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RESUMEN

Este trabajo evalla estrategias para la determinacion de nitratos en compost por
espectroscopia UV. Se optimizo la preparacion de extractos acuosos empleando
CaSO0a4 y KCI, eligiéndose KCI por su mayor reproducibilidad. La espectroscopia
UV es un método sencillo y fiable para determinar nitratos en matrices como
aguas, donde so6lo los nitratos presentan absorcion UV. Sin embargo, en
compost, se observé que la presencia de materia organica (MO), que también
absorbe en UV, causaba interferencia. Como alternativa se plantearon dos
estrategias: (1) La eliminacion de nitratos para calcular un factor empirico, R,
para estimar la absorbancia debida solo a MO. Los resultados no fueron
satisfactorios ya que el catalizador utilizado, ademas de la reduccion de los
nitratos provocaba también cambios en la absorcion UV de la MO. Dicho factor
esta correlacionado con la relacion C/N, lo que permite emplearlo como un
indicador de madurez del compost. (2) EI empleo de resinas adsorbentes
(Amberlite XAD-4 y XAD-16) para retener la MO, siendo la mas eficiente la
Amberlite XAD-4. Sin embargo, no fue posible eliminar completamente la

interferencia debida a la MO.
ABSTRACT

This study evaluates strategies for the determination of nitrates in compost by UV
spectroscopy. The preparation of agueous extracts was optimized using CaSOa4
and KCI, choosing KCI for its higher reproducibility. UV spectroscopy is a simple
and reliable method to determine nitrates in matrices such as water, where only
nitrates show UV absorption. However, in compost, it was observed that the
presence of organic matter (OM), which also absorbs UV, caused interference.
As an alternative, two strategies were proposed: (1) The elimination of nitrates to
calculate an empirical factor R, to estimate the absorbance due to OM. The
results were not satisfactory since the catalyst used also caused changes in the
UV absorption of OM. This factor is correlated with the C/N ratio, which makes it
possible to use it as an indicator of compost maturity. (2) The use of adsorbent
resins (Amberlite XAD-4 and XAD-16) to retain OM, the most efficient being
Amberlite XAD-4 . However, it was not possible to eliminate the interference due
to OM.



1. INTRODUCCION.

1.1. Problemética de los suelos en paises mediterraneos.

Los paises mediterraneos comparten condiciones climaticas vy
agroecologicas similares, asi como dos grandes limitaciones: el déficit de
recursos hidricos y el bajo nivel de materia orgéanica del suelo. Estas dos
limitaciones hacen que toda la cuenca mediterranea sea muy vulnerable a la
degradacion y al avance de la desertificacion (L. de Sosa et al., 2021). Alrededor
del 74% de los suelos mediterraneos tienen un contenido de carbono organico
inferior al 2% (De Brogniez et al., 2015).

Ademas, la aplicacién continua y excesiva de fertilizantes sintéticos,
especialmente los fertilizantes nitrogenados, que son ampliamente utilizados en
el sector agricola, provocan efectos nocivos en el suelo, las plantas, los animales
y la salud humana. Su uso inadecuado conduce a la degradacién del suelo, al
reducir su capacidad de retencién de agua y provocar un aumento de la erosion
del suelo, afectando, en ultima instancia, a su fertilidad al producirse pérdidas de
nutrientes (Ahmad et al., 2022).

Para hacer frente a estos problemas el compost es una opcién excelente y
sostenible en la agricultura organica. EI compost es un producto que puede ser
utilizado como enmienda organica, que resulta de un proceso denominado
compostaje. ElI compostaje es un proceso aerobio que consiste en la
transformacion natural de residuos organicos mediante un proceso biolégico de
oxidacion y la accion de diversos microorganismos presentes en los propios
residuos. EI compost sirve para mejorar el estado fisico, quimico y biolégico del
suelo porque reduce las pérdidas por lixiviacion de nutrientes y minimiza la
dependencia de los fertilizantes sintéticos. También, es una fuente ecoldgica de
micro (Zn, Fe, Cu y Mn) y macro (N, P, K, Ca y Mg) nutrientes. Por tanto, la
aplicacién de compost aumenta la productividad de los cultivos debido a que
mejora la fertilidad del suelo y le provisiona de micro y macro nutrientes,

aumentando el contenido de materia organica del suelo (Ahmad et al., 2022).



1.2. Empleo del alperujo en el compost.

En la actualidad, existe una gran variedad de diferentes tipos de compost que
emplean distintas materias primas en su composicion. Sin embargo, debido a su
disponibilidad en la provincia de Jaén, se emplea como materia prima principal
para el compost un subproducto proveniente del aceite de oliva denominado
alperujo. El alperujo se obtiene cuando de las aceitunas se extrae el aceite de
oliva mediante un sistema de centrifugacion de dos fases (Alburquerque et al.,
2004), tal y como se muestra en la Fig. 1.1.

Sistema de centrifugacién en dos fases

Aceitunas

&

Lavado

(con agua fria)

¢

Molienda y
Batido

o

Centrifugacion Alperujo

(decantador bifasico)

&

Agua de lavado -
— | Lavado de aceite —» Aguas residuales

'

Aceite de aliva

Figura 1.1. Sistema de centrifugacion en dos fases para la extraccion de aceite de oliva (adaptado
de Alburquerqgue et al., 2004).

Debido a que el alperujo es un residuo solido acido y muy humedo se mezcla
con distintos agentes para mejorar sus propiedades fisicas y quimicas. En el
compost de alperujo, los principales agentes con los que se mezcla el alperujo
son: estiércol animal (como el de las aves de corral y ovinos) para mejorar su
contenido en nitrégeno y restos de poda de olivo, procedente de la limpieza de

la aceituna, para darle estructura. De esta manera, se obtiene un compost



eficiente, cuyo principal componente es el alperujo, para conseguir aumentar el

contenido de materia organica en los suelos (Tortosa et al., 2012).

1.3. Compostaje.

1.3.1. Fases del compostaje.

Basandose en el progreso de la temperatura, el proceso de compostaje

puede dividirse en cuatro fases: mesofila, terméfila, de enfriamiento y de

maduracion (Tran et al., 2021).

a)

b)

d)

Fase mesofila: Ocurre a <45 °C y se produce cuando la comunidad

microbiana se adapta a las condiciones iniciales y su nimero aumenta
rapidamente debido a la abundancia de sustratos organicos facilmente
degradables. En esta fase, se produce un descenso del pH y una

disminucion significativa del contenido de oxigeno (Tran et al., 2021).

Fase termdfila: En esta fase, se produce un aumento del pH y la actividad

microbiana alcanza su punto maximo, donde las temperaturas pueden
alcanzar los 70 °C (Chang et al., 2006). Los organismos termdfilos tales
como Pseudoxanthomonas sp. y Bacillus sp. son los dominantes, ya que
las altas temperaturas inhiben el crecimiento y la prosperidad de los
organismos mesdfilos. Una fase terméfila mas larga es favorable para el
proceso de compostaje, ya que ayuda a eliminar patégenos y acorta el
tiempo de maduracion (Tran et al., 2021).

Fase de enfriamiento: Durante la fase de enfriamiento, la actividad

microbiana se ralentiza debido al agotamiento de los sustratos organicos,

y la temperatura desciende gradualmente hasta ~45 °C (Tran et al., 2021).

Fase de maduracién: Finalmente, cuando los sustratos organicos se

agotan, la temperatura desciende hasta llegar al valor ambiental, y se
establece que el compost ha madurado. Esto ocurre cuando la
temperatura es de unos 30-35 °C y el pH final se encuentra alrededor de
7-8. (Tran et al., 2021).



1.3.2. El ciclo del nitrégeno.

El ciclo del nitrégeno es uno de los procesos bioquimicos cruciales del
compostaje de residuos organicos. Consta de cinco etapas principales:
mineralizacion, nitrificacion, desnitrificacion, anammox (oxidacién anaerobia del
ion amonio) y volatilizacion (Zhong et al., 2020). En la Fig. 1.2 se encuentra

representado el proceso del ciclo del nitrégeno en el compostaje.

=) Mineralizacion
Nitrificaciéon

=) Desnitrificacion

=) \olatilizacion

Nitrifing bacteria\

Mycobacterium
Flavobacterium &

Figura 1.2. Transporte de nitrégeno durante el proceso de compostaje (modificado de Hoang et
al., 2022).

