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RESUMEN

En la presente investigacion se determind la calidad de abono orgénico obtenido
empleando el tratamiento biol6gico de vermicompostaje con la lombriz roja californiana
Eisenia foetida Sav. en lodos de las lagunas de estabilizacién de la ciudad de Juliaca,
se tomaron 31 muestras de forma aleatoria en cada laguna con un total de 120 kg, el
material fue dividido en 9 unidades experimentales, éstos fueron distribuidos en tres
grupos con tres repeticiones cada uno conforme al disefio completamente aleatorio, se
aplico tres tratamientos T1 (Lodo+ estiércol+ lombriz), T2 (lodo+ lombriz) y T3 (lodo);
seguidamente, se analizd los indicadores de la transformacién de lodo en abono
organico como: biomasa, nimero de lombrices, color, ademas se estimo el porcentaje
de remocion de agentes patdgenos y contenido de macronutrientes; de los resultados,
el porcentaje de remocion de agentes patdogenos de todos los tratamientos fueron
significativamente diferentes (p<0.05), el tratamiento T1 present6 una reduccion de
agentes patdgenos hasta un 90% siendo este el mejor tratamiento, seguido del
tratamiento T2 con 86% vy el tratamiento T3 con 57%, no obstante el contenido de
macronutrientes presento diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05), donde
el tratamiento T1 presentdé mayor concentracion en nitrégeno (N), potasio (K), calcio
(Ca) y magnesio (Mg) a diferencia del tratamiento T2 y T3, mientras que el contenido de
fosforo (P) resultd ser superior en el tratamiento T2. En conclusion, las lombrices
aceleran el proceso de remocion de agentes patdégenos y mejoran la calidad del lodo
transformandolo en abono organico de buena calidad, ademas brinda una alternativa
para el aprovechamiento del lodo, apto para ser usado en jardineria, reforestacion y

cultivos de tallo alto.

Palabras claves: Eisenia foetida Sav., lagunas de estabilizacion, tratamiento bioldgico,

vermicompostaje.
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INTRODUCCION

A medida que el crecimiento poblacional avanza se generan residuos de diferentes
actividades antropogénicas, una de las actividades principales a nivel mundial es la
generacion de aguas residuales y como consecuencia se producen lodos residuales en
cantidades significativas (Garg, Gupta, & Yadav, 2008; Sueli et al., 2017) como en
China, Australia, Indonesia (Xie, Liu, Wang, Ding, & Ren, 2016), Perd no es la excepciéon
ya que en la actualidad la mayoria de estos residuos carecen de tratamiento y
disposicién adecuada (OEFA, 2014), en la ciudad de Juliaca se tienen lagunas de
estabilizacion colmatadas por lo que mantienen grandes cantidades de lodo (Seda
Juliaca, 2017) causando un impacto negativo ecoldgico, asi como un impacto social ya

gue las lagunas se encuentran cerca de la zona urbana.

Los lodos pueden llegar a convertirse en un peligro potencial para el ambiente y la salud
de las personas (Emamjomeh, Tahergorabi, & Farzadkia, 2017) ya que contiene
elevadas concentraciones de contaminantes patdégenos, compuestos organicos toxicos,
metales pesados, entre otros (Hu & Chen, 2018), los efectos se reflejan en
enfermedades gastrointestinales, bajo rendimiento escolar y enfermedades respiratorias
(Schiffman et al., 2008).

Sin embargo investigaciones demostraron que el lodo cuenta con alto potencial organico
y con un tratamiento adecuado puede ser utilizado como fertilizante para el suelo
(Caldeira, Delarmelina, Peroni, Goncgalves, & da Silva, 2013), el vermicompostaje es una
alternativa para el tratamiento, que emplea lombrices capaces de digerir el lodo si se
encuentra en forma aceptable (Zhao et al., 2010) transformandolo en un producto mas
fragmentado, poroso y microbiologicamente activo debido al incremento de
descomposicion y la humificacion (Edwards y Bohlen, 1996) asimismo el
vermicompostaje reduce los olores fétidos, agentes patégenos y metales pesados,
ademas aumenta el contenido de macronutrientes, el mismo que puede ser utilizado

como abono orgénico (Zhao et al., 2010).

El propésito de ésta investigacion fue la aplicacion del vermicompostaje en lodos de las
lagunas de estabilizacién de Juliaca para obtener abono organico. Ademas con esta
investigacion se buscéd determinar la calidad del abono obtenido considerando el
contenido de macronutrientes, agentes patdgenos y metales pesados, los resultados de
este estudio proporcionan informacion util sobre el uso del vermicompostaje en el
tratamiento de lodos de lagunas de estabilizacién de Juliaca, cuya importancia radica

en brindar una alternativa de aprovechamiento de los lodos residuales empleando
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tecnologia sostenible que permite el uso adecuado y racional de los lodos, mejorando
las caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas, disminuyendo el riesgo sobre los
seres humanos convirtiéndolo en un producto con valor agregado en beneficio para la
poblacién, asi como en beneficio de las entidades encargadas de la gestién de estos
residuos, puesto que el producto resultante, es decir el abono organico puede ser
utilizado en jardineria, cultivos, reforestacion entre otros. No obstante, el abono organico
obtenido podria ser comercializado convirtiéndose en un ingreso potencial al ser un
excelente fertilizante orgénico, por otro lado el tratamiento aplicado contribuye con el
desarrollo sostenible y sustentable, proponiendo el redso de los residuos soélidos
peligrosos generados en el proceso de tratamiento de aguas residuales en la ciudad de

Juliaca.
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1.1

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Situacion Probleméatica

A nivel mundial la dinamica poblacional genera impactos, muchos de ellos
negativos, como resultado de la urbanizacion se tienen grandes cantidades de
lodos, convirtiéndose en un problema la disposicion de lodos en forma segura
(Suthar, 2009), China produce lodo deshidratado procedente del tratamiento de
aguas residuales llegando a alcanzar 9 millones ton/afio (Li, Xing, Yang, & Dai,
2014), mientras que el lodo con humedad al 80% es de 26 millones ton/afio
(Chenetal., 2016) y se producen de 20 a 40 kg de lodo por poblacién equivalente
cada afio (Xie, Liu, Wang, Ding, & Ren, 2016).

En el Per(, segun el reglamento de la ley de gestién integral de residuos sélidos,
los lodos residuales son considerados residuos peligrosos debido a que
contienen metales y deben ser dispuestos en rellenos de seguridad (Ministerio
Nacional del Ambiente [MINAM], 2017), sin embargo se tiene 2 rellenos de
seguridad ubicados en Lima y Chincha; y 9 rellenos de saneamiento ubicados
en Lima, Junin, Loreto, Ancash y Cajamarca (Organismo de Evaluacién y
Fiscalizacion Ambiental [OEFA], 2014), lo que dificulta su disposicion, ademas
se realizé un estudio en el afio 2015 indicando que el 50% de las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) no realiza el mantenimiento ni remocion
de lodos, asimismo existe una empresa prestadora servicios de saneamiento
(EPS) denominada SEDAPAL, que deposita sus lodos en un relleno sanitario
(Superintentendencia Nacional de Servicios de Saneamiento & Cooperacion
Alemana GIZz, 2015).
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.

En la ciudad Juliaca, las lagunas de estabilizacién han superado su capacidad
(Seda Juliaca, 2014) y aun mas alarmante estas lagunas se encuentran
colmatadas en un 85% con mas de 80 000 m3de lodo almacenado ya que desde
el funcionamiento en 1982 no se realizd ningln tipo de mantenimiento (Seda
Juliaca, 2017). Los lodos son considerados un peligro potencial para la salud
debido a olores fétidos, gran nimero de quistes de protozoos, évulos parasitos
y patégenos fecales como Salmonella sp, Shigella sp y Escherichia coli, también
contiene metales pesados como zinc, cadmio, mercurio y cobre (Emamjomeh,
Tahergorabi, & Farzadkia, 2017), cuyos efectos en la salud publica se reflejan en
irritacién de ojos, nariz y garganta, dolor de cabeza, nauseas, diarrea, dificultad
para respirar, entre otros (Schiffman et al., 2008), aun asi cuenta con un alto

contenido orgénico (Caldeira, Delarmelina, Peroni, Gongalves, & da Silva, 2013).

Para mejorar la calidad del lodo se necesita realizar un tratamiento, una
alternativa es el vermicompostaje, que emplea lombrices que aceleran el
proceso de descompaosicion entre 2 y 5 veces, convirtiéndolo en biofertilizante
valioso y mas homogéneo en comparacion con un compostaje anaerébico
(Atiyeh, Dominguez, Subler, & Edwards, 2000), ademas la lombriz asimila
elevadas concentraciones de compuestos protoxidos y metales (Vera, 2013). Por
ello ésta investigacion se enfoco en el aprovechamiento de lodos provenientes

de las lagunas de estabilizacion a través del vermicompostaje.
Objetivos de la Investigacién

Objetivo General

- Determinar la calidad del abono organico obtenido empleando
vermicompostaje con lombriz Eisenia foetida Sav. en lodos provenientes

de las lagunas de estabilizacion de Juliaca.
Objetivos Especificos

- Evaluar el efecto de la lombriz Eisenia foetida Sav. en la obtencion de
abono orgéanico en base a lodos provenientes de las lagunas de

estabilizacion de Juliaca.

- Determinar el porcentaje de remocion de agentes patégenos en lodo

vermicompostado de las lagunas de estabilizacién de Juliaca.

- Determinar el contenido de macronutrientes en el abono organico obtenido
a través del vermicompostaje en lodos de las lagunas de estabilizacion de

Juliaca.
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1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.4.

Formulacién del Problema

Problema general

- ¢Cual es la calidad del abono organico obtenido utilizando
vermicompostaje con lombriz Eisenia foetida Sav en lodos provenientes de

las lagunas de estabilizacion de Juliaca?

Problemas especificos

- ¢Cual es el efecto de la lombriz Eisenia foetida Sav. en la obtenciéon de
abono organico en base a lodos provenientes de las lagunas de
estabilizacion de Juliaca?

- ¢Cual es el porcentaje de remocion de agentes patdégenos en lodo
vermicompostado de las lagunas de estabilizacién de Juliaca?

- ¢Cual es el contenido de macronutrientes en el abono organico obtenido a
través del vermicompostaje en lodos de las lagunas de estabilizacién de

Juliaca?
Justificacion de la Investigacion

Los lodos residuales actualmente son residuos peligrosos que pueden causar
consecuencias negativas en la salud de las personas y en el ambiente
(Schiffman et al., 2008), sin embargo éste residuo puede ser tratado con
tecnologias ecoldgicas y de bajo costo (Kuter et al., 1995) investigaciones
demostraron que las lombrices californianas son capaces de digerir y ayudar a
transformar los lodos en productos libres de agentes patdégenos, mejorando el
potencial nutricional para el suelo denominado abono organico, humus,
vermicompost (Caldeira et al., 2013; Atiyeh et al., 2000; Vera, 2013).

La presente investigacion brinda una alternativa de aprovechamiento de los
lodos residuales de las lagunas de estabilizacion de la ciudad de Juliaca, los
mismos que han llegado a alcanzar niveles alarmantes en lagunas de
estabilizaciébn, se emple6 una tecnologia sostenible que permita el uso
adecuado y racional de los lodos, mejorando las caracteristicas fisicas,
guimicas y microbioldgicas del lodo, disminuyendo el riesgo sobre los seres
humanos, convirtiéndolo en un producto con valor agregado en beneficio de la
poblacién y entidades encargadas de la gestiéon de estos residuos, puesto que

el producto resultante, puede ser utilizado en jardineria, cultivos, reforestacion
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1.5.

1.5.1.

1.6.

entre otros. No obstante, el abono organico obtenido podria ser comercializado

convirtiéndose en un ingreso potencial al ser un excelente fertilizante orgénico.

Por lo sefialado, la investigaciéon contribuye a la mejora continua en el aspecto

ambiental, social y econémico en beneficio de la region.
Contexto de la Investigacion

La presente investigacién se llevo a cabo en un espacio cercado, ubicado a 5
km de las lagunas de estabilizacién de Juliaca (este 15.496220°, norte
70.107536°) en la comunidad Chilla. Posteriormente se continué en las
instalaciones del laboratorio de microbiologia ambiental de la Universidad
Nacional de Juliaca UNAJ, ubicada en el distrito de Juliaca, provincia de San
Roman de altitud 3826 m.s.n.m. (MPSR, 2017). La investigaciéon se desarroll6
en los afios 2018 y 2019.

Condiciones climaticas

Segun el SENAMHI, la estacion meteorolégica de Juliaca de codigo 007454,
report6 que el clima de la ciudad de Juliaca esta clasificado como semilluvioso
y frio, con otofio, invierno y primavera secos, y esta descrito como frio y seco,
la temperatura fluctda entre los 19°C y -7°C, siendo la temperatura promedio
anual de 8.4°C. Los meses mas calidos son de noviembre a marzo y los mas
frios de junio a agosto. El promedio anual de precipitaciones pluviales es de

610.3 mm, donde los meses de mayor precipitacion son de enero a marzo.
Limitaciones

En el desarrollo de la presente investigacion se presentaron algunos factores
limitantes como el acceso a las lagunas de estabilizacién puesto que éstas se
encontraban alejadas del ingreso, demandando tiempo adicional fuera de lo
previsto en la ejecucion; otro factor limitante fue la variacion climatica

presentada en los meses de octubre de 2018 a marzo de 2019.

Finalmente, la carencia de investigaciones previas en lodos de lagunas de
estabilizacién de Juliaca fue limitante, por consiguiente, se utilizé referencias
de investigaciones nacionales e internacionales desarrolladas en diferentes

condiciones.
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2.1

2.1.1.

CAPITULO I
MARCO TEORICO
Antecedentes
Internacional

Braga et al. (2017) desarrollaron la investigacion concerniente a produccion de
vermicompost utilizando la lombriz Eisenia foetida Sav. a partir de un pre
compuesto de lodo de aguas residuales y residuos de poda de jardines
mezclados con diferentes proporciones de tierra de diatomeas que contiene
aceite, para ello se utiliz6 mezclas que alcanzaron los 80 L con 1 kg de
lombrices, luego de 4 meses se analizaron las caracteristicas quimicas como
contenido de nitrégeno (N) con 18.37 g/kg, fosforo (P) con 11.43 mg/kg y
potasio (K), los resultados mostraron la disminucion drastica de los nutrientes
llegando a menos de 0.6 g/kg en N, P y K, concluyen que la proporcion de
30.12% de tierra de diatomeas cumplié con los criterios establecidos para usos
agricolas, registro y comercializacién del producto como compost organico, por
otro lado el lodo con diatomeas puede ser vermicompostado sin dafios fisicos

visibles a las lombrices.

Ahmad, Singh, & Pal (2016) llevaron a cabo el estudio de evaluacién del
crecimiento de Eisenia foetida Sav. en lodos provenientes del proceso de
clarificaciéon de jugo de cafia de azucar (pressmud), mezclaron el lodo con
estiércol de ganado en diferentes proporciones, controlando la temperatura y
humedad, asi como la cantidad y el peso de las lombrices por un intervalo de
15 dias. A los 135 dias realizaron el analisis fisicoquimico del vermicompost
(producto final), concluyen que el mejor crecimiento, la biomasa y fecundidad
de lombriz se muestra en la mezcla de 25% de lodo y 75% de estiércol debido
al incremento de potasio total, conductividad eléctrica, fosforo total, sodio total,

carbono organico total, relacién C: N y reduccion significativa de metales.
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Kizilkaya & Hepsen (2014) evaluaron la capacidad de la lombriz Eisenia foetida
Sav. para remover metales pesados en lodos de aguas residuales en diferentes
mezclas con estiércol de vaca y cascara de avellana, para ello aplicaron 11
combinaciones de lodo, llevaron el proceso de vermicompostaje durante 90
dias, los resultados que obtuvieron respecto al comportamiento de las
lombrices fueron mejores en mezclas con proporciones de 30% lodo, 35%
estiércol y 35% cascara de avellana, ademas en todas las combinaciones hubo
reduccion de metales pesados, concluyeron que la lombriz bioacumula metales
pesados y es una buena alternativa emplear el vermicompostaje para remover

metales pesados en lodos.

Solis, Islas, & Esteller (2012) determinaron la calidad del vermicompost como
fertilizante en cuatro tratamientos que contenian lodo y estiércol de vaca
compostado en proporciones de 70% de lodo con 30% estiércol (A), 80% de
lodo con 20% estiércol (B), 90% de lodo con 10% estiércol (C) y 95% de lodo
con 5% estiércol (D), después de 50 dias los tratamientos A y B tuvieron la
mayor supervivencia y reproduccion de lombrices, sin embargo, el tratamiento
C mostré cantidades mas altas de nitrogeno (N) y fésforo (P) disponibles
(2189.80 y 2310.63 mg/kg) y una relacion de carbono nitrdgeno de 12.46, lo
gue lo convierte en un mejor fertilizante. Los valores de densidad aparente
(0,64 g/cm?®), materia organica (54.82%), carbono organico (31.80%), potasio
disponible (1801.92 mg/kg) y nitrégeno total (2.55%) para el tratamiento C
estuvieron dentro de los rangos de vermicompost recomendados en las guias
mexicanas, concluyeron que el tratamiento puede mejorar la fertilidad y la
disponibilidad de nutrientes, asi como el crecimiento de la poblaciéon de

lombrices de tierra, en comparacion con el lodo de aguas residuales solo.

Liu, Zhu, & Xue, (2012) evaluaron el efecto de la actividad de las lombrices de
tierra sobre los lodos de aguas residuales utilizando Eisenia foetida Sav., los
resultados mostraron que el contenido de agua, pH y el contenido de materia
organica disminuyeron, sin embargo el contenido total de nitrégeno aumento
pero el contenido total de fésforo, potasio y metales (Cu, Ni, Cd, Pb y Zn)
disminuyé, concluyeron que la bioacumulacion en las lombrices producto del
vermicompostaje puede eliminar eficientemente los metales pesados en el lodo

de aguas residuales.
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Vicencio, Pérez, Medina, & Martinez (2011) desarrollaron el tratamiento para la
produccion de composta y vermicomposta a partir de los lodos residuales con
dimensiones de lodo aglomerado de 2x1x3.5 m y para el proceso de
vermicompostaje se empled Eisenia foetida Sav., utilizando camas de 2 m?, con
una capa de 10 cm de lodo compostado y 0.5 kg de lombrices/cama, se le
afiadi6 el lodo cada 21 dias, transcurrido los 150 dias, se tuvo 12.7 g de
lombriz/kg de vermicompost, los resultados de la calidad de lodos mostraron el
contenido de nitrdgeno de 2.06% y 1.4% en los dos procesos respectivamente,
para el fosforo y potasio de 2.18% y 0.87%, demuestran que la composta y
vermicomposta son biosélidos excelentes, libres de patdgenos y ricos en

nitrégeno, aptos para ser usados en jardineria sin ninguna objecion.

Hait & Tare (2011) emplearon un sistema integrado de compostaje y
vermicompostaje empleando la lombriz Eisenia foetida Sav., para lo cual se
mezcldé vermicompost maduro en el proceso de compostaje de forma constante
y en condiciones ambientales, el material obtenido redujo significativamente el
pH, sélidos volatiles (VS), tasa de absorcién de oxigeno especifica (SOUR),
carbono total (TC), carbono orgéanico total (TOC), relacion C / N y patégenos e
incremento la conductividad eléctrica (EC), nitrégeno total (TN) y fosforo total
(TP). La temperatura 6ptima para el vermicompostaje es de 20 °C, la densidad
de siembra favorable para vermicompostaje es 3.0 kg/m?, concluyeron que el
sistema integrado convierte el lodo en abono organico de calidad para

aplicaciones agronémicas sin ningin efecto adverso.

Gupta & Garg (2008) evaluaron la lombriz Eisenia foetida Sav. en la
trasformacién de lodos de aguas residuales primarios combinado con estiércol
de vaca en productos con valor agregado, el proceso duré once semanas, los
resultados mostraron incremento de potasio total, fésforo total, conductividad
eléctrica y una remocién de metales pesados de 30 a 50% en todas las
combinaciones con lodo, concluyen que el lodo de las aguas residuales es un

abono de buena calidad si se combina con 30 a 40% de estiércol de vaca.
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2.1.2.

2.1.3.

Nacional

Castro (2017) realiz6 la investigacion para remover huevos viables en el lodo
residual empleando el vermicompostaje, para ello cuantificé la concentracién
inicial de huevos viables de helminto (69 n°/4g), posteriormente aplicé el
vermicompostaje empleando disefio experimental con tres tratamiento; T1,
combinacién de lodo, compost y lombrices; T2 combinacion de lodo, estiércol
de vacay lombrices y T3; combinacién de lodo, estiércol de caballo y lombrices;
los resultados obtenidos fueron T1 con 14 n°/4g; T2 con 11 n°/4gy T3 con 9
n°/4g, concluye que el vermicompostaje es efectivo en la remocion de huevos
de helminto permitiendo su reutilizacion como abono organico con las

condiciones sanitarias adecuadas.

Marquina & Martinez (2016) obtuvieron abono orgénico a partir de lodos
residuales aplicando la lombricultura con la especie Eisenia foetida Sav. en
diferentes mezclas de lodo con estiércol de conejo y compost, ademas se
realizé un andlisis de macronutrientes, los resultados mostraron que el mas
Optimo fue la mezcla de lodo, estiércol de conejo y lombrices y el contenido de
macronutrientes es alto N: 1.79%; P.Os: 4.14%; K;O: 0.65%; CaO: 6.36%;
MgO: 1.32%; Na: 0.17% y esta dentro del rango de los valores analiticos del

humus, concluyen que el abono obtenido es de buena calidad.
Regional

Serpa (2017) empled la técnica de vermicompostaje, utilizando la lombriz
Eisenia foetida Sav. para la remocion de metales pesados Cd y Hg de lodos
residuales de origen urbano en base a muestras con cinco repeticiones, cada
uno constituido de 1 kg de lodo y cinco lombrices durante 90 dias, se determiné
la concentracion final de Cd y Hg, mediante la técnica ICP-AES (espectrometria
de emisién atdmica), como resultado obtuvo una remocién de 22 y 18% de Cd
y Hg respectivamente, concluye que es una buena alternativa aplicar el
vermicompostaje en lodos residuales, ademas la temperatura y la humedad
juegan un papel importante en la remocién de metales pesados y el incremento

de lombrices.
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2.2.

2.2.1.

22.1.1.

2.2.1.2.

Bases tedricas
Lagunas de estabilizacion

En las lagunas de estabilizacién se presentan procesos de autodepuracion
fisico, quimico y bioldgico a fin de mejorar las caracteristicas sanitarias del agua
residual, constan de estructuras de profundidad baja (hasta 4 m) para
almacenar aguas residuales, el periodo de retencidon es alto (mas de 2 dias),
las lagunas primarias contienen agua residual cruda; las lagunas secundarias
contienen el agua de la primaria y asi sucesivamente las terciarias,
cuaternarias, quintenarias, etc., asimismo desde las lagunas terciarias también
se conoce como lagunas de acabado, maduracién o pulimento (Organizacion
Panamericana de la Salud [OPS] & Centro Panamericano de Ingenieria
Sanitaria y Ciencias del Ambiente [CEPIS], 2005).

Las lagunas de estabilizaciébn se clasifican en aeradas, anaerobias y
facultativas (MVCS, 2006).

Lagunas anaerobias

Las lagunas anaerobias son consideradas procesos sin presencia de oxigeno,
el color caracteristico es el gris oscuro, ademas las reacciones que se producen
en esta laguna son lentas y generan olores fétidos, debido que el consumo de
oxigeno disuelto supera a incorporacion de éste en el agua (OPS & CEPIS,
2005).

Lagunas aeradas

Son consideradas lagunas aeradas las masas de agua que contienen oxigeno
disuelto suficiente para ser consumidas por las bacterias aerobias y/o
facultativas para descomponer la materia organica generando compuestos
inorganicos que son consumidos por algas en forma de nutrientes, asimismo
las algas producen oxigeno y este es aprovechado por bacterias aerobias
generando procesos de simbiosis entre las algas y bacterias. (OPS & CEPIS,
2005).
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2.2.1.3. Lagunas facultativas

2.2.2.

2.2.3.

Las lagunas facultativas resultan de la combinacion entre lagunas aerobias y
anaerobias, durante el dia se genera procesos aerobios gracias a la radiaciéon
solar que ayuda a las algas a producir mas de oxigeno molecular, el mismo que
es utilizado por las bacterias para procesos de oxidacion bioquimica de materia
organica, por el contrario la fase anaerobia predomina durante la noche, puesto
que el consumo de oxigeno supera al contenido del mismo en el agua,
causando un desequilibrio ecoldgico (OPS & CEPIS, 2005).

Lodos residuales

Son los subproductos o residuos sélidos que se generan en el tratamiento de
aguas residuales, contienen altas concentraciones de materia organica,
principalmente en el tratamiento primario y secundario, asi como en las
instalaciones sanitarias in situ (Environmental Protection Agency [EPA], 2003;
UNESCO, 2017; Ministerio de Vivienda, Costruccion y Saneamiento [MVCS],
2017). Ellodo residual es considerado una mezcla compleja de agua, bacterias
y materiales organicos e inorganicos que contienen fésforo, compuestos de
nitrégeno y diversos contaminantes tales como patdégenos y metales pesados
(Li et al., 2014). Los lodos pueden ser usados benéficamente después de ser
sometidos a procesos de estabilizacion, procesos bioldgicos de digestion
aerobia o anaerobia (Water Enviroment Federation [WEF], American Society of
Civil Engineers [ASCE] & Environmental and Water Resources Institute [EWRI],
2010).

Biosoélido

Segun el (MVCS (2017); UNESCO (2017) & EPA (2003) define al biosélido
como subproducto resultante de la estabilizacién de la fraccién organica de
lodos residuales que se generan en el tratamiento de las aguas residuales, son
utilizados como acondicionador del suelo debido a sus caracteristicas fisico
guimicas y microbiolégicas, ademas para su reaprovechamiento requiere

necesariamente control y reduccion de patégenos.
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2.2.3.1.

2.2.3.2.

Clasificacion de biosélido

Segun MVCS (2017) y EPA (2003) establece que, segun sus caracteristicas
los biosolidos se clasifican en:

Los biosdlidos clase A son catalogados sin restricciones sanitarias para la
aplicacion en suelo, donde la densidad de patégenos debe ser: Escherichia coli
< 1000 NMP/ 1 g ST, Salmonella sp. <1 NMP / 10 g ST y huevos viables de
helmintos <1/4 g ST (MINAM, 2017; EPA, 2003).

La clase B posee restriccion sanitaria para su aplicaciéon, esto depende del
suelo y/o tipo de cultivo (MINAM, 2017; EPA, 2003).

Tabla 1

Pardmetros establecidos para ser considerado biosélido.

Parametro Clase A Clase B
Estabilizacion

Materia organica (SV) </= 60% de Materia seca (ST)

de lodos
Toxicidad Arsénico Cadmio Cromo Cobre Plomo Mercurio Niquel Zinc
quimica (mg/Kg) 40 40 1200 1500 400 17 400 2400
Escherichia coli <1000 NMP/ 1g ST Se demuestra al aplicar
Higienizacion Salmonella sp. <1NMP/10g ST tecnologias ~ que
aseguren bajos niveles

Huevos viables de
helmintos

ST: solidos totales; SV: solidos volatiles. Fuente: MVCS (2017).

<1/4gST de agentes patégenos.

Caracteristicas del biosélido

Los biosélidos son aquellos que cumplen con los rangos establecidos a nivel
nacional e internacional de parametros de estabilizacion, toxicidad quimica e
higienizacion. (MVCS, 2017; EPA, 2003).

