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Resumen

En la ultima década se ha experimentado un significativo cambio en el sistema energético mundial hacia el uso de
biocombustibles. En Uruguay, el bioetanol a partir de cafia de aztcar se convirtié desde 2005 en una importante
fuente de energia alternativa. Durante su produccién se generan de 8 a 13 litros de vinaza por litro, residuo liquido
rico en materia organica, potasio, calcio, magnesio, azufre y nitrogeno. Su uso como fertilizante es una alternativa
que permite su degradacion y el reciclaje de sus nutrientes, en sustitucion de fertilizantes quimicos. Con el objetivo
de identificar indicadores para el monitoreo de la aplicacién de vinaza al cultivo de cafia de aztcar, se evaluaron
diferentes parametros microbianos del suelo en predios de produccion de Bella Unidn, Artigas, Uruguay. Se
estableci6 una linea de base para estas variables y su relacion con variables quimicas. Por dos afios consecutivos
se determind la abundancia de bacterias heterétrofas, amonificantes, actinobacterias, hongos y levaduras, y la
actividad microbiana medida como respiracion. Las primeras cuatro poblaciones se correlacionaron entre si y
con el contenido de potasio en el suelo. El seguimiento de la aplicacion de vinaza permite establecer un protocolo
que optimice su aprovechamiento como fertilizante y minimice su impacto ambiental.

Palabras clave: Fertirriego, residuos industriales, mejoramiento de suelos, calidad de suelo, biocombustibles.

Abstract

In the last decade, there has been a significant change in the world energy system towards the use of biofuels. In
Uruguay, since 2005 bioethanol from sugar cane has become an important source of alternative energy. During
its production, eight to thirteen liters of vinasse are produced per liter, a liquid residue rich in organic matter, po-
tassium, calcium, magnesium, sulfur and nitrogen. Its use as fertilizer is an alternative that allows its degradation
and recycling of its nutrients, replacing chemical fertilizers. In order to identify indicators for the monitoring of
the application of vinasse to sugarcane culture, different microbial parameters of soil were evaluated in production
sites of Bella Union, Artigas, Uruguay. A baseline was established for these variables and their relationship with
chemical variables. For two consecutive years, the abundance of heterotrophic bacteria, ammonifiers, actinobacteria,
fungi and yeasts was determined, and the microbial activity measured as respiration. The first four populations
correlated with each other and with potassium content in the soil. The monitoring of the application of vinasse
allows to establish a protocol that optimizes its use as fertilizer and minimizes its environmental impact.
Keywords: Fertirrigation, industrial waste, soil improvement, soil quality, biofuels.

Introduccion

En la ultima década se ha experimentado un significativo
cambio en el sistema energético mundial, que se ha orien-
tado hacia el uso de biocombustibles debido al aumento
en la demanda de energia a nivel mundial y a las conse-
cuencias del uso de combustibles fdsiles. La produccion de
bioetanol a partir de caiia de azucar se estd convirtiendo
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cada vez mads en una importante fuente de energia alter-
nativa (Braga do Carmo, et al., 2013).

En Uruguay, en el aflo 2005 ALUR S.A. (Alcoholes del
Uruguay S.A.) retomd el proyecto sucroalcoholero enlalocali-
dad de Bella Unién. En el afio 2007 se aprobd la Ley N° 18.195
que promueve la produccion de agrocombustibles y establece
que ANCAP (Administracién Nacional de Combustibles,
Alcohol y Portland) debe incorporar a las gasolinas etanol
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producido en Uruguay y con materia prima de la produccién
agropecuaria nacional (Uruguay, 2007).

La expansion del sector bioenergético estd dando lugar
a un aumento en la cantidad de residuos producidos, por lo
que la posibilidad de reciclar los productos de desechos que
se originen aportara a su sustentabilidad. Estos desechos
pueden contener grandes cantidades de C organico y una
amplia gama de elementos nutritivos, lo que los hace muy
atractivos para ser utilizados como enmiendas o fertilizantes
(Cayuela, et al., 2010; Galvez, et al., 2012).

