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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO (Debe
exponerse la actividad desarrollada, técnicas empleadas, métodos, etc. en dos carillas
como maximo, en letra arial 12, a simple espacio

e “Valorizacion del residuo pelo mediante procesos de compostaje y vermicompostaje
utilizando la especie Eisenia foetida”

e Determinaciones: pH, Conductividad Eléctrica (CE), Concentracion de Amonio
Soluble (Método de la urea modificado), materia organica (MO), Concentracion
de proteinas (Bradford), Acidos humicos (relacion de absorbancias 472 nm/664
nm).

e Muestras analizadas: 1/8, 8/8, 15/8, 29/9, 7/11 y 9/12.

En el transcurso de este periodo continuamos con el analisis de los parametros necesarios
para lograr la degradacién bioldgica del residuo pelo a escala de laboratorio y de este modo
poner a punto una técnica de compostaje que permita transformar el residuo pelo de
curtiembre en una enmienda con distintas aplicaciones. Las determinaciones se realizaron en
las mezclas de las distintas combinaciones de este residuo (RP) (lavado y secado), con
estiércol de conejo (E) y restos vegetales (V) [hojas de roble (Quercus pubescens) y alamo
(Populus alba)] almacenadas en unidades compostadoras de 44 dm?® durante 36 semanas con
volteos e hidratacién periddicos. Con muestras extraidas a distintos tiempos se prepararon
extractos acuosos con una proporcion 1:4 (mezcla-agua bidestilada). Se determinaron pH,
conductividad eléctrica (CE), concentraciéon de amonio soluble (método de la urea modificado),
concentracion de proteinas solubles (método de Bradford), materia organica (MO) (combustién
seca a 430°C) y la relacion de absorbancias a 280 nm, 472 nm y 664 nm de los acidos
humicos previa extraccion con NaOH 1 M en condiciones reductoras de las Muestras: 1/8, 8/8,
15/8, 29/9, 7/11 y 9/12.

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 1, 2 y 3 .Es posible concluir que a lo largo
de todo el proceso el pH se mantuvo entre 6-8; la CE entre 4 mS/cm y 15 mS/cm; la maxima
concentracion de proteinas (576 ug/ml) se dio en el dia 21 en la mezcla 1:6 RP, 1/6 V'y 1/6 E;
la produccidon de amonio alcanzé valores elevados durante todo el proceso (entre 400 y 4000
ppm); MO entre 75-80%; la relacion de absorbancias a 472 nm/664 nm indicé un buen proceso
de humificacién en la mezcla (M4) con 2/3 partes de RP, 1/6 E, 1/6 V. A su vez la CE elevada
restringe el uso como enmienda organica a pesar de haber logrado la humificacion en la M4.

e Preparacion de muestras para Microscopia Electrénica de Barrido

Al mismo tiempo con el propdsito de observar los cambios morfolégicos generados después de
60 dias de compostar el pelo bovino con hojas y estiércol de conejo, se prepararon muestras
de esta mezcla segun el siguiente protocolo: Porciones de mezcla compuesta en su mayoria
por hojas (3 x 3mm) se colocaron dentro de tubos Eppendorf para ser deshidratadas, dentro
del mismo recipiente se enjuagaron bajo agitacion con tres cambios de 15 min en etanol (50 %
y 70 %); el dia de la observacién microscopica se realizé un ultimo cambio en etanol 100 %.
Completado el procedimiento, el material fue montado bajo lupa y metalizado para la
observacion y fotografiado con Microscopio Electronico de Barrido Jeol 6360 LV del Servicio de
Microscopia Electronica, Museo de La Plata. Fue posible observar la adherencia del pelo a la



superficie de la hoja (Fig. 1a) y la ruptura y separacion de las capas que lo rodean en la
semana 30 de incubaciéon (Fig. 1b). Se adjuntan fotos del pelo recogido de depilado de
curtiembre lavado y secado antes de incorporase a la mezcla (Fig. 2 a y b).

