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PROLOGO

El presente compendio de métodos analiticos ha sido elaborado por una comisién de
profesionales ad hoc, del sector publico y privado, bajo la coordinacion y financia-
miento del Proyecto Especifico INTA PNNAT 1128042 “Tecnologias y Estrategias de
Gestion de Residuos y Efluentes Agropecuarios y Agroindustriales” y el Convenio de
Asistencia Técnica INTA-Fundacion ArgenINTA (fondos provenientes del Proyecto
H2020-FERTIMANURE).

El Laboratorio de Transformacion de los Residuos del Instituto de Microbiologia y
Zoologia Agricola del Centro de Investigacién en Ciencias Veterinarias y Agronémicas
(LTR-IMyZA, CICVYA, INTA) tuvo a su cargo la organizacion, planificacion, seleccién
de los laboratorios competentes, coordinacion de los ensayos de interlaboratorios
(INTERLAB RYE), procesamiento de los materiales de ensayo y costeo de los envios.

Los trabajos para organizar los INTERLAB RyE se iniciaron en el 2013 y se conto,
desde el inicio, con el apoyo y el compromiso necesarios de los laboratorios seleccio-
nados que permitieron volcar en este manual, de manera consensuada, las experien-
cias de trabajo ininterrumpidos para la caracterizacion de residuos solidos y efluentes
y sus productos valorizados mediante distintas tecnologias.

Este manual constituye un punto de referencia inicial que busca contribuir a la estan-
darizacién de métodos de andlisis de muestras de compost, residuos organicos y
efluentes, diferenciandolos de aquellos que se aplican a las matrices suelo y agua. Es
necesario continuar con programas de patrticipacion de los distintos laboratorios que
permitan comparar resultados y monitorear el desempefio de cada uno en la blisqueda
de la reproducibilidad y repetitividad de las distintas mediciones.

Participo activamente en el desarrollo de los interlaboratorios y confeccion del manual,
personal de 8 Estaciones Experimentales Agropecuarias y 2 Institutos de Investigacion
del INTA, 1 laboratorio privado, 8 Universidades, 2 Institutos del CONICET, INTI y
SENASA. A todos los colegas, un agradecimiento por el esfuerzo en hacer posible
este trabajo y por volcar con generosidad sus experiencias, valoraciones y sugeren-
cias para asegurar la mejora continua en los procesos nacionales de evaluacion.

Ing. Agr. Diana C. Crespo
Jefe de Grupo del LTR
Coordinador PNNAT 1128042
CA INTA-Fundaciéon H2020
IMyZA — CICVyA — CNIA
INTA Castelar. Buenos Aires
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S-1 ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL
LABORATORIO

1. INTRODUCCION

Los residuos organicos provenientes de producciones agropecuarias y agroindustriales
son materiales de origen animal o vegetal, cuya composicién es muy heterogénea, tanto
en tamafio como en calidad nutritiva. Los residuos derivados de la produccién animal
(aves, porcinos, bovinos) son las principales fuentes de estos materiales, sumados, en
algunos casos, a restos de actividades agricolas y/o forestales. Los materiales compos-

tados también requieren un tratamiento previo antes de ser analizados.

El objetivo del acondicionamiento de una muestra sélida es obtener una muestra repre-
sentativa que mantenga su estado fisico, quimico y microbiolégico por un periodo sufi-
ciente para garantizar la obtencién de resultados comparables. El grado de fiabilidad de
los resultados obtenidos estara estrechamente relacionado con el correcto acondiciona-

miento de la muestra desde su extraccion hasta su analisis definitivo.

La heterogeneidad del material y la cantidad de métodos comprendidos en este com-
pendio requiere un volumen de, al menos, 10 L de muestra. En el caso de prescindir de

la determinacion de Densidad Aparente se requerird al menos 7 L.

2. INSTRUMENTAL

2.1. Pala pequefia.

2.2. Anteojos de seguridad.

2.3. Pinzas.

2.4. Guantes descartables.

2.5. Barbijo o méscara de proteccién respiratoria para gases.

2.6. Tijera.

2.7. Lamina de plastico o bandeja grande para cuarteo de 45 x 30 cm.
2.8. Bolsa de nylon.

2.9. Heladera.



3. REACTIVOS

No se requieren reactivos en este método.

4. PROCEDIMIENTO

4.1.

4.2.

4.3.
4.4.

4.5.
4.6.
4.7.

4.8.
4.9.

Tomar una porcién con una pala pequefa de la muestra compuesta por
varias submuestras de manera de obtener material representativo. Exten-
der sobre laldmina o bandeja, alcanzando una altura aproximada de 5 cm,
con un volumen de alrededor de 7 L. Es necesario el uso de los elementos
de seguridad.

Identificar materiales cortantes o punzantes (por ejemplo, agujas de origen
veterinario) y extraerlos con pinza. Separar los materiales inertes o extra-
flos que pudiera contener la muestra (por ejemplo, plastico, vidrio).
Homogeneizar la muestra.

Reducir el tamafio de los fragmentos, hasta transformarlos en pequefios
fragmentos (menores a 2 cm), con una tijera o desmenuzar con la mano
en el caso que la muestra presente trozos grandes (por ejemplo, hojas de
arboles o estiércol de vaca).

Homogeneizar la muestra nuevamente.

Realizar un cuarteo sobre la muestra homogeneizada (Figura 1).

Tomar, al menos, cuatro alicuotas del cuarteo y formar una muestra com-
puesta de 2 L, como minimo. Colocar en una bolsa de nylon y etiquetar.

Esta muestra serd considerada muestra humeda en cada método.

Obtener tres réplicas de la muestra repitiendo desde el punto 4.4.
Llevar las bolsas inmediatamente a una heladera a 4 °C si no se realizan

los andlisis inmediatamente.

4.10. Poner a secar a 70 °C una porcién de la muestra y continuar con el

método S-2.

4.11. Si se desea determinar Densidad Aparente (Método S-3) se deberd utilizar

la muestra remanente sin disturbar.



Figura 1. Cuarteo de la muestra.

5. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El acondicionamiento de la muestra tiene que realizarse lo mas pronto
posible después del muestreo y, en el caso que no sea posible, conser-
var la muestra en la heladera, por no mas de 48 horas.

* La excesiva manipulacién de la muestra puede aumentar las pérdidas por eva-
poracion o volatilizacion de algunos compuestos de interés como el amonio y la
humedad, por lo que el fraccionamiento de las réplicas debe hacerse en ambiente
fresco y de manera rapida.

* Se debe dejar constancia de la informacion de las muestras y registro de los
datos analiticos de cada método (Anexo V).

6. BIBLIOGRAFIA

SADZAWKA R., A., CARRASCO R., M.A., GREZ Z., R. & MORA G., M.L. 2005. METODOS DE
ANALISIS DE COMPOST. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS, SE-
RIE ACTAS INIA N° 30, SANTIAGO, CHILE, 152 P.

USDA, USCC. 2001. TEST METHODS FOR THE EXAMINATION OF COMPOSTING AND COM-
POST (TMECC). EDAPHOS INTERNATIONAL, DEPARTMENT OF AGRICULTURE AND
COMPOSTING COUNCIL, USA, HOUSTON.




7. DIAGRAMA DEL PASO A PASO

En la Figura 2, se muestra el diagrama de los pasos a seguir para realizar los métodos

analiticos incluidos en este compendio.

Muestra para analizar

(7-10L)
Realizar Cuarteo Conservar el
! resto de la
muestra en
Obtener tres réplicas y llevar a heladera lugar frio y
si no se analiza inmediatamente oscuro
Realizar || Tomaruna | | Colocar la Tomar Tomar Tomar
método alicuota y | | muestra a una Juna Jana
Densidad | | colocar en secar alicuota y || @licuotay | | alicuota y
Aparente | | capsula de 3 colocar en colocar colocar
porcelana . recipiente en tubo on
Molienda digestion recipiente
v v v 1 1
Método ||| Metodo | | mstodo Método || Método
T — Fosforo pH 1:5 Nitrégeno | | Nitrégeno
Total Total o de Amonio
1 1 1 Kjeldahl y Nitrato
Método Método Mé
: étodo
Materia Cationes CE 15
Organica | ||Mayoritarios '
y Elementos
Trazas Total
Método
Fitotoxicidad

Figura 2. Diagrama del paso a paso para llevar a cabo los métodos analiticos de
las muestras solidas.




S-2 MOLIENDA

1. INTRODUCCION

La molienda es un proceso de desintegracion mecéanica de la muestra que permite el
incremento de la superficie de contacto y, consecuentemente, la mejora en la eficiencia
de las etapas sucesivas del analisis, ademas de la uniformidad en el tamafio de las

particulas ayudando en una mejor homogeneizacion de la muestra.

2. PRINCIPIO

Una porcion de la muestra seca a 70 °C y libre de materiales inertes se muele en un

molinillo de laboratorio.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos de laboratorio como:

3.1. Molinillo de impacto de rotor y palas para molienda de muestras vegetales
con cribade 2 mm.

3.2. Recipientes con tapas limpios de 100 mL.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos en este método.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Moler la muestra seca a 70 °C en el molinillo utilizando una criba 2 mm

(Figura 3). Esta muestra sera considerada muestra seca y molida.

5.2. Guardar en el recipiente y conservar en la heladera a 4 °C.



Figura 3. Molienda y tamizado de la muestra, a) tamiz de 2 mm; b) envasado de la muestra
tamizada.

6. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* En el caso que la muestra sea homogénea o no se cuente con moli-
nillo, se puede trabajar con la muestra sin moler, considerando las co-

rrecciones de humedad de la muestra en los calculos si fuera necesario.

7. BIBLIOGRAFIA

SADZAWKA R., A., CARRASCO R., M.A., GREZ Z., R. & MORA G., M.L. 2005. METODOS DE
ANALISIS DE COMPOST. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS, SE-
RIE ACTAS INIA N° 30, SANTIAGO, CHILE, 152 P.




S-3 DENSIDAD APARENTE

1. INTRODUCCION

La densidad aparente de una muestra solida es la relacion entre la masa y el volumen
gque ocupa. En el caso de compost o residuos, es importante este valor para trasformar
los resultados analiticos obtenidos en unidades gravimétricas a unidades volumétricas.
En este caso, se utiliza el valor de masa en base seca, mientras que para el manipuleo

en campo se utiliza el valor de masa expresado en base humeda.

2. PRINCIPIO

Se mide la masa de una alicuota de la muestra himeda que ocupa un volumen determinado.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racién de reactivos y, en particular:

3.1. Vaso de precipitado de plastico graduado de 2000 mL (18 cm de alto y
15 cm de didmetro).
3.2. Balanza granataria con exactitud 0,1 g.

3.3. Plancha de goma de 3 mm (aproximadamente) de espesor.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos en este método.
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5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pesar y registrar la masa del vaso de precipitado vacio y seco.

5.2. Colocar una alicuota de 600 cm® de muestra humeda en el vaso de
precipitado.

5.3. Dejar caer libremente el vaso sobre una plancha de goma, tres veces,
desde una altura de 15 cm, manteniendo el vaso en posicién vertical.

5.4. Completar con la muestra hasta volumen de 1200 mL en el vaso de preci-
pitado.

5.5. Dejar caer libremente el vaso nuevamente sobre una plancha de goma,
tres veces, desde una altura de 15 cm, manteniendo el vaso en posicion
vertical.

5.6. Completar con la muestra hasta volumen de 1800 mL sin repetir la caida
libre.

5.7. Pesar el vaso de precipitado con la muestra.

6. CALCULO

La densidad aparente (DA) se puede expresar en kg/m?® en base hiimeda (bh) y se calcula

segun:

Donde:
A= masa del vaso de precipitado + muestra himeda (g).
B= masa del vaso de precipitado (g).

1,8= factor de correccion para expresar en kg/m? (ver detalle en Anexo VI).

12



También se puede expresar en kg/m?® en base seca (bs) a 70 °C y se calcula segun:

kg\ _(A—B)xMS
DAps (W)‘ 180

Donde:

A= masa del vaso de precipitado + muestra (g).

B= masa del vaso de precipitado (g).

MS= materia seca (%).

180= factor de correccién para expresar en kg/m? (ver detalle en Anexo VI).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Calibrar el vaso de precipitado pesando 1800 g de agua destilada a
25 °C aproximadamente y verificar su volumen o marcar el menisco se-
gun el volumen.

* En el caso de disponer de poca cantidad de muestra o no disponer de los mate-

riales requeridos se puede realizar el procedimiento en un vaso de precipitado
plastico de 500 mL adecuando la metodologia a ese volumen.

8. BIBLIOGRAFIA

SADZAWKA R., A., CARRASCO R., M.A,, GREZ Z., R. & MORA G., M.L. 2005. METODOS DE
ANALISIS DE COMPOST. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS, SE-
RIE ACTAS INIA N° 30, SANTIAGO, CHILE, 152 P.

USDA, USCC. 2001. TEST METHODS FOR THE EXAMINATION OF COMPOSTING AND COM-
POST (TMECC). EDAPHOS INTERNATIONAL, DEPARTMENT OF AGRICULTURE AND
COMPOSTING COUNCIL, USA, HOUSTON.




S-4 HUMEDAD Y MATERIA SECA

1. INTRODUCCION

La humedad es el contenido de agua en la muestra himeda y la materia seca es el
material remanente luego de un periodo de secado. Estas variables se utilizan para mo-
nitorear el proceso de compostaje, para referenciar otras variables (nutrientes, metales)

en base seca y para calcular dosis de aplicacién.

2. PRINCIPIO

Una alicuota de la muestra hiimeda se seca a 70 + 5 °C hasta masa constante. La dife-

rencia de masas corresponde al contenido de agua de la muestra.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Capsulas de porcelana de 30 - 100 mL.
3.2. Estufa de secado con circulacion de airea 70+ 5 °C.
3.3. Desecador con agente secante activo.

3.4. Balanza analitica con capacidad de 100 - 200 g y exactitud de 0,01 g.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos para este método.
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5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pesar la capsulay registrar su masa.

5.2. Pesar una porcién de muestra comprendida entre 10y 20 g de la muestra
humeday colocar en la capsula. Registrar la masa.

5.3. Colocar en estufaa 70 £ 5 °C hasta masa constante. Se sugiere un periodo
de secado de 18 a 48 horas, dependiendo del contenido de humedad y tipo
de muestra para lograr masa constante.

5.4. Colocar en desecador y dejar enfriar a temperatura ambiente.

5.5. Pesar y registrar la masa.

6. CALCULO

Calcular el contenido de humedad (H) y la materia seca (MS) en % en base humeda:

(A—B) x 100
4-0)

H (Yopr) =

Donde:

A= masa de la capsula + la muestra humeda (g).

B= masa de la capsula + la muestra secaa 70 £ 5 °C (g).
C= masa de la cdpsula (g).

MS (%,,) = 100 — H

Donde:
H= humedad (%obn).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Las capsulas de porcelana pueden ser reemplazadas por crisoles o
vaso precipitado de vidrio en el caso de no continuar con la determina-

cién de materia orgénica.

* Conservar las capsulas en desecador si se desea determinar materia organica a
partir de este método.

Continda en la pagina siguiente




* Se puede secar una porcion grande de muestra en un recipiente metalico, y
luego de determinar humedad continuar con el método de materia organica y mo-
lienda para fosforo total y cationes mayoritarios.

* En el caso que las muestras presenten granulometria diversa o heterogeneidad

alta, la masa y el recipiente a utilizar deberan ser mayores para asegurar la re-
presentatividad de la muestra. Si es necesario, se sugiere fragmentar las particu-
las grandes (residuos vegetales).

* Previo al andlisis, se recomienda secar los recipientes en estufaa 70 + 5 °C por
2 horas y colocar en desecador hasta que llegue a temperatura ambiente.
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S-5 MATERIA ORGANICA Y CENIZAS

1. INTRODUCCION

La materia organica es el componente predominante del compost y los residuos agro-
pecuarios y agroindustriales. A partir de este valor se puede estimar el contenido del
carbono organico. Durante el compostaje este contenido disminuye y su determinacion

contribuye al monitoreo del proceso.

2. PRINCIPIO

Una alicuota de la muestra seca a 70 + 5 °C se calcina a 550 + 50 °C. La ceniza que se
obtiene es la porcion mineral de la muestra y la pérdida de masa corresponde al conte-

nido de materia organica.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio y en particular:

3.1. Capsulas de porcelana de 30 — 100 mL.
3.2. Mufla.
3.3. Desecador con agente secante activo.

3.4. Balanza analitica con exactitud 0,01 g.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos para este método.
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5. PROCEDIMIENTO

5.1. Colocar en una mufla la cdpsula que contiene la muestra seca a 70 °C pro-
veniente del método S-4 (Figura 4).

5.2. Calcinar la muestra a 550 + 50 °C hasta masa constante. Se sugiere un
periodo de calcinacién minimo de 4 horas para lograr una mineralizacidon
completa.

5.3. Apagar la muflay dejar enfriar hasta que la temperatura permita transferir
la cdpsulaaun desecador. Mantener la muestra en el desecador hasta que
alcance latemperatura ambiente.

5.4. Pesar y registrar la masa de la cadpsula + muestra calcinada (Figura 4).

Figura 4. Calcinacion de las muestras, a) muestra seca antes de
la calcinacion; b) muestra después de la calcinacién a 550 °C.

6. CALCULO

Calcular el contenido de materia organica (MO) y cenizas (Cen) en % en base seca:

(A—B) x 100
A—C

MO( %bs) =




Donde:

A= masa de la capsula + muestra seca (g) obtenida en el método S-4.
B= masa de la capsula + muestra calcinada (g).

C= masa de la cdpsula (g) obtenida en el método S-4.

Cen (%ps) = 100 — MO (Y%ps)

Otras formas de expresion:

a) Una de las formas de expresion es mediante el contenido de carbono organico

total (COT) a partir de la materia organica:

MO (%bs)

COT (Yops) = 18

Donde:
MOgps= materia organica en base seca (%).
1,8 es el factor de conversion que asume que el 56 % de la materia organica en un

compost estd compuesta por Carbono.

b) Otra forma de expresion es mediante el contenido de materia orgénica y ceniza,
en base humeda (bh), cuyos valores permiten diferenciar los tres componentes

principales del material, agua (H), materia organica (MOpn) y cenizas (Cenpn):

MO, X MS

MO (%pn) = 100

Donde:
MOps= materia organica en base seca (%).
MS= materia seca (%).
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Cen (%bh) = 100 - MObh —H

Donde:
MOgph= materia orgénica en base humeda (%).
H= humedad (%).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Las capsulas de porcelana pueden ser reemplazadas por crisoles con
tapa para evitar proyecciones.

* Algunas muestras pueden presentar un alto contenido de carbonatos que so-
breestimen el valor de materia organica. En este caso, es recomendable eliminar
el contenido de carbonatos con solucion de HCI 0,05 N hasta cese de burbujeo.

* Algunos laboratorios sugieren incinerar la muestra a fuego directo antes de cal-
cinar para evitar la generacién de humo excesivo que podria ocasionar dafio en
el equipo.
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S-6 pH EN SUSPENSION 1:5

1. INTRODUCCION

El pH en una suspension acuosa indica la actividad del ion hidrégeno e influye sobre la
disponibilidad de nutrientes, metales pesados, abundancia y actividad microbiol6gica
del material. El pH es un indicador de calidad del compost, resultando una herramienta

Gtil para determinar su uso agronémico.

2. PRINCIPIO

La intensidad del caracter 4cido o basico de una suspension acuosa puede medirse por
la actividad del i6n hidrégeno (H*), la cual en suspensiones diluidas puede presumirse
equivalente a la concentracién molar. La actividad del H* puede expresarse bajo la forma
pH= - log [H'].

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.
3.2. Probeta de 250 mL.

3.3. Recipiente con tapa de 350 mL.

3.4. Agitador reciproco.

3.5. pH-metro con electrodo de pH.

4. REACTIVOS

Los reactivos necesarios son mencionados en el Anexo lll, calibracion del pH-metro.
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5. PROCEDIMIENTO

5.1.

Donde:

Calcular la masa de muestra humeda equivalente a 40 g de muestra seca

(A), segun:

40 x 100

A(9) = 7S

MS= materia seca (%).

5.2.
5.3.

5.4.

5.5.
5.6.

5.7.

5.8.
5.9.

Colocar la masa calculada en el recipiente.
Calcular el volumen de agua destilada (B) necesaria para generar una re-

lacion muestra: solucién de 1:5, segun:

B (mL) = 200 — (A — 40)

Agregar el volumen B de agua calculada en punto 5.3 dentro del recipiente
con la muestra hiumeda y tapar.

Colocar en agitador por 20 minutos a 180 golpes por minuto (Figura 5).
Calibrar el pH-metro, siguiendo el protocolo descripto en la seccién Cali-
bracién de Equipos (Anexo llI).

Agitar y colocar inmediatamente el electrodo de pH en la suspensién de la
muestra.

Leer unavez que se estabilice la lectura.

Una vez finalizada la medicion, enjuagar el electrodo con abundante agua

destilada.
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Figura 5. Preparacion de la suspensién de la muestra en agua,
a) Masa de la muestra y volumen del agua en una relacion 1:5;
b) Agitacion de la suspension.

6. EXPRESION DE RESULTADO

Los resultados son adimensionales y se expresan como unidades de pH en relacién 1:5

(p:v) con un solo decimal.

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Conservar la suspension para determinar conductividad eléctrica siem-
pre que la determinacion se realice inmediatamente después de ésta.

* Al introducir el electrodo en la muestra, asegurarse que el puente salino
quede sumergido en la mismay que el bulbo no toque el fondo del recipiente.

* En el caso de que la muestra sea homogénea, y con el fin de utilizar menor cantidad
de muestra y generar menos residuos, se puede utilizar el equivalente de 20 g de
muestra seca en 100 mL de agua, manteniendo la relaciébn compost : agua de 1:5.

Continlia en la pagina siguiente




* En el caso de residuos que presenten baja densidad aparente y ocupen gran
volumen (por ejemplo, hojas, aserrin, cama de caballo, cama de pollo) o con ele-
vado contenido de agua (por ejemplo, guano o lodos agroindustriales) se puede

preparar una suspension 1:10, ya que el material debe encontrarse totalmente su-
mergido al momento de la agitacion. Para lograr una dilucion 1:10 hay que colocar
400 mL de agua en vez de 200 mL.

B (mL) = 400 — (A — 40)

Donde:
B= volumen de agua (mL).
A= masa de muestra himeda equivalente a 40 g de materia seca (Q).

En caso que la relacién que se utilice sea 1:10, la misma se debe informar claramente,

ya que los resultados pueden variar segun la relacion utilizada.
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S-7 CONDUCTIVIDAD ELECTRICA EN SUSPENSION 1:5

1. INTRODUCCION

La conductividad eléctrica es una medida del contenido de sales en solucién. Valores
altos de conductividad eléctrica en los residuos organicos y compost limitan su uso en
suelos porque podria incrementar el riesgo salino. Este valor también deberia conside-

rarse para definir la proporcion en la composicion de sustratos para el cultivo de plantas.

2. PRINCIPIO

La conductividad eléctrica es una expresién numérica de la capacidad de una solucion
para transportar una corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la cantidad y cali-

dad de iones, asi como de la temperatura de la medicién.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

3.2. Probeta de 250 mL.

3.3. Recipiente con tapa de 350 mL.

3.4. Agitador reciproco.

3.5. Papel de filtro Whatman N.° 42 o equivalente.
3.6. Embudo de pléstico o vidrio.

3.7. Conductimetro.

4. REACTIVOS

Los reactivos necesarios son mencionados en el Anexo I, calibracion del conductimetro.
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5. PROCEDIMIENTO

Si ha preparado la suspension de 1:5 para determinar pH puede utilizar la mismay evitar

repetir los pasos desde 5.1. a 5.4.

5.1.

Donde:

Calcular la masa de muestra humeda equivalente a 40 g de muestra seca
segln:
4(9) 40 x 100
9= "ys

A= masa de muestra himeda (g).

MS= materia seca (%).

5.2.
5.3.

Donde:

Colocar la masa calculada en el recipiente.
Calcular el volumen de agua (B) necesario para generar una relacion

muestra : solucién 1:5, segln:

B (mL) = 200 — (A — 40)

A= masa de muestra himeda calculada (g).

5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

5.8.

5.9.

Agregar el agua al recipiente y tapar.

Colocar en agitador por 20 minutos a 180 golpes por minuto.

Filtrar la suspension.

Calibrar el conductimetro, siguiendo el protocolo descripto en el anexo de
Calibracion del conductimetro (Anexo ll).

Colocar la celda de conductividad en el extracto de la muestra y leer una
vez que se estabilice la lectura. Corroborar que la celda quede completa-
mente sumergida en la suspension.