Estabilizacion:

Es el proceso de reduccién de fraccion organica (sélidos volatiles) en relacién
a la materia seca (sélidos totales) para controlar la degradacion bioldgica en el
producto, los potenciales de generacion de olores, de atraccion de vectores y
de patogenicidad aplicados a lodos de planta de tratamiento de aguas
residuales (MVCS, 2017).
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B. Higienizacion:

Proceso de reduccién de la concentracién de indicadores de contaminacién de

origen fecal y/o agentes patdgenos en relacion con los niveles establecidos
(MVCS, 2017; EPA, 2003).

C. Toxicidad quimica:

Es la maxima concentracion de metales pesados que tiene un biosélido (MVCS,
2017; EPA, 2003).

- Metales pesados

Son elementos téxicos, con densidad mayor o igual a 5 g/cm?, en la tabla

periddica representa a un total de 65 elementos, en su forma elemental, la

densidad es cinco veces mayor a la del agua. Los metales mas importantes

son: Arsénico, Cadmio, Cromo, Cobre, Plomo, Mercurio, Niquel y Zinc (Juarez,
Franco, & Ascensio, 2009).

Tabla 2

Caracteristicas de metales pesados.

Metal

Caracteristicas

Arsénico

Plomo

Niquel

Zinc

Cadmio

Cobre

Cromo

Mercurio

Metaloide de amplia distribucién, se emplea como conservador de la madera,
en plaguicidas y en la fabricacion de algunos medicamentos, su ingestion en
dosis baja produce desordenes gastrointestinales, alteraciones del sistema
nervioso central y afectacion del tejido dérmico y se acumula en la cadena
trofica de los cuerpos de agua,

Elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, las actividades humanas
como la fabricacion de pinturas, insecticidas, vidrios y baterias eléctricas, las
emisiones peligrosas al ambiente como detonantes de la gasolina, en los
animales superiores afecta el rifion, higado y glébulos rojos y retarda la
degradacion de la materia organica en los microorganismos.

Es empleado en la metalurgia, cerdmica como un agente catalizador que
afecta el pulmén del hombre, ademas Inhibe la actividad biolgica de los
microorganismos.

Elemento utilizado en recubrimiento de metales (metalurgia), considerado
elemento de baja toxicidad.

Subproducto de la explotacion de otros metales como el cobre, zinc y plomo,
la forma mas téxica se presenta en el ion Cd*2, este elemento es empleado
en la fabricacion de pinturas, plastico, baterias, el cadmio puede afectar
directamente al rifién e higado.

Es considerando un micronutriente esencial que se encuentra en la naturaleza
en grandes cantidades.

Se utiliza en la industria del cromado, fabricacion de acero y curtido de pieles.

Es uno de los metales mas peligrosos, se usa en la fabricacion de
componentes eléctricos y electrénicos en la industria del papel y en la
agricultura. Su ingestion altera el sistema nervioso.

Fuente: Martinez (2003).
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2.2.3.3.

Aplicacion del biosdélido

Segun MVCS (2017); EPA (2003) el biosélido puede ser aprovechado como

acondicionador de suelos en agricultura y/o mejoramiento

Aplicacion del biosolido clase A

— Produccion de almacigo v utilizacién en viveros (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Acondicionamiento de suelos para agricultura, pastos y forrajes (MVCS,
2017; EPA 2003).

— Mejoramiento de suelos y areas verdes urbanas (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Aplicacion en las areas destinadas para la clase B (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Comercializacion a las empresas productoras de insumos agricolas que
producen compost, humus u otros productos con fin de acondicionamiento
del suelo (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Comercializacion a las empresas que producen, comercializan y cuentan
con la disposicion final del biosdlido. (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Aplicacion en éareas forestales y cultivos para la produccién de madera y/o
fibra, asi como cultivos en plantas de tallo alto, como cultivo de café (MVCS,
2017; EPA 2003).

Aplicacion del biosoélido clase B

— Recuperacién de areas degradadas ubicadas a 100 metros de distancia de
pueblos y viviendas (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Reforestaciéon de suelos (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Aplicados como sustrato para la cobertura en rellenos sanitarios, de
seguridad, incluso puede ser empleado en &reas destinadas a la
reforestacion y cultivos (MVCS, 2017; EPA 2003).

— Comercializacion a empresas que transformen el biosélido en compost,
humus o biosélidos de clase B en A (MVCS, 2017; EPA 2003).

27



2.2.4.

2.24.1.

2.24.2.

2.243.

Compostaje, Vermiculturay Vermicompostaje

Compostaje

Segun Garg, Gupta, & Yadav (2008) el compostaje es la bioconversion de la
materia organica por microorganismos heterotroficos (bacterias, hongos,
actinomicetos y protozoos) en un material similar a humus llamado compost. El
proceso ocurre naturalmente siempre que los organismos dispongan de
humedad, condiciones aerdbicas, material de alimentacién y nutrientes estan
disponibles para el crecimiento microbiano. Al controlar estos factores, el
proceso de compostaje puede ocurrir a una gran cantidad y velocidad méas
rapida. Asimismo el compostaje se realiza por procesos aerobios de oxidacion

gue genera temperaturas mayores a 50 °C (Vicencio et al., 2011).

Vermicultura

Vermicultura es el cultivo de las lombrices, el objetivo es aumentar
continuamente la cantidad de lombrices para obtener una cosecha sostenible.
Las lombrices son usados ya sea para expandir una operacion de
vermicompostaje o comercializados a clientes que lo usan para el mismo u
otros fines (Garg et al., 2008).

Vermicompostaje

Vermicompostaje es el proceso por el cual se utilizan las lombrices para
convertir materiales organicos (generalmente desechos) en un material similar
a humus conocido como vermicompost, el objetivo es procesar el material de
la manera mas rapida y eficiente posible (Garg et al., 2008) utilizando procesos
de biooxidacién causada por procesos de metabolismo entre las lombrices y
los microrganismos generando la estabilizacion de la materia organica (Paco,

Loza-Murguia, Mamani, & Sainz, 2012).

Esta tecnologia emplea a las lombrices de tierra para ingerir materia organica,
de tal forma que sea asimilado por las bacterias, debido a la fragmentacién
causada por las lombrices, acelera el proceso de descomposicion y genera un

sustrato rico en nutrientes (Atiyeh et al., 2000).

Para la obtencién de vermicompost, la especie de lombriz que comercialmente
mas se emplea es Eisenia foetida Sav., lombriz roja californiana, el olor de sus
exudados son considerados una defensa ante los predadores (Organizacién de

las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], 2013).
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Beneficios del vermicompostaje

Segun Calderin, Guridi & Berbara (2014); Grama, (2005); FAO (2013); los

beneficios son:

— Incremento del contenido mineral en el suelo.

— Actla como deposito de nutrientes que se van liberando poco a poco para
alimentar a las plantas.

— Incremento de materia orgénica.

— Facilita el desarrollo radicular de las plantas mejorando las condiciones y
estructura del suelo.

— Aporta nutrientes esenciales para el desarrollo de las plantas.

— Mejora la retencion del agua.

— Evita la compactacion, asi como la erosion de suelos.

— Promueve el incremento de microorganismos y beneficia al suelo.

— Inhibe plagas y enfermedades gracias al incremento de microorganismos
causado por el humus de lombriz

— Incrementa la poblacion microbiana mejorando las relaciones simbiéticas

con las plantas incrementando la absorcion de nutrientes.
Caracteristicas y funciones del vermicompostaje

La utilizacién del vermicompost en actividades agricolas y ambientales se
relaciona con la capacidad de este material para mejorar las condiciones
guimicas, fisicas y biolégicas del suelo y para mejorar directa o indirectamente
el rendimiento de la planta biolégica y agricola. El vermicompost junto a
microrganismos mejora las condiciones fisicas del suelo, tales como la
densidad, capacidad de retencién, asi como propiedades fisicas, como el pH,

niveles de carbono organico, nitrégeno, fosforo y potasio (Calderin et al., 2014).
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Figura 1. Aspectos generales de las caracteristicas de materiales humicos.
Fuente: Calderin, Guridi, & Berbara (2014).
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2.2.5. Lombrices composteras

Existe gran diversidad de lombrices, las mas comunes son las lombrices de
tierra (lumbricus terrestris), sin embargo existen otras especies que cuentan
con caracteristicas necesarios para la trasformacion de residuos en productos
de valor agricola, los mismos que cuentan con alta capacidad de reproduccion,
alta resistencia, capaces de adaptarse en el medio de forma inmediata, de las
8 500 especies de lombrices, sélo para el manejo de desechos organicos se
utilizan lagunas como: Lumbricus rubellus, Perionyx excavatus, Bimastus
Eudrillus eugeniae, Eisenia foetida (Secretaria de Agricultura Ganaderia

Desarrollo rural pesca y alimentacion [SEGARPA], 2010).

Tabla 3

Diferencias entre lombrices composteras y nativas.

L. Eisenia foetida Eisenia andrei Lumbricus terrestres
Caracteristicas

Sav. B. L.
Color Rojo pardo Rojo fresa Café oscuro
Tamafio (cm) 8-10 7-9 30-35
Peso adulto (g) 15-23 15-27 4-45
Reproduccion Alta Alta Baja
Capsulas o] i i
1 cada 7 dias 1 cada 5 dias Hasta 12 por afio

cococes
N° lombrices /

De6as8 De6all Dela?2
capsula
Ciclo de vida* De 90 a 100 dias  De 80 a 90 dias 180 dias
Voracidad Alta Alta baja

*Depende de las condiciones de manejo. Fuente: SEGARPA (2010).
2.2.5.1. Eisenia Foetida Sav.

A. Taxonomia

De acuerdo con Shain (2009); Brusca & Brusca (2005) la clasificacion de la

lombriz roja californiana es la siguiente:

Reino - Animalia

Phyllum : Annelida

Clase : Clitellata

Subclase : Oligochaeta

Orden : Haplotaxida

Familia : Lumbricidae

Género : Eisenia

Especie : Eisenia foetida (Savigny, 1826)
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B. Descripcion de lalombriz

Esta especie de lombriz, es muy habil en su alimentacién, de forma que cada

24 horas consume alimento correspondiente a su propio peso al dia. La

lombriz obtiene su alimento a partir de materiales orgénicos vegetales,

animales o mixtos, frescos o en diferente estado de descomposicién, para

producir mas biomasa de lombriz (crecimiento y nuevas lombrices) y

estiércol (FAO, 2013). La especie generalmente se encuentra en lugares

con altas concentraciones de materia organica (Reinecke & Kriel, 1981).

C. Caracteristicas de la lombriz

Morfologia: El cuerpo de la lombriz parece una cadena formada de
anillos, destacandose un anillo mas grande, que contiene los érganos

reproductivos, denominada clitelo (FAO, 2013).

Sistema Digestivo: la lombriz carece de dientes y mandibulas obtienen
su alimento por succién al presionar sobre la superficie una pequefia
estructura presente en la boca que se conoce como prostomio o lengua.
Indistintamente del desecho que consuma la lombriz, la cantidad que
excreta corresponde al 40% de lo que come, su sistema inicia con la
boca que se conecta a estructuras como la faringe, el buche, la molleja
hasta llegar al intestino (SEGARPA, 2010).

Sistema respiratorio: La cuticula es el medio por donde las lombrices
son capaces de respirar, la cuticula debe permanecer siempre himeda,
de lo contrario la lombriz llega a morir; las lombrices carecen de sistema
circulatorio organizado; la sangre circula por vasos capilares que se
ubican junto a la cuticula humeda de la pared del cuerpo lo que favorece
la absorcion de oxigenoy liberacion de anhidrido carbénico (SEGARPA,
2010).
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- Sistema reproductivo: La lombriz es hermafrodita, es decir que en un
mismo individuo tiene los dos sexos, pero para la reproduccion se
requiere de dos individuos, la fertilizacion cruzada, se realiza por la
union de los clitelos de dos individuos, donde se realiza la c6pula, cada
7-10 dias, los dos individuos producen huevos, llamados cocones,
cocun o capullos, éstos tienen forma de limén y apariencia amarilla
transparente al inicio, siendo mas café a medida que progresa el
desarrollo de la lombriz, cada capullo contiene de 2 a 12 lombrices que
emergen a los 21 dias de ser depositadas, la lombriz recién eclosionada
mide 1 mm de longitud, cuando alcanza los 3 cm se encuentra en la

etapa juvenil en donde empieza su etapa reproductiva (FAO, 2013).

+/- 23 dias de

periodo de
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+/- 4 dias CJ >
s |

Temperatura 25 °C

Lombrices
Humedad +/- 75 % !

(+/- 3 lombrices por cocon

B

Reproduccion

40 a 60 dias

Desarrollo de clitelio

Figura 2. Ciclo de vida de la lombriz Eisenia foetida Sav.
Fuente: Renieckk, Viligen & Saayman (1992).

D. Condiciones béasicas para el desarrollo de la lombriz Eisenia foetida Sav.

Requiere de altas concentraciones de materia organica para su
alimentacion, y de igual forma requiere de ciertas condiciones ambientales
como una temperatura 6ptima de 19-25°C, con humedad del 80%, pH de
6,5- 7,5 y baja luminosidad. La supervivencia de la lombriz depende de la
cantidad de materia organica en el medio, disminuyendo la supervivencia

segun baja el porcentaje de materia organica (FAO, 2013).
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2.2.6.

Contenedor o cama: existen diferentes opciones, tamarios y calidad de
contenedores para cultivar lombrices, lo importante es que sean
recipientes abiertos para que se facilite la alimentacién y la visualizacion,
generalmente estos contenedores son de madera. Las lombrices
normalmente profundizan en el sustrato buscando alimento, pero no lo
hacen mas alla de 40 cm (Schuldt et al., 2007) citado por FAO (2013) por
lo que la cama debe tener una profundidad de 50-60 cm y 1 m de ancho,
siendo el largo en funcion del area disponible en la finca. La
recomendacion mas comun es un kilo de lombriz comercial por metro
cuadrado de lecho (FAO, 2013).

Humedad: El rango ideal de la humedad es de 70% a 80%, ésta es la
humedad méaxima, ya que la lombriz respira por la piel, y una humedad

mas alta impediria su respiracion (FAO, 2013).

Temperatura: La temperatura es una variable que afecta la reproduccion,
produccién y fecundidad de las capsulas o capullos. Una temperatura entre
20-25 °C es considerada 6ptima, ya que conlleva al maximo de rendimiento
de lombrices, es decir a una alta tasa de proliferacion y produccion de
humus (Kaplan, Hartenstein, Neuhauser, & Malecki, 1980). Aunque segun
la (FAO, 2013), las condiciones ambientales para la lombriz es de 30 °C.
Cuando la temperatura es inferior a 15 °C las lombrices entran en un
estado de menor actividad y en consecuencia baja producciéon de humus,
asimismo se prolonga el proceso de eclosidn de los cocones y pasan mas
tiempo encerrados en los embriones, hasta que se presentan condiciones
del medio mas favorables, sucediendo lo mismo con la lombriz juvenil
(Reinecke & Kriel, 1981).

pH: El rango ideal de las condiciones ambientales es de 5 a 8.5 para un
buen desarrollo de la lombriz (FAO, 2013).

Luz: La lombriz es fotosensible, por lo que siempre preferird ambientes
oscuros (FAO, 2013).

Abono organico

Los abonos organicos son materiales para mejorar la fertilidad y la
productividad de los suelos, el abono organico abarca los abonos elaborado
con estiércol de ganado, compost rurales y urbanos, otros desechos de origen
animal y residuos de cultivos (FAO, 2013).
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2.26.1.

2.2.6.2.

2.2.6.3.

2.2.6.4.

Materiales de enmienda

La lombriz Eisenia foetida Sav. puede aceptar lodo fresco como alimento, si se
combina con materiales de enmienda como cenizas, compost, aserrin, restos
de alimentos y si se utiliza estiércol de vaca se debe combinar con al menos
10%, es recomendable utilizar 20-30% de estiércol de vaca para produccion de

lombrices y 10% para fertilizante de suelo (Ludibeth et al., 2012).

Compost

Es el proceso bioldgico mediante el cual algunos microorganismos actian
sobre la materia organica en condiciones controladas, descomponiéndola en
forma rapida para obtener un producto denominado compost, que sirve como
abono para los cultivos (Fundacion para la Investigacion y el Desarrollo
Agricola [FIDAR], 2014).

El proceso de compost es una descomposicion predominante aerdbica y se
puede dividir en tres fases; la fase inicial de descomposicion de los materiales
mas labiles, tales como azucares, proteinas y almidones. La segunda fase de
temperaturas mas altas, donde se degradan los materiales mas recalcitrantes

como celulosa y lignina (FIDAR, 2014).

Biol

El biol es el resultado de la fermentacion de materiales organicos como el
estiércol de animales, plantas verdes, productos lacteos y agua, en un
ambiente anaerdbico, en recipientes cerrados o biodigestores, ademas de ser
fuentes de nutrientes (N, P, K, Ca) también es un fitorregulador de crecimiento
porque contiene fitohormonas que aceleran el crecimiento del follaje, inducen

la floracion y aceleran la maduracion de los cultivos (FIDAR, 2014).

Humus de lombriz

El humus es elaborado por accién de las lombrices, la misma que transforma
residuos organicos en abono organico de buena calidad, ademas incrementa
el contenido de Ca y regula el pH del producto final, se ha demostrado que se
obtiene mayores poblaciones de microrganismos comparados con el compost
convencional, este producto se emplea frecuentemente en los viveros para
enriquecer los sustratos durante el establecimiento de plantulas o semillas
(FIDAR, 2014).
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Tabla 4

Rango analitico de la calidad del humus de la lombriz.

Parametro Nomenclatura  Unidad Rango
pH pH - 6.8a7.2
Nitrégeno total Ntotal % 1.5a3.35
Fosforo total Protal ppm 700 a 2500
Potasio total Kiotal ppm 4400 a 7700
Relacion carbono-nitrégeno C/N - 10a 13
Capacidad de intercambio catiénico Cic meq / 100g 75a81
Calcio total Caotal % 2.8a8.7
Magnesio total Mgtotal ppm 260 a 576
Manganeso total Mntotal ppm 0.2a0.5
Cobre total Cutotal ppm 85 a 490
Zinc total ZnNtotal ppm 87 a 404

Fuente: SEGARPA (2010).



3.1

3.2.

CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo aplicada, segin Hernandez, Fernandez, &
Baptista, (2014) indican que la investigacion aplicada cumple con el proposito
de resolver problemas, los planteamientos son Utiles para evaluar, comparar,
interpretar, establecer precedentes y determinar causalidad y sus
implicaciones. La investigacion cumple con lo descrito ya que se aplic
tratamiento en el lodo de las lagunas de estabilizacion de Juliaca a fin de

obtener abono orgéanico.
Disefio de la investigacién

La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, utiliza la recolecciéon
de datos para probar la hipGtesis con base en la medicion numérica y el analisis
estadistico, con el fin establecer pautas de comportamiento y probar teorias
(Hernandez, Fernandez, & Baptista, 2014). El disefio de la investigacion
corresponde a un disefio experimental. Segun Hernandez, Fernandez, &
Baptista (2014) el disefio con postprueba Unicamente y grupo de control incluye
grupos que reciben tratamiento y grupo control (ausencia de tratamiento),
terminado la manipulacion en los grupos se realizé la medicion, ésta
investigacion consta de tres grupos (G1, G2 y G3) los dos primeros grupos
recibieron tratamiento, mientras que el Gltimo grupo fue control, la postprueba
se aplicd para medir parametros fisicos, quimicos y microbiol6gicos después

de aplicar el tratamiento.

El disefio experimental aplicado en la presente investigacion se muestra en el

siguiente esquema:
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3.3.

Tabla 5

Disefio de la investigacion.

Disefio experimental

RG1 X o1
RG2 X 02
G3 — 03

Fuente: Hernandez, Ferndndez, & Baptista (2014).
Donde:

R: Asignacion al azar del lodo.

G1: Grupo 1, definido como la mezcla de lodos con estiércol de vaca antes de
recibir el tratamiento.

G2: Grupo 2, definido como los lodos antes de recibir el tratamiento.

G3: Grupo 3, definido como lodos que no recibira tratamiento (control).

X: Tratamiento denominado vermicompostaje con lombriz Eisenia foetida S.
O1: Medicibn de parametros quimicos y microbioldgicos después del
tratamiento en el grupo 1.

02: Medicion de parametros quimicos y microbiolégicos después del
tratamiento en el grupo 2.

03: Medicibn de parametros quimicos y microbiolégicos después del
tratamiento en el grupo 3.

— Ausencia de tratamiento denominado control.
Ambito de estudio

La presente investigacion se llevé a cabo en area cercado, ubicado a 5 km de
las lagunas de estabilizacion de Juliaca, en la comunidad Chilla, posteriormente
se continud en las instalaciones del laboratorio de microbiologia ambiental de
la Universidad Nacional de Juliaca UNAJ, ubicada en el distrito de Juliaca,
provincia de San Roman, meseta altiplanica de altitud 3826 m.s.n.m. (MPSR,
2017). La investigacion se desarrollé en los meses de octubre de 2018 a marzo
del 2019.
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3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.2.1.

3.4.2.2.

3.4.2.3.

Universo y muestra

Poblacion

La poblacién esta constituida por la cantidad total de lodos almacenados en las
8 lagunas de estabilizacion de Juliaca, el mismo que consta de mas de 80 000

m® de lodo correspondientes a lagunas primarias (Seda Juliaca, 2017).

Muestra

Método de muestra

Se extrajo muestras compuestas preparadas en base a las muestras puntuales
en lagunas de estabilizacion de la ciudad de Juliaca, éstas muestras fueron
extraidas de forma aleatoria respecto a la ubicacion en el cuerpo total de lodo
acumulado (MVCS, 2018), se utilizd la metodologia sugerida en la Resolucién
Ministerial N° 093-2018-Vivienda (ver anexo 1).

Tamafo de muestra

Asimismo el numero de muestras de acuerdo a lo sugerido en protocolo de
monitoreo de biosolidos (anexo 1) fue 31 muestras puntuales debido al caudal
de 260 L/s de ingreso a las lagunas de estabilizacion (seda Juliaca, 2017), los
puntos de muestreo fueron de forma aleatoria, la ubicacion de los puntos de
toma de muestras puntuales se realizé conforme al procedimiento sefialado en
el protocolo mencionada, para el desarrollo de esta investigacion las muestras
estuvieron comprendidas por 15 kg de lodos residuales de las 8 lagunas de
estabilizacién, que involucra un total de 120 kg, los mismos que se distribuyeron
en 3 grupos con tres repeticiones cada uno, (Kizilkaya & Hepsen, 2014) a fin
de comparar y obtener el tratamiento mas 6ptimo (Zhao et al., 2010), se utilizd
3 kg del lodo restante para los analisis fisicos, quimicos y microbioldgicos
iniciales, puesto que como minimo se requieren 2 kg de lodo para analisis fisico
guimico y 1 kg para analisis microbiolégico (MVCS, 2018). La distribucién de

las muestras se encuentra detallada en la tabla 6.

Seleccion de muestra

Segun Hernandez, Fernandez, & Baptista (2014) las muestras homogéneas
poseen el mismo perfil caracteristico, la muestra de ésta investigacion es

homogénea, puesto que las ocho lagunas son primarias (Seda Juliaca, 2017).
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3.5.

3.5.1.

3.6.

3.6.1.

3.6.1.1.

Materiales y equipos

Se utilizé tubos de polietileno de 4” con una vélvula check en el fondo para la
extraccion del lodo (Vivienda, 2018), equipos de proteccién personal (EPPSs),
para la preparacion de camas de alimentacion se utilizé 9 bandejas (45x33x25
cm) de polietileno transparente de 15 L (Gupta et al., 2007), para el analisis
microbiologico se empleo materiales de vidrio (Boro 3.3.5), envases de plastico
de 100, 250, 500 y 1000ml, GPS Garmin, potenciémetro, balanza analitica,
estufa, mufla, microscopio electronico, termémetro de suelo, densimetro,

multiparametro, bafio maria, autoclave, destiladora, centrifuga.

Material biolégico

Se emple6 lombriz roja californiana Eisenia foetida Sav (Gupta & Garg, 2008;
Pérez, Lagunes, Corona, & Barajas, 2017), se obtuvo del vivero ornamental
denominado Flor Puno, ubicado en el centro poblado Jayllihualla, provincia y
departamento de Puno; las lombrices adquiridas constaron de 1 Kkg,

equivalentes a un promedio de 1000 lombrices en edad juvenil.
Metodologia

Evaluacion del efecto de la lombriz Eisenia foetida Sav. en la obtencién

de abono orgénico

Caracterizacion del lodo

Los lodos residuales fueron extraidos de las 8 lagunas de estabilizacion de la
ciudad de Juliaca, para ello se emple6 la metodologia establecida en el
protocolo de monitoreo de biosélido aprobado con Resoluciéon Ministerial N°
093-2018-Vivienda (ver anexo 1), posteriormente se deshidratdé con radiacion
solar directa con giro manual a fin de tener un secado uniforme durante 21 dias,
de tal forma que se eliminen los gases toxicos presentes en el lodo (Azizi et al.,
2013) previamente se extrajo manualmente materiales no biodegradables
(Azizi, Lim, Noor, & Abdullah., 2013; Bakar, Mahmood, Teixeira, & Abdullah,
2011; Gupta & Garg, 2008), por otro lado, se extrajo una muestra utilizando el
método de cuarteo, para el analisis inicial de los parametros quimicos tales
como arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel y zinc (anexo 4)
y pardmetros microbiol6gicos de Echerichia coli, Salmonella sp y huevos
viables de helmintos, el andlisis fue realizado en base al peso seco del lodo
(Azizi et al., 2013; Bakar et al., 2011; Gupta, Mutiyar, Rawat, Saini, & Garg,
2007; Sangwan, Kaushik, & Garg, 2008).
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Andlisis de metales pesados

Se extrajo una muestra compuesta empleando el método de cuarteo hasta
obtener 1 kg de muestra homogénea, para ello se homogeniz6 el lodo
manualmente y se dividié el material en cuatro partes uniformes, dos partes
diametralmente opuestas se homogenizaron nuevamente y se dividié en cuatro
partes, la operacion se repitid hasta obtener una muestra de 1kg (Vivienda,
2018), seguidamente se envaso en bolsa ziploc rotulada, este fue transportado
en una caja de almacenamiento térmico con refrigerante ice (4°C) para el
andlisis de la concentracion de los metales pesados totales; arsénico, cadmio,
cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel y zinc, debido a que las investigaciones
demuestran la existencia de estos metales pesados en los lodos residuales
(Emamjomeh, Tahergorabi, & Farzadkia, 2017; Kizilkaya & Hepsen, 2014), éste
analisis fue realizado por el laboratorio certificado denominado NSF Inassa
Envirolab., ubicado en la Av. La marina 3059, del distrito de San Miguel, Lima,
el mismo que empled la técnica de espectrometria de emision atomica con
plasma de acoplamiento inductivo ICP-AES, utilizando la metodologia 7474 del
EPA para el andlisis de mercurio total y la metodologia 6010-B del EPA para el
arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, niquel y zinc (Bakar et al., 2011; Gupta
& Garg, 2008; Gupta et al., 2007; Kizilkaya & Hepsen, 2014; Sangwan et al.,
2008) (anexo 4).