Durante la produccion de etanol a partir de la cafia de
azlcar se genera vinaza, un residuo liquido rico en materia
orgénica, potasio, calcio, magnesio, azufre y nitrégeno, cuyo
pH varia entre 3,5 y 5 (Espaiia-Gamboa, et al., 2012). Por
cada litro de etanol producido se obtienen entre 8 y 13 litros
de vinaza que no pueden ser vertidos a cursos de agua sin
tratamiento previo. Debido a su origen y composicion, el uso
de la vinaza como fertilizante de cultivos es una alternativa
que permite su degradacidn vy el reciclaje de sus nutrientes,
en sustitucion de fertilizantes quimicos (Garcia y Rojas, 2008;
Navarro, et al., 2000; de Oliveira, et al., 2009).

Las practicas agricolas como el cultivo intensivo, el laboreo
y la eliminacidn de los residuos vegetales han contribuido al
agotamiento de las reservas de materia organica de los suelos,
por lo que la aplicacion de materiales como la vinaza puede
ayudar a reponer la materia organica y mejorar la estructura
y fertilidad de los suelos (Bustamante, et al., 2010). El riego
con vinaza es una practica bastante difundida en regiones de
cultivo de cafia de aztcar en Brasil, donde se han obtenido
resultados satisfactorios en relacion ala materia organica, pH
y nutrientes para el cultivo (Bebé, et al., 2009). En Uruguay,
ALUR ha comenzado en 2012 con la aplicacién de vinaza al
suelo, actividad actualmente autorizada por la DINAMA (Di-
reccién Nacional de Medio Ambiente), sujeta a la realizacién
de estudios y al monitoreo de sus efectos sobre el ambiente.

En la mayoria de los trabajos publicados se evalua el efecto
dela utilizacién de vinaza analizando el impacto sobre las pro-
piedades fisicoquimicas del suelo yla productividad del cultivo.
Sin embargo, son los microrganismos del suelo los responsables
de sudegradacion y pueden ser afectados por su aplicacion. Los
microorganismos del suelo juegan un rol fundamental en los
ciclos biogeoquimicos, contribuyen a la nutricién y salud de las
plantas, estructura y fertilidad del suelo, y son esenciales parala
productividad y estabilidad de este ecosistema (Kennedy, 1999).

Los pardmetros microbioldgicos son indicadores poten-
ciales de la calidad de suelo, por su mayor sensibilidad para
detectar cambios que las propiedades fisicas y quimicas. El
principal desafio actual consiste en interpretar valores aislados
de estos indicadores, dado que no existen valores de referencia
para la comparacion, a diferencia de los indicadores quimi-
cos de fertilidad para los cuales si hay valores de referencia
disponibles. Por este motivo, para interpretar indicadores
microbiolégicos en general se emplean comparaciones con
un control. Otra alternativa es utilizar la variacién temporal
para monitorear estos bioindicadores y evaluar tendencias
con el tiempo (evaluacion dindmica) (de Castro Lopes, et
al,, 2012). Una gran cantidad de métodos han sido sugeridos
como indicadores de calidad de suelo. Algunos intentos de
seleccionar y ranquear una serie de técnicas llegaron a la
elaboracion de listas de indicadores basados en medidas de
diversidad y funciones ecoldgicas realizadas por técnicas
clasicas o moleculares, dando importancia al lugar y escala
del estudio (Ritz, et al., 2009; Stone, et al., 2016).
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Las consecuencias de la aplicacion de vinaza pueden
depender de muchos factores relacionados al tipo de suelo,
el cultivo y su manejo y a las caracteristicas de la vinaza, por
lo que es fundamental la investigacion local sobre los efectos
de la aplicacion de este efluente.