Una vez finalizada la medicion, enjuagar el electrodo con abundante agua
destilada.
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6. EXPRESION DE RESULTADO

Los resultados se expresan en dS.m* en relacion 1:5 (p:v).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El proceso de filtrado puede reemplazarse por centrifugacion, con
4000 rpm durante 15 minutos, principalmente en los residuos con ele-
vado contenido de agua (por ejemplo, guano o lodos agroindustriales).

* En el caso de residuos que presenten baja densidad aparente y ocupen gran

volumen (por ejemplo, hojas, aserrin, cama de caballo, cama de pollo) o con ele-
vado contenido de agua (por ejemplo, guano o lodos agroindustriales) se puede
preparar una suspension 1:10, ya que el material debe encontrarse totalmente
sumergido al momento de la agitacion. Para lograr una diluciéon 1:10 hay que co-
locar 400 mL de agua en vez de 200 mL.

B (mL) = 400 — (A — 40)

Donde:
B= volumen de agua (mL).
A= masa de muestra hUmeda equivalente a 40 g de materia seca (Q).

En caso que la relacion que se utilice sea 1:10, la misma se debe informar claramente,

ya que los resultados pueden variar segun la relacion utilizada.
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S-8 NITROGENO TOTAL

1. INTRODUCCION

El nitrégeno es el nutriente principal en el andlisis de compost, residuos agropecuarios
y agroindustriales, debido a que es el mas requerido para el crecimiento vegetal. El
nitrdgeno total (N total) se considera como la suma del nitrégeno organico mas el nitr6-
geno del amonio (N-NH4*) y del nitrato (N-NO3’). El contenido de nitrato (N-NO3) es el
resultado de una nitrificacion eficiente durante el compostaje. La nitrificacion se refiere
a la oxidacién bioguimica del amonio a nitrato; y para que este proceso se lleve a cabo,
es necesaria una buena aireacion, ya que estan involucrados organismos aerobicos es-
trictos. El contenido de nitrégeno total es utilizado para calcular la relacién entre el car-

bono y el nitrégeno (C:N).

2. PRINCIPIO

El método se basa en la destruccion de la materia organica con acido sulftrico concen-
trado y acido salicilico en presencia de catalizadores, formandose sulfato de amonio. El
producto de esta digestion se destila en exceso de hidréxido de sodio lo que desprende
amoniaco. El amoniaco se destila por arrastre de vapor y se recoge en una solucién de

acido borico que posteriormente se titula con una solucion de acido sulfurico valorada.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

3.2. Bloque metalico para digestion de tubos de 42 mm de diametro.

3.3. Destilador por arrastre de vapor.

3.4. Tubos de digestién y destilacién de 250 mL y 42 mm de diametro.

3.5. Erlemeyer de 100 mL.

3.6. Microbureta de 10 mL con graduaciones aintervalos de 0,01 mL o titulador

automatico.
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4. REACTIVOS

4.1. Acetanilida p.a. 99,9 % m/m

4.2. Acido salicilico p.a. (C7HsO3)

4.3. Acido sulfurico cc. (H2SO0a)

4.4. Sulfato de potasio p.a. (K2S04.5H,0)

4.5, Sulfato de cobre p.a. (CuSO.)

4.6. Hidroxido de sodio p.a. (NaOH)

4.7. Verde de bromocresol p.a.

4.8. Rojo de metilo p.a.

4.9. Acido borico p.a. (HsBOx)

4.10. Etanol cc. (96 %)

4.11. Tiosulfato de sodio pentahidratado (Na;0sS,.5H.0). Moler los cristales
hasta que pasen através de un tamiz de 0,25 mm de apertura.

4.12. Solucién de &cido salicilico. Disolver 25 g de &cido salicilico en 1000 mL
de acido sulfurico.

4.13. Mezcla catalitica. Mezclar 94 g de sulfato de potasio, y 6 g de Sulfato de
cobre. Porfirizar y homogeneizar.

4.14. Solucién de hidréxido de sodio 40 %. Disolver 400 g de NaOH en un vaso
de precipitado de 1000 mL que contenga 600 mL de agua destilada. Dejar
enfriar y completar el volumen a 1000 mL.

4.15. Solucién indicadora. Disolver 0,1 g de verde de bromocresol y 0,07 g de
rojo de metilo en 100 mL de etanol 96 %. El punto final de la reaccion es
del color verde al gris neutro.

4.16. Solucién de acido bérico con indicador. Disolver 20 g de &cido bérico en
800 mL de agua destilada precalentada a 60°C. Dejar enfriar, trasvasar y
aforar aun matraz de 1000 mL que contiene 20 mL de solucion indicadora.
La solucién debe presentar una coloracion purpurarojizay se ajusta el pH
de la solucion a 4,5 a 5,0 con una solucion de NaOH. Mezclar hasta lograr
disolucion total. Esta solucion es estable por 30 dias.

4.17. Solucién de acido sulfarico 1 mol/L. Diluir 28 mL de acido sulfurico cc.
en 500 mL de agua destilada.

4.18. Solucioén de acido sulfuarico 0,1 mol/L. Diluir 100 mL de solucion de acido
sulfurico 1 mol/L en 1000 mL de agua destilada. Valorar mediante procedi-

miento de valoracién de soluciones &cido y base (Anexo V).
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5. PROCEDIMIENTO

5.1.

5.2.

5.3.
5.4.

5.5.

5.6.

5.7.
5.8.

5.9.

Pesar 0,5 a 1 g de muestra hiumeda y colocar en un tubo de digestion. Si
la muestra es heterogénea vea sugerencias y experiencias.

Colocar 0,02 g de acetanilida en otro tubo para el patrén.

Disponer otro tubo vacio para el blanco.

Agregar 4 mL de solucidon de 4cido salicilico en acido sulfarico en cada
tubo y mezclar. En el caso en que el volumen de acido no esté en contacto
con latotalidad de la muestra, se sugiere agregar 4 mL mas. Dejar toda la
noche en reposo.

Agregar 0,5 g de tiosulfato de sodio molido através de un embudo de vas-
tago largo en cada tubo.

Calentar a 240 °C hasta que disminuya la espuma. Este proceso puede tar-
dar 45 minutos.

Agregar 1,5 g aproximadamente de mezcla catalitica en cada tubo.

Digerir a 400 °C hasta observar que lamuestradigerida esté de color verde
claro. La digestién puede tardar entre 2 a 5 horas. Dejar enfriar.

Agregar lentamente 20 mL de agua destilada en cada tubo.

5.10. Por cada tubo, agregar 20 mL de solucién de acido bérico con indicador

en un erlenmeyer y colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo

del condensador quede sumergido en esta solucion.

5.11. Conectar el tubo de digestién en el destilador.

5.12. Agregar 20 mL de solucion de hidréxido de sodio 40 % al tubo de diges-

tion y destilar. Verificar que el destilado salga a temperatura ambiente.

5.13. Destilar hasta un volumen de 100 mL (Figura 6).

5.14. Titular el destilado con una solucién de acido sulfurico 0,1 mol/L hasta el

viraje de color verde a rosa - gris neutro. Alternativamente puede usarse

un titulador automatico fijando el punto final a pH 4,60.
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Figura 6. Destilacién en acido borico, a) previo; b) posterior.

6. CALCULO

Se calcula el nitrogeno total (NT) en porcentaje en base seca (bs) segun:

(A—B) X C x 280

Q =
NT (%ps) D X MS

Donde:

A= volumen titulado de la muestra (mL).

B= volumen titulado del blanco (mL).

C= concentracion de la solucion estandar de H>SO4 (mol/L).
D= masa de la muestra himeda (g).

MS= materia seca (%).

280= factor de correccion (ver detalle en anexo VI).




7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El enfriamiento del digesto puede provocar precipitacion parcial o total,
gue se redisuelve con el agregado de agua antes de la destilacion.

* El contenido de nitrégeno puede ser variable dependiendo del origen del
residuo. En algunos residuos agropecuarios (ej.: estiércoles avicolas y por-
cinos) es elevado, por lo que queda a criterio del analista en reducir la masa
del residuo a digerir o aumentar la concentracion de la solucién de H2SO..

* En el caso de los residuos de baja densidad y que ocupan un volumen grande,
donde el volumen de &cido no esté en contacto con la totalidad de la muestra, se
sugiere agregar 8 mL de &cido sulftrico.

* En el caso que la muestra presente diferente tamafio de particulas, se sugiere
reducir el tamafio, homogeneizar y si es posible realizar una molienda en hiumedo.
La molienda en himedo se puede utilizar con un molinillo de café.
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S-9 NITROGENO KJELDAHL

1. INTRODUCCION

El nitrégeno Kjeldahl considera Unicamente al nitrégeno organico méas el nitrégeno de
amonio (N-NH."). Este valor es muy cercano al nitrégeno total, ya que los contenidos de
nitratos (N-NOs") son bajos respecto al contenido de nitrégeno orgénico, y en algunos
casos despreciables principalmente en compost que hayan tenido una nitrificacion defi-
ciente 0 no haya finalizado la etapa de maduracion. El nitrégeno organico es el poten-
cialmente mineralizable a amonio. El nitrégeno Kjeldahl no deberia usarse para el
calculo de la relacion carbono:nitrégeno porque no considera el contenido de nitrégeno
de nitrato (N-NO3).

2. PRINCIPIO

El método se basa en la destruccién de la materia organica sélo con &cido sulfdrico
concentrado en presencia de catalizadores, formandose sulfato de amonio. El producto
de esta digestion se destila en exceso de hidroxido de sodio desprendiendo amoniaco.
El amoniaco se destila por arrastre de vapor y se recoge en una solucion de acido boérico

gue posteriormente se titula con una solucién de acido sulfdrico valorada.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001g.

3.2. Bloque metalico para digestion de tubos de 42 mm de diametro.

3.3. Destilador por arrastre de vapor.

3.4. Tubos de digestién y destilacién de 250 mL y 42 mm de diametro.

3.5. Erlemeyer de 100 mL.

3.6. Microburetade 10 mL con graduaciones aintervalos de 0,01 mL o titulador

automatico.
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4. REACTIVOS

4.1. Acetanilida p.a. 99,9 % m/m.

4.2. Acido salicilico p.a. (C7HsO3).

4.3. Acido sulfurico cc. (H2S0.).

4.4. Sulfato de potasio p.a. (K2S0O4.5H,0).

4.5, Sulfato de cobre p.a. (CuSOQ.).

4.6. Hidroxido de sodio p.a. (NaOH).

4.7. Verde de bromocresol p.a.

4.8. Rojo de metilo p.a.

4.9. Acido borico p.a. (HsBO3).

4.10. Etanol cc. (96 %).

4.11. Tiosulfato de sodio pentahidratado (Na;0sS,.5H.0). Moler los cristales
hasta que pasen através de un tamiz de 0,25 mm de apertura.

4.12. Solucién de &cido salicilico. Disolver 25 g de acido salicilico en 1000 mL
de acido sulfurico.

4.13. Mezcla catalitica. Mezclar 94 g de sulfato de potasio, y 6 g de sulfato de
cobre. Porfirizar y homogeneizar.

4.14. Solucién de hidréxido de sodio 40 %. Disolver 400 g de NaOH en un vaso
de precipitado de 1000 mL que contenga 600 mL de agua destilada. Dejar
enfriar y completar el volumen a 1000 mL.

4.15. Solucién indicadora. Disolver 0,1 g de verde de bromocresol y 0,07 g de
rojo de metilo en 100 mL de etanol 96 %. El punto final de la reaccion es
del color verde al gris neutro.

4.16. Solucién de acido bérico con indicador. Disolver 20 g de &cido bérico en
800 mL de agua destilada precalentada a 60 °C. Dejar enfriar, trasvasar y
aforar aun matraz de 1000 mL que contiene 20 mL de solucion indicadora.
La solucién debe presentar una coloracion purpurarojizay se ajusta el pH
de la solucién a 4,5 a 5,0 con una solucion de hidroxido de sodio. Mezclar
hasta lograr disolucidn total. Esta solucion es estable por 30 dias.

4.17. Solucién de acido sulfarico 1 mol/L. Diluir 28 mL de acido sulfurico cc.
en 500 mL de agua destilada.

4.18. Solucioén de acido sulfuarico 0,1 mol/L. Diluir 100 mL de solucion de acido
sulfurico 1 mol/L en 1000 mL de agua destilada. Valorar mediante procedi-

miento de valoracién de soluciones acido y base (Anexo V).
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5. PROCEDIMIENTO

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

Pesar 0,5 a 1 g de muestra himeda y colocar en un tubo de digestion. Si
la muestra es heterogénea vea sugerencias y experiencias.

Colocar 0,02 g de acetanilida en otro tubo para el patron.

Disponer otro tubo vacio para el blanco.

Agregar 1,5 g aproximadamente de mezcla catalitica en cada tubo.
Agregar 4 mL de &cido sulfarico concentrado en cada tubo y mezclar para
homogeneizar. En el caso en que el volumen de acido no esté en contacto
con latotalidad de la muestra, se sugiere agregar 4 mL mas.

Digerir a 400°C hasta observar que la muestra digerida esté de color verde
claro. La digestién puede tardar entre 2 a 5 horas. Dejar enfriar.

Agregar lentamente 20 mL de agua destilada en cada tubo.

Por cada tubo, agregar 20 mL de solucién de &cido bérico con indicador
en un erlenmeyer y colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo
del condensador quede sumergido en esta solucion.

Conectar el tubo de digestion en el destilador.

5.10. Agregar 20 mL de solucion de hidréxido de sodio 40 % al tubo de diges-

tion y destilar. Verificar que el destilado esté a temperatura ambiente.

5.11. Destilar hasta un volumen de 100 mL (Figura 6).

5.12. Titular el destilado con solucién acido sulfarico 0,1 mol/L hasta el viraje

de color verde a rosa - gris neutro. Alternativamente, puede usarse un ti-

tulador automatico fijando el punto final a pH 4,60.

6. CALCULO

Se calcula el nitrégeno por Kjeldahl (Nk) en porcentaje en base seca segun:

(A—B) x C x 280

0 =
NK (/Obs) D X MS
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Donde:

A= volumen titulado de la muestra (mL).

B= volumen titulado del blanco (mL).

C= concentracion de la solucion estandar de H.SO4 (mol/L).
D= masa de la muestra hiumeda (g).

MS= materia seca (%).

280= factor de correccion (ver detalle en Anexo VI).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El método de determinacion de nitrégeno Kjeldahl es muy utilizado
en otros materiales, como suelo y vegetales, por lo que en muchos la-
boratorios esta metodologia ya esta adaptada y resulta facil de aplicar.
En el caso de utilizarla, el analista debera tener en cuenta que no se
considera el contenido de nitratos.

* Al igual que nitr6geno total, en el enfriamiento del digesto puede provocar pre-
cipitacion parcial o total, que se redisuelve con el agregado de agua antes de la
destilacion.

* El contenido de nitrégeno puede ser variable dependiendo del origen del resi-
duo. En algunos residuos agropecuarios (ej.: estiércoles avicolas y porcinos) es
elevado por lo que queda a criterio del analista en reducir la masa del residuo a

digerir o variar la concentracion de la solucion de acido sulfdrico para su titulacion.
En el caso de residuos de baja densidad y que ocupen un volumen grande, donde
el volumen de acido no esté en contacto con la totalidad de la muestra, se sugiere
agregar 8 mL de acido sulfurico.

* En el caso que la muestra presente diferente tamafio de particulas, se sugiere
reducir el tamafio, homogeneizar y si es posible realizar una molienda en hu-
medo. La molienda en himedo se puede utilizar con un molinillo de café.

* En el manual de algunos equipos destiladores, indican utilizar 20 mL de solu-
cion de &cido borico por lo que cada analista debera adaptar este método a partir
de lo que indique el manual de su equipo. En la etapa de destilacién, se debera
destilar hasta 100 mL y usar un erlenmeyer de mayor capacidad.
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S-10 NITROGENO DE AMONIO Y NITRATO

1. INTRODUCCION

El contenido de nitrégeno de amonio (N-NH4*) y nitrato (N-NO3) indica la cantidad de nitro-
geno disponible de los residuos organicos y compost. La importancia de esta determinaciéon
radica en conocer la cantidad de nitrégeno mineral disponible para su uso agricola y deter-
minar el grado de madurez y estabilidad del abono mediante indicadores. En el proceso de
compostaje el amonio y nitrato son el resultado de la mineralizacion bioldgica. A medida que
el proceso de compostaje avanza, y principalmente durante la maduracion, el contenido de

nitrato se incrementa mientras que contenido de amonio disminuye.

2. PRINCIPIO

En una alicuota de un extracto con solucion de cloruro de potasio de la muestra hUmeda,
se realizan dos destilaciones sucesivas para obtener nitrdgeno de amonio y nitrato, de
forma separada. En la primera destilacion se agrega 6xido de magnesio y en la segunda
se agrega aleacion Devarda. El amoniaco generado por la reduccion del N ante el agre-
gado de los reactivos, se destila por arrastre de vapor y se recoge en una solucion de

acido borico que posteriormente se titula con una solucion de acido sulfurico valorada.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Recipiente de 250 mL con tapa.

3.2. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

3.3. Probeta de 100 mL.

3.4. Embudo.

3.5. Mufla.

3.6. Papel de filtro Whatman N.° 42 o equivalente.

3.7. Agitador reciproco.
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3.8. Destilador por arrastre de vapor.

3.9. Tubos de digestion y destilacién de 250 mL y 42 mm de didmetro.

3.10. Erlemeyer de 100 mL.

3.11. Microbureta de 10 mL con graduaciones a intervalos de 0,01 mL o titula-

dor automatico.

. REACTIVOS

4.1. Cloruro de potasio p.a. (KCl).

4.2. Aleacion Devarda p.a.

4.3. Oxido de magnesio p.a. (MgO).

4.4. Verde de bromocresol p.a.

4.5. Rojo de metilo p.a.

4.6. Etanol cc. (96 %).

4.7. Acido borico p.a. (HsBO3).

4.8. Acido sulfarico cc. (H2SOy).

4.9. Solucién extractante de cloruro de potasio 2 mol/L. Disolver 150 g de KCI
en agua destilada y diluir a 1 L.

4.10. Oxido de magnesio. Incinerar MgO en una mufla a 600-700°C por 2 horas.
Enfriar en un desecador y guardar en un frasco herméticamente cerrado.

4.11. Solucién indicadora. Disolver 0,1 g de verde de bromocresol y 0,07 g de
rojo de metilo en 100 mL de etanol 96 %. El punto final de la reacci6n es
del color verde al gris neutro.

4.12. Solucién de acido bérico con indicador. Disolver 20 g de 4cido bdrico en
800 mL de agua destilada precalentada a una temperatura aproximada de
60 °C. Dejar enfriar, trasvasar y aforar aun matraz de 1000 mL que contiene
20 mL de solucién indicadora. La solucion debe presentar una coloracion
purpurarojizay se ajusta el pH de la solucién a 4,5 a 5,0 con una solucién
de hidréoxido de sodio. Mezclar hasta lograr disolucion total. Esta solucion
es estable por 30 dias.

4.13. Solucidon de acido sulfarico 1 mol/L. Diluir 28 mL de &cido sulfarico cc.

en 500 mL de agua destilada.
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4.14. Solucién de acido sulfdrico 0,005 mol/L. Diluir 5 mL de solucién de acido
sulfdrico 1 mol/L en 1000 mL de agua destilada. Valorar mediante procedi-

miento de valoracién de soluciones &cido y base (Anexo V).

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Calcular la masa de muestra hiumeda equivalente a 40 g de muestra seca.

4oy = 40X 100
@)= —35
Donde:

A= masa de muestra himeda (g).

MS= materia Seca (%).

5.2. Calcular el volumen de solucidon extractante de KCI 2 mol/L necesario para

generar una relacién muestra: solucién 1:5, segun:

B (mL) = 200 — (A — 40)

Donde:

B= volumen de extractante (mL).

5.3. Pesar y registrar la masa de muestra hiumeda calculada y colocar en el
recipiente.

5.4. Agregar el volumen de solucién extractante de KCl 2 mol/L calculado. Tapar.

5.5. Agitar por 20 minutos a 180 golpes por minuto.

5.6. Filtrar el extracto generado.

5.7. Colocar 10 a 20 mL del extracto filtrado en el tubo de destilacion.

5.8. Colocar en otro tubo un blanco, el mismo volumen de la solucidn extrac-
tante de KCI 2 mol/L.
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5.9. Por cada tubo, agregar 10 mL de solucién de acido bdrico con indicador
en un erlenmeyer y colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo
del condensador quede sumergido en esta solucion.

5.10. Agregar 0,2 g de 6xido de magnesio al tubo de destilacién.

5.11. Conectar el tubo inmediatamente al destilador.

5.12. Destilar hasta un volumen de 50 mL.

5.13. Titular el destilado con solucién &cido sulfurico 0,005 mol/L hasta el viraje
de color. Alternativamente, puede usarse un titulador automatico fijando
el punto final a pH 4,60. Este destilado se utilizara para determinar el con-
tenido de nitrégeno de amonio.

5.14. Agregar 10 mL de solucion de &cido bérico con indicador en otro erlen-
meyer y colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo del con-
densador quede sumergido en esta solucion.

5.15. Agregar en el mismo tubo que contenia 6xido de magnesio, 0,2 g de alea-
cion Devarda a través de un embudo de vastago largo.

5.16. Conectar nuevamente el tubo, de manera inmediata, al destilador.

5.17. Destilar hasta un volumen de 50 mL (Figura 6).

5.18. Titular el destilado con solucion acido sulfarico 0,005 mol/L hasta el viraje
de color. Alternativamente, puede usarse un titulador automatico fijando
el punto final a pH 4,60. Este destilado se utilizar4 para determinar el con-

tenido de nitrégeno de nitrato.

6. CALCULO

El nitrégeno de amonio (N-NH.*) y nitrégeno de nitrato (N-NO3’) se expresa en mg/Kg

en base secaa 70 + 5 °C, segun:

m A—B) x C x D x 28000
N—NH;( g)=( )
kgbs E XF
_/mg\ (G—H)XCxD x 28000
N—N%( )=
kgbs E XF
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Donde:

A= volumen titulado en la muestra con 6xido de magnesio (mL).
B= volumen titulado del blanco con éxido de magnesio (mL).
C= concentracion de la solucion de &cido sulfarico (mol/L).

D= volumen final del extracto KCI (200 mL).

E= masa de muestra seca (40 g).

F
G= volumen titulado en la muestra con 6xido de magnesio y aleacion Devarda (mL).

volumen pipeteado del extracto (mL).

H= volumen titulado del blanco con 6xido de magnesio y aleacion Devarda (mL).

28000= factor de correccion (ver detalle en Anexo VI).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El extracto puede prepararse con menor cantidad de muestra himeda
y extractante, manteniendo siempre la relacién 1:5 (por €j.: 20 g en 100
mL).

* Para el caso de muestras de residuos crudos que presenten contenido de N-
NH4* por encima de 500 mg/kg (por €j.: guano de aves ponedoras, cama de pa-
rrilleros, etc.) se sugiere preparar el extracto con una relacion muestra: solucion
extractante de 1:10 y utilizar una solucion de &cido sulfdrico mas concentrada
para su titulacion. De esta manera, se evita el consumo excesivo de solucion
acida.

* El 6xido de magnesio se puede agregar a través de un embudo de vastago lo

suficientemente largo para llegar cerca del fondo del tubo. O bien, pueden agre-
garse 20 mL de solucién de hidréxido de sodio al 40 % al tubo de digestion.

* El proceso de filtrado puede reemplazarse con centrifugacion, a
10000 rpm por 15 minutos.

* El contenido de nitrato en algunas muestras puede ser muy bajo, por lo que se
sugiere utilizar una solucion de &cido sulfurico mas diluida. Para el control de la
destilacion del N-NH4* y N-NO3™ se puede colocar 10 ml de una solucion patron
de 10 ppm de N-NHs* y N-NO3™ en un tubo de destilacion. Se procede a la desti-
lacion en las dos etapas tal como se describié en el método. La recuperaciéon de
la solucion deber ser entre 95 y 105 %.

Continlia en la pagina siguiente




* En el manual de algunos equipos destiladores, indican utilizar 20 mL de solucién
de &cido bdrico por lo que cada analista deberd adaptar este método a partir de lo

gue indique el manual de su equipo. En la etapa de destilacién, se debera destilar
hasta 100 mL y usar un erlenmeyer de mayor capacidad.
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S-11 FOSFORO TOTAL

1. INTRODUCCION

Los residuos organicos pueden presentar diferente composicién quimica, dependiendo
del origen, por lo que podrian resultar nutrientes Utiles para su uso agricola. El fésforo

€s un macronutriente importante para el crecimiento y desarrollo de las plantas.

