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Resumen

El presente trabajo tiene como finalidad resumir el avance de la tesis doctoral “Desarrollo de Indicadores Bioquimicos de
Calidad de Suelos del Sudoeste Bonaerense con enmiendas de Residuos y Efluentes Agroindustriales”, la misma se lleva a cabo
dentro del Grupo de Investigacion GEAQB (Grupo de Estudio Ambiente, Quimica y Biologia) en la Universidad Tecnoldgica
Nacional Facultad Regional Bahia Blanca. El objetivo de la tesis es desarrollar indicadores de calidad ambiental para suelos del
sudoeste bonaerense con enmienda de residuos organicos provenientes de la produccién avicola intensiva. Para ello se propuso
comparar los indicadores bioldgicos en suelo con enmienda organica, con y sin tratamiento, en contraste con suelo natural de
forma tal de poder obtener correlaciones que vinculen distintos indicadores, como metodologia de seguimiento y control de la
calidad del suelo, incluyendo actividades enzimaticas, asi como las relaciones entre dichas actividades y los parametros de
control fisico quimicos tipicos. Se muestran los resultados parciales de caracterizacion de suelos, enmiendas, técnicas de
determinacion de parametros bioquimicos y mediciones preliminares.
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Abstract

The purpose of this work is to summarize the progress of the doctoral thesis " Quality Bio-indicators development - Buenos
Aires southwest soil with agroindustrial Wastesamendments, it is carried out within the GEAQB Research Group (Group of
Study Environment, Chemistry and Biology) at the National Technological University Bahia Blanca Regional Faculty. The
objective of the thesis is to develop environmental quality indicators for soils of the southwest of Buenos Aires with amendment
of organic residues from intensive poultry production. It was proposed to compare the biological indicators in soil with organic
amendment, with and without treatment, in contrast to natural soil in a way that was to be able to obtain correlations between
different indicators, such as a methodology for monitoring and control of soil quality, including enzymes activities, as well as
the relationships between these activities and typical physical-chemical control parameters. The partial results of soil
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characterization, amendments, techniques for determining biochemical parameters determination and preliminary measurements
are shown in this work.

Keywords: Enzymes, organic amendment, soil quality indicators

Introduccién

En las dltimas décadas las grandes cantidades de efluentes y excrementos provenientes de animales, generados por los
sectores de produccidn intensiva, representan un potencial riesgo de contaminacion e impacto negativo en el medio ambiente si
no son tratados adecuadamente. Cuando los efluentes y estiércoles son desechados sin tratamiento o tratados de manera
incorrecta, son una fuente de contaminacidn para el aire, el agua y el suelo. Ademas de ser una fuente de contaminacion
microbioldgica para el hombre en particular y para la biota en general. Entre estos residuos se encuentran los guanos del sector
avicola. Una gallina produce 100 gramos de guano por dia, lo que al afio representan unos 36,5 kilogramos de desechos que se
pueden transformar en fertilizantes organicos, dandole valor agregado, y contribuyendo a la aplicacidn de los conceptos de una
“economia circular” (Geissdoerfer M. et al, 2017) La gallinaza y las camas de aves de corral contienen materia organica que
puede convertirse en bioenergia gracias a determinadas tecnologias de proceso. Uno de los métodos mas comunes para el
manejo de los excrementos avicolas es la digestién anaerobia, que produce biogas, una mezcla de gases con diferentes
concentraciones de metano combustible y un digestato estabilizado que puede utilizarse como enmienda organica.

La enmienda de suelos con desechos organicos es uno de los métodos de disposicion final mas econémicos, aungue deben
ser tratados previamente para evitar la contaminacion del medio. Para estos casos, la digestion anaer6bica aplicada a los
residuos organicos es una opcion adecuada de gestion y valorizacion econdmica de la cual puede obtenerse biogas y biosoélidos
del residuo estabilizado. El biogas puede utilizarse para la generacién de energia y los biosélidos se pueden aprovechar como
abonos organicos y mejoradores de suelos. La composicion quimica del producto obtenido luego de la estabilizacion anaerébica
varia en funcién del tipo de materia prima usada y del tiempo de estabilizacion, en general se obtiene un producto organico
estabilizado, de adecuada calidad sanitaria, con buena actividad bioldgica y un contenido de fermentos nitrosos y nitricos, lo
que permite un buen complemento cuando se incorporan estos materiales a suelos de baja calidad (areas marginalmente
productivas).