Analisis microbiolégico

Se extrajo una muestra compuesta empleando el método de cuarteo hasta
obtener 2 kg de muestra homogénea seguidamente se envaso en bolsa ziploc
rotulada, posteriormente se transportd en una caja de almacenamiento térmico
con refrigerante ice (4°C) (Vivienda, 2018) hacia el laboratorio de microbiologia
ambiental de la Universidad Nacional de Juliaca a fin de efectuar el andlisis de
pardmetros microbiolégicos tales como; Echerichia coli, Salmonella sp vy
huevos viables de helmintos para conocer la concentracion inicial presente en
el lodo (Gupta et al., 2007; Hait & Tare, 2011), la metodologia empleada para
la determinacién de Echerichia coli fue el método de los tubos mudltiples, la
muestra fue preparada de acuerdo al método EPA/625/R-92/013 (anexo 2)
posteriormente se analiz6 mediante el método estandarizado 9221 C de APHA
AWWA WPCF (1992), para la determinacion de Sallmonella sp la muestra fue
preparada de acuerdo al método EPA/625/R-92/013 (anexo 2) y para el andlisis
se emple6 el método estandarizado 9260 D de APHA AWWA WPCF (1992),
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3.6.1.2.

finalmente para la determinacién de huevos viables de helminto, se empleé el
método EPA/625/R-92/013 (anexo 3) para la preparaciéon de muestras y el

andlisis.
Proceso de vermicompostaje

Los lodos se agruparon en tres grupos: tratamiento 1 (T1), tratamiento 2 (T2) y
finalmente tratamiento 3 (T3), con tres repeticiones cada uno, se emple6 9
bandejas de 15 L para la preparacion de camas de alimentacion (Gupta et al.,
2007), el tratamiento T1 estuvo compuesto por 7 kg de lodo combinado con 3
kg de estiércol, teniendo la proporcion 70% de lodo con 30% de estiércol de
vaca (Gupta & Garg, 2008; Bakar, 2011; Rodriguez et al 2014) mientras que,
los tratamientos T2 y T3 estuvieron compuestos por 10 kg lodo es decir una
proporcién de 100% de lodo, ademas se introdujo 75 g de lombrices de la
especie Eisenia foetida Sav. Equivalente a 100 lombrices juveniles a los
primeros tratamientos (T1 y T2) (ver tabla 6), asimismo todas las camas de
alimentacién se mantuvieron bajo la oscuridad a temperatura ambiente (12 —
18°C), el contenido de humedad se mantuvo a 70 £ 10%, durante todo el
periodo de estudio empleando aspersién para mantener la humedad, ademas
ningdn alimento adicional se afiadié durante todo el proceso de ejecucion de la
presente investigacion. El proceso de vermicompostaje, se desarrollé6 por 03
meses (Vicencio et al., 2011) en el que se monitorearon parametros fisico-
guimicos como: pH, temperatura, humedad de forma semanal (Atiyeh et al.,
2000; Bakar et al., 2011; Gupta & Garg, 2008; Li et al., 2014; Sangwan et al.,
2008; Vicencio et al., 2011) y se realizé procesos de aireacion debido a que las
lombrices requieren oxigeno para su desarrollo, este proceso se llevo a cabo
de forma semanal (Azizi et al., 2013; Gupta & Garg, 2008).
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Tabla 6

Distribucion de tratamientos.

Tratamiento Contenido Lodo Estiércol Lombriz
7 kg 3 kg 75 gr
Tratamiento 1 Lodo+ estiércol+ 7kg 3 kg 75 gr
T1 lombriz
7 kg 3kg 75 9r
10 kg - 75gr
Tratamiento 2 .
. Lodo + lombriz 10 kg - 75 9r
10 kg - 75 9r
Tratamiento 3 10kg ) )
e a?';” © Lodo 10 kg - ;
10 kg - -

Fuente: Elaboracion propia

El efecto de las lombrices en el proceso de vermicompostaje se evaluo

considerando el nimero de lombrices y la biomasa total de forma mensual (Zhi,
Tao, Wen & Wang, 2019; Ahmad et al, 2016; Duran & Enriquez, 2009), otro

indicador del efecto de las lombrices en la obtencién de abono fue el color del

lodo, con éstos indicadores se realizé la comparacién entre tratamientos y por

consecuencia se determiné el mejor medio de crecimiento y desarrollo de la

lombriz, ademas se registrd el cambio de color que indica la degradacion de la

materia organica asociandola con el color negro, para ello se empled la tabla

Munsell 10YR, comparandola con la tonalidad 10 YR 2/1 (anexo 14) (Marquina

& Martinez, 2016).
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Figura 3. Diagrama de evaluacion del efecto de la lombriz en la obtencion de abono

3.6.2.

organico.

Determinacién del porcentaje de remocion de agentes patégenos en lodo

vermicompostado

Transcurrido el proceso de vermicompostaje se extrajo una muestra de cada
cama de vermicompostaje y se envas6 en bolsa ziploc posteriormente se
traslado en una caja temperada ice (4°C) hasta el laboratorio de microbiologia
ambiental de la Universidad Nacional de Juliaca, la muestra fue analizada
dentro de las 24 horas, se realiz6 el analisis microbioldgico a fin de conocer la
concentracion final de Echerichia coli, Salmonella sp y huevos viables de
helminto (Soobhany, 2018), para la determinacién de Echerichia coli se emple6
el método de los tubos multiples. para ello la muestra fue preparada de acuerdo
al método EPA/625/R-92/013 (anexo 2), asimismo el método estandarizado de
analisis fue 9221 C de APHA AWWA WPCF (1992), para la determinacion de

Sallmonella sp la muestra fue preparada de acuerdo al método EPA/625/R-
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92/013 (anexo 2) y para el analisis se empled el método estandarizado 9260
D de APHA AWWA WPCF (1992), finalmente para la determinacion de huevos
viables de helminto, se utiliz6 el método EPA/625/R-92/013 (anexo 03).

3.6.2.1. Determinacién del porcentaje de remocién de agentes patégenos

Para determinar el porcentaje (%) de remocion, se utilizé la concentracion

inicial y final, con la siguiente formula (Romero, Colin, Sanchez, & Ortiz, 2009):

[ % remocion = (Ci— Cf) *100/ Ci ]

Dénde:

Ci: Concentracion inicial

Cf: Concentracion final

s N
Lodo
vermicompostado
. J
: — Echerichia coli
( Ll h — Salmonella s
Andlisis 'a SP. .
. L, . — Huevos viables de helminto
microbiolégico

N

4 N\
. Determinacion del
Datos iniciales % remocion Datos finales
o

Andlisis de datos
\\ J

\

Figura 4. Diagrama de flujo para la determinacion del porcentaje de remocién de agentes
patégenos en lodo vermicompostado.
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3.6.3.

Determinacién del contenido de macronutrientes en el abono organico

obtenido a través del vermicompostaje

Se extrajo una muestra de 1 kg de lodo después del tratamiento aplicado y se
envaso en bolsa ziploc posteriormente se trasladado en una caja temperada
ice (4°C) hasta el laboratorio certificado denominado Laboratorios Analiticos del
Sur E.l.LR.Ltda., ubicado en el Parque Industrial Rio Seco de la ciudad de
Arequipa, a fin de realizar el andlisis de concentracién de macronutrientes tales
como nitrégeno (N), potasio (K) y fosforo (P), calcio (Ca) y magnesio (Mg)
presente en el abono organico obtenido (Braga et al. 2017; Vicencio, et al.,
2011), la técnica y el método empleado fue 7102 determinacion de

macronutrientes.

Lodo
vermicompostado

@ Nitrégeno (N), Potasio
- N (K) y Fésforo  (P),
Andlisis de E> Calcio  (Ca) vy
macronutrientes Magnesio (Mg)
( A

Analisis de datos

Figura 5. Flujograma para la determinacién del contenido de macronutrientes en el

abono orgénico obtenido.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, Efecto de la lombriz Eisenia foetida Sav. en la obtencién de abono

orgéanico
4.1.1. Cambios fisico quimicos durante el proceso de vermicompostaje

En la tabla 7 muestra los valores de pH en los tratamientos T1. T2 y T3; en el
tratamiento T1 el pH inicial fue de 7.7, en las semanas siguientes descendid
hasta 7.14, presentdé un ligero incremento pero en las (ltimas semanas
disminuy6 hasta 6.6, de igual forma en el tratamiento T2 el pH disminuy6 hasta
6.87 en la ultima semana, el tratamiento T1 muestra niveles de pH mas bajos
gue en el tratamiento T2, investigaciones demostraron que el pH en el proceso
de vermicompostaje desiende, Takia, Gogoib, Mazumderc, Bhattacharyab,
Kumard (2019) obtuvieron valores iniciales de pH entre 7 a 7.3 éste disminuyé
hasta 5.5, igualmente Gupta (2008) encontr6 valores por debajo de 6, mientras
gue Suthar (2009) obtuvo 7.7 en un inicio, sin emabrgo descendié hasta 7.2,
ésto puede ser causado por procesos de mineralizacion del nitrégeno y fésforo
en nitritos, nitratos y ortofosfatos, ya que el pH disminuye en la bioconversion
del material organico en procesos intermedios de acidos organicos (Ndegwa,
Thompson & Das, 2000). Ademas la diferencia entre los tratamientos T1y T2
puede estar atribuida a las camas de alimentacion, el estiércol de vaca contiene
naturalmente diferentes bacterias anaerobias que conducen a la generacion de
hidrégeno causada por la presencia de estiércol de vaca en el tratamiento
(Takia, et al, 2019).
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Tabla 7

Resultados de pH en el proceso de vermicompostaje.

SEMANA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T1
LodOEESEé_wa 7.70 7.50 7.40 7.30 7.14 7.24 7.26 7.20 7.12 7.08 6.77 6.60
ombriz
T2 7.69 7.22 7.16 7.27 7.14 7.26 7.23 7.08 7.05 7.11 6.80 6.87
Lodo+ Lombriz
T3 7.70 7.63 7.67 7.70 7.67 7.63 7.53 7.43 7.37 7.30 7.03 7.03

Lodo

La figura 6 muestra las variaciones del pH a lo largo de los tres meses para los
tratamientos T1, T2 y T3 los resultados muestran la disminucién del pH, sin
embargo los tratamientos T1y T2 disminuyeron mas que el tratamiento T3, esto
podria ser atribuido al efecto de las lombrices puesto que los fluidos celémicos
aceleran la transformaciéon del lodo en humus por la accion de bacterias que
metabolizan de forma mas répida los componentes presentes en el lodo

generando la disminucion del pH (Garg, 2008).

pH

7.80

7 60 %‘
o =, ‘:.‘::«\

7.00 -
6.80

6.60 o T2

6.40 =i—T3

6.20
6.00

pH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

SEMANA
Figura 6. Variacion de pH en el proceso de vermicompostaje.
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4.1.1.

Biomasa de lombrices

La tabla 8 muestra los resultados del peso de las lombrices en los diferentes
tratamientos aplicados (T1y T2), en el primer mes el peso fue 136.33 g en el
tratamiento T1, mientras que en el tratamiento T2 el peso fue mas bajo con
84.00 g, aun asi no hubo pérdida de peso en ambos tratamientos con respecto
al peso inicial, en el segundo mes el peso promedio de las lombrices fue 133.67
g en el tratamiento T1, mientras que en el tratamiento T2 el peso fue mas bajo
con 82.00 g, en el tercer mes se obtuvo un promedio de 160.67 g en el
tratamiento T1, pero en el tratamiento T2, el peso fue mas bajo 90.00 g (anexo
5). La pérdida de peso total de las lombrices puede ser causado por consumo
y agotamiento del sustrato fresco, asi lo demuestra Gupta (2008) quien obtuvo
la misma tendencia de pérdida de peso en las lombrices ocasionado por el
agotamiento de alimento fresco, asimismo Benitez (1999) obtuvo un promedio
de 48 g en la semana 7 luego empez6 a descender, esto se contrasta con la
investigacion de Gajalakshmi et al. (2005) demostré que 100% de lodo residual
como alimento no fue preferido por la lombriz, mientras que la adicién de
estiércol de vaca tuvo un impacto positivo sobre el aumento de la biomasa,
igualmente en la presente investigacion el tratamiento T1 con presencia de
estiércol de vaca tuvo mejor aceptacion por las lombrices incrementando su
peso el mismo que podria estar asociado al material de enmienda, puesto que,
los productos de enmienda como el éstiercol, compost, aserrin entre otros
contribuyen a la transformacion del lodo en abono y/o humus (Kuter et al.,
1995), esto debido a la interaccion de la lombriz para descomponer desechos
organicos, lodos residuales, etc, los mismos que proveen abono organico y

proteina animal (Appelhof,1981).

Tabla 8

Peso y cantidad de las lombrices en el proceso de vermicompostaje.

o L ~
= o~ o~ = = = — o~ ™
5 C) 2 o o g 2 2 o 0 0
O QS = - = & 5] 1) [0} Q o)
S £ S = N ™ g € = c c
8 o © %) N a g — | - -
S CE E Q g Q@ < g o o o ]
(= = 2 = - pd pa pa
Tl
Lodo+ Estiércol ~ 7500 13633 13367 16067 8567 100 159 177 209
+Lombriz
T2 ) 75.00 84.00 82.00 90.00 15.00 100 98 103 130
Lodo + Lombriz
T3 ) i ) ) ) ) ) i i
Lodo

N° L: nimero de lombrices
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4.1.2. Numero de lombrices

En el tratamiento T1 no hubo mortalidad ya que el nimero de las lombrices en
el primer mes se incrementé a 159 para el segundo mes incrementé a 177
finalmente en el Ultimo mes se obtuvo el doble de lombrices con respecto al
inicial, sin embargo, en el tratamiento T2 presento mortandad, el primer mes
disminuyo 2 lombrices, para el segundo mes incrementd y el Gltimo mes las

lombrices aumentaron en nimero llegando hasta 130 lombrices (anexo 5).

Investigaciones demostraron que el sustrato de las lombrices influye de forma
directa en la reproduccion y multiplicacién de la lombriz (Bollo 1999, Ferruzi
1986), el estiércol incrementa la temperatura del medio, lo cual influye en la
reproduccion de la lombriz (reikenk, 1992), ademas el material de alimentacion
gue contiene mayor cantidad de lodo es dificil que pueda ser asimilada por la
lombriz  (Gajalakshmi et al., 2002) ya que no podria contener suficiente
cantidad de materia organica y carbohidratos metabolizable el mismo que es
esencial para el crecimiento y reproduccion de las lombrices (Edwards, 1988),
es por ello que el mejor medio para la reproduccion es el lodo con presencia de
estiércol de vaca asi lo demostraron las investigaciones de Gupta (2007),
Gajalakshmi et al. (2005), éstos consiguieron un impacto positivo sobre el
incremento del nimero de lombrices, asimismo la mortandad fue minima, esto
puede ser atribuido al precompostaje durante 21 dias ya que todos los gases
téxicos producidos podrian haber sido eliminados a consecuencia del pre
compostaje (Kaushik y Garg, 2003)

Tabla 9
Prueba Tukey (p < 0.05) para biomasay nimero de lombrices.

Prueba Parametro Mes Tratamiento N Media  Agrupacion
1 T1 3 136.330 A
T2 3 84.000 B
Biomasa de la 2 T1 3 133.670 A
lombriz T2 3 82.000 B
3 T1 3 160.670 A
T2 3 90.000 B
Tukey . T1 3 158670 A
T2 3 98.330 B
Nﬂmerp de 5 T1 3 177.000 A
lombrices T2 3 103.667 B
3 T1 3 209.000 A
T2 3 130.000 B
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La tabla 9 muestra las comparaciones multiples de las medias de la biomasa
de la lombriz Eisenia foetida Sav. en los diferentes tratamientos aplicados T1y
T2 utilizando el andlisis de varianza (anexo 11) y la prueba de tukey (p < 0.05),
previo analisis de normalidad y homogeneidad en los datos (anexo 9y 10), se
aprecia que el tratamiento T1 (lodo + estiércol + lombriz) es mas 6ptimo para
el incremento de la biomasa con respecto al tratamiento T2 (Lodo + lombriz),
por consecuencia estadisticamente los tratamientos T1 y T2 son diferentes,
esto podria estar asociado a la presencia de estiércol, ya que el sustrato de
crecimiento influye en la masa de la lombriz afectando directamente a la
reproduccion de la lombriz y su estado (Ferruzi, 1986), ademas la lombriz E.
foetida en presencia de estiércol reacciona de forma positiva aumentando la
supervivencia, crecimiento y reproduccion de esta especie (Haynes y Zhou,
2016).

El color en los tres tratamientos varid, siendo el tratamiento T1 el Unico que

llego a la tonalidad 10YR 2/1, seguido del tratamiento T2 (anexo 14).

4.2. Remocidn de agentes patégenos

4.2.1. Echerichia coli

La tabla 10 muestra los resultados de la concentracion inicial y final de
Echerichia coli, se observa que las concentraciones finales mas bajas se
presentan en los tratamientos con presencia de lombriz (T1, T2) con 423.317
NMP/1g ST y 598.199 NMP/1g ST respectivamente, éstos se encuentran por
debajo del limite establecido en la normativa vigente, por lo tanto cumplen con
los criterios de higienizacién establecidos, mientras que el tratamiento T3
presentd concentracién final de 1844.727 NMP/1g ST superando el limite

establecido (anexo 6).
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Tabla 10

Resultados de la concentracion de parametros microbiolégicos.

T1
Parametro Detalle Lodo+Estiercol e ) [
+Lombriz Lodo+Lombriz Lodo
Inicial (NMP/ 1g ST) 4299.754 4299.754 4299.754
Echerichia Final (NMP/ 1g ST) 423.317 598.199 1844.727
coli % remocién 90.155 86.088 57.097
limite (NMP/ 1g ST) < 1000.000 <1000.00 < 1000.00
Inicial (NMP/ 10g ST) 4.300 4.300 4.300
Salmonella sp Final (NMP/ 10g ST) 0.847 1.888 3.582
% remocion 80.310 56.097 16.696
limite (NMP/ 10g ST) <1 <1 <1
Inicial (N2/ 4g ST) 4.914 4914 4.914
Huevos Final (N9/ 4g ST) 1.134 1.969 3.690
viables de % remocién 76.933 59.923 24.920
helminto limite (N2/4g ST) <1 <1 <1

La reduccién de coliformes es causado por la presencia de lombrices en su
totalidad por el efecto de transito intestinal (Monrey, 2009), ademas la lombriz
causa mortandad selectiva de bacterias usando sus sistemas antioxidantes y
funciones inmunes antimicrobianas (Liu, 2009), en el presente estudio los
tratamientos (T1 y T2) con presencia de lombrices tuvieron porcentajes de
remocibn mayores a 86%, la reduccion de Echerichia coli durante el
vermicompostaje puede ser atribuido a diversas acciones de lombrices como
la accion enzimética intestinal, la secrecion de fluidos celémicos que tienen
propiedades antibacterianas (Dominguez & Edwards, 1997; Panikkar et al.,
2004), asi lo demuestran las investigaciones efectuadas por Hait, (2001) y
Fernandes, (2010) los cuales obtuvieron remocion de 98% pero en ambos
casos se aplicaron doble tratamiento incluyendo el compostaje, mientras que
Hu, Chen, (2018) obtuvieron remocion de 30.1% hasta 85.4%, esto indica que
las lombrices son capaces de acelerar la mortandad de Echerichia coli en el
lodo, por otro lado Dominguez (2004) indica que el vermicompostaje reduce los

patdgenos hasta causar la mortandad total de Echerichia coli en 60 dias.
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Tabla 11

Prueba tukey (p < 0.05) para la remocién de parametros microbioldgicos.

Prueba Tratamiento N Media angular % Remocién Agrupacion

T1 3 71.714 90.155 A
Echerichia
. T2 3 68.106 86.088 A
coli.
T3 3 49.130 57.097 B
T1 3 63.658 80.310 A
Salmonella
Tukey T2 3 48.504 56.097 B
sp.
T3 3 23.840 16.696 C
T1 3 61.630 76.933 A
Huevos
viables de T2 3 50.890 59.923 A
helminto
T3 3 29.410 24.920 B

En la tabla 11 muestra las comparaciones multiples de las medias del
porcentaje de remocidon de Echerichia coli en los diferentes tratamientos
aplicados utilizando el analisis de varianza (anexo 12) y prueba de tukey (p <
0.05), se aprecia que el tratamiento T1 (Lodo + estiércol + lombriz) es el mas
oOptimo para la remociébn de Echerichia coli con 90.155% seguido del
tratamiento T2 (lodo+ lombriz) con 86.088% y finalmente el tratamiento T3
(lodo) con 57.097% de remocién. Ademas los tratamientos T1 y T2 tienen la
misma agrupacion A, por lo tanto estadisticamente los tratamientos T1y T2 son
iguales, mientras que el tratamiento T3 difiere encontrandose en la agrupacion
B, sin embargo de acuerdo a los resultados reales obtenidos se infiere que los
3 tratamientos son diferentes, estos resultados pueden ser atribuidos a la
presencia de las lombrices en los tratamiento T1 y T2, los mismos que tuvieron
alto porcentaje de remocion, asimismo el tratamiento T1 presentd porcentaje
mas alto de remocion, podria ser causado por el sustrato de alimentacién, el
estiércol de vaca, ya que contribuye a la supervivencia, crecimiento y
reproduccion de la lombriz E. foetida (Haynes y Zhou, 2016) generando un
medio mas éptimo para el proceso de aerdbico y desarrollo éptimo acelerando
la remocién de Echerichia coli (Hu, Chen, 2018).
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4.2.2.

Salmonella sp

La tabla 10 muestra los resultados de la concentracion inicial y final de
Salmonella sp., se observa que las concentraciones finales mas bajas se
presentan en los tratamientos con presencia de lombriz (T1, T2) con 0.847
NMP/10g ST y 1.888 NMP/10g ST respectivamente y la concentracion mas alta
se presenta en el tratamiento T3 con 3.582 NMP/10g ST, ademas el tratamiento
T1 esta por debajo del limite establecido en la normativa vigente, por lo tanto
cumple con el criterio de higienizacion, mientras que los tratamiento T2 y T3
superan el limite, Asimismo el tratamiento T1 resultd ser mas eficaz en la
remocion de Salmonella con 80.310%, seguido del tratamiento T2 con
56.097%, mientras que el tratamiento T3 mostré6 un bajo porcentaje de

remocién de 16.969% (anexo 6).

En la tabla 11 muestra las comparaciones mdltiples de las medias del
porcentaje de remocion de Salmonella sp. en los diferentes tratamientos
aplicados utilizando la prueba de tukey (p < 0.05), se aprecia que el tratamiento
T1 (Lodo + estiércol + lombriz) es el mas 6ptimo para la remocioén de Salmonella
sp. con 80.310% encontrandose en el grupo A seguido del tratamiento T2
(lodo+ lombriz) con 56.097% en el grupo B y finalmente el tratamiento T3 (lodo)
con 16.696% de remocion en el grupo C. Por lo tanto estadisticamente todos
los tratamientos son diferentes, éstos resultados pueden ser atribuidos a la
presencia de lombrices debido altos niveles de remocién en los tratamientos T1
y T2 en comparacion con el tratamiento T3, las lombrices tienen la capacidad
de reducir de forma acelerada agentes microbianos patégenos como el caso
de la Salmonella (Biscsi, 1990), ademas Hassett et al. (1988) y Amaravadi et al.
(1990) concluyeron que E. foetida puede poseer un sistema enzimatico virucida
y puede contribuir a la inactivacion de los virus patdgenos potencialmente
asociados con la aplicacion de lodos de aguas residuales, asi lo demuestran
las investigaciones realizadas por Soobhany (2018) y Brown & Mitchell (1981)
las lombrices causaron una disminucion maxima en Salmonella del 29% en
comparaciéon con la disminucién maxima del 14% en ausencia de lombriz, en
la presente investigacion el porcentaje de remocién con presencia de lombriz
fue 80.315% y 56.097% en los tratamientos T1 y T2 respectivamente, mientras
gue en ausencia de la lombriz se obtuvo 16.696% de remocion, se infiere que
la lombriz Eisenia foetida Sav. acelera la remocion de salmonella en el lodo,

ademas investigaciones desarrolladas por Rodriguez- Cardoso Maldonado
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4.2.3.

Martinez (2010) obtuvieron porcentajes de remocién al 99% de salmonella en
lodos, esto a causa de la temperatura superior al 30 °C, sin embargo en la

presente investigacion la temperatura fue inferior a 30°C.
Huevos viables de helminto

La tabla 10 muestra los resultados de la concentracion inicial y final de huevos
viables de helminto, las concentraciones finales mas bajas se presentaron en
los tratamientos con presencia de lombriz (T1, T2) con 1.134 N°/4g ST y 1.969
N°/4g ST respectivamente, mientras que el tratamiento T3 obtuvo 3.69 N°/4g
ST, todos los resultados superan el limite establecido por la normativa vigente,
sin embargo se obtuvieron altos porcentajes de remocion, el tratamiento T1
resulto ser més eficaz en la remocion de huevos viables de helminto con
76.933%, seguido del tratamiento T2 con 59.923%, mientras que el tratamiento
T3 present6 bajo porcentaje de remocion de 24.92%, los resultados pueden ser
atribuidos a factores de temperatura, el mismo que no supero los 30°C puesto
gue para la remocion de huevos viables de helminto influye la temperatura, el
proceso termofilico (temperatura alta) puede ser capaz de la inactivacion de
huevos de helminto (Dougherty, 1999) incluso llega a la eliminacion de
organismos patdgenos, pero se ha demostrado que estos patégenos no
sobreviven en el vermicompostaje (Dominguez & Edward, 2004) debido a que
la lombriz por su efecto inhibidor causa mortandad selectiva de agentes
patégenos, demostrada en la investigacion de Vera y Col (2001) los cuales
reportaron la remocién de huevos de helminto en lodos de la planta de
tratamiento de aguas residuales del 14% y 65%, mientras que Hait (2011)
obtuvo una remocién del 99.9%, este alto porcentaje de remocion se explica
por su doble tratamiento (compostaje y vermicompostaje), de igual forma ocurre
con Yavad, Tare & Ahammed (2012) en donde se presenta remocion de 35.2%
(compostaje) y 99.9% (vermicompostaje). En el presente estudio los resultados
muestran que el mayor porcentaje de remocion de huevos de helminto se
presenta en los tratamientos T1 y T2 con presencia de lombrices, mientras que
en la ausencia de la lombriz se presenta los niveles mas bajos de remocién, se
deduce que la lombriz Eisenia foetida acelera el proceso de remocion de

huevos viables de helminto en lodos (anexo 6).
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La tabla 11 muestra las comparaciones multiples de las medias del porcentaje
de remocién de huevos viables de helminto en los tratamientos T1, T2 y T3
aplicados al lodo, para ello se analizé a través de la prueba estadistica Tukey
considerando un nivel de confianza del 95% (p < 0.05), los resultados muestran
gue el nivel mas alto de remocion se presenta en el tratamiento T2 con
61.627%, seguido del tratamiento T1 con 50.888% mientras que el tratamiento
T3 presenta la mas baja remocion con 29.414%, los resultados estadisticos
muestran que los tratamientos T1y T2 se encuentran en la agrupacion A por lo
tanto los tratamientos T1y T2 son iguales, mientras que el tratamiento T3 difiere
por la ubicacién de agrupacion B, sin embargo de acuerdo a los datos reales
se puede deducir que estos tratamientos difieren entre si, siendo el tratamiento
T1 mejor que el tratamiento T2 asi como el tratamiento T2 mejor que el

tratamiento T3.

4.3. Contenido de macronutrientes en el abono organico obtenido

La tabla 12 muestra las concentraciones finales de macronutrientes en el lodo
vermicompostado en los tratamientos T1, T2 y T3, los resultados se detallan

en elanexo 7y 8.

Tabla 12

Concentracién de macronutrientes en el abono obtenido.

