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Resumen

El proposito del trabajo fue determinar el contenido de fésforo total y de fosforo extraible
en agua de una muestra O0sea incinerada de tibia bovina sin médula. En cuanto a la
extraccion del fosforo total, tres digestiones acidas fueron comparadas, es decir, acido
nitrico y acido perclorico, acido clorhidrico y peroxido de hidrogeno, y acido clorhidrico;
la muestra 6sea fue incinerada a 800 °C por 8 horas antes de las digestiones en cuestion.
Relativo al fosforo extraible en agua, dos relaciones hueso:agua fueron contrastadas,
es decir, 1:100 y 1:200. La masa de fosforo total por masa 6sea incinerada seca (DW)
fue de 44,177 + 0,810 % P-0Os (m/m DW); las tres digestiones acidas arrojan valores
pragmaticamente similares. El contenido de fosforo extraible en agua por masa seca del
material 6seo incinerado fue de 0,013 £ 0,001 y 0,040 = 0,001 % P-Os (m/m DW) para
las razones 1:100 y 1:200, respectivamente; la mayor fraccion de fosforo en la relacion
1:200, a pesar de ser la alternativa mas diluida, podria ser resultado de un impacto menor
de este sobre el pH de la mezcla, que podria haber favorecido un mayor desplazamiento
de fosforo al agua. Si la referencia es la masa de fosforo extraible en agua de la razon
1:200, entonces, por cada 100 g de fosforo total contenido en la muestra 6sea incinerada,

solo 0,093 g de éste es fosforo extraible en agua.
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Abstract

The objective of this work was to determine the total phosphorus and the water-extractable
phosphorus content of an incinerated bovine tibia bone sample without marrow. Regarding
the extraction of total phosphorus, three acid digestions were compared, that is nitric acid
and perchloric acid, hydrochloric acid and hydrogen peroxide, and hydrochloric acid. The
bone sample was incinerated at 800 °C for 8 hours before the digestions in question. With
respect to water-extractable phosphorus, two bone:water ratios were contrasted, that is
1:100 and 1:200. The total phosphorus per dry mass of the incinerated bone was 44,177
+ 0,810 % P20s (w/w DW), and the three acid digestions gave pragmatically similar
values. The water-extractable phosphorus content per dry mass of the incinerated bone
material was 0,013 £ 0,001 and 0,040 + 0,001 % P2Os (w/w DW) for the ratios 1:100 and
1:200, respectively. The higher fraction of phosphorus in the 1:200 ratio, despite being
the most diluted alternative, could be the result of a lower impact of this on the pH of the
extracting mix, which could have favored a greater movement of phosphorus to the water.
If the benchmark is the content of water-extractable phosphorus in the ratio 1:200, then
for every 100 g of total phosphorus contained in the incinerated bone sample, only 0.093

g of it is water-extractable phosphorus.

Keywords: bone, bovine, phosphorus, total phosphorus, water-extractable phosphorus.

Introduccion

El fésforo es uno de los nutrimentos elementales para el sustento vegetal [ 1]. Las demandas
de fosforo agricola provienen de la explotacion de los yacimientos de roca fosforica; esto
entraia una actividad minera con perjuicio ambiental [2] [3], asi que, con el objetivo de
promover una economia amigable con el ambiente, resulta adecuado encontrar alternativas
a la roca fosforica entre los residuos organicos de la cadena antrépica de consumo, y los
desperdicios 6seos representan una opcidn en este contexto [4]. El hueso animal deriva
de una matriz de colageno con cristales minerales en su interior, entre los que sobresalen
aquellos de hidroxiapatita, que son ricos en fosforo [5]. El fosforo en la hidroxiapatita es
recalcitrante, es decir, fuertemente enlazado al mineral; a mas recalcitrante sea el fosforo,
mas dificil serd su extraccion para su posterior medicion o uso [4]. Para liberar el fosforo
total (FT) de esta matriz, la muestra puede exponerse a 4cidos en presencia o ausencia de
agentes oxidantes; diferentes dcidos y agentes oxidantes pueden evaluarse para identificar
aquella combinacion que mejor extraccion ofrece [6] [7]. Ahora, no basta medir el FT
de una enmienda agricola, sino que debe determinarse también su contenido de fosforo

biodisponible (FB), es decir, la fraccion del FT que es asimilable por la vegetacion
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circundante [8]. Para medir FB, primero, la muestra debe someterse a una extraccion con
algun agente inerte que separe el fosforo 1abil o pobremente adsorbido de la matriz de la
muestra [8] [9]; autores han sugerido distintos agentes de extraccion, pero el agua es el

disolvente por excelencia en la naturaleza y aquel usado en las actividades agricolas [10].

