suelos ocurren por volatilizacidn, lixiviacion, fijacion en materia organica

y arrastre por la lluvia (14).

En el caso del fosforo, se estima que cerca del 80% del P aplicado al suelo reacciona con aluminio y hierro en
suelos acidos y con calcio en suelos basicos para formar complejos insolubles, limitando su disponibilidad
para las plantas. Ademads, dado que este elemento se acumula en la capa mas superficial del suelo, la

escorrentia y la erosion lo llevan a las aguas superficiales, donde contribuye a la eutrofizacién (10, 15, 16).

El impacto ambiental de los fertilizantes quimicos ha llevado a algunos paises a desarrollar su propia
legislacién para limitar sus efectos (1). En Europa la normativa que ha armonizado las diferentes directrices
en el impacto ambiental es la Directiva 2014/52/UE del Parlamento Europeo, que junto a la Directiva 21/2013
referente al impacto ambiental con el uso de fertilizante, regulan el uso de determinadas sustancias en la
agricultura en las diferentes zonas del estado. En Espafia, esta ley 21/2013 ha sido consolidada por la Ley
9/2018 en la que se realiza una evaluacién general del impacto ambiental. Anteriormente en Espafia estas
regulaciones estaban dirigidas principalmente a la proteccién de los diferentes acuiferos como es el caso del
Real Decreto 261/1996, de 16 febrero, sobre proteccién de las aguas contra la contaminacion producida por
los nitratos procedentes de fuentes agrarias. Con las nuevas directrices las diferentes comunidades
auténomas han ido transfiriendo la Ley a sus regiones, como, por ejemplo, la Rioja en el ailo 2019 mediante
un nuevo Real Decreto 127/2019 donde, ademdas de apoyarse en lo ya descrito en el anterior, también
delimita las zonas vulnerables de suelo para el uso de fertilizantes. Ademas de las directivas europeas y leyes
establecidas existen otras formas de adecuar los usos de determinadas sustancias como el nitrégeno que, en
el afio 2007, dentro de la Estrategia Espafiola de Cambio climatico y Energia Limpia, se incluyé un plan de

reduccidn de uso de fertilizantes nitrogenados (17).

Los fertilizantes constituyen uno de los principales insumos de la produccidn agricola, por lo que la eficiencia
de su uso puede ser una fuente importante de ahorro. Cuando se aplica un exceso de fertilizantes, todo el
producto que no llega a las plantas tiene un coste que no se revierte en la cosecha. En cambio, si la
fertilizacion es insuficiente, disminuye el rendimiento de los cultivos y se reduce la fertilidad del suelo. En
Espafia, se ha propuesto el concepto de la “Fertilizacidn Racional”, combinando el uso de fertilizantes
guimicos con la utilizacién de abonos orgdnicos derivados de compost y enmiendas orgdnicas y con la revisidn
de practicas como la rotacion de cultivos y el riego localizado. El documento de la Fertilizacion Racional
propone estrategias para los principales cultivos, incluyendo cereales, frutales y hortalizas, entre otros (3).
Un manejo apropiado de la fertilizacién requiere una mejor comprension de los procesos que originan la

degradacion del suelo y una evaluacién del impacto de las técnicas de conservacidn (18). La decision de
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aplicar fertilizantes se debe tomar en base a criterios técnicos apropiados, con apoyo de expertos agrénomos
y de analisis de laboratorio. Se requiere un conocimiento adecuado de las caracteristicas fisicas y quimicas
del suelo y de la disponibilidad de nutrientes para poder determinar las cantidades que deben ser aportadas
mediante fertilizantes, abonos y enmiendas (1). Si la dosis de fertilizante aplicada se ajusta a las necesidades
de los cultivos y a las caracteristicas del suelo, y se realiza un adecuado manejo del agua y de las técnicas de

labranza, se podra mantener la fertilidad del suelo sin efectos negativos en el medio ambiente (19).

1.1.2.- NUTRIENTES Y FERTILIDAD

Las plantas requieren para su desarrollo dptimo una serie de elementos quimicos que deben estar presentes
en el suelo en la forma y concentracidon apropiadas. Cuando estos elementos estan presentes en
concentraciones inferiores a las requeridas, se generan deficiencias importantes que limitan sensiblemente

la productividad de los cultivos y afectan negativamente a la calidad de los productos agricolas obtenidos.

Un elemento quimico es considerado esencial si se requiere su presencia para el metabolismo de la planta
en alguna fase del ciclo de vida de la misma. Se han identificado 17 elementos que cumplen con este criterio
(20, 21). Los nutrientes, en base a su abundancia relativa en los tejidos vegetales, se dividen en dos categorias

principales: los macronutrientes (primarios y secundarios) y los micronutrientes (22).

Los macronutrientes primarios son el nitrégeno (N), el fésforo (P) y el potasio (K) y estdn normalmente
presentes en concentraciones superiores al 0,2% vy las plantas los requieren relativamente en grandes
cantidades. Estos macronutrientes (NPK) son los componentes principales de los fertilizantes quimicos. Los
nutrientes secundarios son el calcio (Ca), magnesio (Mg) y azufre (S). Los macronutrientes estan asociados
biolégicamente a procesos fotosintéticos, al equilibrio osmético y a diversos procesos celulares y rutas
metabdlicas formando parte de compuestos de bajo peso molecular (aminodcidos, nucleétidos, metabolitos
secundarios, etc.) o de macromoléculas (enzimas y otras proteinas, acidos nucleicos, etc.). Hay otros tres
macronutrientes, el carbono (C), el oxigeno (O) y el hidrégeno (H), que son obtenidos por la planta a partir
del aire y del agua y son necesarios para la produccién y almacenamiento de energia y para el crecimiento
celular. El grupo de los micronutrientes es mas numeroso, pero los principales son el hierro (Fe), el cinc (Zn),
el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el boro (B), el molibdeno (Mo) y el cloro (Cl) y su concentracién es inferior
al 0,01% en base a materia seca. Estos también estan relacionados con procesos como la fotosintesis, con el
equilibrio idnico o la sintesis de acidos nucleicos y actian como cofactores enzimaticos en numerosas
reacciones metabdlicas. Cabe destacar que la distincién entre macronutrientes primarios y secundarios y

micronutrientes hace referencia a las cantidades que consumen los cultivos y no a que unos sean mas
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importantes que otros, ya que la falta de cualquier nutriente penaliza el rendimiento (23). Todos los

nutrientes son importantes y la planta debe tomarlos en un adecuado equilibrio.

Los nutrientes estan presentes en la solucién del suelo como cationes o aniones. Los nutrientes que estan
como cationes son el calcio, como Ca*?, el magnesio, como Mg*?, el amonio, como NH4*, el potasio, como K*,
el hierro, como Fe*?, el manganeso, como Mn*?, el cinc, como Zn*?, y el cobre, como Cu*?. Otros cationes
como el del sodio (Na*) y el aluminio (Al*}) se encuentran en concentraciones relativamente altas en los suelos
y pueden ser absorbidos por las plantas, aunque no constituyen nutrientes para estas. Los nutrientes que
existen como aniones son el nitrato (NOs’), el sulfato (S0472), el fosfato (H.PO4" y HPO42), el borato (BOs), el

molibdato (MoQy) y el cloruro (CI) (24).

En el caso de los fertilizantes sélidos, los nutrientes son absorbidos por las raices de las plantas a través de la
disolucién de sus componentes solubles. En el caso de los fertilizantes liquidos, estos componentes ya van
disueltos y su aplicacién al cultivo resulta mas sencilla. Por lo tanto, es esencial que los nutrientes sean

solubles para poder ser utilizados por las plantas (25).

Las particulas del suelo pueden mantener los cationes en formas solubles e intercambiarlos con la solucién
del suelo. La capacidad de intercambio catiénico de un suelo es un pardmetro esencial en la caracterizacion
de su fertilidad. Esta depende del complejo arcillo-humico, formado por las [dminas de arcilla provenientes
de la roca madre del suelo y por particulas de extracto humico. Por consiguiente, de manera general, los
suelos arcillosos tienden a poseer una mayor capacidad de intercambio de cationes que los suelos arenosos.
Debido a la abundancia de cargas negativas, la materia organica tiene capacidades de intercambio catidnico
altas. Por lo tanto, el extracto humico integrado en el complejo arcillo-himico del suelo también tiene un
efecto positivo sobre su capacidad de intercambio catiénico. Normalmente, en un suelo fértil, los cationes
intercambiables mas abundantes son, por este orden, el calcio, el magnesio, el potasio y el sodio,

representando los cuatro, al menos, entre el 80 y el 90% del total de la capacidad de intercambio (26).

Los componentes mayoritarios de la biomasa vegetal son el carbono, el hidrégeno y el oxigeno, los cuales
provienen del CO, y del agua y son utilizados gracias a su transformaciéon en carbohidratos en el proceso de
fotosintesis, el cual desprende oxigeno. Su disponibilidad por lo general no es limitante para la planta y se

requieren en grandes cantidades.

Para que un nutriente esté disponible y la planta lo pueda absorber, este debe estar presente en una forma
guimica adecuada en la solucion del suelo. Para que el nitrégeno pueda ser absorbido por las raices, el

nitrégeno debe de estar en forma de nitrato (NOs) o de amonio (NH4*), pero en la mayoria de las ocasiones

10
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y debido a la accidn de las bacterias nitrificantes hace que las plantas absorban el nitrégeno en forma de N-
NOs. En el caso del fésforo, su baja movilidad provoca que las raices puedan absorberlo en su entorno como
ion ortofosfato HPO42 o H,PO4". Esta absorcidn se ve muy influenciada por el pH del suelo, predominando el
ion H,PO4 a pH alto. El potasio tercer y ultimo macronutriente, es absorbido en forma de catién K*. La

absorcion de este nutriente por la planta frente al nitrégeno y el fésforo es menor.

En el caso de los diferentes micronutrientes estos son absorbidos dependiendo de diferentes factores; por
ejemplo, el hierro se encuentra mayoritariamente, exceptuando en suelos muy acidos, en forma de
hidréxidos insolubles no asimilables por la planta. Las plantas han desarrollado dos estrategias distintas para
tomar el hierro insoluble del suelo. Las plantas dicotileddneas y las monocotiledéneas no gramineas siguen
la estrategia | (21), que se caracteriza por una acidificacion del pH del suelo causada por la expulsiéon de
protones por las células de la raiz, favoreciendo la solubilizacidn del hierro férrico que es reducido a ferroso
por enzimas situadas en la superficie radicular. Los iones ferrosos pueden ser entonces internalizados por la
planta a través de transportadores especificos. Por otro lado, las gramineas usan la estrategia Il (27), que
consiste en la secrecion de fitosideréforos que se unen al hierro férrico formando complejos altamente
estables que son introducidos a través de transportadores especificos. La aplicacién de hierro a los suelos en
forma de quelatos o complejos de Fe®*, facilita enormemente la adquisicion de hierro por las plantas, al serles

este mucho mas accesible independientemente de la estrategia que empleen (28).

El agua es el medio en el que los nutrientes del suelo se mueven hacia las raices para su captacién (29). El
proceso basico de transporte de nutrientes consta de tres mecanismos: flujo de masa, difusion e intercepcion
por las raices (30). La dindmica de este proceso para cada nutriente depende de la naturaleza del elemento
en cuestion, de su forma quimica, de si estd o no adsorbido sobre particulas minerales u organicas, de las
condiciones del suelo (pH, por ejemplo), de la cantidad de agua disponible y de la concentracidon del nutriente
en el suelo (31). El flujo de masa ocurre cuando los iones del nutriente son transportados por el flujo de agua
hacia las raices, ya sea por percolacion, transpiracion o evaporacién. La difusidén se genera por la presencia
de gradientes de concentracién entre la solucién del suelo y las raices (31). En cualquier caso, la captacion
de nutrientes tiene lugar al contactar la superficie de la raiz con la solucién del suelo que contiene los

minerales solubilizados.

Un ejemplo de transporte de nutrientes en un cultivo se encuentra en la Tabla 1, donde se muestran los

datos de suministro de nutrientes en funcidn de las diferentes dinamicas.

11
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Tabla 1. Valores de cantidad de nutriente captado por la planta utilizando las diferentes dinamicas. Cultivo de
maiz con un rendimiento de 9,5 tn ha. Valores en kg ha™! para cada nutriente (32).

Nutriente Cantidad absorbida Intercepcion directa Flujo masal Difusién

Nitrégeno 190 2 150 38
Fosforo 40 1 2 37
Potasio 195 4 35 156
Calcio 40 60 150 0

Magnesio 45 15 100 0
Azufre 22 1 65 0

Para determinar las cantidades y combinacidon de nutrientes a aportar en un proceso de fertilizacién, se
requiere determinar el contenido de nutrientes del suelo, las necesidades especificas del cultivo y las
caracteristicas del sistema de produccion, ademds de considerar las diferentes fuentes de nutrientes
disponibles. A raiz del descubrimiento del proceso Haber-Bosch en los inicios del siglo XX, el cual permitio la
sintesis de amoniaco a partir del nitrégeno del aire, agua y metano, se desarrollaron los procesos de
fabricacion de fertilizantes nitrogenados como la urea, las sales de nitrato y el sulfato de amonio (33). Ya
entonces eran conocidos los procedimientos para producir fertilizantes quimicos a base de fosfatos y de
potasio, resultantes del tratamiento de rocas ricas en estos elementos con acido. De esta manera, las
necesidades de nitrogeno, fésforo y potasio en la agricultura se pudieron suplir con materiales sintetizados

a nivel industrial.

De hecho, el empleo de grandes cantidades de fertilizantes quimicos, junto a la introduccién de otras
novedades tecnoldgicas a partir de la Revolucidn Verde en los afios 60 (plaguicidas, herbicidas, maquinaria,
sistemas de irrigacion, mejora genética de las especies cultivadas), ha permitido un enorme aumento de la
productividad agricola y de la seguridad alimentaria en el mundo en las ultimas décadas. Sin embargo, este
desarrollo ha tenido un considerable impacto negativo sobre el medio ambiente debido al agotamiento de
los recursos naturales, a la ampliacién de tierras cultivables y a la contaminacién de los medios naturales
asociada a la produccion y al uso, en ocasiones, excesivo o inapropiado de fertilizantes y productos

fitosanitarios.

Por lo anteriormente mencionado, hoy en dia existe la necesidad de definir modelos de aplicacién de
fertilizantes para optimizar los rendimientos de los cultivos con el minimo impacto sobre el medio ambiente.
Entre los modelos establecidos actualmente a nivel global para realizar una fertilizacidn agricola sostenible

se encuentran:

e Gestidn sostenible del suelo.

e Gestion integrada de nutrientes.

12
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e Manejo nutricional por sitio.

e Estrategia 4R.

Gestion sostenible del suelo

Este es un modelo orientado a los pequefios agricultores en el que se plantea la utilizacidn eficiente de los
recursos agua, suelo, animales y plantas para satisfacer las necesidades humanas de forma que se previene
la degradacion del suelo y recursos asociados, manteniendo su potencial productivo y funciones ambientales.
Las prdcticas propuestas para la gestién sostenible del suelo incluyen acciones para detener o revertir la
degradacion del mismo, mejorar la eficiencia en el uso de los recursos, conservar los recursos naturales,
proteger los medios de vida rurales, reforzar la resiliencia de comunidades y ecosistemas, la implementacién
de mecanismos de gobernanza responsables y la minimizacién de los efectos negativos del mal uso previo.
Un elemento fundamental en el enfoque es que se requiere un compromiso a largo plazo para mantener la
calidad del suelo frente a presiones econémicas cortoplacistas que promueven la utilizacién de tecnologias

que explotan de manera no sostenible y degradan este recurso (34, 35).

Gestion integrada de nutrientes

La gestion integrada de nutrientes se orienta a mantener o ajustar la fertilidad del suelo mediante el
suministro de una combinacién apropiada de estos (a través de fertilizantes quimicos, estiércol, residuos
vegetales y otros) para lograr la productividad deseada, mantener la fertilidad del suelo y mejorar el beneficio

econdmico del cultivo (36, 37).

En este modelo se propone que, para alcanzar la productividad idénea del cultivo, no solo se debe tener en
cuenta el contenido en nutrientes del suelo, sino que deben considerarse otros factores agronémicos como
el contenido de materia organica, pH, textura, profundidad y capacidad de retencién de agua, ya que todos
ellos influyen en la fertilidad y son diferentes en cada suelo (36, 38). La gestion integrada de nutrientes

incorpora cuatro directrices principales:

Practicas de conservacién que permitan el uso de los nutrientes del suelo original.
Reciclaje de nutrientes orgdanicos.
Uso de fuentes bioldgicas de nitrégeno.

el

El uso de fertilizantes inorgdnicos Unicamente en los suelos de baja fertilidad.

13
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Asimismo, el modelo requiere considerar las interacciones entre factores edaficos, la fisiologia del cultivo,

factores climaticos, y factores socioecondmicos.

Manejo nutricional por sitio

En el modelo de manejo nutricional por sitio especifico se calcula el rendimiento maximo esperado, se
identifican las cantidades de nutrientes deficitarias en el suelo y, a partir de estudios agronémicos, se evalla
la efectividad del uso del fertilizante para determinar si las practicas de fertilizacién son adecuadas o deben
mejorarse (39). Este modelo establece un esquema de asesoria a nivel de parcelas y de microcuencas para
optimizar el uso de los recursos locales dentro de su entorno econémico mas cercano, aprovechando, por
ejemplo, las fuentes locales de nutrientes procedentes de la vegetacion y la ganaderia (40). El incremento de
la productividad logrado con la nutricién especifica del suelo y del cultivo permite maximizar la incorporacion
de los nutrientes y reducir la difusién de nutrientes en el ambiente (41). Para diferenciar este modelo frente
al anterior (gestion integrada de nutrientes), la principal diferencia radica en la situacion en la que queda el
suelo después del cultivo. En el modelo anterior es importante que, después de la cosecha, el suelo mantenga
una alta fertilidad, a diferencia del manejo nutricional por sitio, segin el cual el estado del suelo sera

corregido en el siguiente ciclo de cultivo.

Estrategia 4R

La estrategia 4R se basa en utilizar el nutriente necesario, en la dosis, lugar y tiempo correctos. La seleccion
del nutriente o nutrientes a aplicar, asi como sus dosis, se lleva a cabo atendiendo a analisis fisicoquimicos
de suelos y analisis nutricionales de las plantas, e implica monitorizar la extraccidn de nutrientes a través de
experimentos de campo. El lugar de aplicacion del fertilizante se elige con el objetivo de lograr un
aprovechamiento dptimo por la planta, siendo este punto la principal diferencia frente al resto de los
modelos, de modo que este se puede aplicar en el suelo directamente o a través del riego, para su absorcion
por las raices, o via foliar, para su penetraciéon en la planta a través de las hojas. La aplicacidn del fertilizante
en el momento apropiado del ciclo de cultivo permite incrementar la eficiencia en el aprovechamiento de los

nutrientes y disminuir el impacto ambiental asociado a la fertilizacion (42).

En Espafia se emplea el término de “Fertilizacién racional” para hacer referencia al modelo de fertilizacién

en el que se combina la utilizacion de fertilizantes de origen mineral y de origen orgdnico para obtener un
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balance apropiado de nutrientes y asi mantener o mejorar las caracteristicas del suelo. Para cada uno de los
cultivos principales, se proponen combinaciones particulares de fertilizantes, abonos y enmiendas orgdanicas
que permiten lograr rendimientos altos con el minimo impacto sobre el ambiente. Entre las practicas
propuestas encontramos la produccion integrada, la agricultura organica, la agricultura de conservaciény la
agricultura de precisién. En la produccion integrada se disefia un programa de fertilizacion para cada cultivo,
con aportes de fertilizantes naturales y aplicaciones minimas de fertilizantes sintéticos. En la agricultura
organica se emplean exclusivamente fertilizantes naturales, sin aportes de fertilizantes sintéticos. La
agricultura de conservacién plantea un esquema integrado del suelo y de los restantes recursos productivos,
realizando practicas agricolas como la siembra directa, la minima labranza y la utilizaciéon de coberturas
vegetales. Por Ultimo, la agricultura de precisién implica el estudio de la variabilidad natural de los suelos
dentro de una parcela o finca para establecer un programa especifico para cada zona diferenciada,

optimizando asi los recursos productivos (3).

1.1.3.- SUSTANCIAS HUMICAS Y FERTILIDAD DEL SUELO

Desde los primeros tiempos de la agricultura hasta hace relativamente pocas décadas, el Unico fertilizante
disponible era la materia organica, en forma de estiércol o material vegetal procedente de restos de cosechas
anteriores, que se dejaba en el suelo para que, con el tiempo, el carbono orgdnico se incorporara a su
estructura. Aunque los mecanismos técnicos involucrados no se han estudiado hasta hace relativamente
poco tiempo, estas practicas permitian retornar al suelo parte de la materia orgdnica y a su vez nutrientes

como el nitrégeno, potasio y fésforo (43).

La fertilidad de un suelo hace referencia a su capacidad para proporcionar a las plantas los nutrientes
necesarios en las cantidades y proporciones adecuadas. Por otra parte, la productividad del suelo es una

medida de lo que se obtiene en funcidn de lo que se aporta al proceso agricola.

La fertilidad y la productividad estan intimamente relacionadas. Los suelos de alta fertilidad se caracterizan
por tener altos contenidos de materia organica, elevada disponibilidad de nutrientes y alta actividad
bioldgica, lo que favorece el establecimiento y el crecimiento de las plantas (44, 45). Si el suelo no es fértil,
los rendimientos seran bajos y la cosecha no tendra la calidad requerida por los mercados. La fertilidad
depende de factores asociados al suelo, mientras que la productividad incorpora los elementos econdmicos,
es decir, esta sujeta a factores econdmicos coyunturales como el precio de los insumos, del combustible de

la maquinaria agricola, del precio del producto agricola en el mercado, etc.
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Uno de los parametros de productividad es el rendimiento de una cosecha por unidad de area, por ejemplo,
kilos de grano o fruto por hectarea. Este rendimiento habitualmente esta relacionado con la fertilidad del
suelo. Un aporte de los fertilizantes quimicos puede favorecer temporalmente un incremento del
rendimiento de las cosechas, elevando la capacidad para producir cosechas en cantidad y calidad que

permitan su comercializacion rentable.

La fertilidad del suelo depende de sus caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas y de sus interacciones.
Entre los atributos fisicos de los suelos, se incluyen la textura, la estructura y erosionabilidad, la densidad
aparente, la porosidad, la tasa de infiltracién, la profundidad o la capacidad de retencién de agua. Entre los
factores quimicos se engloban pardmetros de pH, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio
catidnico, reservas de nutrientes o presencia de contaminantes. Finalmente, el componente biolégico del
suelo abarca conceptos como el de la materia orgdnica, la biomasa microbiana, la presencia de lombrices de
tierra o la respiracion. Estas tres propiedades del suelo, individualmente y por interacciones entre si, definen
la calidad y funcionalidad del mismo para permitir el crecimiento y desarrollo éptimos de un cultivo (46).
Como se ha comentara posteriormente, las sustancias huimicas, aunque al formar parte de la materia
orgdanica del suelo se clasifican dentro de sus propiedades bioldgicas, también tienen importantes efectos
sobre los factores fisicos y quimicos (47).El carbono organico constituye la base de las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas del suelo y es la principal clave de su fertilidad a largo plazo. Normalmente, los suelos
con alto contenido de carbono son mas fértiles frente a los suelos aridos y sometidos a sobreexplotacion que

son menos fértiles (43).

El ciclo de la materia organica en el suelo (Figura 1), comienza por la degradacidon de la materia orgdnica
fresca, a través de dos procesos simultdneos que compiten entre si: uno de mineralizacion primaria, con
formacidon de compuestos inorganicos (agua, CO,, nitratos, fosfatos, sulfatos, etc.) y otro de humificacion,
mediante el cual se forman unas sustancias organicas complejas bioestables denominadas formalmente
humus. A su vez, este humus también puede descomponerse a través de procesos de mineralizacion
secundaria, dando lugar a compuestos inorganicos; si bien, este proceso transcurre a una velocidad muy
inferior a la mineralizacion primaria (3). El humus estd compuesto por estructuras organicas mas complejas
gue la materia organica original denominadas sustancias himicas. Estas sustancias himicas, en funcién de
su peso molecular, el tipo y nimero de grupos funcionales que presentan y su solubilidad a diferentes pH's

se clasifican en tres grandes grupos: dcidos humicos, acidos fulvicos y huminas.
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Figura 1. Ciclo de materia orgdnica en el suelo

Los suelos con altos contenidos de materia organica tienen mayor capacidad de retencion de agua, son mas
faciles de labrar y son resistentes a la compactacién (43). Se estima que, idealmente, un suelo fértil debe
contener un 3,8% de materia organica. No obstante, la mayoria de suelos agricolas del mundo contienen
menos del 2%. Concretamente, en Espafia, se ha determinado que la mayoria de los suelos contiene menos
de 1,7% de materia organica (3). La fertilidad del suelo depende, en buena parte, del mantenimiento de un
balance apropiado del humus. Los suelos mas fértiles destruyen mucha materia orgdnica, pero también

generan mucho humus (3).

Por lo tanto, para mantener la fertilidad del suelo es importante establecer aportes de materia organica.
Estos aportes pueden ser realizados mediante compost o estiércol. El compost es una fuente ideal de materia
orgdanica, debiendo considerarse la utilizacion de compost maduro para evitar pérdidas de nutrientes por la
propia descomposicién del material compostado y los riesgos de la presencia de bacterias o sustancias
toxicas. El estiércol es una fuente facilmente disponible, pero su utilizacidn requiere precauciones con la

calidad bioldgica del material para evitar contaminacién con agentes patdgenos (43).

En el mundo de la agricultura son reconocidos los efectos positivos de la aplicaciéon de sustancias himicas

sobre el crecimiento de las plantas o su tolerancia a estreses.

Las sustancias humicas, constituyentes del humus, son el componente principal de la materia organica del
suelo y tienen un papel esencial en la nutricion de las plantas. Aquellos suelos que contienen un nivel
adecuado de estos materiales sufren menos estrés, son mas saludables y, en consecuencia, las cosechas son
mas abundantes y los alimentos producidos a partir de estas tienen un mayor valor nutricional (48). Ademas,

las sustancias humicas pueden ejercer efectos directos e indirectos sobre el crecimiento de las plantas. De
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hecho, numerosos estudios han demostrado que las sustancias himicas tienen efectos positivos sobre el
crecimiento y el rendimiento, a nivel cuantitativo y cualitativo, de multitud de cultivos de importancia
agrondmica como el olivo (49), la vifia (50), la patata (51), el trigo (52), el arroz (53), la colza (54), el pepino
(55), el tomate (56, 57, 58, 59), la fresa (60), la soja (61), la lima (62), hoja de palma (63), la soja (64), el arroz
(65), la morera (66) o la fresa (67).

Esto es debido, entre otras cosas, a que mejoran la estructura del suelo y su fertilidad, promueven la
absorciéon de nutrientes y el desarrollo de la arquitectura radicular (68, 69) y bloquean o inactivan sustancias
toxicas presentes en el suelo (48). Estas sustancias no solo tienen efectos positivos sobre el crecimiento de
raices y parte aérea de las plantas, sino que también estimulan la germinacién de varias especies de cultivos

(70) y mejorar la tolerancia a estrés abidtico (69).

En este sentido, las sustancias humicas, ademas de mejorar la estructura del suelo, aumentan su capacidad
de retencién de agua, lo cual es fundamental para soportar las épocas de sequia. El efecto positivo sobre el
estado de agregacion del suelo conlleva que las particulas estén mas sueltas, favoreciendo asi la aireacion y
el flujo del agua hacia las raices (71). Asimismo, las sustancias humicas contribuyen a tamponar el pH del

suelo y a reducir la salinidad en aquellos casos en los que se ha aplicado un exceso de fertilizantes quimicos.

Otro de los principales efectos positivos atribuidos a la aplicacién de sustancias himicas en la agricultura es
la capacidad de mejorar la disponibilidad de micronutrientes a partir de hidréxidos poco solubles (72),
estando bien caracterizada su capacidad de mejorar la absorcién de Fe (73, 74). Esto es debido a que en la
estructura de las sustancias himicas se encuentran grupos funcionales carboxilicos, hidroxilos fendlicos y
otros grupos aromaticos y alifaticos que contienen nitrégeno, oxigeno y azufre, lo cual les permite formar
complejos estables con metales, permitiendo que se mantengan en solucién y en formas disponibles para las
plantas en la mayoria de los suelos (75). Un ejemplo de las sustancias que son complejadas por las sustancias
humicas son los metales como el hierro o el cobre (76, 77). Por lo tanto, el empleo de sustancias humicas

también puede contribuir a la remediacién de la contaminacidn con metales pesados y plaguicidas (78, 79).

Ademas de mejorar la disponibilidad de micronutrientes, se ha observado que los acidos himicos y fulvicos
potencian la absorcién de macronutrientes como N, P, K, S, Ca y Mg, multiplicando asi su efecto positivo

sobre el metabolismo de las plantas (69, 80, 81, 82).

Buena parte de los efectos positivos de las sustancias himicas se deben a la estimulaciéon de determinados
microorganismos beneficiosos para el crecimiento vegetal (83). No obstante, los mecanismos bioquimicos y

moleculares subyacentes a dichos fendmenos se desconocen en su mayor parte ya que la gran variedad de
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reacciones quimicas y bioldgicas que dan lugar a las sustancias himicas a partir de la descomposicién de
materia vegetal y microbiana hacen de ellas una mezcla de moléculas complejas y con diferentes propiedades

(84).

La investigacidn sobre sustancias humicas sigue siendo un area de gran interés en la agricultura. Actualmente,
no es solo un tema de agronomia o ciencia del suelo, sino que es un area de trabajo multidisciplinario en el
cual se combinan experiencias técnicas de diferentes especialidades, incluyendo también la biologia

molecular y celular, orientadas a obtener una mejor comprension de los fendmenos involucrados (85).

Si bien, como se ha descrito con anterioridad, el aporte de sustancias humicas como fuente de materia
organica presenta grandes beneficios dotando al suelo de una mayor fertilidad, los efectos positivos de su
aplicacion en la agricultura no se limitan a este aspecto. Las sustancias humicas tienen una gran capacidad
de quelatacidon y complejacién de metales, lo que les confiere unas cualidades idéneas para su aplicacion
tanto en el tratamiento de deficiencias de micronutrientes como en la remediacién de suelos frente a su
degradacion y contaminacion por el uso continuado de fertilizantes y pesticidas. Dada su relevancia en el
campo agrondmico y, en particular, en el trabajo desarrollado en esta tesis, se amplian mas detalladamente

estos aspectos en los siguientes subapartados.

1.1.4.- QUELATACION Y COMPLEJACION DE SUSTANCIAS
HUMICAS EN AGRICULTURA

Segln AEFA (Asociacion Espafnola de Fabricantes de Agronutrientes) un quelato consiste en una especie
guimica capaz de combinarse con un ion metdlico a través de dos o mas atomos dadores de electrones,
formando una estructura, por lo general ciclica, que le brinda una gran estabilidad al conjunto. En cambio,
un complejo se da cuando tan solo hay un &tomo dador de electrones y la ubicacién del metal no es simétrica
(Figura 2). Al aplicar metales quelatados/complejados al suelo, estos se encuentran en formas disponibles

para las plantas, de manera que estas pueden tomarlos y utilizarlos.
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Figura 2. Izquierda: Estructura de un complejo coordinado con un Fe?*. Derecha Fe** EDDHA

Los quelatos y complejos en funcidn de su origen pueden clasificarse en naturales y sintéticos. Los complejos
naturales incluyen lignosulfonatos, fenoles y poliflavoniodes, obtenidos a partir del proceso de pulpa para
papel, sustancias humicas, acidos orgdnicos y aminodcidos. Por su parte, los quelatos sintéticos incluyen una
familia de compuestos como el EDTA (acido tetra acético de la etilendiamina) y el EDDHA (acido etilendiamina
dihidroxi fenil acético), que en agricultura se emplean generalmente como quelatos de hierro, ya que
mantienen una alta disponibilidad de este metal en el suelo (86). Los agentes quelantes sintéticos son los

mas utilizados por su alta eficiencia, especialmente en cultivos de alto rendimiento (86, 87).

Los quelatos y complejos también se pueden clasificar como fuertes, intermedios o débiles en funcién de su
poder quelatante y complejante. Por ejemplo, el EDTA se considera un quelato fuerte, los lignosulfonatos
(acidos fulvicos) se consideran complejos intermedios y el acido citrico se considera débil. En funcion de la
aplicacién agrondmica, conviene seleccionar el material iddneo a utilizar. Un agente quelante o complejante
fuerte no es adecuado para la aplicacion foliar pues presentan problemas para penetrar la pared celular (88,

89).

Por tanto, el uso en la agricultura de unos u otros quelatos y complejos viene condicionado por las
necesidades del cultivo y la afinidad del agente y el metal. No obstante, también influye en su eleccion si el

cultivo es ecoldgico, en cuyo caso el uso de sustancias sintéticas queda descartado o limitado.

1.1.4.1 Uso de sustancias humicas en tratamiento de deficiencias de
micronutrientes (Fe, Mn y Zn)

Los micronutrientes, aunque requeridos en menores cantidades que los macronutrientes, son esenciales
para el crecimiento y desarrollo vegetal. Su presencia en el suelo es variable y su deficiencia, ademas de
provocar la disminucién del rendimiento y calidad de las cosechas, causa sintomas visibles de estrés
fisiologico como el enanismo, la clorosis o la aparicidon de puntos necroéticos en las hojas (90). La deficiencia
de micronutrientes puede ser provocada por multitud de factores: pH del suelo, actividad microbiana, textura

del suelo, cantidad de materia organica presente en el suelo, interacciones con diferentes compuestos, etc.
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A nivel agricola, los micronutrientes, cuando son aplicados en forma de sales de azufre o cloro, tienden a
mostrar una baja solubilidad en el suelo por lo que la disponibilidad para las plantas suele ser reducida. En
suelos con pH basico, se favorece la oxidacidn de los micronutrientes y estos tienden a formar complejos
poco solubles con carbonatos e hidroxidos. Conforme aumenta la acidez del suelo, también lo suele hacer la
disponibilidad de los micronutrientes (91, 92). No obstante, en suelos acidos, metales como el hierro o el
manganeso pueden disminuir la asimilacion del fésforo, ya que precipitan con este elemento dando formas
insolubles. Para el cinc, una carencia en la planta por el pH elevado del suelo y su precipitacidon en forma de
hidréxido de cinc provocan en la planta una reduccion del aprovechamiento del nitrégeno aportado, asi como

la capacidad de fijacién del nitrégeno atmosférico.

La aplicaciéon de metales en forma de quelatos evita su precipitacion, permitiendo que los nutrientes se
mantengan disponibles para ser absorbidos por la planta. Los quelatos metalicos pueden incluso ser
aplicados en dosis mayores a las aplicadas en forma de sales sin observarse efectos fitotdxicos (90). Los
complejos también pueden ser aplicados via foliar con excelentes resultados al eliminar la competencia de

las particulas del suelo por el nutriente (93).

El hierro es un nutriente esencial para las plantas puesto que los cofactores enzimaticos basados en hierro,
tales como los complejos hierro-azufre, los grupos hemo y otros grupos prostéticos con hierro son necesarios
para el ensamblaje funcional de numerosas proteinas (94). Asi pues, los cofactores de hierro activan y dotan
de una estructura adecuada a enzimas de gran relevancia en muchos de los procesos mas importantes que

tienen lugar en las células vegetales como la fotosintesis o la respiracion.

El hierro, a pesar de ser el cuarto metal en abundancia en la corteza terrestre (media en Espafia de 3,8 %)
(87), en numerosas situaciones no se encuentra en forma soluble y por tanto disponible para los cultivos.
Dependiendo de las condiciones del suelo, en particular en suelos alcalinos, el hierro puede encontrarse en
estados no solubles, provocando deficiencias para los cultivos y dando lugar a la clorosis férrica. La clorosis
férrica es un sintoma de deficiencia de hierro en las plantas y se asocia a la baja solubilidad de los 6xidos de
hierro en los suelos calizos de pH alto (8-9). También, en aquellos suelos en los que existe una gran presencia
de ion bicarbonato, la sensibilidad del cultivo para la asimilacién del hierro disminuye. Ademas, los problemas
de solubilizacién de hierro se ven agravados por condiciones como un riego excesivo, la presencia de
nematodos, suelo frio, etc. Para lograr la adecuada disponibilidad del hierro, éste debe permanecer en forma
soluble y para ello, es necesario incorporar al suelo productos que aseguren la permanencia del hierro en

esta forma, tal y como ocurre con los quelatos y complejos de hierro (95).Para el tratamiento de las
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deficiencias de hierro en los cultivos se han desarrollado con éxito multiples tratamientos basados en la

aplicacion de hierro complejado/quelatado con sustancias humicas (75, 96) y lignosulfonatos (95).

Los quelatos basados en lignosulfonato tienen una alta capacidad de combinarse y proteger el hierro y
constituyen productos biodegradables, sin embargo, son poco estables en suelos alcalinos, por lo que
generalmente se recomiendan para hidroponia o aplicacidn foliar. Quelatos férricos, en base a EDDHSA, han

demostrado tener una buena estabilidad en pH mayor de 7, con estabilidades del orden de 90 % (86).

En el trabajo de Rodriguez-Lucena (97), se ha comparado la aplicacién de lignosulfonatos de hierro con
guelatos sintéticos en soluciones nutritivas de un cultivo hidropdnico de soja, encontrando una mayor
absorcién de hierro en las plantas tratadas con quelatos sintéticos y coincidiendo con que la fraccién de
hierro quelatado es mayor en estos materiales. La absorcién de hierro por las plantas tratadas con
lignosulfonato fue muy lenta en comparacién con las tratadas con quelatos sintéticos, pese a que los
lignosulfonatos empleados contenian una fraccién de hierro complejada considerablemente alta. Este
estudio sugiere que la aplicacién de complejos de hierro junto a aminodcidos es una alternativa para mejorar
la eficiencia de su absorcién (97), puesto que determinados aminoacidos pueden favorecer la toma de

nutrientes minerales, ademds de complejar metales.