Con el objetivo de identificar indicadores para el monitoreo
delaaplicacion de vinaza, en este trabajo se evaluaron diferen-
tes parametros microbianos del suelo en predios de produccién
de caia de azucar. Se establecié una linea de base para estas
variables y su relacién con parametros quimicos del suelo.

Materiales y Métodos

Obtencion de muestras de suelo

Las muestras de suelo se tomaron en predios de productores
de cafa de azucar ubicados en las cercanias de la destileria
de ALUR, Bella Unién, departamento de Artigas, Uruguay
(30°19°Sy57°36 "W). La region presenta un clima subtropical
hdimedo, con temperatura media anual de 19,6 °C, maxima
mensual promedio de 26,2 °C y minima de 13,7 °C. La preci-
pitacion es de 1366 mm al afio, menor en agosto, con 66 mm,
y mayor en abril, con un promedio de 147 mm. Los predios
de produccion de cafa de azticar han integrado un complejo
agroindustrial por décadas. En este trabajo se seleccionaron
24 chacras con diferentes tipos de suelo representativos de
la zona, asociados a las siguientes unidades geoldgicas: L1,
L2, LB2, F2, LF2, S1 (L: Libertad, B: Basalto, F: Fray Bentos,
S: Salto), segun la carta de suelos. Las mismas han recibido
aplicaciones anuales de vinaza durante 5-6 afios, en una dosis
promedio de 100-150 m3/ha (Figura 1).

V10,90
Vi1

Google

Figura 1. Ubicacién de los sitios seleccionados para
el monitoreo de la aplicacion de vinaza en predios de
produccién de cafia de azicar en Bella Union, Artigas.

En mayo de 2015 y junio de 2016 se tomaron muestras de
suelo antes de la cosecha y dela aplicacién anual de vinaza. Se
realizaron muestras compuestas por 10 tomas de suelo al azar
de cada predio, con un calador de 2 cm de didmetroy de O a
10 cm de profundidad, a partir de la base de los camellones.
Las muestras se secaron al aire a 20 °C, en los casos que fue
necesario para ajustar la humedad, y se tamizaron por malla
de 2 mm para su homogenizacion. Se conservaron a 4 °C
hasta el momento de su anilisis.
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Enla misma época enla que se tomaron las muestras para
este trabajo, el Departamento de Suelos y Aguas (Facultad de
Agronomia, UdelaR) midié en cada parcela de produccién
los siguientes datos de suelo que fueron considerados en la
investigacion: textura del suelo, pH (al agua), conductividad
eléctrica (CE), P disponible (Bray-1), cationes intercambiables
(Ca, Mg, K y Na) y carbono organico.

Cuantificacion de microorganismos

En todas las muestras se determiné el nimero de microor-
ganismos cultivables pertenecientes a diferentes grupos. Para
esto se suspendieron 5 g de suelo en 45 mL de pirofosfato de
sodio 0,1% (p/v) estéril y se agitaron a 150 rpm durante 30
min. Se realizaron diluciones seriadas que fueron sembradas
en diferentes medios semiselectivos. Se utilizé medio Tryptic
Soy Agar 1/10 (TSA 1/10) para bacterias heterétrofas aerobias
(Smit, et al., 2001) y medio Starch Casein Agar (SCA) para
actinobacterias (Leoni y Ghini, 2003) suplementados con
cicloheximida 100 pg/ml. El medio Agar Malta (AM) 2%,
suplementado con cloranfenicol 100 pg/ml y ajustado el pH
a4,5 con dcido lactico, se utiliz6 para recuento de hongos fila-
mentosos y levaduras (Bettucci y Roquebert, 1995). Las placas
se incubaron a 25 °C y se determind el niimero de colonias
caracteristicas a las 72 h o 7 dias, para hongos y levaduras
o bacterias heterétrofas y actinobacterias, respectivamente.

Para cuantificar bacterias amonificantes se utilizé la téc-
nica del nimero mas probable (NMP) en medio con peptona
4 % (p/v). Los tubos se incubaron por 48 ha 150 rpm y 25 °C
y se determind la produccion de amonio utilizando el reactivo
de Nessler (Seeley, et al., 1991).