Inicialmente, en el compost la principal especie es el nitrdgeno organico
(proteinas, aminoacidos, péptidos) (Hoang et al., 2022). Al principio del periodo
de compostaje, el nitrdgeno organico se descompone para liberar NH; por la
actividad de bacterias o arqueas (Wang y Zeng, 2018). Luego, en la fase
mesofila, se produce la amonificacion, liberandose NHs. En la fase termofila (>55
°C), se crea ligeramente una condicién alcalina, y el NHs se volatiliza en forma
de gas (Hoang et al., 2021). Ademas, en esta fase, se produce una de las etapas
mas importantes del ciclo del nitrogeno que es la nitrificacion. En el proceso
bacteriano, la nitrificacion consta de dos pasos: la oxidacion del amoniaco y la
oxidacion de nitritos; y cada una de estas reacciones es llevada a cabo por un
grupo microbiano diferente: las bacterias y arqueas oxidantes de amoniaco
(AOB/AOA) y las bacterias oxidantes de nitritos (NOB) respectivamente
(Kowalchuk y Stephen, 2001). Las AOB transforman el NHf a NO3 en
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condiciones aerdbicas (Yang et al., 2019b; Tang et al., 2020) a través de la
enzima amoniaco monooxigenasa (AMO). La enzima AMO esté codificada por
el gen amoA, que se encuentra comunmente en ciertas bacterias y arqueas
como Brevundimonas, Pseudomonas y Thaumarchaeota (Caceres et al., 2018).
Las NOB, son principalmente Nitrosomonas y Nitrobacter, que ayudan en el
segundo paso de la nitrificacion, oxidando el nitrito (NO3) en nitrato (NO3) (Tang
et al.,, 2020). Estos nitrificantes contienen la enzima catabdlica nitrito
oxidorreductasa (NXR), que existe sobre todo en las fases de enfriamiento y
maduracion (Maeda et al., 2011). Por otro lado, la desnitrificacion, que es la
conversion de NO3 en nitrégeno (N2) u oOxido nitroso (N20) en condiciones
anoxicas o anaerobicas, se produce principalmente en las fases mesofilica y
termofilica (Shi et al., 2020). Varios miembros de Pseudomonas y Bacillus
contienen genes de nitrito reductasa (nirK, nirS, nirZ) y éxido nitroso reductasa
(nosZ) que catalizan la desnitrificacion (Yang et al., 2019b). El N2 formado puede
ser posteriormente transformado en NHs mediante la fijacién de nitrégeno por
bacterias fijadoras de nitrégeno (Zhong et al., 2020). Finalmente, la anammox es
una reaccion bioquimica en la que NH; se combina con NO3, liberando N2
mediante oxidacion, siendo una de las vias de pérdida de nitrégeno durante el
proceso de compostaje. Esta reaccion la llevan a cabo bacterias anaerobias
oxidantes de amonio tales como: Candidatus Procadia, Candidatus Kuenenia y
Candidatus Anammoxoglobus (Hoang et al., 2022).

1.3.3. Factores que influyen en el compostaje.

Los parametros operativos como la humedad, el contenido de oxigeno, la
temperatura, la relacion C/N y el pH desempeiian un papel esencial en el ciclo
del nitrégeno y en el proceso de compostaje, y su ajuste es el método mas
sencillo para reducir la pérdida de nitrégeno en el compostaje (Hoang et al.,
2022).

a) Humedad: La humedad es el factor mas importante en el proceso de
compostaje. El contenido de humedad de la mezcla de compost afecta a
la actividad microbiana y al oxigeno disponible (Tran et al., 2021). Los

residuos organicos como lodos de depuradora, estiércol y restos de



b)

verduras, que tienen un alto contenido de humedad (>70%) pueden
reducir la porosidad de la mezcla de compost, limitando la transferencia
de oxigeno y formando zonas anoxicas (Hoang et al., 2022). Asimismo,
Shi et al. (2020) indicaron gue la nitrificacion y la desnitrificacion podrian
producirse al mismo tiempo bajo un alto contenido de humedad. De
hecho, la nitrificacion se acelera mediante la reduccion de la humedad
(Maeda et al., 2011). El contenido de humedad 6ptimo del proceso de
compostaje es del 50%-60% (Tran et al., 2020).

Contenido _en_oxigeno: El oxigeno es necesario para la actividad

microbiana aerébica. Durante el proceso del compostaje, las bacterias,
arqueas y hongos pueden consumir una gran cantidad de oxigeno para la
descomposicion organica (Tran et al., 2020). La mezcla inicial de compost
suele contener oxigeno, lo que facilita las reacciones de metabolizacion
de los compuestos biodegradables. AOB vy nitrificantes suelen consumir
la mayor cantidad de oxigeno (Hoang et al.,, 2022). En las capas
superficiales de la pila de compost, que se encuentran en condiciones
aerdbicas, es donde comienza la nitrificacién (Tang et al., 2020). Las bajas
tasas de difusién de oxigeno dificultan el proceso de compostaje aerébico
y forman regiones anoxicas dentro de la pila de compost. Por otro lado,
los microbios desnitrificantes prefieren condiciones andxicas, con baja
concentracion de oxigeno disuelto (OD) (<0,2 mg/L) (Hoang et al., 2022).
La aglomeracion, y la compactacién de los materiales de compostaje
puede llegar a bloquear la penetracién de oxigeno (Shen et al., 2011). La
concentracion de oxigeno es un factor crucial que afecta a la emision de
N20, por lo que se debe aplicar una tasa de aireaciéon de 0,5 L min-t kg
para mitigar la emision de N2O (Shen et al., 2011). Como conclusion,
reducir el contenido de humedad para aumentar la porosidad de la mezcla
de compost y, por tanto, el contenido de oxigeno es un enfoque eficaz
para mitigar la pérdida de nitrogeno y mejorar la calidad del compost
(Hoang et al., 2022).

pH: El pH es un indicador critico durante el proceso de compostaje.
Controlar la variacion del pH puede ayudar a determinar qué proceso
bioldgico y especies nitrogenadas son predominantes (Hoang et al.,



d)

2022). En la fase mesofila, el pH del compost suele ser bajo, ya que la
descomposicion organica produce acidos organicos de cadena corta, que
luego inhiben la actividad de las especies AOB y, por lo tanto, la
amonificacion (Hoang., 2022). En la fase termdfila, el pH a menudo
aumenta significativamente hasta 7,5-8,5 debido a la volatilizacion de los
acidos orgénicos a causa de las altas temperaturas (Yang et al., 2019a).
En esta fase se produce la amonificacion y la nitrificacion. En las fases de
enfriamiento y maduracion, el pH desciende ligeramente a 7-7,5 debido a
la volatilizacion de NHs la liberacion de H* durante la nitrificacion y el

agotamiento de la materia organica (Tran et al., 2018).

Temperatura: La variacion de la temperatura afecta a la riqueza y
diversidad de comunidades microbianas (Hoang et al., 2022). En la fase
mesdfila, la aceleracion de la temperatura promueve la formacién de
NH] a través de la amonificacion (Wang y Zeng, 2018). A medida que el
compostaje progresa en la fase termdfila, la nitrificacion es gradualmente
inhibida por las altas temperaturas. Ademas, las altas temperatura
promueve la liberacion excesiva de NHs, que luego inhibe la actividad
microbiana (Tian et al.,, 2015). La temperatura también afecta a
actividades microbianas desnitrificantes, porque puede restringir la
actividad de las enzimas desnitrificantes y, por tanto, reducir la tasa de
desnitrificacion (Braker et al., 2010; Shi et al., 2020). Braker et al. (2010)
descubrieron que el aumento de la temperatura mejoraba la diversidad de
las comunidades microbianas desnitrificantes y la tasa de desnitrificacion.
Shi et al. (2020) indicaron que la temperatura éptima para los microbios
desnitrificantes esta entre 25y 35 °C. Por lo tanto, controlar la temperatura

es una opcion para mitigar la pérdida de nitrogeno.

Relacion C/N: La relaciéon C/N determina en gran medida el metabolismo

microbiano. Cuando la relacion C/N es relativamente baja, la actividad
microbiana mineraliza los compuestos nitrogenados organicos en
nitrégeno inorganico. La relacion C/N se correlaciona positivamente con
la formacion de NHJ y la emision de NHs (Hoang et al., 2022). Por otro
lado, una relacion C/N elevada favorece la nitrificacion, ya que se facilita

a su vez el crecimiento de AOA (Zhang et al., 2019). Ademas, una alta



f)

relacion C/N es favorable para los organismos desnitrificadores del
proceso de desnitrificacion (Sheng et al., 2018). La desnitrificacion y la
emision de N20O aumentan al aumentar la relaciéon C/N. Por lo tanto, el uso
de agentes para ajustar la relacion C/N es una buena estrategia para
mitigar la pérdida de nitrodgeno. La relacion C/N de inicio Optima se estima
en torno a 20, lo que facilita eficazmente la actividad microbiana y la
descomposicion organica (Tran et al., 2020).