Tratamiento Nitrégeno (N) Potasio (K) Fésforo (P)
ppm ppm ppm

T1 (Lodo+ Estiércol + lombriz) 14.853 8799.333 5979.666

T2 (Lodo + lombriz) 13.473 6986.667 6085.333

T3 (lodo) 11.643 5734.667 5533.333
Calcio (Ca) Magnesio
ppm (Mg) ppm

T1 (Lodo+ Estiércol + lombriz) 23821.667 4590.667

T2 (Lodo + lombriz) 19317.667 4155.667

T3 (lodo) 18505.000 3795.333
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4.3.1. Nitr6geno

La tabla 12 muestra los resultados de las concentraciones de nitrégeno (N) en
los tratamientos T1, T2 y T3, el contenido mas alto se presenta en el tratamiento
T1 con 14.853 ppm, seguido del tratamiento T2 con 13.473 ppm, finalmente T3
presentd la mas baja concentracion con 11.643 ppm, la concentracién de
nitrégeno mas alto se obtuvo en los tratamientos T1 y T2 con presencia de
lombrices (Figura 7) puesto que la materia organica y carbohidratos son
facilmente asimilados por la lombriz, favoreciendo el crecimiento y la
reproduccion de Eisenia foetida Sav. (Edwards, 1988), por consecuencia el
nitrégeno se concentr6 mejor en la mezcla de estiércol, lodo y lombriz, el
proceso de vermicompostaje esta relacionado con la reducciéon de masa del
material, ya que el nitrdgeno es utilizado por las bacterias que utilizan este
nutriente para descomponer la materia organica, sin embargo las lombrices
incrementan la concentracion de nitrégeno a través de la excrecion de
productos nitrogenados (Rodrigues, 2017). Estos productos posiblemente
provienen de excrementos anélidos, orina (en forma de amoniaco y urea),
mucoproteinas y de los propios tejidos de las lombrices de tierra después de la
muerte, ya que el 65% al 75% de la composicién corporal de estos animales
estd formada por proteinas (Atiyeh et al., 2002; Tripathi y Bhardwaj, 2004;
Suthar, 2006; Vig et al., 2011).

CONCENTRACION DE NITROGENO (N)

16 -
14 -
<
£ 12
£ 10 -
5
g 8- T1
£ 6 - T2
e
o 4 - HT3
O
2_
0

T1 T2 T3

Tratamientos

Figura 7. Concentracion de Nitrégeno en loa diferentes tratamientos.
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De acuerdo con Dores-Silva et al. (2011), el uso del nitrégeno mejora la calidad
del producto obtenido en el proceso de vermicompostaje, ya que el nitrégeno
es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, Atiyeh
et al. (2002) llegé a la conclusion que el aumento de nutrientes como el
nitrégeno estd directamente relacionado con la mineralizacién de materia
organica generada por las lombrices de tierra, esta informacion es corroborada
por Rodrigues (2017) cuyo contenido de nitrdgeno N fue entre 2100 mg/kg a
4800 mg/kg mientras que en ausencia de lombrices fue 2400 mg/kg, por el
contrario Perez, Lagunes, Corona & Barajas (2017) obtuvieron concentraciones
mas bajas en presencia de lombrizque en el lodo sin lombriz, a diferencia en
esta investigacion se obtuvo concentracion de N mas alto en muestras con
presencia de lombriz, sin embargo en los tres tratamientos (T1, T2 yT3) se
obtuvo baja concentracion del N puede ser causado por la volatilizacion del
amoniaco y los compuestos de N facilmente disponibles para las bacterias
(Tremier et al., 2005). El aumento o disminucién en el contenido de N después
de 3 meses de vermicompostaje es causado por la mineralizacién de materia
hamica organica (Francou et al., 2008). La razén de las variaciones en el
contenido de nitrdgeno después de la vermicomposicion de diferentes
desechos podria ser la calidad de los sustratos de E. foetida, junto con su
estructura fisica y composicion quimica, que afectan la mineralizaciéon de
compuestos nitrogenados organicos y la cantidad de nitrégeno liberado del
compuestos (Tognetti et al., 2007), diferentes estudios han informado que el
vermicompostaje causa un aumento significativo en el contenido de nitrégeno
después de la actividad de la lombriz (Garg y Gupta, 2011; Yadav y Garg,
2011a; Soobhany et al., 2015b) sin embargo, el contenido de nitrégeno en el
vermicompost depende de la concentracion inicial presente en la materia prima
y el grado de descomposicion (Crawford, 1983), en la presente investigacion
Unicamente se analizé la concentracion final, el resultado obtenido muestra
concentraciones bajas respecto a otras investigaciones, esto podria ser

atribuido al contenido inicial de nitrégeno en el lodo.
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Tabla 13

Prueba Tukey (p < 0.05) para la concentracion de macronutrientes.

Prueba Pardmetro Tratamiento N Media Contenido ppm Agrupacion

angular
T1 3 14.853 14.853 A
Nitrégeno T2 3 13.473 13.473
T3 3 11.643 12.500 B
T2 3 6085.300 6085.333 A
Fosforo Tl 3 5980.000 5979.667 A
T3 3 5533.300 5533.333 B
T1 3 8799.000 6085.333 A
Tukey Potasio T2 3 6987.000 5979.667 B
T3 3 5734.700 5533.333 C
T1 3 23822.000 23821.667 A
Calcio T2 3 19318.000 19317.667
T3 3 18505.000 18505.000 B
T1 3 4590.700 4590.667 A
Magnesio T2 3 4155.700 4155.667 B
T3 3 3795.300 3795.333 C

En la tabla 13 se muestra las comparaciones mdltiples de las medias de la
concentracion de nitrégeno en los tratamientos T1, T2 y T3, se utilizé el analisis
de varianza (anexo 13) y la prueba estadistica Tukey con un nivel de confianza
del 95% (p < 0.05), los resultados muestran que el contenido mas alto de
nitrégeno se presenta en el tratamiento T1 con 14.853 ppm, seguido del
tratamiento T2 con 13.473 ppm mientras que el tratamiento T3 presenta la mas
baja concentracion con 11.643 ppm, los tratamientos T1y T2 se encuentran en
la agrupacion A, por lo tanto ambos tratamientos estadisticamente son iguales,
asimismo los tratamientos T2 y T3 se encuentran en la agrupacion B por
consiguiente, los tratamientos T2 y T3 estadisticamente son iguales sin
embargo de acuerdo a los datos reales se puede deducir que estos
tratamientos difieren entre si, siendo el tratamiento T1 mejor que el tratamiento

T2 asi como el tratamiento T2 mejor que el tratamiento T3.
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4.3.2.

Fosforo

La tabla 12 muestra el contenido de fésforo en los diferentes tratamientos
aplicados al lodo, el contenido mas alto se presenta en el tratamiento T2 con
6085.333 ppm, seguido del tratamiento T1 con 5979.667 ppm mientras que el
tratamiento T3 presenta la mas baja concentracion con 5533.333 ppm, este
resultado podria ser causado por la presencia de la lombriz contribuyendo a
mejorar la actividad microbiana presente en el proceso de vermicompostaje por
consecuencia los microorganismos incrementan del proceso de digestion y
aceleran en la mineralizacién del fosforo (Kuczak et al., 2006) incrementando
su concentracion, otro factor podria ser la actividad fosfatasa fecal de las
lombrices de tierra, de esta forma las lombrices incrementan el contenido de
fosforo en el lodo (Salas et al., 2003; Suthar, 2008; Tripathi y Bhardwaj, 2004),
sin embargo el contenido de fosforo puede disminuir debido al agotamiento de
los compuestos organicos utilizados por las bacterias (actian como la fuente
de fésforo) (Castillo et al., 2010; Garg et al., 2008), en la presente investigacion
se presenta las concentraciones mas altas en el tratamiento T1 y T2, ambos
tratamientos con presencia de lombriz, mientras que la concentracién mas baja

se presenta en el tratamiento T3 en ausencia de las lombrices (Figura 8).

La investigacion realizada presenta niveles mas altos en el contenido de
fésforo, superando los resultados obtenidos por otras investigaciones,
Rodrigues (2017) obtuvo en el producto final 1800 mg/Kg de igual forma Perez,
Lagunes, Corona & Baraja (2017) obtuvieron 2860 mg/kg de fésforo, asimismo
Ghosh y col. (1999) informaron que el vermicompostaje es un método eficiente
para la transformacion de formas no disponibles de fdsforo en formas

facilmente disponibles para las plantas.
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Figura 8. Concentracion de Fosforo.

Latabla 13 muestra comparaciones multiples de las medias de la concentracion
de fésforo en los tratamientos T1, T2 y T3 aplicados al lodo, se utilizd prueba
estadistica Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05), los resultados
estadisticos muestran que el tratamiento T1 y el tratamiento T2 se encuentran
en la categoria A, por lo tanto ambos tratamientos estadisticamente son
iguales, mientras que el tratamiento T3 se encuentra en la categoria B por
consecuencia el tratamiento T3 es diferente, asimismo los tratamientos T1y T2
estadisticamente son mejores que el tratamiento T3, sin embargo de acuerdo
a los datos reales se puede inferir que estos tratamientos difieren entre si,
siendo el tratamiento T2 mejor que el tratamiento T1 asi como el tratamiento
T1 es mejor que el tratamiento T3, el resultado en el tratamiento T1 podria
atribuirse al agotamiento de los compuestos organicos utilizados por las
bacterias, las mismas que actian como la fuente de fésforo (Castillo et al.,
2010; Garg et al.,, 2008), el niumero de lombrices fue superior en este
tratamiento contribuyendo a la activacion de microorganismos que mineralizan

los compuestos organicos (Sanwang, 2008).
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4.3.3.

Potasio

La tabla 12 muestra el contenido de potasio (K) en los diferentes tratamientos,
la concentracion mas alta se presenta en el tratamiento T1 con 8799.333 ppm
(mg/Kg), seguido del tratamiento T2 con 6986.667 ppm mientras que el
tratamiento T3 presenta la concentracibn mas baja con 5734.667 ppm, el
potasio fue mayor en presencia de lombriz que en el tratamiento sin lombriz
(Figura 9), el resultado podria atribuirse al proceso de mineralizaciéon de la
materia orgénica, la lombriz contribuye al proceso de mineralizacion y
activacion de microorganismos encargados de la mineralizacion (Sanwang,
2008), el mismo que obtuvo una concentracion final de potasio entre 5800 y
10000 ppm en presencia de lombriz, mientras que en la ausencia obtuvo 4900
ppm, asimismo Rodrigues (2017) también report6 valores de 162 y 513 ppm,
en la presente investigacion la concentracion mas alta se presenta en la
combinacién de estiércol, lombriz y lodo, por lo que se deduce que este sustrato

resulta ser el mas 6ptimo en la obtencién de fésforo.
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Figura 9. Concentracion de Potasio.

La tabla 13 muestra las comparaciones mdltiples de las medias de la
concentracion de potasio en los tratamientos T1, T2 y T3 aplicados al lodo, se
utilizé la prueba estadistica Tukey considerando un nivel de confianza del 95%
(p = 0.05), los resultados estadisticos muestra que los tratamiento T1, T2y T3
se encuentran en diferentes agrupaciones A, B y C respectivamente por lo tanto
estadisticamente todos los tratamientos son diferentes, siendo el tratamiento
T1 mejor que el tratamiento T2 asi como el tratamiento T2 es mejor que el
tratamiento T3, el incremento podria ser causado por la fosfatasa fecal de las

lombrices que contribuyen al incremento de este mineral (Suthar, 2008).
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4.3.4.

Calcio

La tabla 12 muestra los resultados del contenido de calcio (Ca) en los
tratamientos T1, T2 y T3, el valor mas alto se presenta en el tratamiento T1 con
23821.667 ppm, seguido del tratamiento T2 con 19317.667 ppm mientras que
el tratamiento T3 presenta la mas baja concentracion con 18505.000 ppm
(figura 10), esto puede estar atribuido por la combinacién con estiércol. lodo y
lombriz, puesto que las interacciones entre las lombrices y los microorganismos
son de gran importancia en la degradacion de la materia organicay la liberacion
de nutrientes esenciales (Lee, 1985; Aira et al., 2002), por otro lado Sangwan
(2008), encontr6 mayor contenido de calcio en lodo combinado con estiércol
entre 10800 ppm hasta 13500 ppm, asimismo Garg (2005) obtuvo 1900 ppm
hasta 3600 ppm demostrando la mezcla de lodo con estiércol influye de forma
positiva en la concentracidn de calcio, por lo que se demuestra que el estiércol
podria contribuir en un incremento de la concentracion de calcio presente en el

lodo vermicompostado.
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Figura 10. Concentracion de Calcio.
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4.3.5.

En la tabla 12 muestra comparaciones multiples de las medias de la
concentracion de calcio en los tratamientos T1, T2 y T3 aplicados al lodo, se
utilizé la prueba estadistica Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0.05),
los resultados muestran que los tratamiento T2 y el tratamiento T3 se
encuentran en la agrupacion B por lo tanto ambos tratamientos
estadisticamente son iguales, mientras que el tratamiento T1 se encuentra en
la agrupacion A por consiguiente este tratamiento es diferente, por lo tanto se
demuestra que el tratamiento T1 es mejor que el tratamiento T2 y T3, sin
embargo de acuerdo a los datos reales se puede deducir que estos
tratamientos difieren entre si, siendo el tratamiento T1 mejor que el tratamiento

T2 asi como el tratamiento T2 es mejor que el tratamiento T3.
Magnesio

La tabla 12 muestra los resultados del contenido de Magnesio (Mg) en los
tratamientos T1, T2y T3, el valor mas alto se presenta en el tratamiento T1 con
4590.667 ppm, seguido del tratamiento T2 con 4155.667 ppm mientras que el
tratamiento T3 presenta la mas baja concentracion con 3795.333 ppm (figura
11), esto puede estar atribuido por la combinacion con estiércol. lodo y lombriz,
puesto que las interacciones entre las lombrices y los microorganismos son de
gran importancia en la degradacion de la materia organica y la liberacion de
nutrientes esenciales (Lee, 1985; Aira et al.,, 2002), la mezcla de lodo con
estiércol influye de forma positiva en la concentracion de magnesio, por lo que
se demuestra que el estiércol podria contribuir al incremento de la

concentracion de calcio presente en el lodo vermicompostado.
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Figura 11. Concentracién de Magnesio.
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En la tabla 13, muestra comparaciones miltiples de las medias de la
concentracion de Mg en los tratamientos T1, T2 y T3 aplicados al lodo, para
ello se analiz6 a través de la prueba estadistica Tukey considerando un nivel
de confianza del 95% (p < 0.05), los resultados muestran que el contenido mas
alto de Mg se presenta en el tratamiento T1,el mismo que se encuentra en la
agrupacién A, seguido del tratamiento T2 en el grupo B, mientras que, el
tratamiento T3 presenta la mas baja concentracién encontrandose en el grupo
C. De acuerdo a los resultados estadisticos muestra que el tratamiento T1 es
mejor que el tratamiento T2, asi como el tratamiento T2 es mejor que el

tratamiento T3.
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CONCLUSIONES

La lombriz Eisenia foetida Sav. causa un efecto positivo en la obtencién de
abono organico mejorando la estabilizacion, higienizacion y toxicidad quimica
convirtiéndolo en abono orgénico de buena calidad; el tratamiento mas 6ptimo
fue la combinacion del lodo, estiércol y lombriz, obteniendo 58.67 g de ganancia
en masa de lombriz e incremento de 209 lombrices en el proceso, segun el
indicador de degradacion y transformacion del lodo en abono, el producto final
obtenido del tratamiento T1 presentd un color caracteristico del abono organico
de tonalidad 10YR 2/1, estos indicadores de masa, numero de lombrices y color
determinaron las lombrices contribuyeron eficientemente en la trasformacion

del lodo en abono orgénico.

El porcentaje de remocion de los tratamientos T1 (lodo + estiércol+ lombriz), T2
(lodo + lombriz) y T3 (lodo) fueron significativamente diferentes (p<0.05), donde
la lombriz Eisenia foetida Sav. acelera la remocion de Echerichia coli en un
90% y 86%, Salmonella sp en 80% y 56% asimismo presenta una remocion
de huevos de helminto de 77% y 59% en los tratamientos T1 y T2
respectivamente a diferencia del tratamiento T3 que no superé el 57% de
remocion, siendo esta una tecnologia eficaz para reducir los agentes patdgenos

presentes en el lodo de las lagunas de estabilizacion de la ciudad de Juliaca.

El contenido de macronutrientes presento diferencia significativa entre los
tratamientos (p<0.05), donde el tratamiento T1 presentd mayor concentracion
en nitrégeno (N) y potasio (K) magnesio (Mg) y Calcio (Ca) a diferencia del
tratamiento T2 y T3, mientras que el contenido de fésforo (P) resulté ser
superior en el tratamiento T2, por lo tanto se demuestra que el vermicompostaje

mejora y contribuye al incremento del contenido de los macronutrientes.
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RECOMENDACIONES

Explorar la viabilidad del tratamiento a escala piloto empleando el compostaje
y el vermicompostaje para obtener mejores resultados en el producto final,
debido a que investigaciones demostraron la remocién del 100% de agentes

patégenos.

Identificar las diferentes especies microbianas presentes en el proceso de
vermicompostaje a fin de identificar el comportamiento entre la lombriz Eisenia

foetida Sav.y los microrganismos.

Realizar un analisis inicial del contenido de macronutrientes a fin de identificar

la variacién de macronutrientes en el proceso de vermicompostaje.

Emplear otras especies de lombrices para evaluar el proceso de transformacion
del lodo en abono orgénico e integrar los invertebrados en la reduccion de
agentes patdgenos asi como procedimientos sanitarios que permitan garantizar

la calidad del producto final.
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ANEXO 1

Protocolo de monitoreo de biosoélidos aprobado con Resolucién Ministerial N°093-
2018-Vivienda.

QUBLICA DEL Pep

www.ingesa.pe

N° { § 3-2018-VIVIENDA

13 MAR. 2018

CONSIDERANDO:

Que, la Sexta Disposicién Complementaria Final del Decreto Legislativo N°
1278, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de Gestion Integral de Residuos Soélidos
establece que el Ministerio de Vivienda, Construccion y Saneamiento emite, mediante
Decreto Supremo, el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos de los
Sistemas de Tratamiento generados en las Plantas de Tratamiento de Aguas para
consumo humano, Plantas de Tratamiento de Agua Residuales y otros sistemas
vinculados a la prestacion de los servicios de saneamiento, el cual debe contar con el
refrendo del Ministerio del Ambiente

Que, mediante Decreto Supremo N° 015-2017-VIVIENDA, se aprueba el
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales, el cual tiene por objeto establecer las disposiciones
para determinar las caracteristicas de los Lodos, asi como la clasificacion, los
Harametros para la produccion y el control de la aplicacion de los biosdlidos
sprovenientes de la estabilizacion de Lodos generados en las Plantas de Tratamiento
de Aguas Residuales domésticas o municipales;

Que, la Quinta Disposicion Complementaria Final del referido Reglamento
dispone que el Ministerio de Vivienda, Construccion y Saneamiento en el término de
ciento ochenta (180) dias calendario aprueba, mediante Resolucion Ministerial, el
Protocolo de Monitoreo de Biosélidos;

Que, el Protocolo de Monitoreo de Biosodlidos es la herramienta que permite
establecer los procedimientos y metodologias que deben cumplirse para la
determinacion de la calidad de los Lodos provenientes de las Plantas de Tratamiento
de Aguas Residuales u otros sistemas de saneamiento para la disposicion final o
reaprovechamiento, en el marco de lo establecido en las Condiciones Minimas de
Manejo de Lodos y las Instalaciones para su Disposiciéon Final, aprobadas mediante
Resoluciéon Ministerial N° 128-2017-VIVIENDA;

De conformidad con lo dispuesto en la Ley N° 30156, Ley de Organizacion y
Funciones del Ministerio de Vivienda, Construccion y Saneamiento, su Reglamento de
Organizacién y Funciones, aprobado por Decreto Supremo N° 010-2014-VIVIVENDA,
modificado por el Decreto Supremo N° 006-2015-VIVIENDA y en el Reglamento para
el Reaprovechamiento de los Lodos generados en Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales, aprobado mediante Decreto Supremo N° 015-2017-VIVIENDA,;
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SE RESUELVE:
Articulo 1. Aprobacién del Protocolo de Monitoreo de Biosélidos

Apruébese el Protocolo de Monitoreo de Biosdlidos que como anexo forma
parte integrante de la presente Resolucién Ministerial.

Articulo 2. Publicacion

La presente Resolucién Ministerial y el Protocolo de Monitoreo de Biosélidos
que se aprueba en el articulo precedente, son publicados en el Portal Institucional del
Ministerio de Vivienda, Construccién y Saneamiento (www.vivienda.gob.pe) el mismo
dia de su publicacién en el Diario Oficial El Peruano.

Registrese, comuniquese y publiquese

/// .
CAR BRUCE
de Vivienda,
truccién y Saneamiento
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1 INTRODUCCION

El Decreto Legislativo N° 1278, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de Gestion
Integral de Residuos Sdlidos' establece entre las finalidades de la gestién integral, la
valorizacion de los residuos, a través de la reutilizacién, reciclaje, compostaje u otras
alternativas de aprovechamiento o disposicion final.

Por otro lado, el precitado Decreto Legislativo establece en su Sexta Disposicion
Complementaria Final que el Ministerio de Vivienda, Construccién y Saneamiento
regula el reaprovechamiento de lodos generados en las plantas de tratamiento de
agua para consumo humano, las plantas de tratamiento de aguas residuales y otros
sistemas vinculados a la prestacién de los servicios de saneamiento, de acuerdo con
el tipo de actividad a desarrollar.

En ese marco, se emiti6é el Decreto Supremo N° 015-2017-VIVIENDA que aprueba el
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales, el cual establece las caracteristicas de los lodos;
asi como la clasificacién, los parametros para la produccion y el control de la
aplicacién de biosélidos provenientes de la estabilizacion de lodos generados en las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) domésticas o municipales.

El Protocolo de Monitoreo de Biosélidos es la herramienta que permite establecer los
procedimientos y metodologias que deben cumplirse para determinar si un lodo
proveniente de una PTAR puede ser calificado como biosélido, cumpliendo exigencias
definidas respecto:

e Al grado minimo de estabilizacion,
e A concentraciones maximas de metales pesados y
e A concentraciones maximas de parametros microbioldgicos, segln el caso.

Ademas, permite determinar las restricciones en la tasa de aplicacion de biosdlidos en
suelos para evitar dotaciones en exceso de nitrégeno y metales pesados.

La aplicacion del protocolo, ante la ausencia de capacidades y oferta actual de
laboratorios acreditados a nivel Nacional permite el desarrollo de actividades de
monitoreo y control del cumplimiento de las disposiciones contenidas en el
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos Generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales, contribuyendo a la proteccion del ambiente y la
salud de las personas.

" Decreto Legislativo N° 1278, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de Gestion Integral de Residuos Sélidos se
emitié en el marco de la Ley N° 305086, Ley que delega en el Poder Ejecutivo la facultad de legislar en materia de
reactivacion economica y formalizacion, seguridad ciudadana, lucha contra la corrupcion, agua y saneamiento y
reorganizacion de Petroper(i S.A., mediante la cual el Congreso de la Republica delega en el Poder Ejecutivo la
facuitad para legislar, por el término de noventa (90) dias calendario, entre otras, en materia de reactivacién econémica
y formalizacién, asi como en agua y saneamiento.
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2 JUSTIFICACION

El Protocolo de Monitoreo de Biosdélidos es la herramienta que brinda la orientacion
técnica necesaria para sustentar la produccion de biosolidos y su reaprovechamiento
adecuado, de conformidad con lo establecido en el Reglamento para el
Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales. Asimismo, permitira el desarrollo de acciones de monitoreo a cargo de
productores y comercializadores, siendo una herramienta indispensable para las
acciones de supervision y fiscalizacion ambiental, ante la ausencia de laboratorios con
acreditacién de métodos necesarios para la caracterizacion de biosolidos.

Esta herramienta podra utilizarse supletoriamente para la determinacién de la calidad
de los lodos generados en las PTAR u otros sistemas de saneamiento para la
disposicion final o reaprovechamiento en el marco de la Resolucién Ministerial N° 128-
2017-VIVIENDA.

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo general
Estandarizar la metodologia y unidades para el desarrollo del monitoreo, analisis de
muestras y evaluacion de biosolidos.

3.2 Objetivo especifico
El protocolo de monitoreo tiene los siguientes objetivos especificos:

a) Determinar el procedimiento y criterio técnico para la toma y manejo de
muestras de lodos o sustratos de lodo producido en una PTAR; y,

b) Definir criterios de analisis de estas muestras para evaluar si el lodo o sustrato
de lodo producido en una PTAR cumple los criterios para ser calificado como
biosdlido.

4 MARCO LEGAL

El Protocolo de Monitoreo de Biosolidos es la herramienta que sirve como base para el
desarrollo de las acciones de monitoreo, supervision y fiscalizacion en el marco de lo
establecido en el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en
las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales. En este sentido estas acciones
estan vinculadas a la aplicacion e implementacion de las siguientes normas:

o Ley N° 28611, Ley General del Ambiente.

o Ley N° 28245, Ley Marco del Sistema Nacional de Gestion Ambiental.

e Ley N° 20325, Ley del Sistema Nacional de Evaluacion y Fiscalizacion
Ambiental.

o Ley N° 30224, Ley que crea el Sistema Nacional para la Calidad y el Instituto
Nacional de Calidad.

e Decreto Legislativo N° 1280, Decreto Legislativo que aprueba la Ley Marco de
la Gestion y Prestacion de los Servicios de Saneamiento.

¢ Decreto Legislativo N° 1278, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de Gestion
Integral de Residuos Sélidos.
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» Decreto Supremo N° 014-2017-MINAM, que aprueba el Reglamento del
Decreto Legislativo N° 1278, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de
Gestion Integral de Residuos Sdélidos.

e Decreto Supremo N° 019-2017-VIVIENDA, que aprueba el Reglamento del
Decreto Legislativo N° 1280, Decreto Legislativo que aprueba la Ley Marco de
la Gestion y Prestacion de los Servicios de Saneamiento.

¢ Decreto Supremo N° 015-2017-VIVIENDA, que aprueba el Reglamento para el
Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales.

e Decreto Supremo N° 004-2015-PRODUCE, que aprueba el Reglamento de
Organizacién y Funciones del Instituto Nacional de Calidad.

e Resolucion Ministerial N° 128-2017-VIVIENDA, que aprueba las Condiciones
Minimas de Manejo de Lodos y las Instalaciones para su Disposicién Final.

5 ALCANCE Y APLICACION DEL PROTOCOLO

El Protocolo de Monitoreo de Biosélidos es aplicable de forma obligatoria para
determinar si se ha producido un biosdlido a partir de lodos o sustratos de lodos
provenientes de una PTAR, asi como para las acciones de monitoreo, supervision y
fiscalizacidn en el proceso de produccion y comercializacion de biosélidos.

Por otro lado, el Protocolo de Monitoreo de Biosélidos se centra en la definicién de
condiciones para el andlisis de los pardmetros con limites definidos en el Reglamento
para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales y otros sistemas de saneamiento que los generen.

No obstante, segin el Reglamento precitado, fa Direccion General de Asuntos
Ambientales del Ministerio de Vivienda, Construcciéon y Saneamiento (en adelante,
MVCS) puede exigir el monitoreo de parametros adicionales. En este caso, es
responsabilidad del productor o comercializador revisar si las condiciones definidas en
el presente protocolo son aplicables para el monitoreo de parametros adicionales.

El Protocolo de Monitoreo de Biosolidos debe ser aplicado para efectos de control
operacional de los productores o comercializadores de biosolidos, sin perjuicio de la
acreditacién de laboratorios ante el Instituto Nacional de Calidad (en adelante,
INACAL).

Asimismo, el presente Protocolo podra ser aplicado para las actividades de monitoreo
y supervision en el marco de la Resolucion Ministerial N° 128-2017-VIVIENDA
“Aprueban Condiciones Minimas de Manejo de Lodos y las Instalaciones para su
Disposicién Final”.

