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Capítulo 4. Actividad de las enzimas
fosfatasas del suelo

Marcela Toledo

En el siglo XXI, la prioridad de producir mayores cantidades de 
alimentos para satisfacer a una población de más de 7 mil millo
nes, con una gran tasa de crecimiento que la ONU (2019) espe
ra sea de 2 mil millones para los próximos 30 años, se suma a la 
responsabilidad de producirlos bajo un paradigma de sustentabi- 
lidad y manteniendo la calidad del suelo, del agua y del aire. Es 
necesaria para tal finalidad una agricultura sustentable, basada 
en producir alimentos, manteniendo o mejorando la calidad am
biental, proveyendo recompensas económicas al sector producti
vo y manteniendo el tejido social de la comunidad rural. Es decir, 
nos enfrentamos a la imperiosa necesidad de contar con sistemas 
agrarios equilibrados y sostenidos en el tiempo, respetuosos del 
medioambiente, rentables, productivos e inclusivos1.

El uso del suelo, por tal, provoca alteraciones en los atributos del 
mismo y en su funcionamiento. Los cambios producidos pueden 
significar la pérdida de calidad con tendencia a la degradación, la 
preservación de sus propiedades y funciones o un aumento de la 
calidad del suelo con tendencia al mejoramiento del mismo. La 
acción antrópica es clave, no solo en el impacto que produce con 
las actividades realizadas y las decisiones y políticas tomadas, sino 
también en el seguimiento y monitoreo de los cambios que se van 
produciendo. Como expresa nuestra Constitución en su artícu
lo 41: «que las actividades productivas satisfagan las necesidades 
presentes, sin comprometer las de las generaciones futuras».

1. Agradecimiento a la Secretaría General de Ciencia y Técnica de la Univer
sidad Nacional del Nordeste (Unne) por el financiamiento de los proyectos PI 
16A007 y PI 12A010.
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La Soil Science Society of America considera a la calidad del 
suelo (CS) como la capacidad del suelo para funcionar dentro de 
ciertos límites naturales y antrópicos del ecosistema, sustentar la 
productividad vegetal y animal, mantener la calidad del agua y del 
aire, promover la salud de plantas, de animales y del hombre, y 
soportar su habitabilidad (Larson y Pierce, 1991; Doran y Parkin, 
1994; Karlen et al., 1997; De la Rosa, 2008).

Este es un concepto holístico que reconoce al suelo como par
te de un sistema de producción diverso y dinámico, con atributos 
físicos, químicos y biológicos, que se puede cuantificar en escalas 
temporales específicas, así también reconoce los distintos roles de 
los suelos en los sistemas naturales y en los sistemas cultivados.

La calidad de un suelo puede impactar en la capacidad de uso 
de las tierras, en la sustentabilidad agronómica, en la productivi
dad de los campos y en la calidad del aire y del agua. Los cambios 
en la CS deberán ser identificados y monitoreados para identifi
car áreas problemáticas, con el fin de asegurar la promoción de 
prácticas de manejo que favorezcan la productividad y sostenibi- 
lidad del sistema, y para realizar los ajustes necesarios y seguir las 
recomendaciones. Es decir que la determinación de la CS resulta 
necesaria para evaluar la sustentabilidad de los sistemas produc
tivos y constituye una herramienta fundamental a la hora de to
mar decisiones de manejo.

Autores como Wander y Bollero (1999), Dalurzo (2002), Giuffré 
et al. (2006), Villamil, Miguez y Bollero (2008), Rojas (2012) y To
ledo (2014), entre otros, han evaluado la sensibilidad de distintos 
indicadores físicos, químicos y biológicos, y han seleccionado in
dicadores de calidad a través de la aplicación de técnicas estadís
ticas univariadas y/o multivariadas.

Los parámetros bioquímicos y biológicos pueden tener un rol 
fundamental como indicadores tempranos y sensibles de la de
gradación o de la restauración del suelo, como consecuencia de 
diferentes prácticas de manejo (Mijangos et al., 2006). Actual
mente se ha intensificado su estudio, ya que describen los princi
pales procesos metabólicos que ocurren en el suelo y son de gran 
utilidad para evaluar la calidad edáfica (Ferreras et al., 2009).