Tiempo de incubacién: El tiempo de incubaciéon del compostaje aerdbico

es mas corto que el del anaerodbico, ya que la biodegradacion aerébica
suele ser mas rapida que la anaerdbica (Tran et al., 2018). También, el
tiempo de compostaje ocurre mas rapido con material mas facilmente
biodegradable (por ejemplo: residuos de alimentos, residuos verdes y
estiércol). Ademas, la escala y las condiciones de operacion (por ejemplo:
el contenido de humedad, el flujo de aire y la relacion C/N) afectan
significativamente al tiempo de incubacion durante el proceso de

compostaje (Tran et al., 2020).

Las variaciones de estos parametros a lo largo del proceso de compostaje

se hallan representadas en la Fig. 1.3.
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Figura 1.3. Etapas, evolucion de las propiedades fisico-quimicas y formas de nitrégeno presentes

durante el proceso de compostaje (modificado de Hoang et al., 2022).



1.4. Métodos analiticos para determinar nitratos.

Los nitratos son un parametro de interés en el compost. Por ello, a

continuacion, se describen diversos métodos su determinacion en diferentes

matrices:

a)

b)

Espectroscopia ultravioleta de longitud de onda dual: Este método

espectrofotométrico ultravioleta (UV) se basa en la medicion de la
absorbancia de extractos acuosos que poseen nitratos a dos longitudes
de ondas distintas: 210 nm y 270 nm. Esto se realiza debido a que a 210
nm absorben radiacion UV los nitratos, junto con otras sustancias
disueltas que puedan estar presentes en los extractos y que también
absorban radiacién UV a esa longitud de onda, tal y como es el caso de
la materia organica. Sin embargo, a 270 nm el nitrato no presenta
absorbancia. Entonces, la absorbancia presente a 270 nm se debe
exclusivamente todo aquello que se encuentra en el extracto y que no son
nitratos. De manera que, en matrices que no son muy complejas, como
es el caso de aguas subterraneas, la absorbancia debida a los nitratos se
calcula restando a la absorbancia a 210 nm la de 270 nm multiplicada por

un factor empirico R. (Norman et al., 1985)

Ensayo de Griess: El ensayo de Griess se basa en la diazotizacion de una

amina aromatica adecuada mediante nitrito acidificado seguido de una
reaccion de acoplamiento. Se produce asi, un cromo6foro azoico
coloreado, cuya concentracion se determina espectroscépicamente, en el
intervalo 500-600 nm, para evaluar la concentracion de nitrito. La reaccion
de Griess se utiliza especificamente para la determinacién de nitritos, pero
el nitrato también puede determinarse por este método mediante
reduccion quimica o enzimatica de nitrato a nitrito antes de la reaccién de
diazotizacion. Este método de determinacion de nitrato es fécil,
econdémico y factible (Singh et al., 2019) y se halla representado

esquematicamente en la Fig. 1.4.
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Figura 1.4. Representacion esquematica del principio basico del ensayo de Griess
(Singh et al., 2019).

c) Cromatografia idnica: La cromatografia ionica es un método sensible y

preciso que permite analizar aniones y cationes solubles en agua. Por lo
general, los iones nitrato, nitrito y amonio se determinan mediante
cromatografia ibnica con deteccidén conductimétrica. La separacion de los
iones de la disolucién se produce a través de columnas de intercambio
ionico donde quedan retenidos de forma reversible segun sus diferentes
propiedades de carga. Posteriormente, dichos iones son detectados por

un detector de conductividad (Michalski y Kurzyca, 2006).

d) Electrodo selectivo de iones nitrato: Es un electrodo que posee una

membrana selectiva y sensible a iones nitratos. De esta manera, cuando
se sumerge el electrodo en la disolucion que contiene iones nitrato, en su
membrana se desarrolla un potencial eléctrico debido a que el electrodo
mide el coeficiente de actividad de dicho ion. La actividad de una especie
en una solucibn se conoce como su concentracion efectiva en esa
solucion (Dash et al., 2012).

De todos los métodos analiticos anteriormente propuestos, se escogioé para
ser reproducido en este trabajo la espectroscopia ultravioleta de longitud de onda

dual. Las razones fueron que Norman et al., (1985) determinaba por este método

11



los nitratos en suelos, siendo esta matriz similar a la del compost por su
contenido en materia organica. No obstante, los suelos presentan mucha mas
materia mineral que materia organica. Ademas, este método fue elegido también

por su rapidez y sencillez.
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2. OBJETIVOS.

Los objetivos del actual Trabajo de Fin de Grado pueden dividirse en
objetivos cientificos y objetivos formativos.
Como objetivo cientifico general de este Trabajo Fin de Grado, se pretende
desarrollar diferentes estrategias analiticas basadas en espectroscopia UV para
la determinacion de nitratos en compost de alperujo. Se abordaran los siguientes
objetivos especificos:

- Optimizar las condiciones de extraccion de las muestras de compost para
garantizar la maxima precision en la estimacién de la concentracion de
nitratos mediante medidas de absorcion UV.

- Disefnar y aplicar estrategias efectivas para evitar las interferencias
causadas por la materia orgénica disuelta.

- Evaluar el potencial de la espectroscopia UV como metodologia analitica
directa para el analisis de nitratos en extractos de compost en diferentes

fases de maduracion.

Por otra parte, los objetivos formativos son:

- Adquirir destreza en la recopilacion, evaluacion e interpretacion de datos,
incluyendo el manejo de bases de datos y programas informaticos.

- Ser capaz de realizar una planificacién y toma de decisiones siguiendo un

razonamiento critico y quimico acerca de los problemas planteados.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Muestras.

Las muestras de compost utilizadas provienen de la cosecha de 2021 de la
empresa INGNIA S.L., situada en Almedinilla (Cérdoba). Esta empresa fabrica
su compost a través de una mezcla inicial en la que la materia prima principal es
alperujo fresco (68,25%) seguido de estiércol de cabra mezclado con paja

(19,25%), hoja de olivo (8,83%) y gallinaza mezclada con serrin (3,36%).

El proceso de compostaje se efectio mediante un sistema de pila estéatica
con volteo regular cada quincena, en pilas de 4 metros de altura y 8 metros de

diametro, durante periodos de maduracion variables.

En la tabla 3.1 aparecen las muestras que se utilizaron en este trabajo junto

con su informaciéon mas relevante.

Tabla 3.1. Descripcidn de las muestras utilizadas.

Referencia Tiempo de N (%) C (%) Relacion C/N
compostaje
M1  L21-02S1 3 semanas 1,46 45,98 31,49
M2 L21-02 N 21 semanas 1,90 36,44 19,21
M3  L21-02 S2 36 semanas 1,94 36,76 19,24

3.2. Reactivos.

En la tabla 3.2. aparece la informacion mas destacable acerca de los

reactivos utilizados.
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Tabla 3.2. Reactivos utilizados.

Reactivo Proveedor Férmula Masa molecular Pureza (%)
(g/mol)

PanReac
AppliChem  H3NOsS 97,0,7 99,5-100,3
PanReac
AppliChem  KNO; 101,11 99
Thermo
Scientific CaS0q4 136,14 99
PanReac
AppliChem KCl 74,56 99,5-100,5
Sigma- = = =
Aldrich
PanReac H2S0,4 98,08 96
AppliChem
PanReac CHsOH 32,04 99,9
AppliChem

3.3. Instrumentacion utilizada.

Se trabajo con una balanza analitica COBOS PRECISION, S.L. (Modelo:
HTR-124CEN) de precision 0,1 mg y con un espectrofotometro UV-Vis de
modelo GENESYS 50 (Fig. 3.1)

Figura 3.1. Espectrofotdmetro UV-Vis GENESYS 50 (Thermofisher, 2023).

Los barridos espectrofotométricos fueron realizados en el rango de
longitudes de onda de 200-800 nm, estableciendo un intervalo de 2 nm, una
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velocidad media del instrumento y utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm de

paso optico.