En este compendio se describen dos métodos de digestion (parte A) y de colorimetria
(parte B) para la determinacién de fésforo total. En la parte A se describen el método de
digestién por calcinacion y el de digestion por microondas, y la eleccién dependera de
los equipos e instrumentos que disponga en el laboratorio. En la parte B se describen el
método del acido ascérbico y del vanadomolibdofosférico, con diferentes rangos de de-
teccion del fosforo total. EI método colorimétrico del acido ascorbico y solucion de mo-
libdato de amonio es adecuado para concentraciones bajas de fésforo, en un rango de
0,01 a 6 mg/L. Para concentraciones mayores se puede diluir la solucion digerida u optar
por el método de acido vanadomolibdofosférico que es adecuado para concentraciones

mas altas de fésforo, para un rango de 1 a 20 mg/L.

PARTE A: DIGESTION DE LA MUESTRA

Al. DIGESTION POR CALCINACION

2. PRINCIPIO

Una porcién de la muestra se calcina a 550 °C. Para transformar el compuesto fosforado
orgéanico a ortofosfato soluble, se agrega un alicuota de acido sobre la muestra calci-

nada en una placa calefactora.
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3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

Balanza analitica con exactitud 0,001g.

Crisol de 30 a 40 mL con tapa.

Placa calefactora.

Matraz de 50 mL.

Papel de filtro libre de fosforo, Whatman N.° 42 o equivalente.
Embudo de plastico o vidrio.

Mufla.

Pipeta graduada de 5 mL.

4. REACTIVOS

4.1.
4.2.
4.3.

4.4.

Acido nitrico cc. (HNO3).

Acido clorhidrico cc. (HCI).

Solucion de acido nitrico 1 + 1. Colocar 250 mL de agua destiladay agregar
250 mL de &cido nitrico cc.

Solucién de acido clorhidrico 1 + 1. Colocar 250 mL de agua destilada y
agregar 250 mL de &cido clorhidrico cc.

5. PROCEDIMIENTO

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.

Pesar 1 g de muestra secay moliday colocar en el crisol.

Colocar en mufla a 550°C por 4 horas. Dejar enfriar.

Agregar 4 mL de solucién de &cido nitrico 1+1.

Evaporar el exceso de acido nitrico en placa calefactora a 120 °C.

Volver a colocar en mufla a 550 °C por 1 hora. Dejar enfriar.

Agregar 10 mL de solucion de acido clorhidrico 1+1 al crisol. Luego, colo-

car en placa calefactora hasta una reduccion del volumen del 50 %.
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5.7. Trasvasar a un matraz de 50 mL y enjuagar el crisol dos veces con agua des-
tilada a través de un embudo con papel de filtro. Dejar enfriar nuevamente.

5.8. Enrasar con agua destilada.

A2. DIGESTION POR MICROONDAS

2. PRINCIPIO

Una porcion de la muestra se digiere en &cido mediante calentamiento por microondas

para transformar el compuesto fosforado organico a ortofosfato soluble.

3. INSTRUMENTAL
Este método requiere equipamiento especifico y materiales de laboratorio de uso habi-
tual para la preparacion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001g.

3.2. Pipetade 10 mL.

3.3. Matraz 50 mL.

3.4. Papel de filtro libre de fésforo, Whatman N.° 42 o equivalente.
3.5. Embudo de pléastico o vidrio.

3.6. Digestor de muestras acidas por microondas y sus accesorios.

4. REACTIVOS

4.1. Acido nitrico cc. (HNO3).

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pesar 0,5 g de muestra secay moliday colocar en el tubo de digestion de

microondas.
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5.2. Agregar cuidadosamente 10 mL de acido nitrico. Dejar destapado hasta
que la reaccién vigorosa haya finalizado. Llevar a un volumen final de
50 ml en cada tubo.

5.3. Cerrar y conectar el tubo al equipo microondas.

5.4. Digerir la muestra por un periodo de 10 minutos a 175 °C. Debera consul-
tarse con el proveedor del equipo de microondas, los tiempos y voliume-
nes recomendados de rampa de temperatura y presion interna de los tu-
bos de digestion para asegurar una digestiéon completa de la muestra.

5.5. Trasvasar cuantitativamente a un matraz de 50 mL a través de un embudo

con papel de filtro.
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PARTE B. DETERMINACION COLORIMETRICA

B1. METODO DEL ACIDO ASCORBICO

2. PRINCIPIO

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio potéasico reaccionan en medio acido
con el ortofosfato para formar un acido heteropoliacido fosfomolibdico que se reduce
con &cido ascérbico produciendo un color azul intenso. El color es estable por varias
horas.




3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Matraz 50 mL.
3.2. Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.

3.3. Espectrofotdmetro capaz de medir a 880 nm.

4. REACTIVOS

4.1. Acido sulfurico cc. (H2S04).

4.2. Fosfato diacido de potasio anhidro p.a. (KH2PO.,).

4.3. Tartrato de antimonio-potasio hemihidratado p.a. (K(SbO)C4H406.1/2 H,0).

4.4. Molibdato de amonio tetrahidratado p.a. ((NH4")sM07024.4H,0).

4.5. Acido ascorbico p.a.

4.6. Solucién patron madre de fésforo 50 mg/L. Disolver 220 mg de fosfato dia-
cido de potasio anhidro en agua destilada y diluir a 1000 mL.

4.7. Solucién de fosforo patron 2,5 mg/L. Diluir 50 mL de solucién patrén ma-
dre de fésforo 50 mg/L y llevar a 1000 mL con agua destilada.

4.8. Acido sulfarico 5 N. Colocar 200 mL de agua destilada en matraz aforado
de 500 mL y adicionarle lentamente 70 mL de acido sulfarico cc. Homoge-
neizar y enfriar.

4.9. Solucién de tartrato de antimonio-potasio hemihidratado. Disolver 1,37 g
de tartrato de antimonio potasio hemihidratado con 400 mL de agua desti-
lada en un vaso de precipitado. Si no se disuelve usar un agitador magné-
tico. Trasvasar cuantitativamente a matraz aforado y llevar a 500 mL. Con-
servar la solucién en frasco de vidrio con tapa esmerilada y guardar en
heladera.

4.10. Solucién de molibdato de amonio al 4 %. Disolver 20 g de molibdato de
amonio tetrahidratado en 500 mL de agua destilada. Conservar en frasco

de vidrio con tapa esmerilada y guardar en heladera.
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4.11. Solucién de &cido ascérbico 0,01 M. Disolver 1,76 g de &cido ascérbico
en 100 mL de agua destilada. Conservar en conservar en heladera y es
estable por una semana.

4.12. Reactivo combinado. Agregar 50 mL de solucion de sulfarico 5 N, 5 mL
de solucidn de tartrato de antimonio-potasio hemihidratado, 15 mL de so-
lucién de molibdato de amonio y 30 mL de solucion de &cido ascérbico
0,01 M. Esta solucion tiene un volumen de 100 mL y se prepara al momento

de la determinacion.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pipetear 1 a5 mL de la muestra digerida dependiendo de la concentracion
estimada de fosforo y colocar en un matraz 50 mL.

5.2. Paralelamente, preparar una escala de patrones en matraces de 50 mL segun:

Tabla 1. Volumen de la solucién patrén (2,5 mg de P/L) para cada concentracion de la escala
de patrones.

Concentracion Solucién patrén
(mg P/L) (mL)

5.3. Agregar agua hasta un volumen aproximado de 40 mL a los matraces que
contengan las muestras y la escala de patrones.

5.4. Agregar 8 mL de reactivo combinado a todos los matraces.

5.5. Enrasar con agua destilada.

5.6. Luego de 30 minutos leer en espectrofotometro a 880 nm (Figura 7).




Figura 7. Escala de patrones de fésforo en mg/L por el método del
acido ascorbico.

B2. METODO DEL ACIDO VANADOMOLIBDOFOSFORICO

2. PRINCIPIO

El molibdato de amonio reacciona en medio &cido con el ortofosfato para formar un acido
heteropoliacido fosfomolibdico. En presencia de vanadio se forma acido vanadomolib-
dofosforico de coloracion amarilla. El color es estable por varios dias y la intensidad no

es afectada por la temperatura del laboratorio.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-
racion de reactivos y en particular:

3.1. Matraz 50 mL.
3.2. Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.
3.3. Espectrofotémetro capaz de medir a 400 a 420 nm.




4. REACTIVOS

4.1. Acido nitrico cc. (HNO3).

4.2. Molibdato amdnico tetra hidratado p.a. ((NH4)sM07024.4H20).

4.3. Fosfato diacido de potasio anhidro p.a. (KH2PO.).

4.4. Metavanadato de amonio p.a. (NH4VO3).

4.5. Solucién patron de fosforo 50 mg/L. Disolver 220 mg de fosfato diacido de
potasio anhidro (KH2PO,) en agua destilada y diluir a 2000 mL.

4.6. Reactivo vanadato-molibdato. Solucién A: disolver 25 g de molibdato amé-
nico tetra hidratado en 300 mL de H,O destilada. Solucién B: disolver 1,25 g
de metavanadato de amonio en 300 mL de agua destilada caliente. Dejar
enfriar y afladir a esta solucién 250 mL de acido nitrico. Dejar enfriar e in-
corporar la solucién A sobre la B. Mezclar y llevar a volumen de 1000 mL.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pipetear 1 a5 mL de lamuestra digerida dependiendo de la concentracién
estimada de fosforo y colocar en un matraz 50 mL.
5.2. Preparar una escala de patrones en matraces de 50 mL segun:

Tabla 2. Volumen de la solucién patrén para cada concentraciéon de la escala de patrones.

Concentracion (mg P/L) mL solucién patrén (50 mg P/L)

4 4
8 8
12 12
16 16

5.3. Agregar agua hasta un volumen aproximado de 35 mL.

5.4. Agregar 10 mL de reactivo vanadato-molibdato a todos los matraces.

5.5. Enrasar con agua destilada.

5.6. A partir de los 10 minutos, leer en espectrofotometro, a longitud de onda
de 400 a 470 nm dependiendo de la sensibilidad deseada (Figura 8):




Tabla 3. Longitud de onda (nm) para los diferentes rangos de concentracién fosforo.

1-5 400
2-10 420
4-18 470

Figura 8. Escala de patrones de fésforo en mg/L por el método del acido
vanadomolibdofosforico.

6. CALCULO

6.1. Graficar una curva de calibracién con las concentraciones de fésforo, en
mg/L, de la escala de patrones en el eje de las abscisas (eje x) y las absor-
bancias en el eje de las ordenadas (eje y).

6.2. Obtener la ecuacion de regresion con un ajuste mayor 0,99.

El fésforo total (PT) se expresa en % y mg/kg en base seca (bs) segun:

mg AXBXC
PT () =
Kgps DXE




mg
pr( )
Kgbs

PT(%) = 5000

Donde:

A= concentracion de fosforo, en mg/L, de la muestra coloreada obtenida a partir de la
ecuacioén de regresion obtenida por la escala de patrones.

B= volumen de la digestién (mL).
C= volumen del matraz utilizado en la colorimetria (50 mL).
D= masa de muestra seca y molida usada en la digestion (g).

E= volumen pipeteado del extracto digerido para el método colorimétrico (mL).
7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* En la determinacioén del fésforo es muy importante la limpieza del ma-
terial, principalmente en la etapa colorimétrica. Ver Anexo |.

* En el caso de la colorimetria mediante el método del acido ascorbico, otra ma-

nera de preparar el reactivo combinado es mediante la preparacion de la solucion
A con 500 mL de solucién de sulfirico 5 N; 50 mL de solucion de tartrato de anti-
monio-potasio, 150 mL de soluciéon de molibdato amoénico. La solucion A puede
durar hasta 1 mes a 4 °C. En el momento de realizar la técnica agregar a esta
solucion 300 mL de solucion de acido ascorbico.
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S-12 CATIONES MAYORITARIOS Y ELEMENTOS TRAZAS
TOTALES

1. INTRODUCCION

Los residuos organicos pueden presentar diferente composicién quimica, dependiendo
del origen. Entre los cationes mayoritarios se puede encontrar potasio (K), calcio (Ca),
magnesio (Mg), sodio (Na) mientras que entre los elementos trazas se puede encontrar
hierro (Fe), cobre (Cu), zinc (Zn) y manganeso (Mn). Estos elementos, en rangos nor-
males, podrian resultar beneficiosos para una valorizacion agrondémica, pero si esos
elementos se encuentran en exceso, pueden resultar contaminantes y perjudiciales para

el medio ambiente.

2. PRINCIPIO

La muestra digerida en acido obtenida por digestién por calcinacion (A1-S-11) o diges-
tion por microondas (A2-S-11) se cuantifican los cationes mayoritarios y elementos tra-

zas totales por absorcién atémica o plasma acoplado inductivamente (ICP).

3. PROCEDIMIENTO

3.1. A partir del extracto digerido obtenido para la determinacion de fdsforo,
determinar la concentracion de K, Ca, Mg y Na y elementos trazas (Fe, Cu,

Mn, Zn) en espectrofotometro de absorcion atomica.
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4. CALCULO

El contenido del elemento quimico total (ET) se expresa en mg/kg en base seca (bs) segun:

mg AXBXC
BT () =
Kgbs D
Donde:
A= lectura de la concentracion del elemento en la muestra digerida y diluida (mg/L).
B= dilucion realizada para la lectura del elemento.
C= volumen de la digestion (mL).

D= masa de muestra seca y molida usada en la digestion (g).

Se puede expresar en % en base seca (bs) segun:

m
ET (&)

0 - Jd
ET (%ops) 10000

5. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* En el caso que el extracto haya sido digerido por el método de digestion
por microondas con acido nitrico, también podran determinarse los si-
guientes elementos: aluminio, magnesio, arsénico, antimonio, manga-
neso, berilio, bario, molybdeno, cadmio, niquel, cromo, cobalto, plata,
plomo, molibdeno, vanadio, selenio, talio.

* El analista debera utilizar las lamparas de catalogo correspondientes a cada ele-
mento, realizar diluciones, curvas de calibracion especificas para cada elemento y
agregar soluciones supresoras de ionizacion (gj. solucion de lantano o cesio) para
K, Cay Mg dependiendo de las indicaciones del manual de cada equipo.
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S-13 BIOENSAYO DE FITOTOXICIDAD

1. INTRODUCCION

El uso del bioensayo de fitotoxicidad permite una evaluacion integral de la toxicidad de
residuos orgénicos y compost. La mortalidad de las plantulas o el retraso del crecimiento
pueden estar afectados por la presencia de distintos compuestos toxicos, tal como su-
cede comunmente en un compost inmaduro. El contenido de amonio, sales solubles y
acidos orgéanicos en altas concentraciones inhiben el desarrollo de las raices y la absor-

cion de nutrientes.

En este compendio se describen dos métodos para determinar fitotoxicidad: el método
abreviado (PARTE A) y el método para determinar el grado de toxicidad (PARTE B).

PARTE _A: METODO ABREVIADO PARA DETERMINAR
FITOTOXICIDAD

2. PRINCIPIO

Se exponen semillas de una especie seleccionada a un extracto acuoso de residuo or-
ganico o compost (elutriado) para evaluar la toxicidad sobre la germinacion y la elonga-

cién radicular durante los primeros dias del desarrollo.

Este método abreviado, permite determinar si una muestra es fitotéxica, mediante los
indices de germinacion (IG) y de crecimiento relativo (ICR). Las principales normativas
internacionales que establecen calidad de compost, se basan en este tipo de método

para determinar si una muestra es toxica.

Se requiere realizar un control positivo, el cual determina la sensibilidad de las semillas,
y un control negativo. Para ello, las semillas son expuestas a diferentes diluciones de
un téxico de referencia (Zn), determinandose la concentracion inhibitoria al 50 % (Clso)
en la curva de concentracion-respuesta. La exposicion de las semillas al elutriado y el

control positivo pueden llevarse a cabo en simultaneo.
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3. MATERIALES

Este método requiere de los siguientes equipos y materiales de laboratorio:

3.1. Embudo.

3.2. Papel de filtro.

3.3. Pinzas.

3.4. Regla o calibre.

3.5. Bandeja de aluminio.

3.6. Semillas lechuga (Lactuca sativa L.) o rabanito (Raphanus sativus) libres
de tratamiento quimico.

3.7. Placas de Petri 90 mm de diametro.

3.8. Pipetas Pasteur.

3.9. Papel de germinacion de alta calidad Whatman, Munktell o similar.

3.10. Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.

3.11. Matraz de 250 mL y matraces de 50 mL.

3.12. Estufa de secado.

3.13. Balanza analitica con precisién de £ 0,001 g.

3.14. Agitador orbital.

3.15. Incubadora.

4. REACTIVOS

4.1. Cloruro de zinc p.a. (ZnCly).
4.2. Solucién patron de zinc 1000 mg/L. Disolver 0,52 g de cloruro de zinc

(ZnCl) en un volumen de 250 mL de agua destilada.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Control positivo y negativo

5.1.1. Preparar 5 soluciones de zinc de diferentes concentraciones: 18,75; 37,5;
75; 150 y 300 mg Zn/L. El control negativo contiene sélo agua destilada y

representa la concentracion de 0 mg Zn/L.
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5.1.2. Colocar el papel de germinacién dentro de una placa de Petri.

5.1.3. Agregar 4 mL de agua destilada (control negativo) y de las soluciones de
Zn (control positivo) sobre el papel.

5.1.4. Colocar 15 semillas, tapar las placas de Petri y rotular. Realizar cada con-
centracion por triplicado.

5.1.5. Colocar las placas en una incubadora a 22 + 2 °C en oscuridad.

5.1.6. A los 5 dias, contar las semillas que hayan germinado y medir el largo de
las radiculas. Se considera semilla germinada cuando haya aparicion visi-
ble de la radicula (=1 mm de longitud).

5.1.7. Determinar la concentracion de Zn que inhibe el 50 % la germinacion y la

elongacion radicular (Clso).

5.2. Bioensayo de toxicidad

5.2.1. Secar la muestra humeda en una bandeja de aluminio en estufa a 50 +
5 °C hasta masa constante.

5.2.2. Preparar un elutriado mezclando una porciéon de la muestra seca con agua
destilada en una relacion 1:10 (masa: volumen).

5.2.3. Agitar durante 3 horas a temperatura ambiente.

5.2.4. Filtrar el elutriado (Figura 9).

5.2.5. Colocar el papel de germinacién dentro de una placa de Petri.

5.2.6. Agregar 4 mL del elutriado sobre el papel de germinacion.

5.2.7. Colocar 15 semillas, tapar las placas de Petri y rotular.

5.2.8. Colocar las placas en una incubadora a 22 + 2 °C en oscuridad.

5.2.9. Allos 5 dias, contar las semillas que hayan germinado y medir el largo de
las radiculas.

5.2.10. Calcular el porcentaje de inhibicion de la germinacion y de elongacion

radicular, el indice de crecimiento relativo y de germinacion por muestra.
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Figura 9. Preparacioén de los elutriados, a) agitacion; b) filtracion.

6. CALCULO

6.1. Calculos para el control positivo y negativo

6.1.1. Determinar el porcentaje de germinacion (GE) s6lo en el control negativo

segun:

A
GE (%) = 2 x 100

Donde:
A= numero de semillas germinadas en la placa de Petri.
B= numero de semillas colocadas en la placa de Petri.

6.1.2. Determinar el coeficiente de variacion de la elongacion radicular (CVer)

sélo en el control negativo segun:

C
CVER (%) = 5 x 100

Donde:
C= desviacion estandar de la elongacion radicular.
D= promedio de la longitud radicular (mm).




6.1.3. Determinar el porcentaje de inhibicion de la germinacion (Ice) en cada con-
centracion segun:

(E—F)

Donde:
E= numero de semillas germinadas en el control negativo.
F= nimero de semillas germinadas en cada concentracion de Zn.

6.1.4. Graficar una curva concentracion-respuesta con las concentraciones de
Zinc, en mg/L, en el eje de las abscisas (eje x) y los porcentajes de inhibi-
cion de la germinacion en el eje de las ordenadas (eje y).

6.1.5. Obtener la ecuacion de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.1.6. Determinar la concentracion a la que se inhibe el 50% de la germinacion
(Clso) @ partir de la ecuacion de regresion.

6.1.7. Determinar el porcentaje de inhibicion de la elongacion radicular (ler) segun:

(G —H)
G

Irr (%) = x 100

Donde:
G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).
H= promedio de la longitud radicular en cada concentracién de Zn (mm).

6.1.8. Graficar una curva concentracion-respuesta con las concentraciones de
zinc, en mg/L, en el eje de las abscisas (eje X) y los porcentajes de inhibicion
de la elongacién radicular en el eje de las ordenadas (eje y).

6.1.9. Obtener la ecuacion de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.1.10. Determinar la concentracion a la que se inhibe el 50 % de la elongacion

radicular (Clso) a partir de la ecuacién de regresion.
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Informar los valores de Clso estimados para la germinacion y la elongacion radicular en

el control positivo (Zn como toxico de referencia).

6.2. Célculos para el bioensayo de toxicidad

6.2.1. Determinar el porcentaje de inhibicion de la germinacién (Ice) y de elonga-
cién radicular (Ier) en cada placa de Petri, segun:
(E—-1)

Donde:
E= numero de semillas germinadas en el control negativo.

I= nimero de semillas germinadas en el elutriado de la muestra.

Ipr (%) = (GG;D x 100

Donde:
G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).

J= promedio de la longitud radicular en el elutriado de la muestra (mm).

6.2.2. Calcular el indice de crecimiento relativo (ICR) segun:

J
ICR = =
G

Donde:
J= promedio de la longitud radicular en el elutriado de la muestra (mm).

G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).

Los valores de referencia del ICR son:
Inhibiciéon de la elongacion radicular cuando 0 < ICR < 0,8
No existen efectos significativos cuando 0,8 < ICR < 1,2

Estimulacion de la elongacion radicular cuando ICR > 1,2

63



6.2.3. Calcular el indice de germinacion (IG) segun:

I
1G (%) = ICR XEX 100

Donde:
ICR= indice de crecimiento relativo.
I= nimero de semillas germinadas en el elutriado de la muestra.

E= nimero de semillas germinadas en el control negativo.

El valor de referencia es:

Inhibicion cuando IG < 80%

PARTE B: METODO PARA DETERMINAR EL GRADO DE
TOXICIDAD

2. PRINCIPIO

Se exponen semillas de una especie seleccionada a un rango de concentraciones del
extracto acuoso de residuo organico o compost (elutriado) para evaluar la toxicidad so-
bre la geminacion y la elongacion radicular durante los primeros dias del desarrollo. Este
método es mas laborioso, pero a diferencia del anterior, permite determinar el grado de
toxicidad de la muestra, mediante otros indices de toxicidad. Esta metodologia es apli-
cable para evaluar los efectos fitotdxicos de los residuos crudos o los productos obteni-

dos luego de un proceso de tratamiento (compost, entre otros).

Se requiere realizar un control positivo, el cual determina la sensibilidad de las semillas.
Para ello, las semillas son expuestas a diferentes diluciones de un toxico de referencia
(Zn), determindndose la concentracion inhibitoria al 50 % (Clso) en la curva de concen-

tracidon-respuesta.

La exposicion de las semillas a las diferentes concentraciones del elutriado y el control

positivo pueden llevarse a cabo en simultaneo.

64



3. MATERIALES

Se utilizan los mismos materiales que en la parte A.

4. REACTIVOS

Se utilizan los mismos reactivos que en la parte A.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Control positivo y negativo
Se realiza el mismo procedimiento que en la parte A (puntos 5.1. y 5.2.).
5.2. Bioensayo de toxicidad

5.2.1. Secar la muestra en una bandeja de aluminio en estufa a 50 + 5 °C hasta
masa constante.

5.2.2. Preparar un elutriado mezclando una porcion de la muestra seca y molida
con agua destilada en una relacién 1:10 (masa: volumen).

5.2.3. Agitar durante 3 horas a temperatura ambiente.

5.2.4. Filtrar el elutriado (Figura 9).

5.2.5. Preparar al menos 5 diluciones, en porcentaje y volumen a volumen (v/v)
del elutriado, considerando al elutriado como concentracién al 100 %.

5.2.6. Colocar el papel de germinacion dentro de cada placa de Petri.

5.2.7. Colocar 4 mL de una de las concentraciones del elutriado sobre el papel.

5.2.8. Colocar 15 semillas, tapar las placas de Petri y rotular. Realizar cada con-
centracion por triplicado. Repetir el procedimiento para cada una de las
concentraciones del efluente.

5.2.9. Colocar las placas en una incubadora a 22 + 2 °C en oscuridad.

5.2.10. Alos 5 dias, contar las semillas que hayan germinado y medir el largo de
las radiculas. Se considera semilla germinada cuando haya aparicion visi-

ble de la radicula (= 1 mm de longitud).
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5.2.11. Calcular porcentaje de inhibicion de la germinacion y elongacion radicu-
lar, el indice de crecimiento relativo y germinacién por muestra y el grado

de toxicidad de la muestra.

6. CALCULO

6.1. Célculos para el control positivo y negativo

Se realiza el mismo procedimiento que en la parte A.

