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Durante los tltimos afios ha aumentado el interés por conocer el
tamafio y la actividad de la biomasa microbiana del suelo, en parte
debido a la importancia de esta informacion en el bioecosistema
integrado y en los estudios de cambio global. La actividad micro-
biana total proporciona una medida general del recambio de ma-
teria organica en habitats, donde aproximadamente el 90% de la
energia del suelo fluye a través de descomponedores microbianos
(Green, Stott y Diack, 2006).

Entre los métodos de estudio para conocer la dinamica de la
materia organica del suelo (MO) y la actividad microbiol6gica aso-
ciada, se encuentra la medicion de las actividades enzimaticas, ya
que la estabilizacion o degradacion de la MO depende fundamen-
talmente de procesos bioldgicos en los que las enzimas cumplen
un rol importante (Aguilera et al., 1988; Nannipieri et al., 2003).
Las enzimas producidas por la actividad microbiana en el suelo
estan relacionadas con la fertilidad del mismo, ya que durante
la descomposicion de la MO los nutrientes pasan a través de la
poblacion microbiana y, mediante sus sistemas enzimaticos aso-
ciados, los compuestos complejos son degradados a subunidades
simples y asimilables por las plantas (Nannipieri y Landi, 2000;
Zahir, Ateeqy Arshad, 2001).

Las enzimas del suelo son importantes catalizadoras de proce-
sos metabolicos, incluyendo la descomposicion de compuestos
organicos y xenobioticos. Considerando la capacidad de resilien-
cia del ecosistema —definiéndolo como un ente vivo y dindmico—,
se puede pensar que cualquier cambio medio ambiental podria
ser detectado en su inicio por su componente bioldgico (por ejem-
plo, enzimas). De ahi que la presencia o deficiencia de enzimas
del suelo pueda ser considerada como un bioindicador sensible
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ante una posible perturbaciéon ambiental (Ulloa Larrea, 2014).
Pueden ser «sensores», ya que entregan informacién sobre el
estado y las condiciones fisicoquimicas del suelo (Aon y Colaneri,
2001; Garcia et al., 2003). De esta forma, los cambios provocados
en la actividad de estas no s6lo dependen de las variaciones de
la expresion génica, sino también de factores ambientales que
afectan a la actividad (Nanniperi et al.,2002).

La actividad enzimatica en el suelo esta asociada a factores
bidticos y abidticos. Las enzimas pueden encontrarse intracelu-
larmente en células vivas (proliferantes y latentes), muertas o en
descomposicién, pero asimismo pueden formar temporalmen-
te complejos enzima-sustrato, ser adsorbidas por arcillas, estar
asociadas con compuestos hiimicos o bien pasar a la solucion del
suelo (lisis celular, por ejemplo) pudiendo cambiar su ubicacion
(Burns, 1982).

La fuente mas importante de sintesis de enzimas corresponde a
los microorganismos del suelo (Burns, 1978) y se cree ademas que
enzimas como, por ejemplo, las esterasas son sintetizadas princi-
palmente por bacterias y hongos. Por lo tanto, si el flujo de energia
pasa a través de la microflora y los microorganismos heterdtrofos
son predominantes, la actividad esterasa estaria estrechamente
relacionada con la actividad microbiologica total del suelo (Adam
y Duncan, 2001; Green, Stott y Diack, 2006).

Las proteasas catalizan las reacciones que degradan proteinas y
péptidos (Nannipieri et al., 1994) y estan involucradas en el ciclo
del nitrégeno, al igual que ureasas y reductasas. Las lipasas son un
grupo de enzimas que se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza, tanto en animales, en plantas como en microorga-
nismos, y su funcion es catalizar la hidrodlisis de los enlaces éste-
res formados entre un acido y un alcohol (Ro et al., 2004).

El diacetato de fluoresceina (FDA) se puede utilizar para medir
la actividad microbiana en suelos (Brunius, 1980; Lundgren, 1981;
Schniirer y Rosswall, 1982), pues es degradado por numerosas
enzimas, tales como proteasas, lipasas y esterasas, generando un
producto cuantificable (fluoresceina). Por lo tanto, su hidrélisis se
considera como un indicador general o de amplio espectro de la
actividad bioldgica del suelo.

Cuando un suelo es expuesto a procesos degradativos, sus pro-
piedades bioldgicas son afectadas y disminuye su capacidad pro-
ductiva (Sanchez et al. 2011). Para Dick (1994), existen indicadores
del estrés que sufre un ecosistema cuando es sometido a una per-
turbacion y, en ese sentido, el o los indicadores funcionan como
sensores que advierten de los disturbios del mismo. Al respecto, las
enzimas producidas por los microorganismos pueden funcionar
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como indicadores de la calidad de un suelo, ya que integran infor-
macion sobre el estado de la poblacion microbiana, como también
de las condiciones fisico-quimicas del mismo (Zornoza et al., 2006;
Sanchez et al. 2011).