La calidad del suelo puede definirse como la capacidad funcional del mismo, dentro de los ecosistemas vecinos, de modo
que mantenga la productividad bioldgica, la calidad ambiental y promueva la salud de las plantas y animales. Por lo tanto, no
existe un Unico indicador para determinar la calidad del suelo, debido a la variabilidad de sus propiedades (Doran, 2000). El
conjunto de indicadores deberia mostrar sensibilidad ante cambios que ocurran en un periodo de tiempo corto. Las mediciones
que conformarian un grupo de indicadores, incluyen propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo. Las actividades
enziméticas, destacan por su relacion con el medio tanto bidtico como abiético, con un rol importante en la ecologia
microbiol6gica (Burns et al, 2013). Las enzimas del suelo se clasifican en dos grupos: extracelulares (exoenzimas) e
intracelulares (endoenzimas).

Una variable de calidad de suelo, especialmente para la produccion agricola, es el contenido y calidad de la materia
organica, presentando el inconveniente de que ésta cambia lentamente. Son necesarios muchos afios para que se produzcan
modificaciones medibles en un suelo debidos a cambios en el manejo del mismo (laboreo, rotacion de cultivos, etc.). La
determinacion de la actividad bioldgica medida por la presencia de diferentes exoenzimas en el suelo, es un buen indicador de la
participacion de los microorganismos en los procesos de estabilizacion de la materia organica (Burns et al, 2013).Actualmente
se ha acumulado evidencia de que las propiedades bioldgicas de un suelo son indicadores tempranos de estrés, haciéndolas



idéneas para su uso en los diferentes programas de monitoreo. Los cambios en este tipo de pardmetros proveen una
identificacion temprana de cambios en el estado y calidad del suelo.

Las enzimas intervienen (catalizan) importantes funciones del suelo, tales como el ciclo de nutrientes y descomposicién de
la materia organica y han sido utilizadas en la evaluacion biolégica de la calidad del suelo. Las enzimas mas empleadas a tal fin
estan relacionadas con el ciclo del C, N y P, tales como B-glucosidasa, ureasa y fosfatasa (Gil-Sotres et al., 2005). Dentro de las
enzimas mas estudiadas se encuentran las oxidoreductasas, entre ellas las deshidrogenasas, catalasas y peroxidasas y las
hidrolasas (sobre todo fosfatasas, proteasas y ureasas). Un menor nimero de estudios se ha realizado en los enzimas del tipo
transferasas o liasas. La variacion en la actividad enzimatica estd directamente asociada con la dindmica y la concentracion
poblacional de microorganismos en la capa superior del suelo. La incorporacion de biosélidos a los suelos aumenta la poblacion
de microorganismos en ellos. Las enmiendas orgéanicas incrementan la actividad de las enzimas en el suelo, dado que juegan un
papel fundamental en los procesos de degradacion y evolucion de la materia organica, interviniendo en la mineralizacién y
humificacién de la misma (Negassa W. et al, 2011).

En general, la actividad enzimatica depende de las caracteristicas del suelo y su composicidn. En suelos con poca cantidad
de materia organica la actividad enzimatica depende mas de enzimas intracelulares que serdn mas sensibles a factores
medioambientales que las extracelulares. (Caravaca et al., 2002). Las deshidrogenasas actdan en la degradacion de la materia
orgénica y son indicadores importantes del metabolismo oxidativo y de la actividad microbiana que ocurre en los suelos. Por
esta razon, suelen ser seleccionadas para evaluar en condiciones controladas, el efecto de bioabonos sobre la calidad de los
suelos, estimada en términos del metabolismo oxidativo y su relacion con los cambios que se generan en algunas propiedades
fisicas. La actividad de una sola enzima no puede ser indicativa de la calidad del suelo debido a la especificidad de cada una.

De las enzimas involucradas en el ciclo del C, la B-glucosidasaes la més utilizada en la evaluacion de la calidad de suelos
sujetos a diferentes procedimientos de manejo (practicas culturales). Esta enzima completa el proceso hidrolitico convirtiendo
los fragmentos de celobiosa a glucosa, removiendo glucosa desde los extremos no reductores de pequefios oligosacaridos. La
ureasa es una hidrolasa relacionada con la transformacion del nitrégeno organico a amoniaco, esta involucrada en el ciclo del
nitrégeno. Su presencia en el suelo es de origen microbiano, encontrandose en células vivas y en células que ya han sido
degradadas, en forma libre asociada al humus o a los coloides del suelo. Algunos autores consideran que su correlacion con la
biomasa no es significativa y que es afectada por diversos factores como concentracion de oxigeno, metales pesados y la
disponibilidad de nitrégeno (Nayak D.R. et al, 2007). La mineralizacion de fdsforo organico es llevada a cabo por un grupo de
enzimas conocidas como fosfatasas o fosfohidrolasas que catalizan la hidrdlisis de ésteres y de anhidridos de acido fosférico.
Las mismas son enzimas extracelulares que son liberadas al suelo por microorganismos. Celulasas es el nombre genérico que
recibe un complejo de enzimas capaces de degradar celulosa, un polisacéarido formado por moléculas de glucosa unidas entre si
por enlaces B-1,4. EI complejo enzimatico estd conformado por endo y exo-glucanasas, las cuales hidrolizan los enlaces p-1,4
de la celulosa para producir gluco-oligosacaridos y celobiosa, a partir de celulosa respectivamente (Bayer E.A. et al, 2004). La
actividad de la deshidrogenasa, debido a que es parte integral de los microorganismos, se puede utilizar como un indicador de la
actividad microbiana del suelo. Se localiza principalmente en las membranas plasmaticas de las bacterias o en las membranas
mitocondriales de hongos y refleja la actividad oxidativa total de la biomasa microbiana (Giusquiani P. et al, 1995). La
actividad proteasa es la responsable de la descomposicion progresiva del nitrdgeno que contienen las proteinas hasta obtener el
nitrégeno de aminoacidos, cuyo origen se encuentra en la mayoria de los microorganismos contenidos en él y en residuos
vegetales y de fauna.

