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ABSTRACT

Cellulose is the most abundant vegetable organic
compound, being derived mainly from plant residues.
The decomposition of sugar-cane (Saccharum
officinarum L.) straw was studied in a period up to 90
days, through variables related to the carbon cycle,
such as respiratory activity and CM-cellulase (CM,
cellulose microcrystalline) and CMC-cellulase (CMC,
carboxymethylcellulose) activities. The treatments
consisted of 0, 0.5 and 1.0% of straw, in the presence
and absence of vinasse (a sugar-cane alcohol industry
byproduct) and nitrogen fertilizer. The respiratory and
cellulase activities increased up to the 14™ day of
incubation and later decreased. The respiratory activity
was 1.9 and 2.3 fold larger (P < 0.05) in the soil with
0.5 and 1.0% of straw added, respectively, in relation
to the control. CM- and CMC- cellulase activities also
increased from 1.8 to 2.9 and from 2.3 to 2.7 fold,
respectively. The vinasse addition enhanced CO,
production and CM-cellulase activity, however, no
significant effect was observed on CMC-cellulase
activity. The addition of N reduced both respiratory
and cellulase activities. The decomposition of the
sugar-cane straw may enhance soil nutrient cycling
increasing agricultural production.
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RESUMEN

La celulosa es el compuesto organico vegetal mas
abundante, derivandose principalmente de los residuos
de las plantas. La descomposicion de la paja de cafia
de azucar (Saccharum officinarum L.) fue estudiada
en un periodo de hasta 90 dias a través de variables
relacionadas con el ciclo del carbono, como la actividad
respiratoria y las actividades de la CM-celulasa (CM,
celulosamicrocristalina) y dela CMC-celulasa (CMC,
carboximetilcelulosa). Los tratamientos consistieron
en la adicion de 0; 0,5 y 1,0% de paja, en la presencia
y ausencia de vifaza (residuo de las destilerias de
produccion de alcohol de cafia de azlicar) y fertilizante
nitrogenado. Las actividades respiratorias y de las
celulasas aumentaron hasta el dia 14 de incubacién y
después disminuyeron. La actividad respiratoria fue
1,9y 2,3 veces mayor (P <0,05) en el suelo adicionado
con 0,5y 1,0% de paja, respectivamente, con relacion
al control. Las actividades de la CM-celulasa y de la
CMC-celulasa también aumentaron de 1,8 a 2,9 veces
y de 2,3 a 2,7 veces, respectivamente. La adicion de
viflaza estimulé la produccion de CO, y laactividad de
la CM-celulasa, sin embargo, no se observo ningin
efecto significativo sobre la actividad de la CMC-
celulasa. La adicién de N redujo tanto la actividad
respiratoria como las actividades de las celulasas. La
descomposicion de la paja de cafa de azicar debe
aumentar el reciclaje de los nutrientes del suelo,
aumentando la produccion agricola.

Palabras clave: paja de cafia de azlcar, actividad res-
piratoria, CM-celulasa, CMC-celulasa, mineralizacion.
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INTRODUCCION

Brasil posee una area cultivada con cafia de azticar
(Saccharum officinarum L.) mayor de 5,4 millones
de hectareas (IBGE, 2004). Ultimamente, la cosecha
de la cafia se realiza sin quema (Mendonza et al.,
2000), permaneciendo una cobertura vegetal en el
suelo, la pajada. En el Estado de Sao Paulo, Brasil,
la cantidad de pajada después del corte de la cafia
vario de 13 a29 tha! de materia seca (Oliveira et al,
1999). La descomposicion de la paja depende de la
accion de los microorganismos, que son los
principales responsables de la mineralizacion y
reciclaje de los nutrientes en el suelo (Powlson et
al., 1987).

Debido a la gran cantidad de lignocelulosa
(aproximadamente el 60% de la materia seca), es
importante conocer el proceso de degradacion de la
paja, porque las reacciones implicadas proporcionan
carbono rapidamente disponible para el crecimiento
de microorganismos del suelo (Deng y Tabatabai,
1994). La comunidad de microorganismos
celuloliticos en el suelo es bastante grande, por
consiguiente, es de esperar una actividad sig-
nificativa en la descomposicion de los materiales
celulosicos. En suelos con diferentes cultivos,
fuentes de fosforo y de encalado, el nimero de
bacterias y de hongos celuloliticos fue de 80 y 38%
del total, respectivamente (Sanomiya y Nahas,
2003).

