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1 Resumen

El aumento desmedido de la generacion de residuos es uno de los principales
problemas hoy en dia para la humanidad. En el caso de los residuos organicos,
el compostaje es la forma de manejo mas recomendada a nivel mundial. En la
ciudad de San Carlos de Bariloche se compostan lodos cloacales desde 1997,
cumpliendo con todas las normas recientemente promulgadas, sin embargo, un
aspecto no regulado es la presencia de semillas viables, que baja la calidad del
producto final. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del proceso de
compostaje de lodos cloacales sobre la viabilidad de las semillas de cinco
especies exoticas presentes en la region (Cytisus scoparius, Dipsacus sativus,
Pinus ponderosa, Lolium perenne y Solanum lycopersicum). También se estudio
el posible ingreso de semillas del ambiente circundante a las pilas durante todo
el proceso. El ensayo se realizé en la Planta de compostaje de lodos cloacales
de Bariloche. Se utilizaron 3 pilas de compostaje independientes, en las que se
colocaron semillas a tres profundidades: superficial (0,5 m respecto a la
superficie), medio (1 m respecto a la superficie) y profundo (1,4 m respecto a la
superficie), y dos periodos de incubacion (volteos 3 y 5), que conformaron los 6
tratamientos. Ademas, se midi6é la capacidad germinativa del posible banco de
semillas presente en el compost, en la etapa de maduracién y en la etapa de
tamizado. El proceso de compostaje de lodos cloacales redujo el porcentaje de
germinacion y el de viabilidad de todas las especies, ya que ninguna semilla
germiné luego del tratamiento exceptuando la especie C. scoparius. Por ultimo,
no se encontrd germinacion de semillas en las muestras tomadas de las pilas en
maduracién, sin embargo, si se encontr6 en las muestras tomadas con

posterioridad al traslado y tamizado final del compost maduro.

Palabras claves: biosélidos, etapa termofilica, analisis de tetrazolio.



2 Abstract

The excessive increase in the generation of waste is one of the main problems
for humanity today, and one of the most recommended forms to manage
adequately organic waste is composting. In the city of San Carlos de Bariloche,
the composting of sewage sludge with woodshavings and yard trimmings has
been carried out since 1997, complying with all recent regulations. However,
one aspect that is not regulated in national laws is the presence of viable seeds
that reduce the quality of the final product. The objective of this work was to
investigate the impact of the sewage sludge composting process on viability the
seeds of five exotic species present in the region (Pinus ponderosa, Cytisus
scoparius, Dipsacus sativus, Lolium perenne and Solanum lycopersicum). In
addition, the possible income of seeds from the environment into the windrows
throughout the composting process was investigated. The work was carried out
in the sewage sludge composting plant of Bariloche. Three independent
compost windrows were used, into which seeds were introduced at three
depths: shallow (0.5 m with respect to the surface), medium (1 m with respect to
the surface), and deep (1.4 m with respect to the surface), and two different
working times (turns 3 and 5) corresponding to the 6 treatments. The 5 seed
species used were subjected to a germination test and then to a viability test. In
addition, the germination capacity of the seed bank possibly present in the
compost was measured at the maturity and screening stages. It was found that
no seeds germinated after thermophilic stage and only two species had a
percentage of viability that was not zero. The sewage sludge composting
process reduced the germination percentage and viability of all species to zero
or values close to it, except for the species C. scoparius. Germination of seeds
was not detected in samples taken from the mature compost piles, but was

detected in samples taken after turning the mature compost and final screening.
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3 Introduccidon

3.1 Los residuos

3.1.1 Problematica de los residuos

El crecimiento industrial, el aumento en la poblacién, el consumo desmedido y la
indiferencia frente a los altos niveles de contaminacion de los actores
involucrados, son el principal origen de los problemas ambientales que
padecemos hoy en dia. A finales del siglo XX, la contaminacion llegé a niveles
sin precedentes, convirtiéndose en una preocupacion generalizada y en un tema
prioritario en la agenda de los actores politicos y sociales en el mundo. Sin
embargo, el panorama no ha cambiado mucho: en la actualidad una de las mas
grandes preocupaciones de la sociedad es el cuidado y restauracion de los
ecosistemas, con el fin de remediar los dafios que el ser humano ha causado
para evitar que se siga deteriorando el medio ambiente. Dentro de los problemas
ambientales, el aumento de forma exponencial en la generacion de residuos y
su mal manejo ocupan un lugar prioritario en los puntos a resolver. Definimos
residuos como aquellas materias derivadas de actividades de produccion y

consumo que no tienen valor econémico (Navarro et al., 1995).

Los residuos se pueden clasificar de muchas formas distintas, por ejemplo,
segun su origen. Asi, definimos los residuos soélidos urbanos (RSU) como
aguellos generados en domicilios particulares, comercios, oficinas o servicios, y
todos aquellos que por su naturaleza o composicién puedan asimilarse a los
producidos en los anteriores lugares o0 actividades antes mencionados (Tognetti,
2007). La incorrecta gestion de estos residuos trae como consecuencia sSitios
inadecuados de disposicion final, como por ejemplo los vertederos a cielo
abierto, bajas tasas de reciclaje, y las islas de plastico, entre otros (Hernandez y
Corredor, 2016). En Argentina, en el afio 2020, se produjeron en promedio por
cada habitante 1.15 kg de RSU por dia, segun cifras del Ministerio de Ambiente
y Desarrollo Sostenible (Céppola y Schamber, 2020). Gran parte de estos
residuos podrian ser aprovechados (recuperacion de metales, plasticos, vidrios,

y papel y cartén) o transformados en nuevos recursos.
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Figura 1: Promedio de la composicién de los residuos sélidos urbanos a nivel mundial
(Hernandez y Corredor, 2016).

La porcion mas representativa de los RSU, es la fraccidbn organica,
aproximadamente 43% de los RSU totales generados a nivel mundial (Figura 1,
Hernandez y Corredor, 2016). Esta fraccion organica, o FORSU, forma parte
junto con los lodos cloacales o biosoélidos (subproducto del tratamiento de las
aguas residuales) de los denominados residuos organicos urbanos, que
constituyen uno de los mas grandes problemas de la gestion de residuos en la

actualidad (Trasvifia et al, 2021).

La ciudad de San Carlos de Bariloche se encuentra transitando un fuerte proceso
de crecimiento en los ultimos 15-20 afios, esto se observa no solo en lo que
respecta al aumento poblacional, sino también en la extension de la
urbanizacién, la demanda de bienes y servicios, etc. Los indices de crecimiento
superan las medias nacionales y se encuentran entre los primeros puestos entre
otras localidades patagoénicas (Barrios Garcia Moar, 2019). Teniendo en cuenta
esto, es importarte que la infraestructura y la planificacion en el tratamiento de
residuos sean acordes a las demandas. En cuanto a los lodos cloacales,
Bariloche cuenta con una sola planta de tratamiento ubicada al este de la cuidad,
que trata los liquidos que provienen principalmente del casco urbano. La planta
Depuradora de Liquidos Cloacales opera desde 1996 a cargo de la Cooperativa
de Electricidad Bariloche (CEB) por concesion provincial, y utiliza el sistema

extendido de lodos activados. En la Planta se retienen los sélidos (inertes) y



arenas en primera instancia. Mediante la utilizacion de procesos biologicos
(bacterias aerdbicas) degradan la materia. Estos liquidos convergen en dos
sedimentadores donde se separa la fraccion liquida en la superficie y los barros
en el fondo. Por dltimo, se dan los procesos de remocion biolégica de nutrientes
en donde ocurre la desnitrificacion, proceso importante para evitar eutrofizacion
de los sistemas naturales. Finalmente, los liquidos son vertidos en el lago Nahuel
Huapi, quedando como subproducto los lodos cloacales (Funes y Ceriale, 2021,
Biagini, 2020).

Las exigencias en la depuracion de aguas cloacales crecen dia a dia, por lo que
resulta importante su correcto tratamiento y el uso beneficioso de los lodos
cloacales. En el afio 2012 la planta generaba aproximadamente 2500-3500 m?3
anuales de lodos cloacales (Mazzarino et al.,, (b) 2012). Actualmente, la
ampliacién de la planta finalizada en 2021, ha ampliado la capacidad de
tratamiento y produccion de lodos, alcanzando aproximadamente 5000-6000 m?
anuales (Satti, 2021).

3.1.2 El tratamiento de residuos organicos urbanos

El mal manejo de los residuos organicos urbanos provoca la contaminacion de
los suelos y de los sistemas acuiferos, la atraccion de vectores y la consiguiente
transmision de enfermedades, la combustiébn espontanea de basurales, y la
mayor generacion de gases de efecto invernadero (Mazzarino et al., (a) 2012).
Es por ello que resulta de suma importancia su correcto tratamiento,
aprovechamiento, y disposicion final, en el caso de que no puedan ser
aprovechados. Dentro de las alternativas de uso beneficioso para los residuos
organicos se encuentran la produccién de biogas a través de la digestion
anaerobia, la obtencién de biodiesel, el vermicompostaje, o el compostaje
tradicional (Arrigoni, 2016; Tognetti, 2007). A nivel mundial, el compostaje es la
forma de manejo mas recomendada para los residuos organicos, dado que es
una técnica simple y econémica (Arrigoni, 2016; Mazzarino et al., (b) 2012; Satti
et al., 2012).

En el pais son varias las provincias que han incorporado el compostaje con el fin

de reducir y valorizar los residuos organicos. Por ejemplo, en la Ciudad



Universitaria de Coérdoba, se reciclan los residuos organicos del mantenimiento
de areas verdes desde el afio 2012, y los de comedores desde el afio 2015
(Ringuelet et al., 2019). En la ciudad de Mar del Plata, se compostan los barros
junto con los industriales generando asi 20-25 toneladas diarias de barros
primarios que, son transportados a un vivero donde se estiban durante dos afios
0 se composta en hileras con volteos (Peralta et al., 2012). En Bariloche, los
lodos cloacales se compostan desde 1997 utilizando como material estructurante
viruta de madera y chip de poda (Mazzarino et al., (b) 2012) en la Planta de
Compostaje de Lodos Cloacales de la Ciudad de Bariloche perteneciente a la

Cooperativa de Electricidad Bariloche.

3.1.3 Ventajas del compostaje

El compostaje de residuos organicos, permite el reciclado, disminuye la
disposicion de ROU (Residuos Organicos Urbanos) en vertederos y genera un
recurso de valor agrondmico. El producto del proceso de compostaje, compost,
aporta al suelo la mayoria de los macro y micronutrientes necesarios para el
crecimiento vegetal. Su principal beneficio es el aporte de materia organica
altamente estabilizada, la cual mejora las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo. Por otro lado, mejora la aireacion, el drenaje, la capacidad
de retencion de agua, la agregacion, la capacidad de almacenar nutrientes de
los suelos y la actividad de los organismos del suelo (Tognetti, 2007). Ademas,
permite la lenta liberacion de nutrientes debido a que se encuentran en forma
organica disminuyendo asi la pérdida por lixiviacién. Es por esto que el compost
tiene valor como enmienda, ya que contribuye a recuperar la materia organica
del suelo; y también valor como fertilizante ya que aporta nutrientes en forma
dosificada (Sayara et al, 2020).

3.1.4 Usos del compost

Hace muchos afios, el compost se utilizaba principalmente con un fin
agronomico, sin embargo, en la actualidad son diversas las nuevas alternativas
gue hay para su uso. Por ejemplo, el compost es efectivo para el control de

ciertos fitopatdgenos, y se ha reportado que su uso es tan efectivo incluso como



algunos fungicidas (Rojas et al., 2015; Gea y Navarro, 2009). Por otro lado, se
utiliza con éxito para la biorremediacion de suelos contaminados, permitiendo la
disminucién de contaminantes organicos (PAH, PCBs, PC DD/F y algunos
pesticidas) y la reduccion en la biodisponibilidad de metales pesados (Branziniy
Zubillaga, (b) 2012; Zubillaga et al., 2012). También se utiliza como biofiltro,
coberturas para control de erosion del suelo, tratamiento de aguas pluviales y
control de malezas (Branzini y Zubillaga, (a) 2012; Laos et al., (b) 2012;
Zubillaga, 2012.). Por ultimo, algunos estudios muestran la utilidad del compost,
en particular del de lodos cloacales, en restauracion de diferentes ecosistemas
alterados por disturbios antrépicos (Kowaljow y Mazzarino, 2012). Tal es el caso
de los bosques nativos quemados, donde el suelo desnudo y sin estructura
vuelve muy dificil o lenta su propia recuperacion (Varela et al., 2006). Otro
ejemplo de restauracién son los suelos pampeanos donde la produccién
ganadera intensiva provoca contaminacion de suelo y agua (Zubillaga, 2012).
Debe destacar que, en todos los casos, se ha observado que el compost de lodos
cloacales, ademas de estructura y caracteristicas fisicas favorables, aporta gran
cantidad de nutrientes al suelo siendo bueno incluso como sustrato para la
produccion de plantines. Hay que tener en cuenta que su alto contenido de
nutrientes puede producir toxicidad, por lo que resulta importante utilizarlo en
porcentajes menores a 50% (Valdecantos et al., 2017; Barbaro y Karlanian,
2012; Varela et al., 2011; Basil et al., 2009; Varela et al., 2006).

A pesar de estos beneficios estudiados en numerosos trabajos, en nuestro pais
el compost de lodos cloacales tiene limitados sus usos debido a la
reglamentacion vigente (Resolucion 410/2018). Entre los posibles usos de este
compost se encuentran: forestacion, floricultura, recuperacion de sitios
degradados, restauracion de paisajes, elaboracion de abonos o enmiendas,
rellenos sanitarios, paisajismo y tratamiento biolégico del suelo, mientras que

actualmente no esta permitido su uso en agricultura.