3.4. Aparatos empleados.

Se emplearon los siguientes aparatos en el laboratorio:

- Molinillo eléctrico de laboratorio BOMANN® KSW 445.

- Agitador orbital y de vaivén Rotabit, J.P. SELECTA ®.

- Centrifuga HETTICH Rotofix 32A.

- Bafio de ultrasonidos ULTRASONS H-D, J.P. SELECTA ®.
- Estufa de laboratorio con agitador OVAN.

3.5. Materiales utilizados.

- Cubeta de cuarzo de 1cm de paso oOptico.
- Embudo conico.

- Espatula de laboratorio.

- Filtros de papel.

- Frascos lavadores de laboratorio.

- Gradillas de laboratorio.

- Matraces aforados de 10, 100 y 500 ml.

- Micropipetas.

- Papel de filtro

- Papel indicador de pH.

- Pipetas Pasteur.

- Puntas de micropipetas.

- Tapones de matraces aforados.

- Tubos de centrifuga de 15y 50 ml.

- Varillas de vidrio de laboratorio.

- Vaso de precipitado de plastico de 500 ml.
- Vasos de precipitado de vidrio de 250 ml.

3.6. Preparaciéon y conservacion de disoluciones.

Solucién de acido sulfamico (2% p/v) — Se disuelven 2 g de cristales de acido
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sulfamico en 100 ml de agua Milli-Q.

Solucién KCI 2M — Se disuelven 74,56 g de KCI en 500 ml de agua Milli-Q.

Solucién de nitrégeno (en forma de NO<) de 1000 ppm — Se disuelven 0,7221
g de KNOs en 100 ml de agua Milli-Q.

Solucién de nitrégeno (en forma de NO3) de 100 ppm — Se toman 10 ml de

la solucién de nitrégeno de 1000 ppm y se llevan a un volumen final de 100 ml

con agua Milli-Q. Equivale a 442,86 ppm de NO3.

Solucién de acido sulfdrico 20% (v/v) — Se toman 20 ml de acido sulfurico

concentrado y se diluyen con 80 ml de agua Milli-Q. Esta dilucién se lleva a cabo
en un matraz aforado de 100 ml de vidrio. Al realizar la disolucién primero se
afiade una cantidad considerable de agua y después el acido, enrasando

finalmente con agua.

Para garantizar tener disoluciones homogéneas todas ellas se llevaron
durante unos minutos al bafo de ultrasonidos. Para conservarlas, las soluciones

fueron almacenadas en frigorifico a 5°C.

3.7. Preparaciéon de larecta de calibrado de nitratos.

La recta de calibrado se prepar6 a partir de la disolucion de nitrégeno (N-
NO3) de 100 ppm. Se emplearon matraces aforados de 100 ml. Tal y como se
indica en la Tabla 3.3 se cogieron diferentes volumenes de la disolucion patrén
de 100 ppm para obtener un intervalo de concentraciones entre 0,03-25 ppm de

nitrégeno.

Ademas, se afadio a todos los matraces 100 puL de H2SO4 concentrado para
que la recta de calibrado esté igual de acidificada que los extractos diluidos del
apartado 3.9. Por ultimo, se enraso con agua Milli-Q.

En la Tabla 3.3 se halla la equivalencia de las concentraciones de nitrdgeno

en ppm a concentraciones de NO3 en ppm.
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Tabla 3.3. Preparacion de patrones de NO3z para la recta de calibrado.

Matraces Concentracion  Concentracién Volumen Volumen final
100 ml N-NO3 NO3 disolucién patrén (ml)
(ppm) (ppm) 100 ppm
Matraz 1 0,03 0,13 30 pL 100
Matraz 2 0,2 0,89 200 pL 100
Matraz 3 0,4 1,77 400 pL 100
Matraz 4 0,6 2,66 600 pL 100
Matraz 5 0,8 3,54 800 uL 100
Matraz 6 1 4,43 1ml 100
Matraz 7 2 8,86 2ml 100
Matraz 8 3 13,29 3ml 100
Matraz 9 4 17,71 4 ml 100
Matraz 10 5 22,14 5ml 100
Matraz 11 6 26,57 6 ml 100
Matraz 12 7 31,00 7 ml 100
Matraz 13 10 44,29 10 ml 100
Matraz 14 15 66,43 15 ml 100
Matraz 15 20 88,57 20 ml 100
Matraz 16 25 110,71 25 ml 100

3.8. Procedimiento de preparacidon de extractos de compost.

Se emplearon dos tipos de extractantes (KClI y CaSOas) para poder
compararlos y, ademas, también se discuti6 sobre el empleo o no de &cido
sulfamico en los extractos. Por ello, se sigui6 el siguiente procedimiento para la

obtencion de los distintos extractos:

1) Cada muestra de compost se triturd, empleando un molinillo eléctrico de
laboratorio, hasta obtener una muestra totalmente homogénea.

2) Posteriormente, se pesaron en balanza analitica, con precision de 0,1 mg,
0,5 g de compost en tubos de centrifuga de 50 ml.

3) Seguidamente, se emplearon dos tipos de extractantes de nitratos
diferentes: CaSOasy KCI. A las muestras con CaSO4 como extractante se
le afiadieron 10 ml de agua Milli-Q y 0,1 g de CaSOa4 y a las muestras con
KCI como extractante se le afiadieron 10 ml de agua Milli-Q y 10 ml de la
disolucion KCI 2M.

4) A continuacion, se introdujeron los extractos en el agitador orbital y de

vaivén a 150 rpm durante 15 minutos.

5) Después se llevaron a la centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.
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6) Una vez centrifugados los extractos, se filtra el sobrenadante utilizando
filtro de pliegues.

7) Luego, a la mitad de los extractos obtenidos de cada extractante se le
aflade 1 ml de acido sulfamico (2% p/v). Los extractos resultantes se
homogenizan en el agitador orbital y de vaivén a 150 rpm durante 15

minutos.

8) Finalmente, se diluyeron todos los extractos realizando una dilucion 1:20.
Para ello se diluyeron 100 uL del extracto original con 1900 uL de agua
Milli-Q. Los extractos se midieron antes y después de la dilucion en el
espectrofotometro UV-Vis en cubeta de cuarzo.

Se realizaron tres réplicas de cada uno de los extractos de las muestras. Los

tipos de extractos preparados son:
- Extracto con KCI.
- Extracto con KCl y acido sulfamico (2% p/v).
- Extracto con CaSOa.
- Extracto con CaSOa y acido sulfamico (2% p/v).

Por tanto, se obtienen en total 12 extractos para cada muestra. Las reaccion
con el &cido sulfamico ((H2N)HSO3), el cual elimina nitritos (Granger y Sigman,
2009) es:

HNO:2 + (H2N)HSO3 = H2SO4 + N2 + H20

Se prepar6 en todos los casos un blanco, el cual se midid igualmente el

espectrofotdmetro, para obtener espectros netos.

3.9. Procedimiento parala determinacion del factor empirico R.

Este procedimiento se basa en el descrito por Norman et al., (1985) y consta

de los siguientes pasos:

1) Se pesan 0,5 gramos de cada muestra de compost en balanza analitica
con precision de 0,1 mg en tubos de centrifuga de 50 ml.

2) Se afaden 2 ml de H2S0O4 20% (v/v), 8 ml de agua Milli-Q y 10 ml de KCI
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2M.

3) Los extractos se llevaron al agitador orbital y de vaivén durante 15 minutos
a 150 rpm.

4) Después se llevaron a la centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos.

5) Una vez centrifugados los tubos, se filtra el sobrenadante, utilizando filtro
de pliegues, a nuevos tubos de centrifuga. Estos extractos originales sin
diluir se guardaron, siendo éstos los utilizados en el apartado 3.10. Se

almacenaron en el frigorifico a 5 °C.

6) A continuacion, se realiz6 una dilucién a los extractos de 1:20. Para ello
se llevaron 0,5 ml del extracto a matraces aforados de 10 ml, los cuales
se enrasaron con agua Milli-Q. Seguidamente, estos 10 ml se vertieron en
vasos de precipitado, donde se les afiadié 0,06 g de catalizador Niquel-
Raney. Se asegura que la solucién presenta medio &cido comprobandolo
con papel indicador de pH. La solucion con catalizador se dej6 durante
aproximadamente 30 minutos en una estufa de laboratorio a 60 °C.
Transcurrido este tiempo, el extracto resultante se deja enfriar y se filtra

con un filtro de pliegues.