Otros estudios en hidroponia han demostrado la eficacia para la nutricidn férrica de la aplicacion de hierro
complejado con sustancias humicas (98, 99). Los tratamientos con acidos fulvicos muestran la capacidad de
restaurar la permeabilidad radicular. Los tratamientos con 4cidos himicos, incluso en condiciones severas,
presentaron resultados positivos en el contenido de hierro foliar y en el aumento de la masa aérea. Los
resultados indican que las sustancias humicas estudiadas actian como fertilizantes férricos y su eficacia como
tales depende de la solubilidad en el medio y de las condiciones experimentales, a diferencia de los quelatos
sintéticos EDDHA que proporcionan solamente una mejor respuesta como agente quelante, sin influir en
otros aspectos como puede ser la masa aérea, radicular, etc. La disponibilidad de micronutrientes depende
tanto de la fuente como de las dosis aplicadas y son diferentes para cada nutriente en los distintos tipos de

suelos (100).

Otro aspecto importante de la adicion de sustancias hiumicas como enmiendas al suelo es que la misma
favorece la solubilizacion del hierro nativo no disponible del suelo a través de la formacién de complejos o
quelatos (101). Asimismo, un estudio que compara la eficacia de los agentes quelantes de hierro EDDHA y
EDTA en pepino sugiere que la forma o-p-EDDHA-Fe*® es el mejor sustrato para la reductasa de hierro, enzima

presente en las raices esencial para la absorcidon de este metal (102). Ademas, en este mismo trabajo, la
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aplicacién de EDDHA resultd en la solubilizacion de hierro nativo del suelo convirtiéndolo en disponible para

la planta.

En cuanto al resto de microelementos metalicos esenciales para el desarrollo vegetativo de los cultivos, tales
como el manganeso, el cinc y el cobre, estos se encuentran en los suelos en concentraciones mucho mas
bajas que el hierro (medias de Espafia de Mn de 0,06%, de Zn 0,005% y de Cu 0,003%) (89), por lo que su
disponibilidad es todavia menor provocando deficiencias que deben ser corregidas mediante una fertilizacion
adecuada en formas asimilables por las plantas, siendo la solucién mas extendida, al igual que en el caso de

hierro, la aplicacidon en forma de quelatos y complejos.

En la actualidad el micronutriente quelatado o complejado mas consumido en el mundo es el hierro, pero
esto no implica que la tendencia de los usos obligue a las industrias fertilizantes a desarrollar la misma
tecnologia para la aplicacién del cinc y el manganeso utilizando sustancias himicas, ya que en la coyuntura
actual de maximizar los rendimientos en los cultivos con la carencia de algunos de estos metales origina una
reduccion en la produccién y puede ser subsanado con el uso de las sustancias himicas con diferentes
micronutrientes. En este sentido, el uso de complejos a partir de sustancias humicas requiere un trabajo de
optimizacidon en el proceso de fabricacién para que estos puedan ser utilizados como fertilizantes

complejados y, a su vez, supone una diferencia ventajosa en el uso de fertilizantes ecolégicos.

1.1.4.2.- Uso de sustancias humicas en remediacion

Cuando el agua o el suelo resultan afectados por algun tipo de contaminante, sus propiedades pueden
resultar alteradas. En consecuencia, los procesos de degradacion del suelo y del agua impactan tanto en la
disponibilidad de alimentos como en la calidad de los recursos ambientales y pone en riesgo la viabilidad de
las explotaciones agricolas a medio y largo plazo. Por este motivo, la conservacién de los suelos agricolas
requiere reducir o revertir los procesos de degradacién. Las técnicas utilizadas para estos procesos se
conocen colectivamente como técnicas de remediacion y descontaminacién. La seleccion de las tecnologias
apropiadas depende de una serie de factores, como el tipo de recurso afectado y la magnitud de la afectacién.
Las tecnologias a utilizar deben considerar las medidas para el tratamiento, contencidn, eliminacién y manejo
de las sustancias quimicas o desechos, de tal forma que no presenten riesgos adicionales para la salud o el

ambiente, considerando tanto el uso actual como el uso potencial del sitio (103).

Dentro de estas tecnologias de remediacidn, una de las alternativas mas innovadoras es la utilizacion de
sustancias humicas aprovechando su capacidad para la complejacion de metales. La reactividad de las

sustancias humicas les permite interactuar con distintas clases de sustancias tdxicas formando complejos con
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metales pesados y radionuclidos, produciendo aductos y complejos de transferencia de carga con
compuestos orgdnicos hidrofdbicos, interviniendo en reacciones redox con metales de transicion y
reaccionando con compuestos clorinados y nitrados. Numerosos estudios han demostrado su viabilidad y
eficacia en procesos de biorremediacién, fitorremediacidon y, en general, para la descontaminacién y
recuperacion de suelos provocados por la presencia de metales pesados en suelos y agua de riego,
salinizacién de suelos, utilizacién intensiva de productos fitosanitarios (herbicidas, fungicidas e insecticidas),
presencia de hidrocarburos aromaticos, etc. (104). A continuacién, se lleva a cabo una revisién de estos

trabajos centrados en la utilizacién de sustancias humicas para la recuperacién de suelos contaminados.

Eliminacion de metales pesados en suelo

Los metales pesados son elementos quimicos naturales con pesos atdmicos y densidades relativamente altas.
Algunos de ellos, como el hierro, el manganeso, el cinc, el cobalto, el arsénico, el vanadio, el cobre, el niquel
y molibdeno, son esenciales para los organismos vivos, pero se vuelven toxicos en niveles elevados de
concentracién. Otros, como el cadmio, el mercurio y el plomo, no tienen una funcién conocida en los

organismos y son altamente toéxicos incluso en bajas concentraciones (105).

En el trabajo de Burlakovs (106) se llevé a cabo un estudio del tratamiento con acidos himicos, obtenidos a

partir de turba, de suelos contaminados artificialmente con soluciones de cobre y plomo, evaluando durante

un periodo de 4 meses la disponibilidad biolégica de estos metales. Como resultado principal del estudio se
obtuvo que las fracciones estables de cobre y plomo aumentaron respectivamente de un 42 % a un 80 % y
de un 63 % a un 81 %. El estudio concluye que la adicidn de sustancias humicas incrementa la formacién de

complejos estables de cobre y plomo, haciéndolos menos disponibles para las plantas.

En otro estudio, Klulakova et al. (107) investigaron la utilizacidn de acidos humicos derivados de lignito como
absorbente de metales pesados. Como resultados principales del estudio, para el caso del cobre y del plomo
se encontraron eficiencias de extraccién altas, entre el 80 y el 100 %, quedando ambos metales fuertemente
enlazados en los complejos himicos, y siendo su lixiviado muy bajo. En cuanto a las concentraciones de
cadmio y cinc en las fases mdvil e intercambiable fueron bajas en comparacién con la concentracidn de cobre,
sin exceder el 40 % del contenido total. El estudio concluye que los acidos himicos de lignito son adecuados
como absorbentes de metales pesados y pueden ser empleados para la limpieza de aguas, suelos y otros
sistemas con concentraciones bajas de iones metalicos. Las recuperaciones bajas pueden compensarse con

la adicién de acidos humicos frescos para eliminar la posibilidad de contaminacidn cruzada del sistema.
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Finalmente, en el trabajo de Rajkumar et al. (108) estudiaron la formacién de complejos de cobre, cadmio y
plomo como iones divalentes con acidos himicos extraidos de tres fuentes diferentes, determinando las
constantes de estabilidad y considerando la influencia del pH y la fuerza idnica del medio de reaccién. La
estabilidad de los complejos siguid el orden cobre>plomo>cadmio para los acidos himicos de cualquier
fuente, aumentando con el pH y la fuerza idnica del medio. Los acidos himicos derivados de sedimentos

mostraron una mayor fuerza complejante que los obtenidos de lodos de depuradora.

Con estos estudios se demuestra que los dcidos humicos son utilizados con resultados satisfactorios para la
proteccion y regeneracion del suelo mediante la complejacién de metales pesados. Esta cualidad permite
utilizar los acidos humicos en situaciones criticas de contaminacién de suelos con metales pesados, siendo a

dia de hoy la solucién mas sencilla y factible.

Eliminacion de metales pesados en aguas

En el trabajo de Arslan (109) se investigd la eliminacidn de cobre (Il) y niguel (1) de soluciones acuosas usando
acidos humicos obtenidos de lignito en un proceso discontinuo. Se evalué el efecto de la concentracidn inicial
del metal, el pH y la temperatura sobre la eliminacién del metal, obteniéndose rendimientos del orden de
80 % para cobre (IlI) y 82 % para niquel (II) y concluyendo que la absorcién de los metales aumenta con el pH
(mdaxima a 4.1) y la concentracidn inicial. El aumento de la temperatura causa un ligero descenso en la

absorcion.

En otro estudio sobre remediacion de aguas residuales Kochany et al. (110) se demostré que los humatos
comerciales pueden ser utilizados para remediacion de fenol, formaldehido, aceite mineral, fosforo y metales
pesados (cobre, hierro y manganeso). La eliminacidn es mayor en la aplicacidon de extractos humicos en
comparacién con un tratamiento quimico. Se encontraron tasas de eliminacién del 41,8 % para compuestos

de nitrégeno y del 99,2 % para fenol.

Salinizacion de suelos

La salinizacidon de los suelos estd considerada como uno de los problemas mas graves que enfrenta la
agricultura. Es un proceso de degradacidn definido como acumulacién de exceso de sales en la zona radicular,
que genera una pérdida parcial o total de la productividad del suelo con eventual desaparicién de la

vegetacion. Los problemas de salinidad ocurren en todos los continentes y condiciones climaticas, aunque
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son mas notables en zonas aridas o semidridas y regiones costeras. Se estima que entre un7 %y un 10 % de

los suelos estan afectados por este problema (111,112, 113, 114).

Un estudio del efecto de la aplicacidn de sustancias hiumicas comerciales de diferente origen (lignito, residuos
vegetales y turba) a plantas de tomate cultivadas bajo condiciones de estrés salino mostré mejoras
significativas en la germinacion, en las etapas de crecimiento y en los rendimientos y calidad de los frutos
(112). Dichas mejoras se deben principalmente al incremento de la capacidad de intercambio catiénico que
aportan las sustancias humicas, asi como a la reduccidn de la salinidad o la sodicidad en el suelo. Los mejores

resultados globales se obtuvieron con las sustancias humicas de turba.

Contaminacion de suelos por el uso de fitosanitarios

Para la proteccién de los cultivos se utilizan una serie de productos quimicos, que en conjunto se denominan
fitosanitarios e incluyen herbicidas, fungicidas e insecticidas. Gran parte de los fitosanitarios que se aplican,
aungque sea de forma foliar, llega a los suelos, pudiendo acumularse o sufrir procesos de volatilizacién, lavado,
degradacion, o transformacion en otros productos, contaminado gravemente tanto el suelo como el agua e

incluso pudiendo incorporarse a la cadena alimentaria humana (111).

A los acidos humicos también se les atribuye la capacidad de inactivar determinados tipos de pesticidas. En
el trabajo de Cwielag-Piaseka (115), se compard el comportamiento de un acido humico de origen edafico
con un biochar de trigo en cuanto a su capacidad de absorcidn de cinco pesticidas polares (2,4-D, MCPA,
metolachlor, carbofuran y carbaryl) en condiciones de laboratorio. Se encontré que los acidos himicos
muestran una mayor afinidad por los pesticidas idnicos (2,4-D, MCPA y metolachlor) mientras que el biochar
muestra afinidad por el carbofuran, el carbaryl y el metolachlor. El mecanismo de absorcién de pesticidas por
los acidos humicos se basa en la interaccién con sus grupos funcionales, mientras que en el caso del biochar
de trigo se relaciona con enlaces hidrofébicos. El pH ejerce un efecto importante en el control de los procesos
de absorcion y desorcion. Los resultados muestran un nivel de selectividad de los acidos humicos que puede
ser de interés en el desarrollo de métodos de remediacidn de suelos contaminados con pesticidas idnicos,

mientras que el biocarbono de trigo puede utilizarse para pesticidas no idnicos.

Remediacion de suelos relacionados con la actividad minera
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La actividad minera, en especial la realizada en operaciones a cielo abierto, tiene un gran impacto sobre el
suelo. Se remueven capas del suelo con maquinarias y se almacenan durante varios afios para su posterior
aplicacién en la rehabilitacién del terreno. Esto destruye la estructura y modifica la textura del suelo debido
a una reduccién de las fracciones de arcilla. Asimismo, se alteran los ciclos biogeoquimicos, reduciendo la
capacidad de intercambio y la retencidn de agua (116).Los acidos himicos han sido empleados para generar
bioacondicionadores de suelos provenientes de minas de carbdn, consiguiendo mejorar significativamente
las propiedades quimicas y bioldgicas del suelo, asi como la absorcidn de nutrientes por el cultivo crecido en

dicho suelo (117).

Los resultados del estudio de Vargas (118) indican que, en suelos con bajos contenidos en metales, al aplicar
sustancias himicas se aumenta la movilidad de los mismos, mientras que, en suelos contaminados, se
produce su inmovilizacién. La aplicacidn de sustancias humicas mejord el crecimiento de las plantas crecidas

en ambos tipos de suelos.

Eliminacion de contaminantes organicos

Las diversas familias constituyentes de los hidrocarburos alifaticos y aromaticos estan presentes en casi todos
los ambientes del planeta (119) siendo los contaminantes organicos mas frecuentes que se pueden encontrar

en suelos y aguas.

En general, la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en suelos envejecidos es muy
reducida, ya que estas macromoléculas presentan una alta hidrofobicidad lo que reduce su biodisponibilidad
y limita la remediacién. En un estudio acerca del efecto de las sustancias himicas sobre los HAP en reactores
de lodo, Fava et al. (120) observaron que la utilizacién de compuestos tensoactivos naturales basados en
sustancias humicas, intensifica la biorremediacidn aerdbica en condiciones similares a las empleadas a gran

escala para biorremediacion.

Otro ejemplo de la utilizacion de acidos humicos para la eliminacién de contaminantes orgdnicos fue
investigado en el trabajo de Yahun (121) para el tratamiento de derrames en oleoductos. En dicho estudio se
evalud un tratamiento de remediacién mediante barreras reactivas utilizando acidos humicos para filtrar el
suelo y las aguas subterraneas debido a la variedad de agentes contaminantes presentes en los derrames

petroleros, incluyendo benceno, tolueno, metilbenceno, xilenos e hidrocarburos poliaromaticos y metales
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pesados, como cromo, plomo y arsénico. El método planteado mostrd ser una opcién efectiva para la

remediacidn en un rango amplio de pH, cony sin luz solar directa.

Otros trabajos en la misma linea de investigacion fueron los realizados por Abdul et al. (122) e Interiano et
al. (123). En el primero, determinaron que la adicion de sustancias himicas a un material arenoso mejora
notablemente la eliminacién de hidrocarburos aromaticos relativamente poco solubles como p-xileno,
etiltolueno, sec-butil benceno y tetra metilbenceno, logrando retenciones del 1.4 %, 6.4 %, 39 % y 43 %,
respectivamente. En el segundo, se utilizaron biopilas de acidos humicos y consorcios microbianos para el
tratamiento de mezclas de recortes de perforaciones petroleras, llegando a eliminar hasta el 72 % de los

hidrocarburos totales.

Finalmente, también se han llevado a cabo estudios sobre la biorremediaciéon de aguas residuales que
contienen niveles elevados de formaldehido y fenol, lo que produce un efecto de inhibicién del proceso por
la accion microbiana. En el trabajo de Lipcynska-Kochany (124) se muestra como la adicién de acidos humicos
reduce notablemente este efecto inhibidor, constituyendo una alternativa frente al carbono activado o
absorbentes especializados. Otro ejemplo de aplicacion de sustancias himicas para el tratamiento de aguas
residuales, lo constituye el trabajo de Kochany et al. (110), en el cual utilizaron humatos, demostrando que
estos promueven la detoxificacién de compuestos orgdnicos e inorganicos inhibitorios de procesos
biolédgicos. Los acidos humicos tienen la capacidad de aumentar la biodegradacién de fenoles, formaldehido
y aceite mineral e inmovilizar cobre, hierro y manganeso, lo que permite su utilizacion como relleno en

barreras de contencidn en suelos.

1.2.- ORIGEN DE LAS SUSTANCIAS HUMICAS.

Como ya se ha indicado, la materia orgénica contribuye al crecimiento de las plantas a través de su efecto
sobre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Los microorganismos (bacterias y hongos)
tienen un papel central en la regulacion de las transformaciones de la materia organica y de los nutrientes
vegetales en los suelos. Algunos de los procesos edaficos mas relevantes en los que intervienen los

microorganismos presentes en el suelo son:
a) la descomposicion de los residuos vegetales y animales;

b) la formacion de las sustancias humicas;
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c) la mineralizacién de la materia orgénica, que permite la liberacién de los nutrientes que contiene esta;
d) la fijacion del nitrégeno y carbono;

e) la formacioén de micorrizas;

f) el control de patdgenos vegetales; y

g) la mejora de las propiedades del suelo (125, 126).

En el proceso de transformacién de la materia organica en el suelo coexisten dos mecanismos, mineralizacién
y humificacién, cuyo equilibrio depende fuertemente de las caracteristicas del suelo y de la naturaleza y
composicion de los restos organicos (127). El primero libera compuestos inorgdnicos que contribuyen
directamente a la nutricién vegetal y el segundo da lugar a la formacidn del humus a partir de compuestos
organicos sencillos. La mineralizacion representa una simplificacion de las estructuras, mientras que la
humificacién establece un aumento en la complejidad de los productos de la descomposicion de la materia
organica. La descomposicidon de la materia orgdnica se produce a diferentes velocidades en funcion de la
naturaleza de los compuestos que la integran, siendo mas rapida para los azlcares, almidones y proteinas,

mas lenta para celulosa, grasas, ceras y resinas, y muy lenta para la lignina (128).

La figura 3 muestra un esquema que integra las diferentes vias de formacién de las sustancias humicas y los

procesos de mineralizacion.

Mineralizacion Mineralizacion
Primaria R Compuestos ) Secundaria
" Minerales
mﬂateria Organica Fresca\ Degradacion Humificacion
_ | Compuestos -~ P
> . » Compuestos Humicos
Compuestos Simples
Aromaticos 5
Ligninas Oxidacién ACIDOS
Taninos _| Precursores - Nucleo -~ FULVICOS
Fendlicos Polimerizado " 1
Compuestos A
Aliféticos - ACDOS
Celulosa Polimerizacion HUMICOS
Hemicelulosa > Az‘uca‘re-s v
Aminoacidos

\ Proteinas /

v

Soporte Energético
para microorganismos

Figura 3. Formacion de las sustancias himicas (88).
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De acuerdo a este esquema, la materia vegetal fresca estd formada por una serie de compuestos orgdnicos,
tanto alifaticos como aromaticos, de diferente peso molecular con predominio de macromoléculas. Se
encuentran lignina, taninos, celulosa, hemicelulosa, azucares, proteinas, acidos grasos, ceras, alcoholes,
ésteres, acidos y otros compuestos, todos ellos con un rol esencial en los procesos bioquimicos de las plantas.
Las macromoléculas (celulosa, almiddn, proteinas, polisacaridos) se degradan formando compuestos simples
por la accién de enzimas y metabolitos liberados por microorganismos o por las raices de las plantas. Una
parte de las macromoléculas se mineraliza rapidamente y otra entra en el proceso de humificacién. La
celulosa y la hemicelulosa se degradan formando azlcares, como glucosa y sacarosa mientras que las
proteinas originan aminodcidos. Parte de estos compuestos sirve como fuente de energia a los
microorganismos del suelo, mientras que otra fraccidn se integra en el nucleo polimerizado y se incorpora al
proceso de formacion de las sustancias himicas (126).La degradacién de la lignina por accién de hongos y
bacterias produce compuestos aromaticos, esencialmente de tipo fendlico, que por oxidacidn forman

guinonas que se integran al nucleo polimerizado y finalmente originan sustancias humicas.

Mineralizacién

La mineralizacion es el proceso mediante el cual un compuesto orgdnico se degrada a sus componentes
minerales, liberandolos en una forma quimica que es asimilable por las plantas. Se distinguen dos procesos
de mineralizacién. Una mineralizacion rapida o primaria, en la que, a través de la accién microbiana, los
elementos quimicos presentes en la materia organica se liberan en forma de compuestos inorganicos. Una
parte de estos se integra en los minerales del suelo y otra se incorpora a la solucidn del suelo, donde se
mantiene disponible para las plantas (127, 129). Por otro lado, existe una mineralizacion mas lenta, o

secundaria, a partir de compuestos humicos provenientes de la degradacion de la materia organica.

Los ciclos del carbono, nitrégeno, fosforo y azufre incluyen fases de mineralizacién, las cuales son esenciales

para la composicion quimica, fisica y bioldgica de los suelos, asi como para la nutricidn de las plantas.

En el ciclo del carbono, el CO, atmosférico, a través de la fotosintesis, se incorpora a los tejidos vegetales.
Cuando los residuos vegetales llegan al suelo, estos se degradan e integran en el mismo. La respiracién de

los microorganismos heterétrofos del suelo provoca la liberaciéon de CO; y la mineralizacidn de nutrientes a
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partir de la materia organica (130, 131). Asimismo, la materia organica soluble, como consecuencia de

procesos de lixiviacidn y erosién, llega a los rios y océanos, incorporandose a la materia organica disuelta.

En el caso del nitrogeno, este elemento tiene tres vias principales de entrada a los suelos agricolas: Ia
fertilizacion mineral, la fijacidn bioldgica de nitrogeno atmosféricoy a través de residuos organicos. La fijacion
biolégica de nitrégeno tiene lugar por la presencia de bacterias diazétrofas, capaces de fijar el nitrogeno
molecular y convertirlo en amonio (NHs*). En cambio, cuando este elemento entra en el suelo en formas
organicas, como los aminoacidos, las bases nitrogenadas o las vitaminas, es transformado mediante una
mineralizacién hasta llegar a NH4*. El NH4* es convertido en nitrito (NO;) y posteriormente en nitrato (NOs’)
por las bacterias nitrificantes del suelo. Aunque el amonio y el nitrato pueden ser absorbidos por las plantas,
parte del amonio se pierde por su conversidn a amoniaco y posterior volatilizacidn y parte de los nitratos se
pierden por lixiviacién. Asimismo, en condiciones de anoxia, como las que se dan en suelos inundados o
compactados, es habitual que se den procesos de desnitrificacion, por los cuales el NOs™ es reducido por
determinados microorganismos del suelo y transformado en o6xido nitrico, éxido nitroso y nitrégeno

molecular (46, 132, 133).

El fésforo esta presente en el suelo como fdésforo orgdnico e inorganico. Sélo es asimilable el fésforo que se
encuentra en la solucién del suelo como iones di-orto-fosfato (HPOs?2) y mono-orto-fosfato (H,POy4). El
fosforo orgdnico proviene del estiércol de animales y de los residuos vegetales y microbianos. Una parte se
mineraliza bajo la accidn de enzimas fosfatasas y se incorpora a la solucion del suelo, mientras que otra parte
se incorpora a las sustancias humicas donde se estabiliza. El fésforo inorganico proviene de los minerales del
suelo que lo contienen, como la apatita, que al sufrir un proceso de meteorizacion se disuelven permitiendo
que el fésforo se incorpore a la solucion del suelo. A partir de ésta, el fosforo puede adsorberse a la superficie
de minerales como las arcillas y éxidos de hierro o aluminio o precipitar como compuestos secundarios de
calcio, hierro, aluminio o magnesio. En funcién del pH del suelo, se produce la desorciéon o la disolucion del

fosforo, manteniendo un equilibrio con la solucidn del suelo (129, 133, 134).

La mineralizacion del azufre estd gobernada por la disponibilidad de este elemento en el suelo y las
necesidades de la flora microbiana. El azufre se transforma por dos mecanismos: la movilizacién y Ila
mineralizacion. La movilizacién ocurre por accidon de enzimas que atacan las moléculas grandes, tipo ésteres
gue se convierten en sulfatos, los cuales se liberan posteriormente por hidrélisis. Cuando la disponibilidad
del azufre es superior a las necesidades microbianas, este se mineraliza, generando H,S, que es volatil y

escapa a la atmésfera, o generando sulfatos que se incorporan a la solucién del suelo (135).
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El potasio no estd presente entre los elementos que se mineralizan pues no estd incorporado en los
compuestos orgdnicos. Su principal fuente es la meteorizacién de los minerales que lo contienen,

principalmente feldespatos (97) y micas, a partir de los cuales se incorpora a la solucidn del suelo (136, 137).

Humificacidn

En el proceso de humificacidn (Figura 3) se identifican tres fases. La primera consiste en la fragmentacién de
las macromoléculas por despolimerizacién enzimatica. Posteriormente, los compuestos aromaticos se oxidan
formando quinonas. Finalmente se produce la condensacion y polimerizacidon de los distintos compuestos
gue se reorganizan, manteniendo su estructura y formando polimeros mas estables. Algunos factores, como
la ausencia de agua o exceso por encharcamiento permanente, temperaturas bajas, acidez, carencia de
nitrégeno, etc., ralentizan la transformacion de los restos organicos por humificacion. También la presencia
de sustancias inhibidoras de la actividad microbiana, como es el caso de determinados taninos, fenoles y

acidos organicos, puede reducir la velocidad de transformacién de los restos organicos (86, 138).

Las sustancias humicas sufren asimismo el proceso de mineralizacién, conocido como mineralizacion
secundaria, pero este es mucho mas lento que el de la materia organica, debido a la estabilidad de los

materiales que las forman.

El extracto humico conforma junto a las [dminas de arcilla el complejo arcillo-humico, el cual es esencial para
las propiedades fisicas y quimicas del suelo. En relacidn a las primeras, el complejo arcillo-himico configura
la estructura porosa del suelo, determinando su capacidad de aireacidn y de retencidn de agua y permitiendo
un correcto desarrollo radicular de las plantas. Este complejo, ademas, dota al suelo de capacidad de
intercambio catidnico, aspecto clave para su fertilidad. No obstante, el extracto hiumico del suelo también
sirve de sustrato para que los microrganismos aerobios que contiene lo consuman, obteniendo asi energia 'y

mineralizando nutrientes como el nitrégeno, el fosforo o el azufre (139, 140).

Las sustancias humicas obtenidas en el proceso de humificacion o mediante procesos de extracciéon son un
conjunto de polimeros de alto peso molecular relacionados entre si, que atendiendo a su peso molecular, el
tipo y nimero de grupos funcionales (carboxilo, fenol, etc.), el grado de condensacidn y sus solubilidad frente
a disoluciones acuosas de distinto pH, se establece una clasificacién de las sustancias himicas, tal y como se

muestra en la Figura 4, en tres grupos principales: acidos himicos, acidos fulvicos y huminas.
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Sustancias humicas

A

Acidos falvicos Acidos htumicos Huminas
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Figura 4. Propiedades fisicoquimicas de las sustancias humicas (141).

Acidos fulvicos (AF): dentro de las sustancias himicas, corresponden con la fraccién que presenta un menor
peso molecular y un menor contenido en carbono. Ademas, presentan un bajo grado de condensacién y son
solubles en soluciones acuosas a cualquier valor de pH. En funcién de la solubilidad en medio acido pueden
diferenciarse dos fracciones distinguibles en base a su coloracion. Aquellas fracciones formadas por cadenas
mas largas de carbono son solubles a pH acidos mas cercanos al valor neutro y presentan un color amarillo-
amarronado, mientras que las fracciones correspondientes a cadenas mas cortas son solubles a pH bajos y

presentan un color mas amarillo.

Acidos humicos (AH): corresponden con la fraccidn de las sustancias himicas que presentan un mayor peso
molecular, un mayor contenido en carbono y un mayor grado de condensacidon que los acidos fulvicos.
Ademds, esta fraccion no es soluble en soluciones acuosas acidas (pH< 2), pero si es soluble a pH altos
(soluciones basicas). Esta caracteristica constituye la base de los principales métodos de extraccion para la
separacion de los acidos huimicos y fulvicos, ya que solo los segundos son solubles en medio acido. Dentro
de los acidos fulvicos se distinguen dos fracciones diferenciadas por su solubilidad en presencia de calcio.
Aquellas que son solubles en su presencia se denominan acidos humicos pardos presentando un color marrén
oscuro mientras que aquellas que no los son se denominan acidos humicos grises y presentan una coloracién

gris oscura.
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Huminas: corresponden con la fraccion de las sustancias humicas que presentan los mayores pesos
moleculares, contenido en carbono y grado de condensacién, siendo, ademas, insolubles en soluciones
acuosas para cualquier valor de pH. En cuanto a su coloracién, presentan un color negruzco. A diferencia de
las fracciones humicas anteriores, las huminas no tienen ningln valor afiadido como fertilizante ya que no

son extraibles por ningun tipo de solvente y no pueden ser absorbidas por la planta.

1.3.- METODOS DE EXTRACCION DE SUSTANCIAS
HUMICAS

Las sustancias humicas estan presentes en suelo, turba, compost, carbones de bajo rango y aguas. La
formacidn de estas sustancias humicas tiene lugar de forma natural mediante procesos de humificacién tal y
como se ha descrito en el apartado 1.2. Este proceso natural no requiere la adicidn de sustancias quimicas ni
de procesos fisicos externos para su obtencidn. Sin embargo, el tiempo de reaccidn para dar lugar a las
sustancias himicas en un proceso natural es elevado. Por este motivo se han desarrollado diferentes
métodos de extraccion industriales para incrementar tanto su concentracién como su velocidad de
obtencidn. Estos aspectos resultan de gran importancia para la produccidn industrial de fertilizantes basados
en sustancias humicas ya que permiten reducir los tiempos de produccidn y obtener rendimientos de

extraccién superiores al 70 %.

Existen cuatro procedimientos principales para la separacion y fraccionamiento de las sustancias humicas:
extraccidn alcalina, extraccidén con solventes, extraccidn con resinas de intercambio y métodos mixtos. A su
vez, dentro de cada método existen distintas variantes particulares, dependiendo tanto de las condiciones

especificas en que se desarrolla cada proceso como del tipo de material al cual se aplica.

La comparacion entre los distintos métodos de extraccion se lleva a cabo tomando como valor de referencia
el porcentaje de extraccidon o rendimiento de extraccion. Este valor representa el contenido de extractos
humicos en la muestra tratada frente al contenido total de masa de la muestra expresado de forma
porcentual. En el Capitulo 2 de este trabajo, se describen detalladamente los cdlculos relativos a los
rendimientos de extraccidon.A continuacidn, se describen las caracteristicas principales correspondientes a

cada uno de los diferentes métodos.
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1.3.1.- EXTRACCION ALCALINA

Este método, originalmente utilizado por Archard en 1786, es la base de muchos esquemas de separaciény
fraccionamiento. La diferencia en la solubilidad frente a dcidos y bases permite separar las sustancias humicas

en tres fracciones: acidos humicos, acidos fulvicos y huminas.

El esquema basico de separacion, conocido como el método de Oden (142), se muestra en la figura 5.

SUELO O
SEDIMENTO

<+— Extraccion con Base

Precipitado

HUMINA FRACCION SOLUBLE

«— Extraccion con Acido

Soluble
Precipitado

ACIDO HUMICO ACIDO FULVICO

Figura 5. Fraccionamiento de sustancias humicas bajo el esquema alcalino de Oden.

La muestra de suelo se prepara mediante secado, trituracién y cribado. Al tratar la muestra con NaOH se
obtiene un precipitado y una fraccion soluble. El precipitado contiene la fraccidn de huminas, mientras que
la fraccidn soluble contiene las sales sédicas de los acidos humicos y fulvicos presentes. Al acidificar esta
solucidn, precipitan los dcidos humicos y se mantienen en solucién los acidos fulvicos y otras moléculas de

bajo peso molecular.

El rendimiento de la extraccion de las sustancias humicas puede verse afectado por una serie de factores
entre los que deben considerarse el tamafio de particula, el tipo y concentracidn de agente extractante, la
relacién muestra-extractante, la temperatura, el tiempo de contacto y la frecuencia de extraccion (143).En

el apartado A de los Anexos se ofrece una descripcion mas detallada del procedimiento completo.

Este método ha sido utilizado desde 1919 demostrando su utilidad. No obstante, a lo largo del tiempo se han

planteado una serie de modificaciones al método alcalino original orientadas a obtener una mejor separacion
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de las diferentes fracciones. Un procedimiento de fraccionamiento de las sustancias humicas que ha tenido

un notable éxito es el propuesto por Stevenson en 1994, el cual se muestra en la figura 6.

HUMUS
| 4—————— Extraccion con alcali

! |

(Insoluble) (Soluble)
HUMINA Tratar con acido
(Precipitado) (Solucidn)
Extraer ACIDO HUMICO Fraccién ACIDO FULVICO
con Etanol
. . o Re disolver en Base l
Acido Himatomelanico Agregar Electrolito XAD-8
(Pigmentos
Absorbidos)
* E luir con Base
 —
e * Desalar
(Precipitado) (Solucién)
ACIDO HUMICO ACIDO HUMICO ACIDO FULVICO
GRIS PARDO GENERICO

Figura 6. Fraccionamiento del humus del suelo seglin el método de Stevenson (104).

Las aportaciones de Stevenson consisten en la utilizaciéon de una resina hidrofébica para separar la fraccién
de 4acidos fulvicos de otros materiales de bajo peso molecular, la separacién del 4cido himatomelanico de los

acidos humicos y la posterior separacion de los acidos humicos en dos fracciones diferentes.

En el método de Stevenson, las dos primeras etapas son idénticas al método alcalino clasico y las fracciones
obtenidas del tratamiento con 4cido reciben un tratamiento adicional. El precipitado, que contiene los acidos
humicos, se extrae con etanol permitiendo la separacién de una fraccidn conocida como acido
himatomelanico. El precipitado obtenido se vuelve a disolver en base y se agrega un electrolito para mejorar
la separacién. Como resultado se obtienen dos fracciones, conocidas como acido himico gris, que precipita,
y acido humico pardo, que se mantiene en solucidn. Por otra parte, la fraccidn soluble en acido, contiendo
los acidos fulvicos, se aplica a una columna de resina hidrofébica que permite separar la materia organica,
XAD-8 o similar. Los acidos fulvicos se retienen en la columna y los restantes materiales pasan a través de la
columna sin ser retenidos. La columna se trata con base y se desala, obteniendo una fraccién de acidos
falvicos de bajo peso molecular sin impurezas. Frente al procedimiento convencional, este método permite

separar fracciones adicionales, generando acidos humicos y fulvicos de mayor pureza para fines comerciales.
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Otra alternativa al método tradicional de extraccidn alcalina de Oden es el método IHSS, cuyo protocolo se
utiliza a menudo como el método de referencia para la separacion de sustancias humicas y es ampliamente
utilizado por los investigadores del area para fines de comparacién y verificacion de sus resultados (144, 145).
Este método presenta modificaciones que mejoran la simplicidad en la extraccién y la alta reproducibilidad
frente a los métodos anteriores. Para reducir el ataque quimico, los diferentes pasos se desarrollan bajo
atmoésfera de nitrégeno, se utilizan concentraciones bajas de acidos y bases, las muestras se descalcifican

con HCl antes del tratamiento y las fracciones se purifican con didlisis para eliminar las sales (146).

Los métodos que utilizan sustancias alcalinas para la extraccion de sustancias hiumicas son los mds extendidos
a nivel industrial, alcanzando unos rendimientos de extraccion entre el 30 % y el 80 % (147). Adicionalmente,
los resultados son altamente reproducibles. No obstante, todavia existen algunas caracteristicas indeseables
a tener en consideracion, como la larga duracidn del procedimiento (entre 12 horas y 7 dias) (148). Una
modificacion realizada con frecuencia consiste en la utilizacion de KOH como extractante, lo que permite
disminuir los tiempos de extraccién e incrementar los rendimientos respecto al método convencional con
NaOH (149). Otras modificaciones incluyen la aplicacion de extracciones sucesivas con el objetivo de
aumentar los rendimientos de las diferentes fases de extraccidén (150). Como resumen a estos métodos se

muestra la tabla 2.

Tabla 2. Resumen de métodos de extraccion

Método de Oden Método de Stevenson Método IHSS Extraccion con KOH
Extractante principal NaOH NasP207 HCl HCl
Tiempo de extraccién (horas) 4-24 5-6 1 1
Extractante secundario HCI NaOH NaOH KOH
Tiempo de extraccion (horas) 12 4 4 4
Duracién total (dias) 1-2 1-2 0,5-7 0,5-3
Ntotal de extraccién 240% 270% 260% 280%

Con los métodos anteriormente descritos se observan rendimientos altos de extraccidon, pero aun siendo los
mas utilizados tienen la problematica de la poca selectividad y el elevado tiempo hasta obtener el producto
extraido. Cdmo método mas perfeccionado a nivel de extraccion puede considerarse el desarrollado por el
IHSS, que consigue rendimientos de extraccidn cercanos al 80%, aunque sigue siendo un proceso de larga

duracién.
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La necesidad de solventar los aspectos problematicos de la extraccidén con sustancias alcalinas ha dado lugar
al desarrollo de otros métodos alternativos basados en la extraccién con otros solventes (organicos) o con

resinas.

1.3.2.- EXTRACCION CON SOLVENTES

Se resumen, a continuacién, las principales aplicaciones con solventes organicos para la extracciéon de

sustancias humicas.