Numerosas variables edáficas fueron propuestas como potencia
les indicadores de calidad en una amplia escala temporal y espacial, 
y en diferentes sistemas de manejo por su sensibilidad para reflejar 
cambios. Sin embargo, unos pocos han sido probados y validados 
(Karlen et al, 1997). Dentro de estos indicadores se destacan el car
bono de la biomasa microbiana (Wander y Bollero, 1999), las activi
dades de las enzimas fosfatasas ácidas (Trasar-Cepeda et al., 1998; 
Dalurzo, Toledo y Vazquez, 2005; Yoshioka, Sánchez de Prager y
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Bolaños, 2006; Toledo et al., 2015), de ureasas, glucosidasas y fosfa- 
tasas alcalinas (Trasar-Cepeda et al. 1998; Leirós et al., 1999), la res
piración del suelo (Doran y Jones, 1996; Karlen et al., 1997; Wander 
y Bollero, 1999; Dalurzo, 2002), el carbono soluble (Giuffré et al., 
2006), la materia orgánica particulada (Wander y Bollero, 1999; 
Dalurzo, Vazquez y Toledo, 2006; Giuffré et al., 2006; Galantini 
y Suñer, 2008) y el potencial del suelo para mineralizar nitróge
no (Leirós et al., 1999; Wander y Bollero, 1999; Galvis-Spinola y 
Hernández-Mendoza, 2004; Dalurzo, Toledo y Vazquez, 2005; 
Toledo, 2014).

Zornoza et al. (2015) efectuaron una revisión acerca de cuáles 
eran los indicadores más utilizados a nivel mundial en estudios de 
sistemas forestales, agrícolas, urbanos y de cambios de uso. Con
cluyó que los indicadores biológicos están menos generalizados 
en la literatura, y que las actividades enzimáticas y la biomasa mi
crobiana son las más comúnmente utilizadas en rutinas básicas 
de evaluación de los sistemas agrícolas y forestales.

Las enzimas son un tipo especial de proteínas que se combinan 
con un sustrato específico y actúan para catalizar una reacción bio
química, sin experimentar cambios en su estructura. En términos 
generales, las enzimas en el suelo son esenciales para la transfor
mación de energía y el ciclado de nutrientes (Henríquez et al., 2014).

El suelo es un sistema vivo donde las actividades bioquímicas 
ocurren a través de procesos enzimáticos (Tabatabai, 1994). Al
gunas enzimas, tales como celulasas, arilsulfatasas y fosfatasas, 
están relacionadas con las funciones específicas de degradación 
de sustratos o con la mineralización de nitrógeno (N), azufre (S) o 
fósforo (P) orgánico del suelo. Los ensayos de actividad enzimática 
del suelo actúan como indicadores potenciales de la calidad de los 
ecosistemas al ser operativamente prácticos, sensibles, integrado- 
res, y se los ha descrito como «huellas biológicas» por el manejo 
pasado del suelo y se relacionan con las labranzas y la estructura 
del suelo (Dick, 2000 citado por Videla y Picone, 2017). Son mu
chos los factores que influyen en la actividad de las enzimas del 
suelo: el historial del lote, el agregado de enmiendas, fertilizantes 
y herbicidas, el tipo de suelo, el pH, la temperatura, el contenido 
de nitrógeno total y de carbono orgánico, la actividad de la biota, 
los productos químicos industriales y los pesticidas (Kiss, Dra- 
can-Bularda y Radulescu, 1975; Tabatabai,1982; Dick, Breakwell y 
Turco, 1996; Toledo, Dalurzo y Vazquez, 2010; Medina, 2018).
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4.1. Determinación  de la a c tív íd a d  de las enzímas
FOSFATASAS

En el presente capítulo se describen los pasos a seguir para de
terminar la actividad a partir del método propuesto por Eivazi y 
Tabatabai (1977), descrito posteriormente por Tabatabai (1982).

La biota del suelo es tan variada como numerosa, a tal punto 
que, en un puñado de suelo, el número de organismos (flora y fau
na) supera ampliamente el número de personas que habitan hoy 
en el mundo (7700 millones, Censo, 2019). Tan importante como 
aún poco conocido es el papel de la biota en el suelo y su impacto 
en la calidad ambiental.