6.2. Célculos para el bioensayo de toxicidad

6.2.1. Determinar el porcentaje de inhibicion de la germinacion (lge) y el porcen-
taje de inhibicion de la elongacién radicular (Ier) segun:

(E-D
Iop(%) = 100

Donde:
E= nimero de semillas germinadas en el control negativo.

I= nimero de semillas germinadas en el elutriado de la muestra.

Ipr (%) = Q x 100

Donde:
G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).

J= promedio de la longitud radicular en el elutriado de la muestra (mm).

6.2.2. Calcular el indice de crecimiento relativo (ICR) segun:

J
ICR = =
G

Donde:
J= promedio de la longitud radicular en el elutriado de la muestra (mm).

G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).
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Los valores de referencia del ICR son:
Inhibicion de la elongacion radicular cuando 0 < ICR < 0,8
No existen efectos significativos cuando 0,8 < ICR < 1,2

Estimulacion de la elongacion radicular cuando ICR > 1,2

6.2.3. Calcular el indice de germinacion (1G) segun:

I
1G (%) = ICR XEX 100

Donde:
ICR= indice de crecimiento relativo.
I= nimero de semillas germinadas en el elutriado de la muestra.

E= nimero de semillas germinadas en el control negativo.

El valor de referencia es:

Inhibicion cuando IG < 80%

6.2.4. Determinacion del grado de toxicidad de la muestra

El grado de toxicidad de la muestra se determina con los indices de fitotoxicidad RGICy s
(Relative Growth Index Concentration 0.8) y GICsgo+ (Germination Index Concentration
80 %) que corresponden a la concentracion del elutriado a la cual el ICR es igual a 0,8

y el IG es igual a 80 %, respectivamente:

6.2.5. Graficar una curva de concentracién-respuesta, mostrando las diluciones
del elutriado en el eje de las abscisas (eje x) y los valores de ICR en el eje

de las ordenadas (eje y).
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6.2.6. Obtener la ecuacién de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.2.7. Determinar la concentracion a la que ICR es igual que 0,8 a partir de la
ecuacion de regresion (RGICos).

6.2.8. Graficar una curva concentracion-respuesta, mostrando las diluciones del
elutriado en el eje de las abscisas (eje x) y los valores de IG en el eje de las
ordenadas (eje y).

6.2.9. Obtener la ecuacion de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.2.10. Determinar la concentracion a la que IG es igual que 80 % a partir de la

ecuacion de regresion (GICgo ).

Los valores de referencia de los indices de fitotoxicidad se clasifican segun los efectos

adversos observados como:

Efectos inhibitorios cuando RGICyg y/o GICgy o, < 100 %

Sin efectos inhibitorios cuando RGICyg y/o GICgy+, > 100 %

Los valores de RGICos Y GICsg 9 cercanos a 100 %, indican que la muestra de compost

presenta baja toxicidad mientras que los valores cercanos a 0 %, indican alta toxicidad.

Los puntos finales toxicoldgicos conocidos como NOEC y LOEC, se determinan a partir
de un analisis estadistico, utilizando los valores de los porcentajes de germinacion y de
elongacion radicular de cada placa de Petri. Si se cumplen los supuestos de normalidad
y homocedasticidad, se puede realizar un andlisis de la varianza (ANOVA) donde los
porcentajes de germinacion y de elongacion radicular corresponden a la variable depen-
diente y las concentraciones del elutriado la variable de clasificacion. Posteriormente,
se selecciona el método de comparacion de medias post hoc (ej. Dunnet) para determi-
nar si existen diferencias significativas entre cada una de las concentraciones de elu-

triado y el control negativo.
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A partir de los porcentajes de germinacion y de elongacion radicular que resulten dife-

rentes significativamente, se indican:

NOEC (no observed effect concentration) = maxima concentracion a la que no se ob-

servan efectos adversos.

LOEC (lowest observed effect concentration) = minima concentracion a la que se obser-

van efectos adversos.

7. ACEPTABILIDAD Y CONTROLES DE CALIDAD DE LA PRUEBA

En el control negativo, el porcentaje de germinacién debe ser superior al 90 % y el CV

en la elongacion radicular debe ser menor al 30 %.

El control positivo también es utilizado como control de calidad del bioensayo de inhibi-
cion de la germinacion y de la elongacion radicular. Por ello, se deben informar los va-
lores de Clso estimados para la germinacion y la elongacion radicular en el control posi-

tivo (toxico de referencia).

8. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Entre otras especies que se pueden utilizar estan el ryegrass (Lolium
multiflorum Lam.) y el berro (Lepidium sativum L.).

* Es muy importante realizar, como minimo, por triplicado cada mues-
tra debido a que se trata de una determinacion biolégica.

* Es necesario informar los valores de los puntos finales toxicol6gicos y de los
indices de fitotoxicidad para cada muestra analizada. De esta manera, se deja
registro de la sensibilidad de la especie utilizada y del grado de toxicidad de la
muestra.

* En el caso que no se puedan medir todas las placas del ensayo al finalizar los
5 dias de incubacion, las placas pueden conservarse a -20 °C hasta su medicion.
En un mismo experimento, se debe aplicar el mismo método de medicion para
gue los resultados sean comparables.

Continda en la pagina siguiente




* Las curvas concentracion-respuesta pueden ser ajustadas mediante regresio-

nes lineales o no lineales y con las variables transformadas o no, dependiendo de
los datos obtenidos.

* Las semillas utilizadas pueden presentar fluctuaciones en la viabilidad debido a

una mala conservacion o antigiiedad de las mismas. Por ello, es importante la rea-
lizacién del control positivo e informar los resultados de los controles de calidad.

* Se recomienda conservar las semillas en un lugar fresco y seco.
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RESIDUOS LIQUIDOS Y
EFLUENTES




E-1 ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRAEN EL
LABORATORIO

1. INTRODUCCION

Los efluentes liquidos provenientes de las producciones agropecuarias y agroindustria-
les son susceptibles a cambios quimicos y microbiolégicos si no se realiza un acondi-
cionamiento adecuado. Desde el momento de la recoleccion de la muestra hasta su
analisis definitivo en el laboratorio se debe procurar mantenerla en condiciones de refri-

geracién y oscuridad.

El objetivo del acondicionamiento de una muestra liquida es obtener una muestra repre-
sentativa y preservada de factores ambientales que pudieran alterar su composicion

gquimica y microbiolégica.

La cantidad de métodos comprendidos en este compendio requiere un volumen de, al

menos, 1 litro de muestra.

2. INSTRUMENTAL

2.1. Anteojos de seguridad.

2.2. Guantes descartables.

2.3. Barbijo o mascara de proteccion respiratoria de gases.
2.4. Frascos de 250 mL.

3. PROCEDIMIENTO

3.1. Proceder al fraccionamiento de la muestra utilizando 3 frascos de 250 mL,
rotulados adecuadamente.
3.2. Mezclar la muestra para homogenizar y trasvasar una alicuota en los tres

frascos, comenzando por el frasco namero 1 (Figura 10).




Figura 10. Primer fraccionamiento de la muestra desde el recipiente 1 al 3.

3.3. Mezclar nuevamente la muestray repetir el procedimiento anterior comen-

zando por el frasco namero 3y finalizando por el numero 1 (Figura 11).

Muestrg

1 2 3

Figura 11. Posterior fraccionamiento de la muestra desde el recipiente 3 al 1.

3.4. Repetir 3.2y 3.3 hasta completar el volumen del frasco.

3.5. Colocar en heladera hasta su analisis.

A continuacion, se detallan el orden prioritario y el tiempo méaximo recomendado u obli-

gado, segun la Environmmental Protection Agency (EPA) para cada analisis.




Tabla 4. Condiciones de conservacién y mantenimiento de la muestra para cada método
incluido en este compendio.

. o - Tiempo Maximo /
Determinacion Envase Conservacion P

Obligado
pH Vidrio / Plastico in méﬂqg{g;rente 2h
DBO Vidrio / Plastico Refrigerar 6h/48h
] Vidrio lavado con _Para_ fosfat_o disuelto,
Fésforo total 1+1 HNO3 filtrar mme@atamente y 48 h
refrigerar
Solidos totales y Vidrio / Plastico Refrigerar 7d

volétiles
Analizar lo antes
DQO Vidrio / Plastico posible, o afadir H2SO4 7d/28d
hasta pH<2; refrigerar

Nitrdgeno orgénico Refrigerar, afiadir H2SOa4

Kjeldahl Vidrio / Plastico hasta pH<2 7d/28d
Nltrogeno Vidrio / Plastico Refrigerar, afiadir H2SO4 7d/28d
amoniacal hasta pH<2

Conductividad Vidrio / Plastico Refrigerar 28d

4. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* La excesiva manipulacién de la muestra puede aumentar las pérdidas por
evaporacion o volatilizacién de algunos compuestos de interés. El tiempo
de acondicionamiento debe ser corto, rapido y en un ambiente frio.

* No se sugiere realizar este procedimiento si se va a determinar la demanda qui-

mica de oxigeno o la cantidad de oxigeno, porque el mezclado podria modificar las
concentraciones de este compuesto en la muestra.

* En el caso que se vaya a determinar fosforo total o soluble es necesario utilizar
frascos de vidrio.
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6. DIAGRAMA DEL PASO A PASO

En el diagrama de la Figura 12 se describe el paso a paso de la manipulacion y analisis
de efluentes, el cual indica el orden prioritario de las determinaciones, con el fin de evitar

una degradacion de las muestras y obtener resultados erroneos.

Muestra para analizar

(L)
Realizar Fraccionamiento en tres réplicas Conservar el
y llevar a heladera si no se analiza resto en
inmediatamente heladera

.

l l 1 l l l

Realizar || Tomaruna || Tomar una || Tomar una || Tomar una Tomar una
método alicuota alicuota alicuota alicuota alicuota
pHyCE || @5mL)y || (5mL)y || 20mL)y || (100 mL) (100 mL)
colocar en || colocar en || centrifugar |
capsula de tubo A l
porcelana || digestion | Centrifugar]|
[ [ l Método DQO
(acidificar con
Método Método Método Método H,SO, hasta
Sélidos Nitrogeno | | Nitrégeno Fosforo pH<2, si no se
Totales Kjeldahl Amoniacal Soluble analiza
1 inmediatamente
Método Método
Sdlidos Fosforo
Volatiles Total

Figura 12. Diagrama del paso a paso para realizar los métodos analiticos en una
muestra de efluente.




E-2 SOLIDOS TOTALES

1. INTRODUCCION

El analisis de sdlidos es importante para el control de los procesos bioldgicos y fisicos
en el tratamiento de efluentes. Los sélidos totales incluyen los solidos suspendidos to-
tales, o porcion de sélidos totales retenida por un filtro, y los sélidos disueltos totales, o

porcién que atraviesa el filtro.

2. PRINCIPIO

Los sélidos totales se refieren al residuo que queda en el recipiente después de la eva-
poracién y secado de la muestra en estufa a 105 + 2 °C. El aumento de masa sobre el

recipiente vacio representa los solidos totales.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Capsulas de porcelana de 30 0 100 mL.

3.2. Pipetade 25 mL.

3.3. Estufa de secado con circulacién de aire a 105 + 2 °C.
3.4. Desecador con agente secante activo.

3.5. Balanza analitica con exactitud de 0,001 g.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos para este método.




5. PROCEDIMIENTO

5.1. Secar las capsulas de porcelana en estufaa 105 + 2 °C por 2 horas y colo-
car en desecador. Registrar la masa exacta.

5.2. Homogeneizar la muestra con agitador magnético.

5.3. Agregar 25 mL de efluente en la capsula de porcelana.

5.4. Pesar la capsula con la muestra. Registrar la masa exacta.

5.5. Colocar en estufa a 105 + 2 °C durante 24 horas o hasta masa constante
(Figura 13).

5.6. Colocar en desecador y dejar enfriar a temperatura ambiente.

5.7. Pesar la capsula con muestra seca.

a

Figura 13. Secado de la muestra, a) muestra liquida previo al
secado; b) muestra seca a 105 °C.

6. CALCULO

Los soélidos totales (ST) de una muestra pueden ser expresados como porcentaje o

como concentracion en g/L segun:

(A— B) x 100
C-B

ST (%) =




ST (%) _ (A — B)DX 1000

Donde:

A= masa de la cdpsula + muestra seca a 105 + 2 °C (g).
B= masa de la capsula (g).

C= masa de la capsula + muestra himeda (g).

D= volumen de muestra (mL).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Conservar la muestra seca para continuar con el andlisis de la deter-
minacion de solidos volatiles.

* En caso de que la muestra presente alto contenido de sélidos que no puedan
ser tomados mediante la pipeta, se recomienda utilizar un matraz o una probeta
de 25 mL, asegurando trasvasar todo el contenido de la muestra.

* Si la balanza utilizada no tiene la precisién sugerida, se recomienda aumentar
el volumen de muestra a analizar.

* Las capsulas de porcelana pueden ser reemplazadas por crisoles o por vaso de
precipitado de vidrio en caso de no continuar con la técnica de sélidos volatiles. En
algunos laboratorios utilizan recipientes de aluminio.
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E-3 SOLIDOS VOLATILES

1. INTRODUCCION

La determinacion del contenido de solidos volétiles en el efluente es un pardmetro util
para el control y monitoreo de metodologias y tecnologias de tratamiento, porque ofrece
una estimacion del contenido de materia organica. La pérdida de peso por ignicion re-
presenta los sélidos volatiles. Las determinaciones de soélidos fijos (cenizas) y volatiles
no distinguen exactamente entre materia organica e inorganica porque la pérdida de
peso por ignicién no se limita al material organico, sino que influye también pérdida por
descomposicién o volatilizacion de algunas sales minerales. Sin embargo, la determina-
cion de solidos volatiles da una buena aproximacion al contenido de materia organica
presente en la muestra. Para una éptima caracterizacién de la materia organica se re-
comienda llevar a cabo la determinacion de carbono orgéanico total (COT), demanda

bioquimica de oxigeno (DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO).

2. PRINCIPIO

El material remanente proveniente de la determinacion de sélidos totales, secado a

105 + 2 °C se incinera a 550 + 50 °C hasta masa constante.

3. INSTRUMENTAL

3.1. Céapsulas de porcelana de 30 o 100 mL.
3.2. Mufla.
3.3. Desecador con agente secante activo.

3.4. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

4. REACTIVOS

No se requieren reactivos para este método.




5. PROCEDIMIENTO

5.1. Colocar la capsula que contiene la muestra seca a 105 = 2 °C, proveniente
del método E-2 en una mufla.

5.2. Calcinar la muestra a 550 + 50 °C hasta masa constante. Se sugiere un
periodo de calcinacién minimo de 2 horas para lograr masa constante.

5.3. Apagar la muflay dejar enfriar, hasta que la temperatura permita transferir
la cdpsula a un desecador. Mantener hasta que la muestra alcance la tem-
peratura ambiente.

5.4. Registrar la masa de la capsula + muestra calcinada (Figura 14).

Figura 14. Calcinacioén de la muestra, a) muestra secada a
105 °C; b) muestra calcinada a 550 °C.

6. CALCULO

Los solidos volatiles (SV) se expresan en porcentaje en base seca (bs) o como concen-

tracién en g/L segun:

(A—-B) x100
A-C

SV (%bs) =

o (g) _A- B)Dx 1000




Donde:

A= masa de la capsula + muestra seca (g).

B= masa de la capsula + muestra calcinada (g).
C= masa de la capsula (g).

D= volumen de la muestra inicial (mL).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Verificar los célculos y la forma de expresion de los resultados para
evitar confusion, ya que también pueden encontrarse en base humeda

0 masa . masa.

* Las capsulas de porcelana pueden ser reemplazadas por crisoles.
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E-4 pH

1. INTRODUCCION

La medida del pH es una de las determinaciones méas importantes y frecuentes utilizadas
en el andlisis quimico de efluentes. Practicamente todas las fases del tratamiento de
aguas residuales, como la neutralizacién acido-base, precipitacion, coagulacién, desin-

feccion y control de la corrosién, dependen del pH.

2. PRINCIPIO

La intensidad del caracter 4cido o basico de una suspension acuosa puede medirse por
la actividad del i6n hidrégeno (H*), la cual en suspensiones diluidas puede presumirse
equivalente a la concentracion molar. La actividad del H* puede expresarse bajo la forma
pH= - log [H'].

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Vasos de precipitado 50 mL
3.2. Varilla de vidrio

3.3. pH-metro con electrodo de pH

4. REACTIVOS

Los reactivos necesarios son mencionados en el Anexo Il (Calibracion del pH-metro).




5. PROCEDIMIENTO

5.1. Colocar una alicuota de 25 mL de efluente en el vaso de precipitado.

5.2. Calibrar el pH-metro, siguiendo el protocolo descripto en la seccién Cali-
bracion de equipos (Anexo llI).

5.3. Colocar el electrodo de pH en la muestra y leer una vez que se estabilice
la lectura.

5.4. Unavez finalizada la medicién, enjuagar el electrodo con abundante agua.

6. EXPRESION DE RESULTADO

Los resultados son adimensionales y se expresan como unidades de pH.

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Para efluentes se recomienda la utilizacion de sondas de pH con
cuerpo epoxico para garantizar la durabilidad, evitando la corrosion.

* Al introducir el electrodo en la muestra, asegurarse que el puente salino quede
sumergido en la misma y que el bulbo no toque el fondo del recipiente.

* Es recomendable medir conductividad eléctrica primero y luego pH, ya que al
medir pH hay un intercambio de iones que podria afectar levemente la medicién
de conductividad eléctrica.

* Se recomienda enjuagar con abundante agua destilada el electrodo entre me-
diciones, para evitar interferencias.
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E-5 CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

1. INTRODUCCION

La conductividad eléctrica es una medida del contenido de sales en solucién. En un
efluente, esta variable limita su capacidad de uso agricola y afecta el funcionamiento de
los sistemas de tratamiento biolégicos, debido a una posible toxicidad para las bacterias

involucradas.

2. PRINCIPIO

La conductividad eléctrica (CE) es una expresion numérica de la capacidad de una so-
lucion para transportar una corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la cantidad

y calidad de iones, asi como de la temperatura durante la medicion.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Vaso de precipitado de 50 mL.
3.2. Conductimetro.
3.3. Buzo magnético.

3.4. Agitador magnético.

4. REACTIVOS

Los reactivos necesarios son mencionados en el Anexo Il (calibracion del conductimetro).




5. PROCEDIMIENTO

5.1. Calibrar el conductimetro, siguiendo el protocolo descripto en el Anexo Il
Calibracion del conductimetro.

5.2. Colocar la muestra en un vaso de precipitado en agitacion lenta.

5.3. Colocar la celda de conductividad en la muestra, y leer una vez que se
estabilice la lectura.

5.4. Una vez finalizada la medicion, enjuagar la celda con abundante agua

destilada.

6. EXPRESION DE RESULTADO

Los resultados se expresan como unidades dS/m a 25 °C.

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Es recomendable medir conductividad eléctrica primero y luego pH,
ya que al medir pH hay un intercambio de iones que podria afectar le-
vemente la medicion de conductividad eléctrica.

* Se recomienda enjuagar con abundante agua destilada el electrodo entre medi-
ciones, para evitar interferencias.
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E-6 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO

1. INTRODUCCION

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es una medida del equivalente de oxigeno ne-
cesario para oxidar la carga organica de un efluente por un oxidante quimico fuerte. Esta
variable estima el contenido de materia organica en efluentes de origen agropecuario y
agroindustrial. La concentracion de DQO es utilizada para el dimensionamiento y el con-

trol de los procesos de las plantas de tratamiento.

2. PRINCIPIO

Una alicuota del efluente es digerida con acido sulfirico y dicromato de potasio. En esta
reaccién, el cromo pasa del estado hexavalente (VI) a trivalente (lll) y es catalizada por
sulfato de plata (Ag2SO.,). Para eliminar problemas de interferencias de haluros presen-

tes en la muestra se utiliza sulfato de mercurio (HgSO.,).

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Bloque de digestion que alcance temperaturas de 150 °C.
3.2. Tubo de digestion.

3.3. Pipetas de volumen variable (1000 pL y 5000 pL).

3.4. Matraces de vidrio 25, 50 o 100 mL.

3.5. Vaso de precipitado de vidrio 50 mL.

3.6. Espectrofotémetro en el rango visible.




4. REACTIVOS

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.6.

4.7.

4.8.

Dicromato de potasio p.a. (K2Cr207).

Acido sulfarico cc. (H2S0y).

Sulfato de plata p.a. (Ag2S0.).

Sulfato de mercurio en cristales o en polvo p.a. (HgSO.).

Ftalato acido de potasio p.a. (HOOCCsH,COOK).

Solucién de dicromato de potasio 0,0347 M. Afadir 10,216 g de dicromato
de potasio previamente secado a 105 °C durante 2 horas, a 500 mL de agua
destilada. Agregar 167 mL de acido sulfarico cc. y 33,3 g de sulfato de
mercurio. Disolver y dejar enfriar. Enrasar a 1000 mL.

Solucién de acido sulfurico-sulfato de plata. Afladir 5,5 g de sulfato de plata
por cada Kg de &cido sulfurico. Dejar reposar 1 o 2 dias para disolver el
sulfato de plata. Considerando la densidad del acido sulfarico de 1,84 g/L,
se deberan afiadir 5,06 g de sulfato de plataen 500 mL de &cido sulfurico.
Solucién de ftalato acido de potasio 1000 mg O-/L. Disolver 850 mg ftalato
acido de potasio, previamente porfirizado y seco a 120 °C por dos horas,
en 250 mL agua destilada. Trasvasar a un matraz de 1000 mL y enrasar.
Esta solucién es estable hasta 3 meses cuando se congela (-4 °C) en au-

sencia de crecimiento biol6gico visible.

5. PROCEDIMIENTO

5.1.

Pipetear el volumen seleccionado de la muestra segun las dimensiones
del tubo de digestion y colocarla en el mismo. En la Tabla 5 se muestra el

volumen de muestras y reactivos segun las dimensiones del tubo.



Tabla 5. Volumen de muestra de efluente y requerimientos de solucién de dicromato de potasio
y &cido sulfurico, de acuerdo al volumen del tubo de digestion disponible.

Tubo de digestion M‘(’rﬁit)ra Kﬁi?
16 x 100 mm 2,5 1,5 3,5
20 x 150 mm 50 3,0 7,0
25 x 150 mm 10,0 6,0 14,0
9,5 x 100 mm 1,0 0,6 14

5.2. Afadir la solucion de dicromato de potasio, segun los valores detallados
en la Tabla 5 (Figura 15a).

5.3. Agregar la solucién de acido sulfurico lentamente y sobre las paredes del
recipiente, mezclando suavemente.

5.4. Paralelamente preparar una escala de patrones a partir de la solucién fta-
lato a&cido de potasio 1000 mg O2/L de 0, 50, 150, 300, 600, mg O-/L.

5.5. Cerrar los tubos herméticamente y mezclar varias veces con movimientos
invertidos.

5.6. Colocar los tubos en el digestor a 150 °C durante 2 horas. Dejar enfriar
(Figura 15b).

5.7. Leer la absorbancia a 600 nm de la escala de patrones y las muestras.

Figura 15. Preparacion de la muestra para la digestion, a) agregado de
reactivo a los tubos de digestion; b) muestras digeridas.




6. CALCULO

Graficar una curva de calibracion con las concentraciones (O/L) de la escala de patro-
nes en el eje de las abscisas (eje x) y las absorbancias en el eje de las ordenadas (eje y).
Obtener la ecuacion de regresion con un ajuste mayor 0,99.

La demanda quimica de oxigeno (DQO) se calcula con la absorbancia de la muestra a partir
de la ecuacion de regresion obtenida.

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* En el caso de que la muestra presente un alto contenido de materia
organica se sugiere realizar diluciones. Por ejemplo, en efluentes porci-
nos generalmente se utilizan diluciones superiores a 1:100.

* El material de vidrio debe estar libre de materia organica por lo que se reco-
mienda lavarlo con solucion de H2SO4 al 20 %.

* En el caso de que las muestras no contengan compuestos haluros podria evi-
tarse el agregado de sulfato de mercurio.

* Para obtener una muestra homogénea, cuando el efluente posee alto contenido de
sélidos, se recomienda tomar la alicuota mientras la misma se encuentra en agitacion.

* Existen en el mercado kits para la determinacion de DQO que acortan los tiem-
pos de desarrollo de la técnica. Son tubos de vidrio Pirex, aptos para ser utilizados
en el termoreactor, que contienen los reactivos necesarios. En este caso, seguir
las instrucciones del fabricante y realizar una curva de DQO con estos kits para
poder realizar luego los calculos correspondientes.

* Este método puede aplicarse para efluentes con contenidos menores a 2000

mg/L de CI-. Existen otras metodologias que permiten la determinacion de la DQO
en muestras con alto contenido de sales.