3.2 El proceso de compostaje

El compostaje es un proceso biooxidativo controlado que involucra un sustrato

organico heterogéneo y que finaliza en un producto maduro, estable e inocuo de
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valor agricola. Si bien la definicion de compostaje varia segun el autor (Mercadal
et al.,, 2021; Ringuelet et al., 2019; Lavado., 2012; Laos et al., 2000), hay
consenso generalizado de restringir el uso del término para la descomposicion
biolégica, controlada y aerdbica de un sustrato organico. Al ser un proceso
controlado, se lo diferencia del proceso de descomposicion responsable de la
recirculacion de nutrientes en la naturaleza, y se lo entiende como un sistema de
tratamiento de sub productos organicos. Es decir, es un proceso intencional,

dirigido y que no ocurre por si mismo en la naturaleza (Tognetti, 2007).

El proceso de compostaje involucra varias fases que dependen de las
caracteristicas del sustrato y la composicion de la flora microbiana, la cual
evoluciona a lo largo del proceso. A lo largo del tiempo se reconocen en el

proceso de compostaje cuatro etapas principales (Figura 2):

e Primera etapa, mesdfila: se caracteriza por la oxidacion de compuestos
carbonados, azlcares y proteinas, mediante la accion de microflora
mesofila (hongos y bacterias), y por la oxidacion de compuestos reducidos
de azufre. Debido a la actividad metabdlica y la falta de disipacion de
calor, se incrementa paulatinamente la temperatura desde la temperatura
ambiente a 45°C (Figura 2). La duracién de esta etapa depende de
numerosos factores, entre ellos la temperatura y la humedad del
ambiente. En particular, en el caso del compostaje de los lodos cloacales,
debido al alto contenido de agua de este material, a pesar del uso de
estructurantes la humedad inicial de la pila suele ser elevada y en muchos
casos es necesario reducirla por medio de volteos (Laos et al., 2000).

o FEtapa termdfila: se caracteriza por su elevada temperatura (45-75°C)
(Figura 2). La microflora mesofila es sustituida por la terméfila, la cual
descompone compuestos carbonados facilmente degradables. Por otro
lado, dada las altas temperaturas se eliminan los patégenos mesdfilos,
hongos, esporas, semillas, larvas de insectos y la mayoria de los
compuestos u organismos indeseables. También se reduce la viabilidad
de las semillas de malezas. A medida que se van agotando los
compuestos facilmente degradables, aumenta la proporcion de COz y se
produce un descenso de la temperatura de la pila y una disminucion de la

flora termofila. Esta etapa, en la que se alcanzan altas temperaturas, es
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de vital importancia en el caso del compostaje de lodos cloacales debido
a la considerable carga de patdégenos del material original.

Segunda etapa mesodfila: comienza con el descenso de la temperatura por
debajo de 40°C (Figura 2). En esta etapa, la microflora mesdfila recoloniza
el material y metaboliza materiales mas resistentes a la descomposicion,
tales como restos de celulosa y lignina. Cuando termina esta etapa el
compost se encuentra estable; esto se relaciona con la disminucion de
carbono facilmente degradable y la disminucién de la actividad microbiana
(a mayor estabilidad, menor disponibilidad de C facilmente degradable y
menor actividad microbiana). Como indicadores de estabilidad se utilizan,
por ejemplo, el registro de la temperatura durante el proceso, el consumo
de Oz, la produccion de CO:2 y la concentracion de carbono soluble en
agua (CSA) (Tognetti, 2007).

Etapa de maduracion: la temperatura desciende hasta ser similar a la
temperatura ambiente. El inicio de la etapa de maduracion no esta bien
definido como se muestra en la Figura 2 y su duracién es muy variable.
Comienzan a producirse reacciones secundarias de condensacion y
polimerizacién que llevan a la formacion de compuestos del tipo de las
sustancias humicas, y se degradan compuestos fitotoxicos. Al final de
esta etapa, el material se encuentra estable biolégicamente y maduro
(libre de sustancias fitotoxicas que pueden afectar el crecimiento vegetal),
y se da por culminado el proceso. Los indicadores de madurez mas
utilizados son concentracion de amonio, relacion amonio/nitratos, indice

de germinacion y test rapidos de crecimiento vegetal.
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Figura 2: Fases del compostaje considerando la evolucién de temperatura (rojo), la
actividad microbiana y tasa de descomposicion de la materia organica (verde) y la
aptitud para su uso (azul) Fuente: Tognetti, 2007.

Las dos primeras etapas del compostaje deberian llevarse a cabo sobre plateas
gue permitan la recoleccion del material que lixivia de las pilas, ya que hasta que
no se completa la reduccion de patégenos el liquido que se elimina es
potencialmente contaminante. La tercera y cuarta etapa, en cambio, pueden
realizarse en sectores menos controlados, ya que los materiales se encuentran
higienizados y, si bien lixivian nutrientes que en caso de llegar a cuerpos de agua
pequefios podrian causar eutrofizacion, no representan riesgo para la salud

humana o animal.

3.3 Control del proceso de compostaje

Para asegurar que la inocuidad de un compost es necesario controlar su
estabilidad, madurez, y contenido de patdgenos, elementos traza, inertes y
semillas viables (Laos et al., (a) 2012). En el caso del compostaje de lodos
cloacales, se utiliza la “Norma técnica de manejo sustentable de barros y
biosdlidos generados en plantas depuradoras de efluentes liquidos cloacales y

mixtos cloacales-industriales” (Resolucion 410/2018), en la que se establecen
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ciertas medidas y restricciones que se deben cumplir para el uso del producto

final.

La norma establece que se debe llevar un registro de las temperaturas
alcanzadas por las pilas de compostaje. Para clasificar a los compost como
Clase A, se deben alcanzar temperaturas = 55 °C durante 15 dias con al menos
5 volteos, o temperaturas = 55 °C durante 3 dias consecutivos 0 mas. Cuando
las temperaturas alcanzadas son menores a 55 °C, pero mayores a 40 °C
durante 5 dias, el producto es considerado Clase B, y cuando no se alcanza
ninguna de estas condiciones el material podra ser tratado nuevamente hasta
alcanzar los pardmetros requeridos para su uso, o bien disponerse o eliminarse
conforme indica la norma. Ademas de la temperatura, se exige la determinacion

de patégenos (coliformes fecales y Salmonella), (Resolucion 410/2018).

Por otro lado, antes de iniciar el tratamiento de los lodos cloacales, se deben
determinar los niveles de los elementos potencialmente toxicos (EPT), que
refiere a los elementos, esenciales o no esenciales, que pueden generar
sintomas de toxicidad e inhibicion del crecimiento en las plantas a bajas
concentraciones. Los EPT en los lodos cloacales se comparan con los valores
limites establecidos por el Ministerio de ambiente y desarrollo sustentable de la
Republica Argentina. Entre los EPT reglamentados se encuentran: Zinc (Zn),
Cobre (Cu), Cadmio (Cd), Niquel (Ni), Cromo (Cr), Mercurio (Hg), Plomo (Pb) y
Arsénico (Ar). En la Resolucién se establecen ademas los valores de carga

maxima en los suelos donde se apliquen estos compost (Resolucion 410/2018).

3.3.1 Semillas Viables en el Compost

En nuestro pais, la cantidad de semillas viables presentes en el compost para
comercializacion no esta regulada, pero algunos paises ya han establecido
reglamentaciones al respecto. La cantidad de semillas aceptada varia entre los
distintos paises: ninguna en Australia, 5 semillas por litro en Inglaterra, 1 semilla
cada 2 litros en Alemania, 2 semillas por litro en Holanda y Chile y < 5 semillas
por litro en EEUU (Kowaljow y Varela, 2012). Dado que uno de los usos del
compost de lodos cloacales es la restauracién de ecosistemas, la presencia de

semillas de especie exdticas en el compost puede ocasionar dafios ambientales
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y econdmicos al dispersar especies potencialmente invasoras. A escala global
las invasiones biolégicas son consideradas no sélo una de las mas significativas
y extendidas amenazas para la conservacion de la biodiversidad, sino también
la segunda causa mas importante de extincion de especies nativas (Fernandez
et al., 2007). Se considera maleza invasora a aquellas plantas introducidas que
generalmente producen alteraciones significativas en los ecosistemas, afectando
de manera perjudicial la supervivencia de especies nativas y la integridad o
sustentabilidad de las comunidades naturales de los mismos (Fernandez et al.,
2007). Sin embargo, algunos investigadores y emprendedores privados sefalan
que, la aplicacion de compost conteniendo semillas de especies de rapida
germinacion y crecimiento podria llegar a dar ventaja respecto a la aplicacién de
compost exentos de semillas en sitios muy degradados que necesitan recuperar

rapidamente su cobertura vegetal (Kowaljow y Varela, 2012).

3.4 Contaminacion del compost con semillas y sus

caracteristicas fisiologicas

Durante el proceso de compostaje el aumento de temperatura ocasiona la
pérdida de viabilidad de semillas presentes en el material original. Sin embargo,
pese a que algunos autores observan reduccién total de la viabilidad de las
semillas al finalizar la cuarta semana de la etapa termofilica (Grundy et al., 1998;
Tompkins et al., 1998), otros estudios indican que el compostaje sélo reduce
parcialmente el nimero de semillas viables y que es especie dependiente
(Larney y Blackshaw, 2003; Eghball y Lesoing, 2000). Se cree que su resistencia
puede estar relacionada a la presencia de puntos frios y a la variabilidad en la
humedad de la pila de compostaje. También hay que tener en cuenta las
diferencias entre las semillas de diferentes especies, dado que algunas tienen
mas capacidad de resistir que otras. Por ejemplo, Abutilon theophrasti mantuvo
su viabilidad después del primer volteo y en algunos casos después del segundo,
durante el compostaje de estiércol de vacas (Eghball y Lesoing, 2000). Otro
estudio muestra como la especie Solanum. nigrum mantiene una viabilidad del
30% a 35°C y a 45°C (Grundy et al., 1998). Por otro lado, méas alla de las

caracteristicas de las semillas, que son importantes, si la etapa de maduracion

15



se realiza al aire libre, podria existir contaminacion con semillas de la zona, que

al no estar expuestas a la etapa termofilica no perderian viabilidad.

3.4.1 Caracteristicas de las semillas

Las semillas se caracterizan por contar con tres estructuras: embrion, reserva de
energia (glacidos, proteinas, lipidos) y cubierta seminal (que deriva de los
tegumentos del 6vulo). Estas tres caracteristicas varian en las diferentes
especies otorgandole diferentes particularidades a la hora de germinar (Courtis
A.C, 2013).

La germinacion comienza cuando la semilla seca se hidrata y por ende reanuda
su crecimiento, y termina cuando una parte de ésta (eje embrionario en
dicotiledoneas o radicula en monocotiledéneas y gimnospermas) atraviesa las
estructuras envolventes que la rodean (emergencia) (Matilla J.A, 2007). Existen
dos factores que afectan la germinacion: factores externos y factores internos.
Entre los factores externos se encuentran: la disponibilidad de agua en el suelo
(relacidn entre (Wa) suelo y (Wa) semilla), composicion de gases (relacion Oz y
COy2), temperatura y luz entre otros (Courtis A.C, 2013). Entre los internos que
regulan la germinacién son importantes el estado fisiolégico del embridn
(embriones inmaduros), la viabilidad de las semillas (la cual se modifica con el
tiempo) y la presencia de mecanismos de latencia de distintos tipos. La latencia,
esta definida como la incapacidad de una semilla intacta y viable, de germinar
bajo condiciones de temperatura, humedad y concentracion de gases que serian
adecuadas para la germinacion (Varela y Arana, 2011).

Para que se produzca la germinacién de una semilla, deben cumplirse tres
condiciones, el embridn tiene que ser viable, los factores externos ser favorables
y no deben presentarse factores internos que impidan la germinacion. La
germinacion comprende cuatro etapas principales, imbibicion de agua, sintesis
y activacion de los sistemas enzimaticos, degradacion de las sustancias de
reserva, y elongacion de las células del embrion y emergencia de la radicula
(Courtis A.C, 2013).

El proceso de germinacion comienza con la entrada de agua del exterior a la

semilla. El ingreso de agua en una semilla cuenta con tres fases o etapas: la fase
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rapida inicial, la fase Il meseta y la fase lll rapida, donde se da la elongacion del

embrion o de la radicula (Figura 3).

Fase (I)

Imbibicién de agua: periodo durante el cual la semilla absorbe agua y se
hincha. El agua penetra en su interior y al llegar al embrion, se activa y
comienzan los procesos que terminaran en el desarrollo de la planta. Esta
etapa se encuentra afectadas por diversos factores como son:
permeabilidad de la cubierta seminal, temperatura ambiental, area de la
semilla en contacto con agua, la respiracion de la semilla durante la

Germinacion, composicion quimica de la semilla, madurez y edad.

Fase (Il)

Sintesis y activacion de los sistemas enzimaticos:

Periodo en el cual se da la reactivacidon de las enzimas, que permanecian
inactivadas por la extrema desecacion y se produce la sintesis de otras
inexistentes.

Degradacion de las sustancias de reserva:

Se degradan las reservas de la semilla y se ponen a disposicion del
embridn, ademas se utiliza también la energia generada por los procesos

de fermentacion y respiracion.

Fase (I11)

Elongacién de las células del embrién y emergencia de la radicula:

En esta ultima fase de la germinacion, paralelamente al incremento de la
actividad metabdlica e ingreso de agua, se produce el crecimiento y
emergencia de la radicula a través de las cubiertas seminales (Courtis
A.C, 2013).
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ABSORCION DE AGUA =———>

PERIODO DE IMBIBICION ———>

Figura 3: Curva de absorcion de agua en semillas. Las lineas verticales representan la

duracion aproximada de cada fase de hidratacion (Courtis A.C, 2013).