El componente biológico es central en innumerables procesos 
y funciones que ocurren en el suelo, desde la descomposición de 
residuos orgánicos hasta el ciclo biogeoquímico de los nutrientes, 
la síntesis de sustancias húmicas, la fijación del nitrógeno atmos
férico, la formación de la estructura del suelo, la descomposición 
de productos biodegradables que llegan a él, la inmovilización del 
nitrógeno y la desnitrificación, entre otros.

Las enzimas son catalizadores orgánicos que disminuyen la 
energía de activación de las reacciones metabólicas, aceleran las 
tasas de reacción y permiten que se produzcan a temperaturas y 
presiones a las que normalmente no tendrían lugar (Browman y 
Tabatabai, 1978). Son importantes componentes involucrados en 
el ciclo biogeoquímico de los nutrientes.

En el caso particular del ciclo del fósforo (P) intervienen las en
zimas fosfatasas, las que hacen posible que formas orgánicas de P 
(fosfolípidos, fosfatos de inositol, ácidos nucleicos) sean converti
das a formas inorgánicas o minerales (ortofosfatos mono y diáci
dos). Conocidas como enzimas fosfatasas o fosfohidrolasas, cata
lizan la hidrólisis de ésteres y anhídridos de H3PO4 (Nahas, 2002), 
son responsables de la mineralización del fósforo orgánico y de la 
liberación del fósforo inorgánico necesario para los microorganis
mos y las plantas. Naninpieri et al. (2011) han estudiado en pro
fundidad el rol de las enzimas fosfomonoesterasas en los suelos, 
las que son significativamente afectadas por el pH, la disponibili
dad de P y la materia orgánica. Han sido extensamente estudiadas 
debido a su importancia en la mineralización del fósforo orgánico, 
en formas inorgánicas solubles disponibles para las plantas.

Las fosfomonoesterasas se clasifican en enzimas fosfatasas 
ácidas y alcalinas, y se diferencian por su pH óptimo de catálisis. 
Al tiempo que las ácidas son producidas por microorganismos y 
plantas superiores, las alcalinas son producidas principalmente 
por microorganismos (Speir y Ross, 1978; Tabatabai, 1994). Las
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enzimas fosfatasas ácidas pueden estar presentes en suelos con 
valores de pH entre 4 y 6,5, mientras que las alcalinas lo hacen en 
un rango de 9 a 10. Sin embargo, es común que estén simultánea
mente en el suelo (Trasar, Gil y Leirós, 2003). Análisis estadísticos 
indican que la actividad de las fosfatasas ácidas está correlaciona
da con los contenidos de carbono orgánico, nitrógeno total y ni
trógeno potencialmente mineralizable (r: 0,78; 0,83; 0,69, respec
tivamente; P<0 ,05) en la superficie de los suelos (Dalurzo, Toledo 
y Vazquez, 2005) y con el contenido de arcilla en superficie y en la 
profundidad del perfil (Tabatabai y Dick, 1979).

El fósforo total (Pt) del suelo contempla una parte inorgánica 
y otra orgánica. El P orgánico (Po) está asociado al contenido de 
la materia orgánica y, por lo tanto, es máximo en el horizonte su
perficial. Representa una fracción muy variable, entre 15% y 80% 
del P total, según sea el tipo de suelo y su composición (Picone y 
Zamuner, 2002), siendo la biomasa microbiana su actor central. 
El porcentaje de Po dependerá de la actividad biológica, la tem
peratura, la humedad, el pH del suelo, el grado de desarrollo del 
suelo y la textura. En líneas generales, tanto en áreas cálidas como 
templadas, cuanto más fina sea la textura, mayor será el conteni
do de Pt (Pellegrini, 2017). La importancia de las formas orgánicas 
del P en la nutrición fosfatada de las plantas en áreas tropicales 
ha sido demostrada en varios estudios (Beck y Sánchez, 1994; Ma- 
roko, Buresh y Smithson, 1999).