El método Soxhlet ha sido empleado para realizar extracciones en secuencia logrando separar tres fracciones

(151). Un ejemplo es el trabajo de Hayes [REF] en el que analizé las fracciones que contienen los acidos

humicos y no bitumen. Para ello, Hayes estudio la extraccidon en secuencia usando acetona y una mezcla de
benceno-alcohol. Como resultado se obtiene una fraccidon soluble en acetona, una fraccion soluble en la
mezcla y una fraccidn insoluble. La cantidad de fracciones solubles en solventes organicos aumenta con la
disminucién en el contenido de metoxilo en los dcidos humicos. Las fracciones solubles tienen menor peso
molecular que las fracciones insolubles. Los resultados pueden utilizarse para interpretar el proceso de

humificacion en suelos de ceniza volcanica (152).

Hayes también hizo una revision de los sistemas de solventes acuosos y organicos utilizados para la extraccion
de sustancias humicas de muestras de suelo (151). Entre los solventes organicos, comparo dimetilsulfoxido,
etanol, formamida, piridina y acetonitrilo, que son cominmente utilizados en la separacidon de compuestos
organicos para la extraccion de acidos hiumicos comerciales. Segun la revisién de este autor, el acetonitrilo,
la piridina y el etanol no son solventes adecuados para la extraccién de acidos humicos y ninguno de los
solventes estudiados resulta Util para la separacion de todas las fracciones que se separan con el método

alcalino.

En el trabajo de Kouchi (152), muestras de lignito fueron tratadas previamente con perdxido de hidrégeno
(H202) y posteriormente extraidas con mezclas de metanol y 1-etilnaftaleno, 2-metilnaftaleno y xileno. Los
resultados muestran un rendimiento en la extraccién del orden del 80 % para las mezclas de metanol y
metilnaftalenos, mientras que se obtuvieron unos rendimientos del 35 % para la mezcla de metanol-xileno y
del orden del 10-15 % para el carbdn sin pretratamiento, como se muestra en el resumen de la tabla 3. Una
ventaja del procedimiento es que se realiza a temperatura ambiente. Este estudio concluye que el método

puede tener utilidad en el estudio de algunas fracciones organicas en carbones de bajo rango.
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Tabla 3. Rendimientos de extraccién de carbén pardo con diferentes tratamientos.

Pretratamiento H20> H20:
MeOH-Metilnaftaleno MeOH-Xileno
Ntotal de extraccidn 80% 35%

Sin pretratamiento - -

MeOH-Metilnaftaleno MeOH-Xileno

Ntotal de extraccidn 10-15% 10-15%

Con el uso de solventes organicos se obtienen valores altos en el rendimiento cuando se lleva a cabo un
pretratamiento previo a la extraccién. Cabe destacar la importancia de realizar este pretratamiento, ya que
utilizando los mismos solventes de extraccién el rendimiento aumenta hasta cinco veces lo obtenido sin

pretratamiento.

1.3.3.- METODO ALCALINO CON RESINAS CATIONICAS

La extraccion de sustancias humicas con el método alcalino en base a NaOH presenta interferencias cuando
se tratan muestras de suelos calcareos, ya que pueden ocurrir reacciones de oxidacion. Se ha planteado la
utilizacidn de resinas de intercambio idnico de cardcter anidnico fuerte como pueden ser las basadas en
aminas terciarias y cuaternarias en matriz de poliestireno, quelatantes y de exclusién, para resolver dichos

problemas y recuperar las sustancias humicas.

En el trabajo de Okuda y Hori (153) para la extraccidon de sustancias humicas a partir de lignito, se compara
el método alcalino con NaOH segun el esquema del IHSS con la extraccién usando resinas de intercambio
idnico como la comercial Amberlite® XAD-8 con caracter hidrofébico y con alta capacidad de intercambio
desde pH 2 (148). La muestra se traté con NaOH 0.5 M (10 g muestra/200 mL de NaOH) durante 60 min, se
centrifugd y se filtrd. Del filtrado, una porcidn se traté con la resina de intercambio catiénico en forma sddica
y la fraccidn restante se procesé con el método IHSS. Los resultados indican que los acidos obtenidos al aplicar
la resina catidnica son mas puros que los obtenidos con el tratamiento de NaOH, debido principalmente al
caracter selectivo de la resina. Los dcidos obtenidos de la resina muestran una menor presencia de productos

de oxidacidn, segun lo evidencia la comparacidn de los espectros infrarrojos.

En otro trabajo, Serra y Schnitzer compararon dos tratamientos en dos muestras de un suelo franco arenoso
(154). Una muestra fue sometida a un tratamiento con H,SO, 0,1N para descalcificarla y se extrajeron las

sustancias humicas con NaOH 0,5N y H,SO4 5N. La otra muestra se utilizé directamente para extraer las
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sustancias humicas por contacto con una resina quelatante Dowex A-1. Los acidos humicos y fulvicos
separados por ambos procedimientos se compararon, generando esteres metilicos mediante oxidacién con
KMnOss. Los productos obtenidos con ambos procedimientos presentaron diferencias en composicion, por lo
que se concluye que se extraen diferentes tipos de estructuras humicas debido principalmente a las
diferencias de tamanfio existentes en las sustancias himicas que hacen que una resina tenga mas capacidad
de extraer que otra. El método utilizando resina quelatante tiene la ventaja de ser mas sencillo y consumir
menos tiempo que la extraccidn alcalina. Este método se propone como complemento al método alcalino en

estudios detallados de la estructura de las sustancias huimicas.

Otro ejemplo de extraccidn con resinas catidnicas, lo constituye la investigacién de Ohene Apea que estudié
tres resinas naturales obtenidas de exudados de plantas para la absorcién de acidos humicos y acidos fulvicos
obtenidos de muestras de suelo por extraccion alcalina convencional (155). Las resinas, activadas durante 10
horas en solucién de pH 1, se mezclaron con soluciones de dcido humico y acido fulvico manteniendo el
contacto durante 10 horas. Las soluciones se filtraron y en los filtrados se determiné el contenido de carbono
compardandolo con las soluciones originales acidas. De las resinas estudiadas, las procedentes de Anarcadium
occidentale, Mangifera indica, Euphorbia tiricalli y Havea brasilienses mostraron afinidad con los acidos
humicos y fulvicos, mientras que las resina de Bowswellia sacra no absorbioé ninguno de los acidos empleados.
Se observo selectividad frente a los acidos humicos y los acidos fulvicos. La mayor eficiencia de extraccion
para los acidos humicos (83,8 %) se obtuvo con Euphorbia tiricalli, mientras que, para los acidos fulvicos, la
mayor eficiencia de extraccidon obtenida fue de 77,3 % para Anarcadium occidentale. Este trabajo abre las

puertas a la exploracidn de otras resinas naturales para estas aplicaciones.

Finalmente, en el trabajo de Rezonik se investigd la eficacia de las resinas de intercambio anidnico di-etil-
amino-etil-celulosa (DEAE) y XAD-8 en el estudio de la materia organica disuelta (MOD) en aguas naturales
(156). La resina XAD-8 opera por adsorcion inespecifica de fracciones de MOD relativamente hidrofébicas,
siendo utilizada en el método de la IHSS para la extraccion de materias himicas acudticas. Las resinas DEAE
permiten extraer la materia organica disuelta por intercambio anidnico con grupos carboxilato y se aplican
para extraer biomoléculas complejas en el campo de la bioquimica. En este trabajo se aplicaron por primera

vez las resinas de intercambio anidnico vez al campo de las sustancias himicas acuaticas.

1.3.4.- METODOS MIXTOS DE EXTRACCION

En esta seccidn se discuten algunos de los denominados métodos mixtos, en los cuales se utilizan soluciones

alcalinas y basicas, solventes y otros materiales. En general, estos métodos se utilizan para fines de
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investigacion cualitativa de la composicion de las sustancias humicas ya que, por su tediosa metodologia,

resultaria ineficiente en un proceso industrial.

El método Baglieri es un esquema de extraccidn secuencial empleando sustancias alcalinas y solventes
(Figura 7). Este método permite, después de la extraccién alcalina con NaOH, separar cuatro fracciones
adicionales. La separacioén a diferentes pH- (1, 3, 5y 7) permite la caracterizacién de las fracciones en su
composicion y poder cuantificar el contenido en grupos OH, asi como el contenido elemental de C, H y N.
Con esta caracterizacion se puede analizar la distribucion de masas de las sustancias humicas para su
posterior aplicacién en complejacidon de micronutrientes, remediacion de suelos, etc. (150). El criterio basico
para el desarrollo del procedimiento fue que las sustancias elegidas no deteriorasen las sustancias himicas
presentes y permitiesen extraer sustancias adicionales a los 4cidos humicos y fulvicos. El residuo de la
extraccién alcalina se trata con glicerol en dos etapas, luego con acido citrico y finalmente con una mezcla de
NaOH y NasP,0;. Posteriormente a cada tratamiento, la muestra se centrifuga, separando el precipitado. La
caracterizacion de estas fracciones permite identificar una serie de sustancias en la fraccidon de huminas que

presentan diferencias en la composicidn con los acidos humicos y fulvicos originalmente separados.
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Figura 7. Método mixto para aislar materia orgdnica después de la extraccién de acidos humicos y fulvicos (150).

La utilizacién de glicerol y de acido citrico en este método permite un tratamiento poco agresivo de los
materiales, mientras que las fracciones obtenidas dan informacién adicional sobre la composicién de la
materia organica presente en las sustancias humicas. El glicerol expande las capas del complejo arcillo-
humico, liberando sustancias huimicas. El acido citrico forma complejos con los metales permitiendo Ila
separacion de los mismos. En el trabajo de Baglieri, se obtuvieron cantidades suficientes para la
caracterizacién quimica de las distintas fracciones, observandose diferencias de composicion en las mismas
y en funcidn de los tipos de suelo estudiados. Este método es una opcidn cuando se quiere caracterizar
detalladamente la composicidon de diferentes muestras de suelo y es particularmente apropiado para la

caracterizacion de la fraccién de huminas (150).

Otro método mixto es el conocido como método de humedmica (traduccion literal de humeomics). Se trata
de un método de fraccionamiento directo secuencial para la extraccidon de las sustancias humicas y otros
materiales presentes en la materia organica del suelo, conservando parte de su composicion sin ser
modificada por los tratamientos impuestos (157, 158). Este método incorpora un fraccionamiento menos
agresivo desde el punto de vista quimico que la extraccién alcalina y permite obtener 9 fracciones

guimicamente diferentes. El método recupera un 235 % mas de carbono organico que el método alcalino y
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el 66 % del carbono no extractable por el método alcalino puede solubilizarse con el esquema humedmica.
El esquema de extraccidn propuesto para este método es el mostrado en la Figura 8. El método consiste en
una extraccion fraccionada en cuatro etapas. Primero se lleva a cabo una extraccién con diclorometano-
metanol. En segundo lugar, con una mezcla al 10% de trifluoruro de boro y metanol. A continuacién, con
potasa y metanol y finalmente con acido yodhidrico. En cada una de las extracciones se utilizan diferentes

solventes hasta obtener las diferentes fracciones de las sustancias humicas de una forma mas especifica.

RESO
———— DCM-MeOH ST EFS Neutra
RES 1 ORG2 Ll Acida
N BF3-MeOH ESTER
— DEBIL
RES 2 T
KOH-MeQOH ESTER Neutra
—— FUERTE ORG 3
Acida
RES 3 h " '
HI ETER AQU 3
I — ]
RES 4 L/L : Extraccién Liquido-Liquido

EFS: Extraccion en Fase Solida

Figura 8. Esquema de fraccionamiento propuesto por humedmica (158). DCM (diclorometano); MeOH (Metanol); BF3
(trifluoruro de boro); HI (acido iodidrico).

El método de humedmica se ha empleado para la identificacion de estructuras que permitan obtener una
mejor comprension de la composicion de las sustancias hiumicas. Los materiales a utilizar como extractante
y la secuencia de aplicacidn se han disefiado para minimizar los potenciales cambios estructurales. En el
trabajo de Piccolo, se utilizan técnicas analiticas avanzadas, como el método de humedmica que proporciona
una mejoria en la caracterizacion de las diferentes fracciones respecto al método alcalino, logrando
determinar 249 moléculas diferentes, mientras que con el segundo sdélo se detectaron 23. Estos resultados

muestran el potencial del método para la caracterizacion de la estructura de las sustancias himicas.

1.3.5.- CONCLUSIONES DE LOS DIFERENTES METODOS DE
EXTRACCION.

Para la extraccidn de sustancias humicas se dispone de una variedad de métodos. La seleccién del método

apropiado depende del tipo de muestra y de los objetivos a lograr. La obtencién de sustancias humicas de
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forma natural tiene una larga duracién, por dicho motivo se han desarrollado diferentes métodos que

aceleran el proceso y aumentan su rendimiento.

El método de extraccién alcalina en base a NaOH es el mads referenciado en los trabajos de investigacién ya
que ofrece los mayores rendimientos de extraccion, llegando en algunos casos a superar el 80 %,
dependiendo de la muestra y las condiciones de su utilizacion. Como desventajas, se destacan su baja
selectividad en las sustancias humicas, la larga duraciéon del proceso y la reproducibilidad variable del método
en funcion del material precursor. Ademas, la utilizaciéon de sodio a través de la base, hacen inviable su

transferencia directa a un proceso industrial.

Para superar esta barrera, se han desarrollado nuevas variaciones del método, sustituyendo el NaOH por
otros reactivos tales como KOH, sales neutras como Na,P,0-, solventes, resinas de intercambio iénico y
resinas quelatantes. El cambio de NaOH por estos solventes reduce los rendimientos de extraccién a la mitad
en el caso de utilizar sales neutras, resinas de intercambio iénico y quelatantes y en menor medida por su
caracter de base fuerte para el KOH. Cabe destacar que el uso de estos reactivos penaliza en el rendimiento,
pero maximiza los resultados en la selectividad de las sustancias humicas obtenidas, sobre todo en el caso
del uso de resinas, que dotan al método de un resultado en la selectividad por encima del cualquier otro
solvente. Los tiempos que estos métodos consumen en la extraccion son elevados y dificiimente
extrapolables a procesos industriales, siendo estos tiempos muy semejantes al utilizar NaOH.
Alternativamente a los métodos alcalinos, se han desarrollado nuevos métodos que basados en estos buscan
no sélo maximizar la capacidad de extraccién sino también aumentar la capacidad de separacion y facilitar

su caracterizacion.

La primera alternativa consiste en la utilizacién de solventes organicos para el fraccionamiento de los acidos.
En comparacién con los métodos alcalinos, estos métodos requieren el uso de pretratamientos con
diferentes solventes como el H,0,, para alcanzar valores altos de extraccidn, no superando en ningun caso

extracciones superiores al 80%, pero con la ventaja de la reduccién en los tiempos de extraccion.

En paralelo a los métodos con solventes, se llevaron a cabo desarrollos de metodologias de extraccién con
resinas catiénicas, que tienen como principal caracteristica la selectividad en comparacién con los métodos
anteriores. Estos métodos con solventes no consiguen obtener rendimientos semejantes a los métodos
alcalinos si no se les realiza un pretratamiento, en cuyo caso si que se obtiene un rendimiento de extraccion
cercano al 80%, pero penalizando en el tiempo del proceso, que es muy superior al necesario en la extraccion

alcalina. Esta selectividad viene dada por la clasificacion en el tipo de resinas a utilizar, ya que en funcion del
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tipo de material de construcciéon y el material de sujecidn en la resina, es posible la separacion por tamafios
de las sustancias humicas. Una mayor selectividad en la separacidn con resinas permite una mejor

identificacion y caracterizacién de las sustancias humicas.

Como cada conjunto de métodos proporciona unas ventajas diferentes, se desarrollaron los métodos mixtos.
La unidn de los métodos de extraccién alcalinos, con solventes y resinas dota al método combinado de todas
las virtudes antes mencionadas, como son la capacidad de extraccién, la reduccidon del tiempo y la
selectividad. Sin embargo, este tipo de métodos mixtos requieren una compleja y costosa metodologia de
extraccién, lo que reduce su viabilidad para un uso industrial, quedando su aplicacion relegada al ambito de

trabajos de investigacién en laboratorios.

Finalmente, también cabe destacar que, dentro de las multiples metodologias disponibles en la extraccién
de sustancias humicas, para garantizar rendimientos de extraccién elevados y reproducibles para su uso
industrial, es fundamental optimizar los pardmetros de extraccion. Para ello, se han empleado estrategias de
disefio de experimentos (159, 160), estrategias secuenciales (141, 143) y comparacion pareada (161), entre
otros enfoques. Los diferentes materiales y condiciones de proceso obligan a considerar la realizacién de

estas estrategias para la obtencion de resultados.

1.3.6.- REVISION DE PATENTES

Uno de los objetivos del presente trabajo es el desarrollo de un procedimiento de extraccidn que pueda ser
aplicado a escala industrial, por lo que, a continuacidn, se lleva a cabo una revisidon de diferentes patentes
sobre procesos de extraccion de sustancias humicas que han sido utilizadas a nivel industrial. La mayoria de

los procesos industriales tienen su base en los métodos de extraccion antes explicados.

El analisis de patentes para desarrollar nuevos procesos industriales es una herramienta que permite a una

organizacién lograr algunos de los siguientes objetivos:

1. Evaluar el avance de una tecnologia determinada en términos de procedimientos, procesos,

productos y mejoras.

2. Conocer los procesos y productos de un area particular y su situacidn legal. Una patente vigente

puede ser costosa mientras que una patente vencida es de dominio publico.
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3. Reducir o eliminar esfuerzos duplicados. Las tecnologias probadas son soluciones a problemas

concretos que se pueden encontrar en una organizacion.

4. Conocer los centros y personas que lideran el campo tecnolégico particular.

5. Explorar nuevas aplicaciones potenciales para productos o procesos existentes.

En la presente revisidon se ha llevado a cabo la busqueda de los procesos de extraccidn de sustancias humicas
a partir de carbdn ya que, aunque existen otras fuentes de obtencidon de sustancias humicas a partir de
materiales biodegradables ricos en carbono tales como los estiércoles, biomasa vegetal de coberturas
vegetales como son los restos horticolas, restos de la industria alimentaria, etc., estas materias primas
requieren de pretratamientos como la separacién y secado para obtener un producto homogéneo antes de
pasar a los diferentes procesos de extraccidn, ademds de otras condiciones relacionadas con la estacionalidad
(por ejemplo, no siempre se dispone de restos horticolas) y la disponibilidad de cantidades suficientes que
aseguren una continuidad en el suministro. Por dicho motivo, la materia prima mas utilizada es el carbén y
sus derivados que, ademas de tener una homogeneidad y continuidad en la disponibilidad en la mina, tiene
un contenido en carbono muy superior al resto de materias primas. Ademas de valorar lo anteriormente
expuesto, dada la relaciéon y compromiso de Fertinagro Biotech S.L., y en particular de este trabajo de Tesis
Doctoral, con la provincia de Teruel, se quiere destacar que ante los cierres de las centrales térmicas de
carbén de la provincia, la utilizacion del carbén excedentario autéctono como materia prima para la
produccién de fertilizantes abre una alternativa industrial para la reconversion del sector minero que permita
fomentar la creacién de empleo, mitigar la despoblacién y vertebrar el territorio. Esta revision permite
evaluar como la unién de los diferentes métodos de extraccion dan lugar a procesos industriales con

rendimientos de extraccién elevados con bajos tiempos de proceso.

Se presenta, a continuacién, un resumen de las patentes revisadas que guardan una mayor relacién con el

objetivo propuesto en la presente tesis doctoral:

1. Tomioka plantea la formacion de un acido nitrohimico con magnesio en un proceso continuo
llevado a cabo en un reactor de mezcla horizontal a partir de lignito, acido nitrico y magnesita. El
producto es sélido y presenta una buena solubilidad, obteniéndose rendimientos entre el 60 y el

70 %. (162)
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2. Schwartz expone un tratamiento de material carbondceo con sulfito o bisulfito de sodio, potasio
0 amonio, reaccionando bajo reflujo, lo cual genera dcidos humicos sélidos solubles hasta pH 4.5.
La reaccidn tiene un rendimiento del orden del 20 %. (163)

3. Stephen plantea un proceso continuo de oxidacién de carbdn de bajo rango con acido nitrico en
contracorriente. No requiere aplicacion externa de calor y el producto es un sélido. (164)

4. Calemma describe un proceso en lecho fluidizado utilizando carbdn de bajo rango en el que se
obtienen acidos himicos con rendimientos entre el 73 % y el 88 %, dependiendo del tipo de
material empleado. La oxidacidn se realiza en base seca, con mezclas de oxigeno y nitrégeno o
Unicamente oxigeno. El proceso es muy flexible ya que permite ajustar las condiciones del mismo
de acuerdo al tipo de carbdn y su granulometria. (165).

5. Detroit describe un proceso para obtener acidos humicos sulfoalquilados a partir de la reaccién
de un carboén de bajo rango, formaldehido y sulfito o bisulfito de sodio, potasio o amonio. El
producto resultante es un liquido concentrado que puede secarse, presenta buena solubilidad
incluso a pH bajo y es compatible con mezclas de fertilizantes para su aplicacion en campo. (166)

6. Calemma y Rausa plantean un proceso de produccién de dacidos humicos “regenerados”

utilizando dos reactores de lecho fluidizado en serie, en el que, carbén finamente pulverizado
se oxida en la fase gaseosa con mezclas de oxigeno y nitrégeno. Las condiciones de proceso
pueden variar en funcién del material disponible, alcanzandose rendimientos de extraccion
entre el 50 % y el 60 %. (167)

7. Vladimir Sevastyanov presenta un proceso mecanico-quimico para convertir carbones de bajo
rango en fertilizantes organominerales (sales de acidos humicos) y briquetas para combustible.
Se emplea un proceso en flujo continuo para lixiviar, coagular y separar los productos. Los flujos
de materiales se pueden cambiar en funcidn de los insumos y el producto requerido, facilitando
la flexibilidad del proceso productivo. El método permite manejar un amplio rango de materiales
de diferente viscosidad. No se reportan rendimientos ni condiciones de proceso. Sin embargo,
en la patente se contempla la posibilidad de generar diferentes productos liquidos y sélidos,
dependiendo de las condiciones de operacidn, y se afirma que los productos obtenidos son de
alta pureza. (168)

8. Shulgin describe un proceso sencillo para obtener un reactivo humico-mineral en forma
granulada. Un material carbonaceo, como lignito o turba, se muele, se hidrata y se mezcla con
un dlcali seco. La reaccidén exotérmica eleva la temperatura hasta 70 -75 °C. El material se coloca
en sacos termorresistentes y se permite que la reaccidn tenga lugar durante 2 a 3 dias. Una vez

qgue vuelve a la temperatura ambiente, se retira el material y se prepara para su venta. Esta
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patente protege la aplicacion del producto como fertilizante, como insumo para fabricar sales
humicas, como enmienda para suelos, como activador bioldgico y para su uso en la

descontaminacion de aguas y suelos (169).
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1.3.6.1.- Titulo: Process of producing a soil nutrient by reacting a humic matter
with nitric acid (162).

Referencia: Patente US 3193300, julio 27, 1965

Inventor: Tomioka, Shigenori

Objeto

El objeto de esta patente es el desarrollo de una mezcla de sustancias con diferentes materias primas usadas
como fertilizantes, que son activadas con d4cido para la obtencion de acidos himicos en la propia mezcla

fertilizante.

Este procedimiento estd relacionado con el método de extraccion IHSS, en el que la extraccién es llevada a
cabo en medio acido con HCl. En esta patente el acido clorhidrico es sustituido por acido nitrico por dos
razones. La primera es que el dcido clorhidrico y, mas en concreto el cloro, quedaria en el producto final de
la extraccion siendo perjudicial para los cultivos. La segunda es que el acido nitrico aporta nitrégeno, que es

uno de los principales macronutrientes.

Descripcion del proceso

En un mezclador se carga el material conteniendo sustancias himicas (lignito, turba o restos vegetales), se
mezcla con el material que contiene magnesio y se agrega HNOs. La reaccion se genera en un mezclador
horizontal equipado con paletas, calentando a una temperatura entre 60 °C y 120 °C, dependiendo de la

mezcla de materiales utilizada. El producto es una sal de magnesio de 4cido nitrohumico.

Diagrama

En la figura 9, puede observarse el diagrama de proceso, que se realiza en la patente de Tomioka, S.

Material con
Material Magnesio

t
conteniendo HNO3
Sustancias l

L e
:

l

Producto

Figura 9. Esquema de la patente US 3193300
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Ventajas

e Permite la operacidn continua.

e No requiere un control preciso de temperatura o velocidad, ni la aplicacién externa de calor.

e Lostiempos de reaccidn son cortos.

e Requiere baja cantidad de energia para la agitacién.

e Permite utilizar diferentes materiales conteniendo sustancias humicas (lignito, turba o
césped) y diferentes materiales conteniendo magnesio (serpentina, dolomita o magnesita).
Los materiales pueden usarse sin molienda previa.

e Bajo coste inicial.

1.3.6.2.- Titulo: Production of humic acid (163).

Referencia: Patente US 3398186, agosto 20, 1968

Inventor: Schwartz, Nelson

Objeto

Los acidos humicos presentes en una muestra de carbdn se pueden recuperar aplicando una solucidn de sal
de sulfito a un pH de al menos 6, separando los materiales insolubles, acidificando a, al menos, pH4.5 y

extrayendo los acidos humicos sélidos.

Este procedimiento puede asimilarse al método de extraccidn descrito por Oden a diferencia en la utilizacion
de sulfito y bisulfito de sodio en vez de NaOH. De este modo, ademas de llevar a cabo la extraccion, Schwartz
utiliza sulfito o bisulfito indistintamente que aporta azufre al fertilizante final. Esto resulta beneficioso en la

fertilizacion de suelos con pH basico.

Descripcion del proceso

Una muestra de carbdn (lignito o carbdn oxidado) se muele finamente, se agrega a una solucidén extractante
conteniendo sulfito de sodio o bisulfito de sodio, se ajusta el pH, se somete a reflujo por un tiempo
determinado y la solucién resultante se filtra para separar los materiales no solubles. La solucién filtrada se

acidifica y el precipitado, conteniendo los acidos humicos, se seca y se pesa.
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Diagrama

En la siguiente figura 10 se muestra un diagrama de bloques con el esquema basico del proceso.

Ventajas

Ejemplos:

PREPARAR
SOLUCION
i
MOLER CARBON > MEZCLAR > REFLUJO IN;ICI;ISQTES
¥
SECAR Y PESAR |« PRSEil:ﬁ:?I'AAEO “ AJUSTAR pH

Figura 10. Diagrama de flujo de la patente US 3398186

e Se demuestra la utilidad de los sulfitos de sodio, potasio y amonio para preparar acidos
hdmicos.

e Los acidos humicos se pueden producir in situ junto con SO, gaseoso.

e El proceso permite obtener concentraciones de la sal de humato del orden del 20 %, lo cual
es mayor que lo obtenido con extraccion cadustica simple, que alcanza el 8 %.

100 g de leonardita finamente molida se extraen con una solucién conteniendo 8 g de sulfito de
sodio (Na;S0s), 20 g de NaOH y 372 g de agua. La solucidn se queda a un pH de 13,7 y se mantiene
a reflujo durante 60 horas. En la mezcla final se obtienen 14,7 g de sélidos. La solucidn filtrada se

acidifica con HCI. El precipitado se seca y se pesa, obteniéndose 85,2 g de acidos himicos.

Se prepara una solucidn con 2 g de bisulfito de sodio (NaHSOs3) y 290 g de agua y se ajusta el pH
a 6,5 con NaHSOs. Se agregan 100 g de leonardita finamente molida y la mezcla se calienta a
reflujo durante 60 horas. Al final se obtienen 39,9 g de compuestos insolubles. A continuacidn,
se lleva a cabo una filtracion y se acidifica el filtrado con HCI hasta pH 2. El precipitado se separa

y se seca. En este ejemplo se obtuvieron 60,1 g de acidos humicos.
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3. Una porcidn de carbdn se oxida con aire a 200 - 240 °C en lecho fluidizado. 100 g de carbdn
oxidado se adicionan a una solucién conteniendo 10 g de NaSO3 en 290 g de agua. Esta solucidn
tiene un pH de 9,9. La solucidn se lleva a reflujo durante 19 horas para posteriormente llevar a
cabo una separacion en la fraccién insoluble obteniendo 40 g. La solucidn filtrada se acidifica

hasta pH 2 con HCI. El precipitado oscuro se seca y se pesa, obteniéndose 60 g de acidos himicos.
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1.3.6.3.- Titulo: Continuous nitric acid oxidation of coal (164).

Referencia: Patente US 3468946, septiembre 3, 1969
Inventor: Stephen, Mark. C.

Objeto:

La patente establece un proceso continuo para la oxidacidon de carbdn de bajo rango con dacido nitrico
concentrado. El método evita la necesidad de calentar o enfriar todo el proceso de reaccion, elimina la

produccién de subproductos acuosos acidos y permite obtener directamente un producto seco.

El proceso llevado a cabo en esta patente estd relacionado con el método de extraccién IHSS, pero sustituye
el HCl por el acido nitrico con el objeto de aportar nitrégeno en vez de cloro que es desfavorable para la

fabricacion de fertilizantes.

Descripcion del proceso:

En un transportador de tornillo doble inclinado, se carga por la parte inferior el carbdn de bajo rango. A lo
largo del tornillo, se va adicionando acido nitrico concentrado. La reaccion de oxidacién se desarrollada a lo

largo del tornillo. El producto final se obtiene seco y listo para ser utilizado en la extraccion de acidos himicos.

Diagrama

En la siguiente figura se muestra un esquema simplificado del proceso. Se indican los puntos de adicion de

acido nitrico y de carbdn junto con la direcciéon del flujo del producto.
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ACIDO NITRICO

ALIMENTACION
DEL CARBON

Figura 11. Esquema de la patente US 3468946.

Ventajas
e El movimiento del material a través del tornillo permite controlar el calor generado por la
reaccién y aprovecharlo para obtener un producto seco.

e Los gases de reaccion se utilizan para el secado del producto.

Desventajas

e El calor de reaccidn se desperdicia y debe de ser disipado agregando costos al proceso.

e La necesidad de controlar el calor de reaccidén obliga a utilizar concentraciones de acido
nitrico inferiores al 50%.

e Se generan gases, resultantes de la mezcla de oxigeno y acido nitrico, que no se utilizan en
la reaccidn y deben ser reprocesados en un sistema secundario.

e Los acidos humicos se recuperan en una solucidon acuosa, deben de lavarse los acidos
residuales y secarse, lo que exige equipamiento y tiempo adicional.

e Existe peligrosidad en el manejo del acido nitrico.

e Existe una alta corrosion en los materiales utilizados.

Eiemplos

Se presentan los resultados de algunos ensayos del sistema.
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Tabla 4. Resultados de la patente US 3468946

Adicion de Carbén, HNOS3, L/H. % Acidos Evolucion
g/min Hdmicos de Gases
300 14 43,0 Extensa
1000 14 46,0 Moderada
1000 7 26,7 Ligera
340 7 36,7 Moderada
Carbédn Original 3,1

1.3.6.4.- Titulo: Proceso para la produccion de acidos humicos regenerados a partir
de carbon (165).

Referencia: Patente europea 0 272 737, 07.12.1987

Inventores: Vincenzo Calemma. Eniricherche S.p.a., Italia

Objeto

El proceso comprende la oxidacion de carbdn en fase seca con oxigeno o mezclas oxigeno y nitrégeno en un
reactor de lecho fluidizado, utilizando carbén con granulometria entre 100 um y 3 mm, operando a una
temperatura entre 150 y 300 °C, bajo presidn parcial de oxigeno entre 1,1 y 10 atm abs., para un tiempo de

contacto entre 300 y 600 minutos.

Este proceso de extraccidn es un proceso de oxidacidn similar al método de extraccion IHSS, pero ademas de
la adicidén de un acido también aporta oxigeno o mezclas de este para favorecer la velocidad de oxidacion y

con ello la cinética de reaccién del proceso de extraccidn.

Ventajas

e El proceso es muy flexible. Puede manejar como insumos tanto lignitos como carbdn
subbituminoso con diferentes granulometrias, permitiendo variar las condiciones de
temperatura y tiempo de contacto.

e Los productos de la reacciéon se extraen con solucidn alcalina para obtener los acidos
hdmicos.

e Losrendimientos de acido humico se encuentran entre el 73 y 88 %.

e El proceso descrito supera las desventajas de los procesos que utilizan oxidacidn con acido

nitrico u oxidacién con oxigeno en fase acuosa a pH basico o a pH acido.
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Desventajas

e Las desventajas del proceso con acido nitrico son:
o Alto consumo de reactivos, lo que conlleva costos superiores al precio del producto.
o Baja selectividad en la formacién de acidos humicos.
o Tiempo de reaccién largos.
o Problemas en el manejo y con la corrosion.

e Las desventajas de la oxidacidén con oxigeno en fase acuosa a pH basico son:
o Rendimientos bajos.
o Alto consumo de alcali.
o Presién parcial de oxigeno alta.
o Baja selectividad de los productos.

e Las desventajas del proceso con oxigeno en fase acuosa a pH 4cido son:
o Alto consumo de materiales costosos.

o Tiempos de reaccién largos.
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1.3.6.5.-Titulo: Produccion de humatos solubles en acido (166).

Referencia: Patente europea EP 0786490 A2. 26.01.1996

Inventor: Detroit, William

Objeto

Un mineral conteniendo acidos humicos, como la leonardita, el lignito o la turba, se hace reaccionar con
formaldehido y un agente sulfoalquilante, como el bisulfito o el metabisulfito de sodio, potasio o amonio,
después de ajustar la mezcla de reaccién con alcali a un pHentre 9 y 12. La reaccién se desarrolla bajo
condiciones determinadas de temperatura y presién por un tiempo suficiente para producir un acido humico
sulfoalquilado concentrado. Los insolubles se eliminan por filtracion, centrifugacién o sedimentacion
obteniendo un acido humico sulfoalquilado concentrado que es soluble al menos en 75 % en peso a un pH

0.5 o menor. El concentrado puede ser secado por aspersion para obtener un polvo.

El proceso descrito en esta patente es una mezcla del método de Oden, pero introduciendo ademas del
bisulfito o el metabisulfito de sodio, otros tipos de soluciones basicas para la extraccién como son el hidréxido
de potasio y el amoniaco. A diferencia del método de Oden este proceso es llevado a presién y temperatura

lo que permite reducir los tiempos de extraccion aumentando la cinética de la reaccién.

Diagrama

En la figura 12 se muestra el diagrama de la patente y de qué forma evoluciona en su desarrollo.

Temperatura y presion controladas

—————

Suministro de leonardita, Reaccion con formaldehido y Purificacion mediante filtracidn,
., ——— . — . Yy . L
carbdn pardo o turba agente sulfoalquilante centrifugacién o sedimentacion
+ l
1
1
1
1
1
1
Ajuste de pH Secado.

Producto Final

Figura 12. Diagrama de bloques Patente EP 0786490 A2
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Ventajas

e El producto obtenido tiene buena solubilidad en soluciones acidas y en soluciones complejas
de fertilizantes a pH bajo.

e El producto puede obtenerse como un liquido o un polvo, con rendimiento del 70 al 75 %.

e El proceso es flexible en cuanto a los insumos.

e Se plantea como un proceso simple y relativamente econédmico de obtener los concentrados
de 4cido himico solubles en acido.

e Se obtienen soluciones de altos sdlidos con viscosidad baja.

e Lascondiciones pueden ser variadas para controlar la extension de la sulfoalquilacién, la cual
mejora la solubilidad.

e Los acidos humicos producidos tienen una buena solubilidad en mezclas complejas de

fertilizantes y a pH bajos.

1.3.6.6.- Titulo: Process for producing regenerated humic acids from coal (167).

Referencia: Patente US 5248814. Septiembre 28, 1993 (Idéntica a la Patente europea 92202619.0y la patente
canadiense CA 1294951C, 1986)

Inventores: Calemma, Vincenzo y Rausa, Riccardo

Objeto

Un material carbonaceo (lignito, carbdn subbituminoso o carbdn bituminoso) molido finamente se carga a
un reactor donde se lleva a cabo una oxidacién primaria, el contenido de hidrégeno se reduce entre un 5y
un 25 %. Posteriormente el material se transfiere a un reactor secundario, donde se completa el proceso de
oxidacion. En ambos procesos de oxidacion se introduce oxigeno y aire a presidn como reactivos para asi
obtener sustancias humicas. Las condiciones de presidon parcial de oxigeno, temperatura de proceso,
velocidad de fluidificacion y tiempo de retencidn se determinan en funcidn de las caracteristicas del material

carbonoso utilizado.

El proceso descrito en esta patente es semejante al proceso natural de extraccién de sustancias humicas,
donde tiene lugar una oxidacidn con el oxigeno presente en el aire, pero llevado a cabo bajo condiciones de

presion y temperatura para aumentar la velocidad de reaccion.
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Descripcion del proceso

El proceso descrito empieza por la pulverizacion del carbdn con un tamaiio de 3-100 um, para posteriormente
someterle a una oxidacién primaria a una temperatura entre 150 - 200 °C, con un tiempo de contacto de 10
a 120 min. Para esta oxidacion primaria la mezcla de aire y oxigeno debe de estar a una presién entre 0,2 a 6
atm. Una vez llevada esta oxidacidn primaria se lleva a cabo la oxidacién secundaria a una temperatura entre
180 °C — 300 °C con un tiempo de residencia de 30 a 600 min. Una vez llevada a cabo ambas oxidaciones se

extraen los acidos humicos.

Diagrama

En la figura 13 se muestra el diagrama de flujo simplificado para el proceso descrito.
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Figura 13. Diagrama de flujo del proceso. Patente US 5248814, 1993A partir de: Calemma.