3.4.2 Presencia de semillas en la planta de compostaje de San Carlos de
Bariloche

Se ha reportado que los compost de lodos cloacales de la ciudad de Bariloche,
presentan semillas viables de especies nativas, tales como Plagiobothry
verrucosus y Stipa sp (Kowaljow y Varela, 2012). Por otro lado, también se
encontraron especies exoticas en el producto final, que podrian implicar un
riesgo al favorecer su posible dispersién teniendo en cuenta que algunas de
ellas, por ejemplo, Chenopodium album y Verbascum thapsus son especies
invasoras (Kowaljow y Varela, 2012). Si bien se han encontrado semillas en los
compost maduros, no se sabe como ingresan al producto final del compost ni en
gué parte del proceso. Identificar esto permitiria ajustar o modificar las préacticas
de manejo durante el proceso de compostaje para evitar asi la presencia de

semillas en el producto final.

3.5 Objetivos
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del proceso de compostaje de

lodos cloacales sobre las semillas de cinco especies exoticas presentes en la
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region. También se estudid el posible ingreso de semillas del ambiente
circundante (contaminacion) a las pilas de compostaje tanto en la etapa de

maduracion como en la etapa final de tamizado.

3.5.1 Objetivos especificos

3.5.1.1 Evaluar la efectividad del proceso de compostaje en uno de los dos
sistemas aceptados por la normativa Argentina para el compostaje de lodos
cloacales para inactivar las semillas de las especies exoticas.

3.5.1.2 Identificar un posible efecto de contaminacion de semillas del ambiente
circundante en la etapa de maduracion o en las etapas finales del procesamiento
del compost (traslado, tamizado y almacenamiento final).

4 Materiales y Métodos

4.1 Sitio de estudio: Planta de compostaje de lodos cloacales.

En la ciudad de Bariloche funciona desde el afio 1997 la planta de compostaje
de lodos cloacales producidos en la planta depuradora de aguas residuales de
la ciudad. Los lodos cloacales que llegan a la planta de compostaje estan
compuestos solo por un 12-15 % de soélidos ya que son mayoritariamente agua.
La Planta de Compostaje de Bariloche, primera del pais en cumplir con normas
internacionales para compost de lodos cloacales; permite, no solo tratar un
residuo de gran volumen y con alta cantidad de patdgenos, sino también la
valorizacion de este sub-producto. Las principales limitaciones en cuanto a su
funcionamiento son el costo de transporte de los lodos cloacales (se encuentra
a 12 km de la planta de tratamiento de liquidos cloacales), la disponibilidad de

agentes estructurantes en invierno y los robos (Mazzarino et al., (b) 2012).

La planta recibe aproximadamente 5000-6000 m? de lodos cloacales al afio, con
los cuales se arman hileras o pilas (10-15 m largo, 3-4 m ancho y 1.6 m altura)
mezclando los lodos con viruta y chip de poda (poda picada en chipeadora a
tamafio de aproximadamente 5-10 cm). En particular, para este estudio se
armaron pilas de compostaje con la siguiente proporcion (V/V): 1 de lodos

cloacales, 1 de chip de poda y 0.6 de viruta. Se utilizo el sistema de pilas con
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volteos, que implica que las pilas deben mantener temperaturas superiores a 55
°C durante 15 dias, con al menos 5 volteos durante ese periodo. Para ello, las
temperaturas de cada pila fueron medidas dos veces por semana en 6 puntos
alrededor de cada pila y a dos niveles de profundidad en cada punto (20 y 60
cm), con termometros con lanzas de 100 cm de largo. Las pilas debian mantener
o superar durante al menos 3 dias una temperatura promedio de 55°C, para que
se realizaran los volteos correspondientes a la etapa termofilica. Previamente a
que las pilas llegaran a temperatura termofilica, se debieron realizar entre 2y 4
volteos para reducir la humedad; estos volteos se denominan volteos por secado.
Una vez que las pilas alcanzaron las temperaturas de 55°C, se realizaron 5
volteos por temperatura, que tienen el objetivo de mezclar (eliminando los puntos

frios) y oxigenar permitiendo que todo el material alcance la temperatura

termofilica (Mazzarino et al., (a) 2012).

Figura 4: Imagenes de las pilas en etapa termofilica en la planta de tratamiento de San
Carlos de Bariloche. a) volteo, b) pilas en etapa termofilica, c) termémetro midiendo en

profundidad en una de las tres pilas del ensayo.

Una vez que las pilas terminan la etapa de higienizacion del material, comienza
la etapa de maduracién donde se arman grandes pilas que permanecen estaticas
por aproximadamente dos afios. Finalmente, se retira la capa superior para
eliminar las plantas y semillas presentes para luego ser trasladadas a otro sitio

donde se tamiza y el compost queda listo para su uso.
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4.2 Disefio Experimental

Los experimentos comenzaron en los primeros dias del mes de marzo de 2022,
para ello se armaron tres pilas independientes (A, B y C, denominadas 1128,
1129 y 1130 segun la numeracion utilizada en la Planta de Compostaje) con las
proporciones mencionadas anteriormente. En cada pila se colocaron bolsitas
hechas con tela Wall blanca y cosidas con hilo sintético en dos de sus lados; el
altimo lado se abrocho luego de colocar las semillas en su interior. En cada bolsa
se colocaron aproximadamente 40 semillas, con excepcion de una de las
especies (Pinus ponderosa) ya que, debido a su gran tamafio se colocaron solo
25 semillas por bolsa. La cantidad de semillas fue estimada en funcion del peso
para todas las especies, excepto para la especie de semillas grandes que se
contaron. Para ello se pesaron en balanza de precision 10 semillas de cada

especie; luego se utilizd este dato para estimar 40 semillas por especie.

Las bolsitas con semillas, fueron puestas en tres profundidades: superficial (0.5
m respecto a la superficie), medio (1 m respecto a la superficie) y profundo (1.4
m respecto a la superficie). Para introducir las bolsas en las pilas se utiliz6 una
varilla con un gancho en el extremo que permitié ingresar y colocar las bolsas a
las distintas profundidades. Cada grupo de bolsas, estaba atada a una varilla de
hierro pintada para facilitar su cosecha. Las bolsitas se retiraron de las pilas
antes de cada volteo para evitar posibles dafos, y luego se volvieron a colocar
en lugares similares. A lo largo del proceso de compostaje se realizaron 5
volteos, las bolsitas de semillas se cosecharon luego del tercer y quinto volteo
(en adelante volteo 3 y 5) con el fin de evaluar viabilidad y la capacidad
germinativa de las semillas en distintos momentos del proceso. Los tratamientos
quedaron definidos por la combinacion de los factores: Volteos (3 y 5) y
Profundidad (0.5, 1 y 1.4 m), estableciéndose 6 tratamientos con tres réplicas

cada uno (n=3).

Para el ensayo se utilizaron semillas de 5 plantas exéticas invasoras, algunas de
ellas domesticadas. Las especies utilizadas fueron: retama (Cytisus scoparius),

cardo (Dipsacus sativus), una especie pino (Pinus ponderosa), pasto ryegrass

(Lolium perenne) y tomate (Solanum lycopersicum). Por cada especie se
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realizaron 36 bolsitas de semillas (3 niveles de profundidad x 2 extracciones
(volteo 3y 5) x 2 sectores dentro de la pila x 3 pilas independientes), totalizando
180 bolsitas.

4.2.1 Especies a utilizar en el ensayo y su importancia ecoldgica.

Dentro de las especies a utilizar en el ensayo, tres de ellas, Pinus ponderosa,
Cytisus scoparius (L.) y Dipsacus sativus son especies consideradas exoticas
invasoras. Estas especies se encuentran presentes en las zonas aledafas a la
planta de tratamiento y/o podrian estar presentes en el chip de poda, debido a
gue los mismo provienen de podas realizadas en la Cuidad de San Carlos de
Bariloche. Debido al gran dafio que producen como especies exaticas invasoras
y a sus probabilidades de ingresar al proceso de compostaje, resulta de suma
importancia no contribuir con su dispersion por medio de sus semillas. Algunas
especies del genero Pinus, como P. ponderosa, se caracterizan por la
particularidad de que sus semillas tienen alta tolerancia al fuego (Fernandez et
al., 2007), en particular algunos trabajos realizados sobre este género mostraron
que las semillas pueden conservar su viabilidad hasta cerca de 100 C° (Carranza
et al., 2015). Por ultimo, Lolium perenne y Solanum lycopersicum son especies
exoticas de buena utilidad para bioensayos, debido a que son faciles de usar, y

de crecimiento y germinacion relativamente rapida (Madaschi, 2018).

4.3 Medicion del porcentaje de germinacion y viabilidad.

4.3.1 Porcentaje de germinacién

Las semillas fueron retiradas de las bolsas y puestas en cajas de Petri con papel
de filtro humedecido con agua destilada (Kowaljow y Varela, 2012). Luego se
incubaron en una camara que mantiene la temperatura a 25°C las 24 h del dia'y
se encuentra en oscuridad. Las cajas de Petri se sellaron con film para evitar la
desecacion de las muestras. Las muestras se incubaron por 7 dias y una vez
finalizado este periodo se realiz6 el conteo de las semillas germinadas sobre
cajas de petri. Si bien la cantidad de dias de incubacion es variable para cada
especie, y puede llegar hasta 28 dias, para este estudio se incubaron 7 dias y
se realizo el test de viabilidad (ver 4.3.2) a las que no germinaron (ISTA, 2016).
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Ademas, se realizd un control por especie para cada grupo de muestras que
ingreso a la camara de incubacién. Para los controles se incubaron semillas de

los lotes utilizados para el ensayo en las pilas de compostaje.
El porcentaje de germinacion (PG) se calcul6 como:

n® de semillas germinadas

PG = x100

n° de semillas viables

4.3.2 Prueba de tetrazolio para viabilidad

A las semillas que no germinaron se les aplicé el test de viabilidad de tetrazolio
(cloruro de 2, 3, 5, -trifenil-tetrazolio, en adelante TZ) (Grabe, 1970). Este test
esta basado en la actividad de enzimas llamadas deshidrogenasas, las cuéles
participan en las reacciones de respiracion que se producen en la mitocondria
de las células vivas. Estas enzimas se encuentran en los tejidos vivos de las
semillas que, al ser hidratadas, incrementan actividad de las deshidrogenasas,
resultando en la liberacion de protones. De esta manera se reduce la solucion
pasando de incolora (2, 3, 5-trifenil cloruro de tetrazolio) a un color rojo/rosa
llamado formazan (Gallo et al., 2016; Ruiz M, 2009). Este test se utiliza cuando
no se conocen las condiciones éptimas de germinacioén, debido a que no todas
las semillas germinan con las mismas condiciones de humedad, temperatura,
etc. También es de utilidad en semillas que presentan dormancia 0 no se conoce

su tiempo de germinacion.

El test consiste en colocar las semillas en cajas de Petri sobre papel filtro durante
al menos 24 h para hidratarlas. Luego se agreg6 una solucion al 1% de TZ y se
incuban a 20°C por 24 h (Ruiz M, 2009). Si bien el test de tetrazolio es muy
especifico para cada especie, tanto en el preparado de la solucion como en su
interpretacion, en este trabajo se utilizd la concentracion mas comunmente
utilizada (ISTA, 2016).

En este trabajo, las semillas fueron incubadas previamente por 7 dias en camara
para determinar el porcentaje de germinacion, por lo que directamente se las
retird de las cajas de Petri y se las introdujo en tubos eppendorf con la solucién

de TZ. Antes de colocar las semillas dentro de los tubos eppendorf, con un bisturi
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y con ayuda de la lupa, se removi6 el tegumento de cada semilla para facilitar el

contacto del TZ con el embrién.

Por ultimo, las semillas tratadas con TZ se observaron bajo lupa, y se cuantificd
y analizé la tincion de las mismas. Si bien el procedimiento de tinciébn TZ es
relativamente sencillo de realizar, las semillas tefiidas requieren de experiencia
para una adecuada interpretacion. Los analistas de semillas consideran varios

factores cuando se evalla la prueba TZ (Vankus, 1997):

1. Intensidad de la tincion

2. Turgencia de los tejidos

3. Presencia y condicion de los componentes
4. Cantidad de area que es tefiida

5. Patron de tincion

En funcién de los tres factores medidos (Intensidad de la tincidn, turgencia de los
tejidos y, presencia y condicién de los componentes), las semillas se clasificaron
en viables o inviables. Para eso, se tomo a cada factor como excluyente, es decir
gue es necesario que todos los criterios sean positivos para clasificar a la semilla

como viable (Tabla 1).

Tabla 1: Parametros de la intensidad de tincidn y de la turgencia y estructura interna de

las semillas, en relacion con la viabilidad de cada semilla

Parametros Tincién (-) Tincion (+)

Turgenciay Inviable viable
estructura Int. (+)

Turgenciay Inviable Inviable
estructura Int. (-)

En el caso de la intensidad de tincion, para que se considere que una semilla
cumple este criterio, la intensidad de tincion tiene que ser similar o igual al control
de cada especie en las condiciones del ensayo (Moore, 1996). Los embriones
gue presentaron un color rojo intenso y similar al control se consideraron viables
y se excluyé a los que tenian un color ligeramente palido o no tenian color, que

se consideraron no viables o muertos (Alvarez et al., 2020). Para eso, la
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intensidad de tincidén tuvo que superar un valor de 6 en una escala del 1 a 10,
siendo 10 la intensidad méaxima de las semillas control de cada especie en las
condiciones del ensayo (Moore, 1996). También, se tuvo en cuenta que puede
haber diferentes coloraciones asociadas a otras situaciones, por ejemplo: la
tincion de color rojo oscuro o palido, se asocia con tejidos flacidos, y la tincion de
color rojo puarpura se asociada con tejidos con liquidos acumulados que
representan tejidos debilitados (Figura 5).

¥
)

Figura 5: Imagen superior, de derecha a izquierda, buena semilla, embrién saludable,
embrién dafiado y embrién muerto (A=Abies procera) (Landis et al., 1998). Imagen
inferior, de izquierda a derecha, Vista interna de semilla vigorosa de color blanco
brillante rodeado de un area rosa, vista externa de semilla vigorosa de color rosa y vista
externa de semilla con tejido deteriorado color rojo (a) y tejido muerto de color blanco
mate (b). Fuente: Gallo et al., 2016.