Del fósforo total del suelo, una parte se encuentra en forma 
soluble y está en equilibrio con la fracción lábil que comprende 
el P orgánico fácilmente mineralizable y los fosfatos débilmente 
adsorbidos a las arcillas coloidales. Por otro lado, en las formas 
insolubles o fijadas, el P se encuentra principalmente como par
te de minerales primarios fosfatados, humus, fosfatos insolu
bles de calcio, hierro, aluminio y fosfatos fijados por los óxidos 
y minerales silicatados. Además de la biomasa microbiana, el P 
orgánico extractable con NaHCO3 compone la fracción orgánica 
lábil que estaría disponible para las plantas o microorganismos en 
un período corto de tiempo, del orden de días o semanas (Cross 
y Schlessinger, 1995 citados en Picone y Zamuner, 2002). Halm, 
Stewart y Halstead (1972) encontraron que el P orgánico lábil ex
tractable con 0,5 M de NaHCO3 se correlacionaba positivamente 
con la actividad de la enzima fosfatasa y la población microbiana.

En Argentina, en horizontes superiores de vertisoles y alfisoles 
de la provincia de Entre Ríos, el Po oscila entre el 41% y 74% del P 
total (Boschetti et al., 2000; Pascale, Heredia y Giuffré, 2000). En 
suelos molisoles del sudeste de la provincia de Buenos Aires, el Po 
representa entre el 78% y 83% del P total (Diez et al., 2000; Picone
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et al., 2003) y en el sur de Misiones, en ultisoles y oxisoles, el Po 
posee entre el 18% y 28% del P total, respectivamente (Vazquez, 
Dalurzo y Lifschitz, 1998). En oxisoles prístinos bajo selva sub
tropical, con 4% de carbono orgánico, se han encontrado valores 
superiores a 880 ppm de Pt y de 4 a 6 ppm de P disponible para las 
plantas (Toledo, Dalurzo y Vazquez, 2007).

En resumen, el P en el suelo se presenta casi exclusivamente 
como ortofosfato, y todos los compuestos son derivados del ácido 
fosfórico (H3PO4). La mineralización del P orgánico (Po) depende 
de la actividad de las enzimas fosfatasas que participan en la des
fosforilación de los grupos fosfoéster unidos a la materia orgánica 
y pueden tener un rol fundamental como indicadores tempranos 
y sensibles de los cambios que ocurren en el suelo por efecto del 
uso de las tierras (Leirós et al., 1999; Yoshioka, Sánchez de Pra
ger y Bolaños, 2006; Toledo et al., 2015). Naninpieri et al. (2011) 
evaluaron la contribución de las actividades de las fosfomonoes- 
terasas -ubicadas de manera diferente en la matriz del suelo- a 
la actividad enzimática medida e identificaron los inconvenientes 
de los ensayos o determinaciones utilizados.

4.2. Fundamento del método

El método propuesto por Eivazi y Tabatabai (1977) es rápido y 
preciso (Tabatabai, 1994). La determinación de la actividad de la 
fosfatasa ácida o de la fosfatasa alcalina se basa en la medida es- 
pectrofotométrica del p-nitrofenol liberado (PNF, de coloración 
amarilla) después de la incubación del suelo a 37 °C, con una diso
lución tamponada de p-nitrofenil fosfato disódico de pH 6,5 o pH 
11, utilizado como sustrato (PNP incoloro), y tolueno. La actividad 
enzimática es expresada en mg de p-nitrofenol liberado por kg de 
suelo seco o en ^g de p-nitrofenol g-1 suelo. h-1 y brinda informa
ción acerca del potencial del suelo para mineralizar Po.

Las temperaturas superiores a 60 °C inactivan o desnaturalizan 
las enzimas. Se da por sentado que la incubación a una tempera
tura de 37 °C no afecta la actividad-estabilidad (concentración) de 
las enzimas y para el caso de las enzimas fosfatasas del suelo, esta 
premisa fue comprobada por Tabatabai y Dick (1979).