Debido a todo ello, la determinacion de la actividad enzimati-
ca ha sido estudiada como un biomarcador, esto es, un indicador
de diferentes condiciones de calidad de suelo (Alef y Nanipieri,
1995; BaleZentiené, 2012; Bolton et al., 1985; Carpa, 2009; Ferre-
ras et al., 2009; Gil-Sotres et al., 2005; Trasar, Leir6s y Gil, 2003).
Alrespecto, Hu, Wang y Zeng (2006) sehialan que la actividad en-
zimatica puede responder a cambios en el manejo de un bosque
mas rapidamente que otras variables de suelo, por lo que pueden
ser utiles como indicadores tempranos de cambios bioldgicos.
Estos parametros también se utilizan para caracterizar la activi-
dad microbiana de los suelos y son relativamente faciles de medir
por medio de métodos analiticos, ademads representan procesos
fisiologicos importantes de los microorganismos edaficos (Gajda
y Martyniuk, 2005).

3.1. FUNDAMENTO DEL METODO

La determinacion de la hidrdlisis del diacetato de fluoresceina
(FDA) consiste en cuantificar espectrofotométricamente la fluo-
resceina producida como resultado de la accién de enzimas mi-
crobianas presentes en el suelo.

En el suelo, la hidrolisis de la FDA puede ser realizada por dife-
rentes organismos como las bacterias heterotroéficas, los hongos,
las algas y los protozoos. El resultado de esta conversiéon enzi-
matica es la obtencion de fluoresceina, que puede ser visualiza-
da dentro de las células usando un microscopio de fluorescencia
(Lundgren, 1981) y cuantificada a través de la fluorometria y la
espectrofotometria (Swisher y Carroll, 1980; Schniirer y Rosswall,
1982). Los autores nombrados desarrollaron un método simple,
rapido y sensible para determinar la actividad microbiana total
del suelo por espectrofotometria.

3.2. OBJETIVO DE LA DETERMINACION

El objetivo es la cuantificacién de la actividad hidrolitica de enzi-
mas del suelo sobre diacetato de fluoresceina como un indicador
microbiolégico de calidad de suelos. La aplicacion del método es
considerado novedoso y relativamente rapido y de facil aplicacion.
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3.3. EQUIPAMIENTO Y MATERIALES

A continuacion, se detalla la lista de materiales para el desarrollo
de la técnica:

* Espectrofotometro UV-visible (celda de vidrio)
« Agitador orbital

e Balanza de precision analitica

* Frascos de vidrio con tapa a rosca de 100 ml

e Pipetas automaticas de 10 ml, 5 ml, 1 ml

» Embudos

* Papel de filtro cualitativo

 Tubos de ensayo de 10 ml

* Vaso de precipitado de 50 ml

3.4. REACTIVOS

Los reactivos necesarios para la determinacion de FDA son los si-
guientes:

e Buffer fosfato sédico 60 mM (pH 7.6)

e Solucion stock FDA (2 mg ml™ disuelta en acetona)
» Acetona p.a.

e Fluoresceina sodica (para la curva patrén)

3.5. PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

Las soluciones necesarias para la marcha son: solucion indicadora
stock de FDA, buffer fosfato sddico y solucion stock de fluorescei-
na sodica. Se detallara la preparacion de cada una a continuacion:

a. Solucién indicadora de stock de FDA! (2 mg ml?) para
agregar a la muestra problema.
En un matraz de 10 ml colocar 0,02 g de fluoresceina diace-
tato, disolver con acetona y enrasar.

1. Preparar preferentemente en el momento de utilizar en cantidad necesa-
ria. Se puede conservar en freezer a -20 °C (al estar diluido en acetona no se
congela).
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b. Buffer fosfato sédico 60 mm pH 7.62. Solucién A Fosfato
monoso6dico (NaH2PO4 0,2 M): 1,19 g de NaH2PO4 en 50
ml. Soluciéon B Fosfato disédico (Na2HPO4 0,2 M): 7,1 g de
Na2HPO4 en 250 ml.

El buffer se obtiene con la siguiente mezcla: 32,5 ml de
Soluciéon A + 217,5 ml de Solucién B, aforar a 500 ml con
agua destilada (controlar que el pH esté a 7,6).

En caso de ser necesario, corregir el pH con hidréxido de
sodio (en caso de tener que aumentar) o cido fosforico (en
caso de que haya que disminuir).

c. Solucion indicadora de stock de fluoresceina sédica (para
la curva patrén). En un matraz aforado de 50 ml, pesar 0,010
g de fluoresceina sodica, colocar 10 ml de acetona y llevar a
50 ml con la solucién buffer (0,2 mg ml™ 0 602 puM).

3.6. ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL

Se detallan los pasos a seguir para una correcta limpieza del ma-
terial a utilizar.