6 METODOLOGIA

6.1 Toma y manejo de muestra

6.1.1 Plan de monitorec — Control de calidad en el monitoreo

El plan de monitoreo del lodo o biosélido es un documento adicional al manual de
operacion y mantenimiento de una PTAR (productora del lodo o biosdlido) y es la base
principal para el control de la calidad en el monitoreo. El plan debe asegurar
condiciones similares cada vez que se realiza el monitoreo, a fin de asegurar la
comparabilidad de los resultados, considerando los siguientes puntos:

o Metodologia para la toma de muestra (se deben considerar las condiciones
operacionales representativas de la PTAR productora del lodo o biosélido,
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punto de toma muestra — de ser posible georreferenciacion, volimenes de
muestras, reactivos de preservacion, equipamiento usado, descripcién del
procedimiento, seguridad del trabajo).

e Contratacion de laboratorios externos (lista de laboratorios, verificacion de
acreditacion por parametro requerido, definicion de andlisis requeridos,
organizacion de la cadena de custodia, asegurar la adecuada cantidad y
calidad de envases para el transporte).

« Documentacion (etiquetas estandarizadas, formato y/o registro en el libro de
ocurrencias, cadena de custodia).

e Procesamiento de la data (ruta para la evaluacién interna, reportes de
resultados a terceros).

6.1.2 Toma de muestra

La correcta toma de muestra es crucial para la representatividad de los resultados del
analisis del lodo o biosdlido y, por lo tanto, para concluir que se cumple con los
criterios o parametros establecidos para los biosélidos, lo que permite su
aprovechamiento con riesgos controlados.

La representatividad de los resultados de una toma de muestra se aumenta analizando
varias muestras puntuales en una ocasion o muestras compuestas preparadas de
varias muestras puntuales. Sin embargo, el mejor conocimiento y fiabilidad sobre la
calidad de lodos o biosélidos a largo plazo se logra realizando los monitoreos con las
frecuencias definidas en el presente protocolo.

Los lodos o los biosélidos se monitorean, principalmente, en las condiciones en las
cuales son entregados al usuario o comercializador, en el momento de la extraccion de
la PTAR. En caso los lodos o los biosdlidos proceden de diferentes procesos de una
PTAR como, por ejemplo, de los lechos de secados de los Tanques Imhoff
(tratamiento primario) o de las lagunas de estabilizacion (tratamiento secundario) de la
misma PTAR, donde no se puede asegurar una buena homogenizacion de los
diferentes sustratos, se debe realizar lo siguiente:

1. Analizar el lodo o el biosélido de cada procedencia por separado.
2. Producir muestras compuestas con fracciones relacionadas a la produccion de
cada lodo o biosdlido dentro la produccién total de estos.

6.1.2.1 Tipos de muestras

6.1.2.1.1 Muestra puntual

La muestra puntual es la muestra de cierto tamafio que ha sido tomada en un punto y
momento determinado. La muestra puntual representa Unicamente la calidad del lodo
o biosélido en el momento del muestreo y respecto a un punto determinado.

La extrapolacion de los resultados a partir de una sola muestra puntual a todo el lodo o
biosélido producido no es vélida. Para asegurar la representatividad sobre la calidad
del lodo o biosdlido se deben tomar varias muestras puntuales y analizar cada muestra
de manera separada o preparar y analizar muestras compuestas a partir de varias
muestras puntuales.

6.1.2.1.2 Muestra compuesta

La muestra compuesta es una muestra que resulta de la mezcla y homogenizacion de
varias muestras puntuales. En caso del monitoreo de un lodo o biosélido acumulado
por varias semanas o incluso por afios, antes de la entrega al usuario (por ejemplo, en
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contenedores, reservorios, lechos de secado, fondo de lagunas de estabilizacion,
almiares, etc.), la muestra compuesta se constituye de muestras puntuales tomadas al
azar respecto a la ubicacion en el cuerpo total del lodo acumulado, siguiendo las
especificaciones en adelante.

Considerando que se trata de la toma de muestra de lodos o biosoélidos acumulados
por varias semanas, el tiempo entre dos (2) tomas de muestras puntuales no es un
factor relevante para la calidad de la muestra compuesta. Se pueden tomar las
muestras en el mismo momento o una tras otra, segun el avance del trabajo de la
toma de muestra.

En caso del monitoreo de un lodo o biosélido de un proceso productivo continuo
(deshidratacion mecanica, purga de lodo o biosdlido liquido a un camidn con tanque)
la muestra compuesta se compone de muestras puntuales tomadas en el mismo
punto. El intervalo entre la toma de cada muestra puntual debe ser por lo menos de
treinta (30) minutos. Sin embargo, una mayor representatividad se asegura con la
toma de un minimo de cinco (5) muestras puntuales en un periodo de dos (2)
semanas.

Generalmente, se produce la muestra compuesta de muestras puntuales de la misma
masa o volumen. Es importante asegurar una buena homogenizacion de las muestras
puntuales que forman la muestra compuesta, porque finalmente en el laboratorio se
utiliza solo una menor parte de la muestra, lo que aumenta el riesgo de analizar solo la
parte de una muestra puntual.

De toda la muestra compuesta se obtiene el volumen de muestra necesario para el
analisis principal y en caso de su necesidad el volumen para la muestra dirimente.

El procedimiento préactico de la preparaciéon y subdivisién de la muestra compuesta
depende de la condicion fisica de la muestra (véase los items 6.1.2.1.2.1 hasta
6.1:21.2:3):

6.1.2.1.2.1 La preparacion de muestras compuestas de lodos
o biosdlidos liquidos
Las muestras compuestas de sustratos liquidos se producen asegurando una
homogenizacion completa entre muestras puntuales dentro de un envase / botella de
cuello ancho de plastico o acero inoxidable con un volumen que permite una agitacion
intensiva con barras batidoras de vidrio, teflén o cucharas de acero inoxidable.

Es importante que se evite la separacion de las fases de la muestra por
sedimentacién, especialmente en el momento de transvasado de una submuestra, por
ejemplo, para el envio al laboratorio. Una alternativa es la toma de la submuestra del
volumen bien agitado mediante una pipeta con boca suficientemente abierta para
tomar todas fracciones de sélidos de la muestra.

6.1.2.1.2.2 La preparacion de muestras compuestas de lodos
o biosdlidos pastosos
Dependiendo de la consistencia se puede homogenizar lodos o biosélidos pastosos
con batidoras mecanicas manuales. Otra opcion aceptable es la homogenizacién con
la mano (con guantes adecuados) de varias submuestras antes de juntar y
homogenizar todo el sustrato.

La reduccién de la muestra compuesta al volumen necesario para el analisis se realiza
por cuarteo. Se forma de toda la muestra homogenizada una torta regular encima de
una superficie lisa y limpia, partiéndola en 4 pedazos uniformes; 2 partes
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diametralmente opuestas se homogeniza nuevamente y cuartea de la manera descrita
antes, hasta cuando el volumen de la muestra se haya reducido al volumen necesario
para el andlisis principal y de ser el caso para la muestra dirimente.

La subdivisién y toma de la muestra se debe realizar rapidamente para evitar que se
descomponga la mezcla.

6.1.2.1.2.3 La preparacion de muestras compuestas de lodos
o biosdlidos secos
Los sustratos o lodos o biosélidos secos tienen la tendencia a formar conglomerantes
de diferentes tamarfios y de alta dureza. Por lo tanto, para una buena homogenizacion
puede ser necesario reducir sus tamafios mediante el uso de molinos, batidoras o
almireces.

Las submuestras, preparadas de tal manera, se juntan y homogenizan posteriormente
en un envase cerrado, agitandolas o rotandolas.

En caso de grandes cantidades de muestras de sustrato granular se asegura la
homogenizacion, ordenando las muestras puntuales en forma de un anillo encima de
una superficie plana, lisa y limpia. Posteriormente, con una pala se lleva una parte del
anillo hacia su centro avanzando por todo el perimetro del anillo donde se acumula un
cono de las muestras mezcladas. Luego, se aplasta el cono para obtener un disco el
cual se divide en cuatro (4) partes, se apila nuevamente en un cono, el cual se aplasta
y divide nuevamente para su apilamiento. Este procedimiento se repite por lo menos 3
(tres) veces.

La reduccion de la muestra compuesta al volumen necesario para el analisis se realiza
por cuarteo como descrito en el item 6.1.2.1.2.2.

6.1.2.1.3 Tipo de muestras para el analisis de los diferentes parametros

En caso del andlisis de los parametros quimicos se analiza en el laboratorio muestras
compuestas preparadas de un minimo de cinco (5) muestras puntuales, salvo la
definicion de cantidades diferentes en el presente protocolo.

En caso del analisis de los parametros microbiolégicos se analizan muestras
puntuales, sin mezcla con otras muestras.

6.1.2.2 Punto de la toma de muestra

Un buen punto de toma de muestra es representativo del material a evaluar, debe ser
facil de alcanzar sin peligros para la persona que toma la muestra. En el caso ideal
debe asegurar la toma de muestra del lodo o biosélido en un proceso de movimiento,
por ejemplo descargas de maquinas procesadoras del lodo, fajas transportadoras,
tubos y canal de transporte de lodo. Sin embargo, esto depende mucho del proceso de
generacién del lodo y su condicion fisica.

6.1.2.2.1 Lodos o biosdlidos liquidos
Toma de muestra de tubos

Las muestras puntuales deben obtenerse directamente de tuberias transportadoras del
lodo o biosélido. El punto de la toma de muestra debe ser siempre el mismo. Los
puntos que aseguran una buena homogenizacién de las muestras son tubos de
presion directamente después de la bomba de lodos, y tubos de mayor velocidad de
flujo (> 0,6 m/s). La instalacién de la toma de muestra (tubos, valvulas) debe ser
lavado con el mismo flujo de lodo o biosélido ante de la toma de muestra. El tiempo de
lavado debe asegurar un volumen de lavado correspondiente a mayor que 3 veces del
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volumen de la instalacion misma. Ademas, hay que asegurar que sedimentos
filamentosos atrapados en la instalacion de muestra no favorezcan una filtracién de la
muestra tomada.

La toma de muestra de canales abiertos se realiza en zonas de buena mezcla
mediante baldes o probetas adecuadas. Dependiendo del contenido de sélidos del
lodo es posible toma la muestra por bombeo.

Toma de muestra de reservorios o cisternas

En caso de la toma de muestras puntuales de reservorios con agitacion completa se
puede sacar muestras de lodos o biosolidos liquidos en cualquier punto que asegure la
representatividad y la toma de muestra en condiciones de seguridad.

En caso de toma de muestra de reservorios o camiones cisternas sin mezcla
completa, se toma las muestras puntuales preferentemente durante la descarga del
contenido en determinados intervalos. De esta manera se asegura la toma de
muestras de los distintos estratos que se pueden formar en el lodo estancado. De las
muestras puntuales se prepara una muestra compuesta, representativa del lodo total.

En caso de toma de muestra de reservorios sin agitacion completa y acceso
correspondiente se puede sacar también muestras puntuales de diferentes puntos
distribuidos al azar sobre la superficie del reservorio. La cantidad (N) minima de
muestras puntuales a tomar en este caso se puede determinar segun la Ecuacién 1.
de un volumen de lodo o biosélido conocido (V en m®) se puede determinar segin la
siguiente férmula:

Ecuacién 1: Determinacion de la cantidad minima de muestras puntuales de un volumen de lodo o biosélido
conocido

N = V05/2,
N = Cantidad minima de muestras puntuales
V = Volumen del lodo o biosdlido en m?

La cantidad minima (n) debe ser en todo caso mayor o igual que 5. Opcionalmente se
puede aplicar también el método descrito en el item 6.1.2.2.2.1.

Si no es posible asegurar la toma de todo el perfil del lodo o biosélido, se puede tomar
en los puntos definidos alternativamente submuestras en diferentes profundidades, por
ejemplo, a 25%, 50%, 75% de la profundidad total del sustrato acumulado.

6.1.2.2.2 Lodos o biosdlidos pastosos y secos
Toma de muestra de descargas

En caso de la toma de muestra de lodos o biosélidos deshidratados mecanicamente
se deben tomar muestras puntuales de la descarga del equipo de deshidratacién, de
las caidas de las fajas transportadoras a otras fajas o al punto almacenamiento
temporal (contenedor o apilamiento), cada vez captando la muestra directamente de la
caida de los lodos o biosélidos. Si es posible se capta toda la caida durante un tiempo
definido en un recipiente adecuado o solo una parte.

Toma de muestras de fajas transportadoras

Como conglomerados de lodo tienen la tendencia de clasificarse segln tamario en una
faja transportadora es importante tomar muestras de la seccion transversal completa
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de la faja. Esto se logra por ejemplo pasando una pala de forma transversal de un lado
al otro lado de la faja operativa, desviando la cantidad necesaria del lodo o biosoélido al
recipiente de la muestra. En caso que la cinta no opetre se toma el volumen necesario
de la muestra directamente de la cinta.

Tema de muestra de contenedores

En caso de la toma de muestra de un contenedor estandar para el transporte vial, se
debe conseguir al menos cuatro (4) muestras de diferentes puntos del contenedor.
Cada muestra debe contener todo el perfil del lodo o biosélido acumulado o
submuestra de diferentes profundidades a lo largo del perfil. Es importante no tomar
solo muestras superficiales, porque la superficie generalmente estd expuesta a
impactos climaticos, lo que puede afectar la concentracion de sélidos, solidos volatiles
y nutrientes. Por lo tanto, preferentemente se toma muestras intermitentes durante el
proceso de descarga del lodo o biosélido.

Toma de muestra de lechos de secado

En caso de toma de muestras de lechos de secado se divide la superficie de un lecho
en cuatro (4) cuadros. Del centro de cada cuadro se saca una muestra puntual (en
total cuatro (4) muestras) de todo el perfil del lodo o biosélido acumulado, permitiendo
la preparacion de una muestra compuesta por lecho a partir de las cuatro (4) muestras
puntuales. Es importante evitar que la muestra de lodo sea contaminada con arena de
la capa filtrante del lecho de secado.

En caso de la operacién de varios lechos de secado en paralelo se repite este
procedimiento en cada lecho.

Si los lechos de secado reciben el lodo o biosdlido de diferentes procesos, por
ejemplo, de diferentes Tanques Imhoff de una PTAR, es responsabilidad del productor
decidir:

1. Silas unidades que alimentan los lechos de secado tienen un funcionamiento y
eficiencia similar (por lo cual se pudiera esperar calidades similares en cada
lecho de secado) y/o

2. El lodo o biosélido de los lechos de secado sera bien homogenizado antes de
su entrega.

En caso que se puedan homogenizar las muestras tomadas en cada lecho, se debe

preparar minimo una (1) muestra compuesta de las muestras compuestas por lecho de

secado para el analisis en el laboratorio. De no ser posible, se deben analizar las
" muestras compuestas por lecho de secado separado.

Toma de muestra de almiares o apilamientos

veBe

DIRECT
GENE

En caso de la toma de muestra de almiares o apilamientos de lodos o biosodlidos
secos, que requieren ser removidos frecuentemente como en el proceso de
compostaje, se obtienen las muestras puntuales de la maquina o del equipo que
descarga el lodo o biosélido al envase de entrega o a diferentes profundidades de la
parte del almiar desde la cual se estd tomando el sustrato para el envasado. Es
importante no tomar solo muestras superficiales, porque la superficie generaimente
esta expuesta a impactos climaticos, que pueden afectar la concentracion de solidos y
nutrientes.
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La cantidad minima de muestras a tomar se puede determinar segun la Ecuacion 1.
Opcionalmente se puede aplicar también el método descrito en el item 6.1.2.2.2.1.

En caso de toma de muestra desde arriba de almiares o apilamientos hay que tomar
precauciones especiales respecto a la seguridad en el trabajo.

6.1.2.2.2.1 Muestras de cuerpos de lodo o biosdlido
acumulado de grandes extensiones
En caso de toma de muestras puntuales de cuerpos de lodo o biosdlido acumulado de
grandes extensiones, por ejemplo, en patios de acopio y/o en el fondo de lagunas de
estabilizacion, se debera determinar mediante consideraciones estadisticas:

e la ubicacién de los puntos de la toma de muestra y
¢ la cantidad (N) minima de muestras puntuales

La cantidad (N) de muestras puntuales a tomar por superficie del cuerpo de lodo o
biosdlido corresponde a lo indicado en la Tabla 1 y depende del caudal de ingreso a la
PTAR generadora del lodo o biosdlido.

Determinacion de la ubicacion de los puntos de muestra

Para determinar la ubicacién de los puntos de toma de muestras puntuales se sigue
los siguientes pasos:

1) Preparar un esquema del cuerpo del lodo o biosélido seguin escala en una hoja
A4,

2) Poner una malla de 100 cuadrados de la misma superficie encima del
esquema. Asignar a cada cuadrado un numero, contando de 0 a 99 de un
cuadrado al siguiente. Este procedimiento es comparable con el procedimiento
para la definicion de los puntos de medicion cuando se realiza la batimetria de
lodos en una laguna operativa.

3) Determinar en una tabla de nimeros aleatorios la cantidad (N) de numeros de
dos (2) digitos. Se empieza con una linea de la tabla de nimeros aleatorios
elegida al azar. La llustracién 1 demuestra el ejemplo de una tabla de nimeros
aleatorios. Entre los numeros de 2 digitos determinados no se permite
repeticiones.

4) Los (N) nimeros aleatorios determinados corresponden con los niimeros de los
cuadrados de la malla puesta encima del esquema en el segundo paso.

Cabe mencionar que en caso de irregularidad del cuerpo de lodos o biosélidos algunos
cuadrados de la malla quedan afuera de cuerpo de lodo o biosélido. En este caso hay
que aumentar la cantidad de los numeros determinados de la tabla de nimero
aleatorios hasta cuando la cantidad de los cuadrados dentro del cuerpo de biosoélidos
determinados corresponde con la cantidad (N) minima de muestras a tomar “N”.

Como se indica en el item 6.1.2.1.3, para el analisis de parametros microbiologicos se
analizan muestras puntuales. Por lo tanto, la Tabla 1 indica también la cantidad
minima de muestras puntuales del lodo o biosélido que se deben analizar en caso de
necesidad, dependiendo del tamafio de la PTAR.
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Tabla 1: Cantidad de muestras requeridas (Brobst, 2017)

Tamano de la Cantidad minima | Nimero de muestras NUmero minimo de '
PTAR en caudal | de muestras compuestas muestras |
enl/s | puntuales preparadas a partir de | puntuales parael |
| tomadas “N"1 (N) a analizar V2 anaiisis de
T parametros ‘
(Para  preparar microbiologicos”
muestra
compuesta)
<10 15 1 2
>210<100 27 1 3
=100 < 300 31 2 4
= 300 36 3 5
Nota:

1) En caso de lagunas el numero de muestras se refiere a cada laguna.

2) Corresponde con la frecuencia anual de monitoreo para PTAR con produccién anual de sustrato,
segun tabla 4 del Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales para biosélidos de Clase A

3) De forma opcional se puede determinar la cantidad minima (N) de muestras puntuales por laguna
segun la Ecuacién 1, considerando el volumen de lodo acumulado en la laguna.
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3965764545
7371237090
7220473384
517238917
3748798274

C283081694
8718157007
9883717015
10085807 04
47905637 31

9305310307
2189114799
9518940697
97068315573
6926868613

4147102203
NHH6362
8006541847
6772776399
5943241375

8362083441
7847235390
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2217680584
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6181319682
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7754300539

199069 64 61
6597601211
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1795217858
6352063430

8553832935
3779491238
8509393924
7662 164868
7182135041

3418045235
1120994518
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G687 3778 48

8702225751
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3373991987
8714774395
$953936128
$3863527735
1346233427

0710637635
9238709692
(D37256059
2498656321
28 16990027

2026363162
3156341919
98409717 66
2433487748
0131601027

62709243
4813935396
0006414120
5876171486
2755102492

7413393522
7651948486
7257951391
7731619546
1838759329

818383049
9279438979
4840359422
6471062166
2694761008

61094362
3485520509
5316711381
8846380358
65 38 €9 38 32

68 69 80 95 44
7957923659
1245448411
8045679382
£358477093

8723927467
4300859830
527005 4834
1533599528
8313992444

370347988
320679 7945
672601877
4721618832
1273729912

3824971497
4783755133
2305095130
3981840929
3507797153

21785509382
4192457151
1436592547
3953115221
280467531

6395239235
1372933755
0961 872521
2044903264
73373204405

7745855051
2918845123
7265710886
8937207001
8130153914

20211468356
8543017273
5997 5099 52
7268492931
88(2842783

1129019530
8974358215
87 83 61 65 31
5973198333
€8534565 79

5377576293
4560330107
5565056183
2287260747
4918097949

0813138551
826318274H
5566126211
2780302150
4999579482

llustracion 1: Ejemplo de una tabla de nimeros aleatorios (Brobst, 2017)

9506709900
3062382046
5978115249
RTINS0
2899520141

261887361
0918253894
5445172489
5604187287
9523008447

3663703533
981504 4167
5620113244
2699767563
6082292025

7988019730
1485114723
5003 429936
6165702212
8183171633

9495484645
1493878140
24522004231
7570160824
85813539138

4934358647
0858943474
0971917425
333635721
4556201547

5051972261
9899465047
9292107030
8695582906
7416322302

5534577262
366521905
08995568437
1092353612
9668571791

El siguiente ejemplo ilustra la determinacién de los 27 puntos de monitoreo del lodo o

biosélido de una laguna de una PTAR de un caudal de 2 10 < 100 L/s.

e La llustracion 2 indica la determinacion de los 27 ndmeros de dos (2) digitos en
el rango de 00 hasta 99 de la tabla de numeros aleatorios segln llustracién 1,
empezando con la linea 3, siguiendo con las lineas 4 y 5 de la tabla.

73200473384
751256517
7487988 74

o411
Y0321 73 38
6332063430

433457748
0131601027

§981840929
35077971353

llustracién 2: Las lineas 3 hasta 5 de la tabla de nimero aleatorios segun llustracién 1 con determinacion
de los 27 numeros de dos (2) digitos que representan los nimeros de las cuadras de donde se tomara la

muestra de puntual del

cuerpo del sustrato.
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e La llustracion 3 muestra el esquema de la laguna de estabilizacion con la malla
de 0 hasta 99 cuadrados uniformes encima de su superficie (segun el paso 1
del procedimiento definido anteriormente). Los cuadrados con lineas cruzadas
representan los espacios determinados para la toma de muestra en el
procedimiento indicado en la llustracion 2. Las muestras se sacan del centro de
cada cuadrado.

S it .56 i 6 ¢
10 >;;<” 12 13 14 | 15 16 ;;}/ 8 | ;9\/
07| A 22 :g< 24 >zs/ 26 27 28 29
30 31 32 :aa\rf 34 35 36 37 38 39
/‘w/mf\ ‘ 41 L 42 43 44 45 46 | ™ : 48 \/49f
50 \;5( >=;<’ 53 54 55 56 57 58 \;;9;
E 60 61 62 63 64 65 ;«gg{ \/ﬁz .. 68 /\}g\ ‘
70 71 ,K 73 74 /3;5< | 78 77 /\/za( 79
/30\ 81 82 83 ;;_sg(\; 85 86 87 ) 88 » 89
90. | 91 92 93 94 l/\/95/ % | >97” \;g,g/\ " 99

ltustracién 3: Esquema de la laguna con malla de 100 cuadrados uniformes sobre toda la superficie de
lodo o biosélido acumulado (cuadro con linea ancha).

El incremento de la frecuencia de monitoreo a la que hace referencia el parrafo 17.5
del articulo 17 del Reglamento para el Reaprovechamiento de Lodos generados en
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales no se considera para la toma de
muestras establecidas en el presente numeral.

En caso que la calidad del lodo acumulado no corresponda a las exigencias de un
biosolido, el reaprovechamiento no seré posible.

6.1.2.3 Consideraciones para la muestra
Para la toma de muestra se debe considerar lo siguiente:

e En caso de no usar para cada toma de muestra un equipo nuevo, debe lavarse
intensamente? el equipo usado, para prevenir la contaminacion de las
siguientes muestras.

e En caso del monitoreo de parametros microbiolégicos es importante la
desinfeccién del equipo después de cada toma de muestra.

o El procedimiento de la toma de muestra debe ser adecuadamente
documentado.

En caso de toma de muestra de tubos transportadores de lodo, se debe purgar los
restos de muestras anteriores del tubo de toma y lodo o biosélido estancado en la

2 El lavado intenso involucra las siguientes actividades:
1. Remocion de solidos pegados en el equipo.
2. Lavado del equipo en un balde con detergente y escobilla.
3. Enjuagar el equipo con agua y después con agua destilada.
4. En caso de medicion de parametros microbiol6gicos esterilizar el equipo.
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linea de transporte. El equipo de toma de muestra se enjuaga tres (3) veces cada vez,
antes que se tome una muestra, para reducir la contaminacién cruzada.

6.1.2.3.1 Volumen de la muestra

El analisis de los parametros establecidos en el Reglamento para el
Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales, requiere un volumen de aproximadamente 2 kg (2 litros aproximadamente)
para el total de los parametros quimicos y 0,5 kg (0,5 litros aproximadamente) para los
parametros microbiol6gicos.

El volumen total de una muestra compuesta debe ser suficiente para realizar hasta un
minimo de dos (2) andlisis en paralelo, para el analisis principal y para la posible
muestra dirimente.

El volumen o masa necesaria para la muestra depende también de la concentracion
de los solidos. El andlisis de los parametros quimicos requiere siempre de una masa
minima de soélidos, por lo cual lodos o biosélidos muy liquidos requieren méas volumen,
para tener [a misma cantidad de sélidos que un lodo o biosélido ya deshidratado.

Por lo tanto, en caso de contratacién de laboratorios externos se debe consultar antes
sobre los volimenes o masas exactas requeridas para las muestras, generalmente los
laboratorios suministran los envases adecuados y preparados para envasar la
cantidad necesaria.

6.1.2.3.2 Equipo para la toma de muestra

El equipo correcto para la toma de muestras del lodo o biosdlido depende de su
consistencia y del punto de monitoreo. La Tabla 2 indica los equipos de toma de
muestra, para el caso que no sea posible obtenerla directamente de una tuberia de
transporte o la descarga del lodo o biosélido no sea accesible para la toma de
muestra.

En caso de muestras puntuales liquidas de un reservorio, tanque o laguna, ésta se
toma con un tubo de metal, plastico o vidrio de 1 — 2 pulgadas, con una vélvula check
en el fondo. El tubo se desliza lentamente y verticalmente por el lodo o biosdlido
acumulado, entonces la valvula check se abre y el lodo o biosdlido ingresa al tubo
seguln el perfil del lodo o biosélido analizado. En el momento de retiro del tubo la
valvula check cierra y el lodo o biosélido queda atrapado.

El extractor de muestras de lodos o biosélidos secos es similar a un extractor de
muestras de suelo y contiene 2 tubos concéntricos. El tubo exterior tiene una punta
con la cual permite la penetracion de la muestra. El extractor se cierra rotando el tubo
interior.

El barreno de barrilete tubular para lodos o biosdlidos semisecos o pastosos es un
tubo cortado y abierto a lo largo del eje longitudinal. Este equipo se utiliza también
para el monitoreo de suelos. La punta de un lado es puntiaguda, lo que permite la
penetracion del lodo o biosélido. La muestra queda atrapada en el espacio hueco del
tubo cortado una vez que se lo retira del lodo o biosodlido.

El barreno manual de tipo espiral permite sacar muestras de lodos o biosdlidos
compactos, este equipo se utiliza también para el monitoreo de suelos.

En el caso de lodos o biosdlidos granulares, una pala de mano permite obtener la
muestra.
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Tabla 2: Equipos de toma de muestra segtin consistencia del lodo o biosdlido (Brobst, 2017) (Véase
también el anexo)

Equipo ‘ Tamaiio de muestra ‘ Consistencia Tamaiio del
[ | del sustrato equipo
Equipo de | Corte transversal de toda la Sustratos de 1,5-156m
| toma de lodos | columna de lodo o biosdlido o fluidez libre
| 0 biosclidos solo de una cierta altura de la , |
liquidos columna (segun equipo) | |
Extractor de Corte transversal de la columna | Sustratos 05-10m
muestras de lodo o biosdlido ‘ granulares o en
polvo
Barreno de Corte transversal de la columna | Sustratos hasta 1.0 m
barrilete de lodo o biosdélido pegajosos
| tubular
Barreno Corte transversal de la columna | Biosélido variable
manual de tipo | de lodo biosélido, muestra compacto
espiral puntual
Pala manual Muestra puntual | Sustratos variable
| granular,
| polvorizado o
suelto

El material del equipo para tomar y procesar las muestras no debe ser fuente de
contaminacién para la muestra, por lo cual se debe utilizar dispositivos de vidrio, teflon,
acero inoxidable o plastico.