Ventajas
e Se describen las ventajas y desventajas de los esquemas de oxidacién del carbén en base a
HNO; y éxidos nitrosos (Patente UK 1283385), en base a oxigeno en fase acuosa a pH acido
(Patente JP-70/10723), en base a oxigeno en solucién acuosa a pH alcalino (Patente IT
1199808) y en base a oxigeno o aire en fase seca.
e Muestra el impacto en el rendimiento de acidos humicos, del proceso de oxidacion previa

para reducir el contenido de hidrégeno activo.
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condiciones generales de proceso para cada material y los resultados de rendimiento en la

extraccion de acidos humicos en cada fase.

Variaciones y ejemplos

Las condiciones de proceso se ajustan segun las caracteristicas del material carbonaceo utilizado. Se

muestran tres ejemplos (Tabla 5).

Presenta referencias de la utilizacion de tres tipos de material carbonaceo, con las

Tabla 5. Resultados obtenidos en la patente US 5248814

Carbdn Sub-Bituminoso Lignito Dakota del . Cafb°” sul:.J— .
bituminoso lllinois
Montana Rosebud Norte

No. 6

Presién Parcial de Oxigeno, Kg/cm?2 1,47 1.26 0.45
Temperatura, C 200 160 200
Velocidad de fluido, cm/s 29 29 25
Velocidad de Alimentacion, kg/Hr 3,7 25 24
Tiempo de retencién, Min 60 80 90
% Acidos Himicos (Primera oxidacion) 42 49 58
% Acidos Himicos (Segunda oxidacion) 68 68 70
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1.3.6.7.- Titulo: Method for comprehensively processing brown coal and leonardite
into humic fertilizers and preparations into fuel briquettes and mechanochemical
reactor for processing highly viscous media (168).

Referencia: US Patent, 2017/0036967 A1, febrero 9, 2017
Inventor: Sebastyanov, Vladimir

Objeto

El método propuesto expande las capacidades funcionales de los métodos conocidos para crear un proceso
altamente efectivo y flexible para la manufactura de fertilizantes humicos, organicos y organominerales y

preparaciones himicas con actividad bioldgica.

Al igual que las anteriores patentes este proceso de extraccion se lleva a cabo con la combinacidn de varios
métodos de extraccién, en un primer momento una oxidacién con agua oxigenada como el método mixto,
para a continuacion conjugar una extraccion en medio dcido como el método de IHSS y una precipitacion en

medio basico.

Descripcion del proceso

El proceso consiste en la oxidacidn previa de carbdn de bajo rango, con H,0,, una vez oxidado el material
mediante tratamientos fisico-quimicos es transformado en diferentes fracciones. Una vez obtenidos los
subproductos, son tratados con una disolucion acida dando lugar a la formacion de floculos provenientes de
la separacion de acidos humicos y fulvicos. Tras esta formacion de fases para una mejor separacion entre
parte sélida y liquida se le adiciona una base. Una vez separadas las fases, los productos finales son
acondicionados para su almacenamiento tanto en sélido mediante un secado, como en liquido con una

filtracion y adicion de sales.

Diagrama

Se muestra en la figura 14 un esquema simplificado del proceso. De acuerdo con el producto que se espera

producir, se utilizan diferentes combinaciones de estos equipos y de los sistemas auxiliares.
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MATERIA N PRE o PRODUCTOS

PRIMA | TRATAMIENTO | QUIMICOS
MEZCLADOR - REACTOR » DISOLVEDOR » IMEZCLADOR
ALMACEN | SECADOR DE | )

soLpos | VACIO ) DECANTADOR

ALMACEN

- LIQUIDOS
LIQUIDOS FILTRO Q

Figura 14. Diagrama de flujo de la patente 2017/0036967 Al

Ventajas del proceso

e Se trata de un proceso flexible que permite obtener una variedad de productos de utilidad
en agricultura, en base a carbdn de bajo rango (carbdn pardo y leonardita).

e Permite obtener alto volumen de produccién y tiene una elevada flexibilidad (permite utilizar
diferentes materias primas y agentes de extraccion).

e El cambio del patron de produccién es muy rdpido. En términos de energia, los
requerimientos de los motores y otros equipamientos son muy bajos, ya que se aprovecha
el calor generado en diferentes etapas.

e Los desechos sdlidos y semisdlidos del proceso se revalorizan como combustible. Los
desechos liquidos se tratan para separar y recuperar los sélidos disueltos.

e Variando las condiciones de proceso, se generan diferentes tipos de productos: fertilizante
organico en gel, fertilizante organomineral en gel o preparaciones humicas biolégicamente
activas.
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1.3.6.8.- Titulo: Process for preparation of a granular humic mineral reagent (169).

Referencia: Patente US 9656109, mayo 23, 2017
Inventor: Alexander I. Shulgin

Objeto

Desarrollar un proceso que permita obtener un producto seco, granular, facil de manejar, minimizando el

uso de energia y a bajo costo.

El proceso descrito en esta patente estd basado en los métodos de Oden y de Stevenson, con un
pretratamiento de la muestra para reducir tamano y con ello conseguir una mayor eficiencia en el

rendimiento de extraccion.

Descripcion del proceso

Se lleva a cabo una molienda hasta obtener particulas de 1 mm a 8 mm de didametro, a continuacién, se
mezcla con agua para posteriormente adicionar alcali lentamente (NaOH, KOH o mezcla de ambos) hasta un

18 % del peso del material carbondceo seco. Se debe mantener la temperatura por debajo de 80 °C.

A continuacién, se transfiere el material a bolsa térmicas y se mantiene durante 2 a 3 dias hasta que se

alcanza la temperatura ambiente.

Al terminar el proceso el producto estd listo para su uso directamente o para ser procesado con otros

materiales.

Diagrama
SELECCION DEL . MOLER Y .| HUMEDECER | MEZCLAR CON
MATERIAL v TAMIZAR v CON AGUA "|  ALCALISECO

RETIRAR EL PERMITIR TRANSFERIR A CONTROLAR LA
MATERIAL FRIO REACCION POR BOLSA TERMO TEMPERATURA
2 A3 DIAS RESISTENTE

r
F
r s

y

PRODUCTO
TERMINADO

Figura 15. Diagrama de flujo de la patente US 9656109
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Ventajas

e El proceso es sencillo, no requiere energia adicional y es de bajo coste.

e Los materiales de partida son facilmente accesibles.

e El producto final es menos susceptible a degradacion por visible o manejo.

e El producto puede ser mezclado directamente al suelo.

e Puede ser utilizado con otras materias primas para la fabricacién de fertilizantes.

1.3.6.9.- Conclusiones apartado de patentes

Existen diferentes formas de realizar las extracciones en procesos industriales, cuya finalidad es optimizar el

rendimiento y el tiempo de duracién del proceso.

En la mayoria de patentes citadas anteriormente se utilizan los métodos de extraccidn alcalina,
principalmente por sus buenos rendimientos, asi como la facilidad en el manejo de sustancias quimicas.
Asimismo, existen varias patentes que utilizan acido nitrico con un doble objetivo, el de llevar a cabo la
extraccidon y el del aporte de nitrégeno a las sustancias himicas que van a ser utilizadas como fertilizante. El
uso de acido nitrico en vez de acido clorhidrico elimina la toxicidad del cloro en el fertilizante final, pero
requiere de una gran seguridad en el manejo, asi como en las instalaciones industriales por su alta

corrosividad y peligrosidad.

En la tabla 6, puede verse la comparativa de los principales parametros de interés en las patentes analizadas.
Como se observa, los rendimientos de extraccidn son muy dispares teniendo valores desde un 88% para la
patente desarrollada por Calemma (4) hasta un 20 — 25% para las patentes de Swartz (2) y Stephen (3)
respectivamente. Esta disparidad es debida principalmente a las caracteristicas propia de cada proceso. Cabe
destacar que si bien el rendimiento maximo (88%) se obtiene en la patente de Calemma (4), esté método
también presenta el mayor tiempo de extraccion (7 dias). En este sentido, alcanzar un compromiso entre el
rendimiento de extraccién y la duracidn del proceso puede resultar clave en términos de eficiencia y costes
para su implementacion en un proceso industrial. En base a esta premisa, la patente propuesta por Calemma
y Rausa (6) que tiene una duracion de 16 horas como maximo con un rendimiento de un 60% puede resultar
la alternativa que mejor conjuga ambos criterios. Otro factor de interés a considerar es el consumo
energético. Se observa que la mayor parte de las patentes estudiadas a excepcion de la descrita por Stephen

(3) y Detroit (5), requieren de altas temperaturas de proceso lo que conlleva un alto coste energético.
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Finalmente, el uso de diferentes tipos de solventes, ademds de su influencia sobre el proceso de extraccion
tienen un efecto sobre el valor agrondmico de los productos finales. La utilizacién de acido nitrico como
solvente en las patentes de Tomioka (1), Stephen (3) y Calemma (4) suponen un aporte de nitrégeno,
mientras que el empleo de hidréxido de potasio como solvente en las patentes de Detroit (5) y Shulgin (8),
suponen un aporte extra de potasio. Por otro lado, la eleccién del tipo de solvente, también tiene unas
implicaciones medioambientales y un sobrecoste asociado a su eliminacidn que hay que tener en

consideracion.

Tabla 6. Tabla comparativa de las patentes analizadas

Patente 1 (Tomioka) | 2 (Schwartz) | 3 (Stephen) | 4 (Calemma) 5 (Detroit) 6 (Calemmay Rausa) | 7 (Sebastyanov) 8 (Shulgin)
Nextraccion 60% - 70% 20% 25% - 45% 73% - 88% Desconocido 50% - 60% Desconocido Desconocido
NazS0s /
Solvente de HNOs Naz50, / HNOs HNOs NaHS0s/KOH/ Hs0* H202/H30* NaOH/KOH
Extraccion NaHSOs NH
3
. . 200°C - T2, 150°C - a . o . ) o
Temperatura | 60°C-120°C 240°C Ambiente 300°C T2. Ambiente 150°C - 300°C Desconocido <80°C
Método de IHSS IHSS IHSS IHSS Oden IHSS/Mixto Mixto Oden
Extraccion
Duraciondel | 5 yio 4-5 dias 1dia 5-7 dias ND 14-16 Horas ND 3-4 dias
método

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, se concluye que, aunque todos los procesos descritos han sido
disefiados para su implementacidn en el ambito industrial, el uso de cada uno de ellos vendra condicionado
por los diferentes factores que rodean el proceso industrial como son principalmente las materias primas de
partida (propiedades, disponibilidad, precio, transporte, etc.), y las caracteristicas y costes del propio proceso
(coste de energético, operacidn y mantenimiento de las instalaciones, necesidad de equipos auxiliares,
pretratamiento y acondicionamiento del producto final, etc.). Asi, por ejemplo, el método propuesto por
Calemma (4) es el que presenta una mayor eficiencia de extraccidn, sin embargo, presenta unos costes
variables altos, energia y reactivos principalmente, en comparacién con otras alternativas que incurren en

unos costes menores haciéndolos mas atractivos y rentables para su explotacién industrial.

En base a estos criterios, entre las alternativas propuestas, se destaca el procedimiento de Tomioka (1) ya
gue alcanza un buen compromiso entre el rendimiento de extraccidon y la duracién del proceso, ademas de
presentar unos costes variables inferiores a sus alternativas y un efecto positivo sobre el valor agrondmico

de los productos al utilizar acido nitrico como solvente.
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CAPITULO 2
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La revision de los métodos de extraccién de las sustancias himicas, asi como de las patentes relacionadas
mas representativas,realizada en el Capitulo 1 constituye el punto de partida para alcanzar el objetivo
principal de esta Tesis, consistente en desarrollar un proceso de extraccion de sustancias humicas a partir de
carbdén y una activacién posterior de estas sustancias humicas para poder ser utilizadas como fertilizante con

micronutrientes complejados.

Los métodos alcalinos son, con diferencia, los mas extendidos y los que consiguen mayores rendimientos,
cercanos al 70-80%, ademas poseen una aceptable selectividad, como queda descrito en el método de Oden.
Sin embargo, la extracciéon en medio bdsico tiene la problematica de ser un método con elevados tiempos de
extraccién y con un alto coste en el consumo de reactivos. Por este motivo, se han utilizado otros solventes
de extraccidon, como los acidos, que permiten una reduccién del tiempo empleado, si bien de una forma
moderada, pasando de tiempos de extraccién en medio basico de 3-4 dias, tal y como se describe en la

patente de Shulgin, a 1-2 dias, como se describe en las patentes de Stephen y Tomioka.

Para solventar o reducir los inconvenientes existentes, se han desarrollado otros métodos en los que se
utilizan otros solventes y resinas organicas que permiten reducir el tiempo de extraccién y aumentar la
selectividad, respectivamente. Adicionalmente, también se han desarrollado métodos mixtos, que combinan
los anteriores y que, si bien consiguen mejorar los resultados incorporando las sinergias de los procesos
individuales, no son escalables a nivel industrial por su elevado consumo en reactivos muy especificos, asi

como por su alto coste.

En este sentido, las patentes revisadas muestran cdmo se han adecuado los métodos a los procesos
industriales con la incorporacion y/o sustitucién de solventes, asi como con la modificacion de las condiciones
de proceso, como la presion y la temperatura. De este modo se observa que tanto las extracciones en medio
basico, con la sustitucién del NaOH por KOH, y en medio acido, con la sustitucidn del HCl por HNO3, se utilizan
indistintamente para obtener elevados rendimientos de extraccién. Por otro lado, para la reduccién de los
tiempos, se observa, como en gran parte de las patentes, los procesos son llevados a cabo a temperaturas

superiores a los 100°C, lo que incrementa la cinética de extraccion.

El andlisis de los métodos de extraccidn, asi como de las patentes, han permitido identificar las variables mas
importantes a tener en cuenta para poder desarrollar el proceso de extraccion, manteniendo rendimientos

de extraccion mayores del 80 % con un tiempo de extraccion minimo sin tener demasiado en cuenta la
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selectividad, ya que en los procesos industriales predomina el interés en que estos sean viables técnicamente

y econdmicamente.

Con el objeto de superar estas limitaciones, en este trabajo ha desarrollado un método de extraccién
mejorado, basado en el método con solventes, que permite la conjugacién de diferentes tipos de solventes,
ademas de obtener rendimientos y tiempos de extraccién aceptables. Para ello se van a evaluar distintos
solventes oxidantes, en concreto el acido nitrico, el dicromato potasico y el perdxido de hidrégeno. Como ya
se ha mostrado en las revisiones anteriores, se trata de solventes ampliamente utilizados que permiten
reducir los tiempos de extraccion manteniendo unos rendimientos altos. El uso del acido nitrico, ademas,
permitiria la adicién de nitrégeno al extracto himico obtenido. Por su parte, el dicromato potdsico que es un
agente oxidante, también aportaria potasio al fertilizante asi obtenido. Finalmente, el peréxido de hidrégeno
es un agente oxidante que permite obtener buenos rendimientos y tiempos bajos de extraccién con un
reducido coste econdmico. El andlisis de las opciones de estos solventes, junto con la adecuacién fisica del

material a extraer, han motivado el desarrollo de un proceso factible técnica y econémicamente.

Por otro lado, también se ha mostrado la importancia de las condiciones del proceso en el tratamiento del
material de partida. Asimismos, se ha llevado a cabo, por tanto, un estudio de optimizacién de las variables
involucradas tanto en los pretratamientos como en el proceso de extraccidon. Se ha realizado un estudio de
las posibles variables mas influyentes como el tamafio de particula, tipo de solvente, etc., en base al estudio
del arte realizado en el Capitulo 1y la experiencia de Fertinagro Biotech en procesos de este tipo, asi como
la posible influencia de las diferentes longitudes de onda de la radiacién emitida por la luz visible. En
definitiva, se ha realizado un estudio de los diferentes solventes y el efecto de las variables influyentes, para

de este modo obtener un nuevo proceso de extraccion.

En la siguiente figura se muestra el diagrama de bloques que representa el proceso propuesto para la

extraccion de sustancias humicas.

Oxidacion
Materias . eRadiacion
s Cribado . visible

sAgente
oxidante

Figura 16. Diagrama de bloques para la extraccion de sustancias humicas
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Por ultimo, y de gran relevancia en el trabajo desarrollado en esta Tesis, aprovechando la capacidad de
quelatacion/complejacion de las sustancias humicas, y los efectos positivos en cuanto a ser utilizadas como
correctores de carencias con micronutrientes en su aplicacion como fertilizantes, se ha desarrollado un
proceso de activacidén de las sustancias humicas, aumentado su capacidad de complejacién de metales, lo
gue supone una aportacién totalmente novedosa en este campo de estudio. De esta manera se obtiene un
fertilizante complejado que puede ser empleado en agricultura ecolégica, frente a los quelatos sintéticos
cuyo uso estd limitado o contraindicado, es mas, la perspectiva actual apunta a que se van a ir eliminando a

medida que surjan alternativas eficientes.

Para llevar a cabo esta parte de trabajo se procedié a la evaluacion de la capacidad de complejacion de

micronutrientes como el hierro, cinc y manganeso en fertilizantes en base a sustancias humicas. Estos

micronutrientes son adicionados en la ultima parte del proceso de activacidon donde las sustancias humicas

han sido potenciadas para ese fin.

Finalmente, también se destaca la incorporacidon de diferentes tecnologias como los ultrasonidos y la
aplicacion de luz con diferentes longitudes de onda. En primer lugar, con la tecnologia de ultrasonidos el
objetivo es lograr una reduccién de tamafio de particula. En segundo lugar, con la aplicacién de diferentes
longitudes de onda a través de la luz visible se pretende evaluar una posible potenciacion de los radicales

con capacidad de complejacién.

El proceso de activacidn de las sustancias humicas constituye una actividad novedosa ya que, aunque se
conocian ampliamente las capacidades de complejacidn de las sustancias himicas, hasta la fecha, y segun el
conocimiento del autor de esta Tesis, no se habian planteado procesos de modificacion quimica de las
mismas con la finalidad de aumentar dichas capacidades. Para acometer el objetivo de la activacién de las
sustancias humicas y poder modificar su capacidad de complejacidn, el procedimiento que se plantea es el

mostrado en la siguiente figura como diagrama de bloques.
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Figura 17. Diagrama de bloques de la activacién de las sustancias humicas.

2.1.- MATERIALES Y REACTIVOS

A continuacidén, se mostrardan detalladamente tanto los materiales como los equipos de laboratorio

empleados para el desarrollo experimental del presente trabajo.

2.1.1.- EQUIPOS DE LABORATORIO

En el trabajo experimental de esta tesis se han utilizado diferentes equipos de laboratorio y planta piloto que

permiten simular los procesos que tendrian lugar en una planta industrial.

e Reactor de cristal. Este equipo se utiliza para llevar a cabo las pruebas de extraccion de

sustancias humicas y de activacién de las sustancias himicas para aumentar la complejacién en
las diferentes condiciones testadas en el estudio (Figura 18). Este reactor consta de los
siguientes elementos:
e Placa calefactora JP-Selecta Tectron 3473200.
e Reactor de cristal de 2 litros de capacidad.
e Agitador de hélice de laboratorio IKA W20 con controlador del grado de
agitacioén.
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Figura 18. Reactor de cristal, con agitador de teflon
e Sonicador. Marca Brandsom modelo DCX S20-400, con una frecuencia de 40 kHz y una

potencia de hasta 400 watios. Se utiliza para llevar a cabo la activacion de las sustancias
humicas mediante ultrasonidos.

Figura 19. Sonicador/Ultrasonidos

e Molino en fase liquida. Instrumento modelo EHP 1,5 relleno de bolas de circonita, de 0,18 kW
de potencia con una capacidad volumétrica de 4,3 litros. Se emplea para efectuar la molienda
de carbon en fase liquida.

72



MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES JOAQUIN ROMERO LOPEZ

Figura 20. Molino fase liquida y bolas de relleno que hay en su interior

e Grinddmetro Hegman. Este instrumento sirve para la determinacion del grado de finura de
molienda. Su rango de medida es de 0 a 100 micras.

Figura 21. Grindémetro

e Tamices de diferentes tamafios de malla. Mediante este sistema se lleva a cabo la primera
criba de la leonardita. Para el trabajo realizado se utilizaron los siguientes tamices:
= 1tamiz de 10 mm de luz de malla.

= 1tamizde 1 mm de luz de malla.
= 1 tamiz de 400 um de luz de malla.
= 2 tamices de 100 um de luz de malla.
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Figura 22. Tamices utilizados en el desarrollo experimental

e Medidor de clorofila. SPAD-502 de Chlorophyll Meter (Minolta Camera Co., Osaka, Japon). Este
equipo cuantifica, de manera directa, el contenido de clorofila existente en la hoja de una
planta. Se ha utilizado para medir el contenido de clorofila en las hojas en el experimento en

campo.

Figura 23. Medidor de clorofila
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e Espectrofotémetro. Perkin Elmer. Lambda 25. Este equipo (Figura 24), tiene un rango de
longitud de onda de 200 nm hasta 1100 nm. Se ha utilizado para medir diferentes pardmetros
quimicos, por ejemplo, el fosforo soluble del suelo en los ensayos de campo.

Figura 24. Espectrofotémetro

e |ICP-OES. Varian. Espectrémetro de emisidon atdmica en plasma de acoplamiento inductivo
(Figura 25). Este equipo se ha utilizado para medir diferentes micronutrientes como el hierro,
cinc, manganeso, etc. Estos resultados se utilizan en el método de analisis del porcentaje

soluble de micronutrientes del apartado 2.2.3.

Figura 25. Espectrémetro de emisién atémica en plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES)
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e Lamparas led. Se utilizaran para la activacion del carbdn a diferentes longitudes de onda.

Figura 26. Ldmparas led

e Laminas a diferentes longitudes de onda. Estas laminas se utilizan para recubrir las ldmparas

led y poder aplicar diferentes longitudes de onda.

Figura 27. Ldminas con diferentes filtros de longitudes de onda

2.1.2.- REACTIVOS DE LABORATORIO.

A continuacién, se detalla el material de laboratorio utilizado para los procedimientos descritos en
los apartados 2.2.1, 2.2.2y 2.2.3.
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e Balanza analitica. Mettler Toledo. De 0,0001 gramos hasta 180 gramos.
e Centrifuga Mixtasel de Selecta. Con rango de velocidad de 200 rpm hasta 2500 rpm
e  Estufa con regulacién de temperatura a 100-130 °C Selecta.

e Agitador magnético de Selecta

e Cubeta de pesado de sustancias con capacidad de 10 mL.

e Vaso de precipitados de 250 y 100 mL.

e Matraz aforado de 250 y 100 mL.

e Pipetasde 25y 10 mL.

e Bureta de 50 mL.

e Vaso Erlenmeyer de 250 mL.

e Embudo de cafia larga.

e Papel de filtro FC20M cualitativo 185 mm de filtracidn rapida.

e Papel de filtro FC20M cuantitativo 185 mm de filtracién rapida.
e Varillas agitadoras.

e pH metro. Crimson SENSION+ pH1 DL. Rango de pH 2,00-19,99.
e 25 kg de carbén/leonardita de la zona de las cuencas mineras en Utrillas.
e 25 kg de leonardita de procedencia China.

e 25 kg de leonardita de procedencia canadiense.

e 25 kg de quelato comercial Libfer® SP — BASF.

e Acido fosférico 85%.

e Ferroina.

e Salde Mohr0,5N.

e Acido sulfurico concentrado del 98 % y diluido al 25 %.

e Hidrdxido sddico 0,5 N.

e Amonio hierro (Il) sulfato 6-hidrato.

e Pirofosfato tetrasédico 10-hidrato.

e Hidroxido sdédico.

e Peroxido de hidrogeno de 110 volumenes (30 %).

e Acido nitrico de 98 %.

e Dicromato potasico.

e Acido clorhidrico 0,5 M.

e Solucién de cloruro de lantano.

e Solucidn patrén de hierro de 1000 ppm.

e Solucién patrén de cinc de 1000 ppm.

e Solucidén patrén de manganeso de 1000 ppm.
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2.2.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.2.1.- ANALISIS DEL RENDIMIENTO EN EL PROCESO DE
EXTRACCION DE ACIDOS HUMICOS

Para el andlisis de la eficacia del proceso, se utiliza el método analitico planteado por Kononova et. al. (170),

que es un método alcalino que emplea dicromato potdsico para la extraccién primaria y acido sulfirico para

la secundaria. Dicho método es el procedimiento oficial utilizado para el analisis de fertilizantes segun R.D.

1110/1991 (B.O.E. n2 170 de 17 de julio de 1991) para abonos organicos y 6rgano-minerales. Inicialmente,

las muestras se someten a una extraccion alcalina para obtener el extracto humico total. Posteriormente, se

analiza la cantidad de acidos humicos presentes en el extracto, precipitdndolos mediante la acidificacion de

la muestra a un pH inferior a 1. No es necesaria una extraccion alcalina si la muestra es liquida, ya que se

encuentra en forma soluble.

Protocolo de analisis

A.- Extraccion.

Muestras sdlidas:

Pesar aproximadamente de 1 a 1,5 g de muestra previamente secada a 50-60 °C durante 48
horas con precisién de 1E-4 gr.

Introducir la muestra en un vaso de precipitados y afadir 100 mL de solucidn extractante
recientemente preparada. Agitar durante una hora. A continuacién, centrifugar a 1600 rpm
durante una hora.

Poner el liquido sobrenadante de la centrifugacion en un matraz de 1 L y enrasar con agua
destilada.

Muestras liguidas:

Pesar aproximadamente 3 g de muestra (si se supone que el contenido en extracto himico
es superior al 25% EHT) o 3,5 g (si el contenido que se espera es inferior al 16% de EHT, en
cambio si el contenido se encuentra entre ambos porcentajes puede tomarse cualquiera de
las dos cantidades) previamente preparada con precisién de 1E-4 gr.

Trasferir a un matraz aforado de 1000 mL, lavando bien el pesa sustancias con agua. Ajustar
hasta enrase.

78



MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES JOAQUIN ROMERO LOPEZ

B.-Determinacion del extracto huimico total.

I Tomar una alicuota de 50 mL del punto Ill de las muestras sélidas y punto Il de las muestras
liquidas, anteriores y pasarlas a un matraz Erlenmeyer perfectamente limpio y seco.
Introducirlo en la estufa a 150 °C hasta sequedad.

Il. Una vez seca la muestra, dejar enfriar y afiadir 10 mL de dicromato potasico 1 Ny 20 mL de
acido sulfurico concentrado, agitando suavemente durante un minuto. Dejar reposar
durante 30 minutos (tiempo de oxidacidn).

Il. Transcurrido este tiempo, afiadir hasta un volumen aproximado de 70 mL de agua destilada.
Dejar enfriar hasta temperatura ambiente.

V. Afadir 1,5 mL de ferroina y valorar la solucién con sal de Mohr 0,5 N hasta viraje de verde
esmeralda a rojizo salmén. Realizar una prueba en blanco.

Para conocer el valor de extracto humico se realizan los siguientes calculos:

Se calcula en primer lugar el porcentaje de carbono (% C) segun la ec. 1.

(V—V)-N-f-039

o C =
nC Pm- 0,05

100 €]

donde 0,39 y 0,05 son factores de correccion en funcién de las diluciones y pesos tomados. El valor

del porcentaje de extracto humico se calcula a partir del valor obtenido de %C mediante la ec. 2.

%E.H=%C - 1,724 2)

donde 1,724 es un factor empirico propuesto por Walkley (1947), que expresa la relacion entre el
porcentaje de carbono y el porcentaje de extracto himico (normalmente 1,724, si bien en suelos

forestales u organicos se suele aplicar el factor 2).

e V=Volumen en mL gastado de sal de Mohr en el blanco.

e V'=Volumen en mL gastado de sal de Mohr en la muestra.
¢ N = Normalidad (equivalentes-gramo)

e F =factor adimensional de la sal de Mohr.

e Pm = peso de muestra, en gramos.
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2.2.2.- ANALISIS DEL PORCENTAJE DE COMPLEJACION

Este método permite la determinacién de la concentracién total de cada micronutriente complejado en
muestras fertilizantes tras la diferencia del contenido de micronutrientes complejado, pero no identifica los

agentes complejantes individuales.

El método es aplicable a fertilizantes CE que contengan micronutrientes complejados amparados por el
Reglamento CE 2003/2003, en concreto a fracciones de masa de metales complejados a partir de 0,07 % de
hierro, 0,006 % de manganeso y 0,035 % de cinc que estad basado en la norma UNE-EN 15962. El método
consiste en la precipitacion de las formas inorgdnicas a pH 9. Asi, las formas complejadas de un elemento
permanecen en solucidn y se separan de las formas solubles no unidas (no complejadas). Sus contenidos se

determinan por espectrofotometria ICP-OES, asi como el contenido en el elemento soluble.

Protocolo de analisis

A.- Preparacidn de la muestra

I.  Se pesa, con precisién de 1E-4 gr, una cantidad de fertilizante entre 5 y 10 gr Dependiendo del
contenido declarado de metal complejado, se afiaden 200 mL o 400 mL de agua en un vaso de
precipitados de 250 o 500 mL.

II.  Se homogeneiza la mezcla con un agitador magnético durante 1 hora. Se transfiere la solucién

cuantitativamente a un matraz aforado de 250 mL 0 500 mL. Se enrasa con agua y se homogeniza.

B.- Precipitacion

I.  Se pipetean 20 mL de la solucién anteriormente realizada en un vaso de precipitados de 50 mL. Se
afiaden dos gotas de H,0,, se agita y se sube el pH a 9,0 con NaOH 0,5 mol/L 0 0,05 mL/L, tan rapido
como sea posible para evitar la reaccién con el diéxido de carbono atmosférico. Se cubre el vaso de
precipitados.

Il.  Sevacomprobando el pHy si disminuye de 9, se debe de ir corrigiendo para mantener el valor. Una
vez corregido, el vaso de precipitados debe quedar tapado.

lll.  Se deja la solucién reposar en la oscuridad durante un minimo de 18 h y un maximo de 24 h. Se
reajusta el pH a 9,0, se transfiere la muestra a un matraz aforado de 100 mL y se enrasa con agua. Se
filtra la solucién a través de un filtro de membrana. Si se observa precipitacién y la filtracion es
dificultosa, las muestras se pueden centrifugar a 7500 rpm entre 20 °C y 25 °C durante 10 minutos

antes de la filtracién.
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Una vez filtrada, para mantener la mezcla estable ésta debe ser acidificada con acido clorhidrico 6M.

C.- Calculos

Para la determinacion del porcentaje de complejacion se aplica la siguiente ecuacién (ec. 3):
o Cr
% Complejacion = ?x100 3)
i

donde:

Cr: es la concentracidn, en porcentaje en peso, del metal soluble una vez filtrado después de la

precipitacion.
Ci: es la concentracidn, en porcentaje en peso, del metal soluble antes de empezar el ensayo.

Ambas concentraciones inicial y final se calculan con el ICP OES, tal y como se ha descrito al inicio del

apartado.

2.2.3.- ANALISIS DEL PORCENTAJE SOLUBLE DE
MICRONUTRIENTES (FE, MIN, ZN, CU, ...)

El procedimiento de anadlisis de micronutrientes solubles consiste en la extraccidon con agua y determinacion
de los oligoelementos solubles, hierro, cinc y manganeso, presentes en el fertilizante, suelo o cultivo, para
proceder posteriormente a su determinacion mediante un equipo de medida, por ejemplo, un

espectrofotdmetro o un ICP-OES.

Este método es aplicable a fertilizantes CE que contengan micronutrientes en un porcentaje inferior al 10 %,

basado en el método descrito en el reglamento (CE) n2 2003/2003 (171).

Protocolo de analisis

A.- Preparacion de la muestra
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l. Pesar, aproximadamente, 1 g de muestra y trasvasar a un matraz aforado de 250 mL.
Il Agregar 200 mL de agua y agitar durante unos 30 minutos como minimo.
. Enrasar con agua destilada, homogeneizar y filtrar sobre un matraz Erlenmeyer.
IV.  Tomar una alicuota de 5 mL del liquido filtrado en un aforado de 100 mL y enrasar con acido
clorhidrico 0,5 M.
V.  Tomar de esta ultima solucién 2 mL en un aforado de 100 mL y anadirle 10 mL de cloruro de
lantano. Enrasar con acido clorhidrico 0,5 M.
VI. Introducir la muestra en el equipo de medida de concentracién (ICP-OES).

B.- Célculos para determinar el contenido de micronutrientes solubles al agua.

L-V,-F

Pm - 10000 00 )

% Fe,Zn, Mg, qgua =

Donde

e | =Concentracion en % de la lectura obtenida del equipo de medida (ICP-OES).
e V,=volumen del matraz inicial en mL.

e F =Factor de dilucién adimensional, de las diferentes diluciones realizadas en funcién de la
cantidad de micronutriente existente. Este valor es calcula a partir de los gramos de
fertilizante utilizado y la dilucién utilizada.

® Pn=peso de la muestra en gramos.

e 10.000 es un factor de dilucidn de las dos veces que se enrasa en matraz aforado de 100
mL

2.2.4.- ANALISIS DEL EFECTO FOTOELECTRICO

En 1887, Heinrich Hertz descubrié el efecto fotoeléctrico, segun el cual, si una superficie metalica es sometida
a la accion de la luz, esta puede desprender electrones, denominados fotoelectrones(172). El trabajo
necesario para desprender un electrén de la superficie del metal viene condicionado por la naturaleza del

metal y la energia de los enlaces que lo componen. Este trabajo puede cuantificarse con la siguiente ecuacion:
Wg =hx Vo (5)
Donde h es la constante de Planck (6,626x10 ~* J-s) y vo es la frecuencia umbral en Hz.

Para poder cuantificar dicho efecto Albert Einstein llevd a cabo diferentes suposiciones como:
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e Laenergia de cada fotdn esta cuantizada.

E=h-v (6)
e El electréon que estd mas débilmente unido, sera extraido con mayor energia cinética.

E.=h-v—wy (7)

Cuando se modifica la intensidad de la luz, se modifica el nimero de fotones que incide sobre el catodo por
cambiara sustancialmente el nimero de fotoelectrones emitidos. Sin embargo, una modificacién de la
intensidad no supondra una modificacidon en la energia de los fotoelectrones emitidos. La cantidad de
fotoelectrones emitidos afecta directamente a la estructura del metal que es sometido al efecto

fotoeléctrico.

2.2.5.- DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA ACTIVACION DE
EXTRACTOS HUMICOS

Con la finalidad de estudiar diferentes métodos propuestos para aumentar la capacidad complejante de los
extractos humicos -activacion de los extractos himicos-, se utilizara un disefio experimental factorial, donde
se evaluardn los efectos de las diferentes variables que pueden influir en la capacidad de los extractos

humicos complejar hierro, manganeso y cinc.

El disefio experimental consiste en realizar y planificar los experimentos necesarios para conseguir extraer la
maxima cantidad de informacidn de los datos recopilados en presencia de ruido, en la menor cantidad de
pruebas experimentales. La idea basica del disefio de experimentos es variar todos los factores relevantes en
un conjunto de experimentos planificados y luego conectar los resultados mediante un modelo matematico
(173).

Cuando se lleva a cabo un estudio experimental para conocer las variables influyentes en un determinado

proceso, es necesario responder a preguntas como (173):

e (iQué factores tienen una influencia real en las respuestas (resultados)?
e (Qué factores tienen interacciones significativas (sinergia o antagonismo)?
e (Cudles son los valores mas dptimos de los factores para conseguir las condiciones dptimas para el

mejor rendimiento de un proceso, un sistema o un producto?
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e (Se puede predecir las respuestas (resultados) en base una configuracion previa de los factores?

Si se lleva a cabo una correcta configuracion del disefio experimental se pueden responder a todas estas

preguntas.

La deteccién es la primera etapa de una investigacion en la que el objetivo es identificar los factores
importantes. Un factor importante es aquel cuyas variaciones causan cambios sustanciales (efectos) en la
respuesta (174). En la etapa de seleccidn, se utilizan modelos simples (lineales o lineales con interacciones)
y disefios experimentales que permitan la identificacién de los factores con los mayores efectos en la menor
cantidad posible de pruebas experimentales. Un disefio experimental factorial permite estudiar el efecto
individual y las interacciones de varios factores sobre una o varias respuestas. El disefio factorial de
experimentos permite la reduccidon de tiempo y recursos, obteniendo resultados con una exactitud
moderada, a diferencia de los resultados obtenidos con los modelos estadisticos y matematicos tradicionales.
El contraste de los modelos estadisticos y matematicos, donde para la obtencién de resultados se han de
ejecutar todos los experimentos, frente a los disefos factoriales, que para la determinacién de resultados,
es posible la combinacidn de niveles de los factores y con ello la consecuente reduccién de trabajo en la
ejecucion de experimentos, implicando un ahorro notable en todo lo que rodea al experimento en si (175,

176).

Para analizar las relaciones entre las variables estudiadas en un experimento a partir de los resultados
obtenidos, se pueden emplear el método de regresion lineal multiple (Multiple Linear Regression (MLR)) o el

método de regresién de minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares (PLS)).