Figura 1.Pelos incubados 60 dias con hoja. a. Lupa estereoscopca 10X b. MEB 600X.



Figura 2. Pelo lavado y secado sin tratar. a. Lupa estereoscoépica 4X .b MEB 850X



Tabla 1: Caracterizacion del compostaje de mezclas de residuo pelo vacuno (P), estiércol de conejo (E) y
hojas (V) al 01/agosto/2014 y 08/agosto/2014. Determinaciones: pH, Conductividad Eléctrica (CE),
Concentracion de Amonio Soluble (Método de la urea modificado), Concentracion de proteinas (Bradford),
Acidos humicos (relacién de absorbancias 472 nm/664 nm).

Ac.
Muestra %MO pH CE NH, Prot Hdmicos
1/8/14 ppm pg/mi A 4720664
(PYEXV)
1 1/6-1/6-1/6 | 77.7 7 7,56 646,25 | 172,48 | 6,02
2 1/6-2/3-1/6 | 78,25 7,5 8,01 428,25 | 139,16 | 5,10
3 1/6-1/6-2/3 | 81 9 7,3 635 270,83 | 1,55
4 2/3-1/6-1/6 | 79.35 9 12,95 6545 144,16 | 4,26
Ac.
Muestra CE NH,4 Prot Humicos
8/8/14 pH ppm pg/mi A 472664
(PYE)V) %MO
1 76.5 7,5 5,54 323,75 | 395,83 | 5,00
1/6-1/6-1/6
2 1/6-2/3-1/6 | 78,8 8 8,01 316 2275 | 5,39
3 1/6-1/6-2/3 | 81 9 7,3 348,75 | 129,16 | 6,69
4 2/3-1/6-1/6 | 79,35 9 12,95 | 363,75 | 76,75 | 7,02




Muestra )

%MO | pH | CEm NH, Prot Ac. Hamicos
15/8/14 S ppm pg/ml A 472/664
1 7785 |8 7,46 3118,75 | 576,75 | 6,14
2 77 7 7,98 2350 474,07 | 5,60
3 79,3 7,5 | 4,68 2856 269,01 | 8,49
4 82,8 8 7,11 2312,5 357,45 | 6,75
Muestra %MO pH CEmS Prot Ac.
29-9-14 NH,4 pg/ml Humicos

ppm A472/664

1 76,25 75 10,59 3000 399,55 | 4,89
2 83.9 7,5 10,3 3681,25 | 264,47 | 5,37
3 75,75 8 6,34 3681,25 | 47,145 | 7,62
4 77.3 7 9,17 3850 135,52 | 6,87

Tabla 2: Caracterizacion del compostaje de mezclas de residuo pelo vacuno (P), estiércol de conejo (E) y
hojas (V) al 15/agosto/2014 y 29/setiembre/2014. Determinaciones: pH, Conductividad Eléctrica (CE),
Concentracion de Amonio Soluble (Método de la urea modificado), Concentracién de proteinas (Bradford),
Acidos humicos (relacién de absorbancias 472 nm/ 664 nm).



Tabla 3: Caracterizacion del compostaje de mezclas de residuo pelo vacuno (P), estiércol de conejo (E) y
hojas (V) al 07/noviembre/2014 y 09/diciembre/2014. Determinaciones: pH, Conductividad Eléctrica (CE),
Concentracion de Amonio Soluble (Método de la urea modificado), Concentracion de proteinas (Bradford),

Acidos humicos (relacién de absorbancias 472 nm/ 664 nm).