6.1.2.3.3 Preparacion de materiales y equipos

El siguiente listado considera los materiales, equipos e implementos de seguridad
indispensables para llevar a cabo un monitoreo de forma efectiva. En ese sentido, es
importante preparar con anticipacion los materiales de trabajo, formatos (registro de
datos de campo, etiquetas para las muestras de agua residual y cadena de custodia).
Se debe contar, sin caracter limitante, con lo siguiente:

6.1.2.3.3.1 Materiales
Fichas de registro de campo
Fichas de cadena de custodia
Papel secante
Cinta adhesiva
Plumén indeleble
Frascos debidamente preparados y etiquetados
Cajas térmicas (pequeia y grande)
Hielo u otro refrigerante
Bolsas de poliburbujas u otro material de embalaje adecuado
Piseta
Agua destilada y/o desionizada
Reloj
Cinta métrica
Papel aluminio
e Plano con los puntos de monitoreo predefinidos (en caso de monitoreo de
mayores cuerpos de lodo)

6.1.2.3.3.2 Equipos
e GPS para la identificacion de los puntos de monitoreo
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o Camara fotografica

* Equipamiento para la mezcla y homogenizacion seglin condicion esperada del
sustrato (botellas, batidora, pala, molino, almirez, etc.)

o Equipo de toma de muestra de lodo, segln consistencia del biosolidos
muestreado.

6.1.2.3.3.3 Implementos de seguridad
Botines de seguridad
Gafas de seguridad
Guantes de jebe antideslizantes con cubierta de antebrazo
Guantes de latex descartables
Casco
Arnés para profundidades mayores a 1,50 m
Escalera mévil en caso de toma de muestra de contenedores
Mascarilla protectora descartable
Mascarillas con filtros antigases, cuando corresponda
Mameluco (en caso de muestreo de biosélido en forma de polvo)

6.1.2.3.4 Seguridad de trabajo
Se establecen las siguientes consideraciones para prevenir dafios personales, dafos
de materiales y equipos durante la ejecucion del monitoreo de biosélidos:

1. Se debe preferir puntos de toma de muestra seguros, de facil acceso.

2. Sila muestra se extrae por encima de un buzon, reactor, tanque, laguna u otro
recipiente se deben guardar las medidas de seguridad para trabajos en alturas
y/o encima de cuerpos de agua (uso de arnés, chalecos flotadores, mascara
antigases, etc.)

3. Si el punto de muestreo esta confinado es necesario ventilarfo antes de realizar

la toma de muestra en un periodo minimo de una hora. Es necesario, ademas,

usar un detector de gas y/o usar un equipo de respiracién auténoma.

Debe utilizarse guantes, zapatos antideslizantes y cascos.

Después del monitoreo es necesario cambiar los materiales, equipos e

implementos de seguridad utilizados durante el mismo y que estuvieron en

contacto con el lodo o biosélido, para prevenir contaminacién de terceros.

6. El personal debe demostrar contar con vacunas vigentes a la fecha para
Tetanus, Diphteria, Polio, Hepatitis A, segin correspondan.

Qb

En general se debe tener conocimiento de lo siguiente:

1. El peligro de explosién causado por la mezcla de gases explosivos en sistemas
de alcantarillado o tanques de lodo insuficientemente estabilizados.

2. El riesgo de envenenamiento por gases toxicos, por ejemplo, acido sulfhidrico
en lugares poco ventilados y aireados.

3. El riesgo de sofocacién por la falta de oxigeno en lugares poco ventilados y
aireados.

4. Elriesgo de enfermedades causadas por organismos patdgenos en biosélidos.

5. Elriesgo de heridas fisicas debido a caidas y deslizamiento.

6. Elriesgo de ahogamiento.

7. Elriesgo de impacto por objetos que puedan caer.

6.1.3 Preservacion - Conservacion y transporte de muestra
Las muestras se transportan en envases de boca ancha de polietileno o teflon,
materiales que no reaccionan con las muestras. El uso de envases de vidrio es
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posible, sin embargo, requiere precauciones de seguridad especiales, debido a que se
pueden formar gases y mayores presiones durante el transporte de la muestra, lo cual
genera el riesgo de destruccion del envase implicando riesgos para la salud del
personal y la pérdida de la muestra.

Los envases tienen que ser libres de fisuras y resistentes contra fuerzas mecanicas
tipicas durante el envio de cargas, utilizando en caso de botellas de vidrio, bolsas de
poliburbujas, de embalaje o de cualquier otro material. Las tapas de los envases
deben asegurar el sello de la muestra contra el aire ambiental.

Es importante, que todos los envases sean lavados y esterilizados antes de llenarlos
con la muestra. En caso del andlisis por laboratorios acreditados, ellos normalmente
entregan los envases adecuados, lavados y de ser el caso esterilizados, por lo tanto,
preparados para el uso directo.

Durante todo el proceso de preparacién de muestra, el personal debe cumplir con las
exigencias minimas para la prevencion de una contaminacion cruzada de las
muestras.

Para conservar las muestras hay que guardarlas en ambientes oscuros con
temperaturas menores a 4 °C. Estas temperaturas previenen procesos de digestion
que pueden alterar la calidad de la muestra y conservan las condiciones bioldgicas®.
Por tal razén, es importante realizar el enfriamiento en un corto periodo. Para acelerar
el proceso de enfriamiento es recomendable poner las botellas con la muestra en un
bafio con cubos de hielo y agua o almohadillas refrigerantes. Una vez enfriada, la
muestra debe colocarse en una caja de almacenamiento térmica con refrigerante (ice
pack), para cumplir con la recomendacién de temperatura indicada. En caso de utilizar
hielo, se debe colocar éste en bolsas herméticas para evitar fugas de la caja donde se
transportan las muestras.

La congelacion es una opcion para la preservacion de muestras de lodos o biosolidos,
salvo para aquellas que serviran para el andlisis de parametros microbioldgicos
establecidos en el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en
las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales. La conservacion quimica de las
muestras no es necesaria para el analisis de los mencionados parametros.

A pesar de las temperaturas bajas, se debe tomar precauciones durante el transporte
y la apertura de los envases ante la posible acumulacién de gases dentro del envase.

Se permite diferentes tiempos de almacenamiento de la muestra, segun el parametro
analizado, para realizar muestras dirimentes posteriormente. En tanto los parametros
microbioldgicos deben ser analizados dentro de 24 horas a partir de la toma de
muestra, para el andlisis de metales pesados se puede guardar la muestra hasta seis
(6) meses, véase la Tabla 3.

La muestra y su envase deben estar cerrados y sellados adecuadamente para su
transporte. El formato de cadena de custodia debe acompafiar a las muestras desde
su obtencibn o toma, transporte hasta su ingreso al laboratorio.

3 Los parametros microbioldgicos deben ser analizados dentro de las 24 horas después de la toma de muestra.
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Tabla 3: Condicién de preservacién y tiempos de almacenamiento de muestras de biosdlidos (US EPA,
POW Sludge Sampling And Analysis Guidance Document , 1989), (State of Ohio Environmental
Protection Agency, 2009) (New Jersey Department of Environmental Protection, 2012)

Parametros Material del | Tiempo maximo de
envase almacenamiento

Pérdida por calcinacién (solidos | Plastico, Vidrio 7 dias con Temperaturas <

totales, sdlidos volatiles) 4°C

Arsénico, Cadmio, Cobre, | Plastico, Vidrio 6 meses con Temperaturas <

Plomo, Niquel, Zinc, Cromo 4°C

Mercurio Plastico, Vidrio 28 dias con Temperaturas <
4°C

Nitrégeno total

Nitrégeno total de Kjeldahl Plastico, Vidrio 28 dias con Temperaturas <
4°C

Nitrato Plastico, Vidrio 28 dias con Temperaturas <
4°C

Escherichia coli Plastico, Vidrio 24 horas con Temperaturas <
4°C

Salmonella Sp. Plastico, Vidrio 24 horas con Temperaturas <
4°C

Huevos de helmintos viables Plastico, Vidrio 1 mes con Temperaturas <
4°C

6.1.4 Frecuencia de monitoreo

La obligacién de monitoreo y de los pardametros monitoreados depende principalmente
de la clase (A o B) que se pretende asignar o al biosélido producido, las exigencias
normativas, los resultados de los monitoreos anteriores, el estado operativo y la
tecnologia del tratamiento de agua y lodo aplicada en la PTAR productora.

En caso de produccion y calificacion del lodo como biosdlido, la Tabla 4 del
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales indica las frecuencias minimas de monitoreo del
biosolido dependiendo de la cantidad entregada por afio y la Clase (A o B) y los
resultados de los monitoreos anteriores.

En caso de produccién y entrega del biosolido en periodos intermedios de varios afios,
por ejemplo, en caso del biosélido de lagunas de estabilizacion, la frecuencia de
monitoreo es de menor importancia. En su caso importa méas la cantidad de muestras
puntuales a tomar para su analisis directo o el procesamiento de muestras
compuestas, segun las indicaciones del item 6.1.2.2.2.1.

6.1.5 Documentacion

6.1.5.1 Etiquetado de la muestra

Los frascos deben ser eliquetados, con lelra clara y legible. De preferencia debe
usarse plumén de tinta indeleble y cubrir la etiqueta con cinta adhesiva transparente
conteniendo la siguiente informacién:

e Numero de identificacién de la muestra.
o Nombre de la empresa y unidad del proceso donde se toma la muestra.
e Fecha y hora de la toma de muestra.
o Ubicacion del punto de la toma de muestra (georeferenciada).
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¢ Tipo de muestra (compuesta, puntual).

» Nombre de la persona que toma la muestra.

s Tipo y procedimiento de medidas de conservacion.
e Parametros analizados de la muestra.

» Comentarios.

Los envases pueden estar previamente etiquetados o s@ podran utilizar adhesivos
especificos para registrar o rotular la informacion indicada.

Un ejemplo para una etiqueta se encuentra en el item 8.1. del presente protocolo.
Laboratorios acreditados ante INACAL. pueden utilizar su propio formato de etiqueta.

6.1.5.2 Protocolo de transporte — Cadena de custodia

La Cadena de Custodia es el procedimiento documentado de la toma de muestra, su
transporte y entrega al laboratorio. El formato de cadena de custodia debe indicar al
menos:

NUmero de muestra.

Parametros a evaluar.

Tipo de frascos que contienen la muestra.

Condiciones o caracteristicas de la muestra de lodo o biosélido: liquido,

pastoso o seco.

e Volumen de la muestra.

e Condiciones de conservacion.

« Nombres y firmas de cada persona involucrada entre la toma de muestra hasta
la recepcion en el laboratorio. (Con hora y fecha de entrega en cada paso).

e Observaciones

Un ejemplo de formato se encuentra en el item 8.2. del presente protocolo.
Laboratorios acreditados ante INACAL pueden utilizar su propio formato de etiqueta.

6.1.5.3 Libro de ocurrencias — Protocolo de la toma de muestra

El generador del lodo o biosélido debe contar con un libro de ocurrencia y monitoreo
en el cual se anota informacion técnica del muestreo como condiciones del punto o
puntos de muestreo y descripcion del proceso, asi como otros datos referenciales. Es
recomendable trabajar con un formato propio.

La informacién del libro de ocurrencias y monitoreo sirve para aclarar incertidumbres
en la interpretacion de los resultados, pero también para analizar y eventualmente
optimizar las actividades para el siguiente monitoreo. La informacion relevante para el
registro, sin perjuicio de la informacién que el generador considere oportuna, es:

Fecha, hora y ubicacion de los puntos de la toma de muestra.
Tipo, cantidad y volumen de las muestras tomadas.

Personas participantes

Condiciones climaticas.

Equipo de toma de muestra.

Descripcion del proceso de la toma.

Numero de identificacion de las muestras.

Método y empresa responsable del transporte de las muestras.

PROTOCOLO DE MONITOREO DE BIOSOLIDOS 20

98



6.1.6 Normas y buenas practicas nacionales e internacionales

Los métodos de ensayo incluyen indicaciones sobre la toma de muestra para los lodos
o biosolidos. Sin embargo, estos métodos deben estar acreditados por el INACAL o
cualquier Organismo de acreditacion firmante de acuerdos de Reconocimiento
Multilateral (MLA) de la cooperacion Internacional de Acreditacion de laboratorios
(ILAC).

No obstante, el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en
las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales permite en los primeros tres (3) afios
a partir de la publicacién del protocolo de monitoreo, el andlisis de los parametros de
los biosélidos previstos en el Reglamento, mediante laboratorios con aplicacion de
métodos no acreditados por INACAL.

Por tal razén, debido que para la calidad de una muestra es muy relevante la
determinacién del punto de la toma de muestra y siendo esta responsabilidad del
productor y/o comercializador de biosdlidos, el presente protocolo proporciona
orientaciones respecto a normas internacionales reconocidas, relacionadas a la toma
de muestra de lodos y biosolidos. Sin caracter limitante, algunas de estas son:

Normas del Deutsches Institut fuer Normung y de la International Standard
Organisation - DIN ISO

» DINEN ISO 5667-13:2011-08:

o DIN 38414-11:1987-08

United States Environmental Protection Agency — US EPA (nacional, federal)

o US EPA 833-B-89-100:

e US EPA: Biosolids Reference Sheet (Brobst, 2017)

o EPA New Jersey: New Jersey Sludge Sampling and Analytical Guidance
Document

» EPA, Ohio: Manual of Ohio EPA Sludge Program Field Sampling Methods and
Quality Assurance Practices

6.2 Analisis de muestras en laboratorios

6.2.1 Parametros relevantes

El Reglamento para el Reaprovechamiento de los lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales establece en sus articulos 13 y 14, los pardmetros
relevantes para el analisis de biosédlidos. A continuacion, se indican los parametros
quimicos y microbioldgicos, asi como las unidades para su analisis:

Los parametros quimicos relevantes para el andlisis de biosdlidos segun el
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales son:

o Pérdida por calcinacién (determina el grado de estabilizacion) en % 0 kgssiidos
totales volaties / KQSelidos totales,
Nitrégeno total en gniregeno / Kgssidos totales,

» Metales pesados (arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, niquel y
Zinc) en MQgwetal/ Kgssidos totales,

Los parametros microbiologicos relevantes para el analisis de biosélidos segin el
Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales son:

PROTOCOLO DE MONITOREO DE BIOSOLIDOS 21

99



» Salmonellas sp. en NMP / 10 gsolidos totates,
s Escherichia coli en NMP / 1gssiidos totates
e Huevos viables de Helmintos en 1/ 4 gseiido totales

Los laboratorios deben relacionar la masa o cantidad de la contaminacién detectada a
la masa de los solidos totales de la muestra, por lo cual, parte del andlisis de la
muestra es siempre determinar tamb’an fa concentracion de lus sélidos.

6.2.2 Numero de andlisis

Se debe realizar por cada parametro al menos un analisis. En caso se realice mas de
un analisis, el resultado valido en caso de parametros quimicos sera el promedio
aritmético de ambos andlisis y en caso de parametros microbioldgicos el promedio
geomeétrico.

6.2.2.1 Muestra dirimente

La muestra dirimente es la muestra que se toma en la misma oportunidad que la
muestra original, sea esta puntual o compuesta, la cual es analizada bajo los mismos
criterios y es comparable en caso existan eventuales reclamos sobre la validez de los
resultados de la muestra original. En este caso, se aplicara la muestra dirimente segin
lo establecido por el laboratorio de acuerdo al literal k, del numeral 4.6.1.del
Reglamento para la Acreditacion de Organismos de Evaluacion de la Conformidad
(OEC).

La muestra dirimente se aplica solo a los pardmetros quimicos y a la presencia de
huevos de helmintos viables, aplicando las medidas de conservacién de muestras
adecuadas en el laboratorio.

La muestra dirimente se contrata separadamente, por lo cual los laboratorios tienen la
obligacién de informar a los productores y/o comercializadores de los lodos o
biosodlidos, previamente a su contratacion sobre los alcances y costos de ella.

6.2.3 Términos de referencia para el analisis en los primeros 3 afios

Los métodos de ensayo para el producto de lodos o biosélidos deberan estar
acreditados por el INACAL o cualquier Organismo de acreditacion firmante de
acuerdos de Reconocimiento Mulitilateral (MLA) de la Cooperacion Internacional de
Acreditacion de Laboratorios (ILAC).

Si bien el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales permite en un periodo de tres (3) afos
de aprobado el protocolo de monitoreo, el andlisis de parametros a través de
laboratorios con aplicacién de métodos no acreditados por INACAL, debido a la
importancia de un buen monitoreo de los lodos o biosélidos para la salud publica y el
ambiente, también los laboratorios sin metodologia acreditada deben aplicar
metodologias segln las buenas practicas y normas internacionales indicadas en la
TABLA 4.

A continuacién se presentan algunos términos de referencia que contienen normas
internacionales de referencia para el monitoreo del lodo o biosélido.

6.2.3.1 Parametros quimicos

6.2.3.1.1 Pérdida por calcinacién

Para determinar la pérdida por calcinacion se debe medir primero los sélidos totales,
después se queman los solidos, quedando la ceniza. La diferencia de masa entre los
solidos totales y la ceniza corresponde a la pérdida por calcinacion o también a los
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solidos volatiles. La relacién de la pérdida de calcinacién y la masa de los sélidos
totales en porcentaje (%) corresponde al indicador del grado de la estabilizacion del
sustrato.

La informacién sobre los sélidos totales de la muestra es también base para el anélisis
de la presencia de metales pesados, nitrégeno y parametros microbiolégicos en el
sustrato.

Normas y recomendaciones internacionales para la medicion de sdlidos totales y
sélidos totales volatiles se encuentran en la TABLA 4 del presente Protocolo de
Monitoreo de Biosélidos.

6.2.3.1.2 Metales pesados
Hay diferentes tecnologias para la deteccidn de metales pesados.

1. Una tecnologia normalizada internacionalmente para el andlisis de lodos o
biosdlidos es la espectroscopia de emision por plasma de acoplamiento
inductivo (ISP), la cual sirve para detectar una gran parte de los metales
pesados, menos el mercurio.

Al inicio de la medicién hay que preparar una dilucion de la muestra del lodo o
biosélido que contiene todos los metales, esto se puede hacer por la extraccién
mediante agua regia. Dicho liquido alimenta el equipo analizador en el cual
sera transformado en un aerosol mediante el gas Argén para su ionizacién en
un plasma generado por un campo magnético oscilante. Las temperaturas
hasta 8000 K dentro del plasma aseguran que todos dtomos seran ionizados.

Dependiendo del tipo de medicién por ISP:

a. Los iones seran acelerados por un campo eléctrico hacia un espectréometro
de masas, el cual detecta la presencia y concentracién (masa) de presencia
del elemento (p. e. metal pesado). En este caso se habla del ISP-MS.

b. Sensores o6pticos miden las radiaciones emitidas de los iones, las cuales
tienen longitudes de ondas especificas por cada elemento y la intensidad
de la radiacién. De esta manera se identifica el elemento (p. e. metal
pesado) presente y su concentracion. En este caso se habla del ISP-OES

La tecnologia tiene su debilidad en caso de dominancia de presencia de un
elemento particular. Sin embargo, normalmente este punto no es relevante en
los lodos o biosoélidos dentro del marco del presente protocolo.

2. Ofra tecnologia normalizada internacionalmente para el anélisis de presencia y
concentraciones de metales pesados en lodos o biosdlidos es la
espectrometria de absorcion atomica (AA). Se atomiza y activa los elementos
(metales pesados) de una dilucion de la muestra del lodo o biosélido, por
ejemplo, en temperaturas elevadas, y manda luz de cierta longitud de onda por
la nube de &tomos. Dependiendo del tipo del dtomo y la concentracion de su
presencia en la nube parte de la luz serd adsorbida. La diferencia entre la luz
emitida y adsorbida identifica el elemento y la concentracion de su presencia
en la muestra.

Dependiendo del tipo de atomizaciéon de la muestra del lodo o biosélido se
diferencia los sistemas de andlisis de la espectrometria de absorcion atémica
de mayor aplicacién entre:
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a. El sistema de calentamiento en tubos de grafifo (AA-ET) hasta
temperaturas de 2500 °C,

b. El sistema de reduccion primero los elementos (metales pesados)
presentes a sus hidruros gaseosos, tras reaccion quimica y calentarlos
después hasta temperaturas cerca de 1000 °C. En este caso se habla
de la (AA-HG o AA Hidruro). Esta tecnologia detecta sclamente
aquellos elementos que reaccionan a hidruros gaseosos.

En caso de la deteccién de mercurio se trabaja con otros quimicos para
su reduccién y ademas con menores temperaturas. Por esto se habla
en su caso con deteccién en vapor frio (AA-CV).

Normas y recomendaciones internacionales para la mediciéon de metales pesados se
encuentran en la TABLA 4 del presente Protocolo de Monitoreo de Biosdlidos.

6.2.3.1.3 Nitrégeno total

El nitrégeno total se mide quemando la muestra en condiciones especiales, las cuales
aseguran que todas las formas quimicas de nitrdgeno se conviertan en nitrégeno
elemental, presente en el gas de incineracion. El nitrégeno del gas se separa para la
determinacién de su concentracion.

La concentracién de nitrégeno organico y nitrégeno amoniacal se determina mediante
el método de Kjeldahl, donde se separa primero ambas fracciones del nitrégeno de la
muestra del lodo o biosélido por digestién en condiciones acidas y extraccion en
condiciones basicas. La cantidad del nitrégeno extraido se determina posteriormente.

El nitrato se mide en la solucién de la muestra por ejemplo por fotometria.

Normas y recomendaciones internacionales para la medicién de nitrogeno total se
encuentran en la TABLA 4 del presente Protocolo de Monitoreo de Biosdlidos.

6.2.3.2 Parametros microbiolégicos

6.2.3.2.1 Escherichia Coli

El primer paso para su analisis consiste en lavar la muestra del sustrato en agua
destilada por cierto tiempo y diluir esta solucion varias veces. De la dilucion se realiza
el monitoreo de Escherichia Coli segin el procedimiento para la determinacién del
NMP en aguas via tubos de incubacion con sustrato de incubacién de Escherichia
Coli.

Normas y recomendaciones internacionales para la medicién de Escherichia Coli se
muestran en la Tabla 4 del presente Protocolo de Monitoreo de Biosdlidos.

6.2.3.2.2 Salmonellas sp.
El procedimiento es similar al procedimiento para Escherichia Coli, pero se utiliza el
medio de incubacion correspondiente para Salmonellas sp.

Normas y recomendaciones internacionales para la medicién de Salmonellas sp se
detallan en la TABLA 4 del presente Protocolo de Monitoreo de Biosélidos.

6.2.3.2.3 Huevos de helmintos

En un proceso de lavado (con surfactantes), colado y centrifugado (con ciertos
quimicos) de la muestra en varias etapas, se separa los huevos de helmintos del resto
de la sustancia particular de la muestra. En una segunda etapa se incuba los huevos
separados para determinar su viabilidad.
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Normas y recomendaciones internacionales para la medicion de Huevos de Helmintos
se detallan en la TABLA 4 del presente Protocolo de Monitoreo de Biosélidos.

TABLA 4: Normas y recomendaciones internacionales para la medicion de los parametros de biosdlidos
relevantes segun el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (Moodley, Archer, Hawksworth, & Leibach, 2008) (New Jersey
Department of Environmental Protection, 2012) (State of Ohio Environmental Protection Agency, 2009)

(US EPA, Control of Pathogens and Vector Attraction in Sewage Sludge, 2003)

Parametro

Norma y/o método normalizada®

Pérdida por calcinacion
(sdlidos totales)

SM 2540 G-1997
DIN EN 12880:2001-02

Pérdida por calcinacion
(sélidos totales volatiles)

SM 2540 G-1997
DIN EN 15935:2012-11

Arsénico

SW-846 Method 6010 (ICP)
SW-846 Method 6020 (ICP/MS)
SW-846 Method 7061 (AA Hidruro)

SW-846 Method 7060*, SW-846 Method 7010 (AA ET) }

DIN 38405-35:2004-09 (AA)

DIN EN ISO 15586:2004-02 (AA)

ISO 17378-2:2014-02 (AA Hidruro)

DIN EN ISO 17294-2: 2005-02 (ICP-MS)
DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

Cadmio

SW-846 Method 6010 (ICP)

SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7130*, SW-846 Method 7000 (AA
Direct Aspiration)

SW-846 Method 7131*, SW 846 Method 7010 (AA
Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccién con agua regia)
DIN ISO 11047:2003-05 (AA ET)

DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

DIN 38406-16:1990-03 (Voltametria)

Cromo

SW-846 Method 6010 (ICP)

SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7190*, SW-846 Method 7000 (AA
Direct Aspiration)

SW-846 Method 7191*, SW 846 Method 7010 (AA
Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccion con agua regia)
DIN ISO 11047:2003-05 (AA ET)

DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

Cobre

SW-846 Method 6010 (ICP)

SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7210*, SW-846 Method 7000 (AA
Direct Aspiration)

SW-846 Method 7211*, SW 846 Method 7010 (AA
Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccion con agua regia)
DIN ISO 11047:2003-05 (AA ET)

DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

DIN 38406-7:1991-09

DIN 38406-16:1990-03 (Voltametria)
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‘ Parametro Norma y/o método normalizada®
Plomo SW-846 Method 6010 (ICP)

' SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7420*, SW-846 Method 7000 (AA

Direct Aspiration)

SW-846 Method 7421*, SW 846 Method 7010 (AA

| Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccion con agua regia)

DIN I1SO 11047:2003-05 (AA ET)

DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

DIN 38406-6:1998-07

! DIN 38406-16:1990-03 (Voltametria)

: Mercurio SW-846 Method 7471 (Cold Vapor (manual))

J

DIN EN ISO 17294-2

DIN EN ISO 12846:2012-08

Niquel SW-846 Method 6010 (ICP)

SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7520*, SW-846 Method 7000 (AA
Direct Aspiration)

SW-846 Method 7521*, SW 846 Method 7010 (AA
Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccion con agua regia)
DIN ISO 11047:2003-05 (AA ET)

| DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

DIN 38406-11:1991-09

DIN 38406-16:1990-03 (Voltametria)

| Zinc SW-846 Method 6010 (ICP)

SW-846 Method 6020 (ICP/MS)

SW-846 Method 7950*, SW-846 Method 7000 (AA
Direct Aspiration)

SW-846 Method 7951*, SW 846 Method 7010 (AA
Graphite Furnace)

DIN EN 13346:2001-04 (Extraccion con agua regia)
DIN ISO 11047:2003-05 (AA ET)

DIN EN ISO 11885:2009-09 (ICP-OES)

DIN EN ISO 17294-2 (ICP-MS)

DIN 38406-8:2004-10

DIN 38406-16:1990-03 (Voltametria)

Nitrégeno total ISO 13878:1998-03

Nitrégeno total de Kjeldahl | SM 4500-Norg B or C-1997

EPA Method 351.1 (TKN)

EPA Method 351.2 (TKN)

SM 4500-Norg D-1997

DIN EN 13342:2001-01

Nitrégeno del nitrato SW-846 Method 9056

Salmonellas Sp. DIN 38414-13:1992-03

SM 9260 D EPA Method 1682 Note 11,12 “Control of
Pathogens and Vector Attraction in Sewage Sludge”,
Appendix G (Kenner and Clark), EPA/625/R-92/013,
July 2003 (Método de analisis)

“Control of Pathogens and Vector Attraction in Sewage
Sludge”, Appendix F, EPA/625/R-92/013, July 2003
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Parametro Norma y/o método normalizada®

(Método de preparacién de muestra)

Escherichia Coli SM-9221 C E-2006 EPA Method 1680 Note 15,12 EPA
Method 1681 Note 16,12 (Método de andlisis)

"Control of Pathogens and Vector Attraction in Sewage
Sludge", Appendix F, EPA/625/R-92/013, July 2003 |
(Método de preparaciéon de muestra)

Huevos de helmintos Yanko (1987) and "Control of Pathogens and Vector
viables Attraction in Sewage Sludge", Appendix |, EPA/625/R-
92/013, July 2003

Standard Methods for the Recovery and Enumeration
of

Moodley et al: Helminth Ova in Wastewater, Sludge,
Compost and Urine-Diversion Waste in South Africa
(Moodley, Archer, Hawksworth, & Leibach, 2008)

1) SM significa Método estandarizado para la examinacion de aguas y aguas residuales,
American Public Health Association, 1015 15th Street, NW., Washington, DC 20005
SW-846 significa Test Methods for Evaluating Solid Waste, Physical/Chemical
Methods, EPA Publication SW-846, incluyendo todas modificaciones y actualizaciones.