7) Finalmente, los extractos obtenidos se midieron en el espectrofotometro
UV-Vis en cubeta de cuarzo.

En total, se realizaron tres réplicas de cada uno de los extractos de las
muestras. Se siguid, ademas, el mismo procedimiento para la preparacion de los
blancos, los cuales se midieron igualmente el espectrofotometro, para obtener

espectros netos.

3.10. Procedimiento de eliminacion de materia organica mediante

resinas adsorbentes.

Las resinas adsorbentes escogidas fueron Amberlite XAD-4 y Amberlite
XAD-16. La estructura de estas resinas aparece en la Fig. 3.2. y sus propiedades

aparecen descritas en la Tabla 3.4.
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Figura 3.2. Estructura de las resinas Amberlite XAD (Sigma Aldrich, 2023).

Tabla 3.4. Propiedades Amberlite XAD-4 (Sigma Aldrich, 2023).

Densidad

Resina Matriz Tamafio de Tamarfio de
particula poro

Superficie

1,08 g/mi

Estireno- 0,25 mm — 40 A 725 m3/g (seco)
divinilbenceno 0,841 mm 1,02 g/ ml
(humedo)
1,08 g/mi

Estireno- 0,25 mm — 100 A 900 m#/g (seco)
divinilbenceno 0,841 mm 1,02 g/ mi
(humedo)

Las resinas previamente se purificaron. Para ello, se introdujeron en un vaso
de precipitado donde se las cubrié por completo (en torno a 2,5 cm por encima
de la resina) con metanol. Se mezcla bien y se deja reposar por unos 5-10
minutos. Después, se decanta el metanol y se aflade agua destilada (también en
torno a 2,5 cm por encima de la resina), dejando reposar entre 5-10 minutos.
Finalmente, se decanta el agua, quedando las resinas purificadas (Abburi, 2003).

Se siguio el siguiente procedimiento con ambas resinas, en el cual se realiz6

un estudio de recuperacion:

1) Se prepara de cada muestra dos tipos de extractos diferentes: extracto
sin fortificar y extracto fortificado (4 ppm de NO3). De cada uno de los
extractos se realizan tres réplicas. El extracto sin fortificar se prepara
afiadiendo en un matraz aforado de 10 ml, 0,5 ml del extracto original del
apartado 3.9, y enrasando con agua Milli-Q hasta el enrase. El extracto
fortificado se prepara igual que el anterior solo que se le afiade antes de
enrasar, ademas, 90 puL de la disolucion de 100 ppm de N-NO3. De esta
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manera, el extracto fortificado presenta una adicion de 4 ppm de NO3 con

respecto al extracto original. La dilucion realizada al extracto original en
ambos casos es de 1:20.

2) Todos estos extractos preparados se llevan a tubos de centrifuga y se les
afiade aproximadamente 0,1 gramos de resina. Se dejan agitar durante
45 minutos en el agitador orbital y de vaivén a 150 rpm para conseguir

que en las resinas quede adsorbida toda la materia organica.

3) Se dejan reposar los extractos con las resinas 24 horas. Transcurrido este
tiempo, todos los extractos se filtran para eliminarles las resinas y se mide
en el espectrofotometro. Las resinas que previamente se habian separado
de los extractos se vuelven a adicionar, de manera que se vuelve a
realizar exactamente lo mismo a las 72 horas y a las 144 horas de estar

las resinas en contacto con los extractos.

4) Con la recta de calibrado de nitratos hallamos la concentracion de NO3s
presente en cada uno de los extractos.

5) Por ultimo, se halla el porcentaje de recuperacion (%R):

(€r=Co)

a

%R = x 100

¢ Co = concentracién del extracto original (en ppm).
e Cf = concentracién del extracto fortificado (en ppm).

e Ca= contracion afnadida = 4 ppm NO3.

Se prepard, ademas, un extracto sin resinas siguiendo el mismo

procedimiento. Se realizan tres réplicas de este extracto.

Se realiz6 en todos los casos un blanco, el cual se midi6 igualmente el

espectrofotometro, para obtener espectros netos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

» Recta de calibrado de nitratos.

Se realizaron dos rectas de calibrado porque se midié siempre la absorbancia
de los extractos a dos longitudes de onda distintas: 210 y 220 nm. Se emplearon
estas dos longitudes de onda debido a que en algunos articulos median a 210
nm (Norman et al., 1985) y en otros a 220 nm (Finch et al., 1998) para calcular
la concentracion de nitratos presente en los extractos. Entonces, se decidio
calcular la concentracién de nitratos en las muestras de compost tanto a 210 nm
como a 220 nm, y ver las posibles diferencias que podria haber entre los
resultados obtenidos por ambas. Las rectas de calibrado de nitratos a 210 y 220

nm aparecen en la Fig. 4.1.

Y =0,1242x + 0,1309 y = 0,0546x + 0,1024
R?=0,9982 R? = 0,9987

Recta de calibrado a 210 nm Recta de calibrado a 220 nm
3,5

2,5

Absorbancia

1,5

0,5

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Concentracién de nitrato (ppm)

Figura 4.1. Rectas de calibrado de nitratos a 210 nm (azul) y a 220 nm (naranja). El intervalo
lineal de ambas rectas aparece entre guiones.

En las dos rectas de calibrado representadas en la Fig. 4.1 se observa
cuando se empieza a curvar la gréfica, perdiéndose la ley de Lambert-Beer. Se
selecciono el intervalo lineal entre la absorbancia y la concentracion, que es el
que aparece entre guiones, calculandose la ecuaciéon de la recta y la R2. Se
determina, entonces, que el rango lineal a 210 nm no debe de extenderse por
encima de los 18 ppm de NO3, mientras que a 220 nm el rango lineal es mas
amplio, finalizando en 31 ppm de NO3 . Entonces, en el caso de que no se desee
diluir demasiado una muestra, lo mas adecuado seria medir a 220 nm, puesto
que el intervalo lineal es mas amplio.
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» Optimizacion de la extraccion de nitratos.

Para la optimizacion de la extraccion de nitratos se comparo los resultados
obtenidos por dos tipos de extractantes diferentes (KCly CaSQa) y se discutio
sobre el empleo o no de &cido sulfamico con el objetivo de eliminar nitritos como

un posible interferente que pudiera estar presente en el compost.

En la extraccion de nitratos empleando como extractante una disolucion
saturada de CaSOas se obtuvo una baja reproducibilidad entre las réplicas de
todos los extractos de las muestras (Tabla 4.1). Ademas, las absorbancias entre
los diferentes extractantes eran muy diferentes tanto a 210 como a 220 nm,
siendo mayores las de los extractos que poseian CaSO4 como extractante. Esto
puede ser debido a que el CaSOa4 es poco soluble en agua y que, pese a todos
los esfuerzos realizados para que se encuentre disuelto, esto no es posible del

todo. Por estos motivos, se descartd como extractante de nitratos el CaSOa.

La baja reproducibilidad entre las réplicas de los extractos con CaSOa4 en
comparacioén con los extractos con KCl aparece reflejada en la Tabla 4.1, donde
solo se muestra esta comparativa en el caso de los extractos de una muestra
(M3) a 210 nm, ya que en todos los extractos de las demas muestras sucede lo
mismo.

Tabla 4.1. Comparacion de las absorbancias netas (A) de los extractos de M3 a 210 nm con el

empleo de CaSO4 y KCI como extractantes de nitratos.

Media Desviacion Intervalo
Extractante Réplical Réplica2 Réplica3 réplicas estandar ((X + 2sD) -
(A) (A) (A) (X) (SD) (X - 2sD))
KCl 1,06 1,08 1,10 1,08 0,02 (1,04-1,12)
CaS0Oq 1,83 1,62 2,06 1,84 0,18 (1,48 - 2,20)

Como se puede observar, los datos entre las tres réplicas con CaSO,4 son demasiado dispares.
Ademas, la absorbancia con CaSO, es considerablemente mayor a la obtenida con KCl 2M.

Tanto el CaSO4como el KCl aparecian en el articulo descrito por Norman et
al., (1985) como posibles extractantes de nitratos para suelos. De hecho, el

método descrito se desarrollaba con CaSO4 como extractante porque era mas
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eficaz que el KCl en suelos. Este hecho ya fue demostrado por Li y Smith (1984),
que evidenciaron que una disolucién saturada de CaSO4 era més efectiva para
extraer nitratos procedentes de suelos que una solucién de KCI 1M vy, que la
extraccidn de nitratos era incluso ligeramente mas eficaz en suelos humedos que
en suelos secos. Esto justifica que en compost no funciona el mismo extractante
de nitratos que en suelos, aun teniendo las mismas condiciones, ya que también
se emplea una disolucion saturada de CaSO4 y una disolucion de KCI 1M.