El p-nitrofenol liberado durante la incubación por la actividad 
de las enzimas fosfatasas que actúan sobre el sustrato enzimáti- 
co (p-nitrofenil fosfato disódico) se recoge en un medio alcalino 
(cloruro de calcio e hidróxido de sodio). El cloruro de calcio se 
utiliza para evitar interferencias de las sustancias húmicas con 
la dispersión de los minerales de arcilla (Eivazi y Tabatabai, 1977; 
Tabatabai, 1982).
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La concentración de H+ afecta a enzimas, sustratos y cofactores, 
al alterar su ionización y solubilidad. Hay rangos de pH que resul
tan óptimos para cada enzima por fuera de los cuales su actividad 
disminuye (Eivazi y Tabatabai, 1977; Browman y Tabatabai, 1978). 
No solo existen rangos de pH, sino también de temperaturas en 
los que la actividad de cada enzima es óptima y, por fuera de ellos, 
la actividad y la capacidad catalítica se ven afectadas (Browman y 
Tabatabai, 1978). El uso de una solución tamponada o buffer a un 
pH óptimo para la actividad de la enzima permite mantener el pH 
deseado durante la reacción mientras dura la determinación ana
lítica. Para fosfatasas ácidas, se utiliza una solución tamponada a 
pH 6,5 y para fosfatasas alcalinas, a pH 11. El procedimiento para 
su determinación es idéntico, como se verá más adelante.

Por otra parte, la adición de tolueno en la mezcla de incubación 
no afecta la actividad de las enzimas fosfomoesterasas significati
vamente (Eivazi y Tabatabai, 1977). Por tratarse de un hidrocarbu
ro de tipo aromático, es necesario utilizar máscaras protectoras, 
guantes y ropa de protección y, en lo posible, trabajar bajo cam
panas extractoras.

En los métodos espectrofotométricos se mide la intensidad de 
luz (energía radiante o radiación electromagnética) para determi
nar la concentración del analito presente en una muestra (en este 
caso, el p-nitrofenol liberado). Utilizando la espectrofotometría 
de absorción, medimos la absorbancia del analito -esto es, la luz 
absorbida- y esta magnitud se relaciona con la concentración del 
mismo sobre la base de la Ley de Lambert-Beer (Díaz et al., 2010). 
Para transformar la lectura de absorbancia en concentración del 
analito, es necesario realizar primero lo que se denomina curva o 
gráfica de calibración. Para ello, se preparan soluciones del anali- 
to de concentración conocida, las que se utilizan para obtener el 
complejo coloreado. A continuación, se mide en el espectrofotó- 
metro la absorbancia del complejo obtenido a una determinada 
longitud de onda para cada concentración conocida de analito.

En resumen, obtendremos una serie de pares de valores cono
cidos (concentración conocida de p-nitrofenol y su absorbancia 
correspondiente). Cuanto mayor sea la concentración de p-nitro- 
fenol utilizada, mayor será la intensidad del color amarillo obte
nido y, por lo tanto, mayor la absorbancia medida en el espectro- 
fotómetro.
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La determinación de la actividad de las enzimas del suelo consti
tuye un medio para estimar el potencial de degradación o trans
formación de los sustratos orgánicos y cuánto y cómo llevan a 
cabo importantes pasos en el ciclado de nutrientes, indicando el 
nivel de los procesos.

En este caso, la determinación de la actividad de las enzimas 
fosfatasas provee un índice del potencial del suelo para minerali
zar el fósforo orgánico y no la actividad misma de las enzimas, ya 
que las determinaciones se producen en ambientes controlados y 
no en las condiciones de campo que ocurren en cada caso en par
ticular (pH, humedad del suelo, temperatura, sustrato enzimático 
natural, como ácidos nucleicos, entre otros).

4.3. O bjet ívo  de  l a  d e t e r m ín a c íó n

4.4. EQUiPAMiENTO

Los elementos necesarios para detectar la actividad de las enzi
mas fosfatasas del suelo son los siguientes:

• Campana extractora.
• Balanza analítica de precisión.
• Espectrofotómetro o fotocolorímetro.
• Estufa de 0 a 50 °C o un incubador con control de tempe

ratura.
• Cronómetro.
• Termómetro de 0 a 100 °C.
• Erlenmeyers de 50 ml y tapones o frascos de vidrio de 50 

ml con tapa plástica a rosca, matraces, vasos de precipita
do, matraz aforado de 10 ml, embudos, papel de filtro tipo 
Whatman N° 2 o similar, bandejas plásticas.