En cuanto a los otros 2 factores considerados en este estudio, turgencia de los
tejidos, y presencia y condicion de los componentes, se considero a las semillas
con tejidos muy deteriorados, sin turgencia o incluso en donde se perdid la

estructura del embrién, como inviables.

Finalmente se calculd el % de viabilidad como:
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R n° de semillas viables
%viabilidad = - x100
n° de semillas totales

n° de semillas viables= tincién (+), turgencia y estructura (+).

n° de semillas totales= numero de semillas expuestas al TZ.

4. 4 Presencia de banco de semillas.

4.4.1 Compost en maduracion

Para evaluar posibles efectos de contaminacion durante la etapa de maduracion,
se tomaron muestras de pilas de compost con distintos tiempos de maduracién
y se estimoO el banco de semillas de dichos compost. Se muestrearon pilas
estibadas en las instalaciones de la planta de compostaje desde el afio 2021,
2020y 2018 (no tamizadas). Es de destacar que la pila 2018, habia finalizado su
etapa de maduracion y estaba siendo trasladada al lugar de tamizado para poder

ser utilizada.

Para el ensayo se tomaron tres muestras aleatorias de cada pila, para ello se
recorrié las pilas buscando puntos alejados y a diferentes profundidades dentro
de las mismas. Cada muestra fue tamizada para eliminar las particulas de gran

tamafio, y se calculd el porcentaje de humedad y la densidad aparente.

Para evaluar la germinacion del banco de semillas se armaron bandejas
(bandejas plasticas de 10 x 15 cm) con 100 g (peso seco) de compost y se
completd con agua en los casos que fuera necesario para alcanzar una humedad
estimada del 55% (Kowaljow y Varela, 2012). En total se armaron 27 bandejas
(3 pilas x 3 muestras x 3 bandejas) y ademas se armo una bandeja por cada pila
con agregado de semillas a modo de control positivo. Para este control se
utilizaron las tres especies de semillas que germinaron en el estudio de
germinacion realizado previamente. Las bandejas se incubaron en condiciones
semicontroladas: periodo de luz 16 horas diarias, temperatura de 10°C por la
noche a 20°C durante el dia, y re humedecimiento segun fuera necesario. Las
bandejas se dejaron tres semanas en incubacion, periodo durante el cual
cuantifico la cantidad de plantulas emergidas. Los datos se expresaron como el

namero de semillas viables por litro de compost.
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Para calcular el porcentaje de humedad de cada pila de compost, se tomo6 una
muestra que se pesé en humedo y luego fue llevada a estufa a (70 °C) por 48 h.
El porcentaje se calcul6 como:

Peso compost humedo (g)—Peso compost seco (g)

%H = x 100

Peso compost humedo (g)

Por ultimo, se calculo la densidad aparente para cada pila, para ello se tomo una
muestra de 100 cm2 de compost seco y tamizado, y se registré su peso (Rojas,
2013).

Peso compost seco (g)

Dap =
P Volumen (cm3)

4.4.2 Compost maduro tamizado

Para evaluar posibles efectos de contaminacion durante la etapa final de
tamizado, se tomaron muestras del compost maduro tamizado y se estimo el
banco de semillas presente. EI compost se carga con pala mecénica al camion
que lo traslada al sitio de tamizado, alli se tamiza por una malla de 5 mm

reduciendo su volumen a la mitad.

Para el ensayo se armaron 12 bandejas con compost maduro tamizado, a dos
de ellas se les agreg6 semillas de las especies utilizadas anteriormente con buen
poder germinativo, como control positivo de germinacion. Se utilizé la misma

metodologia anteriormente descrita.

4.5 Andlisis estadistico

Para comparar la cantidad de semillas de distintas especies que permanecieron
en las bolsas se realiz6 un ANOVA de un factor junto con el test Tukey de
comparaciones multiples. Se realizaron ANOVAS para comparar el porcentaje
de germinacion, la intensidad de tincion y el porcentaje de viabilidad entre
tratamientos. Ademas, se hicieron ANOVAS de dos factores para corroborar la
interaccién entre ambos factores (las diferentes profundidades y tiempos de
incubacion: volteos 3 y 5), para las especies que hayan tenido valores positivos

en la variable a medir (% germinacion, % viabilidad e intensidad de tincion).
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Previamente a la utilizacion de test paramétricos se corroboré si los datos
cumplian con la normalidad y la homogeneidad de varianza, mediante un
Shapiro-Wilk normality test y un Breusch-Pagan test. En el caso en que no
cumplieran los supuestos, se utilizd un test no paramétrico (Kruskal-Wallis rank

sum test).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa R 3.6.0 con el

paquete Rcmdr 2.5-3.

5 Resultados

5.1 Temperatura de las pilas a lo largo del proceso.

En general, las pilas tardaron 20 dias para llegar a la temperatura requerida para
la etapa termofilica, y fueron necesarios entre 2 y 4 volteos previos por secado,
segun la pila considerada. Para todas las pilas se observé una tendencia al
aumento de la temperatura media a lo largo del tiempo, esto se evidencio en
ambas profundidades de medicién. El aumento de la temperatura media en
funcion del tiempo, fue muy similar para todas las pilas a 60 cm de la superficie
(Figura 6. a), mientras que presenté mayor variacion en los datos tomados a 20
cm de la superficie (Figura 6. b). Se observaron casos particulares como en la
pila B, donde se presentd una disminucion importante en la pendiente de acenso
de temperatura media entre el segundo y tercer volteo por secado (Figura 6. b).
En el caso de los volteos 3 y 5, en donde se cosecharon las semillas, se observo
un aumento de temperatura del volteo 3 hacia el 5, exceptuando a la pila A con

la temperatura tomada a la menor profundidad.

La temperatura ambiente a lo largo del proceso tuvo una caida de 6-8 C° en
promedio en los primeros 10 dias, luego se mantuvo constante a lo largo de los

dias (Anexo 1-Figura 1).
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Figura 6:

Temperatura media de las pilas en funcién de los dias para dos mediciones respecto

de la superficie: a) a 60 cm de la superficie y b) a 20 cm de la superficie. Las flechas

horizontales indican volteos por secado y las verticales por temperatura. Los colores
de las flechas corresponden a: azul (pila A), naranja (pila B) y verde (pila C).
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5. 2 Porcentaje final de semillas recuperadas luego de la

cosecha, y andlisis de turgencia.

El porcentaje de semillas recuperadas de las bolsas a lo largo de todo el ensayo
para los volteos 3y 5, y para las diferentes profundidades, difirié entre especies
(ANOVA p = 0.000029, Anexo 1-Figura 2, Figura 7). Se encontr6 que para 3 de
las 5 especies utilizadas, el porcentaje de semillas recuperadas fue menor al 60
% del total (Figura 7). Es importante remarcar que todas las bolsas cosechadas
se encontraron en optimas condiciones, descartando asi la posibilidad de que

las semillas se hayan perdido por rotura de las bolsas.

La especie C. scoparius (L.) fue la gue tuvo menos semillas por bolsa al momento
de la cosecha, quedando solo con un 5 % o menos de la cantidad inicial. En el
caso de L. perenne Y S. lycopersicum, la cantidad de semillas se mantuvo cerca
de 55% de la cantidad inicial. D. sativus tuvo un porcentaje de recuperacion post
cosecha del 80%. Finalmente, P. ponderosa fue la Unica especie en la que no se

vio afectada la cantidad final de semillas recuperadas por bolsa.
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Figura 7: Porcentaje final de semillas recuperadas por bolsa del promedio de los
tratamientos para cada especie. Se muestran medias y desvio estandar. Letras distintas

indican diferencias significativas.
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Al analizar la turgencia de los tejidos, y la presencia y condicion de los
componentes de la semilla, no se encontraron diferencias entre los distintos
tratamientos. Se observé que la mayoria de las semillas presentaba tejidos muy
deteriorados al momento de retirar el tegumento. En particular, las especies L.
perenne S. lycopersicum y D. sativus, presentaron menor turgencia de sus
tejidos y mayor porcentaje de destruccion, siendo muy dificil identificar el embrion
dentro de la semilla. En gran parte de las semillas recuperadas para estas
especies, se observo que, al retirar las semillas de las bolsas, solo se encontraba
el tegumento con su interior vacio o con el embrion en forma liquida y totalmente
desintegrado. La especie C. scoparius (L.), fue un caso particular y muy variable
en cuanto a la turgencia de sus tejidos. Se encontrd, por un lado, que el 95 %
sus semillas tuvieron una destruccién tan importante que se desintegraron y
perdieron de la bolsa. Por otro lado, el 5% restante presentaba una alta turgencia
y estructura, similar a las semillas control. Dentro de este grupo de semillas se
encontré que muchas de ellas eran muy pequefias y con alta dureza. La especie
P. ponderosa, fue la que menos turgencia y estructura de sus tejidos perdié en
promedio. La mayoria de sus tejidos se encontraron con turgencia y estructura
media a la hora de ser retiradas de la bolsa. Aproximadamente entre 3 y 4
semillas de cada 5 presentaban una turgencia media o buena. Sin embargo, en
muchos casos, al cortar el endosperma el embrién se encontraba desintegrado

en su interior.

5. 3 Porcentaje de germinacion.

El porcentaje de germinacion de las semillas de los controles, mostro que, de las
5 especies utilizadas, solo 3 germinaron en las condiciones de incubacion (Tabla
2). Las especies D. sativus, L. perenne y S. lycopersicum germinaron en un
porcentaje superior al 75 %, mientras que P. ponderosa y C. scoparius (L.), no

germinaron o su porcentaje de germinacion fue menor al 1%.
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Tabla 2: Porcentaje de germinacién de los tratamientos y controles para cada especie.

Se indican medias y desvio estandar entre paréntesis.

Porcentaje de Germinacion

Especies Controles Tratamientos
L. perenne 88,7 (2,98) 0
S. lycopersicum 85,6 (7,42) 0
P. ponderosa 0 0
D. sativus 75,8 (10,00) 0
C. scoparius 0,5 (0,74) 0

En el ensayo de germinacion para los 6 tratamientos, se observé que ninguna
de las especies germind. No hubo entonces diferencias entre los volteos 3y 5 ni
entre las distintas profundidades medidas. Se esperaba que ni P. ponderosa ni
C. scoparius (L.) germinaran debido a que tampoco lo hicieron sus respectivos
controles. En el caso de las tres especies para las que si germinaron sus
controles, se hallaron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion
entre controles y tratamientos (Test Kruskal-Wallis, S. lycopersicum p < 0.001,

D. sativus p < 0.001 y L. perenne p < 0.001; Figura 7).

5.4 Intensidad de Tincion.

La intensidad de tincion de los tejidos medida en una escala del 1 al 10, se
analizé por separado. Los controles de todas las especies alcanzaron valores de
media superiores a 8 de intensidad de tincién (Figura 8, a). Las especies C.
scoparius y D. sativus, con una media muy cercana a 10, fueron las que

presentaron los valores mas altos dentro de los controles.
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Figura 8: Intensidad de tincion de las semillas tefiidas con tetrazolio, a) controles y b)
tratamientos. Las lineas en negro dentro de las cajas representan las medias y las lineas
de puntos los desvios estandar. Los circulos representan datos atipicos dentro de cada

muestra en todos los gréficos.
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Al comparar la intensidad de tincidn entre los tratamientos en funcion de cada
especie, se encontré que ningun tratamiento presentd diferencias significativas
(Figura 8, b; ANOVA p =0.09). Tampoco se encontro interaccion entre los volteos
(3y 5) y las diferentes profundidades para la intensidad de tincion (ANOVA dos
factores p = 0.94). Al no presentar interaccion, se analiz6 a cada factor por
separado (ANOVA p =0.83 y ANOVA p = 0.59 respectivamente); ninguno de los
factores fue significativo en cuanto a la intensidad de tincion. Por dltimo, la
intensidad de tincion se compard entre controles y tratamientos para cada
especie, donde si se encontraron diferencias significativas para todas las
especies menos para C. scoparius (Test Kruskal-Wallis, P. ponderosa p < 0.001,
C. scoparius p = 0.11, L. perenne p < 0.001, D. sativus p < 0.001 y S.
lycopersicum p < 0.001).

Figura 9: Imagenes de la tincion con tetrazolio de las diferentes especies. Las imagenes
representan a los tratamientos en la parte superior: a) C. scoparius, b) P. ponderosa y
c) D. sativus, y en la parte inferior a los controles: d) C. scoparius, €) P. ponderosa y f)
L. perenne.

Al comparar la intensidad de tincion de los tratamientos podemos ver que, solo

C. scoparius (Figura 9, a), se tifid de manera similar a los controles, mientras que
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las demas especies (Figura 9, b y c), presentaron una tincibn muy leve o no
presentaron tincién. Por otro lado, se observé un gran dafio en los tejidos dentro

de los tratamientos siendo menor en el caso de C. scoparius.

Cuando se evaluaron los controles, se observaron diferencias en la intensidad
de tincidn entre las diferentes especies y dentro de cada una de ellas. En el caso
de los controles, C. scoparius (Figura 9, d), la intensidad fue bastante importante
superando a las demas (Figura 9, e y f), aunque se encontro la presencia de
semillas sin tefiir o con patrones irregulares de tincion lo cual dificultd su

interpretacion.

5.5 Porcentaje de Viabilidad

Dado que un alto porcentaje de semillas no germinaron en las condiciones de
incubacion, se evalué la viabilidad de las semillas. Esta variable tuvo en cuenta
tres factores, la intensidad de tincion, la turgencia de los tejidos vy, la presencia y

condicion de los componentes de la semilla.