El proposito del trabajo es medir el contenido de FT y de FB de una muestra de tibia
bovina incinerada sin médula para proveer el % FB (m/m FT) de ésta; esto permite
ratificar si el resto organico en cuestion es realmente una fuente recalcitrante de fosforo
en comparacion a otros abonos rutinariamente usados en la agricultura organica. Al
mismo tiempo, el estudio busca comparar la eficacia de tres tratamientos acidos para
la digestion de la muestra 6sea, asi como de dos radios hueso : agua para la extraccion
de FB; en concreto, digestion con acido perclorico y predigestion con acido nitrico, con
acido clorhidrico, y con acido clorhidrico junto a peroxido de hidrogeno, y los radios

1:100 y 1:200, respectivamente.

Metodologia
Digestion de material dseo

Todos los tratamientos partieron de una masa de 200 mg de muestra dsea bovina incinerada
sin médula cernida (< 100 um) (OIM); ésta fue obtenida tras una incineracion a 800
°C por 8 h del hueso fresco y limpio de restos de médula. Para la digestion con acido
perclérico, un volumen de 3 ml de HNOs 65 — 70 % (m/m) fue afiadido a la muestra para
luego calentar a 150 °C por 20 min; procedio la adicion de 4 ml de HCIO4 60 % (m/m) y
un calentamiento a 90 °C por 40 min. La digestién con acido clorhidrico y peroxido de
hidrogeno involucré el agregado de 4, 3 y 3 mL de HC1 6 M, H20230 % (m/m) y HC1 6 M,
respectivamente, en el antedicho orden; continu6 un calentamiento a 150 °C por 20 min.
Finalmente, el tratamiento con acido clorhidrico entrafié el uso de 7 ml HC1 6 M y una
digestion a 150 °C por 20 min. Para todos los casos, la muestra ya digerida fue aforada a

50 ml con agua destilada.
Extraccion de fosforo soluble en agua

El fosforo extraible en agua o FB de la muestra dsea en cuestion fue obtenido con base en
el método descrito por Kleinman et al. [10] con algunas modificaciones. Concretamente,
una masa fresca de OIM equivalente a 5,0 g de OIM seca fue introducida en un matraz
de capacidad 500 mL, y agua suficiente fue agregado hasta completar los 500 mL (1:100,
m/v); prosiguié una agitacion por 1 h con agitador magnético, una centrifugacion a

4000 rpm por 10 min y, por ultimo, un filtrado por papel Whatman® 42. Lo anterior fue
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replicado con una masa fresca de OIM equivalente a 2,5 g de MOI seca (1 : 200, m/v).
Determinacion de fosforo

El FT fue determinado por el método amarillo de metavanadato segiin Kuo [9]; la curva
de calibracion entrafio nueve puntos, es decir, 0, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 y 450
ug pg P/L. El FB fue mesurado por el método acido ascorbico con base en Baird et al.
[11]; 1a curva de calibracion involucr6 una curva de calibracion con seis puntos, es decir,
0, 5,10, 15,20y 25 ug P/L.

Analisis estadistico

Los diferentes tratamientos fueron comparados con pruebas de suma de rango de Wilcoxon;

los andlisis fueron emprendidos en R v4.3.0 [12].

Resultados y discusion

El contenido de FT de la muestra 6sea incinerada para cada una de las digestiones acidas
evaluadas es reflejado en la Tabla 1. Algunos autores sefialan al 4cido perclorico como
uno de los mejores agentes de digestion por su poder acidificante y oxidante [7] [9]; en
este sentido, la estimacion inicial fue que la digestion del sustrato dseo con el tratamiento
HNOs / HCIO4 daria los valores més altos de FT, pero fue el de HCI el que condujo a
los mejores resultados. Ahora, a pesar de que los ensayos HNOs / HCIO4 y HCI fueron
estadisticamente distintos, desde una Optica practica, los tres tratamientos evaluados
condujeron a resultados similares; en este sentido, los laboratorios podrian hacer uso
de aquella opcion que mejor se ajuste a sus exigencias. Por ultimo, en el proceso de
incineracion fue obtenida una masa promedio de 70 g de hueso incinerado por cada 100
g de hueso seco introducido, por lo tanto, la media para todos los registros de FT (n = 60)
fue de 44,177 + 0,810 % P2Os (m/m DW) por masa incinerada o 30,924 £ 0,567 % P20s
por masa deshidratada; el contenido promedio de foésforo en hueso seco no incinerado
es de 26,121 + 11,915 % P20Os segun Moller et al. [4], por consiguiente, los resultados

obtenidos entran dentro de lo registrado en la literatura.