La degradacion completa de la celulosa depende de
un sistema complejo de enzimas, constituido por
endo- y exo-glucanasas y B-glucosidasa, sin em-
bargo, no todos los microorganismos secretan todas
las celulasas (Béguin y Aubert, 2000). Una baja
velocidad de descomposicion se ha atribuido a la
deficiencia de N y a la presencia de constituyentes
recalcitrantes en los vegetales. Materiales pobres
en N como la paja de maiz (Zea mays L.) mostraron
bajavelocidad de degradacion (Recousetal., 1995).
La paja de la cafia de azucar de la variedad SP 71-
616338 contiene 38% de carbono y 0,5% de
nitrogeno (Abramo Filho, 1995). Por eso se adiciona
fertilizante nitrogenado para aumentar la velocidad
de descomposicion de la pajada.

La vinaza, residuo de la industria alcoholera, es
aplicada en los cultivos de la cafia de azucar,
principalmente porque constituye una fuente de
potasio y otros nutrientes para el propio cultivo,

ademas de proporcionar carbohidratos rapidamente
asimilables, favoreciendo el crecimiento microbiano
(Nahasetal., 1990). Hay pocos estudios relacionados
con la actividad microbiana de degradacion de la
paja en periodos cortos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la descomposicion de la paja de la cafia
de azucar en suelo adicionado con vifiaza y
fertilizante nitrogenado, a través de la medicion de
la actividad respiratoria microbiana y de las
actividades de las celulasas.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suelo se recogieron de un Nitossolo
(Alfisol) en el campus de la Facultad Ciéncias
Agrériasy Veterinarias de Jaboticabal, Universidad
Estadual Paulista, Sdo Paulo, Brasil, en 2002, a una
profundidad de 0-20 cm, se secaron y tamizaron (2
mm). Las caracteristicas del suelo eran: materia
organica (MO) = 4,6%; P Melich = 53 pg mL"'; pH
en CaCl, = 5,2 ; cationes de intercambio en mmol_
dm?3; Ca* = 51; Mg* = 30; K" = 10,5; H+AI** = 38;
arena = 22%; arcilla = 48% y limo = 30%.

Los tratamientos consistieron en la adicion de tres
concentraciones de paja de cafla de azucar
(Saccharum officinarum L.), (0,0; 0,5y 1,0% peso/
peso00,0; 12 y 24 tha') en la presencia y ausencia
de vihaza y de fertilizante nitrogenado. La paja se
recolectd de la superficie del suelo de un area de
cosecha sin quema de la cana de azucar de la
variedad RB 855536. La paja se transport6 al labo-
ratorio, se lavo, secod (60° C por 18 h), triturd
finamente (< I mm) y mezclé uniformemente con el
suelo. La vifiaza se obtuvo de la Usina Sao Francis-
co (Sao Paulo, Brasil). La vifiaza es un residuo de
las destilerias de produccion de alcohol de cafia de
azucary presenta la siguiente composicion (mg mL™):
azucares totales 14,71; azucares reductores 10,15;
solidos totales 38,10; solidos solubles 31,72; nitro-
geno total 0,53; fosfato soluble 0,04; ceniza 6,40;
acidez 36,90 y pH 4,2 (Nahas et al., 1990). El
fertilizante nitrogenado se aplicd en una cantidad
de 60 kg N ha™' en la forma de solucion de NH,NO.,.

En frascos de 2500 mL se colocaron 200 g de suelo
seco, a los que se afiadid o no la paja, la vinaza y el
nitrégeno. La viiaza, el agua para humedecer el
suelo y la soluciéon de nitrégeno se aplicaron en
cantidades necesarias para obtener un 60% de la
capacidad de retencion de agua del suelo, y luego se
mezclaron con el suelo. La cantidad de viflaza
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correspondi6 a 344 m® ha'!. Los frascos se incuba-
ron en estufa microbioldgica hasta 90 dias a 30°C.
La actividad respiratoria microbiana se determiné
segun Mamilov y Dilly (2002). Muestras de 15 g de
suelo humedo se retiraron periddicamente (Cuadro
1) de los frascos para la determinacion de la activi-
dad de las enzimas.