Medida de actividad microbiana
por respirometria

En frascos herméticamente cerrados se incubaron 25 g de
suelo a 25 °C por 48 h, previo ajuste de la humedad al 75 %
de la capacidad de campo. La concentracién de CO, se deter-
mind por cromatografia de gases utilizando un cromatdgrafo
Shimadzu GC14B con detector de conductividad térmica
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(TCD) y una columna Alltech CTR I (concéntrica de 6 pul-
gadas delargo, con la columna exterior de 6’ x 1/4” de tamices
moleculares activados, y la columna interior de 6" x 1/8” de
una mezcla porosa de polimeros). El detector operé a 60 °C
y 120 mA, la temperatura de la columna fue 60 °C y el gas
carrier He a 40 mL/min. Como estandar se usé una mezcla
gaseosa que contenia CO, 2,7 % (v/v) (Sparling y West, 1990).

Analisis de correlaciones

Utilizando el programa Statistica 10.0 se generd una matriz
de correlacion de Pearson entre las variables microbioldgicas
estudiadas (valores de abundancia de bacterias y respiracion)
y variables quimicas del suelo. Los datos de abundancia de
los grupos microbianos fueron previamente transformados
(log10). Se utilizaron los valores de las variables para cada
afio, previamente estandarizados utilizando la férmula: (va-
lor-media)/desvio estandar. Se consideraron significativas las
correlaciones con p<0,05.

Resultados y Discusion

Medida de parametros
microbiolégicos en suelo

En este trabajo se establecié una linea de base de varios
pardmetros microbioldgicos en suelos sometidos a la aplica-
cién de vinaza como fertilizante de la cafa de aztcar. Estos
parametros fueron seleccionados previamente a partir de
un grupo mayor de variables medidas en ensayos de campo
instalados en la zona en estudio, donde se evalud el efecto de
esta practica sobre las comunidades microbianas del suelo
durante un afio. Se habia determinado la abundancia de varios
grupos mediante técnicas dependientes de cultivo (bacterias
heterétrofas, actinobacterias, hongos filamentosos, levaduras
y bacterias del ciclo del nitrégeno: amonificantes, nitrificantes
y desnitrificantes) y de bacterias por PCR en tiempo real del
gen del ARNr 16S. También se midio la actividad y biomasa

Heterdtrofas | Amonificantes | Actinobacterias Hongos Levaduras Respiracion

2015 Abundancia (UFC / g suelo seco) mgC-CO,/kg suelo
Maximo 5,68 x 107 1,10x 108 6,65 x 10° 2,48 x 106 4,28 x 10° 38,56
Promedio 3,11 x 107 2,19 x 107 2,85 x 10°¢ 1,49 x 106 1,07 x 106 19,9
Minimo 7,06 x 10° 4,30 x 10° 7,58 x 10° 5,51 x 10° 1,28 x 10° 8,84
Desvio 1,80 x 107 2,97 x 107 1,56 x 10¢ 5,04 x 10° 1,04 x 10° 8,14
2016

Maximo 3,37 x 107 4,60 x 10° 6,28 x 10° 2,88 x 10° 1,82 x 107 5,72
Promedio 1,38 x 107 1,06 x 10° 2,25 x 10¢° 1,42 x 10° 2,69 x 10° 2,96
Minimo 3,97 x 10° 9,10 x 10* 3,57 x 10° 7,54 x 10° 7,94 x 104 0,36
Desvio 8,07 x 10° 1,09 x 10° 1,43 x 10° 4,42 x 10° 3,76 x 10° 2,20

Tabla 1. Valores de los parametros microbianos medidos durante el monitoreo de suelos con aplicacion de vinaza en
otofio de 2015 y 2016. Se presenta el promedio, valores maximo y minimo y desvio estandar para cada afo.
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microbianas por respirometria y el método de fumigacion-ex-
traccion, respectivamente (Senatore, 2013). Ademas, se de-
terminaron cambios en la estructura de las comunidades de
hongos filamentosos (cultivables) y de bacterias (por DGGE
- Denaturing Gradient Gel Electrophoresis— del gen del
ARNIr 16S). Los parametros seleccionados para el monitoreo
de este estudio fueron aquellos que mostraron diferencias
entre los tratamientos con y sin aplicacién de vinaza y que
son accesibles para el analisis de un gran nimero de muestras.