Una vez descartado el CaSO4 como extractante, se procedid a discutir
acerca de la necesidad o no de emplear acido sulfamico para la eliminacion de
nitritos, tomandose como ejemplo los espectros de los extractos de M3 con y sin

acido sulfamico (Fig. 4.2).

2,5

1,5

Absorbancia

0,5

200 250 300 350 400 450

Longitudes de onda (nm)

Figura 4.2. Espectros de los extractos de M3 con KCI con &cido sulfamico (azul) y sin acido
sulfamico (rojo).

Como se observa, en la Fig. 4.2 hay una ligerisima disminucion de
absorbancia en la zona comprendida entre 200-230 nm entre el espectro
correspondiente al extracto con y sin acido sulfamico. Esto puede indicar que si
hay nitritos en la muestra y que el acido sulfamico los ha eliminado puesto que
la absorbancia decrece un poco. Sin embargo, para ver si esto es realmente asi,
se realiza la media y la desviacion estandar entre las absorbancias netas de los
extractos de las tres muestras, tanto a 210 como a 220 nm, para comprobar si
estas diferencias que aparecen reflejadas en el espectro son significativas o no
(Tablas 4.2.y 4.3.).
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Tabla 4.2. Media de las absorbancias netas (A) y desviacion estandar de las réplicas (R) de todos
los extractos de las muestras con KCl a 210 nm con y sin el empleo de acido sulfamico.

R1 R2 R3 Media Desviacion I_ntervalo
Muestras (A) (A) (A) répﬁcas estandar entre (({ + 2SD) -

(X) réplicas (SD) (X - 2SD))
M1, con acido sulfamico 1,00 1,15 1,01 1,05 0,07 (0,91-1,19)
M1, sin 4cido sulfamico 1,14 1,21 1,26 1,20 0,05 (1,20-1,30)
M2, con acido sulfamico 1,44 1,61 1,56 1,54 0,07 (1,40-1,68)
M2, sin acido sulfamico 1,67 1,76 1,63 1,69 0,05 (1,59-1,79)
M3, con acido sulfdmico 1,46 1,40 1,50 1,45 0,04 (1,37-1,53)
M3, sin acido sulfamico 1,50 1,51 1,54 1,52 0,02 (1,48-1,56)

El empleo de acido sulfamico para eliminar nitritos no ofrece diferencias significativas en los
resultados al no haber variabilidad estadistica de los datos, por lo que se puede prescindir de la

utilizacion de acido sulfamico.

Tabla 4.3. Media de las absorbancias netas (A) y desviacion estandar de las réplicas (R) de todos
los extractos de las muestras con KCl a 220 nm con y sin el empleo de &cido sulfamico.

R1 R2 R3 Media Desviacion I_ntervalo
Muestras (A) (A) (A) répﬁcas estandar entre (({ + 2SD) -

(X) réplicas (SD) (X - 2SD))
M1, con acido sulfamico 0,74 0,82 0,74 0,77 0,04 (0,69-0,85)
M1, sin 4cido sulfamico 0,80 0,83 0,84 0,82 0,02 (0,78-0,86)
M2, con acido sulfamico 1,08 1,22 1,17 1,16 0,05 (1,06-1,26)
M2, sin acido sulfamico 1,24 1,29 1,19 1,24 0,04 (1,16-1,32)
M3, con acido sulfamico 1,05 1,02 1,10 1,06 0,03 (1,00-1,12)
M3, sin acido sulfamico 1,06 1,08 1,10 1,08 0,02 (1,04-1,12)

El empleo de acido sulfamico para eliminar nitritos no ofrece diferencias significativas en los
resultados al no haber variabilidad estadistica de los datos, por lo que se puede prescindir de

la utilizacion de acido sulfamico.

Los datos obtenidos avalan que no es necesario el empleo de &cido

sulfamico. Esto se corresponde con estudios previos realizados el grupo de
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investigacion por cromatografia ionica sobre estas mismas muestras, que

establecieron que éstas no presentaban nitritos (datos aun no publicados).

» Comparacion entre los espectros de los patrones de nitratos

y los extractos de las muestras

En la Fig. 4.3. aparecen representados los espectros de los patrones de
nitratos en el rango lineal de las rectas de calibrado (0,13-31,00 ppm de NO3)y,

en la Fig. 4.4. aparecen los espectros de los extractos de las tres muestras.
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Figura 4.3. Espectros de los patrones de NO3 del rango de 0,13-31 ppm.
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Figura 4.4. Espectros de los extractos con KCI de las muestras: M1 (azul), M2 (naranja) y M3
(gris).
Se observan diferencias apreciables entre los espectros de la Fig. 4.3 y la

Fig. 4.4. Esto indica que no podemos emplear las absorbancias obtenidas de los
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extractos de las muestras a 210 y a 220 nm en sus correspondientes rectas de
calibrado, puesto que no solo tenemos nitratos. Estas diferencias entre los
espectros de la Fig. 4.3 y la Fig. 4.4 se deben a toda la materia organica que
poseen los extractos las muestras de compost. La diferencia mas notable se
aprecia en el rango de 250-300 nm, donde se observa un hombro en los
espectros de los extractos de las muestras que no existe en el espectro de los
patrones de nitratos. Este hombro se debe a que las muestras de compost deben
presentar acidos fulvicos y sustancias humicas, las cuales absorben radiacién
ultravioleta en ese mismo intervalo de longitudes de onda, presentando el mismo
hombro y siendo mucho mas prominente en el caso del espectro de los &cidos
fulvicos (Domeizel et al., 2004). Ademéas de que si hubiera solo nitratos la
absorbancia en el espectro empezaria a aparecer a unos 240 nm, ya que a
mayores longitudes de onda los nitratos no presentan absorbancia en el

ultravioleta.

Debido a las interferencias producidas por la materia organica se plantearon
diferentes estrategias para intentar corregirlas y, asi, acercarse lo maximo
posible a la absorbancia producida exclusivamente por nitratos en los extractos
de las muestras. Estas estrategias son la determinacion y utilizacion del factor
empirico R segun describe Norman et al., (1985) y el empleo de resinas

adsorbentes para retener materia organica.
> Estrategia para la determinacion del factor empirico R.

R es un mudltiplo que se determina empiricamente y que representa la
relacion de absorbancia que presentan todas aquellas especies que interfieren
con los nitratos a 210/220 nm con respecto a 270 nm (Norman et al., 1985). Este
factor empirico se calcula siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 3.9,
donde los extractos que presentan medio acido se ponen en contacto con un
catalizador denominado Niquel-Raney. Este es un catalizador solido compuesto
por granos muy finos de una aleacion Niquel-Aluminio, el cual es capaz de
reducir nitratos a ion amonio en medio acido (Wang et al., 2021). De manera que,
al haber eliminado los nitratos de los extractos Unicamente nos queda todo
aguello que interfiere en la determinacién de nitratos, es decir, la materia
organica. Por tanto, al medir tanto a 210/220 nm como a 270 nm éstas

absorbancias obtenidas se deben Unica y exclusivamente a la materia organica.
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El factor empirico R se calcula como:

Absorbancia neta del extracto(210/220) nm

Absorbancia neta del extractoz7¢g nm

Entonces, para obtener unicamente la absorbancia (Abs) que presentan los

nitratos en las muestras de compost se emplea la siguiente expresion:
(Abs de NO3) 210/220 nm= ADS neta 210/ 220 nm - R-ADS neta 270 nm ; Siendo:

o R el valor correspondiente dependiendo del extracto de la muestra, ya

seaa2100a220 nm.

o ADs neta 210 / 220 nm la absorbancia de los extractos de las muestras sin
haber empleado catalizador Niquel-Raney, es decir, la absorbancia que

se corresponde con los nitratos mas la materia organica.

o ADbs neta 270nm la absorbancia que presentan los extractos sin catalizador
a 270 nm, la cual es debida solo a la materia organica puesto que los
nitratos no presentan absorbancia en el ultravioleta a esa longitud de

onda.