Al observar la viabilidad de las semillas de cada especie en funcion del
tratamiento, se vio que solo 2 especies de las 5 utilizadas presentaron viabilidad
positiva (Tabla 3y 4). En el caso de P. ponderosa, solo se vio un caso positivo
en la combinacion de menor tiempo (volteo 3) y mas superficial (0.5 m de
profundidad), lo que representa un 10% de las semillas, sin embargo, en el Gltimo
volteo ya la pérdida de viabilidad es total. En cambio, C. scoparius, tuvo valores
positivos en todos los tratamientos (Tabla 3). Para esta especie se comparo entre
los distintos tratamientos (combinaciones de volteos y profundidades) y no se
encontraron diferencias significativas (ANOVA, un factor p = 0.42). Tampoco se
encontré interaccion entre ambos factores (ANOVA de dos factores p= 0.51), ni
diferencias significativas para cada factor por separado (profundidad p= 0.78 y
volteos p= 0.06). Las tres especies restantes (L. perenne, D. sativus y S.
lycopersicum), tuvieron cero por ciento de viabilidad para todos los tratamientos,
por lo que la comparacion entre los tratamientos no aporta un dato relevante.
Debido a esto se trabajé con el promedio de los tratamientos por especie y su

comparacion con el control mostré diferencias significativas para todas las
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especies (ANOVAS, un factor p < 0.01, Tabla 3), excepto para C. scoparius
(ANOVA, un factor p = 0.062; Tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de viabilidad de cada especie en funcion los diferentes tratamientos
(combinacion de volteos y profundidad). Los valores representan las medias, y los
valores entre paréntesis los respectivos desvios estandar.

Porcentaje de viabilidad

. volteo 3 volteo 5
Especies
05m (n) Im @) 14m (n) 05m () 1Im (n) 14m (n)
L. perenne 0 30 0 30 0 25 0 30 0 30 0 30
S. lycopersicum 0 30 0 30 0 25 0O 3 0 30 0 30
P. ponderosa 10 (10) 30 0 30 0 25 0 30 0 30 0 30
D. sativus 0 30 0 30 0 25 0 30 0 30 0 30
C. scoparius 28.9 10 33,3 8 100 1 50 2 50,0 2 100 2
(34,2) (33,3) (70,7)

Es importante destacar que los valores de C. scoparius se calcularon sobre la
cantidad total de semillas recuperadas que ingresaron al tratamiento de TZ, por
lo que, en este caso en particular, las cantidades no superaban en algunas
ocasiones mas de 2-3 semillas por réplica (Figura 7). Por esta razén, muchos
andlisis de TZ se realizaron a semillas individuales, obteniéndose asi muchas

veces un valor del 100% cuando presentaban tincion.

Tabla 4: Porcentaje de viabilidad de controles y el promedio de los 6 tratamientos
(combinacion de Volteos y Profundidades) para cada especie. Se indican medias y

desvio estandar entre paréntesis.

Porcentaje de Viabilidad

Especies Controles Tratamientos
L. perenne 83,8 (0,62) 0

S. lycopersicum 85,8 (2,13) 0

P. ponderosa 86,9 (17,31) 1,7 (5,14)
D. sativus 73,0 (11,25) 0

C. scoparius 82,8 (18,10) 49,0(42,54)
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El porcentaje de viabilidad media de los controles fue superior al 75 % para todas
las especies, S. lycopersicum presento los valores mas altos mientras que D.

sativus los mas bajos.

Como resultado de las pruebas de germinacién y viabilidad de los controles, se
encontrd que para tres de las cinco especies que si germinaron, el porcentaje de
viabilidad fue similar al de germinacion (Tabla 3 y 4). En las dos especies
restantes, debido posiblemente a la presencia de latencias, se vio muy afectada

Su germinacion.

5. 6. Germinacion del banco de semillas

5. 6. 1. Recuento de plantulas en pilas en maduracion

El ensayo de germinaciéon del banco de semillas del compost en maduracién,
mostroé que no hubo germinacién en ninguno de los lotes correspondientes a los
afios 2021, 2020, y 2018 en la planta de compostaje (Figura 10, a). Los controles

positivos realizados mostraron muy altos porcentajes de germinacion en las

condiciones de incubacion.

Figura 10: Germinacién del banco de semillas en compost. a) compost en maduracion

y, b) y ¢) diferentes muestras del compost maduro y tamizado.

5. 6. 2. Recuento de plantulas en compost maduro tamizado
Por ultimo, en la germinacion del banco de semillas del compost maduro
tamizado se encontré un gran nimero de semillas germinadas, (Figura 10, b y

c), ademas las diez sub-muestras tuvieron presencia de semillas germinadas.
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Dado que el compost maduro y tamizado, tuvo una humedad de 60% y una
densidad relativa de 0.49 g.cm, se calculé un promedio de 13.5 semillas.L™*
para el compost maduro y tamizado. Los controles positivos mostraron altos

porcentajes de germinacion para las 2 especies sembradas.

6 Discusion

La etapa termofilica fue efectiva para inactivar las semillas utilizadas. El proceso
de compostaje de lodos cloacales tuvo un efecto importante sobre las semillas,
reduciendo el porcentaje de germinacion a cero y el de viabilidad a valores
cercanos a cero o cero a partir del volteo 3 y a todas las profundidades
ensayadas, exceptuando a C. scoparius. Por otro lado, no se detectaron semillas
en el compost maduro acumulado en la planta de compostaje, pero si en el
compost que fue trasladado y tamizado. Se postula que la contaminacion se
pudo deber al manejo del compost maduro en el momento de trasladarlo,
introduciendo asi todo el banco de semillas presente en la superficie de las

grandes pilas de maduracién, al momento de remover con la pala mecénica.

6. 1 Temperatura de las pilas alo largo del proceso

Las pilas de compostaje tardaron aproximadamente 20 dias en llegar a la
temperatura termofilica. En general, en época seca de verano, una pila bien
construida deberia alcanzar 55-60 °C en aproximadamente una semana y
mantener esta temperatura durante al menos una o dos semanas (Mazzarino et
al., (a) 2012). Esta demora en alcanzar temperaturas de 55°C se pudo deber a
qgue, a pesar que los experimentos se comenzaron en los primeros 10 dias del
mes de marzo, durante la etapa inicial del proceso de compostaje se registraron
bajas temperaturas e importantes precipitaciones, ambos condicionantes de la

actividad microbiana (Liang et al., 2003).

Una posible alternativa para evitar que el clima sea un condicionante, seria cubrir

las pilas que se encuentran en la etapa termofilica. De esta manera se podria
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disminuir la pérdida de temperatura por lluvias y asi llegar mas rapido a las

temperaturas requeridas, evitando que el proceso se ralentice por mal clima.

6. 2 Porcentaje final de semillas recuperadas luego de la
cosecha

El porcentaje de semillas recuperadas fue menor al 60% para 3 de las 5 especies
utilizadas. Las semillas de C. scoparius presentaron el porcentaje mas grande
de pérdida, llegando al 95%, y también los valores més altos de viabilidad (esto
dado por el bajo nimero de semillas sobre el cual se realizo el test de TZ). Es de
resaltar que este porcentaje de pérdida elevado no se debi6 a que las bolsas se
estropearon, sino que los tejidos de las semillas fueron completamente

degradados durante el proceso de compostaje.

Esta especie de leguminosa, al igual que algunas otras especies, rara vez pierde
su viabilidad mientras la cubierta de sus semillas permanece en condiciones
impermeables en el suelo. Sin embargo, una vez que se vuelven permeables,
las semillas germinan o se pudren rapidamente (Grundy et al., 1998). Esta
caracteristica podria explicar por qué las semillas de C. scoparius que
permanecieron dentro de las bolsas estaban en condiciones similares a los
controles (nunca se permeabilizaron dentro de las pilas), mientras que, las que

si se permeabilizaron, se pudrieron y desintegraron (Grundy et al., 1998).

Las especies L. perenne, S. lycopersicum y D. sativus presentaron entre 30 y un
50 % de semillas perdidas respecto de la cantidad inicial; ademas, de las semillas
gue permanecieron en las bolsas, gran parte de ellas se encontraban con un alto
grado de destruccion. Este grupo de especies, fueron las que presentaron el
tegumento mas blando y sus controles germinaron rapido y en altos porcentajes.
Las semillas duras tienen una cubierta impermeable que impide la absorcion de
agua, mientras que las semillas blandas absorben agua y germinan facilmente
(Horwitz y Taylorson, 1983). Es por ello que las semillas con tegumentos
blandos, que se embeben y germinan facilmente, suelen ser las que se ven mas
perjudicadas al exponerlas a condiciones adversas, como lo fue en este caso la
temperatura en el proceso de compostaje. En la especie P. ponderosa no se

perdi6é ninguna semilla de los tratamientos, y el dafio estructural fue menor. Esta
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especie presenta el fendmeno que se conoce como serotinia, o que implica que
las semillas sélo sean viables después de que tenga lugar un suceso que las
active, como por ejemplo la temperatura del fuego. Es por eso que su capacidad
para soportar la temperatura es mayor a la de las demas semillas, esto brinda
una ventaja durante las altas temperaturas de la etapa termofilica del compostaje

frente a las deméas semillas.

6. 3 Porcentaje de germinacién

La imbibiciébn desencadena la germinaciéon de la semilla, este proceso de
hidratacion depende de la especie considerada (Villamil y Garcia, 1998). Por
ejemplo, C. scoparius presentaba tegumentos duros que posiblemente
dificultaron su imbibicion. La presencia de tegumentos duros ocurre en muchas
leguminosas, donde la entrada de agua esta dificultada por las cubiertas
seminales, siendo necesario que éstas se alteren mecanicamente para que la
imbibicién tenga lugar. Una de las posibles causas para la presencia de
tegumentos duros, puede ser una deshidratacion prolongada, que pueda implicar

la transformacion de las semillas en "semillas duras.

Las semillas de C. scoparius se caracterizan por embeberse muy lentamente,
generando asi una germinacion mas lenta y heterogénea. Las semillas de esta
especie que se encontraban deshidratadas, al cabo de una semana no
germinaron, pero al cabo de 2 semanas geminaron 3 semillas de las 40 iniciales
que ingresaron a la cAmara de incubacién. Como se observé en la bibliografia,
se dio un mecanismo de germinacién mas lento, donde recién al cabo de dos
semanas 5% de las semillas pudo atravesar las barreras internas para germinar
(Villamil y Garcia, 1998).

Luego de la imbibicion, para que se produzca la germinacién de una semilla, son
necesarias tres condiciones, el embrién tiene que ser viable, los factores
externos ser favorables y no presentarse factores internos que impidan la
germinacion. En nuestro ensayo con las semillas control, los factores externos
estaban controlados y las semillas eran viables de acuerdo a datos de viabilidad,
cualquier tipo de alteracion en la germinacién se debid a factores internos de

cada semilla para cada especie.
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Existe un amplio rango de intensidades de latencia que va desde la latencia
absoluta, hasta el extremo donde no hay latencia (Varela y Arana, 2011). La
especie P. ponderosa, presenta una latencia intermedia lo que hace que el
porcentaje de germinacion sea bajo, aun en condiciones oOptimas a 20-25°C
(Pasquina y Defossé, 2012). A esta especie se le suele hacer un tratamiento de
estratificacién, que consiste en permanecer por un periodo mayor a 21 dias a
una temperatura de entre 1-5 grados. Esta especie fue estratificada por un largo
periodo antes de su uso, sin embargo, dos factores a tener en cuenta fueron que
las semillas se retiraron de la heladera al momento de realizar el ensayo y se
conservaron a temperatura ambiente todo el tiempo posterior. Los controles se
hicieron al mes siguiente, una vez cosechadas las primeras semillas. Durante
este periodo, las semillas permanecieron en una bolsa plastica no cerrada
herméticamente; esto podria haber sido un error, ya que un estudio sefiala que,
para conservar correctamente las semillas de esta especie a temperatura
ambiente, los recipientes de conservacion deben estar cerrados herméticamente
para conservar la humedad al 7%, una de las condiciones mas importante para

mantener la energia de germinacion o vigor (Pasquini y Defossé, 2012).

Por ultimo, las especies D. sativus, L. perenne y S. lycopersicum, germinaron en
porcentajes superiores al 75% para sus controles, al cabo de una semana de
incubacion. Las mismas no presentaron ningun tipo de factor interno que
impidiera o retrasara la germinacion. Su velocidad de imbibicion fue
relativamente rapida y al poco tiempo alcanzaron la fase tres de la germinacion
produciéndose la emergencia Las semillas de las distintas especies sometidas
al proceso de compostaje, incubadas a distintas profundidades en las pilas y
cosechadas en distintos tiempos no germinaron, lo cual coincide con datos de la
bibliografia (Tompkins et al.,1998; Grundy et al., 1998). En este caso la presencia
de factores externos fue la que impidié en la prueba de germinacion que las
semillas germinaran. Una vez que las semillas se hidrataron dentro de las pilas,
son varios los factores externos que pudieron influir afectando la germinacion y
la viabilidad posterior de las semillas. Entre los mas importantes se encuentran
el exceso de humedad, la velocidad de hidratacion, la temperatura a la que tiene
lugar la imbibicién y la presencia de sustancias fitotoxicas (Villamil y Garcia,

1998). Es importante recordar que las pilas alcanzaban temperaturas iguales o
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superiores a 55 °C en todo el volumen de la pila, con una humedad elevada
debido a que el porcentaje inicial de humedad del lodo es igual o mayor a 85%
(Laos et al., 2000).

6. 4 Porcentaje de viabilidad.

La experiencia ha mostrado que, con la mayoria de las semillas, los resultados
de la prueba de tetrazolio para evaluar la viabilidad suelen mostrar porcentajes
mayores que los de germinacion real (Landis et al., 1999). La prueba de
viabilidad nos revela una serie de aspectos esenciales para conocer, no
solamente la calidad del lote, sino que también puede servir de guia para
identificar otros factores que pueden estar afectando a las semillas; entre ellos

la dormicidén, que suele ser la causa de una menor germinacion (Ruiz, 2009).