4.5. REACTiVOS DE CALiDAD PROANALiSiS

Los reactivos necesarios son los siguientes:

• Tolueno.
• Solución MUB a pH 6,5 (Modified universal buffer pH 6,5): 

solución buffer o solución tampón modificada a pH 6,5 
(para fosfatasas ácidas) de p-nitrofenil fosfato de sodio.

• Solución PNP: solución de p-nitrofenil fosfato 0,05 M.
• Solución estándar de p-nitrophenol.
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Cloruro de calcio 0,5 M. 
Hidróxido de sodio 0,5 M.

4 .6 . ACONDiCiONAMiENTO DEL MATERiAL

Los pasos a seguir para acondicionar el material disponible son 
los siguientes:

4.6.1. Toma y acondicionamiento de muestras de suelo
Un axioma de Jackson (1964) expresa que «un análisis no puede 
ser mejor que la muestra». Generalmente, este factor es menos
preciado, tanto a nivel de campo como de laboratorio, cuando en 
realidad es una parte fundamental del resultado que se obtenga.

En general, el muestreo para determinar parámetros biológicos 
requiere de consideraciones especiales debido a la dinámica mis
ma de los procesos biológicos que ocurren en los suelos. Princi
palmente, es importante la época del año en que se extraen las 
muestras, pues las estaciones del año definen las temperaturas 
y precipitaciones, y estas varían con la ubicación geográfica y el 
clima de cada lugar. Si se van a tomar varias muestras durante el 
año, es recomendable que las mismas se distribuyan a lo largo de 
las estaciones. Si solamente se va a efectuar el muestreo una vez 
en el año, se recomienda hacerlo durante la estación en que las 
condiciones de temperatura y humedad del suelo se encuentran 
más estables y lejos de disturbios (Dick, Breakwell y Turco, 1996).

Sugiero que el muestreo se realice durante los meses de otoño 
para la región del Nordeste argentino y alejado de disturbios im
portantes, como las labranzas, el encalado, la incorporación de 
rastrojos o el agregado de enmiendas orgánicas, entre otros, ya 
que pueden alterar momentáneamente la actividad enzimática y 
no representar el comportamiento del sistema a largo plazo. Para 
estudios con fines de fertilidad, al ser el P un elemento poco móvil 
y presentar en general alta variabilidad, es importante tomar un 
número suficiente de muestras compuestas de suelo de 0 a 0,10 m 
y de 0,10 a 0,20 m de profundidad y transportarlas lo más rápida
mente al laboratorio, sin dejarlas expuestas al sol.

Una vez en el laboratorio, si las muestras serán analizadas en el 
corto plazo, se las debe acondicionar distribuyéndolas en bande
jas plásticas y dejando que se sequen al aire, a fin de homogenizar 
el estado de humedad de las mismas, en equilibrio con la hume
dad del ambiente. En caso de que las determinaciones analíticas 
se realicen más adelante, se recomienda conservar las muestras 
de suelo a 4 °C con la humedad de campo hasta el momento de
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utilizarlas. No obstante, también puede optarse por secarlas al 
aire y luego colocarlas a 4 °C, ya que Baligar, Wright y Smedley 
(1988) encontraron que la actividad medida en muestras húmedas 
o secas al aire conservadas a 4 °C presentan alta correlación.

El secado al aire puede afectar la actividad de las enzimas. Se
gún sea el tipo de enzimas, la estabilidad puede disminuir en al
gunas y en muchas otras mantenerla sin cambios durante varias 
semanas e incluso meses hasta el análisis (Dick, Breakwell y Tur
co, 1996). Con respecto a este punto, estudios previos realizados 
por algunos autores demostraron que la actividad enzimática no 
se afectó por el tratamiento de secado al aire en comparación con 
el uso de la muestra con la humedad de campo (Henríquez et al., 
2014). En cuanto a la acción de la luz, estudios previos realizados 
por la autora demostraron que la actividad enzimática no se vio 
afectada cuando la determinación se realizó en ausencia de luz, 
en comparación con la presencia de luz en el laboratorio (datos 
no publicados).

Una vez secas al aire, las muestras deben ser molidas con mortero 
y pilón de porcelana o con molinillo de suelos, luego pasadas por un 
tamiz de malla de 2 mm (N° 10) y de esta manera se obtiene la lla
mada «tierra fina» a partir de la que se procede a realizar el análisis.