Se comprob6é en primer lugar si el catalizador Niquel-Raney es
verdaderamente eficaz eliminando nitratos, prepardndose para ello patrones
acidificados de nitratos a diferentes concentraciones: 25, 50 y 100 ppm de NO3.
A estos patrones se les registré el espectro antes y después de afiadir 0,06 g de
catalizador Niquel-Raney. De manera que, si el catalizador funciona, la
absorbancia de los patrones con catalizador sera menor que la de los patrones
solos, puesto que se habran eliminado los nitratos al haber empleado el
catalizador Niquel-Raney. En la Fig. 4.5 se muestran los espectros de los
patrones de nitratos con y sin catalizador Niquel-Raney.
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Figura 4.5. Espectros de patrones de nitrato sin catalizador (lineas completas) y con catalizador
Nigquel-Raney (lineas punteadas). Aparecen del mismo color aquellos espectros que se

corresponden con el mismo patrén de NO3, siendo: 25 ppm (azul), 50 ppm (naranja) y 100 ppm
(gris).

Se observa como el catalizador Niguel-Raney funciona, puesto que elimina
nitratos correctamente, ya que la absorbancia de los patrones con catalizador
tiende a cero. Esto es debido a que solo los nitratos absorben en el ultravioleta
y, al eliminarlos y restar el blanco, la absorbancia resultante tendria que ser nula.
Sin embargo, se observa en la Fig. 4.5 en el patrén de 100 ppm no se han
eliminado todos los nitratos. Esto podria ser porque los tres patrones se han
tratado con la misma cantidad de catalizador y se han expuesto al mismo tiempo
(30 minutos) en la estufa para que se eliminaran los nitratos. Entonces, se
deduce que a concentraciones altas de nitratos (por encima de 50 ppm) haria
falta aumentar la cantidad de catalizador que se suministra y el tiempo de
exposicion del patron de NO3 en la estufa, para asegurarse de que todos los

nitratos se eliminan completamente.

Una vez comprobada la eficacia del catalizador Niquel-Raney, se realizo la
determinacion del factor empirico R de los extractos de las muestras siguiendo
el procedimiento descrito en el apartado 3.9, obteniendo los siguientes

resultados representados en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Valores de R obtenidos a 210 y a 220 nm.

Muestras

R210 nm

6,04

4,32

4,37

R 220 nm

3,15

2,59

2,57

Si se emplea la expresion anteriormente descrita para el célculo de Abs de

NO3 y se sustituyen todos los datos, las absorbancias de NO3 resultantes de

cada uno de los extractos de las muestras presentan valor negativo. Esto indica

que el uso del catalizador provoca una disminucion en la absorbancia a 270 nm,

dando lugar a valores de R elevados. Sin embargo, teniendo en cuenta que los

nitratos no absorben radiacién a dicha longitud de onda, la absorbancia no

deberia de verse afectada en lo absoluto por el empleo del catalizador. Entonces,

para observar el efecto que produce sobre los extractos el catalizador Niquel-

Raney se representan los diferentes espectros de los extractos de las tres

muestras con catalizador, sin catalizador y el espectro diferencia por la aplicacion

del catalizador (espectro sin catalizador-espectro con catalizador) en la Fig. 4.6.
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Figura 4.6. Espectros de los extractos de las muestras con y sin catalizador Niquel-Raney (a, b
y ¢) y espectros diferencia (d). Siendo a) los espectros de los extractos de M1, b) de M2 y c) de
M3. En a), b) y c) el espectro naranja se corresponde con el espectro del extracto de la muestra
sin catalizador y el espectro azul se corresponde con el espectro con catalizador. En los
espectros diferencia (d), el espectro rojo se corresponde con el espectro diferencia de M1, el
morado con M2 y el naranja con M3.

Como se observa en la Fig. 4.6 los espectros diferencia no se corresponden
solo a nitratos, puesto que no se parece a los espectros de la Fig. 4.3. Si
Unicamente el catalizador hubiera eliminado nitratos el espectro diferencia
empezaria a presentar absorbancia a partir de los 240 nm y ésta iria aumentando
progresivamente. Sin embargo, todos los espectros diferencia de la Fig. 4.6
presentan absorbancia a partir de 350 nm y, ademas, se aprecia claramente que
en la zona de 250-300 nm se encuentra el hombro que se menciond
anteriormente debido a la presencia de acidos falvicos y sustancias humicas.
Con estos resultados se demuestra que el catalizador Niquel-Raney, ademas de
eliminar nitratos, también provoca la eliminacion de otras formas moleculares,
tales como &cidos fllvicos y sustancias humicas presentes en el compost. Esto
puede deberse a que el catalizador Niguel-Raney era usado en el método
descrito por Norman et al., (1985) para la determinacion de nitratos en suelos y
no en compost, presentando el compost mas materia organica que un suelo y
siendo esta materia organica, ademas, mas fresca, dependiendo del estado de

maduracion del compost.

A pesar de ello, se mantiene la relacion que hay entre las R de las muestras,
es decir, Rm1 > Rm2=Rwm3. Esto es asi porque el catalizador afecta a la absorbancia
a 270 nm de manera proporcional en todos los extractos de las muestras. Esto
se puede relacionar con la relacién C/N que presenta cada muestra (C/Nm1 >
C/Nm2 = C/Nwms), la cual aparece en la Tabla 3.1. Se aprecia como posee una
mayor R la muestra M1, la cual presenta también una relacion C/N mas alta. En
cambio, las muestras M2 y M3 que poseen una relacion C/N muy parecida
también presentan valores de R muy similares. Esto se correlaciona igualmente
con el tiempo de compostaje que presenta cada una la de las muestras. M1
presenta 3 semanas de compostaje y es la que mayor relacion C/N presenta.
Esto es debido a que M1 debe de encontrarse en la fase mesoéfila del compostaje
y, en cambio, M2 y M3 gque estan mas avanzadas en el proceso de compostaje
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(de 21y 36 semanas de compostaje, respectivamente) deben de encontrarse en
la fase termdfila, donde se produce el proceso de nitrificacion, aumentando de
esta forma el porcentaje de nitrégeno que presenta el compost. En la Tabla 4.6

aparecen reflejados cada uno de los parametros mencionados anteriormente.

Tabla 4.6. Parametros de interés de cada muestra de compost.

Cédigo Tiempode  Relacién C/N R210 nm R220 nm
compostaje
M1 3 semanas 31,49 6,04 3,15
M2 21 semanas 19,21 4,32 2,59
M3 36 semanas 19,24 4,37 2,57

Por lo explicado con anterioridad, se podria deducir que el factor empirico R
calculado en el compost a partir de método descrito por Norman et al., (1985)
aunque no proporciona un valor exacto de R para poder ser utilizado podria
usarse como un parametro indicativo para hacer una estimacion relativa acerca
de la evolucion de la relacion C/N durante el proceso de compostaje. También
se relaciona R con la materia organica presente en el compost, ya que a mayor
relacion C/N, mayor cantidad de materia organica presenta también el compost
y, por tanto, su factor empirico R serd mas alto.

» Estrategia de eliminacion de materia organica mediante el

empleo de resinas adsorbentes.

Como los extractos presentan gran cantidad de materia organica se utilizaron
resinas adsorbentes para comprobar si éstas conseguian adsorber la materia
organica presente en los extractos y, de este modo, eliminar interferentes para
la determinacion de nitratos. Las resinas escogidas fueron Amberlite XAD-4 y
Amberlite XAD-16. Se tratan de resinas no polares que se utilizan generalmente
para la adsorcion de sustancias organicas de sistemas acuosos y disolventes
polares. Ambas son adsorbentes poliméricos en forma de perlas blancas
insolubles y una excelente opcion para la adsorcion de sustancias organicas. En
el caso de la Amberlite XAD-4 de sustancias organicas de peso molecular
relativamente bajo y, en el caso de la Amberlite XAD-16 de sustancias organicas

de bajo a medio peso molecular (Sigma Aldrich, 2023).