Tabla 1: Contenido de fosforo total en tibia bovina incinerada.

Tratamiento N % P (m/m DW)" % P,0, (m/m DW)"
HCIO,/HNO, 24 19,172 £0,400 ® 43,930 £ 0,916*
HCI/H,0O, 12 19,202 +0,183 #® 43,999 + 0,420 2°
HCI 24 19,427 +0,327° 44,514 + 0,748 °

* Masa de fosforo por cada 100 g de hueso incinerado, molido y seco (DW). Letras diferentes en una misma
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columna, tratamientos distintos seguin la prueba de suma de rangos de Wilcoxon.

La Tabla 2 resume el contenido de FB de la muestra 6sea incinerada en cuestion. La
relacion 1:200 (m/v) concluyd en un contenido de FB estadisticamente mayor que aquel
registrado para 1:100. La hidroxiapatita contiene iones hidroxido [13], y el fosforo reduce
su solubilidad en entornos alcalinos cuando estd acomplejado con minerales de calcio
[8]; en este sentido, el mayor contenido de muestra 6sea en el tratamiento 1:100 pudo
haber desempefiado un efecto alcalinizante en la mezcla acuosa, y, en consecuencia,
haber reducido el desplazamiento de fosforo desde la muestra al agua. La resolucion de
lo anterior no fue objetivo especifico del presente trabajo, no obstante, trabajo futuro sera
realizado para dilucidar si esta observacion es resultado de un cambio de pH de la mixtura

de extraccion.

Tabla 2. Fosforo extraible en agua en tibia bovina incinerada.

Extraccion N % P(m/mDW)" % P,O_(m/m DW)"
1:100 18 0,006 0,001 ® 0,013 £0,001¢
1:200 18 0,018 0,001 ° 0,040 £0,001°

* Masa de fosforo por cada 100 g de hueso incinerado, molido y seco (DW). Letras diferentes en una misma

columna, tratamientos distintos segun la prueba de suma de rangos de Wilcoxon.

Cuando el contenido FB de la relacion 1:200 es considerado, el % FB es igual a 0,091
% (m/m FT), es decir, por cada 100 g de FT del hueso incinerado evaluado, tan solo
0,091 g son FB. Este ultimo valor es bajo en comparacion con el de otras enmiendas
organicas; por ejemplo, un compost de estiércol de vaca y otro de gallinaza dieron % FB
de 14,71 % y 23,37 %, respectivamente [14], en cambio, residuos de cama para gallinas
de engorde dieron valores de 11 — 22 % [15]. Expuesto lo anterior, la evidencia apunta a
que la muestra 6sea incinerada evaluada, en efecto, es una fuente recalcitrante de fosforo;
éste es rico en FT, pero la vegetacion circundante tendria acceso dificil a este nutriente.
Futura investigacion serd emprendida en miras de evaluar la posibilidad de aumentar la
fraccion FB de hueso incinerado; el empleo de bacterias solubilizadoras de fosfato, que
estan descritas como microorganismos capaces de solubilizar formas recalcitrantes de

fosforo [16], podria resultar una via viable para este objetivo.

Conclusiones

La muestra de tibia bovina incinerada (sin médula) present6 una alta concentracion

total de fosforo, y los métodos de digestion 4cida evaluados muestran una equivalencia
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practica en cuanto al contenido determinado de fésforo total. En contraste, el fosforo
extraible en agua fue muy bajo, incluso en relaciones de dilucion relativamente altas. En
consecuencia, esta muestra puede clasificarse como una fuente de foésforo recalcitrante, de

dificil solubilizacion o disponibilizacion bajo condiciones acuosas estandares evaluadas.
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sustainable agriculture, and ecological restoration. Notably, he initiated the recovery of abandoned
soils within IVIC, where he implemented organic coffee cultivation that was recognized among
the 60 best varieties in Venezuela. His work has been instrumental in promoting the identity and
excellence of coffee from Miranda state, earning recognition for his contribution to regional coffee

development.
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