Por ejemplo, con la MLR se trata de ajustar modelos lineales o linealizables entre una variable dependiente
y varias independientes. Con este modelo de regresidn, los coeficientes se calculan para minimizar la suma
de los cuadrados de los residuos, es decir, a partir de la suma de las desviaciones al cuadrado entre los valores
observados y ajustados de cada respuesta. Es importante tener en cuenta que el MLR se ajusta por separado
a cada una de las respuestas vy, por lo tanto, supone que son independientes. En cambio, cuando se han
medido varias respuestas (3 o mas), es importante desarrollar un modelo que represente la relacién entre
todas las respuestas y los factores (PLS). La regresién de minimos cuadrados parciales puede manejar muchas
respuestas simultdneamente, teniendo en cuenta sus covarianzas. En este trabajo se ha empleado el método
MLR ya que proporciona una vision general de cémo los distintos factores afectan a las diferentes respuestas

(177).
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Debido a que el disefio factorial completo a dos niveles implica un nimero de ejecuciones que varia en
potencias de 2, al aumentar el nimero de factores relevantes, el nUmero de ejecuciones se vuelve prohibitivo
porque implica un gran nimero de experimentos. Como solucidn a esta problematica, se plantea el uso de
disefios factoriales fraccionales, que tienen las grandes ventajas de la reduccidn considerable del numero de
experimentos y que en la significacion de los efectos se cumple, generalmente, el principio de Pareto. Cuando
en las primeras fases de una experimentacidén, esta contiene un elevado niumero de factores, se suele cumplir
gue solo unos pocos son responsables de la mayor parte de variaciones en la respuesta, mientras que la
mayor parte de factores son responsables en la respuesta en menor grado. El mas utilizado es disefio factorial
de dos niveles. El uso de los disefios factoriales fraccionarios y sus variaciones en funcién de la metodologia
implica un mayor esfuerzo en la definicidn de las variables y los factores influyentes. A consecuencia de que
estos disefios de experimentos ensalzan la importancia de los términos simples y no tanto de las
interacciones, pueden utilizarse como mecanismo objetivo para la seleccion de factores. Cuando se usan con
este objetivo, lo mas habitual es que se escojan disefios de resolucion lll, que es un disefio factorial
fraccionado donde ningun efecto principal es confundido entre si, pero si en los efectos principales con
interacciones entre 2 factores. Como han demostrado diferentes estudios (176, 178), los disefios Ry ho son
suficientes para analizar ampliamente y de forma precisa toda la gama de factores e interacciones que
podrian requerirse en un estudio de este tipo. Por todo lo anterior, Plackett-Burman idearon otro tipo de
disefos ortogonales basados en los disefios Ry, que permitian analizar las interacciones entre factores de

una forma mas precisa que los disefios Ry (179, 180).

Disefio factorial completo de 2 niveles y 3 factores.

Los disefios de resolucidn Il utilizan para construir la matriz de un diseifio éptimo 2 niveles y 3 factores y
como el niumero de niveles de todos los factores es 2, es necesario construir una matriz ortogonal N x N que

incluya los valores (+1) y minimo (-1) y donde N es un multiplo de 4, esto es:

N =4n (8)

Ademas, el nimero maximo de factores que pueden incluirse en este disefio es k = N -1. En el caso de este
trabajo se han elegido 11 factores, que a continuacidn se justificardn convenientemente, tal y como se

muestra en la tabla 7.

Por tanto, en este trabajo se ha utilizado un disefio factorial fraccional, y dentro de las diferentes opciones,

el disefio Plackett-Burman. Los disefios ortogonales de Plackett-Burman solo admiten modelos lineales, es
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decir, no pueden estimar ninguna interaccidn entre dos factores (+, -) cuando comparten la misma columna,

al no saber que factor es el responsable del efecto estimado.

Tabla7. Matriz de disefio Plackett-Burman para N=16

Exp No Conclni (%)|TaPar (um)|pH_1|pH_2 |Tiel_Re (hr)|Tie2_Re (hr)| Templ (°C)| Temp2 (°C) | ConMFe (%) | ConMZn (%) | ConMn (%)
1 + - - - + - - + + - +
2 + + -+ - - + - - + +
3 + + + - - - + - - + +
4 + + + + - - - + - - +
5 + + + + +
6 + + + + + +
7 + + + + + +
8 + + + + + +
9 + + + + + + +
10 + + + + + + +
11 + + + + + + +
12 + + + + + + +
13 + + + + + +
14 + + + + +
15 + + + +
16

Para llevar a cabo el disefio de experimentos se ha utilizado el programa informatico Modde de Unimetrics
versiéon 6.0 de Sartorius Stedim Data Analytics (173). Este software permite realizar el disefio de
experimentos factorial de una forma sencilla y la matriz de experimentos se obtiene en funcion de los

factores elegidos y calculando los parametros estadisticos necesarios.

2.2.5.1.- Factores a estudio

Como se ha mencionado anteriormente, la seleccion de factores para el disefio de experimentos es muy
importante para que los resultados obtenidos puedan cubrir todo el rango de las variables respuesta. En este

trabajo se han seleccionado 11 factores que se muestran a continuacion (Tabla 8).
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Tabla 8. Factores estudiados en el disefio de experimentos

Nombre Abreviatura Unidades Tipo Uso Rango
Coln % Quantitative Controlled 0to 40
TaPar um Quantitative Controlled 10 to 700
pH_1 - Quantitative Controlled 8to1l
pH_2 - Quantitative Controlled 11to 14
Tiel Horas Quantitative Controlled 1to 48
Tie2 Horas Quantitative Controlled 1to 48
Templ C Quantitative Controlled 15t0 75
Temp2 C Quantitative Controlled 15to 75
CoFe % Quantitative Controlled Oto6
CoZn % Quantitative Controlled Oto6
CoMn % Quantitative Controlled Oto6

Los factores experimentales fueron seleccionados de acuerdo con la experiencia previa alcanzada tras la
realizacion de diferentes pruebas preliminares (datos no mostrados)y tras la revision bibliografica, tanto de
los métodos de extraccidon como de las patentes de proceso (163, 165, 167). En la figura 28 se muestran los

factores en cada una de las fases del proceso de activacién.

Mezcla materia Separacion de Adicién de
prima en agua insolubles micronutrientes

e Conc_lIni

.z 0 11 o .z
Molturacion en fase 2° ajuste de pH Agitacion
liquida *pH_2 « ConpMFe
e ConuMMn
e ConuMZn

*Tie2_Re

eTaPar

1° ajuste de pH -
o1 Separacion de

«Tiel_Re insolubles
eTempl

Figura 28. Diagrama de bloques de la activacién de sustancias humicas con los factores asociados
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1. Concentracion del extracto a tratar (Conc_lIni). Es la concentraciéon inicial del extracto
(carbdn/leonardita) en porcentaje sobre muestra seca. Es una variable en funcidn de su
concentracidén puede tener una mayor o menor influencia sobre los resultados. El rango que se ha
estudiado es de 0 % (-1) a 40 % (+1).

2. Tamaio de particula (TaPar). Grado de molturacidn necesario para aumentar la eficacia de los
procesos posteriores. El rango de tamafio de particula se encuentra limitado por el funcionamiento
de los molinos en fase liquida utilizados. El rango de tamafio maximo que se puede introducir en el
molino en fase liquida estd en torno a 500 um — 700 um, y el rango de tamano obtenido de salida
suele encontrarse entre 10-20 um. Por tanto, el rango que se ha estudiado es de 10 um (-1) a 700
pum (+1).

3. pH. Esta variable es el pH medido tras dos etapas del proceso; esto es, después de la primera
molturacién y después de la filtracion. Por este motivo, en el disefio se han escogido pH_1 (después
de molturar) y pH_2 (después de filtrar) como variables. El rango para la variable pH_1 es de 8 (-1) a
11 (+1) y para la variable pH_2 el rango es de 11 (-1) a 14 (+1). El incremento en el pH permite una
segunda precipitacion selectiva de metales.

4. Tiempo de extraccidn-reaccién. La variable expresa la duracidn en horas requerida para que la
extraccidn-reaccién se produzca correctamente. Al igual que en la variable pH, se tienen dos tiempos
de extraccién. El primer tiempo de extraccidn se denomina Tiel_Re, el cual va asociado al pH_1, y el
Tie2_Re, que va asociado al proceso de activacion con pH_2. El rango, tanto para Tiel_Re como para
Tie2_Re, es de 1 hora a 48 horas.

5. Temperatura de reaccidn. Esta variable es la temperatura a la cual se han llevado a cabo los procesos
de extraccién-reaccion y esta relacionada con los diferentes pH y tiempos de extraccién-reaccion. Se
han definido como variables las temperaturas de los procesos de extraccién-reaccion Templ y
Temp2. Para la eleccion del rango de temperaturas, se han evaluado las condiciones ambientales de
temperatura medias a lo largo del afio en las instalaciones industriales donde se han llevado a cabo
las pruebas, siendo la temperatura promedio de aproximadamente 15 °C. Por otro lado, se han
evaluado los efectos de la posible evaporacion del agua al trabajar a temperaturas cercanas a los
100 °C, lo que podia provocar resultados superiores en el porcentaje de sustancias complejada, al
concentrarse los extractos humicos activados, por lo que la temperatura maxima del proceso ha sido
fijada en 75 °C. Por tanto, el rango de temperaturas se ha fijado entre 15 °C y 75 °C para ambas

variables Temply Temp2.
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6. Concentracidon de micronutrientes. Esta variable es la que proporciona el valor inicial de cada uno

de los micronutrientes utilizados para el analisis de complejacién. Este dato es necesario ya que, para

el calculo del porcentaje de complejacion de cada uno de los metales segun el reglamento de

fertilizantes RD 506/2013, es necesario conocer cual es la concentracidon soluble del metal en

cuestion. Como se han utilizado tres metales diferentes, se les han asignado nombres diferentes. Asi,

para el hierro el nombre de la variable es ConuMFe, para el cinc ConuMZn vy, por ultimo, para el

manganeso ConuMMn. El rango minimo y maximo elegido para estas variables es del 0% de

concentracién de metal hasta un 6 %, respectivamente. El valor de 6 % se ha seleccionado debido a

gue es el contenido minimo de metal que debe de contener un fertilizante de forma complejada para

poder ser comercializado como fertilizante especial, segln el Reglamento CE 2019/1009.

En el sofware empleado en este trabajo también se definen las respuestas. Para la medida de las variables

respuesta se utiliza la medida de la activacion y se comprobara con la capacidad de complejacién de los tres

metales a estudio en este trabajo, que son el hierro, cinc y manganeso. Las variables respuesta corresponden

al porcentaje de complejacién de cada micronutriente, en base al método explicado en el apartado 2.2.2

(Tabla 9).

Tabla9. Respuestas descritas para el estudio de activacion.

Nombre Abreviatura Unidades
CompFe ComFe %
CompZn ComZn %
CompMn ComMn %

En las tablas 10 y 11 se muestran, a modo de ejemplo, la matriz ortogonal y el disefio de los experimentos a

seguir que genera el programa en base a los factores antes descritos.
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Tabla 10. Matriz ortogonal de valores +1y -1, del presente trabajo

Ne. Exp. [Conclni (%) |TaPar (um)|pH_1|pH_2|Tiel_Re (hr) | Tie2_Re (hr) | Temp1 (°C) [Temp2 (°C) | ConMFe (%) | ConMZn (%) | ConMn (%)
1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1
4 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
7 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1
8 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1
9 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1
10 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1
12 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabla 11. Tabla de experimentos realizados en este trabajo.

E")l(: Nc::pb‘re ;:ﬁ:ig: Conclni (%) | TaPar (um) [pH_1|pH_2 | Tiel_Re (hr) | Tie2_Re (hr) [Temp1 (°C) [ Temp2 (°C) [ ConMFe (%) | ConMZn (%) | ConMn (%)
1 N1 6 40 10 8 11 48 1 15 75 6 0 6
2 N2 17 40 700 8 11 1 48 15 15 6 6 0
3 N3 15 40 700 11 11 1 1 75 15 0 6 6
4 N4 19 40 700 11 14 1 1 15 75 0 0 6
5 N5 11 10 700 11 14 48 1 15 15 6 0 0
6 N6 16 40 10 11 14 48 48 15 15 0 6 0
7 N7 18 10 700 8 14 48 48 75 15 0 0 6
8 N8 12 40 10 11 11 48 48 75 75 0 0 0
9 N9 8 40 700 8 14 1 48 75 75 6 0 0
10 N10 5 10 700 11 11 48 1 75 75 6 6 0
11 N11 4 10 10 11 14 1 48 15 75 6 6 6
12 N12 9 40 10 8 14 48 1 75 15 6 6 6
13 N13 20 10 700 8 11 48 48 15 75 0 6 6
14 N14 13 10 10 11 11 1 48 75 15 6 0 6
15 N15 10 10 10 8 14 1 1 75 75 0 6 0
16 N16 1 10 10 8 11 1 1 15 15 0 0 0

Tal y como se ha mencionado previamente, se ha utilizado el disefio Plackett-Burman, en el cual el nimero
de experimentos es un multiplo de 4 (ec. 6). Una vez seleccionado el disefio, el software genera
automaticamente una matriz con 16 experimentos. En la tabla 10 se muestra cémo queda la matriz de

experimentos del presente trabajo.

Una vez descrita la parte experimental, se lleva a cabo la discusidn de los resultados obtenidos con el software
Modde. Para el analisis de resultados se utilizan diferentes tipos de herramientas estadisticas, tales como el
analisis de residuales, el test Anova y los graficos de influencia entre variables. Aunque el método Plackett-
Burman no va a proporcionar una modelizacién detallada por generar una regresién lineal sin interacciones
entre factores, se va a utilizar como método de cribado previo para conocer cuales son los factores mas

influyentes y los rangos aproximados de variacidn de las variables respuesta. A continuacion, se describen
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brevemente las técnicas estadisticas utilizadas para evaluar los resultados, si bien no se profundiza en ellas

al ser herramientas suficientemente conocidas y no ser el objetivo de esta tesis.

Una vez identificados los factores, las variables respuesta y llevado a cabo el cuadro de experimentos
mostrado en la tabla 10, se procede al analisis de los resultados (Capitulo 3), para asi de ese modo evaluar la
bondad del ajuste de regresién lineal. Para ello se utiliza el test estadistico Anova, el cual permite ademas de
evaluar la utilidad, es decir, la significancia del modelo, como se usa en este trabajo de Tesis, también permite
responder a la hipdtesis inicial con un determinado nivel de confianza. Los andlisis Anova valoran la
importancia de uno o mas factores, para lo que se comparan las medias de las variables respuesta en los
diferentes niveles de los factores. La suposicidon nula constituye que todas las medias de los factores son
iguales mientras que la hipdtesis alternativa establece que al menos una es diferente. Para poder realizar
esta técnica estadistica, se debe de tener una variable respuesta continua y por lo menos un factor con dos

o0 mas niveles.

2.2.5.2.- Regresion lineal muiltiple

El objeto basico de la regresién lineal multiple consiste en especificar y estimar un modelo de relacién entre
la variable respuesta y las variables dependientes, también llamadas explicativas o regresoras en unos

determinados rangos. En su forma mas general, el modelo puede representarse como:
Y = f(X1,X2,X3, ..., Xk) )]

donde Y es la variable cuyo comportamiento se pretende explicar, y X1;Xz;..., Xk son las distintas variables que
se suponen potencialmente relevantes como factores explicativos de la variable Y. Debido al tipo de disefio
de experimentos utilizado (Plackett-Burman), el estudio se va a limitar al modelo de regresion lineal multiple

sin interacciones entre variables, es decir, del tipo:

Y:,B0+‘81X1+32X2+ :B3X3+"+BK'XK+E (10)

en el que los pardmetros Bi transmiten los efectos inducidos por los valores de las variables X; sobre la variable
Y, que se pretende explicar, y € seria el vector de errores o residuos. La estimacion de tales relaciones se
efectla a partir de la informacidon muestral de los valores de Y, Xi, X5,...,X, y trata de cuantificar la magnitud

de su dependencia. Los pardmetros i son los coeficientes de la regresion.
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El objetivo por tanto es la estimacion de los parametros o coeficientes del modelo (lo que cominmente se
denomina ajuste del modelo). El proceso de ajuste no sélo determina los coeficientes del modelo, sino que
también evalla la bondad del ajuste y establece intervalos de confianza para los coeficientes. La metodologia
se basa en técnicas estadisticas suficientemente conocidas como los test de contraste de hipédtesis y el

analisis de varianza (ANOVA).

Los coeficientes de la regresion se suelen determinar mediante el método de minimos cuadrados (181), que
asume que los errores g; estdn normalmente distribuidos (con media 0 y varianza c2). El método calcula los
coeficientes para minimizar la suma de los cuadrados de los errores. Dada la ecuacion del modelo en términos

de las observaciones:

Vi = Bo + Bixis + Prxiz + -+ Prxi + & (11)

que de forma abreviada es:

k
yi =Po+ Z.Bjxij + & i=12..,n (12)
=1

La funcidn a minimizar, con respecto a los coeficientes Bo,1,..p« es la siguiente (182):

L=i€i2=i Yi_.BO_Z.Bjxij (13)

Por lo que los estimadores de los coeficientes de la regresion, esto es, los Sy, B1,--, Bk, para minimizar la

suma de los cuadrados de los residuos, deben satisfacer las siguientes ecuaciones:

oL n k
Bl » - :_ZZ yi_BO_szxij =0 (14)
0 ﬁOlﬁlv"lﬁk i=1 ]:1
oL N $
a_ﬂ- :—ZZ yi_IBAO_ZB\jxij xl-j=0 j:1,2,...,k (15)
J BO!Bl!"'Bk i=1 ]=1
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Con estas relaciones se tiene un sistema lineal de p=k+1 ecuaciones, una para cada uno de los coeficientes
de la regresion (k coeficientes mas el término independiente). Una vez resuelto el sistema se obtienen los

valores de los coeficientes. Por tanto, el modelo ajustado toma la forma siguiente, en notacién escalar:

k
9i =PBo+ Zﬁjxij i=12..,n (16)
j=1
La diferencia entre la respuesta observada y; y la predicha por el modelo y;es el residuo, e_i (183).

k
ee=yi—9i=vi—|Bo +Zﬁjxij i=12,..,n 17)
j=1

En muchos casos se necesita estimar la varianza de los errores, G2. Para obtener un estimador de este
parametro se emplea la suma de los cuadrados de los residuos, SSggs, cuyo valor se obtiene, a partir de la

ecuacion anterior, como:

Se puede demostrar que el cociente entre la suma de los cuadrados de los residuos y sus grados de libertad
es un estimador no sesgado de la varianza de los errores del modelo, razén por la que se utiliza usualmente

para estimar la variabilidad de los errores del modelo.

SS
52 = 57 = DoRES (18)

n—p
Donde p es el nimero de términos del modelo (k factores mas el término independiente).

2.2.5.3.- Analisis de varianza (ANOVA)

El andlisis de varianza de un factor (ANOVA) es una técnica de analisis estadistico que, en su forma mas
general, permite encontrar si los diferentes grupos o niveles de una variable independiente x tienen
diferentes efectos en la respuesta de una variable y. El analisis de varianza evalla la distribucién de la

variabilidad total de los datos con respecto a la media global realizando una particion en dos componentes:
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e Variacién entre la media de los datos en cada nivel y la media global (variaciéon entre niveles o

grupos).

e Variacién entre las observaciones y la media para cada nivel (variaciéon dentro del nivel).

Dado un estudio experimental con n observaciones procedentes de un factor en a niveles o grupos, siendo
N el nimero total de observaciones (N = n - a), la variabilidad total de los datos, SSror, expresada como la
suma total de los cuadrados de las desviaciones de las observaciones con respecto a la media global, se puede
dividir en dos componentes. La primera de ellas (SSwiv) expresa, en forma de suma de cuadrados, las
diferencias entre la media de los datos en cada nivel o grupo y la media global, es decir, la variacién entre
niveles. La segunda componente, SSges, expresa las diferencias entre las observaciones y la media para cada

nivel, la cual suele deberse a errores o residuos (182).

SSror = SSniv + SSges (19)

de tal forma que

SSror = za:zn:(}’ij - }_’..)2 (20)

i=1j=1

a
Sy =n ) (i = 7. 21)
i=1

SSrEs = za:zn:(yl'j —¥i.)? (22)

i=1j=1
donde

e y_ij eselvalorde laobservacidon de nivel i para el factor j,
e 1y _(..)eslamedia global de las observaciones, y,

e 1y _(i-)esel promedio de dichas observaciones en cada nivel.

Debido a que hay N observaciones, SStor posee DFror=N-1 grados de libertad. Como hay a niveles o grupos,
SSniv tiene DFnv=a-1 grados de libertad. Finalmente, DFges son los grados de libertad para la suma de las

desviaciones debidas al error, SSres, donde DFgres=N-a.
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El cociente SSgres/(N-a) es un estimador de la varianza dentro de cada uno de los niveles, mientras que el
cociente SSyiv/(a-1) es un estimador de la varianza de los promedios de los niveles, 6%/n. La variable SSyw/(a-
1) es un estimador de la varianza global (o?) si no hay diferencias entre las medias de los niveles (182). A los
cocientes anteriores se les denomina medias cuadraticas (MS, Mean Squares). Al valor SSges/(N-a) se le
denomina media cuadratica del error, o también error cuadratico medio (MSE, Mean Squared Error). Las
medias cuadraticas son estimadores de las varianzas, y sus respectivas raices cuadradas, estimadores de las

desviaciones estandar de las observaciones.

El analisis de varianza (ANOVA) sirve para comparar la variacidon entre niveles con respecto a la variacion
dentro de los niveles. Si el cociente entre las variaciones dentro de los niveles es mucho mayor que las
variaciones entre niveles, entonces se puede concluir que las medias de los niveles son significativamente
diferentes entre si. Esto se puede medir mediante el uso del estadistico F, el cual se calcula como el cociente

entre la media cuadratica de los niveles o grupos (MSnv) y la media cuadratica de los residuos (MSges).

El valor de p (nivel de significancia) es la probabilidad de que la funcion F de Fisher con (a-1, N-a) grados de
libertad sea mayor que F. Esta probabilidad se calcula mediante tablas, y el valor de p expresa la significancia
(relevancia) de la variabilidad. Cuanto menor es el valor, mayor es su importancia. Alternativamente, se
puede fijar un valor de significancia (los valores mas comunes son a=0.01,0.05)) y evaluar el valor de F (a-
1,N-a) para que la probabilidad sea a. Si F> F (a-1,N-a, o) entonces la variacidn entre niveles (entre grupos)
seria significativa. El proceso de calculo del test ANOVA de significancia del factor se muestra en la tabla

resumen siguiente (Tabla 12)

Tabla 12. Variables relevantes en el andlisis de varianza de una via (ANOVA)

Fuente de Grados de Media cuadratica
. Suma de cuadrados (SS) libertad (estimador de la F p=Prob>F
Variacion .
(DF) varianza)
=
SS MS,
Grupos o niveles SSniy = "Z(yi- -3.)? a-1 MSyy = — F=—"" P(Fa1,n-a)>F
=~ a—1 MSgEs

. _ _ SSpes

Residual (error) SSgres = SStor — SSh1v N-a MSpgs = Ne—a
—a
T n
2
Total SSror = ZZ(}’L‘/‘ -7) N-1
i=1j=1

2.2.5.4.- Test de significancia de la regresién (ANOVA)

En modelos de regresion lineal multiple se utilizan diversas pruebas para evaluar la bondad del ajuste de los

parametros, bajo las hipdtesis de normalidad de los residuos y varianza constante (media 0 y varianza c?). El
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test de significancia de la regresidn se utiliza para determinar si existe una relacion lineal entre las variables

predictoras y la respuesta, en donde la hipétesis nula (Ho) y alternativa (H1) son las siguientes:

Ho: 1= Ba=-=p =0
(23)

Hy: B #0 almenosunj

El rechazo de la hipdtesis nula necesita que al menos una de las variables regresoras contribuya de manera

relevante al modelo. Para la comparacidn se utiliza el andlisis de varianza (ANOVA).

De acuerdo con el anterior apartado, el Test ANOVA aplicado a la regresion lineal multiple descompone la
suma total de los cuadrados de las desviaciones (suma de cuadrados corregida por la media) en dos
contribuciones: la primera, debida al modelo de regresidn en si, y la segunda debida a los residuos (183), de
forma que:

SStor = SSrEG + SSkES (24)
n n

SSror = (Z@i : y—)Z) + <Z(yi - ﬁ)Z) = SSpeq + SSues 25)
i=1 i=1

Los grados de libertad se distribuyen de forma similar, ec. 26

DFror = DFggg + DFggs (26)

En donde el nimero de grados de libertad de los residuos y del modelo es, respectivamente n-p y p, siendo
p el numero de términos del modelo. Como p es el numero k de factores mas el término independiente,

DFgge :k;DFREgzn—k—lyDFTOT:n—l_

El test para evaluar la hipétesis nula (Ho) consiste en obtener el valor de Fo como

SSREG

MS
.k _ REG
Fo = Soum = 5, (27)
n—-k—-1
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La hipétesis nula se rechazaria en el caso de que Fo fuese mayor que la funcién de Fisher-Snedecor con k, n-
k-1 grados de libertad y al nivel de significancia dado por a. El criterio seria similar al visto en el apartado

anterior para el caso del Anova de un factor (2.2.4.3).

El coeficiente de determinacion de la regresidn R? se calcula como:

_ SSrEG _ 1— SSrES

R? =
SSror SSror

(28)

El coeficiente R? es una medida del grado de reduccidn en la variabilidad de la variable respuesta obtenida
por usar las variables regresoras en el modelo. Sin embargo, un valor elevado de R? no indica que el modelo
sea aceptable, puesto que se observa que este valor aumenta conforme aumenta el nimero de variables del
modelo. Para evitarlo, a menudo se utiliza el R? pero ajustado por los grados de libertad, que no presenta

dicho inconveniente:

R?,.=1

SSRE.S‘/(n_p)_l ( n—1
adj — -

Sy =L (ormg) AR @9

En el caso de que exista una diferencia importante entre los valores de R? y R%,q; esto podria significar que se
han afiadido términos o factores no relevantes al modelo.

La tabla 13 resume el procedimiento :

Tabla 13. Tabla ANOVA para el contraste de hipdtesis de la regresion

Fuente de Variacion Suma de cuadrados Grados de libertad Estimador de la varianza F
SSkeg
N SS — =t
Regresion SSkec = Z(Yi -3 k _REG F=
i k SSges
n-k-1
" SS
Residual SSes = Z()’i -5 n-k-1 A
R
i n-k-1
Total SSror = Z(Yi -y n-1
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Caso particular: réplicas en experimentos

En el caso de una matriz de experimentos, si existen nix observaciones duplicadas (réplicas) en un conjunto
de k réplicas, la suma de cuadrados de los residuos y los grados de libertad se descomponen a su vez en una
parte debido al error puro (pe, pure error) y una parte debido a la falta de ajuste del modelo (/of, lack of fit),

es decir:

SSres = SSpe + SSLor (30)

DFggs = DFpp + DFior = Z(nk -1+ (nt 2 Z(nk - 1)) (€29)
X K

donde p es el nimero de términos del modelo (incluyendo la constante). La prueba de bondad de ajuste del
modelo se realiza mediante una prueba F entre la suma de cuadrados de la falta de ajuste (LOF) y el error

puro (PE), de la siguiente manera:

SSLOF/DF
F= ——10F (32)

SS
PE /DFPE

2.2.5.5.- Contrastes individuales sobre los parametros e intervalos de confianza

Una vez aceptada la validez de la regresién multiple se pueden efectuar contrastes individuales para los
diferentes parametros de la regresion. El intervalo de confianza al 100(1-a.)% para el parametro 5; del modelo

se calcula de la siguiente forma:

IC_o(B) = (/?z ttyk-1,a, " [SE Qi+1,i+1> (33)

donde t es la funcién de Student con a,/2 y n-k-1 grados de libertad y el factor /S,% "qi+1,i+1 €S el error

estandar en la estimacion def;. El valor g;4 ;+1€s el elemento i+1-ésimo de la diagonal de la matriz(X'X)™?,
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obtenida a partir de la matriz de experimentos (X). El contraste de hipotesis para evaluar la significancia del

coeficiente de regresidn individual se obtiene a partir de la evaluacién de la condicion

B;
SR\/ qi+1;i+1

la cual, en caso de cumplirse significaria que la hipétesis nula (Hy : §; = 0) podria rechazarse y que por tanto

> tn—k—l;g (34)

N

el término seria significativo en el modelo.

2.2.5.6.- Diagnosticos de la regresion

Residuales tipificados, estudentizados

En muchos casos el estudio de los residuos puede aportar informacién util para evaluar si se cumplen las

hipotesis iniciales del modelo de regresién, para lo que se utilizan los residuales escalados.

Los residuales tipificados d; tienen media 0 y aproximadamente varianza 1 y se calculan como el cociente

entre el residuo bruto y un estimador de la desviacidn tipica:
i=12,..,n (35)

donde G = ,/MSggs es la desviacion estandar de los residuos (SD). En algunos casos los residuos pueden
tener desviaciones estandar diferentes. Para esos casos se recomienda utilizar los residuales estudentizados
gue tienen varianza constante igual a 1 independientemente del valor de xi

e.
rm— i=1,2..n (36)

V62(1 —hy)
Donde h; es el valor iésimo de la matriz H (siendo H = X(X'X)™1X"), que es la que convierte los valores Y

enlos Y (Y = HY). Al valor de r; también se le denomina residuo internamente estudentizado.

A menudo la varianza de los residuos se estabiliza, en particular para grandes conjuntos de datos. En esos
casos la diferencia entre los residuos tipificados o estudentizados es pequefa, y ambos dan informacién

equivalente. Sin embargo, como debido a que un punto con un valor alto de residuo y de h; puede ser
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potencialmente relevante en el ajuste por minimos cuadrados, por lo general el estudio de los residuos

estudentizados es muy recomendable para detectar puntos atipicos o outliers.
Coeficiente Q?
Da un valor aproximado del R? de la prediccion.

PRESS

Q% =1 37
SSTOT ( )

Donde el valor de PRESS (Prediction Error Sum of Squares) se calcula como

n e: 2
PrEss = ) (=)
SS 2k (38)
1=

Residuos eliminados estudentizados

Otra alternativa posible para obtener el residuo estudentizado es mediante un estimador de la varianza

calculado mediante la observacién i-ésima eliminada, es decir:

n—p)MSpes —e?/(1 — hy
S(Zi) — ( p) RiS _l /( u) (39)
n—-p—1

e.
t = ——— i=1,2..,n (40)

/5(21-)(1 — hy)

Donde la variable t; se denomina residuo eliminado estudentizado o externamente estudentizado.

2.2.6.- ESTUDIO DE LA EFICIENCIA AGRONOMICA DEL
PRODUCTO OBTENIDO

En este trabajo se ha desarrollado un fertilizante basado en hierro complejado, cuya eficiencia agrondmica

en comparacion con otros productos comerciales presentes en el mercado fue evaluada, en primer lugar,
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mediante experimentos en cdmara de cultivo, y, en segundo lugar, en ensayos en campo. En los primeros,
las condiciones de ensayo estdan completamente controladas y se realizé un experimento que combina una
fase de incubacién de las plantas en cultivo hidropdnico y una segunda fase donde las plantas se trasplantan
a suelo agricola en macetas. En los ensayos de eficacia en campo, existe un mayor nimero de factores que
intervienen en el desarrollo del cultivo, por lo que el control sobre las condiciones del ensayo es menor, sin
embargo, esta aproximacion permite comporbar el comportamiento del nuevo producto en las condiciones

de aplicacion a las que estd destinado.

2.2.5.1.- Ensayos en camara de cultivo.

Con la finalidad de estudiar el efecto del producto disefiado en este trabajo en la nutricién férrica de las
plantas, se llevd a cabo en primer lugar un ensayo combinando cultivo hidropdnico y cultivo en maceta con
suelo agricola y utilizando maiz como cultivo modelo de interés agrondmico. Se considerd que en este tipo
de ensayo se puede estudiar de forma adecuada la bondad de un complejo o quelato para proporcionar un
micronutriente al cultivo. Asimismo, la variedad de cultivo empleada (LG 34.90) muestra un crecimiento y
desarrollo fisioldgico rapidos. La primera fase del experimento consistié en crecer las plantas de maiz en
solucidon hidropdnica, puesto que las plantas crecen en presencia de una solucion nutritiva de composicion
conocida y se evita la presencia de suelo agricola o sustrato, los cuales pueden provocar cambios en las

formas quimicas del metal y alterar la capacidad de absorcién de las raices.
El procedimiento seguido para la fase de cultivo hidrpodnico se describe a continuacion.

Las semillas se esterilizaron superficialmente realizando un lavado de 5 minutos con etanol al 96%,
seguido de 10 minutos en lejia al 5%. A continuacién, las semillas se lavaron extensamente y se dejaron
hidratar en agua MilliQ estéril durante 4 horas. Para su germinacion, las semillas se colocaron en un lecho de
papel de filtro humedecido con agua MilliQ estéril. Las semillas se dejaron germinar en oscuridad durante 4
dias, tras lo cual se dispusieron las plantulas en bandejas de cultivo hidropdnico, sumergiendo las raices en
solucion nutritiva Hoagland estandar (Tabla 14). La solucion de Hoagland utilizada es la mostrada en la

siguiente tabla:
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Tabla 14. Solucidn nutritiva de Hoagland empleada en el cultivo hidropdnico.

Solucién patrén mi/l

1 Molar KH2PO4 1.0

1 Molar KNO3 5.0

1 Molar Ca(NOs)2:4H,0 5.0
1 Molar MgS04-7H.0 2.0
Solucién patrén de micronutrientes gr/l
HsBOs 2.86
MnCl2-4H.0 1.81
ZnS04-7H,0 0.22
CuS04-5H20 0.08
H2Mo0O4-H20 0.02

Después de 15 dias de crecimiento, en las que todas las plantas crecieron en las mismas condiciones, estas
se transplantaron a macetas con suelo agricola, que se sometid a diferentes tratamientos para evaluar la
eficacia del nuevo fertilizante. En cada bandeja de cultivo hidropdnico se crecieron 12 plantas y se destinaron
3 bandejas a cada uno de los 5 tratamientos que se realizaron en maceta. En total, se utilizaron 180 plantas,

36 por cada uno de los 5 tratamientos.

De las 36 plantas crecidas en hidropdnico por cada una de las 5 condiciones, se seleccionaron 15 con un
desarrollo homogéneo para cada condicion. Se plantaron 3 plantas por maceta y se destinaron 5 macetas a
cada uno de los 5 tratamientos. En las macetas se colocé 3 kg de suelo procedente de la zona de Utrillas
(provincia de Teruel), que previamente a ser utilizado en el ensayo fue secado y tamizado a un tamafio de 2
mm. Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se detallan en la Tabla 30, en el apartado de Resultados.

Todos los andlisis quimicos realizados estan basados en la normativa de andlisis de Fertilizantes RD 506/2013.

Las macetas fueron previamente humedecidas hasta capacidad de campo (mdaxima cantidad de agua
admisible por el suelo sin que percole) y recubiertas lateralmente con unas laminas opacas para evitar la
posible fotodegradacion de los quelatos. Una semana después del transplante, se aplicaron Los 5

tratamientos descritos en el apartado 2.2.5.1.2.

2.2.5.1.1.-Condiciones del cultivo en camaras.

Las plantas crecieron con una temperatura y fotoperiodo de 252C y 16 h luz/22°C y 8 h oscuridad y una
intensidad luminica de 4.000 luxes en superficie. La solucion nutritiva se reemplazé por solucion fresca cada

tres dias y se mantuvo en todo momento aireada mediante sondas de burbujeo.
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2.2.5.1.2.- Tratamientos aplicados y toma de muestras.

El hierro es aplicado a la planta en forma de una solucion al 0,5% de quelato/complejo con un 6% de hierro,

en una proporcion de 2 ml por litro. El nuevo producto basado en hierro complejado con sustancias himicas

fue comparado con el quelato comercial EDDHA (etilendiamino-N,N’-bis dacido-2-hidroxi-fenilacetico)

denominado LibFer, el cual es un agente quelante obtenido mediante sintesis quimica.

Control de referencia de base del ensayo, sin adicidn de ningun tipo de corrector de hierro.
Tratamiento 1.

Compuesto quelatado comercial de hierro, LiBFer, con EDDHA como quelante. Tratamiento
2.

Nuevo fertilizante desarrollado en este trabajo. Tratamiento 3.

Hierro sin complejar ni quelatar, con la concentracion de hierro para obtener los 54 pumol
de hierro. Tratamiento 4.

Mezcla producto 50% quelatado/ 50% complejado. Tratamiento 5

Se realizaron 3 réplicas por tratamiento, obteniéndose un total de quince bandejas (Figura 29) a las cuales se

le aplicaron 54 umoles de agente quelante por maceta.

Se realizaron dos muestreos; el primero a los 13 dias de haberse aplicado los tratamientos y el segundo a los

30 dias, cuando se cortd la planta. Se lavd el material vegetal y se determind su peso fresco y su peso seco.

o
/‘M/W' ‘l

Figura 29. Disposicion de los experimentos del ensayo hidropdnico
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Las concentraciones de hierro en las diferentes partes de la planta fueron medidas mediante un equipo de

plasma de acoplamiento inductivo acoplado a un detector dptico (ICP-OES).

Para el analisis de la clorosis en las hojas se utilizé la medida directa en hoja con el equipo SPAD-502 (Figura
24), mediante la evaluacion de la concentracion de clorofila. El valor de la medida de clorofila en hoja viene

expresado en forma de umol m™.