1. Lavar el material de vidrio y plastico con cepillo, cuidando
que no queden residuos de ningun tipo.

2. Lavar con una solucioén de HCI (4 ml de HCl por cada 3 litros
de agua).

3. Enjuagar con agua corriente 3 veces.

4.Enjuagar con agua destilada (2 o 3 veces aproximadamente).

5. Separar el material a utilizar para la determinacion (en la
medida de las posibilidades).

3.7. PROCEDIMIENTO

Los pasos para desarrollar la técnica se detallan a continuacion:
3.7.1. Curva patrén

La curva patrén es una curva de referencia construida con canti-

dades conocidas de una sustancia que se utiliza para determinar
la cantidad de esa sustancia presente en una muestra problema.

2. El buffer puede reservarse en heladera por una semana. Cada vez que se
prepara el mismo debera realizarse la correspondiente curva patrén. La can-
tidad que se pesa de cada droga dependera del PM de la misma, que puede
variar entre las distintas marcas y laboratorios (chequear cantidad necesaria
para preparar la solucién 0,2 M).
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Larealizacion de la misma tiene los siguientes pasos:

1. Utilizar 6 matraces de 50 ml.
2. Realizar las diluciones a partir de la soluciéon de stock de

fluoresceina sodica (en los matraces) en las diferentes pro-

porciones, como se indica en la Tabla N° 1.
3. Colocar la alicuota de solucion de stock de fluoresceina so-

dica correspondiente en cada matraz y enrasar con la solu-

cion buffer de fosfato sddico 60 mM.

5. Trasvasar a un vaso de precipitado.
6. Agregar 2,5 ml de acetona.

7. Mezclar bien.

8. Medir absorbancia a 490 nm.

4. Aforar y homogeneizar bien las soluciones.

Tabla N° 1. Preparacion de las diluciones para la curva

ML DE SOLUCION STOCK

UG DE FLUORESCEINA

DE FLUORESCEINA ML DE SOLUCION BUFFER (CONCENTRACION
SODICA FOSFATO SODICO 60 MM DE FLUORESCEINA)
0,0 50,00 0,00

0,15 49,85 30

0,3 49,70 60

0,5 49,50 100

1,0 49,00 200

1,5 48,50 300

2,5 47,50 500

3,0 47,00 600

3.7.2. Determinacion en muestras
La actividad hidrolitica se determina en suelo midiendo la fluo-
resceina liberada luego de la accién de las enzimas hidroliticas de
la muestra problema sobre el diacetato de fluoresceina agregado.
Se detalla la marcha y se indican los pasos a seguir.

1. Pesar 1 g de suelo seco® (muestra problema). Realizar por

triplicado cada muestra.

2. Afiadir a cada frasco 10 ml de buffer fosfato sdédico 60 mM,

pH7,6.

3. El secado del suelo debe ser a temperatura ambiente.
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3. Agregar 0,1 ml de solucién indicadora de stock de FDA (2
mgml™) y mezclar.

4. Es importante realizar un blanco para llevar el espectrofo-
toémetro a 0, consiste en los 10 ml de buffer Na3PO4 60 mM
y 0,1 ml de diacetato de fluoresceina (2 mg ml™), sin suelo.

5. Incubar a 25 °C durante 2 h con agitaciéon (100-120 rpm).

6. Agregar 10 ml de acetona para detener la reaccion (al blan-
co también agregar acetona).

7. Filtrar con papel de filtro cualitativo y reservar el filtrado.

8. Medir la absorbancia a A 490 nm.

Figura N° 1. Muestras de suelo
con diacetato de fluoresceina.

3.8. CALcuULOS

La reaccion de la fluoresceina en el suelo se extrapola a partir de
las concentraciones de referencia de la curva patron.

El calculo a partir de la curva patrén en la grafica de la curva: en ‘ e
el eje Y, la absorbancia y en el eje X, la concentracion (ug fluores-
ceina). La regresion lineal ajusta a la ecuacion:

y=a*x+/-b

Entonces, se despeja de la formula:
ug fluoresceina (x) = (y/a) +/-b

Siendo: a: la pendiente, b: la ordenada al origen, y: el valor de
absorbancia leida y x: ug.

Los resultados se expresan en pug de fluoresceina gss™ h™* (mi-
crogramos de fluoresceina producida/gramo de suelo seco/hora)4, Figura N° 2. Filtrado del suelo.
promediando los resultados de las 3 repeticiones.

Por lo tanto, se debe dividir en 2 (son 2 h de reaccién enzimatica
a 25°). Para ello, se realiza el siguiente calculo:

ug fluoresceina gss-1 h-1 = ug fluoresceina/2

En resumen. Esta metodologia resulta rapida y sensible a la hora
de evaluar un indicador microbiolégico de suelos, sus condicio-
nes de uso y el manejo del mismo.

4. Sise cambia el peso de la muestra problema en la determinacion, ajustar
la formula para 1 g de suelo seco, para mantener la expresion de ug de fluores-
ceina gss'h™.
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