En cuanto a la intensidad de tincién, fueron pocas las semillas que lograron
tefiirse correctamente, debido a los grandes dafios que poseian luego de ser
colectadas de las pilas. Es importante tener en cuenta también que las
desviaciones en la tincion o condicion del embridn tienen una o0 mas causas
como, por ejemplo, lesiones mecanicas, envejecimiento, congelamiento,
calentamiento, enfermedades, insectos o inmadurez. Siempre es Util establecer
la intensidad de tincidbn normal para la condicion de la prueba (tratamiento
control) y luego tratar de explicar las desviaciones de esta condicion normal
(Moore, 1996).

La intensidad de tincion fue muy baja para las semillas de las distintas especies
cosechadas luego de los volteos 3y 5y a las distintas profundidades. La especie
gue presentd la mayor intensidad de tincién fue C. scoparius debido a que
muchas de sus semillas permanecieron intactas (no se embebieron) y no
difirieron de los controles. Como se mencioné anteriormente, cabe destacar que
el porcentaje de semillas recuperadas de esta especie no supero el 5%, por lo
que la intensidad de tincion se calculo sobre ese porcentaje. Las demas especies
no superaron el valor 3 en una escala del 1 al 10, considerando valores de 10

para los controles de cada especie.

Las semillas con mayor cubierta protectora dura o con algun tipo de dormancia,

fueron las que tuvieron el mayor porcentaje de viabilidad final (Villamil y Garcia,

42



1998). En estos casos de latencia fisica, el embrion estad encerrado dentro de
una cubierta impermeable que puede preservar las semillas con bajo contenido
de humedad durante varios afios, aln con temperaturas elevadas. Esto no solo
disminuye la germinacion, sino que también cumple funciones criticas como
regular la absorcion de agua, proporcionar una barrera contra hongos y reducir
el escape del embrion durante la hidratacion. Estos mecanismos generaron que
las semillas demoraran mas tiempo para embeberse y los embriones
permanecieron mas tiempo protegidos sin contacto con el exterior. Algunos
tratamientos para lograr la hidratacion del embrién, y como consecuencia la
germinacion, son la estratificacion y la escarificacion. Estos procesos incluyen
que se rompa, raye, altere mecanicamente o ablande la cubierta de las semillas
para hacerlas permeables al agua y a los gases; también puede realizarse una

exposicion a largos periodos de humedad en frio o calor (Varela y Arana, 2011).

La viabilidad de las semillas fue muy baja debido a la alta destruccion producida
por las condiciones a las que fueron expuestas dentro de las pilas y los tres
factores considerados (intensidad de la tincién, turgencia de los tejidos y
presencia y condicion de los componentes) fueron relevantes a la hora de
determinar la viabilidad de las semillas. Es importante destacar que la
interpretacion visual de la tincion es subjetiva y requiere experiencia,
especialmente en semillas pequefias (Howarth y Taylorson, 1983), por lo que,
en muchos casos, la turgencia y estructura de los componentes internos,

aportaron datos contundentes a la hora de definir viabilidad positiva o negativa.

En el caso particular de P. ponderosa, pareceria que hasta el tercer volteo a la
menor profundidad las condiciones del compost no resultaron suficientes para
inactivar la totalidad de las semillas. Esto puede deberse a que ese periodo de
tiempo no es el necesario para dafar o inactivar a este tipo de semillas con
diferentes mecanismos de latencia. La menor profundidad podria significar
menor temperatura, sin embargo, las mediciones con los termometros se
hicieron a 20 cm de la superficie y sus temperaturas fueron iguales de altas o

mayores a las temperaturas de zonas mas profundas (60 cm).

Por ultimo, los datos de viabilidad fueron muy similares a los de germinacion
dentro de los tratamientos para cada especie. En este sentido, la inactivacion de
las semillas fue completa, no solo reduciendo su poder germinativo sino también
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su viabilidad a valores cercanos a cero exceptuando a la especie C. scoparius

en el caso de la viabilidad.

6. 5. Germinacion del banco de semillas

6. 5. 1. Recuento de plantulas en pilas en maduracion

El recuento de plantulas obtenido a partir de las pilas en maduracién fue nulo.
Esta parte del proceso, como se mencioné en los objetivos, era una de las
posibles alternativas para el ingreso de las semillas al compost, sin embargo,
debe considerarse que, para el ensayo, las muestras se tomaron a 10 cm de la
superficie, apartando el material superficial. Recordemos que la etapa de
maduracion se realiza al aire libre en pilas completamente expuestas al ambiente
(Mazzarino et al., (b) 2012). La superficie de estas pilas se encuentra cubierta
por plantas, principalmente herbaceas exdticas que todas las temporadas las
cubren completamente. Estas especies depositan sus semillas sobre la
superficie, lo que generaria asi un importante banco de semillas. Teniendo en
cuenta esto, no podemos descartar que las semillas estén presentes en las
superficies de las pilas y no hayan sido capturadas al momento de tomar las

muestras.

Por otro lado, es importante remarcar que, con el control positivo que se hizo en
el compost en maduracién, también se descarté la posibilidad de que el banco
de semillas no germinara debido a sustancias fitotoxicas, lo cual podria haber
significado una posible explicacion a la ausencia en el recuento de plantulas. No
haber encontrado semillas en las muestras tomadas a 10 cm de la superficie de
las pilas nos confirma que la etapa previa del proceso, fue efectivo para la

inactivacion de semillas.

6. 5. 2. Recuento de plantulas en compost maduro tamizado.

La segunda alternativa para el ingreso de semillas al compost, se podria producir
en esta etapa final de tamizado. Como se vio en los resultados, el ingreso de las
semillas a las pilas de compostaje se produjo en esta etapa final donde la pala

mecanica remueve la pila para cargarla en camiones que posteriormente llevan
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el compost a tamizar. Si bien al momento de tomar el compost se realiza un
decapado de la superficie con el objetivo de eliminar todas las semillas y plantas
presentes en la superficie, claramente el mismo no parece ser suficiente para
eliminar la totalidad de las semillas contaminantes. Esto podria deberse a que
para el traslado se utiliza una pala mecanica que mezcla, en parte, la superficie
de la pila contaminada con semillas. Remover una capa de la superficie de las
pilas de mayor espesor antes de extraer el compost para luego tamizarlo, podria
ser una alternativa efectiva para terminar de eliminar el banco de semillas

presente en la superficie.

7 Conclusioén

Las semillas se inactivaron correctamente durante el proceso de compostaje, sin
embargo, al realizar todo el proceso de maduracién al aire libre, existe
contaminacion superficial de las pilas por semillas de especies aledafias a la
planta de compostaje que es la responsable de la presencia de semillas en el
producto final. Las pilas en maduracién son constantemente contaminadas por
semillas de plantas aledafias generando asi afio a afio un banco de semillas
cada vez mayor. Es por eso que el correcto manejo de las pilas en esta etapa
final del proceso podria reducir o eliminar la presencia de semillas viables. La
remocion de una capa de espesor superior de la superficie que recubre estas
pilas de maduracion pareceria ser la solucion para evitar el ingreso de semillas
al momento del traslado para su tamizado. Otra alternativa podria ser cubrir las

pilas con alguna proteccion evitando asi el ingreso de semillas desde el exterior.
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ANEXO

NORMA TECNICA PARA EL MANEJO SUSTENTABLE DE BARROS Y BIOSOLIDOS
GENERADOS EN PLANTAS DEPURADORAS DE EFLUENTES LIQUIDOS CLOACALES Y
MIXTOS CLOACALES-INDUSTRIALES

TITULO I - DEFINICIONES
ARTICULO 1°.- Para los fines de la presente NORMA TECNICA se aplican las siguientes definiciones:

ATRACCION DE VECTORES: Potencial de los barros cloacales y bios6lidos de atraer roedores, insectos
voladores y rastreros, y otros organismos capaces de transportar y transmitir agentes infecciosos.

BARROS CLOACALES: Mezcla de solidos con distinto porcentaje de humedad originados como
consecuencia de las operaciones de depuracion de los efluentes liquidos cloacales y mixtos cloacales
industriales.

Nota: Los barros cloacales también son definidos como LODOS CLOACALES.

BIOSOLIDOS: Barros cloacales sometidos a tratamientos de estabilizacion y/o higienizacion mediante
procesos fisicos, quimicos o bioldgicos.

CARGA MAXIMA ADMITIDA: Dosis maxima de aplicacion de biosélidos en cuerpo receptor, segin la
concentracion de Elementos Potencialmente Toxicos.

CUERPO RECEPTOR: Toda superficie apta para la aplicacion o disposicion contemplada en la presente
norma. Quedan excluidos los cuerpos de agua superficial y subterranea.

DISPOSICION: Incorporacion o tratamiento de barros cloacales o biosolidos a un cuerpo receptor sin
proposito de uso, ya sea en contacto directo con este Gltimo o en dispositivos especialmente disefiados para
su aislamiento del medio.

ELIMINACION: Transformacion de barros cloacales o biosélidos mediante tratamientos térmicos.



DOSIS ANUAL DE BIOSOLIDOS: Cantidad maxima de biosolidos (en peso seco) que puede ser aplicada
a una unidad de superficie de suelo durante un periodo de UN (1) afio.

ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS (EPTs): Son elementos toxicos en bajas concentraciones,
comunmente denominados “metales pesados” a pesar que algunos de ellos no son metales. Varios son
micronutrientes esenciales para las plantas y los animales.

ENMIENDA: Sustancia o0 mezcla de sustancias de caracter inorganico, organico, o biologico que
incorporada al suelo modifique favorablemente sus caracteres fisicos, fisicoquimicos, quimicos o bioldgicos
sin tener en cuenta su valor como fertilizante.

ENMIENDA ORGANICA: Sustancia organica que acttia como enmienda.

ESTABILIZACION: Proceso que involucra el o los tratamientos destinados a reducir la atraccion de
vectores y los procesos de biodegradacion.

FORMAS DE USO: Empleo de biosolidos segin los usos establecidos de acuerdo a los valores de
referencia definidos en la presente norma.

HIGIENIZACION: Proceso que involucra el o los tratamientos tendientes a la disminucion del contenido
de agentes patdgenos.

SITIOS DEGRADADOS: Lugares en los que, debido a actividad antropica o a fendmenos naturales, ha
ocurrido un deterioro del suelo por la alteracion de sus propiedades o su desaparicién y que afecta la
capacidad de soporte de la vegetacion preexistente. El término se hace extensivo a los lugares en donde ha
ocurrido un deterioro o desaparicion de la vegetacion natural o implantada y en los que se incrementa la
susceptibilidad del suelo o procesos de degradacion.

TECNOSOLES: material tipo suelo, suelo removido por excavacion, suelos artificiales, suelos tratados o
material de relleno.

VALOR DE REFERENCIA: Cifra establecida que expresa los valores admisibles de:
a) la concentracion de un determinado elemento o0 compuesto quimico en un cuerpo receptor;

b) la concentracién de un determinado elemento 0 compuesto quimico en barros o biosolidos;

TITULO 11 - OBJETIVO Y ALCANCE

ARTICULO 2°.- La presente NORMA TECNICA tiene por objeto establecer los criterios para el manejo,
tratamiento, utilizacion, disposicion o eliminacion de los barros y biosolidos resultantes de las diferentes
operaciones unitarias que realicen las plantas depuradoras de efluentes liquidos cloacales y mixtos
(cloacales-industriales), a efectos de asegurar una gestion sustentable de estos materiales.

ARTICULO 3°.- La presente NORMA TECNICA tiene el propoésito de proteger y preservar la salud vy el

ambiente, conformando una guia metodoldgica de referencia para las diferentes jurisdicciones donde entes

publicos o privados presten el servicio sanitario de depuracion de efluentes liquidos cloacales y mixtos
(cloacales-industriales).

ARTICULO 4°.- Los biosolidos que se encuentren por encima de los valores de referencia de la Tabla N°
2 del ANEXO 11 o que posean alguna de las caracteristicas que los definen como peligrosos en los términos
del marco regulatorio vigente, no seran considerados aptos para su utilizacion, segun las FORMAS DE
USO definidas en el Articulo 10 del TITULO IV- FORMAS DE USO Y DISPOSICION.



TITULO 111 - TIPOLOGIA Y CLASIFICACION DE BIOSOLIDOS

ARTICULO 5°.- Los biosdlidos deberan ser clasificados conforme al presente Titulo y atendiendo el
diagrama de flujo del ANEXO I.

ARTICULO 6°.- Clasificacion de los biosélidos:

BIOSOLIDOS CLASE A: Barros cloacales sometidos a alguno de los tratamientos descritos en el Punto 1
del ANEXO I1I (PRFP), procesos destinados a reducir fuertemente su nivel de patogenicidad y su capacidad
de atraccion de vectores, y que cumplan con alguno de los indicadores de estabilizacion de la Tabla N° 1
del ANEXO Il y con el nivel de patégenos establecido para CLASE A de la Tabla N° 3 del ANEXO II.

BIOSOLIDOS CLASE B: Barros cloacales sometidos a alguno de los tratamientos descritos en el Punto 2
del ANEXO 11l (PRSP), procesos destinados a reducir significativamente su nivel de patogenicidad y su
capacidad de atraccién de vectores, y que cumplan con alguno de los indicadores de estabilizacion de la
Tabla N° 1 del ANEXO 1II, y con el nivel de patégenos establecido para CLASE B de la Tabla N° 3 del
ANEXO II.

ARTICULO 7°.- Los biosdlidos generados a través de alguno de los tratamientos definidos en el ANEXO
I1l, que no logren alcanzar los niveles de estabilizacion definidos en la Tabla N°1 del ANEXO Il o los
niveles de patdgenos de la Tabla N°3 del ANEXO Il para biosolidos CLASE B, podran ser tratados
nuevamente hasta alcanzar los parametros requeridos para su uso, o bien disponerse o eliminarse conforme
la presente norma.

ARTICULO 8°.- Los barros cloacales que no posean tratamiento o que no puedan certificar alguno de los
tratamientos definidos en el ANEXO IIl deberdn ser dispuestos o eliminados segun las alternativas
definidas en el Articulo 10.