Las actividades de la CM-celulasa (CM, celulosa
microcristalina) y de la CMC-celulasa (CMC,
carboximetilcelulosa; endoglucanase, EC 3.2.1.4)
se determinaron por el método de Kanazawa y
Miyashita (1986). Los azucares reductores se deter-
minaron por el método de Somogyi-Nelson. Para
ambas enzimas, una unidad de actividad enzimatica
se defini6 como la cantidad de enzima que produjo
1 g glucosa4 h' 50°C!. Laactividad enzimatica se
expresé en Ug glucosa g! de suelo seco.

Se utiliz6é un disefio completamente aleatorizado,
en factorial 3 x 2 x 2, con tres concentraciones de
paja, dos de viflaza (sin y con) y dos de nitrogeno
(sin y con), totalizando doce tratamientos con tres
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repeticiones. Los datos se analizaron a través del
programa SAS (SAS Institute, 1990). Cuando F fue
significativa, se utiliz6 la prueba de Tukey (P <
0,05) para la comparacién de las medias. Las acti-
vidades enzimaticas se transformaron en log (x+1)
en que x = g glucosa g! de suelo seco para norma-
lizar larespuesta y homogeneizar las variaciones de
los grupos experimentales. Se realizo6 el analisis de
correlacion simple para evaluar las relaciones entre
las variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Laadicionde 0,5% (Figura 1B)y 1,0% (Figura 1C)
de paja aument9 la produccién de CO,en 1,9y 2,3
veces (Cuadro 1), respectivamente, en compara-
cion con el control (Figura 1A). El aumento de la
produccion de CO, puede ser considerado como el
resultado de la mineralizacién de la paja debido al
aumento de la actividad microbiana. Boopathy et
al. (2001) reportaron un aumento del numero de
bacterias y hongos celuloliticos en suelo adiciona-
do con paja de cafla de azticar. Entry et al. (1987)

Cuadro 1. Actividad respiratoria y de las enzimas CM-celulasa (CM, celulosa microcristalina) y CMC-
celulasa (CMC, carboximetilcelulosa) en suelo adicionado con paja, vifiaza y fertilizante nitrogenado.

Table 1. Respiratory activity, CM-cellulase (CM, cellulose microcrystalline) and CMC-cellulase (CMC,
carboxymethylcellulose) activities of the soil with straw, vinasse and nitrogen fertilizer added.

Dias Actividad respiratoria CM-celulasa CMC-celulasa
(mg CO, g'!suelo seco) (ug glucosa g! suelo seco) (ug glucosa g suelo seco)
0 Nd 7,378 d 15,920 b
3 109,358 a Nd Nd
7 79,231 cd 52,105 b 209,548 a
10 46,284 ¢ Nd Nd
14 62,422 f 58,539 a 142,606 a
21 83,153 bc 0,198 ¢ 134,616 a
28 85,914 b 17,236 ¢ 121,039 a
35 69,083 ¢ Nd Nd
42 48,029 g Nd Nd
60 76,996 d 6,499 d 129,751 a
90 67,110 ¢ Nd Nd
Paja (%)
0,0 38,558 ¢ 12,361 ¢ 62,331 ¢
0,5 71,887 b 22,655 b 145,760 a
1,0 87,987 a 35961 a 168,648 b
Vinaza
Con 77,018 a 26,354 a 120,748 a
Sin 55,270 b 20,965 b 130,412 a
Nitrégeno
Con 64,339 b 21,084 b 118,901 b
Sin 67,949 a 26,234 a 132,259 a

Medias seguidas por las mismas letras en la columna, no son diferentes entre si segtin prueba de Tukey (P <0,05).