2.2.5.2.- Ensayos de eficacia en campo

Para poder llevar a cabo los ensayos de eficacia en campo, en primer lugar, se realizé la caracterizacién del
suelo mediante un analisis fisicoquimico. Los principales parametros analizados y sus métodos asociados se

muestran en la tabla 15.
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Tabla 15. Pardmetros analizados y metodologia para el analisis del suelo donde se ha realizado el test

Pardmetro Metodologia

PH (extracto 1:2,5) Electrometria, medida directa

Conductividad 25¢C (extracto 1:5) Conductimetria, medida directa

Destilacion Kjeldhal (Método oficial RD

Nitrégeno total

506/2013)
Nitrégeno amoniacal Fotometria
Materia organica Calcinacién (Método oficial RD 506/2013)

Carbono organico Calculo aritmético en base la M. O

Célculo aritmético en base al Carbono

Relacién C/N organico y Nr
Fésforo asimilable Gravimetria (Método oficial RD 506/2013)
Potasio asimilable Gravimetria (Método oficial RD 506/2013)
Calcio asimilable ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)
L ICP-OES (Método basado en el oficial RD
Magnesio asimilable 506/2013)
Carbonatos totales Calcimetria (Método oficial RD 506/2013)
Caliza activa Valoracion redox (Método oficial RD
506/2013)
Capacidad Intercambio Catiénico (C.I.C) ICP-OES (Metocég:;sgfg)en el oficial RD
Potasio cambiable ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)
. . ICP-OES (Método basado en el oficial RD
Calcio cambiable 506/2013)
Magnesio cambiable ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)
. . ICP-OES (Método basado en el oficial RD
Sodio cambiable 506/2013)
Cobre ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)
Hierro ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)
ICP-OES (Método basado en el oficial RD
Manganeso 506/2013)
Cinc ICP-OES (Método basado en el oficial RD
506/2013)

Porcentaje de sodio intercambiable Célculo aritmético

Textura Aerometria

Esta metodologia de analisis ha sido utilizada no solo para el andlisis del suelo, sino también para el analisis

guimico de los parametros determinados para estudiar el contenido nutricional de las plantas.

Las pruebas fueron realizadas en colaboracién con la red comercial que la empresa Fertinagro Biotech
dispone en Espafia y se prolongaron hasta el final de la cosecha. En los ensayos previos en cdmara de cultivo,

el disefio de los tratamientos tiene como objetivo estudiar la viabilidad del nuevo fertilizante para ser
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absorbido eficientemente por las plantas y determinar su capacidad para solventar deficiencias de hierro en
el medio en que crecen los cultivos. En la fase de ensayos en campo, se redujeron los tratamientos de 5 a 3,
simplificando asi el disefio experimental y facilitando las tareas de aplicacién de los tratamientos y
seguimiento de los cultivos, dado que la finalidad en este segundo caso es la de validar el nuevo fertilizante
para su aplicacion posterior a nivel comercial. Por consiguiente, en los ensayos en campo se realizaron tres
tratamientos: 1) tratamiento 1, control sin tratar; 2) tratamiento 2 aplicacién del quelato comercial LibFer; y

3) tratamiento 3, aplicacién del fertilizante basado en hierro complejado desarrollado en este trabajo.

El cultivo seleccionado para realizar el estudio fue la berenjena, por ser un cultivo exigente en la necesidad
de hierro y que, en caso de carencia, muestras claros sintomas, ademas de tener una rdpida respuesta ante
la accidn correctiva. Asimismo, este cultivo facilita la evaluacién de las carencias férricas por tener una
elevada masa vegetativa alrededor del fruto. Por ultimo, el ensayo encaja en el periodo de cultivo (agosto
2018 a marzo 2019) en el afio en el que se realizd este trabajo, siendo la zona de Almeria donde se realiza la

prueba.

2.2.5.2.1.- Identificacion de las parcelas.

Parcela: Propiedad del Sr. Salvador Escobar Villegas.

Localidad: El Ejido (Almeria).

Variedad cultivo: Leticia (berenjena oval negra).

Fecha de trasplante: 18-08-2016

2.2.5.2.2.-Tratamientos aplicados.

Tratamiento T1: Testigo o prueba control.

e Composicién testigo de referencia: 0 % de Fe

e Marco de plantacion: 0.2 x 0.2 (5.000 plantas/ha)
e Superficie parcela T1: 500 m2

e Parcela T1:300 plantas.

Tratamiento T2: Testigo de referencia (producto quelatado comercial con la molécula conocida EDDHA,

Libfer)
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e Composicion testigo de referencia: Fe 6 %, 0-o EDDHA 4 %

e Marco de plantacion: 2 x 1 (5.000 plantas/ha)

e Superficie parcela T1: 6.200 m2

e Parcela T2(Testigo de referencia: Libfer): 3.100 plantas.

e Fecha de aplicacién: 1,75 Kg/ha mensual a partir del 25 de noviembre

e Dosis: 12 Kg/ha (via riego).

Tratamiento T3: prueba con el nuevo producto desarrollado en este trabajo basado en hierro complejado

con sustancias humicas.

e Composicién del nuevo Fertilizante: hierro complejado de hierro al 6% con sustancias
hdmicas

e Marco de plantacion: 2 x 1 (5.000 plantas/ha)

e Superficie parcela T3: 6.000 m2

e Parcela T3 (Testigo: Nuevo Fertilizante): 3.000 plantas.

e Fecha de aplicacién: 1,75 kg/ha mensual a partir del 25 de noviembre

e Dosis: 12 kg/ha (via riego).

2.2.5.2.3.- Seleccion del sistema de cultivo y tratamientos.

Para la realizacion del ensayo se eligieron dos invernaderos diferentes, ya que en cada invernadero el sistema
de fertilizacién es Unico y de ese modo se evitaba las posibles contaminaciones cruzadas. El tipo de
invernadero utilizado para los experimentos es el denominado por su construccion de raspa y amagado,
situados uno junto al otro: en uno de ellos se aplicé Nuevo Fertilizante (tratamiento 3) y en el otro el producto
comercial Libfer (tratamiento 2) y el control (Tratamiento 1). El suelo era moderadamente basico (8,35 de
pH), con una conductividad eléctrica no limitante (0,272 dS/m), muy bajo contenido en materia organica (0,7

%), calcareo y textura franco limosa.

Tras seleccionar la parcela, se procedié a la aplicacion del tratamiento 3, a una dosis de 1,75 Kg/ha, por via
radicular y la aplicacién del tratamiento 2 a 1,75 kg/ha, también via radicular. Estas dosis varian segun la
aplicacion sea via foliar o via radicular. La diferencia entre ambas dosis radica principalmente en que el
fertilizante aplicado via foliar es aprovechado por la planta de forma mas rapida frente al radicular que tiene
que ser absorbido por las raices hasta llegar a la hoja. Durante todo el ciclo de crecimiento, el manejo del

cultivo en ambos tratamientos fue idéntico (abonado, riego, tratamientos fitosanitarios y otros).
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A lo largo del ciclo de cultivo se llevaron a cabo medidas del contenido en hierro y en otros micronutrientes
para evaluar la absorcién de los mismos en respuesta a los diferentes tratamientos. Asimismo, se midid el
contenido en clorofila de las hojas de las plantas y se determindé el rendimiento final del cultivo.
Adicionalmente, a modo informativo, se comentan las impresiones que el agricultor responsable de las

parcelas muestra con base en su experiencia acerca de la efectividad de los productos aplicados.

2.2.5.2.4.- Toma de muestras

Se tomaron como muestra de cada parcela elemental 2 lineas y 10 plantas dentro de cada linea de
cultivo por repeticion (1 repeticion en este caso), descartando las primeras plantas de cada fila. Se eligen
aquellas lineas ubicadas en el centro de la parcela para disponer de plantas representativas del sector de
riego, eliminando asi el efecto borde. Se seleccionan, ademds, plantas homogéneas, sanas y que obedecen a
las caracteristicas medias observadas para el conjunto de todas las plantas del sector, con los siguientes

propésitos:

e Determinar el contenido de clorofila (en umol-m?2), la cual es una medida objetiva para la

evaluacidn del contenido en clorofila en la hoja.

Determinar la absorcién de hierro (en pg/g), parametro cuya carencia es indicativa de la

aparicion de la clorosis férrica. (Método ICP-OES (Método basado en el oficial RD 506/2013).

e Determinar la absorcién de micronutrientes (en pg/g). Este parametro evalia cémo el resto

de micronutrientes son asimilados por la planta (Método ICP-OES (Método basado en el
oficial RD 506/2013).

e Contenido en macronutrientes. Se analizaron los niveles de nitrégeno, fésforo, potasio, calcio
y magnesio con los diferentes métodos planteados en la tabla 15.
e Determinar los pardmetros de produccidn (kg/ha). Se obtendran los rendimientos con el

tratamiento de Nuevo Fertilizante, con LibFer y el testigo.

2.2.5.2.5.- Frecuencia en la toma de datos.

Se tomaron una serie de muestras iniciales, antes de la aplicacién de los tratamientos, el dia 20 de noviembre
de 2016) y tras el inicio de las aplicaciones, los dias 8 de enero, 24 de febrero, 5 de abril y 10 de mayo de
2017. Se han registrado datos de produccién semanalmente (a partir de enero de 2017) coincidiendo con los

cortes que viene realizando el agricultor en la finca.
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La primera analitica fue realizada 45 dias después de la primera aplicacién de hierro (08-01-2017) y el resto
para seguir la evolucién del estado nutricional del cultivo y a nivel foliar de las plantas también fueron
realizadas aproximadamente cada 45 dias (24-02-2017 / 05-04-2017), a excepcion de la dltima que se llevo a

cabo cuando fue recolectado el cultivo (10-05-2017).

De cada planta se tomaron 4 hojas. Se tomé la hoja joven recién formada, que equivale a la quinta o sexta
hoja empezando por arriba, incluyendo limbo y peciolo y cada una de las hojas orientadas hacia un punto

cardinal. El peso final de la muestra a analizar no sobrepasé los 150 gramos.

En los muestreos se ha tenido en cuenta si la plantacién fue tratada con fungicidas que contuvieran productos
como “Maneb®” o “Zineb®”, ditiocarbamatos de cinc o manganeso por la posible influencia en los resultados
obtenidos, debido a que estas sustancias pueden aportar micronutrientes. Las sales de cobre también
pueden distorsionar los resultados si no se consigue descontaminar adecuadamente la muestra en el proceso

de lavado previo al andlisis.

109



MATERIALES Y METODOS EXPERIMENTALES JOAQUIN ROMERO LOPEZ

110



RESULTADOS JOAQUIN ROMERO LOPEZ

CAPITULO 3




RESULTADOS JOAQUIN ROMERO LOPEZ

Tal como se ha explicado en el apartado de objetivos, y dado que en el trabajo experimental pueden
diferenciarse claramente tres acciones principales para conseguir el objetivo general de esta tesis, los

trabajos se van a describir separadamente en tres grandes bloques:

e Estudio de la transformacién del carbdn/leonardita a sustancias himicas.
e Estudio de activacidn de extractos himicos para aumentar su capacidad de complejacion.

e Validacion agrondmica de un nuevo producto basado en hierro complejado.

3.1.- ESTUDIO DE TRANSFORMACION DEL
CARBON/LEONARDITA A SUSTANCIAS HUMICAS.

En el apartado de introduccidn se han descrito los diferentes métodos de extraccién de sustancias humicas
existentes: alcalinos, con resinas, con solventes y mixtos. Ademas, en el apartado 1.3.6, se han detallado las
patentes relacionadas mas relevantes aplicadas a nivel industrial. Considerando la revisidon estado del arte
realizada, en el presente apartado se expone el proceso desarrollado en esta tesis para la transformacién del
carbdn en sustancias humicas. En dicho proceso se emplea como base el método con solventes, al que se le

anade la utilizacidn de diferentes agentes oxidantes que incrementan el rendimiento de extraccién.

El diagrama de bloques del proceso desarrollado se muestra en la figura 30:

Oxidacion
Materias . *Radiacién
primas . Cribado visible

eAgente
oxidante

Figura 30. Diagrama de bloques del proceso desarrollado.

En un primer paso, se realizd la seleccién de las materias primas mas idéneas para el proceso, que fueron el
carbdén vy la leonardita; a continuacién, se procedid a un cribado grueso para eliminar la materia prima de un

tamafio superior al que el siguiente paso permite, empleando molturacidn en fase liquida y sonicacién. Con
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las etapas conjuntas de molturacion en fase liquida y sonicacidn se consiguié la reduccién de tamafio de
particula para poder llevar a cabo el ultimo paso del proceso que es la oxidacion mediante procesos de

radiacién y con un agente oxidante.

El desarrollo de estos ensayos se ha realizado mediante la optimizacién paso a paso de las diferentes fases
de la extraccion, es decir, se ha tomado unos rangos de operacién para cada una de las fases y se ha ido
comprobando los rendimientos de extracciéon (Ecuacién 1 y 2) para cada rango seleccionado. Una vez
obtenido un resultado que maximiza el porcentaje de EH, este es fijado como valor de referencia en esta fase

y se pasa a la siguiente fase, realizando el mismo procedimiento.

Tras la revision del estado del arte realizada acerca de las variables a controlar en el proceso de
transformaciéon del carbon/leonardita en acidos himicos, se observd que en las metodologias revisadas
solamente se tienen en cuenta variables como el tiempo de oxidacion/extraccidén y temperatura a diferentes
pH (163, 165, 167). En este trabajo, como novedad en el proceso, se ha optado por incluir, ademas, el tamafio
de particula y la aplicaciéon sucesiva de diferentes técnicas de molturacidon para conseguir el tamafio
adecuado, ya que, por ejemplo, el empleo de técnicas como la sonicacién puede favorecer la oxidacion del
material. La influencia de la sonicacidn en la oxidacién del EH se debe al proceso de cavitacion potencia la

oxidacion en presencia del agente oxidante.

Reduccién del tamaiio de particula. El proceso engloba las tres primeras fases del diagrama de bloques
(Figura 42) antes de llegar a la oxidacion. La reduccién de tamario es relevante en la velocidad de reaccion de
oxidacion del carbdn con el agente oxidante. La cinética de la reaccion se ve favorecida al aumentar la

superficie de contacto entre las particulas de carbon molido y el agente oxidante.

El proceso de reduccion de tamario se efectud en varias etapas, mediante tres equipos diferentes:

a. Tamizado en fase sdlida. En esta fase se lleva a cabo la separacion gruesa del material que, debido a
su tamafio, no es capaz de ser introducido en las siguientes etapas.

b. Molino en fase liquida. El objetivo es disminuir el tamafio de particula del carbén desde un tamafio
de 6-2 mm hasta tamanios inferiores a 2 mm.

c. Sonicador. La finalidad es la reduccién posterior del tamafio del material, mediante la aplicacion de
energia de ultrasonidos sobre el carbdn previamente molido, partiendo de tamafos desde 2 mm
hasta 10 um. Cuando el proceso de molturacion por ultrasonidos se lleva a cabo en fase himeda, las

particulas de carbdn se ven sometidas, ademas, a fendmenos de cavitacién, generandose millones
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de burbujas microscépicas que sufren rapidisimos procesos de expansidn y colapso que transmiten
su energia al material de carbdn, haciendo que dicho material sea mas poroso y por lo tanto aumente

la superficie especifica del material, favoreciendo las reacciones sucesivas.

Proceso de oxidacidn del carbon. Esta es la Ultima fase del proceso de extraccidn del carbdn, la cual culmina
en la formacidn de sustancias himicas. Para diseiarla se efectuaron pruebas con el solvente elegido, el
perdxido de hidrégeno, a diferentes concentraciones, asi como un estudio de activacidon de los dacidos
humicos mediante la aplicacidn de luz visible a diferentes longitudes de onda, con el objetivo de seleccionar

la mas favorable. La intensidad o potencia de radiacién visible se aplicé en el rango espectral de 395 a 750

nm. Para llevarlo a cabo se utilizaron [dmparas led similares a las empleadas en las cdmaras de cultivo para
simular la radiacién solar. Las ldmparas se recubrieron con filtros de diferentes transmisividades que tienen
la capacidad de filtrar la luz a diferentes longitudes de onda (figura 31), permitiendo la activaciéon de
determinados grupos funcionales del carbdn, tales como grupos aromaticos y alifaticos, que también estan

influenciados de forma positiva por la oxidacién (185, 186, 187).

Figura 31. Disposicion del filtro de color para la prueba a diferentes rangos de longitudes de onda.

El proceso de optimizacidon consistié en un procedimiento secuencial mediante la discriminacién de los
resultados no validos en cada etapa y seleccidn del dptimo para la siguiente etapa. Los valores obtenidos en

la extraccién con diferentes tamafios de particula de leonardita se consideraron validos cuando se obtenia
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una transformacién superior al 60%, siendo este valor un dato obtenido como referencia de un producto

comercial (HUMITA 60 de procedencia canadiense).

3.1.1.- PROCESO DE REDUCCION DEL TAMANO DE PARTICULA

Para conseguir la disminucién de tamano de particula, se ha realizado un procesamiento en varias etapas.

Materias Cribado
primas .

(1)

Figura 32. Tratamiento para la reduccién de tamafio.

En un primer lugar (proceso 1, figura 32), la leonardita se cribéd mediante unos tamices circulares para obtener
una separacioén inicial de tamafios superiores a 8mm. Posteriormente, con ayuda de un molino en fase liquida
el material se redujo a tamafios inferiores a 2 mm. Por ultimo, se usé un sonicador que permite la aplicacién

de diferentes frecuencias (energia) para conseguir el tamafio minimo requerido.

El proceso de cribado en el laboratorio consiste en la adicidén de cantidades no superiores a 2 kg de leonardita
a una vibrotamizadora, en la cual mediante vibracién constante se obtiene la leonardita a diferentes
tamafios. Se observd que, a tamafios inferiores a 1 mm, las mallas quedaban cegadas por la leonardita y no
era efectiva, siendo el principal motivo la humedad proveniente de la propia materia prima. Para solucionar
este problema se planted realizar un secado previo. Tras varias pruebas en laboratorio se decidié descartar
este procedimiento por dos motivos: a) en un primer lugar, el secado a nivel industrial no es posible, ya que
las condiciones de proceso ya no serian exactamente iguales a las del planteamiento experimental realizado
en el laboratorio, y b) el secado mediante calor, debido a la posible combustién para estas sustancias
provenientes del carbdn. Con todo este proceso se consigue separar el material de un tamafo superior a 8

mm.

Tras esta primera etapa de cribado, el producto se sometié a una molturacién en fase liquida (proceso 2,
figura 32). Gracias a un molino, que en su interior contiene bolas de zirconio de un tamafo de 0,5 mm, al
pasar el producto se reduce el tamafo de particula por trituracién. Posteriormente, el material se sometié al

proceso de molturacién por ultrasonidos (proceso 3, figura 32). Cabe destacar que la molturacion previa a la
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reduccion por ultrasonidos puede ser llevada a cabo por diferentes tipos de molinos, tanto por via himeda
o con molinos en via seca. Los de via himeda, como el utilizado en este proceso, tiene la ventaja de que el
producto ya queda en una solucidn acuosa facilitando el proceso posterior de oxidacion. Los molinos en via
seca, como pueden ser molinos pendulares, de cuchillas u otros, fueron descartados debido a que, al
procesarse carbdon dada su alta capacidad de autoignicién, se podia generar riesgos de incendio, y el
equipamiento con el cual se disponia no cumplia las especificaciones para poder realizar las operaciones con

la seguridad pertinente.

El proceso de molturacién por ultrasonidos, aunque es efectivo, requiere elevadas potencias, para evitar que
el proceso necesite de multiples repeticiones sobre el mismo material para obtener los resultados deseados.
Esta particularidad del equipo de ultrasonidos constituye un handicap en el escalado a nivel industrial, ya que
en la actualidad existen equipos de ultrasonidos de alta potencia, pero no la suficiente para procesos en

continuo con el fin propuesto en este trabajo.

Para poder evaluar la eficacia del proceso de reduccién de tamano de particula de una forma cuantitativa,
fue necesario medir las densidades reales y aparentes y determinar la porosidad. La porosidad es una medida
de la fracciéon del volumen de una muestra ocupada por poros internos a su estructura. Su determinacién se
puede llevar a cabo mediante técnicas avanzadas de porosimetria de helio o de mercurio, o de forma mas
rutinaria determinando la densidad real y aparente del material. Una vez conocidas ambas densidades, se
puede llevar a cabo el calculo de la porosidad (€) en porcentaje donde valores inferiores al 5% implican una

porosidad pobre y los superiores al 25% una porosidad excelente (188) aplicando la ec. 41:

_ Preal — Paparente

(41)
Preal

3.1.1.1.- Molturacidn en fase liquida

El objetivo de este proceso, como ya se ha mencionado anteriormente, es la reduccidn del tamafo del carbén
para aumentar su reactividad. El equipo utilizado ha sido un molino de bolas modelo EHP 1,5 de Oliver y
Batlle con una potencia de 0,18 kW y con una capacidad de molturacién de 5 L/h. La concentracién de carbon
en agua utilizada fue del 30 % (relacion masa de carbén/masa de agua), la cual fue elegida por el rango de
operacion que admitia el tipo de bombas del que se disponia para poder realizar los trasiegos a través de los

diferentes equipos, siendo constante en todos los experimentos llevados a cabo en este trabajo.

Las pruebas fueron realizadas en las siguientes condiciones de proceso:
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e Temperatura. La temperatura fue controlada por el propio sistema de molturacién, el
cual proporciona un control para evitar posibles problemas del producto a molturar. En
este caso en particular, la temperatura fue fijada en 25 °C.

¢ Caudal de alimentacidn. La velocidad de alimentacién para la molturacién fue ajustada

gradualmente hasta conseguir una molienda estable, variando de 3 L/h a 5 L/h.

La masa de bolas de zirconio en el molino se mantuvo constante en todo el proceso, y fue la recomendada

por el fabricante para un correcto funcionamiento del equipo.

¢ Diametro nominal de los elementos molturantes: 1,8 mm-2 mm.
e Densidad aparente (bolas secas) kg/litro: 2,56 kg/I.
e Volumen real de bolas, porcentaje en 1 litro: 0,63 %

e Cargade bolas: 2,67 kg-3,33 kg.

La cantidad procesada en el experimento fue de 6,5 litros con una concentracién del 30% en carbén, como

la velocidad de molienda oscilé de 3 L/h a5 L/h, la duracion de cada prueba fue de 90 minutos a 120 minutos.

El numero de ensayos realizados en este apartado fue de 44 experimentos. Los resultados se muestran en la

tabla siguiente.
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Tabla 16. Resultados obtenidos en el proceso de molturacion en fase liquida.

Ensayo Tamafio inicial Tamafio final Ensayo Tamafio inicial Tamafio final
(mm) (mm) (mm) (mm)

1 4,9 1,9 24 4 1,5
2 5,1 1,7 25 4,1 1,9
3 4 1,7 26 4,2 16
4 4 1,8 27 43 1,9
5 4,3 1,6 28 4,5 1,7
6 4,1 1,6 29 4,9 15
7 4,6 1,7 30 4 1,9
8 4 1,6 31 4,2 1,8
9 4,1 1,6 32 4,1 1,6
10 4,2 1,6 33 4,1 1,7
11 43 16 34 4,1 18
12 4,5 1,7 35 4,4 1,6
13 4,6 1,5 36 4,3 1,5
14 4,1 16 37 4,4 15
15 4,8 1,8 38 4,6 1,7
16 4,2 1,9 39 4,5 1,6
17 4,2 1,6 40 4,7 1,6
18 4,5 1,7 41 41 1,5
19 43 1,8 42 4 14
20 4,4 1,6 43 4,3 1,9
21 4,5 1,6 44 4,5 1,5
22 43 1,8

23 4,6 1,9

Como resultados promedio de los todos los experimentos realizados se obtuvieron los siguientes valores,

donde el intervalo expresa la desviacion tipica.

» Tamafio medio inicial: 4,34 £ 0,27 mm
» Tamafio medio final: 1,7 + 0,14 mm

3.1.1.2.- Molturacion con ultrasonidos

La sonicacién o ultrasonicacidn constituye una técnica eficaz para la molienda en humedo y la pulverizacién
de particulas. Ademas de utilizarse para procesos de dispersién y desaglomeracién, los dispositivos de
ultrasonidos se utilizan en la molienda himeda. Cuando se lleva a cabo una molturacién en fase liquida, se
produce el mismo efecto que en una cavitacidn ultrasénica. El efecto de sonicar los liquidos a elevadas

potencias de intensidad, provoca en las ondas acusticas variaciones en los ciclos cambiantes de alta presion
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(compresidn) y baja presién (rarefaccién). El proceso tiene diferentes efectos en funcion del ciclo en el que
se encuentra, por ejemplo, en el ciclo de baja presidn, las ondas ultrasénicas de alta intensidad crean
pequeiias burbujas de vacio en el seno del liquido. Dichas burbujas, cuando alcanzan un determinado
volumen en el que ya no son capaces de captar mas energia, colapsan de una forma violenta durante un ciclo
de alta presién, definiéndose este fendmeno repetitivo “cavitacién”. Esta modificacién subita del tamafio de
las burbujas genera efectos de microturbulencias y microchorros que pueden llegar hasta 1000 km/h de
velocidad de expansién. Con todo esto, el resultado es una elevada aceleracién de los procesos de difusion,
de transferencia de materia y de las reacciones en fase sélida debido a los cambios en el tamafio del granoy

en su estructura (189).

Para comprobar este efecto se aplicaron tratamientos a diferentes potencias de sonicacion. El
tamafio inicial de partida en estas pruebas de sonicacion fue el obtenido en el paso anterior con un valor de

tamafio medio de 1,7 mm (Tabla 16).

Tabla 17. Tamafio medio de particula obtenido aplicando diferentes porcentajes de la potencia nominal (0,4

kW).

Prueba a diferente potencia de sonicacién Tamafio medio final, mm
10% 1,60
20% 1,20
30% 1,00
40% 0,90
50% 0,60
60% 0,40
70% 0,30
80% 0,10
90% 0,04
100% 0,02

En la tabla 17 se presentan los resultados de porosidad conseguidos en funcidon del tratamiento de
molturaciéon completo. Dichos resultados se exponen comparandolos con los valores obtenidos para una

muestra de carbdn sin tratar que solamente ha sido cribada por un tamiz de 8 mm de luz de malla.
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Tabla 18. Datos obtenidos del carbdn sin ser tratado con la molturacidn y tratado con la molturacion

Carbon sin tratar | Carbdn tratado

Densidad real (kg/m3) 1,346 1,346
Densidad aparente (kg/m3) 1,285 0,786
Porosidad (€) (%) 4,53 41,60

Como puede observarse en la tabla 18, la porosidad y la densidad aparente estan inversamente relacionadas,
lo que implica que, al descender la densidad aparente, la porosidad aumente 10 veces. De este modo se
demuestra que la conjugacion de la molturacién en via himeda y la sonicacion permite aumentar la

porosidad.

La figura 33 muestra mediante imagenes de microscopia electrénica el efecto del aumento de la porosidad

del carbén tratado en las condiciones de molturacidn en fase liquida (caudal de 5 L/h) y maxima potencia de

sonicacion.

Figura 33. Imagen (a) carbdn sin tratar 50X. Imagen b) carbdn tratado 200X tras el proceso de molturacion en via
himeda y sonicacion.

Se observa también en la figura como el tratamiento generd una mayor cantidad de huecos y de particulas
pequefias con una mayor esfericidad, produciéndose a su vez la aglomeracién entre esferas pequeias y

esferas de mayor tamaiio.

A nivel molecular, el carbdn tiene una estructura desordenada debido a la forma en la que se enlazan las
diferentes cadenas de carbono, ya sean lineales o aromaticas (190, 191). Cuando el carbén es tratado para
su activacion mediante los procesos de oxidacion, sufre una reorganizacién y adquiere nuevas propiedades

como el aumento de solubilidad y la capacidad de complejacion de metales, entre otras (Figura 34).
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Figura 34. a) Molécula de carbdn sin activar. b) Molécula de carbdn activada. (192)

Asi, la etapa de molturacién por sonicacion permite obtener un tamafo de particula adecuado para
maximizar su contacto superficial con el oxidante, y a la vez, con el interior de las particulas. Esto se debe a
la formacion de poros por cavitacién, lo que potencia la oxidacidn del carbdn y con ello la extraccién de acidos

humicos a partir de las microparticulas de carbén.

3.1.2.- PROCESO DE OXIDACION DEL CARBON

Para llevar a cabo la oxidacién del carbén por la via quimica, existen diferentes tipos de agentes oxidantes,
siendo los mas frecuentemente utilizados aquéllos que son capaces de aceptar electrones y por tanto aportar
poder reductor. Estos pueden ser el acido nitrico, el dicromato potasico y el peréxido de hidrogeno. En
pruebas preliminares se probaron estos tres agentes oxidantes (datos no mostrados). Los resultados, en el
caso del acido nitrico y el dicromato potdsico, aunque aceptables, se desestimaron, si bien en parte por la
peligrosidad en su uso, también por las siguientes razones. A nivel industrial, el acido nitrico produce una
reaccidén exotérmica elevada y su manejo requiere de un conocimiento y trato precavido. Por otro lado, el
uso del dicromato potdsico estd restringido medioambientalmente, ya que en el proceso queda el cromo
como residuo y, tanto en la normativa de fertilizantes como en la legislacién de tratamientos de agua, el
cromo es un metal pesado y los contenidos maximos permitidos son muy bajos o estan prohibidos. Por lo
anterior, el oxidante seleccionado para este trabajo ha sido el peréxido de hidrdogeno, el cual también se
emplea ampliamente en el tratamiento de contaminantes de materia organica, tales como el incremento de
la biodegradabilidad de un efluente, el tratamiento de aguas residuales o la eliminacidn de compuestos
organicos especificos (193). El perdxido de hidrégeno actia como radical oxidante muy potente, debido a la

presencia del radical hidroxilo. EIl mecanismo de la oxidacion radicalaria consta de tres etapas: iniciacion,
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propagacion y terminacion (194). En la iniciacién, la molécula de hidroxilo rompe de forma homolitica
generando radicales. En la etapa de propagacidn se produce la sustitucién/reorganizacion de hidrégenos y
de carbono dentro de la molécula. Cuando los reactivos (H203) se agotan, los radicales que hay en el medio

se unen entre si, produciéndose la etapa de terminacion (194).

Oxidacion

——

Figura 35. Proceso de oxidacién de una molécula de carbono. Fuente: elaboracién propia.

En esta etapa del proceso se lleva a cabo la oxidacién con perdxido de hidrégeno bajo condiciones de
temperatura ambiente y presidon atmosférica. Ademads, la reaccidn es potenciada con la irradiacién de luz

visible en un rango de longitudes de onda de 380 nm a 730 nm (195, 196).

EFECTO FOTOELECTRICO

Foton Electron
% / i
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Electrones

Figura 36. Efecto Fotoeléctrico (197)

Este efecto fotoeléctrico tiene una energia que depende en funcidn de la longitud de onda y de la naturaleza

del metal (198, 199).
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ENERGIA DE LA LUZ EN FUNCION DE SU LONGITUD DE ONDA

1.8
~«~ 1.8
= 'V «VISIBLE. IR
= : : : Espectro solar
§ y . .
'5 1 ‘2 - : b VISIBLE /NFHA&
§ N : VISIBLE INFRARED
E 1 100 280 315 400 700
% 0.8 Longud o a2
(=]
:'E -
z 06a=
(Y
E K
2 04
8 4
3 0.2+
S
T o
e
= 0.0

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

Longitud de Onda en nanometros (nm)

Figura 37. Energia de la luz visible en funcién de su longitud de onda (198)

Por consiguiente, el efecto fotoeléctrico, con su capacidad de movilizar electrones en funcidén de la longitud
de onda emitida, provoca un efecto sinérgico debido a que al salir los electrones del metal estos tienen un
efecto resonante que hace que el metal tenga momentos de absorcién correspondientes a los valores de la
energia del fotén que igualan exactamente a la energia de los electrones en alguna de las capas o subcapas
electrdnicas. Esto provoca un aumento en la produccién de radicales hidroxilos y por tanto del rendimiento
de la reaccién de oxidacién de las particulas sonicadas de carbdn, lo que lleva a conseguir un mayor

rendimiento en la obtencion de acidos himicos.

Se ha realizado un experimento con tres réplicas, con los diferentes solventes (HNOs, KMnO,4 y H,0,) y con

las condiciones de tiempo, temperatura y agitacion que se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Condiciones de ensayos en la oxidacién quimica.

Temperatura (°C) 35
Tiempo (min) 350
Agitacion (rpm) 400

Como puede observarse en la tabla 20, el resultado de extraccion de sustancias humicas (% EH) mas elevado

fue con el 4cido nitrico, lo cual viene apoyado por el uso de este acido en las patentes antes estudiadas (163,

123



RESULTADOS

JOAQUIN ROMERO LOPEZ

165, 166). Sin embargo, debido a la peligrosidad del uso del acido nitrico, se decidié utilizar el perdxido de

hidrégeno, con el que, aunque su rendimiento fue un 6 % menor, se obtuvo un resultado de extraccion

aceptable.
Tabla 20. Resultados obtenidos con diferentes oxidantes, HNO3, KMnQOs y H20,.
% Carbon % Oxidante %H20 % EH (R1) % EH (R2) % EH (R3) % EH (Promedio)
HNOs 30 20 50 75 73 74 74+1,0
KMnOs 30 20 50 61 62 61 61+ 0,6
H20, 30 20 50 66 67 67 67+ 0,6

Una vez seleccionado el solvente (H,0,), se realizé una prueba con diferentes concentraciones de perdxido

de hidrégeno (10%, 20%, 30% y 40%). El valor maximo del 40% resulta de efectuar un analisis del precio de

las materias primas y determinar el maximo coste admisible en un proceso extrapolable a nivel industrial. El

coste del agua oxigenada por litro oscila entre 5,10 €/Ly 7,00 €/L, luego si se toma un coste medio de 6 €/L,

esto podria suponer hasta 240 €/Tn. De cada una de estas 4 pruebas también se realizaron 3 réplicas.

Tabla 21. Pruebas con diferentes porcentajes de perdxido de hidrégeno.

Prueba % en masa de % en masa de % en masa de
Carboén H,0, H,0
P1 30 10 60
P2 30 20 50
P3 30 30 40
P4 30 40 30

En la tabla 22 se muestran los resultados del estudio de extraccidn con diferentes porcentajes de H,0,. De

esta forma se evalud la relacién de cantidad de agente oxidante frente a porcentaje de extraccion.

Tabla 22. Porcentaje de extractos humicos (EH) obtenidos con diferentes porcentajes de H20x.

Prueba %dinHTg:a Z’::an;ia; % eEanzszj de % en masa de EH (R3) O(A)P?gr:;?;?) ieSEDI;I
P1 10 48 53 51 51125
P2 20 66 66 68 67+1,2
P3 30 70 69 69 69£0,6
P4 40 73 71 71 71+1,1

En las tablas 21 y 22 se observa cémo la relacidn entre concentracion y porcentaje de extracto no aumentan

proporcionalmente. Con los valores obtenidos se evalud el éptimo en base a la cantidad de H;O,,

determinandose que un valor del 20% es, con base en la relacién extracto/coste de materias primas, el mas

adecuado. Por dicho motivo, en los siguientes experimentos se utilizé una concentracidon de perdxido de

hidrégeno del 20%.
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No obstante, se estudid la aplicacidon de radiacidon de diferentes longitudes de onda para potenciar la
oxidacion obtenida con peréxido de hidrégeno aplicado en el paso anterior. Para llevar a cabo el experimento
se tomaron ldmparas led de luz blanca, cubiertas exteriormente con laminas que filtran a diferentes
longitudes de onda (de 380 nm hasta 730 nm). Las imagenes mostradas en las figuras 38 y 39 muestran el

procedimiento seguido.

Figura 38. Ldmparas led utilizadas para la prueba de extraccion de sustancias humicas a diferentes longitudes de onda.

Figura 39. Ejemplo de disposicidn de las ldminas para la radiacién a diferentes longitudes de onda a) 620 - 750 nm. b)
495 - 570 nm.

El proceso de aplicacidn de luz a diferentes longitudes de onda se efectud colocando el reactor bajo la emision

de la luz el tiempo indicado en la tabla 19.
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Por el tipo de filtros que se utilizd, se considerd como base la siguiente tabla de colores y longitudes de onda.

Tabla 23. Referencia de colores con sus longitudes de onda.

Longitud de onda (A)

Color

=380 -450 nm

=450 - 495 nm

Verde =495 - 570 nm

Amarillo =570 -590 nm

=590 - 620 nm

= 620-750 nm

El rendimiento en la extraccién se obtuvo mediante el procedimiento descrito en el apartado 2.2.1 (Tabla
24). Los resultados indican que, cuando se aplican filtros de longitudes de onda concretas, se extrae un mayor
porcentaje de dcidos humicos. Los valores maximos se alcanzan con un rango de longitud de onda entre 500
nm y 590 nm, que corresponde a los filtros de color verde y amarillo. Esto es consecuencia del efecto
fotoeléctrico, siendo el rango de longitud de onda 500-590 nm al que mayor energia transmite al carbodn,

siendo maxima emision de electrones y la interaccion con los radicales oxidantes.

Tabla 24. Resultados de rendimiento de extraccion a diferentes longitudes de onda.

Prueba con diferentes rangos de A | Rendimiento de extraccién
380 —450nm 68%
400 —-430nm 68%
450 - 495 nm 69%
460 - 495 nm 69%
495 -570 nm 70%
500 - 520 nm 71%
570-590 nm 71%
590 - 620 nm 70%
620 - 750 nm 70%
680 - 730 nm 70%

Teniendo en cuenta los principales factores con una mayor influencia en el proceso de extracciéon de
sustancias humicas a partir del carbén (tamafo de particula definida a partir del proceso de molturacién-

sonicacidn aplicado, eleccidn del agente oxidante y aplicacién de luz directa en un rango concreto de
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longitudes de onda), se han llevado a cabo un conjunto de ensayos para estudiar el efecto conjunto de estos

factores sobre el rendimiento de extraccion.

La tabla 25 muestra la diferencia entre las etapas con y sin aplicacién conjunta de los procesos anteriormente

descritos. Las pruebas realizadas fueron las siguientes:

Prueba A: aplicacion de un tratamiento con ultrasonidos, oxidacién con H,0, y sin filtros de

luz.

e Prueba B: sin realizar un tratamiento con ultrasonidos, se le aplica oxidaciéon con H,0; y
también luz visible entre 380 nm y 730 nm con los diferentes filtros.

e Prueba C: Unicamente se realiza un tratamiento con peréxido de hidrégeno.

e Prueba D: se aplican los tres tratamientos consecutivos en las condiciones descritas en la

tabla 19.