ARTICULO 9°.- La frecuencia de muestreo necesaria para las clases A y B de biosdlidos son las indicadas
en la Tabla N° 4 del ANEXO II, cuya periodicidad est4d dada en funcién de la cantidad de biosolidos
generados. Los procedimientos de muestreo se encuentran sugeridos en el ANEXO VI.

TITULO IV - FORMAS DE USO Y DISPOSICION

ARTICULO 10.- Se establecen las siguientes FORMAS DE USO, DISPOSICION Y ELIMINACION.
1 - FORMAS DE USO

1.1 FORESTACION Y FLORICULTURA

Como enmienda en plantaciones forestales, ornamentales y viveros. Aplicaciones a parcelas forestadas
juveniles o maduras. Reforestacion en areas disturbadas o reservas naturales y para promover el
establecimiento de la vegetacion.

1.2 RECUPERACION DE SITIOS DEGRADADOS

En regiones sujetas a estados o grados incipientes de desertificacion o pérdida de cobertura vegetal o suelo,
derivados de causas naturales o antropicas. Rehabilitacion o mejoramiento de sitios degradados.
Rehabilitacion de pasivos ambientales.

1.3 RESTAURACION DEL PAISAJE



En &reas que fueron sometidas a extraccion minera, cobertura superficial o relleno de escombreras, canteras,
tosqueras agotadas o diques de cola. Elaboracién de tecnosoles para relleno o cobertura final en areas de
excavacion o en aquellas sujetas a pérdida de suelos superficiales debido a obras de infraestructura. Mejora
del paisaje.

1.4 ELABORACION DE ABONOS O ENMIENDAS

Como insumo en procesos de elaboracion de abonos o enmiendas orgénicas a través de tratamientos
fisicos, quimicos y bioldgicos que modifiquen su calidad original.

1.5 CIERRE DE RELLENOS SANITARIOS

Como cobertura final o bio-coberturas en las acciones de clausura de rellenos sanitarios de residuos solidos
urbanos y en actividades de revegetacion de los mismos.

1.6 PAISAJISMO

En la contencidn de taludes de caminos, rutas nacionales y provinciales. Parquizacion, jardines pablicos y
campos deportivos. Creacion de habitats con motivos estéticos.

1.7 OTROS USOS

Como insumo en la elaboracion de elementos para la construccion, valorizacion energéticay
biorremediacion de hidrocarburos, y otros que puedan incorporarse segun el Articulo 8° inciso a) de la
presente resolucion.

2. DISPOSICION

2.1 COBERTURA DE RELLENQOS SANITARIOS

Disposicién como cobertura de las capas diarias de las celdas en rellenos sanitarios.
2.2 RELLENO SANITARIO EN CELDAS SEPARADAS

Comprende la disposicion de barros cloacales o biosélidos en celdas especialmente asignadas dentro de un
relleno sanitario o en instalaciones disefiadas a este solo efecto.

2.3. INCORPORACION A RELLENO SANITARIO

Comprende la disposicion de barros cloacales o biosdlidos como parte de un relleno sanitario para residuos
solidos urbanos con restricciones de cantidad méxima a disponer en relacion con el total de residuos
depositados.

2.4 TRATAMIENTO BIOLOGICO EN SUELO ("LANDFARMING")
Comprende la aplicacion controlada de barros o biosolidos en el horizonte superficial del suelo o sobre este
ultimo, acompafiado por un monitoreo continuo y un manejo adecuado para dar lugar a procesos biol6gicos

que permitan degradar y transformar los constituyentes organicos e inmovilizar los compuestos o elementos
inorganicos presentes en dichos barros en predios que hayan sido habilitados por la autoridad local.

3. ELIMINACION
3.1 INCINERACION

Comprende la combustion de barros cloacales o biosolidos a altas temperaturas en cdmaras de combustion



destinadas exclusivamente a esta finalidad y que hayan sido habilitadas por la autoridad local.

TITULO V - REQUERIMIENTOS, RESTRICCIONES Y APTITUDES DIFERENCIALES PARA
EL USO Y APLICACION DE BIOSOLIDOS

ARTICULO 11.- Los biosolidos CLASE A podran ser utilizados sin restricciones sanitarias para todas las
FORMAS DE USO definidas en el Articulo 10.

ARTICULO 12.- Los biosolidos CLASE B poseen las siguientes restricciones sanitarias:

a. Para las FORMAS de USO 1.1, 1.2 y 1.3, el acceso al publico y animales se debe restringir durante UN
(1) afio a partir de su aplicacién;

b. No podrén ser utilizados para la FORMA DE USO 1.6;

c. No podran ser utilizados en sitios con alta exposicion, de contacto directo o de alto transito, como
tampoco en establecimientos tales como hospitales, escuelas o conjuntos de viviendas.

d. No podran ser utilizados en sitios ubicados a menos de 100 metros de distancia de viviendas o
establecimientos como los mencionados en el punto c.

ARTICULO 13.- No podran aplicarse biosdlidos cuando la concentracion de Elementos Potencialmente
Téxicos que se encuentra en el cuerpo receptor, supere los valores de referencia definidos en la Tabla N° 5
del ANEXO II.

ARTICULO 14.- La cantidad de biosolidos que se puede aplicar por afio en un cuerpo receptor viene
determinada por la DOSIS ANUAL DE BIOSOLIDOS (DAB). La misma se debe calcular para las
FORMAS DE USO 1.1,1.2,1.3y 1.6., segun se detalla en el Anexo IV, punto A.

ARTICULO 15.- La cantidad ‘maxima de biosélidos que se puede aplicar en un cuerpo receptor viene
determinada por la DOSIS MAXIMA DE APLICACION (DMA). La misma se debe calcular para las
FORMAS DE USO 1.1,1.2,1.3y 1.6., segun se detalla en el Anexo IV, punto B.

ARTICULO 16.- La DAB y la DMA se deben calcular para cada uno de los ETPs definidos en las tablas
del ANEXO Il y definir la dosis de aplicacion segun el valor méas restrictivo. No podran utilizarse los
biosélidos cuando por la aplicacion de los mismos se superen los valores de referencia definidos en la
Tabla N° 7 del ANEXO II.

ARTICULO 17.- Se podra considerar para las FORMAS DE USO 1.1,1.2,1.3y 1.6, previo a establecer la
DAB y la DMA, el célculo de la DOSIS DE APLICACION POR NUTRIENTES, segun los lineamientos
del ANEXO V.

ARTICULO 18.- Para el sitio o cuerpo receptor donde se decida realizar la aplicacion de biosélidos, se
deben considerar los siguientes criterios o consideraciones:

a. Estar ubicado a méas de 300 metros de una captacion de agua subterrdnea o pozosde toma de agua
potable publico o privado. Estar ubicado como minimo a 300 metros del curso o cuerpo de agua mas
cercano (ambientes lénticos, I6ticos, cuerpos permanentes o transitorios). Estar ubicado a 300 metros
de areas anegadas o donde se verifiquen procesos de afloramiento del nivel freatico recurrentes, tanto
de origen natural o derivados de actividades antropicas;

b. Estar ubicado fuera de una franja contigua al punto de captacion de aguas superficiales para agua
potable de una longitud de 1.000 metros aguas arriba del punto de captacion y 200 metrosaguas
abajo, y un ancho de 500 metros;



Estar ubicado en areas donde el suelo posea una permeabilidad menor a 104 cm/seg;

Estar ubicado en areas donde el suelo posea un pH superior a 5;

Estar ubicado en suelos arcillosos, arcillo-limosos, franco arcillosos o franco arcillo limosos;

Estar ubicado en areas donde el nivel freatico se encuentre a mas de 2 metros de profundidad;

Estar ubicado en areas donde el contenido de EPT en el suelo no supere alguno de los valores de

referencia que figuran en la Tabla N° 6 del ANEXO II;

h. Estar ubicado en areas con pendientes inferiores al DIEZ POR CIENTO (10%). En los casos de
suelos con pendientes superiores al 10%, y para los sitios sujetos a restauracion del paisaje, se podra
realizar aplicacion localizada.

i. Estar ubicado en zonas donde no exista un balance hidrico desfavorable o negativo para su

aplicacion.

Q —+~P Q0

ARTICULO 19.- Para casos especificos de aplicaciones de biosdlidos en los que se verifiquen excedencias
en alguno de los pardmetros de uso, se podra evaluar la aplicacion de los mismos en sitios con
caracteristicas particulares, debiendo considerar su dosificacion dentro de los margenes de riesgo aceptables
para su uso de acuerdo a la situacién y ubicacion geografica particular.

ARTICULO 20.- A los fines de garantizar que durante el almacenamiento de barros cloacales o biosolidos
no existan riesgos para la salud, el bienestar para la poblacion y el ambiente, se recomienda que el recinto
destinado a tal fin se encuentre aislado, con rejilla perimetral para recoleccion de lixiviados, con techo
cobertor y acceso restringido. Asimismo, se requiere gque los barros sean acopiados en condiciones donde se
pueda asegurar que los mismos se encuentren estabilizados o no generen olores.

TITULO VI - PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE GESTION

ARTICULO 21.- El control de la gestion integral de barros cloacales generados y biosélidos producidos,

requiere que las plantas depuradoras lleven un registro de la cantidad, caracterizacion y destino de los
mismos.

ARTICULO 22.- Los procesos de estabilizacion y/o higienizacion establecidos en el ANEXO Il deberan
estar certificados por un profesional técnico calificado.
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cada clase de biosdlidos, estan detallados en el Titulo 1V y Titulo V respectivamente.



ANEXO I
VALORES DE REFERENCIA
Tabla N° 1

ESTABILIZACION. REDUCCION DE ATRACCION DE VECTORES

INDICADOR * METODO ANALITICO [VALOR DE REFERENCIA
Reduccion de Sélidos . 0
volatiles (SV)** Método SM 2540 G SV > 38%
0
Def'ex('gg;iigx'geno Método SM 2710 B DO < 1.5 mg O2/hr/g ST

(*) Por otros indicadores para determinar la reduccién de atraccién de vectores consultar EPA 503 CFR 40
Control of Pathogens and Vector Attraction in Sewage Sludge. Capitulo 8 y Apéndices C y D.

(**) Para calcular la diferencia en la Reduccién de Solidos Volétiles, se deben considerar como puntos de
medicion el momento previo y posterior al tratamiento elegido (ANEXO I11).

(***) La Deflexion de Oxigeno se debe medir posterior al tratamiento elegido (ANEXO I1I)

Tabla N° 2
CONCENTRACION DE ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS

EN BIOSOLIDOS

VALOR DE
) ) REFERENCIA
i METODOS METODOS DE
PARAMETRO ANALITICOS DIGESTION (mg/kg
materia seca)
Arsénico 7
Cadmio 40
zinc 4000
Cobre 1750
Cromo Total 1500
Mercurio 25
Niquel 400
Método EPA 3050
A; 3050 B; 3051 A




Método SM 3112 B, 3113
B; 3114 B; 3120 B; 3125B

Plomo 1200

Metodo EPA 200.7; 200.8;
200.9

Tabla N° 3

NIVEL DE PATOGENOS EN BIOSOLIDOS. CLASIFICACION

, METODO DE BIOSOLIDOS | BIOSOLIDOS
PARAMETRO [ herERMINACION
CLASE A CLASE B
Coliformes | Método SM 9221 E: 9222 < 1000 < 2.000.000
fecales D NMP/g MS NMP/g MS
Salmonella Método SM 9260 D < 3NMP/4 g MS
Tabla N°4

FRECUENCIA DE MUESTREO DE BIOSOLIDOS

Cantidad de barros generados Parametros a

(Tn/Afo base seca) Periodicidad determinar
Menor que 300 Anual
Igual o mayor qlleOBE)OO y menor que Trimestral TablasN° 1, 2y 3
Igual o mayor que 1.500 y menor Bimestral ANEXO I
que 15.000
Igual o mayor que 15.000 Mensual

Nota: para los tratamientos de estabilizacion realizados a través del compostaje, los parametros definidos en
el ANEXO |1 deberan medirse una vez finalizado el proceso y previo a ser utilizado o enviado a
disposicion.



CONCENTRACION DE ELEMENTOS POTENCIALMENTE TOXICOS EN SUELOS

Tabla N°5

i VALOR DE REFERENCIA
PARAMETRO
(mg/kg materia seca)
Arsénico 20
Cadmio 3
Cinc 600
Cobre 150
Cromo Total 750
Mercurio 0,8
Niquel 150
Plomo 375
Tabla N° 6
CARGA ANUAL DE APLICACION
3 VALOR DE REFERENCIA
PARAMETRO
(kg/ha.afno)
Arsénico 0,5
Cadmio 0,15
Zinc 30
Cobre 12
Cromo Total 3
Mercurio 0,1
Niquel 3
Plomo 15
Tabla N° 7
CARGA MAXIMA DE APLICACION
) VALOR DE REFERENCIA
PARAMETRO
(kg/ha)
Arsénico 1,8
Cadmio 0,5
Zinc 100
Cobre 40
Cromo Total 10
Mercurio 0,3
Niquel 10
Plomo 50




ANEXO 11
TRATAMIENTOS DE ESTABILIZACION Y/O HIGIENIZACION
1. PROCESOS QUE REDUCEN FUERTEMENTE LOS PATOGENOS (PRFP)
1.1. COMPOSTAJE
Pilas estaticas: La temperatura de la pila o hilera es mantenida a 55°C o mas durante tres dias.

Pilas con volteo: La temperatura de la pila o hilera es mantenida en 55°C o méasdurante 15 dias. Durante
dicho periodo, la hilera es volteada como minimo cinco veces.

1.2. DIGESTION ANAEROBICA TERMOFILICA

Los barros son tratados en ausencia de aire, durante un periodo medio de 10 dias a una temperatura media
de 55°C.

1.3. DIGESTION AEROBICA TERMOFILICA

Los barros en estado liquido son agitados con aire u oxigeno a fin de mantener las condiciones de
aerobiosis durante un periodo medio de residencia de 10 dias a una temperatura entre 55 y 60°C.