Nd: no detectado.
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Figura 1. Actividad respiratoria del suelo adicionado con (A) 0,0 %, (B) 0,5 % y (C) 1,0 % de paja de cana
de azicar (Saccharum officinarum L.). ¥ Con vifiaza, con N; B Con vifiaza, sin N; A Sin vifiaza, con N;

x Sin viiiaza, sin N.

Figure 1. Respiratory activity of the soil with (A) 0,0 %, (B) 0,5 % y (C) 1,0 % of sugar cane (Saccharum
officinarum L.) straw added. € With vinasse, with N; B With vinasse, without N; A Without vinasse, with

N; x Without vinasse, without N.

relacionaron el aumento de la degradacion de la
celulosa con el aumento de la biomasa microbiana.
Cuando la vifiaza fue agregada al suelo, la produc-
cion de CO, fue un 39% mayor (Figura 1, Cuadro 1)
en relacion al control sin vifiaza. Este resultado se
debid, probablemente, al aumento de la actividad
microbiana por la contribucion de la fuente de carbo-
no disponible aportada por la viflaza (Nahas et al.,
1990), favoreciendo el metabolismo microbiano.

Cuando se afiadi6 N al suelo (Cuadro 1), la activi-
dad respiratoria microbiana se redujo en un 6% (P <

0,05) en relacion al control (Figura 1 A, B, C). Por
otra parte, Mamilov y Dilly (2002) verificaron un
aumento del 150% en la actividad respiratoria, 10
dias después de la incorporacion de N en un suelo
con paja de avena (Avena sativa L.). La adicién de
nutrientes limitantes al crecimiento microbiano,
como es el N, generalmente promueve la
mineralizacion de laMO debido ala disminucion de
la relacion C/N. Sin embargo, dependiendo del
estadio en que se encuentra la descomposicion y del
estatus del N en el suelo, la adicién de N puede tener
un efecto estimulante o supresor de la actividad

93
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microbiana. Con la adicion de N al suelo, Sampaio
y Salcedo (1982) verificaron una reduccién en la
liberacién de CO,, tanto procedente de la
mineralizacion de la paja de maiz (Zea mays L.)
agregada al suelo como el del suelo, y un aumento
de la incorporacion de C de la paja en la biomasa
microbiana. Las concentraciones de N disponible in-
feriores al 1,2% de la materia seca de la paja del trigo
redujo significativamente la tasa de mineralizacion y
el crecimiento de la biomasa microbiana total, debido
a la reduccion del contenido de N mineral del suelo
(Henriksen y Breland, 1999).
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Confirmando los resultados de Stamatiadis ez al. (1999)
y Rezende et al. (2004), la actividad respiratoria en-
contrada en este estudio se redujo significativamente
después del tercer dia de incubacion (Figura 1), debido
a la disminucion de las fuentes de carbono agregadas
o presentes en el suelo y del aumento de compuestos
recalcitrantes (Neely et al., 1991).

Las actividades de la CM-celulasa y de la CMC-
celulasa aumentaron entre el dia 7 y 14 de
incubacion del suelo y después disminuyeron (Fi-
guras 2 y 3). Estos resultados pueden ser un indi-
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Figura 2. Actividad de la CM-celulasa (CM, celulosa microcristalina) del suelo adicionado con (A) 0,0 %, (B) 0,5
%y (C) 1,0 % de paja de caiia de aziicar. ¢ Con vifiaza, con N; B Con vifiaza, sin N; A Sin vifiaza, con N; x

Sin vifiaza, sin N.

Figure 2. CM-cellulase (CM, cellulose microcrystalline) activity of the soil with (A) 0,0 %, (B) 0,5 % and (C) 1,0 %
of sugar cane (Saccharum officinarum L.) straw added. € With vinasse, with N; B With vinasse, without
N; A Without vinasse, with N; x Without vinasse, without N.
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cador de la accién sinérgica de estas enzimas en la
degradacion de la celulosa (Deng y Tabatabai,
1994), lo que puede ser confirmado por el coefi-
ciente de correlacion positivo obtenido entre la
actividad de la CM-celulasay de la CMC-celulasa
(r=0,52%%*) (*** P <0,001). Ademas, la corre-
lacion positiva obtenida entre la actividad respira-
toria y las actividades de la CM-celulasa (r =
0,24***) y de CMC-celulasa (r=0,60%**) sugiere
que la produccién de estas enzimas se deriva del
crecimiento microbiano.