El andlisis de las actividades enzimaticas del suelo es una técnica relativamente sencilla y econémica, a pesar de ello, la
variabilidad de los resultados depende de diversos factores naturales y antropogénicos, entre los cuales se encuentran la
localizacién geogréfica, cambios estacionales, propiedades fisico-quimicas y contenido de materia organica, biomasa
microbiana, contenido de arcillas, aplicacién de agroquimicos, contaminacion y el manejo del suelo. Diversos autores proponen
integrar las actividades enzimaticas en un indice que cumpla como minimo las siguientes condiciones: i) reflejar los cambios de



calidad de suelo debido a distintos factores, ii) mostrar baja variabilidad estacional, iii) el nimero de variables elegidas para el
indice debe ser el menor posible y su medida debe ser simple y rapida y iv) las variables elegidas deben estar relacionadas con
procesos bioquimicos o bioldgicos del suelo.

Desarrollo

Materiales y Métodos

El suelo utilizado corresponde a un establecimiento agricola ganadero ubicado en la localidad de Cabildo, partido de Bahia
Blanca (38° 30” S, 62° 50’ O, 152 m.s.n.m.) en el sudoeste bonaerense. El terreno de las experiencias presenta un relieve
suavemente ondulado o casi horizontal y corresponde al tipo de suelo Argiustol tipico (Campafia et al. 2016). Las muestras de
suelo fueron secadas al aire, homogeneizadas y tamizadas con malla de 2 mm.

Para las determinaciones fisico-quimicas se utilizaron los Métodos Normalizados del Standard Methods (SMWW, 1999).Los
resultados fueron los siguientes: CE = 0,3 mS.cm™; MO =29,2 g kg™; C=16,9 g kg™; N =1,1 g kg™; NO3 + NO, = 60 mg kg™,
NH," = 20 mg kg'l; C/N = 16; p real = 2,56 Mg.m’3; p aparente = 1,33 Mg.m’3; arena = 60%; limo = 20 %:; arcilla = 20%:;
capacidad de retencién de agua 35%.

Los ensayos de determinacién de actividad enzimatica se realizaron por triplicado, siguiendo los métodos descriptos en
“Methods in AppliedSoilMicrobiology and Biochemistry”, (Alef et al. 1995). La estimacion de la fosfatasa acida se baso en la
determinacion del p-nitrofenol liberado por la actividad de la enzima cuando el suelo fue incubado con una solucién de p-
nitrofenil fosfato disodico (pH 6,5).La actividad de la proteasa se estimdé mediante la determinacién de los aminoacidos
liberados luego de la incubacion de la muestra en presencia de caseinato de sodio. En el caso de la B-glucosidasa, debido a que
hidroliza el p-nitrop-D-glucopirandsido liberando p-nitrofenol se utilizd el método propuesto por Tabatabai, 1982 / Eivazi y
Tabatabai, 1988.La determinacién de las celulasas totales se basa en la determinacion de los azlcares reductores producidos
luego de la incubacién de la muestra en presencia de celulosa microcristalina (Avicel) como sustrato. La ureasa, cataliza la
hidrolisis de la urea, produciendo CO, y NHs.Por tanto su actividad se estimé mediante la determinacion del NH,4'liberado a
partir del suelo incubado con una solucion de urea. En la medicién de la absorbancia para la determinacién de las actividades
enzimaticas se utiliz6 un espectrofotometro HACH DR 2010.

La biomasa residual utilizada es guano de gallina de una granja de produccion intensiva situada sobre la RN N° 51 en
cercania de la zona de Bahia Blanca, la caracterizacion se realizd para guano fresco y seco mezclado con suelo. Para la
determinacion fisico quimica de pH, MS, MO, CE, CO, Sélidos Volatiles, NTK SS y PO, se utilizaron los Métodos
Normalizados 2540 B, 2540 C, 2540 D, 2540 E, 2540 G y 5220 D del Standard Methods (SMWW, 1999).