Muestra %MO pH | CEmS NH4 ppm Prot, Ac. Humicos
7-11-14 pg/ml
A 472/664
1 70.3 7 15.03 2968,75 38,75 7,40
2 71.8 7 12.32 2700 92,79 5,74
3 74.3 7 5.73 2862,5 ND 5,44
4 75.9 7 13,80 2831,25 16,75 6,38
Muestra %MO pH | CEmS NH4 Prot, Ac. Humicos
9-12-14 pg/ml
A 4720864
1 69.7 7 8.54 2543,75 ND 5,29
2 71.2 7 9.31 4368,75 ND 5,8
3 75 8 7.69 3493,75 ND 6,12
4 72.7 6 11.60 2612,5 ND 4.9
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e Empleo de preparados enzimaticos como agentes depilantes

Continuando con lo realizado en la etapa anterior con el objetivo de confinar la actividad proteolitica de las
enzimas a la epidermis, foliculo piloso/pelo y membrana basal para ocasionar una completa remocién de
estos componentes, en este periodo se procesaron muestras recolectadas al finalizar cada una de los
pretratamientos aplicados del lado pelo sobre trozos de 9 cm de diametro de piel bovino (fresca y
conservada en sal) colocados sobre placa de petri de modo tal de permitir el contacto con el lado pelo de
los siguientes reactivos:

Durante 2 horas:1) Sulfito de sodio 0,123 g/100 ml (1,23 g/l) y 2) Tensioactivo Isogras AN 1%. 3) En una
tercera muestra en la primera etapa se le agregé solucion de sulfito de sodio igual a (1) durante 2 horas, a
continuacion se extrajo esta solucion con pipeta de plastico descartable y se cubridé con 20 ml de enzima
comercial “purga enzimatica R2-48582” (0,5 g/I) durante 3 horas.

Se utilizé6 como control (4) piel cubierta con 20 ml de buffer bicarbonato durante 5 horas. Las diluciones se
realizaron con buffer bicarbonato 3 g/l pH 8,5.

A continuacién las pieles se sumergieron en fulones de 5 litros en los que se sometieron durante 24 horas
a las etapas de “Remojo” utilizando tensioactivo Azymol 6SE (Pellital SA, Argentina) y biocida y “Depilado”
con sulfuro de sodio y cal hidratada.

Al finalizar las etapas mencionadas las muestras fueron fijadas en formol 10 % y siguieron los pasos de
procesamiento de tejidos para su observacion con microscopia optica: deshidratacién progresiva en
alcoholes 70, 96 y 100 % e infiltracidén en parafina, cortes de 6 pm de espesor, y coloracion de
hematoxilina eosina (Figura 3).

A su vez fue analizado el preparado enzimatico comercial (R2- 48582) aplicado durante el pretratamiento
anterior a las etapas de remojo y depilado:

Se lo disolvié al 5 % (p/v) en buffer NaCO3;H 0,035 M (3 g/l) y se determinaron la concentracién proteica
(Método de Bradford) y la actividad caseinolitica utilizando como sustrato azocaseina (sulphamide
azocasein, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

El protocolo para la determinacién fue el siguiente: 150 ul de soluciéon enzimatica se incubaron durante 30
min con 250 pl de una solucién de azocaseina al 1% en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 9 a 37°C. La reaccion se
detuvo por el agregado de 1 ml de TCA (acido tricloroacético) al 10 % (p/v) y posterior centrifugacion a
3000 g, 15 min. Luego a 0,9 ml del sobrenadante se le agregd 1 ml de NaOH, se agité y se midi6 a 440
nm. Para el blanco de enzima, se la inactivé por calentamiento a 100°C durante 5 min. Se definié la unidad
de actividad enzimatica (U,,,) como la cantidad de enzima que en las condiciones de reaccion produjo un
incremento de 0,1 Abs a 440 nm por min.

Los valores encontrados fueron: conc. prot.: 0,083 ug/ml; act. azocas.: 0,28 U
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Figura 3. Microscopia optica de piel bovina.
Hematoxilina Eosina.

a. Piel salada después del remojo pretratada con
buffer bicarbonato 10X. La flecha sefala los
estratos de la epidermis.

b. Piel fresca pretratada con tensioactivo y
depilada con sulfuro de sodio 4X. La flecha senala
los foliculos pilosos sin pelo.
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