* Como bloque de digestion puede utilizarse el digestor Kjeldahl.
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E-7 NITROGENO KJELDAHL

1. INTRODUCCION

El nitrégeno presente en el medio acuéatico puede existir en cuatro formas: nitrogeno
organico, nitrégeno amoniacal, compuestos en forma de nitritos y compuestos en forma
de nitratos. En aguas residuales sin tratar, estan presentes principalmente el nitrégeno
organico y el amoniacal, siendo este ultimo el producto de la descomposicién bacteriana.
El nitrégeno organico incluye productos naturales, como las proteinas y péptidos, acidos

nucleicos, urea y materiales organicos sintéticos.

Analiticamente el nitrdgeno organico y el amoniacal se pueden determinar juntos me-

diante el método de nitrégeno Kjeldahl.

2. PRINCIPIO

El método se basa en la destruccién de la materia organica con acido sulfarico concen-
trado, en presencia de catalizadores, formandose sulfato de amonio. El producto de esta
digestion se destila en exceso de hidroxido de sodio, desprendiendo amoniaco. El amo-
niaco se destila por arrastre de vapor y se recoge en una solucién de acido bérico que

posteriormente se titula con una solucién de &cido sulftrico valorada.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Balanza analitica con exactitud 0,001g.

3.2. Pipetade 10 mL.

3.3. Bloque metalico para digestion de tubos de 42 mm de diametro.

3.4. Destilador por arrastre de vapor.

3.5. Tubos de digestion y destilacion de 250 mL y 42 mm de didmetro.

3.6. Erlemeyer de 100 mL.

3.7. Microburetade 10 mL con graduaciones aintervalos de 0,01 mL o titulador

automatico.




4. REACTIVOS

4.1. Acetanilida p.a. 99,9 % m/m.

4.2. Acido sulfurico cc. (H2S0s).

4.3. Sulfato de potasio p.a. (K2S0O4.5H,0).

4.4. Sulfato de cobre p.a. (CuSQ.).

4.5. Hidroxido de sodio p.a. (NaOH).

4.6. Verde de bromocresol p.a.

4.7. Rojo de metilo p.a.

4.8. Acido borico p.a. (HsBO3).

4.9. Etanol cc. (96 %).

4.10. Mezcla catalitica. Mezclar 94 g de sulfato de potasio, y 6 g de sulfato de
cobre. Porfirizar y homogeneizar.

4.11. Solucién de hidroxido de sodio 40 %. Disolver 400 g de NaOH en un vaso
de precipitado de 1000 mL que contenga 600 mL de agua destilada. Dejar
enfriar y completar el volumen a 1000 mL.

4.12. Solucién indicadora. Disolver 0,1 g de verde de bromocresol y 0,07 g de
rojo de metilo en 100 mL de etanol 96 %. El punto final de la reaccion es
del color verde al gris neutro.

4.13. Solucién de acido boérico con indicador. Disolver 20 g de acido bérico en
800 mL de agua destilada precalentada a 60 °C. Dejar enfriar, trasvasar y
aforar aun matraz de 1000 mL que contiene 20 mL de solucién indicadora.
La solucién debe presentar una coloracion purpura rojizay se ajusta el pH
de la solucion a 4,5 a 5,0 con una solucién de hidréoxido de sodio. Mezclar
hasta lograr disolucion total. Esta solucion es estable por 30 dias.

4.14. Solucién de acido sulfarico 1 mol/L. Diluir 28 mL de acido sulfurico cc.
en 500 mL de agua destilada.

4.15. Solucién de acido sulfurico 0,1 mol/L. Diluir 100 mL de solucién de acido
sulfarico 1 mol/L en 1000 mL de agua destilada. Valorar mediante procedi-

miento de valoracién de soluciones acido y base (Anexo V).
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5. PROCEDIMIENTO

5.1. Tomar 5 mL de la muestra, previamente homogenizada, y colocar en el
tubo de digestion.

5.2. Colocar 0,02 g de acetanilida en otro tubo, para emplearlo como patrén.

5.3. Disponer otro tubo vacio para el blanco.

5.4. Agregar 1,5 g aproximadamente de mezcla catalitica en cada tubo.

5.5. Agregar 10 mL de acido sulfurico en cada tubo.

5.6. Digerir a 400 °C hasta observar que la muestra esté de color verde claro
(Figura 16). La digestion puede tardar entre 30 a 45 min. Dejar enfriar.

5.7. Agregar lentamente 20 mL de agua destilada.

5.8. Por cada tubo, agregar 20 mL de solucién de &cido bérico con indicador
en un erlenmeyer y colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo
del condensador quede sumergido en esta solucion.

5.9. Conectar el tubo de digestién en el destilador.

5.10. Agregar 20 mL de solucién de hidroxido de sodio 40 % al tubo de diges-
tion y destilar. Verificar que el destilado salga a temperatura ambiente.

5.11. Destilar hasta un volumen de 100 mL (Figura 6).

5.12. Titular el destilado con solucidon acido sulfarico 0,1mol/L hasta el viraje
de color verde a rosa - gris neutro. Alternativamente, puede usarse un ti-

tulador automatico fijando el punto final a pH 4,60.

Figura 16. Digestién de las muestras a 400 °C.




6. CALCULO

Se calcula el nitrogeno Kjeldahl (Nk) en g/L segun:

NK(g)=(A—B)l;<C><28

Donde:

A= volumen titulado de la muestra (mL).

B= volumen titulado del blanco (mL).

C= concentracioén de la solucion titulante de acido sulfarico (mol/L).
D= volumen de muestra (mL).

28= factor de correccion (ver detalle en Anexo VI).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* El contenido de nitrégeno puede ser variable dependiendo del origen
del efluente. En patrticular, los efluentes de tambo contienen baja concen-
tracion de nitrégeno y los efluentes porcinos alta concentracién del mismo,
por lo que queda a criterio del analista el volumen a digerir o variar la
concentracion de la solucién de acido sulfdrico para su titulacion.

* En la digestién, en los puntos 5.2 y 5.3, en vez de agregar acido sulfdrico cc. y

mezcla catalitica, se puede agregar 10 mL de una solucion reactiva de digestion.
Esta solucién se prepara con 134 g sulfato de potasio, 7,3 g sulfato de cobre y 134
mL de &cido sulftrico y llevando a 1000 mL con agua destilada.

* En el manual de algunos equipos destiladores, indican utilizar 20 mL de solucién
de acido bdrico por lo que cada analista debera adaptar este método a partir de lo
gue indigue el manual de su equipo. En la etapa de destilacion, se debera destilar
hasta 100 mL y usar un erlenmeyer de mayor capacidad.
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E-8 NITROGENO AMONIACAL

1. INTRODUCCION

El nitrgeno amoniacal se produce en gran parte por la desaminacion de los compuestos
organicos nitrogenados y por hidrdlisis de la urea. La determinacién del amoniaco es
importante fundamentalmente cuando el efluente es tratado por procesos biolégicos,
donde concentraciones altas de este compuesto pueden causar toxicidad. Por otro lado,
el contenido de nitrégeno amoniacal es comunmente utilizado para estimar el contenido
de nitrégeno disponible para su valorizaciéon agronémica. La diferencia entre el nitrégeno
total y el nitr6geno amoniacal puede ser utilizada para estimar el contenido de nitrégeno

organico en efluentes.

2. PRINCIPIO

El amoniaco se destila por arrastre de vapor en exceso de hidroxido de sodio y se recoge
en una solucién de acido bérico que posteriormente se titula con una solucién de acido

sulfurico valorada.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos especificos y materiales de laboratorio de uso habitual

para la preparacion de reactivos y en particular:

3.1. Pipetade 10 mL.

3.2. Destilador por arrastre de vapor.

3.3. Tubos de destilacion de 250 mL y 42 mm de diametro.

3.4. Erlemeyer de 100 mL.

3.5. Microburetade 10 mL con graduaciones aintervalos de 0,01 mL o titulador
automatico.

3.6. Centrifuga.




4. REACTIVOS

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Hidréxido de sodio p.a. (NaOH).

Verde de bromocresol p.a.

Rojo de metilo p.a.

Acido bérico p.a. (H:BOa).

Etanol cc. (96 %).

Mezcla catalitica. Mezclar 94 g de sulfato de potasio, y 6 g de sulfato de
cobre. Porfirizar y homogeneizar.

Solucién de hidréxido de sodio 40 %. Disolver 400 g de NaOH en un vaso
de precipitado de 1000 mL que contenga 600 mL de agua destilada. Dejar
enfriar y completar el volumen a 1000 mL.

Solucién indicadora. Disolver 0,1 g de verde de bromocresol y 0,07 g de
rojo de metilo en 100 mL de etanol 96 %. El punto final de la reaccion es
del color verde al gris neutro.

Solucion de acido borico con indicador. Disolver 20 g de acido borico en
800 mL de agua destilada precalentada a 60 °C. Dejar enfriar, trasvasar y
aforar aun matraz de 1000 mL que contiene 20 mL de solucién indicadora.
La solucidn debe presentar una coloracion purpura rojizay se ajusta el pH
de la solucion a 4,5 a 5,0 con una solucién de hidréoxido de sodio. Mezclar

hasta lograr disolucién total. Esta solucion es estable por 30 dias.

4.10. Solucién de acido sulfdrico 1 mol/L. Diluir 28 mL de acido sulfarico cc.

en 500 mL de agua destilada.

4.11. Solucién de acido sulfdrico 0,1 mol/L. Diluir 100 mL de solucién de acido

sulfarico 1 mol/L en 1000 mL de agua destilada. Valorar mediante procedi-

miento de valoracién de soluciones acido y base (Anexo V).

5. PROCEDIMIENTO

5.1.
5.2.

Centrifugar una alicuota de la muestra a 10000 rpm por 15 minutos.

Colocar 10 mL de la muestra sobrenadante en el tubo de destilacion.



5.3. Agregar 10 mL de solucién de acido bérico-indicador en un erlenmeyer y
colocarlo bajo el destilador, de manera que el extremo del condensador
quede sumergido en esta solucién.

5.4. Agregar 10 mL de solucién de hidroxido de sodio 40 % al tubo de destilacién.

5.5. Conectar el tubo inmediatamente al destilador.

5.6. Destilar hasta un volumen de 50 mL.

5.7. Titular el destilado con solucion de acido sulfarico 0,1 mol/L hasta el viraje
de color verde a rosa - gris neutro. Alternativamente, puede usarse un ti-

tulador automatico fijando el punto final a pH 4,60.

6. CALCULO

Se calcula el nitrégeno amoniacal (N-NHs) en mg/L segun:

mg.__ (A—B)x(x28000

N — NHs(—) -

Donde:

A= volumen titulado en la muestra (mL).

B= volumen titulado del blanco (mL).

C= concentracioén de la solucion titulante de acido sulfarico (mol/L).
D= volumen inicial de la muestra (mL).

28000= factor de correccion (ver detalle en Anexo VI).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* La centrifugacion de la muestra puede reemplazarse por el proceso
de filtrado, utilizando papel de filtro cualitativo.

* En el manual de algunos equipos destiladores, indican utilizar 20 mL de solucion
de &cido borico por lo que cada analista debera adaptar este método a partir de lo
gue indique el manual de su equipo. En la etapa de destilacion, se debera destilar
hasta 100 mL y usar un erlenmeyer de mayor capacidad.
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E-9 FOSFORO TOTAL

1. INTRODUCCION

Los efluentes de origen agropecuarios y agroindustrial pueden presentar un alto conte-
nido de foésforo convirtiéndose en un riesgo de eutrofizaciébn cuando son vertidos en
aguas superficiales. Altos contenidos de este elemento pueden causar la pérdida de la
calidad del agua requiriendo aumentos en el costo de purificacion y la conservacién de
los cuerpos superficiales provocando pérdida de las poblaciones naturales del ecosis-
tema. Por otro lado, en plantas de tratamiento biolégicos, conocer su concentracién es
importante, para evitar déficit o exceso de este nutriente que podrian afectar los proce-

sos metabdlicos microbiolégicos.

En este compendio se describen dos métodos de digestién (Parte A) y de colorimetria
(Parte B) para la determinacion de fésforo total. El método colorimétrico del acido as-
corbico y solucién de molibdato de amonio (B1) es adecuado para concentraciones ba-
jas de fésforo, en un rango de 0,01 a 6 mg/L. Para concentraciones mayores se puede
diluir la solucién digerida u optar por el método de acido vanadomolibdofosforico (B2).
El método colorimétrico del acido vanadomolibdofosférico es adecuado para concentra-

ciones méas altas de fésforo, entre 1 a 20 mg/L.

PARTE A: DIGESTION DE LA MUESTRA

Al. DIGESTION POR CALCINACION

2. PRINCIPIO

Una porcion de la muestra se calcina a 550 °C y se digiere en acido sobre una placa

calefactora para transformar el compuesto fosforado organico a ortofosfato soluble.



3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Probeta de 10 0 25 mL.

3.2. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

3.3. Crisol 30 a 40 mL con tapa.

3.4. Placa calefactora.

3.5. Matraz de 50 mL.

3.6. Papel de filtro Whatman N.° 42 o equivalente, y libre de fosforo.

3.7. Embudo de pléastico o vidrio.

3.8. Mufla.

3.9. Pipeta automética de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.

4. REACTIVOS

4.1. Acido nitrico cc. (HNO3).

4.2. Acido clorhidrico cc. (HCI).

4.3. Solucién de acido nitrico 1 + 1. Colocar 250 mL de agua destiladay agregar
250 mL de &cido nitrico cc.

4.4. Solucién de acido clorhidrico 1 + 1. Colocar 250 mL de agua destilada y

agregar 250 mL de &cido clorhidrico cc.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pipetear 1 a 10 mL de muestra, de tal manera que el volumen no supere
0,5 g de materia organica.

5.2. Colocar en mufla a 550 + 50 °C por 4 horas. Dejar enfriar.

5.3. Agregar 4 mL de solucién de &cido nitrico 1 + 1.

5.4. Evaporar el exceso de solucién de acido nitrico con placa calefactoraa 120 °C.

5.5. Volver a colocar en mufla a 550 + 50 °C por 1 hora. Dejar enfriar.

5.6. Agregar 10 mL de solucién de acido clorhidrico 1 + 1 al crisol.




5.7. Trasvasar a un matraz de 50 mL através de un embudo con papel de filtro
y enjuagar el crisol dos veces con agua destilada.

5.8. Enrasar con agua destilada.

A2. DIGESTION POR MICROONDAS

2. PRINCIPIO

Una porcion de la muestra se digiere en acido mediante calentamiento por microondas

para transformar el compuesto fosforado organico a ortofosfato soluble.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos especificos y materiales de laboratorio de uso habitual
para la preparacion de reactivos y en particular:

3.1. Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.
3.2. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

3.3. Matraz 50 mL.

3.4. Papel de filtro Whatman N.° 41 o equivalente.

3.5. Embudo de pléastico o vidrio.

3.6. Recipiente de 50 mL vidrio.

3.7. Digestor por microondas y sus accesorios.

4. REACTIVOS

4.1. Persulfato de potasio (K2S20s).
4.2. Acido sulfarico cc. (H2SOy).




5. PROCEDIMIENTO

5.1

5.2.
5.3.
5.4.
5.5.

5.6.
5.7.
5.8.

. Pipetear 1 a 10 mL de la muestray colocar en un matraz de 50 mL. Enrasar
con agua destilada. El volumen de muestra no debe superar los 0,5 g de
materia organica.

Trasvasar el volumen total de la muestra al tubo de digestion.

Afadir 0,5 g de persulfato de potasio al tubo.

Anadir 1 mL de &cido sulfurico concentrado al 98 % al tubo.

Digerir la muestra por un periodo de 30 minutos a 170 °C. Deberéa consul-
tarse con el proveedor del equipo de microondas, los tiempos y volime-
nes recomendados de rampa de temperatura y presion interna dentro de
los tubos de digestion para asegurar una digestiéon completa de la muestra
(Figura 17).

Dejar enfriar.

Trasvasar a un recipiente de vidrio a través de un embudo con papel de filtro.

Conservar en heladera a 4 °C hasta su determinacion.

Figura 17. Digestién de las muestras en el equipo de microondas, a) tubos en el
equipo; b) tubos, luego de la digestion.




6. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Para tomar una alicuota homogénea, se recomienda que la misma se
encuentre en agitacién en el momento del muestreo.

* En el caso de la digestion por calcinacion, el volumen de muestra no debe pro-
yectarse durante la etapa de calcinacion, por lo que se recomienda que no supere
0,5 g de materia organica. En este aspecto, se sugiere que antes de colocar en la
mufla se seque en estufa a 105 °C o placa calefactora.

* Cada equipo de digestion microondas requiere de un instructivo de uso propio de
cada laboratorio y proveedor. Para la realizacion de este método por digestion por
microondas se requiere de tubos compuestos por materiales que sean resistentes a
microondas y permitan contener acidos. El volumen interno de los tubos no debe ser
inferior a 45 mL, soportar presiones de al menos 30 atm (435 psi) y capaz de aliviar
la presion interna. Estas especificaciones son necesarias para asegurar que ocurra
la reaccion apropiada, la durabilidad y la seguridad en los tubos.

* La determinacion de fésforo requiere que el material se encuentre limpio y libre
de interferencias por lo que es muy importante realizar la limpieza segin anexo |.
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PARTE B. DETERMINACION COLORIMETRICA

B1. METODO DEL ACIDO ASCORBICO

2. PRINCIPIO

El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio potésico reaccionan en medio acido con
el ortofosfato para formar un 4cido heteropoliacido fosfomolibdico que se reduce a azul

de molibdeno de color intenso por el &cido ascorbico. El color es estable por varias horas.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Matraz de 50 mL.
3.2. Pipeta automética de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.
3.3. Espectrofotometro en el rango visible.

4. REACTIVOS

4.1. Acido sulfarico cc. (H2SOy).

4.2. Fosfato diacido de potasio anhidro p.a. (KH2POu).

4.3. Tartrato de antimonio-potasio hemihidratado p.a. (K(SbO)C4H40¢.1/2 H,0).

4.4. Molibdato de amonio tetrahidratado p.a. ((NH4)sM07024.4H,0).

4.5. Acido ascorbico p.a.

4.6. Solucién patron de fosforo (P) 50 mg/L. Disolver 220 mg de fosfato diacido
de potasio anhidro en agua destilada y diluir a 1000 mL.

4.7. Solucién de P 2,5 mg/L. Diluir 50 mL de solucion de P 50 mg/L y llevar a

1000 mL con agua destilada.



4.8. Acido sulfarico 5 N. Colocar 200 mL de agua destilada en matraz aforado
de 500 mL y adicionarle lentamente 70 mL de acido sulfurico cc. Homoge-
neizar y enfriar.

4.9. Solucién de tartrato de antimonio-potasio hemihidratado. Disolver 1,37 g
de tartrato de antimonio potasio hemihidratado con 400 mL de agua desti-
lada en un vaso de precipitado. Si ho se disuelve usar un agitador magné-
tico. Trasvasar cuantitativamente a matraz aforado y llevar a 500 mL. Con-
servar la solucion en frasco de vidrio con tapa esmerilada y guardar en
heladera.

4.10. Solucién de molibdato de amonio al 4 %. Disolver 20 g de molibdato de
amonio tetrahidratado en 500 mL de agua destilada. Conservar en frasco
de vidrio con tapa esmerilada y guardar en heladera.

4.11. Solucién de acido ascorbico 0,01 M. Disolver 1,76 g de acido ascérbico
en 100 mL de agua destilada. Conservar en heladera, siendo estable por
una semana.

4.12. Reactivo combinado. Agregar 50 mL de solucion de sulfarico 5 N, 5 mL
de solucidn de tartrato de antimonio-potasio hemihidratado, 15 mL de so-
lucién de molibdato de amonio y 30 mL de solucién de &acido ascérbico
0,01 M. Esta solucion tiene un volumen de 100 mL y se prepara en el mo-

mento de la determinacion.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Pipetear 1 a5 mL de lamuestra digerida dependiendo de la concentracién
estimada de fésforo y colocar en un matraz de 50 mL.

5.2. Preparar una escala de patrones en matraces de 50 mL segun:



Tabla 6. Volumen de la solucion patrén (2,5 mg de P/L) para cada concentracion de la escala
de patrones.

Concentracion Solucién patrén
(mg P/L) (mL)
0 0
0,1 2
0,2 4
0,5 10
0,8 16

5.3. Agregar agua destilada hasta un volumen de 40 mL.
5.4. Agregar 8 mL de reactivo combinado a todos los matraces.
5.5. Enrasar con agua destilada.

5.6. Luego de 30 minutos leer en espectrofotémetro a 880 nm.

B2. METODO DEL ACIDO VANADOMOLIBDOFOSFORICO

2. PRINCIPIO

El molibdato de amonio reacciona en medio &cido con el ortofosfato para formar un acido
heteropoliacido fosfomolibdico. En presencia de vanadio se forma acido vanadomolib-
dofosférico de coloracion amarilla. El color es estable por varios dias y la intensidad no
es afectada por la temperatura del laboratorio.

3. INSTRUMENTAL

Este método requiere equipos y materiales de laboratorio de uso habitual para la prepa-

racion de reactivos y en particular:

3.1. Matraz de 50 mL.
3.2. Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.

3.3. Espectrofotémetro en el rango visible.




4. REACTIVOS

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.

4.6.

Acido nitrico cc. (HNO3).

Molibdato aménico tetra hidratado p.a. ((NH4)sM07024.4H20).

Fosfato diacido de potasio anhidro p.a. (KH2PO4).

Metavanadato de amonio p.a. (NHsVOs).

Solucién patrén de fosforo (P) 50 mg/L. Disolver 220 mg de fosfato diacido
de potasio anhidro (KH2PO,) en agua destilada y diluir a 2000 mL.
Reactivo vanadato-molibdato. Solucién A: disolver 25 g de molibdato amo-
nico tetra hidratado en 300 mL de agua destilada. Solucién B: disolver
1,25 g de metavanadato de amonio en 300 mL de agua destilada caliente.
Dejar enfriar y afiadir a esta solucién 250 mL de &cido nitrico. Dejar enfriar
e incorporar la solucion A sobre la B. Mezclar y llevar a volumen de
1000 mL.

5. PROCEDIMIENTO

5.1.

5.2.

Pipetear 1 a5 mL de la muestra digerida dependiendo de la concentracion
estimada de fosforo y colocar en un matraz de 50 mL.
Preparar una escala de patrones en matraces de 50 mL segun:

Tabla 7: Volumen de la solucidn patrén (50 mg P/L) para cada concentracion de la

escala de patrones.

Concentracion Solucién patrén

4 4
8
12 12
16 16

5.3. Agregar agua destilada hasta un volumen de 35 mL.

5.4. Agregar 10 mL de reactivo vanadato-molibdato a todos los matraces.




5.5. Enrasar con agua destilada.
5.6. A partir de los 10 minutos leer en espectrofotometro, a longitud de onda

de 400 a 470 nm dependiendo de la sensibilidad deseada:

Tabla 8: Longitud de onda (nm) para los diferentes rangos de concentracion de fosforo.

Concentracion de P Longitud de onda

6. CALCULO

6.1. Graficar una curva de calibracion con las concentraciones de fésforo, en
mg/L, de la escala de patrones en el eje de las abscisas (eje x) y las absor-
bancias en el eje de las ordenadas (eje y). Obtener la ecuacién de regre-
sién con un ajuste mayor 0,99.

El fosforo total (PT) se expresa en mg/L segun:

mg AXBXC
PT =

(L) D X E
Donde:

A= concentracion de fosforo, en mg/L, de la muestra coloreada obtenida a partir de la
ecuacion de regresion obtenida por la escala de patrones.

B= volumen de la digestion (mL).
C= volumen del matraz utilizado en la colorimetria (50 mL).
D= volumen de muestra (mL).

E= volumen pipeteado del extracto digerido para el método colorimétrico (mL).




7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Para el método del &cido ascorbico, cuando la muestra filtrada es tur-
bia o coloreada se puede corregir el valor de absorbancia de la muestra
mediante la lectura y diferencia de un blanco. En este caso, el blanco
contiene la muestra y todos los reactivos excepto el acido ascorbico y
el tartrato de antimonio y potasio.

* Para el método del acido vanadomolibdofosférico, cuando la muestra es turbia o
coloreada, agitar 50 mL de la muestra con 200 mg de carbon activado en un erlen-
meyer durante 5 min. Filtrar luego para eliminar el carbén. Comprobar la presencia
de fosfato de cada lote de carbdn porgue algunos producen blancos muy altos.

* La determinacion de fésforo requiere que el material se encuentre limpio y libre
de interferencias por lo que es muy importante realizar la limpieza segin anexo I.
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E-10 FOSFORO SOLUBLE

1. INTRODUCCION

Los efluentes de origen agropecuarios y agroindustrial con alto contenido de fosforo
constituyen un riesgo de eutrofizacion. El fésforo soluble es un parametro muy impor-
tante para evaluar el funcionamiento de plantas de tratamiento biol6gico y evitar efectos

indeseables en los procesos metabdlicos microbiolégicos.