Disefio Experimental:

Los ensayos con biosélidos residuales en suelo se llevardn a cabo en macetas, (laboratorio), de forma tal de independizar el
suelo y las enmiendas estudiadas de las condiciones ambientales (temperatura, humedad, etc.) y lograr un ambiente controlado.
Los mismos se realizaran en macetas por triplicado, con 3 dosis de estiércol de gallina con y sin estabilizacién, comparando con
suelo de control sin aplicacion de enmienda, totalizando una cantidad de 21 macetas. Estos ensayos se realizaran en condiciones
de temperatura controlada a 25° C y humedad de suelo equivalente al 50% de la capacidad de campo. Se utilizaran macetas de
PEAD (Polietileno de alta densidad) y se colocara aproximadamente 1 kg de suelo por maceta. La enmienda a utilizar se
aplicara en dosis de lodo equivalentes considerado el aporte de nitrégeno del biosélido y su tasa de mineralizacién que puede
ser de aproximadamente el 40% durante el periodo de ensayo. La cantidad a aplicar por maceta se calcula en funcién del
Nitrégeno del digestato, considerando 3 dosis: baja, media y alta (100 — 250 — 500 kg N/ha). La duracion del ensayo sera de 120
dias y las mismas seran muestreadas a los 0, 60 y 120 dias.



Resultados preliminares

Actividad enzimatica del suelo natural: las enzimas hidroliticas analizadas y los resultados de actividades medias fueron los
siguientes:

- P-glucosidasas: 0.126 pmol p-Nitrophenol g™* h™.
- Ureasas: 0.6882 pmol N-NH4+ g* 2h™

- Proteasas: 0.019 umol tirosina g™ 2h™

- Celulasas: 0.287 pmol de glucosa g* 16h™

- Fosfatasas: 0.5522 umol PNP/ g™ h™

Los valores obtenidos de B-glucosidasas son de igual orden a los publicados por Celis (2011) quién obtuvo actividades
enzimaticas de entre 0.3 y 0.6 umol p-Nitrophenol g-1 h-1 para suelos de control sin enmendar y sin cultivar. Para suelos
degradados Bastida (2008) publicé actividades de 2.3 umol p-Nitrophenol g™ h™.

En el caso de las ureasas, los valores obtenidos son similares a los hallados en suelos por Negassa (2011), quien obtuvo una
actividad de 0.56 pmol N-NH4+ g™ 2h™ con 2.4 g kg™* de N total, mientras que Celis (2011) refiere valores de entre 1y 1.2
pmol N-NH4+ g™ 2h™ para el caso de suelos sin enmendar. El mismo autor ha publicado valores de entre 0.7 y 4.5 pmol PNP/
g™ h™ para la actividad de fosfatasas en el mismo tipo de suelo, mientras que para suelos agricolas de la Regién Pampeana se
han obtenido actividades de hasta 41.15 umol PNP/ g-1 h-1, Fernandez et. al. (2008). La diferencia en este caso podria deberse
a la presencia de un suelo con mayor cantidad de fésforo que el del suelo bajo estudio.

La bibliografia refiere para la actividad de las proteasa valores de entre 4.96 y 0.55 pmol tirosina g*h™ para ensayos
realizados en suelos bajo diversas especies forestales y en distintas estaciones del afio, Defrieri (2008). Los valores
corresponden a sitios con mayor cantidad de nutrientes por lo que la actividad resulta mayor debido a que las proteasas catalizan
las reacciones que degradan proteinas y péptidos liberando aminoacidos.

Bautista Cruz (2014) ha publicado estudios en suelos arcillosos con pH 8.20, 1.37 % COT y 0.11% NTK donde las
actividades de celulasas han arrojado valores de 2.2x10-4 pmol de glucosa g™ 24h™, mientras que Guiwei (2008) obtuvo valores
0.012 umol de glucosa g-1 16h-1 en suelos con pH &cidos y baja cantidad nutrientes, que los resultados obtenidos sean
superiores los publicados deberse a mayor presencia de nutrientes vegetales.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion fisico-quimica de la biomasa residual sin estabilizar, donde GF
corresponde a los resultados para Guano de Gallina Fresco y GS para Guano de Gallina Seco mezclado con suelo

CE ] NTK-SS PO,
[} 0 0, 70
pH nSem MS % MO% CO % SV% | o mg L
GF | 665 8.90 2143 6437 3734 68.01 313 1285
GS | 827 454 70.57 31.89 18.53 38.09 127 160

Tabla 1: caracterizacion fisico quimica de biomasa residual
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