Cada una de estas pruebas se realizd por triplicado para valorar la robustez de los resultados tras las
diferentes aplicaciones. Se observa que en la prueba D se obtienen los valores de extraccién superiores, lo
qgue sugiere que la aplicacidon conjunta de la molturacién con ultrasonidos, la oxidacion con perdxido de

hidrégeno y radiacién a diferentes longitudes de onda permite conseguir los mejores resultados.

Tabla 25. Descripcion de pruebas comparativas con los diferentes procesos.

. L, L Aplicacion .
Tratamlerlmto del Molturacu?n con Oxidacién radiaciona | Resultado 1 | Resultado 2 | Resultado 3 Resultado pro'rTledlo de
carbon ultrasonidos con H20; . extraccion
diferentes A
Prueba A Si Si No 55% 58% 53% 55%+3 %
Prueba B No Si Si 62% 60% 55% 59% +4 %
Prueba C No Si No 13% 15% 17% 15%+2 %
Prueba D Si Si Si 84% 80% 80% 81%+2%

Por tanto, la actuacion conjunta de la molturacion por sonicacion y de la oxidacion con peréxido de hidrégeno
bajo irradiacidn visible entre 500 nm y 590 nm permite conseguir un rendimiento de extraccién cercano al
80 % de conversién del carbdén en acidos humicos, frente a un rendimiento de un 60 % alcanzado por los

procesos de oxidacidn con perdxido de hidrédgeno tradicionales.

El aumento significativo en la extraccion es debido a la accion conjunta de distintos procesos. Es decir, una
vez se ha llevado a cabo la molturacion, la aplicacién conjunta de perdxido de hidrégeno junto a la radiacion

a una longitud entre 500 nm y 590 nm provoca un aumento en la oxidacién por el efecto fotoeléctrico. La
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mayor oxidacidn favorecida por el efecto fotoeléctrico provoca una modificacién de la carga del material
mediante el desplazamiento de electrones, lo que permite que el oxigeno proveniente del perdxido de

hidrégeno pueda ocupar los huecos dejados por los electrones.

Ambos efectos generan una sinergia en la extraccién de sustancias humicas a partir de carbdn, lo que es un
efecto relevante y a ser tenido en cuenta en las extracciones intensivas de carbdn para la obtencién de

sustancias humicas.

3.2.-ESTUDIO DE ACTIVACION DE EXTRACTOS
HUMICOS EN SUSTANCIAS HUMICAS CON ALTA
CAPACIDAD DE COMPLEJACION.

Como se ha explicado en el Capitulo 2, dentro de los distintos tipos de disefios experimentales, se consideré
el disefio factorial completo como el mas adecuado para este trabajo. Este tipo de disefio se caracteriza
porque en él se utilizan todas las posibles combinaciones de los parametros a todos los niveles considerados
en el experimento, por lo que, al considerar dos niveles (maximo y minimo) el nimero de ensayos a realizar
es 2% siendo k como nimero de factores, siendo en nuestro caso 11, lo que daria un valor de 2048 ensayos.
Sin embargo, como también se ha comentado, el nUmero de experimentos a realizar resulta inviable, por la
cantidad y el tiempo que se necesitaria (200). Por consiguiente, en este trabajo se ha utilizado un disefio de
experimentos fraccional, y el seleccionado ha sido el disefio factorial Plackett-Burman, que permite una
aproximacién para comprobar si los factores seleccionados son los correctos y si existe efecto entre ellos.
Con la metodologia analitica mostrada anteriormente, en este apartado se pretende llevar a cabo un estudio
de los factores que afectan a los porcentajes de complejacidn, asi como los rangos de actuacidn de cada uno

de ellos. En la tabla 10 se muestran los experimentos que se llevan a cabo en esta parte del trabajo.

Uno de los objetivos en este apartado, ademads de comprobar la capacidad de complejacion de las sustancias
humicas una vez activadas, es también poder efectuar dicha complejacién en un solo paso, es decir, con la
adicion de tres metales como se muestra en la tabla 10, y asi poder comprobar si los factores asi como sus

rangos son los adecuados.
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3.2.1.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LA
COMPLEJACION DE HIERRO.

Los resultados obtenidos para hierro, una vez realizado el muestreo se muestran en la tabla 26.

Tabla 26. Resultados obtenidos en el disefio de experimentos para el hierro.

Ne. Exp. N‘;prre :ZZ:i:: Conclni (%) |TaPar (um)|pH_1|pH_2Tiel_Re (hr)|Tie2_Re (hr) | Temp1 (°C) | Temp2 (°C) | ConMFe (%) | ConMZn (%) |ConMn (%) | CompFe
1 N1 6 40 10 8 11 48 1 15 75 6 0 6 60
2 N2 17 40 700 8 11 1 48 15 15 6 6 0 35
3 N3 15 40 700 11 11 1 1 75 15 0 6 6 0
4 N4 19 40 700 1 | 14 1 1 15 75 0 0 6 0
5 N5 1 10 700 1 | 14 48 1 15 15 6 0 0 87
6 N6 16 40 10 1 | 14 48 48 15 15 0 6 0 0
7 N7 18 10 700 8 14 48 48 75 15 0 0 6 0
8 N8 12 40 10 11 11 48 48 75 75 0 0 0 0
9 N9 8 40 700 8 14 1 48 75 75 6 0 0 36
10 N10 5 10 700 11 11 48 1 75 75 6 6 0 82
11 N11 4 10 10 11 14 1 48 15 75 6 6 6 72
12 N12 9 40 10 8 | 14 48 1 75 15 6 6 6 80
13 N13 20 10 700 8 |11 48 48 15 75 0 6 6 0
14 N14 13 10 10 1 | 11 1 48 75 15 6 0 6 74
15 N15 10 10 10 8 14 1 1 75 75 0 6 0 0
16 N16 1 10 10 8 11 1 1 15 15 0 0 0 0

Con estos resultados se comprobd la influencia de los diferentes factores sobre la variable respuesta.

3.2.1.1.- Analisis estadistico de los resultados del estudio de la complejacion de
hierro

En la tabla 27 y la figura 40, se muestran los diferentes resultados obtenidos en el estudio para el hierro a
partir del test Anova. Los grados de libertad, que nos permiten evaluar la fiabilidad de los factores, fueron 15
sobre los 16 posibles, para la regresion 11 y para los residuales 4, siendo para los residuales un valor bajo
que nos limita la fiabilidad de los resultados obtenidos. El valor de R? obtenido ha sido de 0.995, lo que indica
la linealidad en el ajuste de los resultados. El estadistico F es comparado con el valor critico de una
distribucién F de Snedecor, que nos permite evaluar el contraste de hipdtesis que tienen los factores sobre
la variable respuesta. Para el hierro se obtiene un valor de F de 67,9, mayor que el Fcritico 5,81(obtenido a
partir de tablas), lo que implica que la hipdtesis nula es rechazada, es decir, que los factores que hemos
tomado tienen influencia sobre la complejacién del hierro en un 67,9%. Este valor de la Distribucién F
obtenido para el hierro es calculado sobre el valor de regresion (SD) que es estadisticamente significativo al
95% de nivel de confianza. El valor de la desviacién estandar SD de la regresiéon es 42,72, lo que indica que
existe una dispersion alta entre los valores observados respecto a los estimados. En el valor de p se obtiene

un valor de 0,000 que indica que la regresion es altamente significativa.
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Tabla 27. Tabla de resultados del test Anova para el hierro

CompFe
Grados libertad Suma de cuadrados MS F p SD
Total 16 37474 2342,13
Constante 1 17292,3 17292,3
Corregidas totales 15 20181,8 1345,45 36,6804
Regresion 11 20074,3 1824,93 67,9043 0,000 42,7192
Residual 4 107,5 26,8751 5,18412
N 16 Q2 0,915 R2Adj 0,98
Grados de libertad 4 R2 0,995 RSD 5,1841

En base a estos resultados puede concluirse que los factores seleccionados para estuidar el efecto sobre la
complejacién del hierrotienen influencia, pero que los valores obtenidos para los experimentos, con esos
factores, en el disefio de experimento no son fiables, ademas de tener elevada dispersidn frente al estimado

tedrico en el estudio.

Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
ANOVA for CompFe

40

30

20

10

SD-regression RSD RSD * sqrt(F(crit))

N=16 R2=0,995 R2 Adj.=0,980
DF=4 02=0,915 RSD=5,1841 Conf. lev.=0,95

Figura 40. Resultados Test Anova para el hierro.

En los resultados obtenidos para el hierro se han observado dos puntos atipicos, lo que sugiere la existencia
de una posible no linealidad o interacciones entre factores que afectan directamente a la variable respuesta,

pero con el alcance del estudio realizado en este trabajo no es posible conocer el motivo exacto.
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3.2.1.3.- Analisis de influencia de factores para el estudio del hierro.

El estudio estadistico de los residuos permite evaluar qué factores tienen mayor influencia en el grado de
complejacién de hierro. Como puede observarse en la figura 41, el valor de la concentracidn de hierro en la
mezcla inicial es el factor mas influyente. Este resultado es esperable, ya que la presencia inicial de hierro es
esencial para que se pueda dar su complejacién con sustancias himicas. También se observa como el pH en
la primera reaccién (pH_1) con un 6% y el tiempo en la primera reaccién (Tiel_Re) con un 5,5% influyen de
forma positiva, es decir, a mayor valor de estos factores mayor es porcentaje de complejacion. En cambio,
también tienen influencia el tiempo en la segunda reaccion (Tie2_Re), con un 5,5%, y la concentracidn inicial
de sustancias humicas (Conlni), con un 7%, lo que implica qué cuanto menor es el valor de estos factores

mayor es el porcentaje de complejacién del hierro.

Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for CompFe

. 1
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%

10 “’ _‘,

e
|
i
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Tiel
Tie2

Conin
TaPar
pH_1
pH 2
Templ
Temp2
CopFe
Copzn
CopMn

N=16 R2=0,995 R2 Adj.=0,980
DE=4 02=0,915 RSD=5,1841 Conf. lev.=0,95

Figura 41. Influencia de factores para el estudio del hierro

En la figura anterior se observa como el tamafio de particula de las sustancias humicas (TaPar), el pH en la
reaccion 2 (pH_2) y ambas temperaturas de las reacciones (Templ y Temp2) no tienen influencia sobre la
complejacién del hierro, lo que implica que independientemente del tamafio de las sustancias himicas

dentro del rango planteado en este estudio (10 pum a 700 um), el resultado serd el mismo. Estos resultados
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se deben a que la cantidad de sustancias humicas es lo suficientemente elevada, lo que permite, en las
condiciones de los factores que tienen influencia el hierro sea complejado, por lo que al disminuir esta

cantidad sigue siendo favorable a la respuesta obtenida.

Aligual que la concentracién de sustancias humicas, el pH en la segunda reaccidn no tiene influencia, debido
a que la complejacién ya se ha llevado a cabo en la primera reaccién tanto por el contenido en sustancias

hdmicas como por las condiciones de pH (pH_1) y tiempo (Tiel_Re) en la primera reaccion.

Las temperaturas para ambas reacciones muestran que su valor es indiferente, por lo que, para la posible
implantacion a disefio industrial, se tomaria la temperatura mas baja 15°C, porque supone un ahorro

energético y no afecta al proceso.

Como resumen a los resultados obtenidos en la complejacidn del hierro, cabe destacar que la concentracién
de sustancias humicas fue elevada, lo que permitié que en la primera reaccién con el rango ajustado de sus
factores (pH_1, Tiel_Re) tuviesen la capacidad proporcionar un resultado de complejacién alto, sin necesidad
de los factores que se dieron en la segunda reaccidén, a excepcion del tiempo en la segunda reaccion

(Tie2_Re), que si se demostro.

3.2.1.4.- Analisis de prediccion de 6ptimos para el estudio del hierro.

Se presenta a continuacién el estudio de optimizacién realizado con el programa estadistico sobre las
variables de influencia con el programa Modde. Los resultados se presentan en graficas de superficie,
analizando la influencia entre los factores que afectan al porcentaje de complejacion del hierro. Este analisis
se llevd a cabo factor a factor y permite observar para qué valor de ese factor a estudio se obtuvo mayor
porcentaje de complejacion. Los resultados se muestran de una forma grafica mediante escala de colores, de

mas bajo-frio (menor porcentaje) a mas alto-calido (mayor porcentaje).

Este analisis se llevd a cabo sobre los factores observados en el anterior apartado que tenian mayor influencia
en el estudio sobre la variable respuesta (Figura 41). En el estudio de complejacidn del hierro los factores han
sido la concentracién inicial de sustancias hiimicas (Conlni), pH en la primera reaccién (pH_1), el tiempo en
la primera reaccién (Tiel_Re), el tiempo en la segunda reaccidn (Tie2_Re) y la concentracion de hierro

(CouFe).

132



RESULTADOS JOAQUIN ROMERO LOPEZ

A continuacidn, se muestran los estudios predictivos sobre los factores. En esta investigacion se ha buscado
la influencia de las sustancias himicas sobre la complejacidon de los metales, por dicho motivo, en las
predicciones siguientes se busca la relacién de los rangos seleccionados de los factores frente a la

concentracion inicial de sustancias humicas.

Andlisis de prediccion para la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente al pH
en la primera reaccion (pH_1.)

Como puede observarse en figura 42, los valores maximos sobre la variable respuesta se obtienen cuando la
concentracién inicial de sustancias humicas estd en valores del 10% al 15% y el pH en la primera reaccidn

(pH_1) oscila entre 10,5y 11.
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Figura 42. Analisis de prediccién de los factores Conclniy pH_1 frente al porcentaje de complejacién del hierro

La zona roja muestra que una concentracion de sustancias himicas entre el 10%y 15% y un pH en la primera

reaccion entre 10,5 y 11 ya se obtiene un porcentaje de complejacion del 45%, no siendo un valor elevado
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pero significativo como valor de complejacién en un fertilizante, que exige, que al menos un 50% del metal,

este complejado.

Andlisis de prediccion para la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente al
tiempo en la primera reaccion (Tiel_Re).

El grafico de la figura 43 muestra que para tener mayor grado de complejacién de Fe los tiempos de reaccién

en la primera fase deben ser mayores de 35 horas.
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Figura 43. Analisis de prediccién de los factores Conclniy Tiel_Re frente al porcentaje de complejacién del hierro

Al igual que el caso anterior con el pH, en la primera reaccidon con una concentracion de sustancias humicas
similar al caso anterior, 10%-15%, y con un tiempo entre 40 y 50 horas, se obtiene un 45% de complejacién,

que al igual que para el hierro, es un valor bajo para un fertilizante
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Andlisis de prediccion de la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente al
tiempo en la segunda reaccion (Tie2_Re).

El andlisis predictivo que nos muestra el software en base a los experimentos realizados muestra que la
concentracion inicial de sustancias humicas en funcién del tiempo de reaccién muestra que, para tener
elevados valores de porcentaje de complejacidn, los tiempos de reaccién en la segunda fase deben estar

entre 0 y 10 horas (figura 44). Para estos tiempos de reaccion, el valor de la variable concentracion inicial

oscila entre un 10% y un 15%.
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Figura 44. Anilisis de prediccidn de los factores Conclniy Tie2_Re frente al porcentaje de complejacion del hierro.

Como se ha comentado en el apartado 3.2.1.3, el tiempo en la segunda reaccion (Tie2_Re) es uno de los
factores que tiene influencia sobre la complejacion y, como se ha comentado se encuentra en un rango de

entre 1y 10 horas. El valor minimo (1 hora) puede ser considerado un tiempo de estabilizacién de la reaccién.
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Andlisis de prediccion de la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente a la
concentracion de hierro (ConuFe).

Tal y como se observa en la figura 45, a mayores valores de concentracidn inicial de hierro, mas complejacién

se obtiene.

Figura 45. Andlisis de prediccidn de los factores Conclni y ConuFe frente al porcentaje de complejacion del hierro

Concretamente, la figura anterior muestra que con concentraciones iniciales de sustancias himicas entre el
10 y el 30% y valores entre el 5% y 6% de concentracién de hierro se obtienen valores de complejacion

superiores al 70%.

Prediccion de valores optimos del estudio para el hierro

Una vez analizados los resultados de los valores dptimos de cada uno de los factores con influencia sobre la
complejacién del hierro, se muestra un resumen donde puede verse el rango éptimo de cada uno de los

diferentes factores (tabla 28). Como el estudio predictivo ha sido efectuado siempre frente a la concentracion
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inicial de sustancias humicas que es la base a estudio en este trabajo, implica que el valor éptimo es un rango

que cubre el resto de éptimos de los factores.

Es destacable que, a concentraciones bajas de sustancias humicas, entre un 10% y 15%, ya se obtienen
valores del 45% de complejacién y que este valor aumenta cuando la aumenta la concentracién de hierro
(ConpFe) hasta un 70%. Ademds de la concentracién inicial de sustancias humicas, existen otros factores que
también afectan a la complejacién como el pH y el tiempo en la primera reaccidn y la concentracién de hierro.
Cuando estas variables incrementan su valor también lo hace el porcentaje de complejacién. En cambio, las
variables concentracion de sustancias humicas y tiempo en la reaccién 2 correlacionan negativamente con la
complejacién. Para el resto de factores, para determinar un dptimo, se considera que cualquier valor dentro
del rango establecido en el experimento es valido. Por dicho motivo se tomaran los rangos que supongan un
menor coste econdmico y duracion del proceso. Para el tamafio de particula de los extractos humicos el
tamafio puede oscilar de 10 a 700 um, pero un tamafo menor favorece la dosificacion del producto final,
evitando obturaciones en los goteros, por lo que se determina un valor adecuado que oscila entre las 10 -
200 um. El pH de la primera reaccién (pH_1) esta acotado entre 10,5 y 11, siendo un rango relativamente
estrecho frente al obtenido para la segunda reaccién (pH_2), que oscila entre 12,5 y 14, lo que indica que el
primer pH es limitante para obtener un valor elevado de complejacién. El tiempo de reaccidn se encuentra
entre 40 y 48 horas para la fase 1y de 1 y 10 horas para la fase 2, teniendo un tiempo de reaccién elevado
en la primera reaccidn y un tiempo menor en la segunda (Tie2_Re) que puede ser debido a que el tiempo en
la segunda reaccion sea en la practica un tiempo de estabilizacidn, ya que en la primera reaccion es donde
se ha producido la complejacion. Por ultimo, el factor temperatura no tiene influencia sobre la complejacidn

en ninguna de las dos reacciones, por lo que se toma siempre un rango de temperatura entre 15°Cy 25°C.

Tabla 28. Prediccidn de valores 6ptimos para la complejacion del hierro
Conclni (% EH) | TaPar (um) pH_1 pH_2 Tiel_Re (Horas) | Tie2_Re (Horas) | Temp1l (°C) | Temp2 (°C) | ConMFe

Valores 6ptimos 10-30- 10-200 10,5-11 | 12,5-14,0 40-48 1-10 15-25 15-25 6
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3.2.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LA
COMPLEJACION DE MANGANESO

El estudio llevado a cabo para el manganeso es el mismo al realizado para el hierro. En la tabla 29 se muestran

los resultados obtenidos en el diseiio de experimentos Plackett-Burman.

Tabla 29. Resultados obtenidos en el disefio de experimentos para el manganeso.

Ne. Exp. N:T:'e ::Z:i:: Conclni (%)|TaPar (um) |pH_1 | pH_2|Tie1_Re (hr)| Tie2_Re (hr)| Temp1 (°C) | Temp2 (°C) | conMFe (%) | ConMzn (%) | ConMn (%) | CompMin
1 N1 6 40 10 8 11 48 1 15 75 6 0 6 45
2 N2 17 40 700 8 11 1 48 15 15 6 6 0 0
3 N3 15 40 700 11 11 1 1 75 15 0 6 6 7
4 N4 19 40 700 11 14 1 1 15 75 0 0 6 32
5 N5 11 10 700 | 11 | 14 a8 1 15 15 6 0 0 0
6 N6 16 40 10 11 | 14 48 48 15 15 0 3 0 0
7 N7 18 10 700 8 | 14 48 48 75 15 0 0 3 55
8 N8 12 40 10 11 11 48 48 75 75 0 0 0 0
9 N9 8 40 700 8 14 1 48 75 75 6 0 0 0
10 N10 5 10 700 11 11 48 1 75 75 6 6 0 0
11 N11 4 10 10 11 14 1 48 15 75 6 6 6 34
12 N12 9 40 10 8 14 48 1 75 15 6 6 6 43
13 N13 20 10 700 8 | 11 48 48 15 75 0 3 3 48
14 N14 13 10 10 1| 1 1 48 75 15 6 0 6 36
15 N15 10 10 10 8 | 14 1 1 75 75 0 3 0 0
16 N16 1 10 10 8 11 1 1 15 15 0 0 0 0

3.2.2.1.- Analisis estadistico de los resultados del estudio de la complejacion de
manganeso.

Enlatabla 30y en lafigura 46, se muestran de forma esquematica los valores para los principales indicadores
del test Anova. En el estudio del manganeso se obtiene una desviacidn estandar sobre la regresién de 25,10.
Los grados de libertad son los mismos que en el caso del hierro, 15 en total, 11 en la regresidn y Unicamente
4 en los residuales, lo que implica que la fiabilidad sobre los resultados es baja. El estadistico F tiene un valor
de 14,78 frente al Fcritico de 6,00, obtenido para un 95% de confianza. Como se ha mencionado
anteriormente, al ser el Fcritico inferior al F estadistico obtenido en el estudio, se concluye que los factores
seleccionados influyen en el porcentaje de complejacién en una medida considerablemente menor que para
el hierro (67, frente a 14,78). Como se muestra en los siguientes apartados, el nimero de factores que afectan

a la complejacion del manganeso es menor que para el hierro (5 frente 3).
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Tabla 30. Tabla de resultados del test Anova para el manganeso

CompMn
Grados libertad Suma de cuadrados MS F p SD
Total 16 12728 795,5
Constante 1 5625 5625
Corregidas totales 15 7103 473,533 21,7608
Regresion 11 6932,5 630,227 14,7854 0,010 25,1046
Residual 4 170,5 42,625 6,52878
N 16 Q@ 0,616 R2Ad] 0,91
Grados de libertad 4 R2 0,976 RSD 6,5288

Para que el ajuste tenga significancia, es decir validez estadistica, el valor de p debe ser lo mas cercanoa Oy,

al igual que sucede para el hierro, que tiene un valor de 0, en el manganeso tiene un valor de 0,01. La

linealidad de la regresidon se ajusta con un R2 de 0,976, valor cercano a 1, lo que implica que los valores se

han ajustado al modelo lineal con la regresidén estandar antes mencionada de 25,1.

Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
ANOVA for CompMn
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SD-regression

N=16
DF=4

R2=0,976
Q2=0,616 RSD=6,5288
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R2 Adj.=0,910

Conf.

lev.=0,95

Figura 46. Resultados Test Anova para el manganeso.

RSD * sqrt(F(crit))
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3.2.2.2.- Analisis de influencia de factores para el estudio del manganeso.

Para el andlisis de los factores que tienen influencia sobre el porcentaje de complejacién del manganeso se
consideran los siguientes: el pH en la reaccion 1 (pH_1), el tiempo en la reaccion 1 (Tiel_Re) y la
concentracién de manganeso (ConuMn). Estos factores tienen un porcentaje de influencia normalizado que
como maximo alcanza el 20 % para el factor de ConuMn, siendo el siguiente el tiempo en la reaccién 1

(Tiel_Re) con un valor del 5%.

Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
Scaled & Centered Coefiicients for CompMn

—

Figura 47. Influencia de factores para el estudio del manganeso

Aunque en este estudio no ha aparecido como factor influyente, la concentracion de sustancias himicas si
gue se ha de tener en cuenta en las diferentes predicciones ya que de este factor depende que el porcentaje

de complejacion de manganeso sea mayor que cero.

3.2.2.4.- Analisis de prediccion de dptimos para el estudio del manganeso.

De forma similar a estudio realizado para el hierro, se analizaron los rangos éptimos obtenidos en base a los

estudios estadisticos que el programa Modde nos facilita en forma de graficas.

Los estudios de prediccién con el manganeso se llevaron a cabo analizando el efecto que tienen los factores
dos a dos, siendo uno de los factores siempre la concentracidén de sustancias himicas, para asi de ese modo
evaluar el efecto que tiene la concentracion de estos sobre la complejacién del manganeso. Como ya se

mencionado previamente, aunque en el analisis mostrado en la figura 47 no aparece la concentracién de
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sustancias humicas como factor relevante, si que se considera en la prediccidon, por su necesidad el

experimento.

A continuacién, se muestran los andlisis predictivos para cada uno de los factores frente a la concentracion

inicial de sustancias humicas (Conlni) para obtener la maxima complejacién de manganeso.

Andlisis de prediccion de la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente al pH en

la primera reaccion (pH_1).

Como se muestra en la figura 48, el maximo de complejacién para el manganeso obtenido con estos dos
factores es de un 26%, valor bajo para lo comercialmente recomendado. Este valor de complejacién es
obtenido con una concentracién de sustancias himicas entre el 10% y el 15% frente a un pH en la primera

reaccion (pH_1) entre 8y 8,5.

unNdwo)d
CompMn

Figura 48. Andlisis de prediccién de los factores Conclniy pH_1 frente al porcentaje de complejacion del manganeso.

141



RESULTADOS JOAQUIN ROMERO LOPEZ

El bajo valor de complejacién de manganeso puede ser debido a que los rangos seleccionados para los
factores en este proceso no han sido los adecuados, lo que vendria a justificar que el rango de concentracién

de sustancias humicas no tenga influencia sobre la complejacién del manganeso.

Andlisis de prediccion de la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente al tiempo
en la primera reaccion (Tiel_Re).

El porcentaje de complejacidn tampoco es en este caso superior al 26%, cuando la concentracion de
sustancias humicas oscila entre un 10% y un 15% para un rango en el tiempo de reaccion de 40 a 45 horas

(Figura 49).
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Figura 49. Andlisis de prediccidn de los factores Conclni y Tiel_Re frente al porcentaje de complejacidon del manganeso.

Del mismo modo que para la prediccion de la variable pH, el tiempo de reaccion en la primera etapa se ve
influenciado por el contenido en sustancias humicas, lo que provocara que el tiempo de reaccién quede fuera

del rango establecido.
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Andlisis de prediccion de la concentracion inicial de sustancias humicas (Conclni) frente a la
concentracion de manganeso (ConuMn).

El factor de concentracién del manganeso (ConuMn) es el que mds influencia tiene sobre el resultado de
complejacién del manganeso, obteniendo un valor maximo de 40%. En la figura 50 se muestra como la
tendencia de concentracién de sustancias humicas llega hasta un 35%-40%, que es el maximo de

concentracién estudiada en el experimento.

Figura 50. Analisis de prediccién de los factores Conclni y ConuMn frente al porcentaje de complejacion del manganeso.

A mayores concentraciones de sustancias himicas y de concentracién de manganeso, se obtiene mayor

porcentaje de complejacién

Valores optimos del estudio para el manganeso

Como se ha determinado previamente, los factores de pH y tiempo de la primera reaccidn, asi como la

concentracién de manganeso tienen influencia sobre porcentaje de complejacién del manganeso. Con estos
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factores se ha realizado el andlisis de los rangos éptimos. El resto de factores, como se muestra en la figura
47, no tiene influencia directa o estan fuera de rango en el estudio. Los criterios de seleccién de los rangos
Optimos se basaron en cuestiones de ahorro tanto en tiempo como en coste econédmico, a excepcion del
tamafio de particula de las sustancias humicas, siendo el mismo rango en este caso que para el hierro para
evitar problemas en la dosificacion del producto fertilizante en el futuro. Para el tamafio de particula de las
sustancias humicas el rango oscila entre 10 um y 200 um. Los tiempos empleados en la reaccién 1, oscilan
entre 40 y 45 horas, en cambio, para el tiempo en la segunda reaccion, puede oscilar en el rango completo
seleccionado en el estudio, ya que con el tiempo empleado en la primera reaccion, asi como las condiciones
de pH y temperatura, no se consiguié un valor aceptable de complejacidon del manganeso. La temperatura
6ptima de reaccién en tiene como valor éptimo 25°C ya que es la temperatura tomada como ambiente y

supone un menor coste en el proceso de produccidon a mayor escala. A continuacion, se muestra un resumen

en la tabla 31.
Tabla 31. Valores 6ptimos para la complejacion del manganeso
. Tiel_Re Tie2_Re Templ Temp2
() — —
Conclni (% EH) TaPar (um) pH_1 pH_2 (Horas) (Horas) 0) 0) ConMZn
Valores éptimos 10-35 10-200 8,0-8,5 | 12,5-14,0 | 40-45 40-45 255 25 6

A diferencia de los valores obtenidos para el hierro, en el caso del manganeso, queda reflejado que no se ha
conseguido el objetivo de maximizar la complejacién, siendo el principal motivo que los rangos seleccionados
para el manganeso estdn fuera de los definidos en el estudio. Como ejemplo, cuanto mayor es el contenido
de manganeso, mayor cantidad de sustancias himicas se requiere para la reaccion, lo cual puede condicionar

los siguientes factores implicados en el proceso.

3.2.3.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO DE LA
COMPLEJACION DE CINC.

En el caso del cinc utilizandose emplean las mismas herramientas de analisis que para el hierro y el

manganeso (Tabla 32).
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Tabla 32. Resultados obtenidos en el disefio de experimentos para el cinc.

Ne. Exp. N:T:'e ::Z:i:: Conclni (%)|TaPar (um) |pH_1|pH_2|Tie1_Re (hr)| Tie2_Re (hr)| Temp1 (°C) | Temp2 (°C) | ConMFe (%) | ConMzn (%) | conMn (%) | Compzn
1 N1 6 40 10 8 11 48 1 15 75 6 0 6 0
2 N2 17 40 700 8 11 1 48 15 15 6 6 0 25
3 N3 15 40 700 11 11 1 1 75 15 0 6 6 10
4 N4 19 40 700 11 14 1 1 15 75 0 0 6 0
5 N5 11 10 700 | 11 | 14 a8 1 15 15 6 0 0 0
6 N6 16 40 10 11 | 14 48 48 15 15 0 3 0 85
7 N7 18 10 700 8 | 14 48 48 75 15 0 0 3 0
8 N8 12 40 10 11 11 48 48 75 75 0 0 0 0
9 N9 8 40 700 8 14 1 48 75 75 6 0 0 0
10 N10 5 10 700 11 11 48 1 75 75 6 6 0 71
11 N11 4 10 10 11 14 1 48 15 75 6 6 6 57
12 N12 9 40 10 8 14 48 1 75 15 6 6 6 65
13 N13 20 10 700 8 | 11 48 48 15 75 0 3 6 56
14 N14 13 10 10 1| 1 1 48 75 15 6 0 6 0
15 N15 10 10 10 8 | 14 1 1 75 75 0 3 0 33
16 N16 1 10 10 8 11 1 1 15 15 0 0 0 0

3.2.3.1.- Analisis estadistico de los resultados del estudio de la complejacion de
cinc

Una vez realizados los experimentos para el test el cinc se llevd a cabo el estudio estadistico de los resultados
obtenidos, los cuales se muestran en la tabla 33y en la figura 51. Como en los dos casos anteriores, los grados
de libertad son 15 en total, 11 en la regresién y 4 en los residuales. La desviacién estandar obtenida para el
zinc muestra un valor de 20,91 y unos valores de regresidn superiores al 30%. Para el estadistico F, se obtiene
un valor de 2,79 frente a un Fcritico de 5,95, lo que implica que los factores del estudio no tienen influencia
sobre la complejacion del cinc. La obtencidn de este resultado estadistico en el presente estudio no significa
que los factores no tengan ninguna influencia real en la complejacién del cinc, sino que posiblemente que
exista algun motivo que implique que en este ajuste no tienen trascendencia y debe de ser tratado de forma

diferente para evaluar de nuevo los factores

Cabe resaltar también que, a diferencia con el hierro y el manganeso, la mediana (Q2) para el cinc es negativa,
lo que implica que la distribucién de datos es asimétrica con cola a la derecha y el modelo de ajuste no es

significativo.

El estadistico F, RSD x /F . iticq, Muestra la validez del modelo y cuando este es superior a la desviacién

estandar, se concluye una falta de ajuste en el modelo y poca reproducibilidad en los datos (Figura 51).
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Tabla 33. Tara de resultados del Test Anova para el cinc

CompZn
Grados libertad Suma de cuadrados MS F p SD
Total 16 24690 1543,13
Constante 1 10100,3 10100,3
Corregidas totales 15 14589,8 972,65 31,1873
Regresion 11 12910,3 1173,66 2,79526 0,167 34,2587
Residual 4 1679,5 419,875 20,4909
N 16 Q2 -0,842 R2Ad] 0,568
Grados de libertad 4 R2 0,885 RSD 20,491

Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
ANOVA for CompZn

SD-regression RSD RSD * san(F(crit)

N=16 R2=0,885 B2 Adj.=0,568
DF=4 02=-0,842  RSD=20,4809 Conf. lev.=0,95

Figura 51. Resultados Test Anova para el cinc.

Con los datos obtenidos el programa estadistico Modde también nos muestra el efecto de los factores sobre

la complejacion del cinc (Figura 52).
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Investigation: Complejacion patente 2 (MLR)
Scaled & Centered Coefficients for CompZn

40 _

30

20

%

10 j—

-10

-20

Tiel
Tie2

Conin
TaPar
pH_1
pH_2
Templ
Temp2
CouFe
Copzn
CopMn

N=16 R2=0,885 R2 Adj.=0,568
DF=4 Q2=-0,842 RSD=20,4909 Conf. lev.=0,95

Figura 52. Influencia de factores para el estudio del cinc

Tal y como se observa en la figura anterior, ninguno de los factores seleccionados afecta a la complejacion
del cinc excepto la concentracién de cinc, que se relaciona directamente con el porcentaje de cinc

complejado (variable respuesta).

El hecho de que no se haya encontrado relacién entre los distintos factores con la complejacién de cinc, a
excepcion de la concentracién inicial del metal, puede ser debido a la existencia de un efecto fisico-quimico
no contemplado en el andlisis que dificulta la complejacidn del cinc, o bien, que los rangos éptimos de los

factores para la complejacion del cinc no son los mismos que del hierro y manganeso, o bien ambas.

Segun diferentes estudios que se pueden encontrar en la literatura cientifica, como el de Ahrens L.H. (201)
en la complejacidn del cinc con aminoacidos, el potencial de ionizacién y el radio del metal pueden tener
influencia en la complejacidon cuando coexisten con otros metales (202). El cinc tiene un potencial de
ionizacidn superior que el hierro y el manganeso (906,4 kl/mol frente a 762,5 kJ/mol del hierroy 717,3 kJ/mol
del manganeso) y un radio atémico inferior que el hierro y el manganeso (1,5 A para cincy 1,8 A para el hierro
y 1,9 A para el manganeso). Esto se puede explicar por la mayor cantidad de energia requerida para ser
complejado (un 20% mas frente a los otros metales), los cuales ocupan los principales puntos o “huecos” de
complejacién antes que el cinc y este requiera de otros huecos para poder ser alojado (complejado), pero

para ello es necesario que se den unas condiciones (rangos) de los factores diferentes a las establecidas para
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este estudio, lo que dificultaria la complejacidn de los otros dos metales (Fe y Mn), especialmente la del

hierro.

Por lo anteriormente mencionado, se puede concluir que la razén mas probable de los resultados andmalos
en el estudio de complejaciéon del cinc sea la tercera que es una mezcla de la primera y la segunda que estan
directamente relacionadas, ya que los rangos seleccionados para el zinc como los efectos fisicos pueden

incidir en los resultados.

En consecuencia a los resultados obtenidos, el estudio de éptimos asi como los graficos de superficie para el
zinc quedan descartados, ya que ninguno de los factores a excepcidn de la concentracién de cinc muestra

alguna influencia sobre el porcentaje de complejacién.

3.2.4.- CONCLUSIONES

En resumen, el andlisis de los resultados evidencia que los factores seleccionados en el estudio afectan de
forma distinta en la complejacién de micronutrientes por las sustancias himicas. La respuesta diferencial en
la complejacién de cada micronutriente se puede explicar por las diferencias entre estos en cuanto a su peso
molecular, radio atdmico y potencial de electronegatividad. Concretamente, tanto el radio atémico como el
potencial de electro negatividad tienen un efecto negativo sobre la complejacion de metales, por lo tanto,

valores bajos para estos parametros implican mejores resultados en la complejacién (201, 202).

En los casos del hierro y el manganeso, se determiné que los factores elegidos en cada caso para evaluar la
variable respuesta de complejacién tienen influencia y se pudo determinar en qué modo afectan, sin
embargo, en el caso del cinc los resultados obtenidos no permiten extraer conclusiones sobre la influencia
de dichos factores en el grado de complejacidn, posiblemente, debido al efecto de fendmenos fisico-quimicos
y a los rangos de los factores seleccionados. Como se ha mencionado anteriormente, la influencia negativa
en la variable respuesta de los otros dos metales (Fe y Mn) tratados en el experimento, por lo que se
considera que el cinc tiene un comportamiento diferente cuando el se localiza “sélo” frente a las sustancias
humicas y “acompafiado” en este caso con hierro y manganeso frente a las sustancias humicas, que puede
provocar que los extractos humicos obtenidos tengan cierta selectividad por las caracteristicas del cinc frente
al hierro y manganeso. Esta selectividad puede provocar que, aungue se obtengan valores de complejacién

validos, el efecto de las variables en el proceso con el cinc no pueda ser semejante al efecto que sucede con
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el hierro y manganeso. Una de esos factores importantes es el pH del proceso de complejacién que como
explica Sonh L Mary (203), el cinc requiere un pH entre 5y 7 para estabilizarlos en sustancias humicas y por

dicho motivo ciertos metales como el cinc son complejados con mas facilidad por los acidos fulvicos (204).