2) ISP, ISP-OES, ISP-MS, AA, AA-ET, AA-Hidruro véase el item 6.2.3.1.2.

6.2.4 Términos referencia para el analisis luego de los 3 afios

Segun el Reglamento para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales se reconoce después de un plazo de tres
(3) afos de adecuacién solo resultados de mediciones en base de la aplicacion de
métodos de andlisis acreditados por INACAL.

6.2.5 Manejo de los resultados de monitoreo

6.2.5.1 Registro y reportes internos

Los resultados de los andlisis son almacenados y registrados colocando toda la
informacion en orden cronoldgico (sefialando la fecha de monitoreo) en una hoja de
calculo o una base de datos computarizada. La informacion es comparada con los
limites de calidad para biosdlidos establecidos en el Reglamento para el
Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de Aguas
Residuales.

El registro cronoldgico de los datos es necesario para determinar tendencias a largo
plazo respecto a la calidad del lodo o biosdlido, permitiendo obtener conclusiones
sobre el funcionamiento de su produccidén e ingreso de contaminantes (metales
pesados) no controlados en el proceso de produccion.,

Esta informacion, conjuntamente con la informacion del protocolo de monitoreo, la
cadena de Custodia y los documentos conteniendo los reportes de los analisis
realizados en los laboratorios correspondientes, deberd ser almacenada por un
periodo minimo de cinco afios, debiendo estar, el archivo, a disposicién del MVCS.

6.2.5.2 Registro y reportes externos

Los resultados del monitoreo son reportados al Registro Nacional de Produccién y
Reaprovechamiento de Biosélidos, que administra el MVCS y entregados a los
adquirientes y/o usuarios finales de biosdlidos, segun las indicaciones del Reglamento
para el Reaprovechamiento de los Lodos generados en las Plantas de Tratamiento de
Aguas Residuales .
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ANEXO 2

Método EPA/625/R-92/013 preparacion de muestras para andlisis de coliformes

fecales y salmonella sp.

Appendix F
Sample Preparation for Fecal Coliform Tests and Salmonella sp. Analysis

1. Sample Preparation for Fecal Coliform
Tests

1.1 Class B Alternative 1

To demonstrate that a given domestic sludge sample
meets Class B Pathogen requirements under alternative
1, the density of fecal coliform from at least seven samples
of treated sewage sludge must be determined and the
geometric mean of the fecal coliform density must not ex-
ceed 2 million Colony Forming Units (CFU) or Most Prob-
able Number (MPN) per gram of total solids (dry weight
basis). The solids content of treated domestic sludge can
be highly variable. Therefore, an aliquot of each sample
must be dried and the solids content determined in accor-
dance with procedure 2540 G. of the 18th edition of Stan-
dar((jsl\’cl()ethods for the Examination of Water and Wastewa-
ter !

Sludhge samples to be analyzed in accordance with SM
9221 E. Fecal Coliform MPN Procedure and 9222 D. Fe-
cal Coliform Membrane Filter Procedure may require dilu-
tion prior to analysis. An ideal sample volume will yield
results which accurately estimate the fecal coliform den-
sity of the sludge. Detection of fecal coliform in undiluted
samples could easily exceed the detection limits of these
procedures. Therefore, it is recommended that the follow-
ing procedures be used (experienced analysts may sub-
stitute other dilution schemes as appropriate).

For Liquid Samples:

1. Use a sterile graduated cylinder to transfer 30.0 mL
of well mixed sample to a sterile blender jar. Use
270 mL of sterile buffered dilution water (see Sec-
tion 9050C) to rinse any remaining sample from the
cylinder into the blender. Cover and blend for two
minutes on high speed. 1.0 mL of this mixture is 0.1
mL of the original sample or 1.0X10-".

2. Use a sterile pipette to transfer 11.0 mL of the
blended sample mixture to 99 mL of sterile buffered
dilution in a sterile screw cap bottle and mix by vig-
orously shaking the bottle a minimum of 25 times.
This is dilution “A.” 1.0 mL of this mixture is 0.010
mL of the original sample or 1.0X10%2.

3. Use a sterile pipette to transfer 1.0 mL of dilution
“A” to a second screw cap bottle containing 99 mL
of sterile buffered dilution water, and mix as before.

This is dilution “B." 1.0 mL of this mixture is 0.00010
mL of the original sample or 1.0X104.

4. Use a sterile pipette to transfer 1.0 mL of dilution
‘B” to a sterile screw cap bottle containing 99 mL of
sterile buffered dilution water, and mix as before.
This is dilution “C.” Go to step 5 for MPN analysis
(preferred) or 7 for MF analysis.

5. For MPN analysis, follow procedure 9221 E. in SM.
Four series of 5 tubes will be used for the analysis.
Inoculate the first series of 5 tubes each with 10.0
mL of dilution “B.” This is a 0.0010 mL of the original
sample. The second series of tubes should be in-
oculated with 1.0 mL of dilution “B” (0.00010). The
third series of tubes should receive 10.0 mL of
“C” (0.000010). Inoculate a fourth series of 5 tubes
each with 1.0 mL of dilution “C” (0.0000010). Con-
tinue the procedure as described in SM.

6. Refer to Table 9221.IV. in SM to estimate the MPN
index/100 mL. Only three of the four series of five
tubes will be used for estimating the MPN. Choose
the highest dilution that gives positive results in all
five tubes, and the next two higher dilutions for your
estimate. Compute the MPN/g according to the fol-
lowing equation:

10 x MPN Index/100 mL
largest volume x % dry solids

MPN Fecal Coliform/g=

Examples:

In the examples given below, the dilutions used to de-
termine the MPN are underlined. The number in the nu-
merator represents positive tubes; that in the denomina-
tor, the total number of tubes planted; the combination of
positives simply represents the total number of positive
tubes per dilution.

0.0010 0.00010  0.000010 0.0000010 Combination
Example mL mL m mL of positives
a 5/5 55 35 0/5 5-3-0
b 5/5 35 1/5 0/5 5-3-1
¢ 05 115 0/5 0/5 0-1-0
137
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For each example we will assume that the total solids
content is 4.0%.

For example a:

The MPN index/100 mL from Table 9221.4 is 80. There-
fore:

VPN = 10x80

0.00010 x 4.0

=20x 108

For example b:

The MPN index/100 mL from Table 9221.4 is 110. There-
fore:

10x 110

MPNig = =28 x 10°

0.0010 x 4.0

For example c:

The MPN index/100 mL from Table 9221.4 is 2. There-
fore:

MPNig =

10x2
0.0010 x 4.0

=50x10°

5. Alternately the membrane filter procedure may be
used to determine fecal coliform density. This
method should only be used if comparability with
the MPN procedure has been established for the
specific sample medium. Three individual filtrations
should be conducted in accordance with SM 9222
D. using 10.0 mL of dilution “C,” and 1.0 mL and
10.0 mL of dilution “B.” These represent 0.000010,
0.00010, and 0.0010 mL of the original sample. In-
cubate samples, and count colonies as directed.
Experienced analysts are encouraged to modify this
dilution scheme (e.g. half log dilutions) in order to
obtain filters which yield between 20 and 60 CFU.

6. Compute the density of CFU from membrane filters
which yield counts within the desired range of 20 to
60 fecal coliform colonies:

coliform colonies counted x 100
mL sample x % dry solids

coliform colonies/g =

For Solid Samples:

1. In a sterile dish weigh out 30.0 grams of well mixed
sample. Whenever possible, the sample tested
should contain all materials which will be included
in the sludge. For example, if wood chips are part of
a sludge compost, some mixing or grinding means
may be needed to achieve homogeneity before test-
ing. One exception would be large pieces of wood
which are not easily ground and may be discarded
before blending. Transfer the sample to a sterile
blender. Use 270 mL of sterile buffered dilution wa-
ter to rinse any remaining sample into the blender.

Cover and blend on high speed for two minutes. One
milliliter of this sample contains 0.10 g of the origi-
nal sample.

2. Use a sterile pipette to transfer 11.0 mL of the
blender contents to a screw cap bottle containing
99 mL of sterile buffered dilution water and shake
vigorously a minimum of 25 times. One milllliter of
this sample contains 0.010 g of the original sample.
This is dilution “A.”

3. Follow the procedures for “Liquid Samples” starting
at Step 3.

Examples:

Seven samples of a treated sludge were obtained prior
to land spreading. The solids concentration of each sample
was determined according to SM. These were found to
be:

Sample No. Solids Concentration (%)
1 i
2 4.3
3 4.0
4 4.2
5 4.1
6 3.7
7 39

The samples were liquid with some solids. Therefore the
procedure for liquid sample preparation was used. Fur-
thermore, the membrane filter technique was used to de-
termine if the fecal coliform concentration of the sludge
would meet the criteria for Class B alternative 1. Samples
were prepared in accordance with the procedure outlined
above. This yielded 21 individual membrane filters (MF)
gluﬁ c?ntrols. The results from these tests are shown in

able

Table 1. Number of Fecal Coliform Colonies on MF Plates
0.000010 0.00010 0.0010

Sample No. mL Filtration mL Filtration mL Filtration

1 0 1 23

2 2 18 TNTC

3 0 8 65

4 0 5 58

: : | i

6 0

7 0 1 20

The coliform density is calculated using only those MF
plates which have between 20 and 60 blue colonies when-
ever possible. However, there may be occasions when the
total number of colonies on a plate will be above or below
the ideal range. If the colonies are not discrete and appear
to be growing together results should be reported as “too
numerous to count” (TNTC). If no filter has a coliform count
falling in the ideal range (20 - 60), total the coliform counts
on all countable filters and report as coliform colonies/g.
For sample number 2 the fecal coliform density is:

138

107



(2+18)x100
(0.000010 + 0.00010) x 4.3

coliform colonies/g =

Sample number 3 has two filters which have colony
counts outside the ideal range also. In this case both count-
able plates should be used to calculate the coliform den-
sity/g. For sample number 3, the fecal coliform density is:

(8 +65)x 100

=16x10°
(0.00010 + 0.0010) x 4.0 X

coliform colonies/g =

Except for sample number 5, all of the remaining samples
have at least one membrane filter within the ideal range.
For these samples, use the number of colonies formed on
that filter to calculate the coliform density. For sample num-
ber 1, the fecal coliform density is:

23x100
0.0010 x 3.8

coliform colonies/g = =6.0x10°

Coliform densities of all the samples were calculated and
converted to logy, values to compute a geometric mean.
These calculated values are presented in Table 2.

Table 2.  Coliform Density of Sludge Samples

Sample No. Coliform Density log;,
1 6.0x 105 578
2 4.2x108 6.63
3 1.6 x 108 6.22
4 1.4x105 6.14
5 4.0x10° 5.60
6 1.0 x 10° 6.02
7 5.1x105 571

The geometric mean for the seven samples is determined
by averaging the log , values of the coliform density and
taking the antilog of that value.

(5.78 + 6.63 + 6.22 + 6.14 + 5.60 + 6.02 + 5.71)/7 = 6.01
The antilog of 6.01 = 1.03 x 10°

Therefore, the geometric mean fecal coliform density is
below 2 million and the sludge meets Class B Pathogen
requirements under altemative 1.

1.2 Class A Alternative 1

Part 503 requires that, to qualify as a Class A sludge,
treated sewage sludge must be monitored for fecal coliform
(or Salmonella sp. and have a density of less than 1,000
MPN fecal coliform per gram of total solids (dry weight
basis). The regulation does not specify total number of
samples. However, it is suggested that a sampling event
extend over two weeks and that at least seven samples
be collected and analyzed. The membrane filter procedure
may not be used for this determination. This is because
the high concentration of solids in such sludges may plug
the filter or, render the filter uncountable. The total solids
content for each sample must be determined in accordance
with procedure 2540 G. of SM.

=42x10°

For Liquid Samples:

1. Follow procedure 9221 E. in SM. Inoculate at least
four series of five tubes using ten fold serial dilu-
tions. Prepare the sample as described for “Class
B Alternative 1, Liquid Samples,” except inoculate
each of the first series of tubes with 10.0 mL of the
blender contents (the concentration of the enrich-
ment broth must be adjusted to compensate for the
volume of added sample). This is equivalent to add-
ing 1.0 mL of sludge to the first series of tubes. In-
oculate the remaining tubes and complete the analy-
sis in accordance with SM.

2. Calculate the MPN as directed in Step 4 above.

For Solid Samples:

1. Follow procedure 9221 E. in SM. Inoculate at least
four series of five tubes using ten fold serial dilu-
tions. Prepare the sample as described for “Class
B Alternative 1, Solid Samples,” except inoculate
each of the first series of tubes with 10.0 mL of the
blender contents (the concentration of the enrich-
ment broth must be adjusted to compensate for the
volume of added sample). This is equivalent to add-
ing 1.0 g of sludge (wet wieght) to the first series of
tubes. Inoculate the remaining tubes and complete
the analysis in accordance with SM.

2. Calculate the MPN as directed in step 4 above.

2. Sample Preparation for Saimonella sp.
Analysis

Salmonella sp. quantification may be used to demon-
strate that a sludge meets Class A criteria, instead of ana-
lyzing for fecal coliforms. Sludges with Salmonella sp. den-
sities below 3 MPN/4 g total solids (dry weight basis) meet
Class A criteria. The analytical method described in Ap-
pendix F of this document describes the procedure used
to identify Salmonella sp. in a water sample. Similarly, the
procedures for analysis of Salmonella sp. in SM (Section
9260 D) do not address procedures for sludges, the sample
preparation step described here should be used, and the
total solids content of each sample must be determined
according to method 2540 G in SM.

For Liquid Samples:

1. Follow the same procedure used for liquid sample
preparation for fecal coliform analysis described un-
der “Class A Alternative 1.” However, the enrichment
medium used for this analysis should be dulcitol se-
lenite broth (DSE) as described in Appendix G of
this document or dulcitol selenite or tetrathionate
broth as described in SM. Only three series of five
tubes should be used for this MPN procedure. Use
a sterile open tip pipette to transfer 10.0 mL of well
mixed sample to each tube in the first series. These
tubes should contain 10.0 mL of double strength
enrichment broth. Each tube in the second series
should contain 10.0 mL of double strength enrich-
ment broth. These tubes should each receive 10.0

139

108



mL of the blended mixture. The final series of tubes
should contain 10.0 mL of single strength enrich-
ment broth. These tubes should each receive 1.0
mL of the blended mixture. Complete the MPN pro-
cedure as described in Appendix G or SM as ap-
propriate.

2. Refer to Table 9221.IV.in SM to estimate the MPN
index/100 mL. Calculate the MPN/4 g according to
the following equation:

Salmonella sp. MPN/4 g = MPN Index/100 mL x 4
% dry solids

For example:

If one tube in the first series was identified as being posi-
tive for Salmonella sp. and no other tubes were found to
be positive, from Table 9221.IV one finds that a 1-0-0 com-
bination of positives has an MPN index/100 mL of 2. If the
percent of dry solids for the sample was 4.0, then:

Salmonella sp. MPN/4g 2x4

40=2 2
For Solid Samples:

1. Follow the procedure for solid sample preparation
for fecal coliform analysis described under Class A
Alternative 1 above. However, the enrichment me-
dium used for this analysis should be dulcitol selen-
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ite broth (DSE) as described in Appendix G or dulci-
tol selenite or tetrathionate broth as described in
SM, and only three series of five tubes should be
used for this MPN procedure. Use aseptic technique
to weigh out and transfer 10.0 g of well mixed sample
to each screw cap tube in the first series, shake
vigorously to mix. These tubes should contain 10.0
mL of double strength enrichment broth. Likewise,
each tube in the second series should contain 10.0
mL of double strength enrichment broth. These tubes
should receive 10.0 mL of the blended mixture. The
final series of tubes should contain 10.0 mL of single
strength enrichment broth. These tubes should re-
ceive 1.0 mL of the blended mixture. Alternately,
because the calculated detection limit is dependent
upon the total solids content of the sample, samples
with total solids contents >28% can be blended as
described above and the blender contents can be
used for inoculating the initial series of tubes. When
this option is chosen, the final series of tubes will
contain 0.1 mL of the blender contents. Complete
the MPN procedure as described in Appendix G or
SM as appropriate.

2. Refer to Table 9221.IV.in SM to estimate the MPN

index/100 mL. Calculate the MPN/4 g according to
the following equation:

Salmonella sp. MPN/4g w

% dry solids
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ANEXO 3

Método EPA/625/R-92/013 preparacion de muestras para andlisis de huevos viables

de helminto
Appendix |
Test Method for Detecting, Enumerating, and
Determining the Viability of Ascaris Ova in Sludge
1.0 Scope 3.2 Descriptions of Terms Specific to This Stan-

1.1 This test method describes the detection, enu-
meration, and determination of viability of Ascaris ova
in water, wastewater, sludge, and compost. These patho-
genicintestinal helminths occur in domestic animals and
humans. The environment may become contaminated
through direct deposit of human or animal feces or
through sewage and wastewater discharges to receiv-
ing waters. Ingestion of water containing infective As-
caris ova may cause disease.

1.2 This test method is for wastewater, sludge, and
compost. Itis the user’s responsibility to ensure the va-
lidity of this test method for untested matrices.

1.3 This standard does not purport to address all
of the safety problems, if any, associated with its use. It
is the responsibility of the user of this standard to es-
tablish appropriate safety and health practices and de-

termine the applicability of requlatory limitations prior
to use. For specific hazard statements, see section 9.

2.0 Referenced Documents

2.1 ASTM Standards:

° D1129 Terminology Relating to Water’

° D 1193 Specification for Reagent Water?

° D 2777 Practice for Determination of Precision
and Bias of Applicable Methods of committee
D-19 on Water®

3.0 Terminology

(Definitions and Descriptions of Terms must be ap-
proved by the Definitions Advisor.)

3.1 Definitions - For definitions of terms used in
this test method, refer to Terminology D 1129.

'Annual Book of ASTM Standards, Vol 11.01
2Annual Book of ASTM Standards, Vol 11.01.
SAnnual Book of ASTM Standards, Vol 11.01.
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dard:

3.2.1 The normal nematode life cycle consists of
the egg, 4 larval stages and an adult. The larvae are
similar in appearance to the adults; that is, they are typi-
cally worm-like in appearance.

3.2.2 Molting (ecdysis) of the outer layer (cuticle)
takes place after each larval stage. Molting consists of
2 distinct processes, the deposition of the new cuticle
and the shedding of the old one or exsheathment. The
cuticle appears to be produced continuously, even
throughout adult life.

3.2.3 A molted cuticle that still encapsulates a larva
is called a sheath.

3.2.4 Ascarid egg shells are commonly comprised
of layers. The outer tanned, bumpy layer is referred to
as the mammillated layer and is useful in identifying
Ascaris eggs. The mammillated layer is sometimes
absent. Eggs thatdo not possess the mammillated layer
are referred to as decorticated eggs.

3.2.5 A potentially infective Ascaris egg contains a
third stage larva* encased in the sheaths of the first
and second larval stages.

4.0 Summary of Test Method

4.1 This method is used to concentrate pathogenic
Ascaris ova from wastewater, sludge, and compost.
Samples are processed by blending with buffered wa-
ter containing a surfactant. The blend is screened to
remove large particulates. The solids in the screened
portion are allowed to settle out and the supernatant is
decanted. The sediment is subjected to density gradi-
ent centrifugation using magnesium sulfate (specific
gravity 1.20). This flotation procedure yields a layer likely

*P.L. Geenen, J. Bresciani, J. Boes, A. Pedersen, L. Eriksen,
H.P. Fagerholm, and P. Nansen (1999)The morphogenesis
of Ascaris suum to the infective third-stage larvae within
the egg, J. Parasitology 85(4):616-622
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to contain Ascaris and some other parasitic ova, if
present, in the sample. Small particulates are removed
by a second screening on a small mesh size screen.®
The resulting concentrate is incubated at 26EC until
control Ascaris eggs are fully embryonated. The con-
centrate is then microscopically examined for the cat-
egories of Ascaris ova on a Sedgwick-Rafter counting

chamber.
5.0 Significance and Use

5.1 This test method is useful for providing a quan-
titative indication of the level of Ascaris ova contamina-
tion of wastewater, sludge, and compost.

5.2 This test method will not identify the species of
Ascaris detected nor the host of origin.

5.3 This method may be useful in evaluating the
effectiveness of treatment.

6.0 Interferences

6.1 Freezing of samples will interfere with the buoy-
ant density of Ascaris ova and decrease the recovery

of ova.
7.0 Apparatus

7.1 A good light microscope equipped with
brightfield, and preferably with phase contrast and/or
differential contrast optics including objectives ranging
in power from 10X to 45X.

7.2 Sedgwick-Rafter cell.

7.3 Pyrexbeakers, 2 L. Coat with organosilane.

7.4 Erlenmeyer flask, 500 mL. Coat with
organosilane.

7.4 A centrifuge that can sustain forces of at least
660 X G with the rotors listed below.

7.4.1 A swinging bucket rotor to hold 100 or 250 ml
centrifuge glass or plastic conical bottles.

7.4.2 A swinging bucket rotor to hold 15 ml conical
glass or plastic centrifuge tubes.

7.5 Tylersieves.

7.5.1 20 or 50 mesh.

5This method is based on a protocol published by Bowman,
D.D., M.D. Little, and R.S. Reimers (2003) Precision and
accuracy of an assay for detecting Ascaris eggs in various
biosolid matrices. Water Research 37(9):2063-2072.
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7.5.2 400 mesh, stainless steel, 5 inch in diameter.

7.5.3 A large plastic funnel to support the sieve.
Coat with organosilane.

7.6 Teflon spatula.
7.7 Incubator set at 26EC.

7.8 Large test tube rack to accommodate 100 or
250 mL centrifuge bottles.

7.9 Small test tube rack to accommodate 15 mL
conical centrifuge tubes.

7.10 Centrifuge bottles, 100 or 250 mL. Coat with
organosilane.

7.11 Conical centrifuge tubes, 15 mL. Coat with
organosilane.

7.12 Pasteur pipettes. Coatwith organosilane.
7.13 Vacuum aspiration apparatus.

7.13.1 Vacuum source.

7.13.2 Vacuum flask, 2 L or larger.

7.13.3 Stopperto fit vacuum flask, fitted with a glass
or metal tubing as a connector for 1/4 inch tygon tub-

ing.
7.14  Spray bottles (16 fl 0z.) (2).
7.14.1 Labelone “Water".
7.14.2 Labelone “1% 7X”.

8.0 Reagents and Materials

8.1 Purity of Reagents — Reagent grade chemi-
cals shall be used in all tests. Unless otherwise indi-
cated, it is intended that all reagents shall conform to
the specifications of the Committee on Analytical Re-
agents of the American Chemical Society®. Other
grades may be used, provided it is first ascertained that
the reagent is of sufficiently high purity to permit its use
without lessening the accuracy of the determination.

®Reagent Chemicals, American Chemical Specifications,
American Chemical Society, Washington, D.C. For sugges-
tions on testing of Reagents not listed by the American
Chemical Society, see Analar Standards for Laboratory
Chemicals, BHD Ltd., Poole, Dorset, U.K. and the United

States Pharmacopeia and National Formulary, U.S. Phar-
maceutical Convention, Inc. (USPC).
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8.2 Purity of Water — Unless otherwise indicated,
references to water shall be understood to mean re-
agent water conforming to Specification D 1193, Type |.

8.3 Preparation of Reagents — Prepare reagents
in accordance with Practice E200.

8.3.1 Phosphate-buffered water (1 L = 34.0 g
KH,PO,, pH adjusted to 7.2 £ 0.5 with 1 N NaOH).

8.3.2 1% (v/v) 7X (“ICN" laboratory detergent) (1 L
= 999 mL phosphate-buffered water, 1 mL 7X “ICN”,
Adjust pH to 7.2 + 0.1 with 1N NaOH).

8.3.3 Magnesium sulfate, sp.gr. 1.20. (1L=215.2
g MgSO,, check specific gravity with a hydrometer; ad-
just as necessary to reach 1.20).

8.3.4 Organosilane. For coating glassware. Coat
all glassware according to manufacturer’s instructions.

8.3.5 Fresh Ascaris ova for positive control, puri-
fied from Ascaris infected pig fecal material.

9.0 Precautions

9.1 When handling Ascaris ova and biosolids, per-
sonal protective measures must be employed to pre-
vent infection. Prevention of infection in humans is a
matter of good personal hygiene. Wear a laboratory
coat at all times in the laboratory. In addition, latex or
nitrile gloves and splash protection safety glasses should
always be worn in the laboratory. Mouth pipetting is
strictly forbidden. Contaminated pipettes are never laid
down on the bench top but are immediately placed in a
pipette discard container which has disinfectant in it.
Contaminated equipment is separated as it is used into
containers for disposable materials and containers for
re-cycling. After these containers which are always
autoclave pans, are full, they are autoclaved for 30 min-
utes at 121EC and 15 pounds/in?. Contaminated glass-
ware is never washed until after it has been autoclaved.
Eating, drinking, and smoking in the laboratory is not
permitted. Likewise, refrigerators are not to be used
for storing lunches or other items for human consump-
tion. Ifinfective Ascaris ova are ingested they may cause
disease.

10.0 Sampling

10.1 Collect 1 liter of compost, wastewater, or
sludge in accordance with Practice D 1066, Specifica-
tion D 1192, and Practices D 3370, as applicable.

10.2 Place the sample container(s) on wet ice or
around chemical ice and ship back to the laboratory for
analysis within 24 hours of collection.

10.3 Store the samples in the laboratory refriger-

ated at 2 to 5EC. Do not freeze the samples during
transport or storage.
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11.0 Preparation of Apparatus

11.1  Testthe centrifuge with a tachometer to make
sure the revolution’s per minute correlate with the speed
gauge.

11.2 Calibrate the incubator temperature with a
NIST traceable thermometer.

11.3  Microscope.
11.3.1 Clean the microscope optics.

11.3.2 Adjust the condenser on the microscope, so
Kahler illumination is established.

12.0 Procedure

12.1 The percentage moisture ofthe sample is de-
termined by analyzing a separate portion of the sample,
so the final calculation of ova per gram dry weight can
be determined. The concentration of ova in liquid sludge
samples may be expressed as ova per unit volume.

12.2 |Initial preparation:

12.2.1 Dry or thick samples: Weigh about 300 g
(estimated dry weight) and place in about 500 ml water
in a beaker and let soak overnight at4 - 10EC. Transfer
to blender and blend at high for one minute. Divide
sample into four beakers.

12.2.2 Liquid samples: Measure 1,000 ml or more
(estimated to contain at least 50 g dry solids) of liquid
sample. Place one half of sample in blender. Add about
200 mL water. Blend at high speed for one minute trans-
fer to a beaker. Repeat for other half of sample.