Los extractos estuvieron en contacto con las resinas en diferentes lapsos de
tiempo: 24, 72 y 144 horas. Sin embargo, a las 144 horas de estar las resinas en
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contacto con los extractos y con los blancos resultd que los blancos, tanto con
Amberlite XAD-4 como con Amberlite XAD-16, aumentaron su absorbancia. En
cambio, los blancos con resinas que se midieron a las 24 y a las 72 horas no
variaron en lo absoluto su absorbancia. Esto es sefial de que después de dejar
pasar, por lo menos, mas de 72 horas estando en contacto las resinas con los
extractos estas resinas poliméricas de estireno-divinilbenceno liberan sustancias
de su composicién que hacen que aumente la absorbancia en los blancos y, por
tanto, también en todos los extractos con estas resinas. A causa de esta
problematica, se seleccion6 para comparar entre ellos los extractos con ambas
resinas a las 24 y a las 72 horas de estar expuestas a ellas. Los resultados

obtenidos se hallan en la Fig. 4.7.
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Figura 4.7. Espectros de los extractos fortificados y sin fortificar de todas las muestras (M1, M2

y M3) transcurridas 24 horas y 72 horas con Amberlite XAD-4 (a 'y b) y XAD-16 (cy d).
Comparando los espectros de los extractos sin fortificar de todas las

muestras con ambas resinas (Fig. 4.7) con la Fig. 4.4, correspondiente al

espectro de los extractos de las muestras originales sin haber afiadido ninguna
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resina, se observa como las resinas han adsorbido parte de la materia organica
de los extractos, aungque no toda, ya que los espectros siguen sin ser semejantes
a los espectros propios debidos exclusivamente a los nitratos (Fig. 4.3). Ademas,
la absorbancia disminuye en todo el espectro puesto que la absorbancia debida
a la materia organica de los extractos originales sin resina empieza a aparecer a
unos 400 nm, mientras que la absorbancia de la materia organica en los
extractos con resina (tanto a las 24 como a las 72 horas) aparece a unos 325
nm. Sin embargo, como se puede observar en la Fig. 4.7, la absorbancia de los
extractos en contacto con la resina Amberlite XAD-4 sigue decreciendo de las 24
alas 72 horas. En cambio, con la resina Amberlite XAD-16 este hecho no sucede,
ya que los espectros son idénticos a las 24 horas y a las 72 horas de estar los
extractos en contacto con la resina Amberlite XAD-16. Esto demuestra que la
resina Amberlite XAD-4 presenta una efectividad superior con respecto a la
Amberlite XAD-16 a la hora de adsorber materia organica disuelta proveniente
del compost. Se seleccionan, por tanto, los espectros con Amberlite XAD-4 a las
72 horas de estar en contacto los extractos de las muestras con estas resinas
para realizar un estudio de recuperacion y el célculo final de mg de NO3/kg de

compost tanto a 210 como a 220 nm.

Con el estudio de recuperacién, se valora la capacidad que tiene el
procedimiento realizado para la determinacién de nitratos, hallando para ello el
porcentaje de recuperacion (%R) de cada uno de los extractos de las muestras:

(€r=Co)

a

%R = x 100

e Co = concentracion del extracto original (en ppm).
e Cf = concentracion del extracto fortificado (en ppm).
e Ca= contracion afiadida = 4 ppm de NO3.

e Cf— Co = concentracion recuperada (en ppm).

En la Fig. 4.16 se representan los célculos realizados para la determinacion
de nitratos en compost en todos los casos.
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Figura 4.8. Esquema acerca de los calculos realizados para la determinacion de nitratos en

compost.

Los datos obtenidos del estudio de recuperacion con la resina Amberlite
XAD-4 tras pasar 72 horas se hallan en la Tabla 4.7 y 4.8; y los mg de NO3/kg

de compost de cada una de las muestras en la Tabla 4.9.
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Tabla 4.7. Estudio de recuperacion de los extractos de las muestras tras haber trascurrido 72

horas con la resina Amberlite XAD-4 a 210 nm.

Concentraciéon afiadida Concentracion
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)

Réplica 1 4 3,28 82

Réplica 2 4 2,93 73,50

Réplica 3 4 3,53 88,25

Media (X) 81,25
Desviacion estandar 6,04

(SD)

Concentraciéon afiadida Concentracion
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)
Réplica 1 4 3,58 89,5
Réplica 2 4 2,95 73,75
Réplica 3 4 3,43 85,75
Media (X) 83,00
Desviacion estandar 6,72
(SD)

Concentracién afadida Concentracién
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)
Réplica 1 4 4,12 103,00
Réplica 2 4 3,97 99,25
Réplica 3 4 2,53 63,25
Media (X) 88,5
Desviacion estandar 17,92
(SD)
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Tabla 4.8. Estudio de recuperacion de los extractos de las muestras tras haber trascurrido 72

horas con la resina Amberlite XAD-4 a 220 nm.

Concentracién afadida Concentraciéon
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)
Réplica 1 4 2,95 73,75
Réplica 2 4 2,12 53,00
Réplica 3 4 3,47 86,75
Media (X) 71,17
Desviacion estandar 13,90
(SD)

Concentracién afadida Concentracién
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)
Réplica 1 4 3,42 85,50
Réplica 2 4 2,34 58,50
Réplica 3 4 3,15 78,75
Media (X) 74,25
Desviacion estandar 11,47
(SD)

Concentracion afadida Concentracion
de NO3 (ppm) recuperada de NO3 (ppm)
Réplica 1 4 4,22 105,50
Réplica 2 4 3,81 95,25
Réplica 3 4 3,06 76,50
Media (X) 93,10
Desviacion estandar 12,01
(SD)

Como se aprecia en las Tablas 4.7 y 4.8, la media de los porcentajes de
recuperacion en todos los casos es mayor al 70%, siendo generalmente mayor
a 210 nm. Sin embargo, aunque la media del porcentaje de recuperacion en
todos los casos es aceptable, hay una gran variabilidad entre los porcentajes de
recuperacion entre las réplicas, por lo que la reproducibilidad es bastante baja.
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Los mg de NO3/kg de compost de cada una de las muestras se hallan en la
Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Concentraciones de nitratos de todas las muestras en mg de NO3/kg de compost a
210y a 220 nm.

Longitudes M1 M2 M3
deonda  (mg NOj3/kg compost) (mg NO3 /kg compost) (mg NO3/kg compost)
(nm)
210 6073,00 6742,88 7731,30
220 8838,59 10023,13 11026,58

En la Tabla 4.10 se representan los mg de NO3/kg de compost de cada una

de las muestras hallados con del método de referencia (cromatografia ionica).

Tabla 4.10. Concentraciones de nitratos de todas las muestras en mg de NO3/kg de compost

con el método de referencia

Método de M1 \Y ] M3
referencia (mg NO3 /kg compost)  (mg NO3/kg compost) (mg NO3 /kg compost)
Cromatografia 3861,43 6102,06 4166,08
ionica

Comparando los datos de las Tablas 4.9 y 4.10 se observa como los
resultados a 220 nm son mayores que a 210 nm, y que ninguno de estos
resultados se corresponde con los mg de NO3/kg de compost establecidos por

el método de referencia.

Paredes et al., (2000) establecieron que en un compost maduro formado por
agua residuales de almazara, estiércol de ave y desechos provenientes de la
desmotadora de algodon presentaba 3019 mg de NO3/kg de compost.
Comparando este dato con los resultados de la Tabla 4.10. se observa que los
mg de NO3/kg de compost de todas las muestras, excepto en el caso de M2, se

hallan sobre el mismo orden.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha demostrado que:

- Para la extraccion de nitratos es mas adecuado el KCl como extractante
que el CaSO0Os4, y que las muestras no presentan nitritos.

- El catalizador Niquel-Raney es eficaz en la eliminacion de NO3 pero que,
al presentar los extractos de compost una matriz organica fresca, el
catalizador no solo reduce nitratos, sino que también reduce parte de la
materia organica disuelta, haciendo que el valor obtenido del pardmetro R
no sea adecuado.

- Aunque el procedimiento para determinar el factor empirico R usando el
catalizador Niguel-Raney no ofrece un resultado fiable, éste proporciona
una estimacion relativa acerca de la relacion C/N que presenta el
compost, la cual puede ser relacionada con cantidad la materia organica
gue posee y con la fase en la que el compost se encuentra en el proceso
de compostaje. Es decir, puede emplearse como un indicador de madurez

del compost.

- Las resinas Amberlite XAD consiguen adsorber materia organica en su
superficie, siendo la mas eficiente la Amberlite XAD-4. No obstante, la
cinética con estas resinas es lenta y los resultados obtenidos no son muy

reproducibles.

Se concluye, por todo lo expuesto hasta ahora, que las distintas estrategias
empleadas para eliminar las interferencias producidas por la materia organica
para la determinacion de nitratos por espectroscopia UV no han dado resultados
satisfactorios para desarrollar un meétodo fiable para determinar nitratos por
espectroscopia UV. Por ello, se exponen otros métodos analiticos posibles para
la determinacién de nitratos en compost como son la cromatografia idnica y el

electrodo selectivo de iones nitrato.
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