Cabe destacar que, en los resultados obtenidos para determinar los rangos éptimos en las variables de
trabajo, la concentracidon de extracto humico oscila entre un 10 % hasta un 40 %, siendo necesaria para el
hierro una cantidad mayor de extracto. En cuanto al tamafio de particula de los extractos humicos, se

determind que cuanto menor es este, mayor es la complejacion.

El rango de valores de pH del proceso de complejacién, que viene dado por los pH de trabajo, oscila, en el
caso del pH_1 tanto para el hierro como para el manganeso, entre 10y 11 y entre 12.5y 14 en el caso del

pH_2.

Respecto a los tiempos necesarios para darse la reaccion (Tiel_Re y Tie2_Re), en el caso del primer tiempo
de reaccidn para el hierro y el manganeso se determiné que se requiere un tiempo que oscila entre las 40y
48 horas, en cambio, en el segundo tiempo de reaccion para el hierro el rango de reaccidn es mucho mas
amplio, entre 5 y 48 horas, lo que indica que en esta segunda etapa de complejacion se requiere menos

tiempo para la complejacion del hierro que para la del manganeso, que requiere entre 40 y 48 horas.

En cuanto a la temperatura de reaccidn, si que existe una mayor diferencia entre los éptimos para cada uno
de los metales. Con el hierro la Temp1 oscila entre 15°C y 50°C; en cambio para el manganeso esta estd entre
25°Cy 75°C. Para la Temp2, el hierro mantiene el mismo rango de temperatura de reaccién que la Templ, es

decir, de 15°Cy 50°C, en cambio para el manganeso esta oscila entre 25°Cy 75°C.

El objetivo principal de este estudio ha sido obtener las variables relevantes, asi como los rangos de operacién
de las mismas, en el proceso de complejacién de metales con sustancias humicas. También se observa en
base a los resultados que hay interacciones entre variables o que haya una ausencia de linealidad, pero que
con el diseio Placket-Burman no se puede determinar, con todo esto el trabajo realizado, a sacrificado cierta
informacién que puede proporcionar un disefio detallado de experimentos por la rapidez y la economia de

los resultados.

Cabe resaltar que el estudio ha permitido obtener las variables relevantes de manera rapida en los casos del
hierro y el manganeso, para los cuales se han obtenido rangos dptimos adecuados. Los resultados obtenidos
han facilitado la evaluacién de dichas variables en el laboratorio y su posterior implantaciéon en planta

industrial. Para ello se han utilizado tecnologias habituales en los procesos de reacciones quimicas
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industriales. En el caso del cinc se tendria que llevar a cabo un estudio mas detallado, con otros rangos de
operacion, junto con un nuevo disefio factorial, valorando qué variables pueden tener influencia directa

sobre la complejaciéon del cinc con sustancias humicas.
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3.3.- ESTUDIO DE EFICIENCIA AGRONOMICA DEL
PRODUCTO OBTENIDO COMO COMPLEJO DE HIERRO
FRENTE A UN PRODUCTO COMERCIAL.

3.3.1.-ENSAYOS EN CAMARA DE CULTIVO

3.3.1.1.- Introduccion

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en los diferentes ensayos agrondmicos, tanto en

camara de cultivo como en campo.

Como se explica en el apartado de métodos, en primer lugar se llevd a cabo la germinaciéon de las semillas y
el crecimiento durante los primeros 15 dias en cultivo hidropdnico para posteriormente colocarlas en el

suelo.

El andlisis fisicoquimico del suelo de Utrillas es el mostrado en la tabla 34. Es un suelo que tiene un pH basico,
con un nivel adecuado de materia organica y con un contenido en los principales macronutrientes aceptable,
pero con una caliza activa del 14% que genera inconvenientes a la hora de la absorcién de nutrientes por

parte del cultivo, por dicho motivo es un suelo adecuado para la realizacion de este tipo de pruebas.

151



RESULTADOS

JOAQUIN ROMERO LOPEZ

Tabla 34. Analisis fisicoquimico de suelo procedente de Utrillas.

Parametro Metodologia Resultados Nivel 6ptimo
pH (extracto 1:2,5) Electrometria 8,15 unidades de pH 6,4-7,5
Conductividad 259C (extracto 1:5) Conductimetria 0,168 ds/m <0,4
Nitrégeno total Kjeldhal 0,101 % 0,11-0,22
Nitrégeno amoniacal Fotometria 27 mg/kg 5-10
Materia organica Calcinacioén 2,60 % 2,0-2,5
Carbono orgdnico Calculo aritmético 1,51 % 1,4-1,8
Relacién C/N Calculo aritmético 14,9 9-11
Fésforo asimilable Gravimetria 64,9 mg/kg 22-30
Potasio asimilable Gravimetria 315,6 mg/kg 150-300
Calcio asimilable ICP-OES 2.775 mg/kg 2000-4000
Magnesio asimilable ICP-OES 66,7 mg/kg 300-600
Carbonatos totales Calcimetria 10,9 % 10-20
Caliza activa Valoracion redox 14,4 % <6
Capacidad Intercambio Catidnico (C.I.C) ICP-OES 16 meq/100g 13-25
Potasio cambiable ICP-OES 3,80 meq/100g 0,30-0,75
Calcio cambiable ICP-OES 7,55 meq/100g 6,0-14,0
Magnesio cambiable ICP-OES 3,15 meq/100g 1,0-3,0
Sodio cambiable ICP-OES 0,64 meq/100g 0,3-0,8
Cobre ICP-OES 16 mg/kg >1
Hierro ICP-OES 25,8 mg/kg 2,5-4,5
Manganeso ICP-OES 25,0 mg/kg 20-50
Cinc ICP-OES 10,7 mg/kg >0,5
Porcentaje de sodio intercambiable Calculo aritmético 0,6 % <15
65,2 Arena %
Textura Aerometria 18,6 Limo %
16,2 Arcilla %

Los tratamientos aplicados en este ensayo fueron los siguientes, en base lo descrito en el apartado de

métodos 2.2.5.

e Control de referencia del ensayo o Tratamiento 1.

e Quelato comercial (LibFer) o Tratamiento 2.

e Fertilizante nuevo desarrollado en este trabajo o Tratamiento 3.
e Hierro sin complejar o Tratamiento 4.

e Mezcla de producto comercial y nuevo fertilizante o Tratamiento 5.
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3.3.1.2.- Resultados en camara de cultivo

En este apartado se detallan los resultados obtenidos en las pruebas realizadas en cdmara de cultivo. Para
cada uno de los tratamientos, tal y como se ha descrito en el capitulo 2, se ha determinado la concentracidn

de hierro en las hojas, en el tallo y en las raices.

Andlisis de las hojas.

En la figura 53 se muestran los valores de la concentracion de hierro en las hojas de maiz en dos puntos
temporales del ensayo asi como los respectivos errores estandar, los cuales dan una idea de cudn precisa es
la medicion de un determinado pardmetro en las muestras del experimento. El hierro del quelato comercial
es acumulado en las hojas de las plantas mucho mas rapido que el hierro complejado en el nuevo producto
o el hierro sin complejar, ya que se aprecia un valor superior de concentracion de hierro a los 13 dias. En
cambio, con el fertilizante nuevo desarrollado en este trabajo se consigue una mayor asimilacién por los
cultivos que en el resto de tratamientos, lo cual se observa después de 30 dias de crecimiento del cultivo.
Considerando conjuntamente la rapidez en la absorcién y la concentracién de hierro presente en las plantas,
es la mezcla del producto comercial y el nuevo fertilizante con la que se observan mejores resultados en

cuanto a la nutricidn férrica.

30
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L T H Tratamiento 1
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H Tratamiento 2
5 M Tratamiento 3
0 [ —1 i e H Tratamiento 4
13 30

, M Tratamiento 5
Dia

Figura 53. Concentracion de hierro en las hojas en funcién del tiempo para los diferentes tratamientos aplicados. Las
barras de error corresponden al error estandar (N=3)
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Andlisis del tallo.

De manera similar que en el andlisis de las hojas, se midié la concentracién de hierro en tallos, con objeto de
obtener una trazabilidad completa del hierro en la parte aérea de la planta. En la figura 54 se muestra la
concentraciéon de hierro en el tallo. El quelato sintético y la mezcla de este con el nuevo producto son los
tratamientos mas rapidos a la hora de aumentar el contenido en hierro de los tallos. No obstante, la segunda

proporciona mayor cantidad de hierro al final del ensayo.
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Figura 54. Concentracion de hierro en el tallo. Las barras de error corresponden al error estandar (N=3)

Anadlisis de raices.

Finalmente, también se midié la concentracién de hierro en las raices de las plantas crecidas en el ensayo
hidropdnico, con la finalidad de determinar posibles diferencias en el efecto de los productos en cuanto a la
distribucién del hierro absorbido por las mismas. La toma de muestras se llevd a cabo en dos puntos
temporales, de la misma manera que en el caso de la medicién de concentracidn de hierro en tallo y hojas
(dia 13 y dia 30). Tras los primeros 13 dias, la concentracién de hierro en las raices de las plantas tratadas con
el quelato comercial fue similar a la de las plantas sometidas al tratamiento con el nuevo complejo basado
en sustancias humicas e inferior a la obtenida con la combinacidon de ambos (figura 55). No obstante, en las
muestras tomadas el dia 30, las plantas tratadas con el nuevo fertilizante desarrollado en este trabajo
alcanzan el mismo valor de concentracidn que el obtenido con la mezcla del nuevo producto y el quelato

sintético comercial.
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Figura 55. Concentracion de hierro en las raices. Las barras de error corresponden al error estandar (N=3).

La acumulacién observada de hierro en las raices de plantas tratadas con el nuevo producto, comparable tras
13 dias a la que se produce con quelato comercial y superior a esta tras 30 dias, es de notable importancia,
puesto que el hierro radicular, una vez absorbido y acumulado, puede actuar como reservorio para toda la

planta.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el andlisis de hierro en diferentes érganos de la planta indican que el con el
producto desarrollado en este trabajo tiene una velocidad de asimilacion menor que el quelato comercial,
pero que la combinacidon de ambos tratamientos mejora significativamente tanto la velocidad de absorcidn
y traslocacion (acumulacidn tras 13 dias) como la concentracidn final (tras 30 dias) de hierro en las plantas
respecto a la aplicacion del quelato Unicamente. Si bien el hierro asimilado por las plantas bajo tratamiento
con el producto basado en hierro complejado obtenido en este trabajo muestra una traslocacion mas lenta
hacia las partes aéreas, la concentracidn final en las plantas muestra unos niveles superiores tras 30 dias a
las del quelato comercial tanto en raices como en hojas, por lo que se concluyd que este nuevo producto

podria aplicarse como tratamiento preventivo de deficiencias férricas.
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3.3.2.-ENSAYO EN CAMPO

3.3.2.1.- Introduccion

Como se ha mencionado previamente, se realizaron ensayos en campo con la finalidad de estudiar el efecto
del nuevo producto en condiciones de aplicacion reales y comprobar la reproducibilidad de los resultados
obtenidos en los ensayos de cdmara de cultivo. En los ensayos en campo con un cultivo de berenjena, los

tratamientos aplicados fueron los siguientes:

e Testigo, control sin tratamiento, denominado Tratamiento 1.
e Quelato comercial (LibFer), o quelato sintético, denominado Tratamiento 2.
e Nuevo fertilizante, o complejo natural, denominado Tratamiento 3.

Se analizaron los parametros siguientes: absorcion del hierro, absorcién de otros micronutrientes en
presencia de las sustancias himicas aportadas por el nuevo fertilizante en comparacién con los otros
tratamientos que no contienen acidos humicos ni fulvicos, con la aplicacion de una mezcla de 5
micronutrientes a diferentes concentraciones (cinc, cobre, manganeso, boro, sodio y molibdeno), el
contenido en clorofila, los pardmetros de produccion y por Gltimo una comparativa del uso de los dos

tratamientos.

3.3.2.2.- Resultados de los ensayos en campo

Caracteristicas fisicoquimicas del suelo.

Para poder llevar a cabo la validacion de los resultados es necesario conocer el punto de partida del suelo

sobre el que se va a desarrollar el cultivo, por lo que se efectud un analisis fisicoquimico completo del mismo.

Los analisis para determinar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo utilizado fueron realizados en el
laboratorio del departamento de I+D+i de la Empresa FERTINAGRO BIOTECH, ubicado en Utrillas, siguiendo
la metodologia mostrada en la tabla 14 del apartado 2.2.5. A continuacion, se muestran los valores obtenidos
para el suelo en El Ejido (Almeria), donde se realizd el ensayo, asi como un rango de valores dptimo de

fertilidad de cada parametro (tabla 35).
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Tabla 35. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo.

Parametro Metodologia Resultados Nivel 6ptimo
pH (extracto 1:2,5) Electrometria 8,35 unidades de pH 6,4-7,5
Conductividad 252C (extracto 1:5) Conductimetria 0,272 ds/m <0,4
Nitrégeno total Kjeldhal 0,086 % 0,11-0,22
Nitrégeno amoniacal Fotometria 27 mg/kg >-10
Materia organica Calcinacién 1,37 % 2,0-2,5
Carbono orgdnico Calculo aritmético 0,79 % 1,4-1,8
Relacién C/N Célculo aritmético 9,2 9-11
Fésforo asimilable Gravimetria 118,6 mg/kg 22-30
Potasio asimilable Gravimetria 491,5 mg/kg 150-300
Calcio asimilable ICP-OES 1.183 mg/kg 2000-4000
Magnesio asimilable ICP-OES 300,2 mg/kg 300-600
Carbonatos totales Calcimetria 42,4 % 10-20
Caliza activa Valoracion redox 10,2 % <6
Capacidad Intercambio Catiénico (C.I.C) ICP-OES 12,1 meq/100g 13-25
Potasio cambiable ICP-OES 1,26 meq/100g 0,30-0,75
Calcio cambiable ICP-OES 6,25 meq/100g 6,0-14,0
Magnesio cambiable 2,47 meq/100g 1,0-3,0
Sodio cambiable ICP-OES 2,12 meq/100g 0,3-0,8
Cobre ICP-OES 0,5 mg/kg >1
Hierro ICP-OES 9,9 mg/kg 2,5-4,5
Manganeso ICP-OES 51 mg/kg 20-50
Cinc ICP-OES 23 mg/kg >0,5
Porcentaje de sodio intercambiable Célculo aritmético 17,5 % <15
53,5 Arena %
Textura Aerometria 18,9 Limo %
26,6 Arcilla %

En cuanto al contenido en micronutrientes del suelo, los niveles de hierro y cinc se encuentran por encima
de los valores minimos, mientras que el manganeso y el cobre se encuentran por debajo. Las caracteristicas
del suelo, con un valor de pH de 8,35 y un porcentaje de caliza activa de 10,2, son adversas para la solubilidad
de micronutrientes como el hierro y su disponibilidad para los cultivos. En suelos con pH basico, los metales
se encuentran en forma de hidroxido y en un estado de oxidacion que impide a la planta disponer de ellos.

Asimismo, la caliza activa afecta negativamente a la absorcidon de micronutrientes, en especial a la del hierro.
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Por lo tanto, para una correcta absorcion y asimilacién de los micronutrientes, en este caso del hierro, en un
cultivo en el que se pretenden conseguir altas productividades, resulta esencial aplicarlo de forma protegida

a través de un quelato o un producto basado en hierro complejado.

Anadlisis de absorcion de hierro.

En la figura 56 se muestran los resultados de la absorcién del hierro en funcién del tiempo tras la aplicacion
de los tratamientos para los tres ensayos realizados. Para determinar la absorcidon del hierro se han
efectuaron dos muestreos sobre muestras de planta completa, el primero a los 45 dias de la aplicacion y el

segundo a los 90 dias.
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Figura 56. Absorcion de hierro. Las barras de error corresponden al error estandar (N=3)

Transcurridos 45 dias después de la aplicacidn, el contenido en hierro en las plantas de berenjena fue superior
bajo la aplicacién del quelato comercial, situacion similar a la observada en el experimento en la cdmara de
cultivo. En el segundo muestreo, tras 90 dias, la concentracién de hierro en planta es superior con el nuevo
fertilizante respecto al quelato comercial. Estos resultados muestran coherencia con los obtenidos en la fase
de camara de cultivo, mostrando el nuevo fertilizante una menor velocidad de asimilaciéon que el quelato
comercial, pero favoreciendo una mayor acumulacidon de hierro tras periodos largos de crecimiento del
cultivo. Los contenidos en hierro de las plantas analizadas en el ensayo en campo muestran niveles superiores

de hierro respecto a las de la cdmara de cultivo, lo que se explica por tratarse de cultivos diferentes y porque
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en el ensayo en campo la planta fue crecida durante mas tiempo y cuenta con mdas espacio para el

crecimiento radicular.

Absorcion de micronutrientes.

Se aplicaron (junto al complejo de hierro) otros 6 micronutrientes. Para determinar posibles efectos de la
aplicacion de los productos sobre la asimilacion de estos micronutrientes, se determiné el contenido de estos
en las plantas Los micronutrientes y dosis aplicadas fueron los adecuados considerando el tipo de suelo y el

cultivo:

e Cinc: 40 mg/kg.

e Cobre: 20 mg/kg.

e Manganeso: 100 mg/kg.
e Boro: 50 mg/kg.

e Sodio: 200 mg/kg

e Molibdeno: 5 mg/kg

El muestreo se realizé de la misma manera que en el caso anterior, sobre la planta completa, en dos puntos
temporales, a los 45 y a los 90 dias de la aplicacién, realizada en paralelo a cada uno de los fertilizantes a

ensayar (LibFer y Nuevo Fertilizante).

En las figuras 57 y 58 se muestran los resultados obtenidos tanto a los 45 dias como a los 90 dias.
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Figura 57. Absorcidn de micronutrientes a los 45 dias de aplicacion. Las barras de error corresponden al error estandar
(N=3)
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Figura 58. Absorcidon de micronutrientes a los 90 dias de aplicacién. Las barras de error corresponden al error estandar
(N=3)

La aplicacidn del nuevo producto basado en sustancias himicas provoca aumentos en la absorcién de cobre
y manganeso, mientras que produce una disminuciéon en cuanto a los niveles de sodio. Estos resultados
sugieren que las sustancias humicas aplicadas en el nuevo producto tienen un efecto positivo sobre la
asimilacidon de determinados micronutrientes, mientras que en el caso de un catidn tdxico y causante de
salinidad como el sodio su asimilacidon es menor. Posiblemente, la reduccién en la absorcion de sodio se deba
al aumento de capacidad de intercambio catiénico del suelo que proporcionan las sustancias humicas
aplicadas con el nuevo producto, captando el sodio y disminuyendo la capacidad del cultivo para absorberlo.
Asimismo, sucede lo mismo con el molibdeno que sufre un incremento de un 20%, en cambio como se

observa para el zinc y boro estos no sufren ninguna modificacién al aplicar ninguno de los tratamientos.

Contenido en clorofila.

El analisis del contenido en clorofila se efectué mediante un analizador no destructivo: el medidor de clorofila
SPAD 502. Las unidades de medicién son umol-m también denominadas unidades SPAD, que da un indice
de clorofila en la planta. Los muestreos se han llevado a cabo en 4 fechas de muestreo: aplicacion, a los 45

dias después de la aplicacidn, los 90 dias y en la recogida del producto.
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Como puede verse en la figura 59, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos y el testigo, si bien, si se observd una tendencia a aumentar el contenido en clorofila en las

plantas tratadas con el nuevo fertilizante.
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Figura 59. Contenido en clorofila (umol m?). Las barras de error corresponden al error estandar (N=3)

La tendencia a una mayor sintesis de clorofila bajo el tratamiento con el nuevo fertilizante podria explicarse
por el efecto conjunto de una asimilacién mayor de hierro junto al efecto positivo de las sustancias humicas

en la asimilacidn de otros nutrientes por parte de los cultivos.

Produccion mensual de ambos tratamientos.

Se estudiaron los rendimientos en la produccidon de la berenjena bajo los diferentes tratamientos. Es
importante remarcar que la superficie de ensayo para el tratamiento testigo fue menor que con los
tratamientos en base al quelato de hierro y al nuevo fertilizante ya que era previsible que el primero causase
mermas importantes en la productividad que afectasen econdmicamente al productor que facilité las

parcelas para los ensayos.

Los resultados obtenidos en cuanto a produccion mensual se muestran en la figura siguiente:
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Figura 60. Producciones medias por corte y semana a partir de enero de 2017.

Los resultados muestran una mayor produccidon en las plantas tratadas con el nuevo fertilizante respecto al
quelato comercial. Los incrementos en la asimilacién de hierro y otros micronutrientes, el aumento en
contenido en clorofila y la disminucidn de los niveles de sodio observados bajo el tratamiento con el nuevo
fertilizante sugieren que la mayor produccidn se debe a un efecto positivo de este nuevo producto respecto

a un quelato comercial convencional, especialmente en cuanto a la nutricién férrica.

Andlisis de beneficio economico por hectdrea

Para finalizar la interpretacion de los resultados del ensayo, se realizé un analisis de beneficio econémico por
hectarea para cada tratamiento aplicado. Se considerd un precio de 0,36 €/kg de berenjena, precio de

referencia en la zona para la fecha de la recoleccién.

Tabla 36. Analisis de la rentabilidad de la aplicacidn para el precio medio de venta de la berenjena a 0,36 €/kg
desde enero de 2017.

Kg/ha €/ha
LibFer 84.636 30.468,96
Nuevo Fertilizante 100.236 36.084,96
BENEFICIO (€/ha)

Los datos muestran un incremento en el beneficio por hectarea para el agricultor de en torno el 20% en

comparacion frente al quelato comercial.
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Conclusiones del ensayo en campo

El ensayo en campo se ha realizado en las condiciones reales de un cultivo de interés agrondmico sensible a

las carencias de hierro comparando dos correctores férricos, un quelato comercial convencional (LibFer) y un

producto basado en sustancias himicas complejadas obtenido en este trabajo.

Las conclusiones a los ensayos en campo son las siguientes:

@)

Se consiguié incrementar la produccidn en el sector tratado con el nuevo fertilizante respecto
al tratado con quelato comercial en un 18,43%. Los resultados obtenidos sugieren que el
incremento en produccién puede deberse a un efecto conjunto de una mejor nutricidon
férrica unida a una mayor asimilacién de otros nutrientes debido a la presencia de sustancias
hdmicas.

Ni en el tratamiento con el quelato comercial ni en el tratamiento con el nuevo producto se
ha observado clorosis férrica, estando en todo momento los niveles de hierro dentro de los
valores considerados como normales (mayor de 100 mg/kg s.m.s.) para el cultivo de
berenjena en invernadero.

Se ha observado una tendencia a una mayor cantidad de clorofila en el cultivo en el que se
ha aplicado Nuevo Fertilizante respecto al LibFer. En concreto, la media del contenido en
clorofila en el nuevo producto respecto al convencional es un 4% mayor. Esto sugiere que las
plantas que recibieron el tratamiento con el nuevo fertilizante tienen una mayor actividad
fotosintética.

La absorcién de hierro con el nuevo fertilizante aumentd un 17% respecto al LibFer .

El producto desarrollado en este trabajo en base a sustancias himicas ha contribuido a
movilizar cobre, manganeso y molibdeno.

El nuevo fertilizante ha contribuido a disminuir los efectos de la sodicidad, al reducir la

presencia de sodio en planta en un 20% a los 90 dias de la aplicacion
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CAPITULO 4
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4.1.- RESUMEN Y CONCLUSIONES GENERALES

La investigacion realizada en esta tesis doctoral ha permitido examinar los procesos de extraccion de
sustancias humicas a partir de carbén y de activacién de las mismas para aumentar su capacidad de
complejacién. A través de dicha investigacidn ha sido posible determinar la viabilidad y potenciales beneficios
de las sustancias humicas activadas como materia prima para la fabricacidon de fertilizantes ecolégicos y

desarrollar un nuevo fertilizante con metales complejados.

Si bien el uso de sustancias humicas ha sido extensamente analizado en el pasado, el proceso de extraccién
a partir de carbén es mucho menos conocido, a pesar de que nuevos usos del carbon podrian presentar
grandes beneficios para la sociedad, teniendo en cuenta el abandono de su uso como fuente de energia en
las zonas mineras. Ademas, la extraccidn de sustancias humicas a partir de carbdon presenta algunas
particularidades beneficiosas respecto otros procesos de obtencién de sustancias humicas como son el
aprovechamiento de una fuente origen natural frente o la circularidad econémica en el proceso de
extraccidon. En este trabajo se han desarrollado dos procedimientos industriales, uno para la extraccion de
sustancias humicas a partir del carbdn y otro para la activacién de las mismas con la finalidad de aumentar
su capacidad de complejacion de micronutrientes. Ambos procedimientos han sido patentados
(W02018/073463 y W02018/015586) y se ha obtenido un nuevo producto fertilizante, actualmente utilizado

por Fertinagro Biotech para la correccion de clorosis férrica en los cultivos.

En este capitulo se resumen los principales resultados derivados de cada una las fases del presente trabajo,

asi como las conclusiones globales que estos han permitido extraer.

4.1.1.- EXTRACCION DE SUSTANCIAS HUMICAS

En primer lugar, se realizé un estudio del estado del arte sobre la naturaleza de las sustancias humicas y las
ventajas de sus diferentes usos, haciendo especial énfasis en los agricolas. El uso de las sustancias humicas
en la agricultura viene de tiempo atras, ya que la aplicacion de materias organicas y sustancias humicas
correlacionaba con mejoras en la calidad y cantidad de las cosechas, aun cuando no se podia explicar con
precision las causas de dichas mejoras. El porqué de ese beneficio siempre ha sido achacado a la mejora de
la calidad de suelo, sin embargo, no se habia profundizado en la compleja estructura de las sustancias

humicas y sus funciones.
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La presente investigacién se ha llevado a cabo en las instalaciones que Fertinagro tiene en Utrillas, zona

tradicionalmente minera, y empleando carbdn de la zona de las Cuencas Mineras de Teruel.

Los experimentos preliminares demostraron que se obtenian extractos humicos tras un tratamiento del
carbdn con un agente oxidante. Las sustancias humicas obtenidas por oxidacién a partir del carbdén contienen
acidos humicos y fulvicos de naturaleza similar a los obtenidos por procesos naturales y los procesos
experimentales de laboratorio, si bien existen dificultades adicionales que se tuvieron que afrontar para

poder implementar el proceso a nivel industrial, identificando los siguientes puntos criticos:

= Agente oxidante a utilizar en la reaccion. Este debe de ser una sustancia carente de peligrosidad tanto
a nivel industrial como a nivel medioambiental, ya que en muchos trabajos propuestos en laboratorio
se utilizan solventes que no se pueden emplear a nivel industrial.

= Lostiempos de reaccion para la obtencidn de las sustancias humicas, debiéndose buscar el equilibrio
entre coste y rendimiento del proceso.

= Tamafio de particula. Este puede tomar un papel relevante si no es el adecuado, ya que no se daria
una reaccién de extraccién completa, reduciendo el rendimiento con el mismo tiempo de ejecucion.

Al margen de estos aspectos operacionales que se tuvieron en cuenta en el proceso de optimizacién, hay que
resefar que en la bibliografia se describen procesos de extraccidn a nivel de laboratorio donde el principal
objetivo es la selectividad de los dcidos humicos y fulvicos frente a la reduccién del tiempo de proceso que

junto con el porcentaje de extraccion es el objetivo en las patentes estudiadas en este trabajo.

En este trabajo se han estudiado las opciones de empleo de diferentes solventes descritos en bibliografia,
pero teniendo en cuenta que el proceso tenia que ser industrializable. Por ello se optd por utilizar el peréxido
de hidrégeno como agente extractante sobre el carbdn, que previamente habia sido tratado para la
reduccidn de su tamafio de particula. Se han conseguido extractos de hasta un 80% de contenido en masa
ademas de la obtencién de la patente IMPROVED PROCEDURE OF EXTRACTION OF HUMIC SUBSTANCES
FROM COAL, con nimero de referencia W02018/073463 pendiente de la concesidn.

El proceso desarrollado consta en primer lugar de un cribado de las sustancias himicas tras molturacién en
fase solida, para ya posteriormente llevar a cabo una molturacidn en fase liquida pasando de un tamaiio de
particula de 4,5 mm a 1,7 mm. Posteriormente se realiza un tratamiento mediante ultrasonidos, llegando a

un tamano de particula de 0,02 mm. En este punto el carbdn ya tiene el tamafio adecuado para ser oxidado

166



RESUMEN Y CONCLUSIONES JOAQUIN ROMERO LOPEZ

por medio de peréxido de hidrégeno y ser sometido a radiacién visible para potenciar con el efecto

fotoeléctrico la oxidacion del carbdn, y asi, por lo tanto, su transformacién en sustancias humicas.

4.1.2.- ACTIVACION DE LAS SUSTANCIAS HUMICAS PARA LA
POTENCIACION DE LA COMPLEJACION DE MICRONUTRIENTES.

Las sustancias humicas, ademds de la capacidad de mejorar las caracteristicas fisicas del suelo, pueden
complejar metales como el hierro, cinc, manganeso, etc. En mayor o menor medida, los cultivos agricolas
requieren de diferentes cantidades de micronutrientes en funcién de la fase de crecimiento y condiciones
ambientas. Si las plantas no consiguen las cantidades de micronutrientes que necesitan, estas sufren
carencias que pueden provocar disminuciones de rendimientos y calidad de las cosechas, e incluso la muerte

de la planta, si no son corregidas.

Por otra parte, la adicion de estos micronutrientes al suelo y su absorcion por las plantas no es tarea facil, ya
gue existen condicionantes, como el pH del suelo, que pueden bloquear el micronutriente en el suelo e
impedir su absorcidon por las mismas. En este trabajo se ha buscado una nueva solucién, utilizando las
sustancias humicas como agentes complejantes de micronutrientes. En la actualidad existen en el mercado
sustancias sintéticas que realizan la funcidn de proteger al metal en el suelo y que la planta pueda disponer
de él, pero no son aptas para la agricultura ecoldgica. La vida media de estas sustancias sintéticas es muy alta

y quedan depositadas en el suelo reteniendo otros metales.

Por todo esto en este trabajo se ha realizado un estudio estadistico, basado en el disefio de experimentos
para evaluar los factores que afectan en la complejacidn conjunta del hierro, manganeso y zinc. Estos factores

han sido:

= la concentracion de sustancias humicas.

= Eltamafio de particula.

= ElpH enla primera fase como en la segunda.

= Eltiempo de reaccidon en ambas etapas.

= Latemperatura.

= La concentracién de micronutriente a complejar.

El proceso consiste en la mezcla de una concentracion conocida de sustancias humicas (entre un 10 y un 40%)

con una concentracién de hierro, manganeso y zinc. Previamente las sustancias himicas son molturadas a
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diferentes tamafios para determinar el efecto del tamafio de particula sobre la complejacién, en un rango de
tamafio entre 10 um y 700 um. En una primera etapa, se lleva a cabo la reacciéon a un pH entre 8 y 11, durante

un tiempo entre 1y 48 horas a una temperatura entre 15°Cy 75°C.

Una vez transcurrida la primera reaccion, se modifica el pH en una segunda reaccion (pH entre 11 vy 14),

durante un tiempo también de entre 1y 48 horas y una temperatura de reaccién entre 15°Cy 75°C.

Los resultados obtenidos muestran que la complejacién del hierro previa activacién es viable, llegando a
valores de hasta un 70% de hierro complejado. Teniendo en cuenta que el proceso de complejacién se lleva
a cabo en gran parte en la primera reaccién, tal y como muestra el estudio estadistico, los factores de pH y
tiempo en la primera reaccién son los que mds afectan al proceso junto a la concentracién inicial de

sustancias himicas y la concentracién inicial de micronutriente en la cantidad de metal complejado.

Para el manganeso, el porcentaje de complejacidon no alcanza valores superiores al 45% vy los factores que
influyentes en el porcentaje de complejacion son el pH de la primera reaccién y el tiempo de la misma junto

con la concentracion inicial de manganeso.

Por ultimo, para el cinc, no se han obtenido resultados concluyentes sobre los factores de influencia para la
complejacién, ya que el estudio concluia que ninguno de los factores tenia significancia estadistica. Las

posibles causas son:

= Que el rango de los factores seleccionado queda fuera de los que el cinc necesita.
= Que exista un efecto fisicoquimico del cinc en presencia de otros metales que haga que el cinc no
pueda complejarse.

Tanto si el origen estd en una o ambas posibles causas, es necesario continuar la investigacion en el futuro.

Este proceso también ha sido patentado: METHOD FOR OBTAINING HUMIC ACIDS WITH HIGH CAPACITY FOR
COMPLEXING METAL IONS AND PRODUCT OBTAINED USING SAID METHOD con numero de referencia
W02018/015586, también esperando la concesion.

El nuevo fertilizante obtenido en este trabajo se denomina Topiron, que contiene hierro complejado por

sustancias humicas.
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4.1.3.- ENSAYOS DE EFICACIA DEL NUEVO FERTILIZANTE

En un primer momento se efectuaron pruebas en cdmara de cultivo, donde se obtuvieron respuestas en un
periodo breve de tiempo, analizandose el contenido en hierro en plantas de maiz sometidas a un ensayo que
combina cultivo hidropdnico y crecimiento en tiesto. Los resultados en cdmara de cultivo demostraron que
el producto disefiado en este trabajo tenia la capacidad de corregir la carencia del hierro al mismo nivel que

un quelato sintético, aunque la respuesta sea mas lenta en el primero.

Una vez validado el producto en cdmara de cultivo, se realizé un ensayo en campo con cultivo de berenjena,
comparando un control sin tratar, un tratamiento con un quelato sintético y un tratamiento con el nuevo
producto. Los resultados demuestran que el nuevo fertilizante basado en sustancias himicas es mas eficiente
en la correccién de la carencia de hierro con un aumento sobre el control de hasta tres veces y un 17% sobre
el quelato comercial, aumentando ademds un aumento en la productividad de mas de un 18% sobre el

guelato sintético.

4.2 - CONTRIBUCIONES PRINCIPALES DE LA
INVESTIGACION.

De acuerdo con lo expuesto, se considera alcanzado el objetivo principal de la investigacion, ya que se ha
establecido de forma real la viabilidad y la aplicacidn de la transformacién de carbdn en sustancias himicas
asi como la potenciacion de las mismas para aumentar la capacidad de complejacién de metales, mediante
dos métodos patentados y aplicados industrialmente. Este proceso ha finalizado con la obtencién y validacion
de un producto comercial. Ademas de estas aportaciones, durante la ejecucion de la investigacidon se

destacan algunas contribuciones adicionales:

= Elestudio de diferentes solventes con capacidad oxidativa ayuda a una oxidacién del carbdon de forma
controlada y sin utilizar solventes peligrosos tanto para el uso a nivel industrial como para el

medioambiente.

= Laadecuacidny utilizacién de técnicas de ultrasonidos, asi como el efecto fotoeléctrico, potencian la

transformacion del carbdn en sustancias humicas.
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En la complejacidén conjunta de metales por medio de sustancias humicas se debe de contemplar no
solo los factores que influyen en la reacciéon de complejacién, sino también factores fisicoquimicos

del metal a complejar.

Los rangos de los factores de reaccidn no son extensibles para todos los metales, aun siendo metales

cercanos en la tabla periddica.

Las sustancias humicas ademas de ser compuestos biodegradables y de aportar materia orgdnica,
pueden ser utilizadas como agente complejante para metales, llegando a complejar hasta un 70% en

el caso del hierro.

4.3.- PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta investigacion se ha centrado en uno de los problemas a los que la agricultura se va a enfrentar en el

futuro cercano: la necesidad de un aumento en su sostenibilidad y la aparicién previsible de restricciones en

la aplicacidn de productos sintéticos por cuestiones ambientales y de seguridad alimentaria. Este trabajo ha

aportado dos soluciones, la primera para la obtencidon de sustancias himicas como materia prima para

fertilizantes y la segunda en forma de un nuevo fertilizante con alta capacidad de complejacion para metales

como el hierro. Sin embargo, para que estas tecnologias puedan aplicarse ampliamente tanto para la

transformacion del carbdn como la complejacidn efectiva de otros micronutrientes como el manganeso y el

zing, es preciso continuar investigando. A continuacion, se resumen algunas de las lineas que quedan abiertas

de cara a continuar avanzando en la complejacién de nutrientes con sustancias himicas.

Algunos de los equipos utilizados a nivel de laboratorio-planta piloto, quedan fuera del alcance del
proceso industrial como es el sonicador y las lamparas de luz visible, por la alta potencia necesariay
por lo que supondria su coste de instalacidn y mantenimiento, por dicho motivo se ha de seguir

buscando como mejorar dicha técnica o una sustitucidon que sea igual de efectiva.

Desarrollar un disefio experimental mds profundo, una vez en este trabajo se han analizado los
factores mas influyentes y acotado los rangos de trabajo para poder obtener altos porcentajes de

complejacion con los tres metales (Fe, Mn y Zn).
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e El uso conjunto de micronutrientes complejados con sustancias humicas. Por ello, convendria
estudiar esto mas en detalle, incluyendo una investigacién sobre el comportamiento atémico de los
diferentes metales en presencia de otros frente a las sustancias humicas, como sucede con el cinc

frente al hierro y el manganeso en presencia de sustancias humicas.

e Por ultimo, seria positivo realizar un estudio agronémico con diferentes cultivos y en diferentes
suelos, valorando el efecto de las sustancias himicas sobre la relacion suelo-cultivo, y viceversa, un

mismo cultivo en diferentes tipos de suelos con la aplicacidén de sustancias humicas.
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