La actividad celulolitica observada al inicio en este
trabajo también fue encontrada por Romero ef al.
(1999), quienes verificaron mayor actividad de la
endoglucanasa (CMC-celulasa) después de 100 h
de incubacion del hongo Neurospora crassa en
medio conteniendo paja de maiz como fuente de
carbono. Normalmente, al principio del proceso de
descomposicidn, las enzimas celuloliticas aumen-
tan la actividad y después disminuyen con la reduc-
cion de la concentracion del substrato; es decir,
cuando la celulosa se va descomponiendo y los
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Figura 3. Actividad de la CMC-celulasa (CMC, carboximetilcelulosa) del suelo adicionado con (A) 0,0 %, (B) 0,5
% (B) y (C) 1,0 % de paja de cafia de azicar. € Con vifiaza, con N; B Con vifiaza, sin N;A Sin vifiaza, con N;

x Sin vifiaza, sin N.

Figure 3. CMC-cellulase (CMC, carboxymethylcellulose) activity of the soil with (A) 0,0 %, (B) 0,5 % and (C) 1,0
% of sugar cane (Saccharum officinarum L.) straw added. 9 With vinasse, with N; B With vinasse, without N;
A Without vinasse, with N; x Without vinasse, without N.
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productos de la reaccion van siendo usados por los
microorganismos, la actividad enzimatica tiende a
disminuir (Kourtev et al., 2002). Es posible que la
disminucion de la actividad de las celulasas tam-
bién ocurra por la accion de proteasas del suelo
(Criquet, 2002) o por el efecto represor de los
productos de la degradacién de la celulosa, como
celobiosa, ciclodextrinas y glucosa (Warren, 1996),
porque las celulasas son enzimas que sufren repre-
sidn catabolica.

El aumento de la actividad respiratoria encontrada
después del 21° dia de incubacion (Figura 1) puede
ser explicada por la absorcion de los productos de la
degradacion enzimadtica por la comunidad de
microorganismos presente en el suelo.

El aumento proporcionado por la adiciéon de 0,5 y
1,0% de paja en la actividad de la CM-celulasa fue
de 18y 54%,y de laCMC-celulasa fue de 25y 18%,
respectivamente, en relacion al control (Cuadro 1).
Se encontrd un menor efecto de la concentracion de
paja sobre la actividad de CMC-celulasa compara-
do conla CM-celulasa (Figuras 2y 3). Romero ez al.
(1999) verificaron que concentraciones superiores
al 2% de paja de trigo fueron inhibitorias del creci-
miento de Neurospora crassa. Sampaio y Salcedo
(1982) encontraron un mayor incremento de la
biomasa microbiana con 0,3% de paja de maiz que
con 0,6%. Los resultados obtenidos en este trabajo
pueden ser una indicacidon de una mayor inhibicién
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de la CMC-celulasa que la CM-celulasa por los
productos de la hidrélisis, disminuyendo la dispo-
nibilidad de substratos para el crecimiento
microbiano. Este efecto inhibitorio puede explicar
por qué la adicion de vinaza fue significativa sola-
mente sobre la actividad de la CM-celulasa,
obteniéndose un aumento de 24% de la actividad en
comparacion con el suelo sin viflaza (Cuadrol).

CONCLUSIONES

Este trabajo mostr6 la relacion de dependencia de
los microorganismos con respecto a la fuente de
carbono en suelo adicionado con paja de cana de
azucar y de viflaza, aumentando la produccion de
CO, y las actividades de la CM-celulasa y de la
CMC-celulasa. Puede suponerse que esta practica,
normalmente adoptada por los agricultores que cul-
tivan cafna de azucar, favorezca la mineralizacion
del carbono organico y propicie fuentes de energia
y de carbono asimilable, necesarios para las trans-
formaciones microbianas de los otros nutrientes en
el suelo, aumentando la produccion agricola.
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