12.3 Pour the homogenized sample into a 1000
mL tall form beaker and using a wash bottle, thoroughly
rinse blender container into beaker. Add 1% 7X to reach
900 mi final volume.

12.4 Allow sample to settle four hours or overnight
at4 - 10EC. Stiroccasionally with a wooden applicator,
as needed to ensure that material floating on the sur-
face settles. Additional 1% 7X may be added, and the
mixture stirred if necessary.

12,5 Atfter settling, vacuum aspirate supernatant
to just above the layer of solids. Transfer sediment to
blender and add water to 500 ml, blend again for one
minute at high speed.

12.6 Transfer to beaker, rinsing blender and add
1% 7X to reach 900 ml. Allow to settle for two hours at
4 - 10EC, vacuum aspirate supernatant to just above
the layer of solids.
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12.7 Add 300 ml 1% 7X and stir for five minutes
on a magnetic stirrer.

12.8 Strain homogenized sample through a 20 or
50 mesh sieve placed in a funnel over a tall beaker.
Wash sample through sieve with a spray of 1% 7X from
a spray bottle.

12.9 Add 1% 7X to 900 mL final volume and allow
to settle for two hours at 4 - 10EC.

1210 Vacuum aspirate supernatant to just above
layer of solids. Mix sediment and distribute equally to
50 mL graduated conical centrifuge tubes. Thoroughly
wash any sediment from beaker into tubes using water
from a wash bottle. Bring volume in tubes up to 50 ml
with water.

12.11 Centrifuge for 10 minutes at 1000 X G.
Vacuum aspirate supernatant from each tube down to
just above the level of sediment. (The packed sediment
in each tube should not exceed 5 mL. If it exceeds this
volume, add water and distribute the sediment evenly
among additional tubes, repeat centrifugation, and
vacuum aspirate supernatant.)

12.12 Add 10 to 15 mL of MgSO, solution (spe-
cific gravity 1.20) to each tube and mix for 15 to 20 sec-
onds on a vortex mixer. (Use capped tubes to avoid
splashing of mixture from the tube.)

12.13 Add additional MgSO, solution (specific
gravity 1.20) to each tube to bring volume to 50 mL.
Centrifuge for five to ten minutes at 800 to 1000 X g.
DO NOT USE BRAKE.

12.14 Allow the centrifuge to coast to a stop with-
out the brake. Pourthe top 25 to 35 mL of supernatant
from each tube through a 400 mesh sieve supported in
a funnel over a tall beaker.

12.15 Using a water spray bottle, wash excessive
flotation fluid and fine particles through sieve.

12.16 Rinse sediment collected on the sieve into
a 100 mL beaker by directing the stream of water from
the wash bottle onto the upper surface of the sieve.

12.17 Afterthoroughly washing the sediment from
the sieve, transfer the suspension to the required num-
ber of 15 mL centrifuge tubes, taking care to rinse the
beaker into the tubes. Usually one beaker makes one
tube.

12.18 Centrifuge the tubes forthree minutes at 800
X G, then discard the supernatant.

12.19 If more than one tube has been used for the

sample, transfer the sediment to a single tube, fill with
water, and repeat centrifugation.
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12.20 Aspirate the supernatant above the solids.

12.21 Resuspend the solids in 4 mL 0.1 NH,SO,
and pour into a 20-mL polyethylene scintillation vial or

equivalent with loose caps.

12.22 Before incubating the vials, mark the liquid
level in each vial with a felt tip pen. Incubate the vials,
along with control vials containing Ascaris ova mixed
with4 mL 0.1 N H,80,, at 26EC for three to four weeks.
Every day orso, check the liquid level in each vial. Add
reagent grade water up to the initial liquid level line as
needed to compensate for evaporation. After 18 days,
suspend, by inversion and sample small aliquots of the
control cultures once every 2 - 3 days. When the ma-
jority of the control Ascaris ova are fully embryonated,
samples are ready to be examined.

12.23 Examine the concentrates microscopically
using a Sedgwick-Rafter cell to enumerate the detected
ova. Classify the ova as either unembryonated, em-
bryonated to the first, second, or third larval stage. In
some embryonated Ascaris ova the larva may be ob-
served to move. See Figure 1 for examples of various

Ascaris egg categories.

13.0 Calculation

13.1 Calculate % total solids using the % mois-
ture result:

% Total solids = 100% - % moisture

13.2 Calculate catagories of ova/g dry weight in
the following manner:

Ova/g dry wt = (NO) x (CV) x (FV)
(SP) x (TS)

Where:

NO =no.ova

CV = chamber volume(= 1 mL)

FV = final volume in mL

SP = sample processed inmL org
TS = % total solids

14.0 Report

14.1 Report the results as the total number of As-
caris ova, number of unembryonated Ascaris ova, num-
ber of 1st, 2nd, or 3rd stage larva; reported as number
of Ascaris ova and number of various larval Ascaris ova

per g dry weight.
15.0 Keywords

Ascaris, ova, embryonation, viability assay, helminth.
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ANEXO 4

Resultados iniciales de parametros quimicos en el lodo de las lagunas de estabilizacion

de Juliaca
NSF Inassa
lnassa LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO
ENVIROLAB POR EL ORGANISMO PERUANO DE
INTERNATIONAL ACREDITACION INACAL-DA CON
REGISTRO N° LE-001
INFORME FINAL
Direccion de Entrega: Solicitante: C0462840
Yuly Apaza YULY MERCEDES APAZA GOMEZ
YULY MERCEDES APAZA GOMEZ Crucero, Carabaya
Crucero, Carabaya Crucero, Carabaya
Crucero, Carabaya Puno, Peru
Puno, Peru

Resultado Complete Fecha de Informe 2018-12-26

Procedencia Lagunas de Estabilizacion Juliaca
Producto Lodo
Tipo de Servicio Andlisis
Informe de Ensayo N° J-00323999
Coordinador de Proyecto Julio Manuel Zarate Vargas

Gracias por utilizar los servicios de NSF Inassa. Por favor, péngase en contacto con el Coordinador de
Proyecto, si desea informacion adicional o cualquier aclaracidon que pertenecen a este informe.

Informe Autorizado por w QA Fecha de Emision  2018-12-26

Enrique Quevedo Bacigalupo Ing. Victor Suarez Pérez
Jefe de Laboratorio Asi de Jefe de L io.
C.LP N° 158244

Av. La Marina 3035-3059 San Miguel - Lima 32 PERU
Tel: (511) 616-5200 Email: inassa@nsf.org Web: www.nsfinassa.pe

FI20181226104545 J-00323999 pég 1 de 3
El presente informe no podra ser reproducido parcial o totalmente excepto con la aprobacion por escrito de NSF Inassa. Solamente los documentos originales
son validos y NSF Inassa no se responsabiliza por la validez de las copias. Estos resultados no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad
con normas del producto ni la autorizacion de uso de la Marca NSF. Los resultados se refieren Unicamente a los elementos analizados, en la condicion de
muestra recibida por el laboratorio.
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Ns F Inassa
ENVIROLAB

INTERNATIONAL

Informacion General

Matriz: Lodo

Solicitud de Analisis: Cotizaciéon N° 38782 (Dic-559)
Muestreado por: Cliente

Procedencia: Lagunas de Estabilizacion Juliaca
Referencia: PTAR Juliaca

Identificacion de Laboratorio: S$-0001556099

Tipo de Muestra: Lodo

Identificacion de Muestra: M1-Lodo

Fecha y Hora de Muestreo: 2018-09-23 11:00

Fecha de Recepcion de la Muestra: 2018-12-19

Fecha de Inicio de analisis: 2018-12-24

Analisis Resultado Unidad
Quimica

*Mercurio. Suelo, Sedimento y Lodo. EPA Method 7474
(Validado), Revised 2007. Mercury in Sediment and Tissue
Samples by Atomic Fluorescence Spectrometry | B
Mercurio « S . m s b 11,9 mg/Kg
*Metales. Suelo, Sedimento y Lodo. EPA Method 6010 D,
Revised 4, 2014. Inductively Coupled Plasma-Optical Emission

Spectrometry
Arsénico 21 mg/Kg
Cadmio 1.3 mg/Kg
Cobre 97.4 mg/Kg
Cromo 26,2 mg/Kg
Niquel 10 mg/Kg
Plomo 45 mg/Kg
Zinc 570 mg/Kg

Nota(s) del Informe Final:

11tade referencia’ por tiemno de vida ve . El ersayo queda fue

Mcotales: Resultades Expresados on Bese

F120181226104545 J-00323999 pag2de3
El presente informe no podra ser reproducido parcial o totalmente excepto con la aprobacion por escrito de NSF Inassa. Solamente los documentos originales
son validos y NSF Inassa no se responsabiliza por la validez de las copias. Estos resultados no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad
con normas del producto ni la autorizacién de uso de la Marca NSF. Los resultados se refieren Unicamente a los elementos analizados, en la condicion de
muestra recibida por el laboratorio.
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NSF Inassa
ENVIROLAB

INTERNATIONAL

Ensayos realizados por:

Id Direccion
Ensayos realizadospor: 4, NSF_LIMA_E NSF Inassa, Lima, Peru
Avenida La Marina 3059 San Miguel
Lima, Peru
Referencias a los Pr dimientos de Ensay
Referencia Técnica
1Q0717 *Metales. Suelo, Sedimento y Lodo. EPA Method 6010 D, Revised 4, 2014. Inductively
Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry
Q1684 *Mercurio. Suelo, Sedimento y Lodo. EPA Method 7474 (Validado), Revised 2007. Mercury

in Sediment and Tissue Samples by Atomic Fluorescence Spectrometry

Descripciones de ensayos precedidos por un "*" indican que los métodos no han sido acreditados por el INACAL-DAy la prueba se ha
realizado segun los requisitos de NSF. De no contar con el "*" indica los parametros asociados a esta(s) muestra(s) se encuentran
dentro del alcance de la acreditacion.

F120181226104545 J-00323999 pag 3de 3
El presente informe no podra ser reproducido parcial o totalmente excepto con la aprobacién por escrito de NSF Inassa. Solamente los documentos originales
son vélidos y NSF Inassa no se responsabiliza por la validez de las copias. Estos resultados no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad
con normas del producto ni la autorizacién de uso de la Marca NSF. Los resultados se refieren Unicamente a los elementos analizados, en la condicién de
muestra recibida por el laboratorio.
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ANEXO 5

Biomasa y nimero de lombrices en el proceso de vermicompostaje.

Ganancia de Ndmero de
tratamiento B. inicial B.mes 1 B.mes2 mes3 N° Linicial N°Lmes1l N°Lmes2 N°Lmes3

biomasa lombrices
T1. LODO+E+LOMBRIZ 75 127 131 163 88 100 154 175 205 105
T1. LODO+E+LOMBRIZ 75 130 135 161 86 100 151 171 213 113
T1. LODO+E+LOMBRIZ 75 152 135 158 83 100 171 185 209 109
T2.LODO + LOMBRIZ 75 82 82 88 13 100 101 105 130 30
T2.LODO + LOMBRIZ 75 90 87 93 18 100 %6 103 128 28
T2.LODO + LOMBRIZ 75 80 77 89 14 100 98 103 132 32




ANEXO 6

Concentraciones de pardmetros microbiolégicos después del proceso de vermicompostaje.

Tratamiento

Inicial

Echerichia coli

Final

%

limite

Inicial

Salmonella sp

Final

%

limite

Inicial
(Ne/ 4g

huevos viables de helminto

Final

%

limite

(NMP/1gST)  (NMP/1gST)  remocion  (NMP/1gST) (NMP/10gST) (NMP/10gST) remocién (NMP/10g ST) sT) (Ne/4gST)  remocion  (N2/ 4gST)
T1 4299.754 415.599  90.334 <1000 4.300 0.831 80.669 <1 4914 0.831  83.085 <1
T1 4299.754 424.058  90.138 <1000 4.300 0.848 80.275 <1 4914 0.848  82.741 <1
T1 4299.754 430.293  89.993 <1000 4.300 0.861 79.985 <1 4914 1.721 64.974 <1
T2 4299.754 600.661  86.030 <1000 4.300 1.802 58.091 <1 4914 2.403 51.106 <1
T2 4299.754 635.122 85.229 <1000 4.300 1.905 55.687 <1 4914 1.270 74.151 <1
T2 4299.754 558.815 87.004 <1000 4.300 1.956 54.512 <1 4914 2.235 54.512 <1
T3 4299.754  1439.194 66.528 <1000 4.300 3.238 24.689 <1 4914 2.878  41.425 <1
T3 4299.754 2066.590 51.937 <1000 4.300 3.789 11.885 <1 4914 4.133 15.890 <1
T3 4299.754 2028.398 52.825 <1000 4.300 3.719 13.513 <1 4914 4.057 17.444 <1
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ANEXO 7

Concentracion de macronutrientes.

N S P K Ca Mg
tratamientos

ppm ppm ppm ppm ppm ppm
T1. LODO+ESTIERCOL+LOMBRIZ 16.710 9900.000 5956.000 9505.000 24954.000 4608.000
T1. LODO+ESTIERCOL+LOMBRIZ 14.000 10950.000 6192.000 8544.000 24042.000 4511.000
T1. LODO+ESTIERCOL+LOMBRIZ 13.850 9170.000 5791.000 8349.000 22469.000 4653.000
Promedio 14.853 10006.667 5979.667 8799.333 23821.667 4590.667
T2.LODO + LOMBRIZ 13.700 10270.000 5924.000 7509.000 17925.000 4116.000
T2.LODO + LOMBRIZ 12.570 10210.000 6073.000 6883.000 19563.000 4161.000
T2.LODO + LOMBRIZ 14.150 12070.000 6259.000 6568.000 20465.000 4190.000
Promedio 13.473 10850.000 6085.333 6986.667 19317.667 4155.667
T3.LODO 11.140 9900.000 5720.000 5779.000 18220.000 3671.000
T3.LODO 11.290 11060.000 5453.000 5780.000 18624.000 3791.000
T3.LODO 12.500 11340.000 5427.000 5645.000 18671.000 3924.000
Promedio 11.643 10766.667 5533.333 5734.667 18505.000 3795.333
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ANEXO 8

Resultados del andlisis de macronutrientes.

Laboratorios Analiticos del Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Perd

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

INFORME DE ENSAYO LAS01-SD-19-00041

Pag: 12
Hoja de datos
Sefiores: YULY MERCEDES APAZA GOMEZ
Direccién: AV. HUANCANE Mz.D Lt.15
Atencién: YULY MERCEDES APAZA GOMEZ
Proyecto: CALIDAD DE ABONO ORGANICO OBTENIDO EMPLEANDO VERMICOMPOSTAJE CON LOMBRIZ Eisenia foetida Sav. EN

LODOS PROVENIENTES DE LAS LAGUNAS DE ESTABILIZACION DE JULIACA

Producto(s) Declarado(s):  Lodo
Nro de muestras: 9
Muestreo a cargo de(l): YULY MERCEDES APAZA GOMEZ

Registro de muestreo: 018-19
Fecha de recepcion: 15/07/2019
Fecha de ensayo: 15/07/2019
Fecha de emision: 24/07/2019
Condici de recep dela
Observaciones : -----

Metodo de ensayo aplicado

7102 D on de mac (N, S, P, K, Ca, Mg)
Punto de muestreo y/o
Cod Int. # Nombre de muestra Lugar de muestreo c;::;:::::ﬁm ::‘Zhs:rgz r::::tf:o
Este / Norte
soreoopa7 | THRI(LODO + :IZFIERCOU CHILLA/ JULIACA/ SANROMAN /| - CHILLA 15,4962 - P—
sptoaooas | THRE(LODO « :é‘)FIERCOU CHILLA/ JULIACA [ SAN ROMAN /| - CHILLA 15.4962207 - e | B
soreoonds | THRA(LODO « ,§|§)T|ERCOL+ CHILLA/JULIACA/ SAN ROMAN | - CHILLA 154962207 e e X
$D19000050 |  T2-R1(LODO + LOMBRiz) | CHILLATJULIACATSANROMANY | CHILLA 5496220 | 14107110 | 9:302. m.
SD19000051 |  T2-R2 (LODO + LomBRiz) | CHILLA/JULIACA SAN ROMAN/ CH"‘%?&‘%%EZOW = 14/07119 | 9:30a. m.
SD19000052 |  T2-R3(LODO + LOmBRIz) | CHILLA/ JU"";S‘;?AN ROMAN / CH'LL;(‘)R’OZ:%‘;?O“/ - 14/07119 | 9:30 2. m.
SD19000053 T3-R1 (LODO) SRR R | L e | g [ 1000w,
$D19000054 T3-R2 (LODO) S R | B | me | o
SD19000055 T3-R3 (LODO) CHILLATJULIAGA I SANROMAN | - CHILLA 15496220 | 14719 [10:00a. m.

"*<Valor numérico” = Limite de deteccidn del método, “<Valor Numérico

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacién de conformid
de laentidad que lo produce. Los resultados presentados solo estan relacionados a la muestra end¥éda.
Esta terminantemente prohibida la reproduccion parcial o total de este documento sin la autorizacién escrita de LAS. Cualquier enmienda o correccion en el
contenido del presente documento lo anula.

ag col
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EARL

4 Neir@
n

cion del método.

~f
fﬁ“%?ducm o como certificado del sistema de calidad
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Laboratorios Analiticos del Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Pert

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582

www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

Hoja de resultados

INFORME DE ENSAYO LAS01-SD-19-00041

24/07/2019

Pag.:

7102
Codigo
Nombre de Muestra N S P K Ca Mg
Interno
* ppm % ppm ppm ppm ppm
T1-R1 (LODO + ESTIERCOL+
SD19000047 LOMBRIZ) 16,71 0,990 5956 9505 24954 4608
T1-R2 (LODO + ESTIERCOL+
SD19000048 LOMBRIZ) 14,00 1,095 6192 8544 24042 4511
T1-R3 ( LODO + ESTIERCOL+
SD19000049 LOMBRIZ) 13,85 0,917 5791 8349 22469 4653
SD19000050 T2-R1 (LODO + LOMBRIZ) 13,70 1,027 5924 7509 17925 4116
SD19000051 T2-R2 (LODO + LOMBRIZ) 12,57 1,021 6073 6883 19563 4161
SD19000052 T2-R3 (LODO + LOMBRIZ) 14,15 1,207 6259 6568 20465 4190
SD19000053 T3-R1(LODO) 11,14 0,990 5720 5779 18220 3671
SD19000054 T3-R2 (LODO) 11,29 1,106 5453 5780 18624 3791
SD19000055 T3-R3 ( LODO) 12,50 1,134 5427 5645 18671 3924

"*<Valor numérico” = Limite de deteccion del método, “<Valor Numérico’ = Limite de cuantificacién del método.

Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad

de la entidad que lo produce. Los resultados presentados solo estan relacionados a la muestra ensayada.

Esta terminantemente prohibida la reproduccién parcial o total de este documento sin la autorizacién escrita de LAS. Cualquier enmienda o correccion en el

contenido del presente documento lo anula.
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ANEXO 9

Prueba de normalidad de los datos.

Shapiro-Wilk
Parametro Tratamiento _ i
Estadistico gl Sig.
Biomasa (9) T1 0.839 3 0.210
mes 1 T2 0.893 3 0.363
Biomasa (g) T1 0.750 3 0.000
Biomasa de mes 2 T2 1.000 3 1.000
lombrices Biomasa (g) T1 0.987 3 0.780
mes 3 T2 0.893 3 0.363
Biomasa () T1 0.987 3 0.780
total T2 0.893 3 0.363
N° de lombrices T1 0.860 3 0.266
mes 1 T2 0.987 3 0.780
N° de lombrices T1 0.942 3 0.537
Cantidad de mes 2 T2 0.750 3 0.000
lombrices N° de lombrices T1 1.000 3 1.000
mes 3 T2 1.000 3 1.000
N° total de T1 1.000 3 1.000
lombrices T2 1.000 3 1.000
T1 0.992 3 0.829
o _ T2 0.996 3 0.879
Echerichia coli
T3 0.795 3 0.102
Remocion T1 0.992 3 0.830
de agentes  Salmonella sp T2 0.962 3 0.624
patégenos T3 0.857 3 0.258
_ T1 0.766 3 0.037
Huevos viables
T2 0.854 3 0.251
de helminto
T3 0.804 3 0.124
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Shapiro-Wilk

Parametro Tratamiento

Estadistico al Sig.
T1 0.789 3 0.089
Nitrégeno T2 0.942 3 0.535
T3 0.832 3 0.192
T1 0.989 3 0.802
Azufre T2 0.774 3 0.054
T3 0.889 3 0.352
T1 0.990 3 0.805
Fosforo T2 0.996 3 0.878
Concentracion T3 0.816 3 0.153
macmnduiriemes T1 0.872 3 0.302
Potasio T2 0.965 3 0.640
T3 0.756 3 0.012
T1 0.977 3 0.709
Calcio T2 0.973 3 0.683
T3 0.827 3 0.181
T1 0.957 3 0.602
Magnesio T2 0.985 3 0.763
T3 0.999 3 0.943
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ANEXO 10

Prueba de homogeneidad de varianzas.

Prueba de homogeneidad de varianza

Variable dependiente Levene Grados de libertad Significancia
Biomasa de lombriz mes 1 0.47 3 0.531
Biomasa de lombriz mes 2 0.88 3 0.402
Biomasa de lombriz mes 3 0.00 3 1.000

Ganancia de biomasa 0.000 3 1.000

Numero de lombrices mes 1 089 3 0.400
Numero de lombrices mes 2 1.80 3 0.251
Numero de lombrices mes 3 0.80 3 0.422
Ganancia en ndmero de lombriz 0.80 3 0.422
Echerichia coli 0.97 3 0.432
Salmonella sp. 1.20 3 0.364
Huevos viables de helminto 0.03 3 0.967
Nitrégeno 0.21 3 0.814

Azufre 0.03 3 0.971

Fosforo 0.06 3 0.938

Potasio 0.80 3 0.492

Calcio 1.05 3 0.405

Magnesio 0.99 3 0.425
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ANEXO 11

Andlisis de varianza paramétrica en el efecto de la lombriz para la obtenciéon de abono

organico.

Fuente de variacion SC gl CM F cal p-valor
Biomasa de lombriz
en el mes 01 4108.200 1 4108.200 38.330 0.003
Error 428.700 107.200
Total 4536.800
Biomasa de lombriz
Error 60.670 15.170
Total 4064.830
Biomasa de lombriz
en el mes 03 7490.670 1 7490.670 1123.600 0.000
Error 26.670 6.670
Total 7517.330
Ganancia de biomasa 7490.670 7490.670 1123.600 0.000
Error 26.670 6.670
Total 7517.33
N° de lombrices en el
mes 01 5460.200 1 5460.170 89.0200 0.001
Error 245.300 61.330
Total 5705.500
N° de lombrices en el
8066.700 1 8066.670 302.500 0.000
mes 02
Error 160.700 4 26.670
Total 8173.300
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Fuente de variacion SC gl CM F cal p-valor

N°. de lombrices en el

9361.500 1 9361.500 936.150 0.000
mes 03
Error 40.000 4 10.000
Total 9401.500
Guanacia de Numero
) 9361.500 9361.500 936.150 0.000
de lombrices 1
Error 40.000 4 10.000
Total 9401.500

Hipotesis estadistica

Ho = No existe diferencia significativa en la biomasa y numero de lombrices en el lodo
sometido a diferentes tratamientos.

Hi = Existe diferencia significativa en la biomasa y numero de lombrices en el lodo
sometido a diferentes tratamientos.

Nivel de significancia Alfa= 5% = 0.05

La prueba de significancia de p-valor para biomasa en el mes 1 es de 0.003, mes 2 es
0.000, mes 3 es 0.000, ganancia en biomasa después del proceso de vermicompostaje
es 0.000, numero de lombrices en el mes 1 es 0.001, numero de lombrices mes 2 es
0.000, numero de lombrices en el mes 3 es 0.000 y ganancia en numero de lombrices
después del proceso de vermicompostaje es 0.000, todos son menores a p-valor (p
<0.05); por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alterna, si existe
diferencia significativa entre los tratamientos; indicando que el tipo de tratamiento

aplicado en el lodo influye la biomasa y numero de lombrices.
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ANEXO 12

Andlisis de varianza paramétrica en la remocion de agentes patégenos

Fuente de variacion SC gl CM F cal p-valor
Echerichia coli 883.380 2 441.692 56.320 0.000
Error 47.050 6 7.842
Total 930.430 8
Salmonella sp 2423.100 2 1211.550 128.760 0.000
Error 56.450 6 9.410
Total 2479.550 8
Huevos viables de 1614200 2 807.080  12.860  0.007
helminto
Error 376.400 6 62.740
Total 1990.600 8

Hipotesis estadistica

Ho = No existe diferencia significativa en remocién de agentes patégenos después de la
aplicacion de los tratamientos sobre el lodo.
H. = Existe diferencia significativa en la remocion de agentes patégenos después de la
aplicacion de los tratamientos sobre el lodo.

Nivel de significancia Alfa= 5% = 0.05

La prueba de significancia de p-valor para Echerichia coli es de 0.000, Salmonella sp
0.000 y huevos viables de helminto 0.007, todos son menores a p-valor (p <0.05); por lo
tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alterna, si existe diferencia
significativa entre los tratamientos; indicando que el tipo de tratamiento aplicado en el

lodo influye remocién de agentes patdgenos.
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ANEXO 13

Andlisis de varianza paramétrica en la concentraciéon de macronutrientes.

Fuente de
L SC gl CM F cal p-valor
variacion
Nitrégeno 15.557 2 7.779 6.130 0.036
Error 7.619 1.270
Total 23.177 8
Fosforo 515083.000 257541.000 8.120 0.020
Error 190186.000 31698.000
Total 705269.000
Potasio 14245446.000 71227223.000 34.550 0.001
Error 1236882.000 206147.000
Total 15482328.000
Calcio 49213388.000 24606694.000 22.370 0.002
Error 6599457.000 1099910.000
Total 55812845.000
Magnesio 951620.000 2 47810.000 62.960 0.000
Error 45346.000 7558.000
Total 996966.000

Hipotesis estadistica

Ho = No existe diferencia significativa en la concentracion de macronutrientes presentes
en el abono organico obtenido.

H, = Existe diferencia significativa en la concentracién de macronutrientes presentes en
el abono organico obtenido.

Nivel de significancia Alfa= 5% = 0.05

La prueba de significancia de p-valor para el nitrégeno es de 0.036, fésforo 0.020,
potasio 0.001, calcio 0.002 y magnesio 0.000, todos son menores a p-valor (p <0.05);
por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna, si existe
diferencia significativa entre los tratamientos; indicando que el tipo de tratamiento
aplicado en el lodo influye en la concentracion de macronutrientes presentes en el

producto final (abono organico).
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ANEXO 14

Tabla de Munsell empleada con la tonalidad 10YR 2/1.

Soil-Color Charts
@ A gr‘lsoell 10YR Diagram o Charts
8/ o ® ° ® L] ®
8n 812 83 8/4 8/6 88 \
white
very pale brown yellow
7/ L] [ e [ L ] L]
m mn m 714 16 m
light gray
6/ ° ® [ ] L (] ®
61 62 6/3 6/4 6/6 6/8
light yellowash
brownish gray [ pale brown e brownish yellow
gray
w
2 o [ ] [ ] ® [ ] [ ]
s5/ sn 52 53 5/4 5/6 58
brown brown
grayish o yellowish
4/ @ ® [ ] L ® )
an 4n Ll as 46
dark
dark gray | grayish brown dack
yellowish brown
)
3/ [ ] o ° L]
n 3n 3 34 36
very dark
very dark gray | grayish brown | dark brown
)
L °
2/ n n
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ANEXO 15

Panel fotogréfico.

130



| cAvCORY

Figura 15. Proceso de vermicompostaje.
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Figura 17. Analisis de parametros microbiologicos.
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