En este trabajo el nimero de microorganismos por gramo
de suelo seco determinado para cada grupo se encontr6 en
los siguientes rangos: 106-107 bacterias heterdtrofas, 105-108
amonificantes, 10°-10¢ actinobacterias y hongos, 10°-107
levaduras (Tabla 1).

En los ensayos realizados previamente en otros suelos de
la zona en estudio se encontr6 una abundancia de bacterias
heterétrofas de 107-108 UFC/g suelo seco, un poco superior a
la determinada en estas chacras (Senatore, 2013). En India se
hallaron valores promedio de 8 x 108 UFC/ g de suelo para las
bacterias heterdtrofas en suelos cultivados con caiia de azu-
car (Shukla, et al., 2008). Las poblaciones de actinobacterias
registradas en los ensayos previos fueron también superiores,
del orden 10¢-107 UFC/g de suelo seco (Senatore, 2013). Es-
tudios realizados en India en suelos cultivados con cafia de
azucar reportaron valores promedio para estas poblaciones
de 5 x10° UFC/g de suelo. En Colombia en dos suelos culti-
vados con maiz se hallaron valores promedio de 3,4 x 10* y
8,0 x 10* UFC/g de suelo (Shukla, et al., 2008; Montenegro,
2008). Previamente, la abundancia de bacterias amonificantes
encontrada en los ensayos de la misma zona fue de 106 a 107
UFC/gsueloy en suelos no rizosféricos utilizados para cultivo
de trigo se encontraron 1,8 x 106 células por gramo de suelo,
similar al rango obtenido en este trabajo (Carrillo, 2003;
Senatore, 2013). La abundancia de hongos filamentosos en
los ensayos mostré valores del orden de 105y 10 UFC/g de
suelo, mientras que en suelos cultivados con cana de azucar
se reportaron valores promedio de 5,8 x 103 UFC/g de suelo
seco (Fernandez, 2012; Shukla, et al., 2008). Las poblaciones
de levaduras determinadas previamente en los ensayos de
Bella Uni6n fueron menores, pero los valores de respiracion
se mantuvieron en el mismo rango que los medidos (Senatore,
2013). Factores como diferencias en las caracteristicas del
suelo, época del afio y medotologia empleada pueden explicar
las diferencias observadas.

Relacion entre parametros
microbianos y quimicos

Se realizd un analisis de correlaciones entre las variables
microbianas medidas en este estudio y variables quimicas del
suelo determinadas simultaneamente en los mismos sitios.
Las poblaciones de bacterias heterdtrofas y amonificantes, ac-
tinobacterias y hongos se correlacionaron positivamente entre
si, en ambos afios de muestreo, y con la cantidad de K+ en
el afio 2016 (p<0.05). La vinaza es un residuo especialmente
rico en potasio que puede utilizarse en sustitucion del potasio
quimico, y por su aplicacién han sido observadas alteraciones
en otras bases del suelo (especialmente Na*). La poblacién
de bacterias heterdtrofas mostro correlacion positiva ademas
con Ca?* y Na* y la de actinobacterias con las cuatro bases.
En el afio 2015 la respiracion se correlaciond con la concen-
tracién de Mg?+ y Na*. Estos resultados pueden indicar que
los sitios que recibieron mas vinaza y aporte de K+ a través
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de la vinaza presentan mayor cantidad de microorganismos.
En los ensayos realizados previamente estos parametros mi-
crobianos aumentaron con el agregado de vinaza y en forma
proporcional ala dosis aplicada. En este trabajo las medidas de
abundancia y respiracion microbiana no se correlacionaron.
En los ensayos de campo analizados previamente el agregado
de vinaza aument¢ la presencia o actividad microbianas de-
pendiendo del tipo de suelo (Senatore, 2013). Sila aplicacién
de materia orgdnica se realiza en un suelo con limitacién de
otros nutrientes (por ejemplo, N, P, S), no se transforma en
biomasa, sino que debido ala actividad microbiana es liberada
como CO, junto con materia organica del propio suelo. Con
este fendmeno conocido como “priming effect” la materia
organica no es aprovechada como mejorador de suelo sino
que es liberada a la atmdsfera (Marstorp, 1996; Bernal, et al.,
1998; Bernal, et al., 1998).