1.4. SECADO POR CALOR

Los barros se someten al contacto directo o indirecto con una corriente de gases calientes a fin de reducir el
contenido de humedad hasta un 10% o menos. La temperatura de las particulas de barros deben exceder los
80°C o la temperatura de los gases en contacto con los barros al momento de su salida del secador excede
los 80°C.

1.5. TRATAMIENTO TERMICO

Los barros se calientan a 180°C o mas durante 30 minutos.

1.6. PASTEURIZACION

Los barros son mantenidos a una temperatura de 70°C o mayor por espacio de 30 minutos o0 mas.

1.7. IRRADIACION CON RAYOS BETA



Los barros son irradiados con rayos beta a partir de un acelerador a una dosis de al menos 1,0 megarad a
temperatura ambiente (20°C).

1.8. IRRADIACION CON RAYOS GAMA

Los barros son irradiados con rayos Gama a partir de ciertos isétopos, tales como Cobalto 60 y Cesio 137, a
temperatura ambiente (20°C). Este proceso no se aplica a barros primarios.

2. PROCESOS QUE REDUCEN SIGNIFICATIVAMENTE LOS PATOGENOS (PRSP)
2.1. COMPOSTAJE

Las hileras permanecen a una temperatura de 40°C o mayor durante cinco dias. Dentro de este periodo, los
barros se mantienen durante cuatro horas, en el total de los cinco dias, a una temperatura mayor a los 55°C.

2.2. DIGESTION ANAEROBICA MESOFILICA

Los barros son tratados en ausencia de aire, durante un periodo medio de 15 dias a una temperatura media
de 35°C, o un periodo medio de 60 dias a 20°C.

2.3. DIGESTION AEROBICA

Los barros se agitan con aire u oxigeno manteniendo una condicion aerdbica por un tiempo determinado y a
una temperatura especifica. EI tiempo de residencia sera de 40 dias a 20°C o de 60 dias a 15 °C.

2.4. PLAYA DE SECADO
Los barros son secados sobre camas de arena o sobre celdas con la superficie pavimentada o no

pavimentada. El periodo de secado no puede ser inferior a los tres meses, y durante dos de ellos la
temperatura media ambiente no puede ser inferior a 0°C.

2.5. ENCALADO

Los barros son mezclados con cal, agregando la cantidad suficiente tal que el pH de la mezcla es llevado a
12 y se mantiene en dicho valor durante un periodo minimo de dos horas de contacto.

2.6. ATENUACION NATURAL

Los barros son estibados en hileras, con un volteo anual, durante un lapso minimo de dos afios.



ANEXO IV
A). Calculo de la DOSIS ANUAL DE BIOSOLIDOS (DAB)

La DSA que se podra aplicar como maximo en un afio a un cuerpo receptor se calcula en funcion de la
concentracion de EPT presente en los biosolidos y de los valores de referencia definidos en la Tabla N°6
del ANEXO II, segun el siguiente procedimiento:

i. Se analiza el contenido de EPT en los biosélidos a aplicar;
ii. Se calcula la DOSIS ANUAL DE BIOSOLIDOS a aplicar para cada uno de los EPT segun la
siguiente formula:

DAB = (CAA x 1.000) / C
Donde:
DAB: Dosis Anual de Biosolidos sobre la base de peso seco (Tn/ha.afio)

CAA: CARGA ANUAL DE APLICACION de EPT para cada compuesto (kg/ha.afio), definidos en la
Tabla N°%, ANEXO II

C: Concentracion del EPT analizado en el biosolido (mg/kg, en materia seca)
1.000: Factor de conversion

iii) Sobre la base en materia seca calculada en el paso anterior, se ajusta el valor obtenido
considerando el porcentaje de solidos que poseen los biosolidos a emplear, obteniendo asi la DOSIS
REAL DE BIOSOLIDOS (DRB) segun la siguiente formula:

DRB = (DAB x 100) / MS

Donde:

DRB: Dosis Real de Barros (Tn/ha.afo)

DAB: Dosis Anual de Barros (Tn)

MS: Porcentaje de materia seca en el biosolido (% de solidos)
B) Calculo de la DOSIS MAXIMA DE APLICACION

La DMA define el periodo en afios que se puede aplicar por hectarea en el cuerpo receptor manteniendo la
DOSIS ANUAL DE BIOSOLIDOS (en materia seca DRB) calculada en el punto anterior con la misma
concentracion de ETPs, segun la siguiente férmula:

DMA = CMA / DRB

Tanto la DAB como la DMA deberan calcularse para cada uno de los ETP que sean considerados.

Donde:

DMA: Dosis Maxima de aplicacion (afios)

CMA: CARGA MAXIMA DE APLICACION de ETPs, definidos en la Tabla N° 7 del ANEXO Il (Tn/ha)

DRB: Dosis Real de Barros (Tn/ha.afo)



ANEXO V

El objetivo del presente ANEXO es brindar un ejemplo metodoldgico para calcular la dosis de aplicacion
limitada por nutrientes, Nitrogeno y Fosforo. Esta definido para la aplicacion o uso de los biosélidos dentro
de las FORMAS DE USO 1.1, 1.2, 1.3,y 1.6 establecidas en el Articulo 10.

La dosis de aplicacién limitada por nitrogeno o fosforo responde al déficit estimado de nutrientes de la
plantacion forestal o de la flora elegida para la revegetacién en las acciones de recuperacion de sitios

degradados y restauracion del paisaje, como también en la parquizacién y paisajismo, donde se utilicen
biosolidos.

A) CALCULO DE LA DOSIS DE APLICACION EN BASE A NITROGENO

Cansideraciones previas:

« Si el suelo contiene una concentracion menor a 50 mg/kg de fésforo (P-Olsen), la dosis de aplicacion
se calcula en base al Nitrogeno.

« Si el suelo contiene una concentracion entre 50 y 100 mg/kg de fosforo (P-Olsen), debera primero
calcularse la limitacion de aplicacion en funcion de la concentracion de fdésforo presente en los
biosolidos.

« Si el suelo contiene una concentracion mayor a 100 mg/kg (P-Olsen) no se debera aplicar biosolidos.

Procedimiento:

1) Calcular cuanto Nitrégeno aportan los biosélidos:
N BIOSOLIDOS= (NO3-N) + Kv*(NH4*-N) + Fm*(N orgénico)
Donde:

N BIOSOLIDOS: Nitrogeno inorganico disponible para las plantas durante el ler afio de aplicacion (kg/Tn)

(NO3™-N): Concentracion de nitratos en los biosélidos (kg/Tn)

Kv: constante de volatilizacion de amonio en base a sistema de aplicacion (0.5 aplicado en superficie, 1.0
inyectado)

(NH4*-N): concentracion de amonio en los biosolidos (kg/Tn)
Fm: % de mineralizacion del N organico durante el primer afio.
(N Organico): presente en los biosélidos (kg/Tn)

Si no existen datos de amonio y nitratos se asume que para biosélidos provenientes de barros poco
estabilizados el amonio puede llegar a representar hasta 50% del N total, mientras que los nitratos son
menos de 0,05% del N total (pueden despreciarse para el célculo). En el caso de biosolidos resultado del
proceso de compostaje, amonio + nitratos pueden representar entre 3-8% del N total, mayoritariamente
COmo nitratos.



Tabla 1. Porcentaje de mineralizacion de N segln tratamiento de los barros (usar en forma decimal: %
dividido por 100)

~ Tratamiento Estabilizacién Tratamiento .
Ao " e Compostaje
aerdbico con Cal anaerébico

0-1 30 30 20 10
1-2 15 15 10 5

2-3 8 8 5 3

3-4 4 4 3 3

4-5 3 3 3 3

2) Calcular la DOSIS DE APLICACION:

DOSIS DE APLICACION = Déficit de N/ N BIOSOLIDOS

Donde:

DOSIS DE APLICACION: cantidad de toneladas por hectéarea a aplicar de biosélidos (Tn/ha en peso seco)

Déficit de N: Déficit de nitrégeno o requerimiento de la cantidad de N deseado a aplicar en el sitio para la
plantacion forestal o vegetacion elegida dentro de los otros usos habilitados (kg/ ha)

N BIOSOLIDOS: Nitrdgeno aportado por los biosélidos (kg/Tn)

Si se desea realizar una segunda aplicacion de biosélidos al afio siguiente, se debera sumar el Nitrégeno
organico remanente que no fue mineralizado de la primera aplicacién al nitrégeno orgéanico aportado por los
biosélidos que seran aplicados en una segunda instancia, de manera que

DOSIS DE APLICACION (2) = Déficit de N/ (N BIOSOLIDOS + N org remanente)
Donde:

DOSIS DE APLICACION (2): Dosis de aplicacion de biosolidos durante el segundo afio considerando el
nitrégeno organico remanente proveniente de la primera aplicacion

De esta manera, cada vez que se desee aplicar biosolidos en el sitio nuevamente, se debera recalcular la
dosis de aplicacion considerando la acumulacion de nitrégeno remanente.

B) CALCULO DE LA DOSIS DE APLICACION EN BASE A FOSFORO
DOSIS DE APLICACION= Déficit de P / P BIOSOLIDOS
Donde:

Déficit de P: Déficit de fosforo o requerimiento de la cantidad de fosforo deseado a aplicar en el sitio para
la plantacion forestal o vegetacion elegida dentro de los otros usos habilitados (kg/ ha)

P BIOSOLIDOQOS: Fosforo aportado por los biosélidos (kg/Tn)



C) CALCULO DE LA DOSIS DE APLICACION EN PESO HUMEDO
Calculo en peso humedo para Nitrogeno y Fosforo:
DOSIS DE APLICACION (Tn/ha) = DOSIS DE APLICACION / Contenido sélidos (*)

(*) La cantidad de solidos se encuentra expresada en decimales, no en porcentaje de solidos.

ANEXO VI

PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

1 - Consideraciones y precauciones previas:

« Es importante que las personas involucradas en la obtencion y el procesamiento de muestras cuenten
con la prevencion sanitaria adecuada (vacunas tétanos, hepatitis A) y proteccion minima para
prevenir riesgos; como anteojos de seguridad, guantes, botas, mono de polietileno y otros que se
consideren necesarios.

« A su vez, el personal que realice el muestreo debera estar instruido en procedimiento del mismo, de
los riesgos y de las precauciones y medidas de seguridad necesarias al momento de la toma de
muestra.

« Se recomienda realizar un registro de la toma de muestra, considerando la fecha, responsable,
cantidad y lugar donde se tomd la muestra.

« Para reducir el error y que las muestras sean representativas para analizar en laboratorio, se
recomienda tomar entre 5y 10 kg.

2 - Procedimiento de muestreo:

Barros o biosélidos liguidos a semisdlidos:

A) Al ser el material una matriz heterogénea con bajo porcentaje de solidos (entre 5y 25% dependiendo del
tipo de tratamiento y deshidratacion) es aconsejable realizar muestras compensadas considerando muestrear
en funcion del caudal o flujo de generacion de barros o en funcion del tiempo;

B) Cuando se desea muestrear barros cloacales que se obtienen de procedimientos de deshidratacion
continuos, como por ejemplo filtros de banda o centrifuga, deben tomarse muestras en diferentes puntos o
profundidades del tanque o volquete de acopio de barros o a diferentes tiempos del equipo de
deshidratacion utilizado;

C) El volumen o tamafio de cada muestra debe ser equivalente en todos los puntos de muestreo;

D) Las muestras deben mantenerse refrigeradas a 4°C hasta arribo al laboratorio.



Barros o biosélidos semisélidos a sélidos:
Método del Cuarteo:

Al ser el material una matriz heterogénea con un mayor porcentaje de sélidos (entre 25 a 90%, dependiendo
del tipo de tratamiento y deshidratacién), es aconsejable realizar un cuarteo, que permite la
homogeneizacion de la muestra y que la misma sea lo méas representativa posible. En los casos donde los
barros o biosolidos alcancen porcentajes de deshidratacion altos (mayores al 50% aproximadamente, como
en el caso de playas de secado) puede que los mismos adquieran una gran dureza, necesitando ser triturados
previo al cuarteo.

Procedimiento de Cuarteo:

1. Se toman como minimo 10 kg de barros o biosdlidos resultantes de los distintos procesos de tratamiento o
deshidratacion;

2. Con el total del material muestreado se forma una pila conica sobre un area plana horizontal y limpia,
para asegurar que no haya pérdida de material o contaminacion con material extrafio;

3. La pila se traspalea, mezclando y depositando cada paleada sobre la anterior hasta homogeneizarla.
Luego, se aplana sobre el vértice hasta obtener un diametro y espesor uniformes;

4. Se divide la pila aplanada en cuatro partes iguales A, B, C, D y se eliminan las partes opuestas Ay Co B
yD;

5. Las partes que no fueron eliminadas se vuelven mezclar y se vuelve a cuartear hasta obtener la cantidad
de muestra deseada.

ANEXO VII

REFERENCIAS Y NORMATIVAS NACIONALES E INTERNACIONALES
COMPLEMENTARIAS

Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion - IRAM 29559 Calidad ambiental. Calidad del
suelo. Guia metodoldgica para la utilizacion de barros o lodos tratados provenientes de plantas de
tratamiento de efluentes cloacales.

Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion - IRAM 29557 Calidad ambiental. Calidad del
suelo. Caracterizacién de suelo excavado y otros materiales tipo suelo destinados a reuso.

Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion - IRAM 29012-13 Calidad ambiental. Calidad del
agua. Muestreo. Parte 13 . Directivas para el muestreo de barros.

Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion - IRAM 29012-15 Calidad ambiental. Calidad del
agua. Muestreo. Parte 15 — Guia para la manipulacién y preservacién de muestras de barros y sedimentos.

Environmental Protection Agency - A Plain English Guide to the EPA Part 503 Biosolids Rule.

Environmental Protection Agency - EPA 40 CFR Part 503 -Control of Pathogens and Vector Attraction
in Sewage Sludge.

Utah State University (USA, 2000) - National Manual of Good Practice for Biosolids (USA, 2005) y Land
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