La determinacién del fosforo soluble se describe en este compendio mediante dos sec-
ciones: una parte A, filtracion y acidificacién de la muestra, y una parte B, determinacién
colorimétrica del fosforo soluble. Pueden utilizarse los mismos métodos colorimetros

descriptos en la técnica de fosforo total.

PARTE A: FILTRACION Y ACIDIFICACION DE LA MUESTRA

2. PRINCIPIO

El fésforo soluble en la muestra filtrada se cuantifica en presencia de reactivos colori-

métricos segun la concentraciéon de fésforo.

3. INSTRUMENTAL

3.1. Filtros de membranas de 0,45 um.

3.2. Equipo de filtracién.

4. REACTIVOS

4.1. Acido sulfarico cc. (H2SOy).
4.2. Fenolftaleina.
4.3. Alcohol etilico cc. (96 %).




4.4. Solucién indicadora fenolftaleina al 1 %. Disolver 1 g de fenolftaleina en
100 mL de alcohol etilico.
4.5. Solucion de acido sulfarico 5 N. Diluir 70 mL acido sulftrico cc. a 500 mL

de agua destilada.

5. PROCEDIMIENTO

5.1. Filtrar la muestra a través de un filtro de membrana de 0,45 um.

5.2. Recolectar el filtrado en recipiente de vidrio.

5.3. Conservar la muestra filtrada en heladera a 4 °C hasta su determinacion.

5.4. Afiadir 0,05 mL (1 gota) de indicador de fenolftaleina a la muestra. Si apa-
rece color rosa, afiadir soluciéon de acido sulfarico 5 N gota a gota, hasta
que empiece a desaparecer.

PARTE B. DETERMINACION COLORIMETRICA

El fosforo contenido en la muestra filtrada puede ser determinado por los métodos colo-
rimétricos descriptos anteriormente (técnica fésforo total): método del 4cido ascorbico y

método del acido vanadomolibdofosférico.

6. CALCULO

6.1. Graficar una curva de calibracién con las concentraciones de fésforo,
en mg/L, de la escala de patrones en el eje de las abscisas (eje x) y las
absorbancias en el eje de las ordenadas (eje y). Obtener la ecuacién de

regresion con un ajuste mayor 0,99.



El fésforo soluble (PS) se expresa en mg/L segun:

PS ("zg )= 4 ; 5
Donde:

A= concentracién de fésforo soluble de la muestra coloreada a partir de la ecuacion de
regresion obtenida por la escala de patrones (mg/L).

B= volumen del matraz utilizado en la colorimetria (50 mL).

C= volumen pipeteado de la muestra de efluente (mL).

7. SUGERENCIAS Y EXPERIENCIAS

* Para el método del acido ascorbico, cuando la muestra filtrada es tur-
bia o coloreada se puede corregir el valor de absorbancia de la muestra
mediante la lectura y diferencia de un blanco. En este caso, el blanco
contiene la muestra y todos los reactivos excepto el acido ascorbico y
el tartrato de antimonio y potasio.

* Para el método del acido vanadomolibdofosférico, cuando la muestra es turbia

o coloreada, agitar 50 mL de la muestra con 200 mg de carb6n activado libre de
fésforo en un erlenmeyer durante 5 min. Filtrar luego para eliminar el carbén y
pipetear para el desarrollo del color.

* La determinacion de fésforo requiere que el material se encuentre limpio y libre
de interferencias por lo que es muy importante realizar la limpieza segin Anexo |.
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E-11 BIOENSAYO DE FITOTOXICIDAD

1. INTRODUCCION

El uso del bioensayo de fitotoxicidad permite una evaluacion integral de la toxicidad de
efluentes. La mortalidad de las plantulas o el retraso del crecimiento pueden estar afec-
tados por la presencia de distintos compuestos toxicos. El contenido de amonio, sales
solubles y acidos organicos, en altas concentraciones, inhiben el desarrollo de las raices

y la absorcion de nutrientes.

En este compendio se describe un método para determinar fitotoxicidad.

2. PRINCIPIO

Se exponen semillas de una especie seleccionada a un rango de concentraciones del
efluente para evaluar la toxicidad sobre la geminacion y la elongacién radicular durante
los primeros dias del desarrollo. Este método permite determinar el grado de toxicidad de
la muestra, mediante el uso de indices de fitotoxicidad. Esta metodologia es aplicable para
evaluar los efectos fitotoxicos de los efluentes crudos o los productos obtenidos luego de

un proceso de tratamiento (producto digerido de la digestién anaerdbica, entre otros).

Se requiere realizar un control positivo, el cual determina la sensibilidad de las semillas.
Para ello, las semillas son expuestas a diferentes diluciones de un téxico de referencia
(Zn), determinandose la concentracion inhibitoria al 50 % (Clso) en la curva de concen-

tracion-respuesta.

La exposicion de las semillas a las diferentes concentraciones del efluente y el control

positivo pueden llevarse a cabo en simultaneo.




3. MATERIALES

Este método requiere de los siguientes equipos y materiales de laboratorio:

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.

Pinzas.

Regla o calibre.

Semillas de lechuga (Lactuca sativa L.) o rabanito (Raphanus sativus) li-
bres de tratamiento quimico.

Placas de Petri de 90 mm de diametro.

Pipetas Pasteur.

Papel de germinacidon de alta calidad Whatman, Munktell o similar.

Pipeta automatica de volumen variable o de vidrio graduada de 10 mL.
Matraces de 50 y 250 mL.

Incubadora.

4. REACTIVOS

4.1.
4.2.

Cloruro de zinc p.a. (ZnCly).
Solucién patron de zinc 1000 mg/L. Disolver 0,52 g de cloruro de zinc
(ZnCl,) en agua destilada hasta un volumen de 250 mL.

5. PROCEDIMIENTO

5.1.

Determinacion del control positivo y negativo

5.1.1. Preparar 5 soluciones de zinc de diferentes concentraciones: 18,75; 37,5;
75; 150 y 300 mg Zn/L. EIl control negativo contiene sélo agua destilada y
representa la concentracion de 0 mg Zn/L.

5.1.2. Colocar el papel de germinacién dentro de una placa de Petri.

5.1.3. Agregar 4 mL de agua destilada (control negativo) o de una de las solu-
ciones de Zn (control positivo) sobre el papel.

5.1.4. Colocar 15 semillas, tapar las placas de Petri y rotular. Realizar cada con-
centracion por triplicado. Repetir el procedimiento para cada una de las
concentraciones de Zn.

5.1.5. Colocar las placas en una incubadora a 22 + 2 °C en oscuridad.
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5.1.6. A los 5 dias, contar las semillas que hayan germinado y medir el largo de
las radiculas. Se considera semilla germinada, cuando haya aparicion visi-
ble de la radicula (= 1 mm de longitud).

5.1.7. Determinar la concentracién de Zn que inhibe el 50 % de la germinacion y
elongacion radicular (Clso).

5.2. Bioensayo de toxicidad

5.2.1. Preparar al menos 5 diluciones, en porcentaje y volumen a volumen (v/v)
del efluente (concentraciones de efluente).

5.2.2. Colocar el papel de germinacion dentro de una placa de Petri.

5.2.3. Agregar 4 mL de una concentracion de efluente sobre el papel de germinacion.

5.2.4. Colocar 15 semillas, tapar las placas de Petri y rotular. Realizar cada con-
centracion por triplicado. Repetir el procedimiento para cada una de las
concentraciones del efluente.

5.2.5. Colocar las placas en una incubadora a 22 + 2 °C en oscuridad.

5.2.6. A los 5 dias, contar las semillas que hayan germinado y medir el largo de
las radiculas.

5.2.7. Calcular el porcentaje de inhibicién de la germinacion y de elongacion ra-

dicular, el indice de crecimiento relativo y de germinacién para cada con-

centracion de efluente.

Figura 18. Preparacion de las placas de Petri con las muestras diluidas.




6. CALCULO

6.1. Calculos para el control positivo y negativo

6.1.1. Determinar el porcentaje de germinacion (GE) s6lo en el control negativo

segun:

A
GE (%) = 3 x 100

Donde:
A= numero de semillas germinadas en la placa de Petri.

B= nimero de semillas colocadas en la placa de Petri.

6.1.2. Determinar el coeficiente de variacion de la elongacion radicular (CVer)

solo en el control negativo segun:

C
CVER (%) = 5 x 100

Donde:
C= desviacion estandar de la elongacion radicular.

D= promedio de la longitud radicular (mm).

6.1.3. Determinar el porcentaje de inhibicion de la germinacion (Ice) en cada con-
centracion segun:

(E-F)

Donde:
E= numero de semillas germinadas en el control negativo.

F= numero de semillas germinadas en cada concentracion de Zn.




6.1.4. Graficar una curva concentracion-respuesta con las concentraciones de
zinc, en mg/L, en el eje de las abscisas (eje X) y los porcentajes de inhibicion
de la germinacion en el eje de las ordenadas (eje y).

6.1.5. Obtener la ecuacién de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.1.6. Determinar la concentracion a la que se inhibe el 50 % de la germinacién
Clso a partir de la ecuacion de regresion.

6.1.7. Determinar el porcentaje de inhibicion de la elongacion radicular (ler) segun:

(G —H)

Ier (%) = ———x 100

Donde:
G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).

H= promedio de la longitud radicular en cada concentraciéon de Zn (mm).

6.1.8. Graficar una curva concentracion-respuesta con las concentraciones de
zinc, en mg/L, en el eje de las abscisas (eje X) y los porcentajes de inhibicion
de la elongacién radicular en el eje de las ordenadas (eje y).

6.1.9. Obtener la ecuacién de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.1.10. Determinar la concentracion a la que se inhibe el 50 % de la elongacién

radicular (Clso) a partir de la ecuacion de regresion.

Informar los valores de (Clso) estimados para la germinacion y la elongacién radicular en

el control positivo (Zn como toxico de referencia).

6.2. Célculos para el bioensayo de toxicidad

6.2.1. Determinar el porcentaje de inhibicion de la germinacion (lge) y el porcen-

taje de inhibicion de la elongacion radicular (ler) segun:

(E—-1)
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Donde:
E= nimero de semillas germinadas en el control negativo.

I= nimero de semillas germinadas en cada concentracion de efluente.

Ipr (%) = (GG;D x 100

G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).
J= promedio de la longitud radicular en cada concentracion de efluente (mm).

6.2.2. Calcular el indice de crecimiento relativo (ICR) segun:

J
ICR = =
G

Donde:
J= promedio de la longitud radicular en la concentracion de efluente (mm).
G= promedio de la longitud radicular en el control negativo (mm).
Los valores de referencia del ICR son:
Inhibicién de la elongacién radicular cuando 0 < ICR < 0,8

No existen efectos significativos cuando 0,8 < ICR < 1,2

Estimulacion de la elongacion radicular cuando ICR > 1,2

6.2.3. Calcular el indice de germinacion (IG) segun:

I
1G (%) = ICR XEX 100

Donde:
ICR= indice de crecimiento relativo.
I= nimero de semillas germinadas en cada concentracion de efluente.

E= ndmero de semillas germinadas en el control negativo.
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El valor de referencia es:

Inhibicion cuando IG < 80 %

6.2.4. Determinacion del grado de toxicidad de la muestra

El grado de toxicidad de la muestra se determina con los indices de fitotoxicidad RGICo s
(Relative Growth Index Concentration 0.8) y GICsgo % (Germination Index Concentration
80 %) que corresponden a la concentracion del elutriado a la cual el ICR es igual a 0,8
y el IG es igual a 80 %, respectivamente:

ICR = 0,8 (RGICy5)

6.2.5. Graficar una curva de concentracién-respuesta, mostrando las concentra-
ciones del efluente en el eje de las abscisas (eje x) y los valores de ICR en
el eje de las ordenadas (eje y).

6.2.6. Obtener la ecuacién de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.2.7. Determinar la concentracion a la que el ICR es igual que 0,8 a partir de la
ecuacion de regresion (RGICgs).

6.2.8. Graficar una curva concentracion-respuesta, mostrando las concentracio-
nes del efluente en el eje de las abscisas (eje x) y los valores de IG en el
eje de las ordenadas (eje y).

6.2.9. Obtener la ecuacién de regresion con un ajuste mayor 0,90.

6.2.10. Determinar la concentracion a la que el IG es igual que 80 % a partir de

la ecuacion de regresion (GICgo ).

Los valores de referencia de los indices de fitotoxicidad se clasifican segun los efectos

adversos observados como:

Efectos inhibitorios cuando RGICyg y/o GICgyo, < 100 %

Sin efectos inhibitorios cuando RGICyg y/o GICgy+, > 100 %
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Los valores de RGICos y GICg0 % cercanos a 100 % indican que la muestra de efluente
presenta baja toxicidad mientras que los valores cercanos a 0 % indican alta toxicidad.

Los puntos finales toxicolégicos, conocidos como NOEC y LOEC, se determinan a partir
de un analisis estadistico, utilizando los valores de los porcentajes de germinacion y de
elongacion radicular de cada placa de Petri. Si se cumplen los supuestos de normalidad
y homocedasticidad, se puede realizar un analisis de la varianza (ANOVA) donde los
porcentajes de germinacion y de elongacién radicular corresponden a la variable depen-
diente y las concentraciones del efluente a la variable de clasificacion. Posteriormente,
se selecciona el método de comparacién de medias post hoc (Ej. Dunnet) para determi-
nar si existen diferencias significativas entre cada una de las concentraciones de
efluente y el control negativo. A partir de los porcentajes de germinacion y de elongacion

radicular que resulten diferentes significativamente, se indican:

NOEC (no observed effect concentration) = maxima concentracion a la que no se ob-

servan efectos adversos.

LOEC (lowest observed effect concentration) = minima concentracion a la que se obser-

van efectos adversos.

7. ACEPTABILIDAD Y CONTROLES DE CALIDAD DE LA PRUEBA

En el control negativo, el porcentaje de germinacién debe ser superior al 90 % y el CV

en la elongacion radicular debe ser menor al 30 %.

El control positivo también es utilizado como control de calidad del bioensayo de inhibicion
de la germinacion y de la elongacién radicular. Por ello, se deben informar los valores de

Clso estimados para la germinacion y la elongacion radicular en el control positivo.
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8. SUGERENCIA Y EXPERIENCIA

* Entre otras especies que se pueden utilizar esta el ryegrass (Lolium
multiflorum Lam.) y el berro (Lepidium sativum L.).

* Es muy importante realizar por triplicado cada muestra debido a que se
trata de una determinacion bioldgica.

* Es necesario informar los valores de los puntos finales toxicolégicos y de los indices
de fitotoxicidad para cada muestra analizada. De esta manera, se deja registro de la
sensibilidad de la especie utilizada y del grado de toxicidad de la muestra.

* En el caso que no se puedan medir todas las placas del ensayo al finalizar los 5
dias de incubacion, las placas pueden conservarse a -20 °C hasta su medicién. En
un mismo experimento, se debe aplicar el mismo método de medicién para que los
resultados sean comparables.

* El rango de concentraciones de zinc sugerido para realizar el control positivo, se
debe a la sensibilidad presentada por las semillas de lechuga y rabanito. Si se
cambia de especie de prueba, es posible que se necesite ajustar este rango de
concentraciones.

* Las curvas concentracion-respuesta pueden ser ajustadas mediante regresiones
lineales o no lineales y con las variables transformadas o no, dependiendo de los
datos obtenidos.

* Las semillas utilizadas pueden presentar fluctuaciones en la viabilidad debido a

una mala conservacion o antigiedad de las mismas. Por ello, es importante la rea-
lizacion del control positivo e informar los resultados de los controles de calidad.

* Se recomienda conservar las semillas en un lugar fresco y seco.
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INTERLABORATORIO:
INTERPRETACION DE




En el marco del Programa Nacional de Recursos Naturales Gestion Ambiental y Ecorre-

giones, Proyecto especifico 1128042 con titulo “Tecnologias y estrategias de gestion de

residuos y efluentes en sistemas agropecuarios y agroindustriales”, se llevaron a cabo

cuatro rondas de interlaboratorios consecutivas, durante el periodo de 2014 a 2018. El

objetivo principal de realizar los interlaboratorios fue unificar metodologias para la ca-

racterizacion de residuos y efluentes, de origen agropecuario y agroindustrial, de

acuerdo a adaptaciones y modificaciones de protocolos nacionales e internacionales.

Participaron en estos interlaboratorios:

10 Laboratorios pertenecientes al INTA:

*

Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola (IMyZA)
Instituto de Suelos (IS)

EEA Mendoza

EEA San Juan

EEA Hilario Ascasubi

EEA Rafaela

AER Aimogasta

EEA Pergamino

EEA Concepcion del Uruguay

EEA Marcos Juarez

8 Universidades:

Universidad Nacional del Comahue - CRUB
Universidad Tecnoldgica Nacional Rafaela
Universidad Nacional Santiago del Estero
Universidad Nacional de Cuyo

Universidad Nacional del Nordeste — Chaco
Universidad Nacional de San Martin
Universidad Nacional de Chilecito

Universidad Nacional de Rosario




2 organismos publicos:

*+ |NTI Rafaela
*  SENASA

1 laboratorio del ambito privado:

* Tecnoagro

Los interlaboratorios permitieron analizar muestras de diferentes matrices y composicio-
nes: cama de caballo, compost proveniente de guano avicola y efluente porcino. El
acondicionamiento, fraccionamiento y distribucién de cada muestra se llevd a cabo en
el Laboratorio de Transformacion de Residuos, IMyZA-INTA, siguiendo un protocolo de

desarrollo del interlaboratorio que se mantuvo durante los 4 afios.

Las muestras fueron inicialmente acondicionadas. La cama de caballo fue secada en una
sala aclimatada a 28 °C, y pasada por tamiz de 2000 micrones para separar el material
grueso (larvas, paja) y homogenizar la muestra. La cama de caballo y el compost fueron
colocados en bandejas para su mezclado y homogenizacion. Por el método del cuarteo,
cada muestra solida fue fraccionada en bolsas de polietileno con aproximadamente 1 kg
de muestra. El efluente porcino fue fraccionado en recipientes de plastico de 500 mL con
tapa a rosca. En particular, para la determinacion del fésforo, una alicuota de 100 mL fue
almacenada en recipiente de vidrio color caramelo. Una vez realizado el fraccionamiento,

las alicuotas fueron almacenadas en la heladera a 4 °C hasta su distribucion.

Para su distribucion a cada laboratorio participante, las alicuotas fueron acondicionadas en
cajas de telgopor con refrigerantes para mantener una atmosfera fria y disminuir la actividad
microbiana. Cada alicuota fue identificada con un nimero aleatorio que permitio vincularlo

a la secuencia del envasado. A cada laboratorio se le asigné un nimero de laboratorio.

Una vez recibida la muestra en cada laboratorio, se conservd en heladera a 4 °C hasta
el momento de andlisis. Se fijé un mismo dia de inicio del andlisis de las muestras para
todos los laboratorios participantes. Ademas, se recomendoé un diagrama de flujo para

la determinacién de cada técnica dentro del protocolo del interlaboratorio.




Los parametros incluidos en los interlaboratorios fueron:

En muestras sélidas:

Humedad

pH

Conductividad eléctrica
Densidad

Carbono organico total
Nitrégeno total
Nitrégeno Kjeldahl

Amonio y nitrato

© ® N o g w DN R

Fosforo total

[y
o

. Potasio total

En muestra liquida:

pH

Conductividad eléctrica
Solidos totales

Solidos volatiles

Fosforo total

Demanda quimica de oxigeno
Nitrégeno Kjeldahl

Densidad

Nitrégeno amoniacal

© ©® N o gk~ w D P

El analista debia fraccionar cada muestra en 3 submuestras, realizar los andalisis e infor-
mar los valores obtenidos de cada submuestra, a modo de poder comparar estadistica-

mente los valores y la dispersion entre los laboratorios involucrados.




Los resultados fueron analizados estadisticamente por el programa INFOSTAT. Se
realiz6 un andlisis ANOVA o Kruskal Wallis segun correspondiera, con el respectivo test
de Tuckey, para cada variable de cada muestra (sélida y liquida) y por cada laboratorio.
Ademas, se calculd la puntuacion z, que informa sobre el grado de desempefio logrado
para cada laboratorio y por cada andlisis, conforme a:

|z|s 2 Satisfactorio
2 < |z| < 3 Cuestionable

|z|2 3 No satisfactorio

En todos los interlaboratorios se calcul6 el desempefio global alcanzado por cada partici-
pante y medido con los indices: Sz, SRz y SSz. Los valores individuales de z pueden
combinarse para obtener el desempefio global de cada laboratorio participante. Para el
calculo de Sz, SRz y SSz se sigui6 la misma metodologia que en el tercer interlaboratorio:

a) Sz = Suma de todas las puntuaciones z obtenidas. Interpretacion: Si todas las pun-
tuaciones son del mismo signo, este indice tendra mayor valor absoluto indicando un

desvio sistematico.

b) SRz = idem anterior pero dividido por la raiz cuadrada del nimero de analisis reali-
zado por el participante. Interpretacion: Se interpreta de la misma forma que el valor z y

se utiliza la misma escala.

c) SSz = Suma de los valores z elevados al cuadrado. Interpretacion: Este indice tiene
una distribuciéon Chi-cuadrado (X?). Se interpreta utilizando las probabilidades de dicha

distribucion con intervalos de confianza al nivel de significacion de alfa= 0,05 y alfa= 0,01.

d) Puntaje %: La sumatoria de los puntos asignados a las puntuaciones z obtenidas
expresada en una escala porcentual. Interpretacion: Solamente los resultados iguales o
mayores a 70 % se consideran satisfactorios. Los laboratorios que obtienen un puntaje
menor a 70 % se consideran no satisfactorios y se recomienda enfaticamente tomar

acciones correctivas.




Los puntos asignados son determinados a partir del valor z:

Tabla 9. Puntos asignados a partir del valor z.

Valor z Punto asignado

Izl <1 5
1<l1zl<2 4
2<1zI<3 2

Izl =3 0

1. RESULTADOS

Tabla 10. Valor medio + D.E de las variables analizadas en la cama de caballo realizada en los
cuatro interlaboratorios del proyecto PNNAT a partir de muestras independientes.

participantes

Parametro Unidad
pH 1:5 7,8+0,6 8,9+0,3 8,8+0,2 8,5+ 0,2
Conductividad o, 9,14 + 5,16 7,31+5,07 7,16 + 2,38 423+1,2
eléctrica 1:5
D) Kg/m? 177 + 89 180 + 100 234 + 187 164 + 89
aparente
Humedad % 56,14 + 11,88 57,93+ 1,96 56,83 +11,73 67,84 + 1,39
Carbono %+ 46,84+17,00  46,33+9,67  47,34+1400 50,62 +0,38
organico total
Nitrogeno % 1,02 + 0,23 1,61 + 0,70 1,51 + 0,32 0,88 + 0,15
Kjeldahl
Nitrogeno de | o - 3104+ 1124 79,98 + 41,97
amonio
Nitrogeno de g - 768 + 1288 562 + 337
nitrato
Fésforo total *mglg - 2,65+ 2,14 3,82 + 2,64 2,10 + 0,50
Laboratorios 11 12 19 12

——————————————————————————————————————————————————————
*Las unidades son expresadas en base seca




Tabla 11. Valor medio £ D.E de las variables analizadas en la muestra de compost realizada en
los cuatro interlaboratorios del proyecto PNNAT a partir de muestras independientes.

pH 1:5
Conductividad
eléctrica 1:5
Densidad
aparente

Humedad

Carbono
orgéanico total
Nitrégeno
Kjeldahl
Nitrégeno de
amonio
Nitrégeno de
nitrato

Fosforo total

Laboratorios
participantes

dS/m
*Kg/m3
%
ot
ot
*mg/Kg
*a/Kg

*mgl/g

6,9+0,3

3,79+2,88

465 + 120
38,24 + 7,43

17,20 £ 4,13

1,45+0,19

11

*Las unidades son expresadas en base seca

8,1+0,2
4,75+1,51
560 * 160
29,97 +1,95
12,50 + 4,36
0,88 £0,35
562 + 446
2,02+1,47

12

7,3+0,2

1,13+0,34

469 * 292

51,70 £ 10,45

18,36 £ 5,88

2,03+£2,04

30,8 £ 46,2

1,75+ 1,64

18,47 £ 13,9

19

7,0%0,2
2,76 £ 0,84
494 + 45
17,39 +£2,21
17,39 +£2,21
1,29+0,44
88,46 + 20,26
561,79 + 337,83
1,83+0,83

11

Tabla 12. Valor medio = D.E de las variables analizadas en la muestra de efluente porcino
(afios 2014, 2016 y 2017) y efluente vacuno (afio 2015) realizada en los cuatro interlaboratorios

pH
Conductividad
eléctrica
Sélidos
totales
Sélidos
volatiles
DQO
Nitrégeno
Kjeldahl
Nitrégeno
amoniacal
Fosforo total

Laboratorios
participantes

dS/m
%
o4t
g/L

g/L

g/L

g/L

7,2%0,6
9,83+ 3,51
1,56 + 0,35
53,85+ 17,80
29,34 £ 5,99
2,10+£0,70
0,16 + 0,06

6

*Las unidades son expresadas en base seca

7,2+04

1,51+0,23

0,63 + 0,26

45,65 + 20,75

6,60 + 0,59
0,14 £ 0,06
0,13+ 0,09

7

del proyecto PNNAT a partir de muestras independientes.