De confirmarse la correlacion observada entre algunas
de las variables microbianas, se podria reducir el nimero de
parametros a determinar para el seguimiento de los efectos
de esta practica agricola.

Efecto de la aplicacion de vinaza
sobre los microorganismos del suelo

Los efectos de la aplicacion de vinaza sobre los microorga-
nismos del suelo que han sido determinados en Uruguay
mostraron que son dependientes de la dosis aplicada y del
tipo de suelo. En uno de los sitios estudiados previamente la
vinaza favorecié la proliferacién de bacterias heterotrofas,
amonificantes, actinobacterias y hongos filamentosos, mien-
tras que en el otro disminuyo6 la abundancia de levaduras y
aumento la actividad microbiana. Los efectos de una sola
aplicacion de vinaza resultaron temporales, revirtiéndose
luego de uno o varios meses, dependiendo de la variable
analizada (Senatore, 2013).

En general se ha reportado que la vinaza provoca un
aumento de la biomasa y de la actividad microbianas (Sano-
miya, et al., 2006; Passarin, et al., 2007; Montenegro, 2008)
sin alterar la calidad de la cafia producida (Co Janior, et al.,
2008). En estudios realizados por Orlando (1983) se observo
una alta proliferaciéon de microorganismos en suelos tratados
con vinaza hasta los 30 dias después de la aplicacion, y se
registré luego una tendencia descendente de las poblaciones
microbianas. En India se llevaron a cabo otros estudios en los
que se adicionaba a suelos agricolas lodos del tratamiento de
residuos de destilerias; en estos casos se observaron aumentos
en el nimero de bacterias heterdtrofas para diferentes canti-
dades aplicadas (Tripathi, 2011).

A su vez, estudios realizados en praderas de Austria que
recibieron aplicaciones de lodos provenientes de ganado mos-
traron un aumento significativo de la biomasa microbianay de
los niveles de mineralizacion de N (Kandeler, et al., 1994). El
incremento de las bacterias amonificantes como consecuencia
de aplicar residuos con alta carga de materia organica sugiere
una transformacion del N organico a inorganico aumentando la
disponibilidad de este nutriente paralas plantas. En otro trabajo
se observo que la aplicacion de vinaza alterala diversidad de las
bacterias naturalmente presentes en el suelo. Los Actinomyce-
tales fueron detectados més frecuentemente en suelos donde se
aplicé vinaza, lo que indica que este tipo de microorganismos
se ve favorecido por este manejo (Pine Omori, et al., 2016).

Profundizando en la integracion de la informacion
sobre los sitios, formas de manejo, rendimiento del cultivo
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y caracteristicas de la vinaza aplicada, se podra mejorar el
seguimiento de esta practica agricola y establecer un proto-
colo que optimice su aprovechamiento como fertilizante y
minimice su impacto ambiental. Para esto se torna necesario
un seguimiento de los efectos de su aplicacion a través de
indicadores microbianos como los utilizados en este estudio,
y el establecimiento de valores de referencia a lo largo del
tiempo y en otros sistemas para poder validarlos.
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