8,0+0,2
8,19 + 0,52
0,44 £ 0,03
54,73+ 7,73
3,98 +1,19
2,21+ 3,97
0,90+0,10

13

71+0,1
31,47 +1,78
4,43+0,79
65,60 + 20
7,46 +1,32
8,17+1,49
541+111
1,14+ 0,98

6




En el primer interlaboratorio, cada laboratorio utilizé las técnicas que desarrollaban habi-
tualmente. Esto hizo que las comparaciones de los resultados no fueran similares. Las
principales diferencias fueron encontradas en: las diluciones para la determinacién del pH
y de la conductividad eléctrica, las temperaturas para la determinacion de humedad y del
carbono orgéanico total, los factores de conversion de materia organica a carbono organico
total, los pretratamientos (algunos secan y muelen la muestra y otros, no) para la deter-
minacion del nitrégeno Kjeldahl. Asimismo, hubo diferencias en la expresion de los resul-
tados, algunos en base secay otros en base hUmeda. Todas estas diferencias encontra-
das en las metodologias de trabajo se vieron reflejadas en grandes variaciones entre los

resultados de los laboratorios para cada variable.

Este primer interlaboratorio nos permitié tomar conciencia sobre nuestras dificultades y
limitaciones, principalmente reconocer la importancia y la necesidad de protocolizar téc-
nicas para acordar una misma metodologia de trabajo. Por ello, para el segundo interla-
boratorio, varios cambios fueron incluidos. Con respecto a la metodologia de trabajo, se
realizaron varias reuniones técnicas que nos permitieron generar un primer compendio de
técnicas consensuadas donde se incluyeron los céalculos y las unidades. En cuanto al
desarrollo del interlaboratorio se propusieron: el fraccionamiento en tres submuestras y el
informe de cada una de ellas; especificar en la hoja de informe de resultados la expresion
en base seca 0 himeda para cada variable; un diagrama de flujo, donde se muestra la
secuencia de andlisis y condiciones de conservacion de la muestra para cada variable,
considerando los tiempos de su degradacién. Como resultado del segundo interlaborato-
rio, logramos unificar las metodologias de trabajo, viéndose reflejado esto en un menor
desvio para varios de los parametros. Sin embargo, no todos los laboratorios respetaron
el protocolo del desarrollo del interlaboratorio, en el cual todos los laboratorios participan-

tes debian realizar las técnicas consensuadas en el primer compendio.

En el tercer interlaboratorio, se logré una mayor participacion de laboratorios participantes,
pero sin embargo no todos respetaron la metodologia de trabajo. Se continué trabajando
en unificar las metodologias, se realizaron algunos ajustes metodolégicos sobre todo en
aquellas técnicas que mostraron mayores desvios como nitrdgeno Kjeldahl y densidad
para muestras soélidas. También se resaltd la necesidad de respetar el diagrama de flujo
de analisis de las muestras para evitar la degradacion de las muestras y unificar tiempos
de analisis entre laboratorios, principalmente en aquellas determinaciones en las que im-
pacta el periodo de almacenamiento de la muestra aln si se conserva en refrigeracion a
4 °C. Esto sucede en el caso de la determinacion de compuestos nitrogenados y de la

materia organica (solidos volatiles en efluentes y materia organica en sélidos).




Finalmente, en el cuarto interlaboratorio, se logré obtener un mayor nimero de participan-
tes con aptitud de desempefio satisfactorio. A pesar de que el nUmero de laboratorios
participantes no fue mayor a afios anteriores, si hubo un mayor numero de laboratorios (y

resultados) que fueron incluidos en el analisis estadistico, valores medios y desvios.

Las variables mas homogéneas y faciles de implementar son aquellas de lectura directa,
como pH y CE en efluentes como asi también pH, carbono organico total y humedad de
las muestras sélidas, observando valores de CV menores a 10. Por el contrario, las varia-
bles de sdlidos totales y volétiles, nitrdgeno de amonio y nitrato fueron las méas dispersas.

Por otra parte, la unificacion de un protocolo consensuado ha favorecido mucho en dismi-
nuir diferencias y homologar factores e instrumentos de andlisis. La mayoria de los parti-
cipantes ha manifestado la practicidad de tener un compendio de métodos consensuados,
el cual sera muy util para proximos analisis y ensayos sobre residuos y efluentes de origen

agropecuario y agroindustrial.

En la siguiente tabla se detallan los indicadores y el puntaje porcentual del desempefio

para cada laboratorio participante en el cuarto interlaboratorio (2017).

Tabla 13. Valor Sz, SRz y SSz para cada laboratorio y el puntaje porcentual de desempefio en
el cuarto interlaboratorio (2017).

1 12 3,81 1,10 12135,59 60
3 27 6,87 1,32 41,3 93
5 12 0,96 0,28 6,18 97
8 20 3,24 0,72 25,05 92
9 5 2,91 1,30 1,93 100
10 24 291 0,59 19,06 93
11 15 49,3 12,73 4416,33 67
12 25 -10,82 -2,16 23,06 91
16 28 14,45 2,73 21,36 93
18 12 -3,73 -1,08 14,39 92
22 15 -1,68 -0,43 25,06 88
25 19 17,55 4,03 253,11 73

27 16 -5,76 -1,44 8,94 96
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ANEXO I: HIGIENE Y SEGURIDAD DEL PERSONAL Y
LIMPIEZA DEL MATERIAL

Para el desarrollo de todos los métodos analiticos descriptos es conveniente seguir las

medidas generales de seguridad e higiene:

*  Vestir ropa protectora como guardapolvo.

*  Guantes.

*  Protectores de ojos (anteojos de seguridad) en caso que sea necesario.

*  Conocer sobre la manipulacion, uso, almacenamiento y riesgos de los reactivos
quimicos antes de ser utilizados en cada técnica. Esta informacion puede encon-
trarse en las hojas de seguridad de cada reactivo.

* Higienizar con alcohol al 70 % mesadas e instrumentos utilizados luego de su
uso para eliminar la posible presencia de organismos patdgenos en efluentes y

residuos sélidos.

En la Tabla 14 se describen los principales elementos de proteccién personal (EPP)
y la limpieza de material para cada técnica descripta en este compendio para mues-

tras solidas y efluentes.




Tabla 14. Elementos de proteccion personal (EPP) de higiene y seguridad y limpieza del
material para cada técnica de sélidos y efluentes.

Muestra Método Limpieza del material
pH e Lavar el material con detergente no i6-
Conductividad nico diluido y enjuagar con abundante
Eléctrica agua.
e Guantes - - .

_ « Barbijo e Para eliminar los restos_grgamcos, reali-
Densidad zar un lavado con solucién de HCI 2,5 %.
Aparente ¢ Realizar siempre un dltimo enjuague con

agua destilada.

e Lavar el material con detergente no i6-
nico diluido y enjuagar con abundante
agua.

¢ Para eliminar los restos organicos, reali-
zar un lavado con solucién de HCI 2,5 %.

Humedad

Materia Seca

¢ Pinza o guante resis-
tente al calor

e Realizar siempre un ultimo enjuague con
agua destilada.

e Las capsulas o recipientes deben se-
carse a 105 + 2 °C durante 1 hora luego
de su lavado.

e Conservar en desecador hasta su poste-
rior uso.

Sélida
Materia
Organica
y
Carbono
Organico Total

¢ Pinza o guante resis-
tente a altas tempera-
turas. Precaucién: Reti-
rar las muestras
cuando la temperatura
de la mufla haya lle-
gado a 180 °C y evitar
un cambio térmico
brusco.

e Lavar el material con detergente no i6-
nico diluido y enjuagar con abundante
agua.

¢ Para eliminar los restos organicos, reali-
zar un lavado con solucién de HCI 2,5 %.

e Realizar siempre un Ultimo enjuague con
agua destilada.

e Las capsulas deben secarse a 550 °C du-
rante 1 hora luego de su lavado.

e Conservar en desecador hasta su poste-
rior uso.

e Guantes resistentes al
calor

Gafas.

Precaucion: La aplica-

e Lavar el material con detergente no i6-
nico diluido y enjuagar con abundante
agua.

e Para eliminar los restos orgéanicos, reali-

Nitrégeno cion de los acidos debe zar un lavado con solucién de HCI 2,5 %.
Total, Kjeldahl, realizarse bajo cam- « Realizar siempre un ultimo enjuague con
Amonio y pana con extraccion de agua destilada.
Nitrato vapores. Descartar el
residuo del lavado en
un recipiente para tra-
tamiento de residuos
especiales.
« Trabajar bajo campana e Lavar el m_aterial de vidrio con HCI diluido
2 (2:3), y enjuagar con abundante agua
de extraccion de gases. g
Fésforo e Descartar el residuo destilada. ,
Total del lavad . |* No usar nunca detergentes comerciales
el lavado en un reci

piente para tratamiento
de residuos especiales.

que contengan fosfato.
e Se recomienda separar este material y
dejarlo exclusivamente para este método.

Continda en la pagina siguiente




Muestra Método

pH

Conductivi-
dad
Eléctrica

EPP de higiene y seguri-
dad

o Guantes
e Barbijo

Limpieza del material

e Lavar el material con detergente no ionico
diluido y enjuagar con abundante agua.

¢ Para eliminar los restos orgéanicos, reali-
zar un lavado con solucién de HCI 2,5 %.

e Realizar siempre un Gltimo enjuague con
agua destilada.

Sélidos Tota-
les

¢ Pinza o guante resis-
tente al calor

e Lavar el material con detergente no iénico
diluido y enjuagar con abundante agua.

e Para eliminar los restos organicos, realizar
un lavado con solucién de HCI 2,5 %.

¢ Realizar siempre un Ultimo enjuague con
agua destilada.

e Las capsulas o recipientes deben secarse
a 105 + 2 °C durante 1 hora luego de su
lavado.

e Conservar en desecador hasta su poste-
rior uso.

Efluente

Sélidos Vola-

¢ Pinza o guante resis-
tente a altas temperatu-
ras. Precaucién: Retirar
las muestras cuando la

e Lavar el material con detergente no iénico
diluido y enjuagar con abundante agua.

e Para eliminar los restos organicos, realizar
un lavado con solucién de HCI 2,5 %.

¢ Realizar siempre un Ultimo enjuague con

para tratamiento de resi-
duos especiales.

tiles temperatura de la mufla agua destilada.
haya llegado a 180 °Cy | eLas capsulas deben secarse a 550 +
evitar un cambio térmico 50 °C durante 1 hora luego de su lavado.
brusco. e Conservar en desecador hasta su poste-
rior uso.
¢ Guantes resistentes al
calor
* Safas. i6n: La apli e Lavar el material con detergente no i6nico
o ¢ Frecaucion: La aplica- diluido y enjuagar con abundante agua.
Nitrogeno cion de los acidos debe P iminar | ; o i
Kjeldahl y realizarse bajo campana » Para eliminar los restos organicos, reali-
. N zar un lavado con solucion de HCI 2,5 %.
Amoniacal con extraccion de vapo- . - P .
: ¢ Realizar siempre un ultimo enjuague con
res. Descartar el residuo .
. agua destilada.
del lavado en un reci-
piente para tratamiento
de residuos especiales.
« Trabaiar baio campana | * Lavar el material de vidrio con HCI diluido
de extjracci cJ> n de gses (1:3), y enjuagar con abundante agua
Fosforo e Descartar el residgl,Jo dei destilada.
Total y lavado en un recipiente | * No usar nunca detergentes comerciales
Soluble P gue contengan fosfato.

e Se recomienda separar este material y de-
jarlo exclusivamente para este método.




ANEXO II: CALIBRACION DEL pH-METRO

1. AJUSTE INTERNO DEL pH-METRO

* Trasvasar a un vaso de precipitado o vaso descartable una alicuota de la solu-
cion reguladora de pH 7.

*  Medir su temperatura y ajustar el pH-metro a la misma.

*  Sumergir el electrodo en la solucién y proceder a la calibracion del equipo en
este punto, segun lo indicado en el manual de instrucciones del equipo.

*  Repetir la calibracion con la solucion reguladora de pH 4, si se espera que el pH
de la muestra sea acido, o bien con solucién reguladora de pH 9 o 10, si se
espera que el pH de la muestra sea alcalino.

*  Verificar siempre las indicaciones y especificaciones del fabricante del equipo.

2. PRECAUCIONES

Asegurarse que las soluciones reguladoras y la suspension se encuentren a tempera-
tura ambiente. La lectura puede considerarse estable cuando durante un periodo de 5

segundos no se producen variaciones.

Enjuagar el electrodo con agua destilada entre determinaciones.

3. BIBLIOGRAFIA

OSTINELLI, M. & CARREIRA, D. TECNICAS ANALITICAS DE LOS LABORATORIOS INTE-
GRANTES DE LA RILSAV. DETERMINACION DE PH EN MUESTRAS DE SUELO. PRI-
MER ENSAYO DE COMPARACION INTERLABORATORIOS - RILSAV. JULIO DE 2007.




ANEXO IlI: CALIBRACION DE CONDUCTIMETRO

1. AJUSTE INTERNO DEL CONDUCTIMETRO

* Calibrar el conductimetro usando la solucién de cloruro de potasio estandar
0,1 N siguiendo las instrucciones del fabricante.

*  Siel conductimetro no posee compensacion de la temperatura, se debe controlar
la temperatura de la muestra o solucién y compensar el resultado a 25 °C.

* Las unidades de expresion son dS/m = mS/cm = 1000 uS/cm a 25 °C.

*  Enjuagar siempre la sonda con agua destilada entre las mediciones.

*  Verificar siempre las indicaciones y especificaciones del fabricante del equipo.

2. MANTENIMIENTO DE LA SONDA

*  Algunas muestras pueden contener un alto contenido de acidos organicos, los
cuales pueden acumularse en el vidrio de la sonda formando una pelicula que
disminuyen el flujo de corriente. Ver las instrucciones de fabrica para la limpieza
y/o recubrimiento de la sonda.

* Usar agua desionizada con un minimo de resistividad de 1mS/cm. No usar agua
corriente, ya que frecuentemente tiene concentraciones significativas de mine-
rales como Ca, Mg, K, Cl y otras sales que distorsionaran la medicion de con-

ductividad eléctrica.

3. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE LA CELDA (k)

* La conductividad eléctrica de una solucion salina acuosa aumenta si la tempe-
ratura aumenta (aproximadamente 2 % por cada 1 °C). La temperatura estandar
para informar la conductividad eléctrica es 25 °C. Si el medidor de conductivi-
dad/resistividad usado no compensa por diferencias en la temperatura, un factor
de correccion debe ser aplicado.

*  Si el equipo posee ajuste de celda, se sumerge la celda en una solucién de con-

ductividad especifica conocida y cercana al valor que se espera en el extracto y




se corrige a ese valor de referencia. Por el contrario, si el equipo no posee ajuste
de celda se mide la conductividad de la solucion de referencia para obtener la

constante de celda de la siguiente manera:

_ CEg

k
CE,,

Donde:
CERr= conductividad eléctrica de referencia.

CEn= conductividad eléctrica medida.

4. CORRECCION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA POR
TEMPERATURA

*  Si el equipo no tiene correccién por temperatura se utiliza un factor de correccion
(F1), en funcién de la temperatura del extracto, de acuerdo a la siguiente formula

y la Tabla 15:

CE (25°C) = CE X F1

Donde:
CE= conductividad eléctrica leida.

F1= factor correspondiente a la temperatura de lectura.




Tabla 15. Factores para la correccién por temperatura (F1) de datos de conductividad en
extractos de suelo a 25 °C.

°C F1 °C F1 °C F1 °C F1 ‘
3,0 1,709 19,8 1,117 24,6 1,008 29,6 0,914
4,0 1,660 20,0 1,112 24,8 1,004 29,8 0,911
5,0 1,613 20,2 1,107 25,0 1,000 30,0 0,907
6,0 1,569 20,4 1,102 25,2 0,996 30,2 0,904
7,0 1,528 20,6 1,097 25,4 0,992 30,4 0,901
8,0 1,488 20,8 1,092 25,6 0,988 30,6 0,897
9,0 1,448 21,0 1,087 25,8 0,983 30,8 0,894

10,0 1,411 21,2 1,082 26,0 0,979 31,0 0,890
11,0 1,375 21,4 1,078 26,2 0,975 31,2 0,887
12,0 1,341 21,6 1,073 26,4 0,971 31,4 0,884
13,0 1,309 21,8 1,068 26,6 0,967 31,6 0,880
14,0 1,277 22,0 1,064 26,8 0,964 31,8 0,877
15,0 1,247 22,2 1,060 27,0 0,960 32,0 0,873
16,0 1,218 22,4 1,055 27,2 0,956 32,2 0,870
17,0 1,189 22,6 1,051 27,4 0,953 32,4 0,867
18,0 1,163 22,8 1,047 27,6 0,950 32,6 0,864
18,2 1,157 23,0 1,043 27,8 0,947 32,8 0,861
18,4 1,152 23,2 1,048 28,0 0,943 33,0 0,858
18,6 1,147 23,4 1,034 28,2 0,940 34,0 0,843
18,8 1,142 23,6 1,029 28,4 0,936 35,0 0,829
19,0 1,136 23,8 1,025 28,6 0,932 36,0 0,815
19,2 1,131 24,0 1,020 28,8 0,929 37,0 0,801
19,4 1,127 24,2 1,016 29,0 0,925 38,0 0,783
19,6 1,122 24,4 1,012 29,2 0,921 39,0 0,775

29,4 0,918 40,0 0,763

5. BIBLIOGRAFIA
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ANEXO IV: VALORACION DE SOLUCIONES ACIDO Y BASE

La valoracion 4cido-base permite determinar la concentracién de una solucién. La valo-
racidn consiste en una reaccion acido-base o de neutralizacion entre el analito y la so-

lucion de valoracion.

1. INSTRUMENTAL

1.1. Material volumétrico de precision: buretas, pipetas de doble aforo y ma-
traces calibrados.

1.2. Vasos de precipitado de 100 mL.

1.3. Agitador magnético.

1.4. Buzos magnéticos.

1.5. Balanza analitica con exactitud 0,001 g.

2. REACTIVOS

2.1. Fenolftaleina p.a.

2.2. Alcohol etilico cc. (96 %).

2.3. Naranja de metilo p.a.

2.4. Ftalato acido de potasio (CsHs04K)

2.5. Solucién patrén de ftalato acido de potasio 1 N. Pesar 204,22 g de ftalato
acido de potasio, previamente secado por dos horas a 105 °C. Registrar la
masa exacta pesada. Colocarlo en un vaso de precipitado con 50 mL de
agua destilada y homogeneizar con agitador magnético. Trasvasar a ma-
traz de 1000 mL y enrasar.

2.6. Solucion base a estandarizar.

2.7. Solucidn 4cida a estandarizar.

2.8. Solucién indicadora de fenolftaleina 1 %. Disolver 1 g de indicador fenol-
ftaleina en 100 mL de alcohol 96 %.

2.9. Solucién indicadora de naranja de metilo 0,1 %. Disolver 0,1 g de indicador

naranja de metilo en 100 mL de agua destilada.




3. PROCEDIMIENTO

3.1. Pipetear de 2 a 10 mL de solucién de ftalato acido de potasio.

3.2. Afadir 3 gotas de solucidn indicadora de fenolftaleina.

3.3. Colocar en una bureta la solucion base a estandarizar.

3.4. Titular la solucidon de ftalato acido de potasio, mezclando con agitador
magnético, hasta viraje de color incoloro (en medio 4cido) a rosa magenta
(medio basico).

3.5. Registrar el volumen gastado de la solucion base.

3.6. Colocar 10 mL de la solucién &cido a estandarizar en un vaso de precipitado.

3.7. Afadir 3 gotas de solucion indicadora naranja de metilo.

3.8. Titular la solucién acida con la solucion base (en la bureta) hasta el viraje
de color, pasando desde color rojizo tenue coral (cercano a pH 3,1) al color
amarillo—naranja (pH 4,4).

3.9. Registrar el volumen gastado de la solucion base.

4. CALCULOS

La normalidad de la solucién patrén primario de ftalato acido de potasio (PM: 204 g/eq)

se calcula segun:

Ny =
p(L)_204,22

Donde:
Np= normalidad de la solucién patrén primario de ftalato acido de potasio (eqg/L).

m= masa del biftalato 4cido de potasio (g).




La normalidad de la solucién base (Np) se calcula segun:

X,

eq N,
Np(=—) =————

Donde:
Np= normalidad de solucion de ftalato acido de potasio (eq/L).
V,= volumen pipeteado de la solucion de ftalato acido de potasio (mL).

Vp= volumen gastado de la solucion base (mL).

Para convertir de normalidad a molaridad:

La normalidad de una solucién base o acida puede convertirse en molaridad segun:

mol N

M =3

Donde:
N= normalidad de la solucién base o acida (eg/L).

z= valencia quimica correspondiente al elemento.

Calculo delaconcentracion delasolucion acido como Normalidad

(eq/L)

eq NbXVb
N, (=) =—2_"¢
a(L Va

Donde:

Na= normalidad (eq/L) de solucion &cida a estandarizar.
Nb= normalidad (eqg/L) de solucion base valorada.

Vp= volumen gastado de solucién base.

Va= volumen pipeteado de solucién 4cida a estandarizar.




Para convertir de Normalidad a Molaridad (mol/L). Solucién acida

mol_ N,

Mo(—) =—

Donde:
Ma= molaridad (mol/L) de solucién 4cida a estandarizar.
Na= normalidad (eq/L) de solucidn acida a estandarizar.

z= valencia quimica correspondiente al elemento.

Otra manera de valorar una solucion de acido sulfdrico u otra

solucion de acido fuerte

* Una solucion de acido sulfirico puede ser valorada con bérax (tetraborato de
sodio decahidratado Na;B407.10H,0) o con carbonato de sodio (NazCOs).




ANEXO V: PLANILLA DE INGRESO Y REGISTRO DE
DATOS ANALITICOS DE UNAY VARIAS MUESTRAS




ABONOS ORGANICOS

Muestra N°:

Muestra N°:

Muestra N°:

Muestra N°:

Identificacion

Identificacion

Identificacion

Identificacion

Fecha

Fecha

Fecha

Fecha

Observaciones:

Observaciones:

Observaciones:

Observaciones:

Salinidad

Salinidad

Salinidad

Salinidad

pH L1:5 |

|cEA 15 |

pH L1:5 |

|cEA 1:5 |

pH 1:5

|cEA 15 |

pH L:5 |

|ceA 15 |

Humedad y Materia Seca

Humedad y Materia Seca

Humedad y Materia Seca

Humedad y Materia Seca

Cenizasy M Organica Cenizasy M Organica Cenizasy M Organica Cenizasy M Or ganica
crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol:
PBH: PBS70: | PBH: PBS70: | PBH: PBS70: | PBH: PBS70: |
PBS550 PBS550 PBS550 PBS550
crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol: crisol n°: Tara crisol:
PBH: PBST70: | PBH: PBST70: | PBH: PBST70: | PBH: PBST70: |
PBS550 PBS550 PBS550 PBS550
Nutrientes Nutrientes Nutrientes Nutrientes
Nitrégeno g mue hum [N SO ,H, BastoSO,H |Nitr6geno g mue hum|[N SO, H, BastoSO4H, INitr6geno g mue hum [N SO ,H, BastoSO,H. |Nitr6geno g mue hum|N SO ,H, [astoSO,H,
TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL
Nitrc’)geno lg mue hum|N SO 4H, pastoSO 4H, Nitrégeno g mue hum|N SO ,H, pastoSO ,H, Nitr(’)geno lg mue hum|N SO 4H, pastoSO ;H, Nitr(’)geno g mue hum|N SO ,H, FastoSO 4H,
TOTAL TOTAL TOTAL TOTAL
g mue hum| Vol KCI NSO 4H, g mue hum| Vol KCI NSO 4H, lg mue hum| Vol KCI NSO 4H, g mue hum| Vol KCI NSO 4H,
Vol pipeteado: Vol pipeteado: Vol pipeteado: Vol pipeteado:
NH4 y NO3 gast SO4 NH4: NH4 y NO3 gast SO4 NH4: NH4 y NO3 gast SO4 NH4: NH4 y NO3 gast SO4 NH4:
gast SO4 NO3: gast SO4 NO3: gast SO4 NO3: gast SO4 NO3:
gasto p/ 10 ml StNH4 gasto p/ 10 ml StNH4 gasto p/ 10 ml StNH4 gasto p/ 10 ml StNH4
gasto p/ 10 ml StNO3 gasto p/ 10 ml StNO3 gasto p/ 10 ml StNO3 gasto p/ 10 ml StNO3
gasto p/ bco gasto p/ bco gasto p/ bco gasto p/ bco
Extracto g mue hum Vol. Final Extracto g muestra Vol. Final Extracto g muestra Vol. Final Extracto g muestra Vol. Final
Clorhidrico Clorhidrico Clorhidrico Clorhidrico
Patrones Lect Lectura Patrones Lect Lectura Patrones Lect Lectura Patrones Lect Lectura
Foésforo 0 Fo6sforo 0 Foésforo 0 Foésforo 0
ceeeeml 2 ceml 2 ceeml 2 eml 2
pip/50mL 5 pip/50mL 5 pip/50mL 5 pip/50mL 5
10 10 10 10
Potasio Dilucién mg.L?! Potasio Dilucién mg.L? Potasio Dilucién mg.L? Potasio Dilucién mg.L*
ceeml et ] ml ve.ml
pip/50mL pip/50mL pip/50mL pip/50mL




ANEXO VI: DETALLE DE LOS FACTORES DE
CORRECCION

1. DENSIDAD APARENTE

1,8 = factor de correcciéon para expresar en kg/m?; y corresponde del célculo de
[1800 (cm?) x 1000 (de la equivalencia g a kg) + 1000000 (de la equivalencia cm®a m?3)].

180 = factor de correccién para expresar en kg/m?3, considerando que la materia seca
(MS) se expresa en % y corresponde del calculo de [1800 (cm®) x 1000 (de la equiva-

lencia g a kg) + 1000000 (de la equivalencia cm®a m?3) x 100].

2. NITROGENO TOTAL Y KJELDAHL

280 = factor de correccion del célculo de nitrdgeno total y Kjeldahl en residuos solidos

para expresar en %; considerando 28 g de nitrégeno por mol.

28 = factor de correccién del célculo de nitrégeno Kjeldahl en efluentes para expresar

en g/L; considerando 28 g de nitrégeno por mol.

3. NITROGENO DE AMONIO Y NITRATO

28000 = factor de correccién del calculo de nitrégeno de amonio y nitrato en residuos
sélidos para expresar en mg/Kges; considerando 14 (g/eq de masa molecular del nitré-

geno) x 1000 (equivalencia de g en Kg) x 2 (eq/mol H>SO4)

28000 = factor de correccion del calculo de nitrégeno amoniacal en efluente para expre-
sar en mg/L; considerando 14 (g/eq de masa molecular del nitrégeno) x 2 (eg/mol H>SO4)
x 1000 (mL/L de muestra) x 1000 (mg/g) / 1000 (mL/L titulado).



ANEXO VIi: INDICADORES DEL PROCESO DE
COMPOSTAJE

1. INTRODUCCION

Existen variables quimicas, fisicas y microbiol6gicas que permiten evaluar el proceso de
compostaje y monitorear las pilas en el campo. Algunas de esas variables se incluyen

en el presente compendio metodolégico.

Por otro lado, existen indicadores para determinar la calidad del compost obtenido como
producto final del compostaje. Segin normas nacionales e internacionales, se reco-
mienda determinar pardmetros de estabilidad, madurez, contenido de patégenos, ele-

mentos potencialmente téxicos, impurezas y semillas de malezas viables.

2. INDICADORES DEL PROCESO DE COMPOSTAJE

Se detallan los indicadores para evaluar el proceso de compostaje con el método

correspondiente:

*  Temperatura: El incremento de la actividad biol6gica genera calor, elevando la
temperatura en la masa de los residuos en degradacion. Ese aumento en las primeras
fases del compostaje indica la presencia de materiales muy degradables y un correcto
desarrollo del proceso. El mantenimiento de temperaturas elevadas asegura la higieni-
zacion del material durante la etapa termofilica, pero puede presentar problemas de
inhibicion de la actividad de la mayoria de los microorganismos si éstas son muy eleva-
das. Por lo tanto, es necesario conseguir un equilibrio entre la maxima higienizaciéon y
la biodegradacion. Se considera que la mayor diversidad microbiana se consigue entre
35y 40 °C, la méaxima biodegradacion entre 45 y 55 °C y la higienizacion cuando se
superan los 55 °C (Barrena Gomez, 2006). A su vez, la temperatura que se alcanza en
cada etapa depende de la energia desprendida, de las pérdidas (conveccion, radiacion,
conduccion) y de la capacidad de almacenar calor. La temperatura de las pilas de com-

post se mide con termémetros que presentan distinta longitud, si bien se recomiendan




termdmetros de longitudes mayores a 60 cm. La temperatura debera medirse en distin-
tos puntos de la pila, tratando de introducir el termémetro hasta una profundidad cercana
al centro de la pila de compost. Esta variable permite determinar el estado del proceso
y establecer la fase del proceso de compostaje donde se encuentra, siendo la fase me-
sdfila inicial (temperatura de 10 a 45 °C), fase termdfila (temperatura de 45 a 75 °C),
segunda fase mesofila (temperatura < 40 °C) y finalmente una fase de maduracién con

temperaturas cercanas a la del ambiente.

* Humedad: El contenido de agua retenida en residuos organicos a compostar es
muy importante, debido a que los microorganismos pueden degradar eficientemente las
moléculas organicas. Sila humedad es baja, la actividad biol6gica comienza a disminuir;
el contenido de humedad critico, por debajo del cual la actividad biolégica se reduce es
40 %. Para contenidos por debajo del 20 % no hay actividad bioldgica (Haug, 1993). Por
otro lado, si el contenido de humedad es elevado y la porosidad es baja, se produce una
disminucion en la transferencia de oxigeno y consecuentemente la actividad metabdlica
aerobia se reduce. Esto puede provocar la generacién de malos olores, lixiviacion y pér-

dida de nutrientes en condiciones anaerdébicas.

* Porosidad: La porosidad de un material sélido es la fraccidn ocupada por aire y
agua, es decir, aquel espacio que no esta ocupado por la fraccion sdlida del residuo. Si el
residuo carece de porosidad debe ser acondicionado con material estructurante para fa-
cilitar la existencia de poros de distintos tamafios que estén ocupados equilibradamente
con aire y agua. Un término muy utilizado para describir esta propiedad es el FAS (Free
Air Space), el cual se define como el volumen disponible con aire respecto del total, que
no se encuentra ocupado por agua y la fraccion solida. Haug (1993) define como valor
optimo para el compostaje de residuos, un valor de FAS equivalente al 30 %, mientras

otros autores amplian este valor a un rango 6ptimo de 30-60 % (Annan and White, 1999).




* Relacion carbono:nitrégeno (C:N): Los microorganismos descomponedores
que intervienen en el proceso de compostaje requieren de nutrientes. Generalmente, los
residuos presentan un elevado contenido de nutrientes, aunque muchas veces se en-
cuentran inmovilizados. Los elementos que se requieren en mayor cantidad son el car-
bono (C) y el nitrdgeno (N) y ambos elementos deben encontrarse en una proporcion
adecuada en la mezcla de residuos a compostar. Se considera que una relacién C:N
Optima para iniciar un proceso de compostaje es de 25-35, ya que se estima que por
cada unidad de N los microorganismos utilizan de 15 a 30 unidades de C para llevar a
cabo reacciones metabdlicas. Relaciones C:N mayores a ese rango, €j. aserrin o resi-
duos vegetales, retardan el proceso mientras que relaciones muy bajas, ej. estiércoles
de aves o cerdos, generan pérdidas de N. En el caso de no cumplir con la C:N éptima
se realiza una mezcla de los diferentes residuos disponibles hasta alcanzar esa relacion.

Este indicador se determina de la siguiente manera:

Relacion carbono:nitrégeno = carbono orgénico total (%) / nitrdgeno organico total (%)

* pH: Es un parametro que condiciona la abundancia de ciertos microorganismaos,
ya que valores extremos generan una reduccion en la diversidad. Valores de pH cerca-
nos a la neutralidad (pH = 7) al inicio del proceso de compostaje, permiten desarrollar
una poblacion microbiana mas variada entre bacterias y hongos. El rango de valores
optimo, segun diversos autores, es de 5,5-8 (de Bertoldi et al., 1983; Miller, 1992), aun-
que unrango de pH de 6,7-9 permite el desarrollo de una adecuada actividad microbiana
durante el compostaje (Bernal et al., 2017). Por lo general, residuos pecuarios presentan
valores adecuados de pH, sin embargo, residuos agroindustriales pueden presentar va-
lores &acidos, principalmente residuos de olivicultura y la industria vitivinicola (Bernal et
al., 2017). El pH puede ser utilizado como un indicador de la evolucion del proceso de
compostaje. Durante las primeras etapas del compostaje, el pH aumenta debido a la
degradacion de &cidos organicos y la formacién de amoniaco a partir de la mineraliza-
cién de aminoécidos y proteinas. Posteriormente, durante las fases de enfriamiento y
maduracion, el pH disminuye debido al proceso de nitrificacion que se inhibe a tempe-

raturas termofilas (Bernal et al., 2017).




Una reduccién brusca del pH durante algin momento del proceso puede indicar condi-
ciones anaerdbicas. Los microorganismos en ausencia de oxigeno producen acidos de

cadena corta como producto metabdlico, acidificando el medio.

3. INDICADORES DE ESTABILIDAD Y MADUREZ

Los términos madurez y estabilidad del compost a menudo son utilizados indistinta-
mente, aunque cada una se refiere a las propiedades especificas de estos materiales.

El término estabilidad se refiere a las propiedades del compost relacionadas con la
disminucién del C facilmente biodegradable y actividad microbiana (a mayor estabilidad,
menor degradabilidad y actividad microbiana), mientras que madurez se refiere a la
finalizacion efectiva del proceso de compostaje en un producto sin sustancias fitotéxicas
que puedan afectar el crecimiento vegetal (Barrena Goémez, 2006; CCQC, 2001,
Mazzarino & Satti, 2012; Sanchez et al., 2016).

La estabilidad indica el grado de descomposicién biolégica que los residuos organicos
han alcanzado durante el compostaje y esta relacionada con la actividad microbiana.

Por lo tanto, la estabilidad es una propiedad clave que debe poseer un compost maduro.

La madurez es el grado o nivel de finalizacion efectiva del compostaje. Las caracteristi-
cas del compost como el color y el olor dan una idea general de la etapa de descompo-
sicién alcanzada, pero dan poca informacién con respecto al grado de maduracién. Un
compost maduro no debe generar efectos negativos en la germinacion de semillas o el
crecimiento de plantas, lo que implica un contenido de materia organica estable y la

ausencia de compuestos fitotoxicos y patégenos de plantas o animales.

3.1. INDICADORES DE ESTABILIDAD

* Indice respirométrico: La respiracion se considera una medida de la actividad
biologica. Este pardmetro puede proporcionar una medida fiable y repetitiva de la acti-
vidad microbiolégica de un material. Las técnicas respirométricas consisten en la me-
dida del oxigeno (O2) consumido o el diéxido de carbono (CO>) producido por microor-
ganismos heterétrofos aerobios presentes en el proceso de compostaje, y en conse-

cuencia son indicadoras de la actividad biolégica de un material. Los microorganismos




utilizan Oz y generan CO,, vapor de agua y calor durante la descomposicién aerébica
de la materia organica. La poblacién microbiana respira a tasas muy elevadas en com-
post biolégicamente inestables, es decir que consumen méas O; y producen mas CO, y
vapor de agua que un compost mas estable. El consumo de O durante el compostaje
esta determinado por la tasa de actividad biolégica aerobia. La actividad biol6gica aero-
bia y las tasas de respiracion estdn directamente relacionadas con la estabilidad del

compost (a mayor estabilidad, menor consumo de O,) (Barrena et al., 2006).

El indice respirométrico (IR) se puede definir como la velocidad de consumo de O; o la
produccién de CO, de una muestra de compost en condiciones de ensayo determina-
das. La actividad respirométrica puede determinarse directamente a través del consumo
de O; o de la produccién de CO,, o indirectamente a través del calor generado. Aquellos
métodos respirométricos basados en el consumo de O; proporcionan informacién con-
creta con valores precisos sobre la actividad de un compost. Los métodos basados en
el consumo de O3 se dividen en dos clases: estéticos y dinamicos. En los métodos di-
namicos, el aporte de O, es continuo, minimizando de esta forma las limitaciones en la
difusién de oxigeno. Por otro lado, los métodos estéaticos son aquellos donde no existe
un aporte continuo de aire durante la medicién (Barrena et al., 2006). La respirometria
estatica permite medir los cambios en la concentracion de O, en un espacio de aire,
dentro de un recipiente cerrado herméticamente que contiene una muestra de compost
de humedad, volumen y peso conocidos, en condiciones controladas de temperatura y
disponibilidad de O..

El procedimiento para la determinacién del indice respirométrico estético (IRE) se basa
en incubar una muestra de compost (250 mL aprox.) a temperatura constante (37 °C) y
condiciones aerdbicas, durante 18 horas. De esta forma, se consigue aclimatar a las
poblaciones microbianas del material y operar en condiciones 6ptimas para el desarrollo
de las mismas. Luego del periodo de incubacion, se detiene el aporte de aire y se mide
el consumo de O; de la poblacién microbiana aclimatada. Este consumo se determina
mediante un electrodo de oxigeno. A partir de la velocidad de consumo de O, se obtiene
finalmente un indice respirométrico estatico (IRE) que proporciona informacién del grado
de actividad del compost. Se considera que un compost es muy estable biolégicamente,
cuando el IRE < 0,5 mg O, g MO* h'? (Barrena et al., 2006).




* Relacion C:N: Este parametro no solo permite el monitoreo del proceso de com-
postaje, sino que indica la estabilizacién de la materia organica. Valores cercanos a 30
indican inestabilidad, mientras que valores cercanos a 15, un compost estabilizado. Sin
embargo, algunos residuos pecuarios presentan valores de relacion C:N inferiores a 15,
sin ser estables biolégicamente. Por lo tanto, es recomendable evaluar dos parametros

de estabilidad y dos de madurez.

3.2. INDICADORES DE MADUREZ

Los indicadores de madurez se basan en estudios de fitotoxicidad directos (ensayos con
plantas terrestres) o indirectos (determinacion de productos potencialmente toxicos
como fenoles, amonio y &cidos grasos volatiles) (Mazzarino & Satti, 2012; Sanchez
et al., 2016). Sin embargo, los limites de los indicadores de madurez pueden estar de-
terminados por el destino o uso del compost producido (Tabla 16). Generalmente, la
fitotoxicidad de los compost se asocia al alto contenido de sales presentes en estiércoles
y residuos organicos (Mazzarino & Satti, 2012). Se han descripto numerosos y diversos
métodos para determinar madurez de un compost. Sin embargo, no existe un método
directo estandarizado, ya que se utilizan varias especies (lechuga, rabanito, cebada,
ryegrass, tomate, etc.), diferentes diluciones y procedimientos para generar los extrac-
tos de compost y diversos calculos para obtener los indices de fitotoxicidad. Esta falta
de consenso, dificulta la interpretacion y extrapolacion de resultados, como asi también

el establecimiento de valores limites.

En la Tabla 16 se detallan algunos indicadores de estabilidad y madurez con los valores

recomendados segun diversos autores (Mazzarino & Satti, 2012).




Tabla 16. Indicadores de estabilidad, madurez y valores limites recomendados por diversos
autores (Mazzarino & Satti, 2012).

Parametros Valores recomendados ‘
<120 mg C-COz/kg/h
< 200 mg C-COz2/kg/h
CO,/C orgénico <5 mg C-CO2/g C org

< 400 mg N-NH4*/kg
< 500 mg N-NH4*/kg

Produccién de CO»

Amonio (NH4")

<17 g/kg
Carbono soluble en agua <10 g/kg
(CSA) <5 g/kg
< 4 glkg
<0,7
CSAIN total <03
CSAI/N soluble en agua <2
I <0,16
Amonio/nitrato <03
Nitrato/CO; > 8 mg N-NOs/mg C-CO2/d
Can/Car 2 >1,9
>50 %
indice de germinacion > 60 %
> 80 %

0, 0
Crecimiento de plantas > 90 % (ensayos con cebada a 25 y 50 % de compost)

> 60 % (ensayos con rabanito y 100 % de compost lavado)

Referencia. a: Can = Concentracion de acidos hliimicos, Car = Concentracién de acidos fulvicos.




4. INDICADORES DE CALIDAD

* Presencia de microorganismos patdgenos: En cuanto a la calidad de com-
post, se evalla principalmente la aptitud agronémica, es decir que se contempla su valor
como enmienda, abonos orgénicos y sustratos de plantas en maceta. Los indicadores
de calidad se basan principalmente en la determinacion de caracteristicas fisicas y qui-
micas vinculadas a las distintas formas de C y N, como asi también a la respuesta de
los cultivos (rendimiento y absorcion de nutrientes) (Mazzarino & Satti, 2012; Sdnchez
et al., 2016). En consecuencia, al referirse al término calidad es necesario considerar
los conceptos de estabilidad, madurez, como asi también la presencia de patégenos,
concentracion de elementos potencialmente toxicos y semillas de malezas. Recientes
investigaciones indican que los pardmetros de calidad deberian incluir aspectos de nu-
tricion vegetal, humificacién de la materia organica, aspectos sanitarios y estabilidad

microbiologica (Bernal et al., 2017).

Un aspecto muy importante que influye en la calidad de compost, es la presencia de
patdgenos. Los residuos pecuarios presentan microorganismos patégenos, constitu-
yendo un riesgo para la salud humana y animal. El calentamiento de la masa de residuos
a compostar es un método ampliamente aceptado para inactivar patégenos y esté in-
cluido en diversos esquemas de saneamiento y reglamentos para el uso de lodos y
estiércoles en suelos. En la Tabla 17 se detallan diversos tratamientos desinfectantes y
recomendaciones para una gestion segura del estiércol, segun la Unién Europeay otros
reglamentos (Bernal et al., 2017). Por otro lado, la Tabla 18 muestra los limites superio-
res de concentracion de patégenos para el uso de compost en diversos reglamentos

internacionales (Bernal et al., 2017).




Tabla 17. Tratamientos higienizantes y recomendaciones para la gestion segura del estiércol,
segun la Union Europea y otros reglamentos (Bernal et al., 2017).

Manejo Tratamiento

Mas de 2 semanas por encima de 55 °C acumu-

Compostaje de residuos solidos lado en pilas de compostaje, mezclando 5 veces
durante ese periodo

Mas de 1 semana por encima de 55 °C acumu-

Compostaje de lodos cloacales ) )
lado en pilas de compostaje

Compostaje en reactores 4 horas por encima de 55 °C
Dos volteos durante la primera semana, y alcan-
Compostaje zando temperaturas > 55 °C, duracion del pro-

ceso de compostaje > 3 meses

. Adicién de cal para alcanzar pH = 12 durante> 2
Tratamiento con cal h

Tratamiento con urea Adicion de urea al 2 % durante 1 semana

Tabla 18. Limites superiores de concentracién de patégenos para el uso de compost en
agricultura, jardines y recuperacioén de suelo.

Dinamarca? Reino Unido? Argentinad

Clase A Clase B¢
E. coli<l00 E. coli<l000 E. coli<1000 | Coliformes | Coliformes @ Coliformes fe-

UFC/g (pf) UFC/g (pf) NMP/g (pf) fecales fecales cales
<1000 <2x10°¢ <1000 NMP/g
NMP/g (ps) NMPI/g (ps) | (ps)
0<2x10°%
UFC/g (ps)
Enterococ- Sin especifica- Enterococcae @ Sin especi- Sin especi- Sin especifi-
cae<100 ciones 104-10° ficaciones ficaciones | caciones
UFC/g (pf) NMP/g
Clostridium
perfringens
10%-103
NMP/g

Listeria mono-
cytogenes au-
senciaenlg

Salmonella, Salmonella, Salmonella, no | <3 NMP/4g | _ 1 NMP/4g
ausencia ausencia detectada en | (ps) (ps)
25 g (pf)

. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
Referencias. pf: peso fresco; ps: peso seco; a: Bernal et al., (2017); b: Mazzarino & Satti, (2012); c: los
compost clase B tienen restricciones de uso; d: SCYMA y SENASA (2019).




* Contenido de elementos potencialmente téxicos: Otro aspecto muy impor-
tante que define la calidad de un compost, es el contenido de metales pesados o tam-
bién denominados elementos potencialmente toxicos (EPT). Los residuos organicos
pueden ser una fuente de contaminacién puntual de metales pesados y otros elementos,

gque a bajas concentraciones generan toxicidad en organismos vivos.

La Tabla 19 detalla los valores limites de EPT presentes en compost para definir su
calidad en diversos paises.




Tabla 19. Concentraciones maximas de elementos potencialmente toxicos (EPT) establecidos para calidad de compost en diferentes paises
(mg/Kg peso seco).

EspafiaP Alemania® Dinamarca® ECN- UE' Canadéad EEUU" Argentinal
QAS®
Claset? Clase! Clase!
A B cs Ps En PT A B A B
As n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 13 75 n.d. 15 30
Cd 15 0,7 2 3 15 0,8 100 1,3 15 3 20 10-100 15 3
Co n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 34 150 n.d. n.d. n.d.
Cu 200 70 300 400 100 1000 n.d. 300 100 400 n.d. 450-3000 150 | 450
Cr 100 70 250 300 100 100 n.d. 60 200 210 nd. = 1000-2000 100 @ 270
Hg 1 0,4 15 2,5 1 0,8 n.d. 0,45 1 0,8 5 5-15 0,7 5
Mo n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5 20 n.d. n.d. n.d.
Ni 50 25 90 100 50 30 2500 40 50 62 180 50-500 30 120
Pb 200 45 150 200 150 1207 1000072 130 120 150 500 250-1500 100 150
Se n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2 14 n.d. n.d. n.d.
Zn 400 200 500 1000 400 4000 n.d. 600 600 700 @ 1850 @900-10000 300 @ 1100

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
Referencias. Ps: peso seco; PT: fosforo total; RU: Reino Unido; UE: Unién Europea. 1: Las letras A, B y C indican clase en funcién a la calidad, siendo A aquellos
gue no presentan restricciones de uso (mejor calidad) y B o C presentando mayores restricciones (menor calidad); 2: Para uso en jardines y parquizacion, la
concentracién de Pb en compost deberia ser menor a 60 mg/Kg ps y 5000 mg/Kg P total, debido al riesgo para nifios; 3: Compost de clase C pueden ser aplicados
en suelos agricolas hasta 5 Mg/ha. afio. Para EEUU, los valores representan rangos valores estandares establecidos en distintos estados; a: BSI (2011); b:
Ministerio de la Presidencia (2013); ¢: RAL- GZ 251, d: Danish Ministry of Environment (2006); e: European Compost Network (2014); f: Saveyn and Eder (2014);
g: CCME (2005); h: US EPA (1993); i: SCyMA y SENASA (2019).
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Este compendio de métodos analiticos es el resultado del consenso y
esfuerzo de especialistas pertenecientes a distintos laboratorios del INTA,
INTI, SENASA, Universidades y otros del sector privado. Todos han
colaborado en la aplicacion de métodos analiticos a través de cuatro
interlaboratorios, realizando valiosos aportes para la confeccién de este
material.

Los métodos descriptos pretenden resultar una propuesta practica,
comprensible y de facil aplicaciéon en cada laboratorio que desee realizar
un diagndstico de residuos agropecuarios e industriales. El analista podra
evaluar la calidad y determinar las caracteristicas fisico-quimicas de
residuos, compost y efluentes de su area productiva pertinente. Ademas,
en cada método, se podra apreciar nuestra impronta regional, a través de
algunas sugerencias y experiencias transmitidas a través de rutinas y
habitos de cada laboratorio que pueden ser Utiles para el analista.

Uno de los objetivos planteados a inicios del 2013 fue desarrollar
herramientas de diagnéstico y metodologias analiticas aplicables a la
caracterizaciéon de los residuos organicos soélidos y liquidos generados por
la actividad agropecuaria y agroindustrial. La implementacién de estos
métodos permitira valorar la aptitud en la reutilizacién agricola, evaluar
procesos de tratamiento de residuos y efluentes, y detectar contaminantes
que podrian resultar nocivos para el ambiente. Otro aporte, es la
descripcion de los resultados analiticos obtenidos durante cuatro anos
consecutivos de rondas de interlaboratorios y a partir de tres materiales:
cama de caballo, composty efluente porcino.

Finalmente, con este compendio de métodos analiticos pretendemos
generar un precedente que contribuya a estandarizar las metodologias de
analisis para futuros trabajos de tratamiento y valoracién de los residuos y
efluentes agropecuariosy agroindustriales.

Y

Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca

7‘“{5 Argentina
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