4.7. PROCEDiMiENTO

Para una mayor precisión, las mediciones siempre se deben reali
zar por triplicado2.

2. Algunas consideraciones. La curva de calibración deberá realizarse cada 
nuevo día en que se realicen lecturas, ya que los factores sufrirán variaciones 
conforme al estado de las soluciones y a factores ambientales. En caso de 
utilizar una estufa, calibrar la temperatura en 37 °C al menos 24 horas antes 
de incubar y controlar repetidas veces con termómetro extra para asegurar 
que se haya llegado a una temperatura equilibrada. La alícuota a tomar del 
filtrado obtenido en el paso 3 varía con los suelos y la actividad enzimàtica 
que presenten. Normalmente con 1 o 2 ml es suficiente, pero puede suceder 
que se requiera una alícuota mayor si la actividad es más bien baja o diluciones 
si es muy alta. Conservar las soluciones de PNP y MUB en heladera, en 
matraces tapados. En el paso 3, una vez adicionados el CaCl2 y el NaOH, es 
importante filtrar inmediatamente para evitar precipitados. De ser necesario, 
se puede centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos antes de efectuar la lectura en 
absorbancia. En ensayos donde el tiempo de incubación es corto, el agregado 
de tolueno (inhibidor microbiano) detiene la síntesis de enzimas por las células 
vivas y previene las reacciones de asimilación de productos (Tabatabai, 1982).
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1. En un Erlenmeyer de 50 ml, colocar 1 g de «tierra fina», agre
gar 0,2 ml de tolueno (añadido gota a gota a las paredes de 
vidrio), 4 ml de solución MUB y 1 ml de solución PNP. Mover 
suavemente el Erlenmeyer en círculos durante unos segun
dos para facilitar la mezcla de contenidos y cerrar con tapón.

2. Llevar a incubación durante 1 hora a 37 °C. Al cabo de ese 
tiempo, retirar de la estufa o incubadora, colocar bajo cam
pana extractora, dejar enfriar y luego destapar.

3. Adicionar 1 ml de CaCl2 0,5 M y 4 ml de NaOH 0,5 M. Nue
vamente mover suavemente el Erlenmeyer en círculos du
rante unos segundos y filtrar la suspensión resultante uti
lizando papel Whatman N° 2 o similar. Recoger el filtrado.

4. Colocar una alícuota (1 o 2 ml) del filtrado en un matraz 
aforado de 10 ml y llevar a volumen con agua destilada a 10 
ml finales, mezclar suavemente y proceder a la cuantifica- 
ción del p-nitrofenol liberado -manifiesto en la intensidad 
del color amarillo- utilizando un espectrofotómetro o foto- 
colorímetro. Efectuar la lectura en absorbancia a una lon
gitud de onda de 410 nm, previa calibración del equipo. Si 
la intensidad del color amarillo desarrollado excede la del 
patrón de 50 ^g de p-nitrofenol, deberán efectuarse las di
luciones que sean necesarias, tomando una alícuota del fil
trado y agregando agua destilada hasta que la lectura reali
zada en el fotocolorímetro entre en la escala de calibración.

5. Calcular el p-nitrofenol contenido en el filtrado a partir de 
los niveles de referencia graficados en la curva de calibra
ción, correspondiente a lecturas obtenidas de los estánda
res que contienen 0, 10, 20, 30, 40 y 50 ^g de p-nitrofenol.

6. Realizar un control o blanco de reacción por cada muestra 
de suelo analizada siguiendo los pasos 1, 2 y 3, excepto que 
el agregado de 1 ml de PNP (sustrato) para el caso del control 
deberá hacerse después del agregado del CaCl2 y del NaOH 
e inmediatamente antes del filtrado. Es decir que, en el caso 
del control, el sustrato enzimático se agrega solo después 
de la incubación. El control debe realizarse con cada suelo 
analizado para detectar el color que no deriva del p-nitrofe- 
nol liberado por la actividad de la fosfatasa. De manera que, 
a la lectura de absorbancia de cada muestra de suelo analiza
da, se le deberá restar la de su respectivo control. Posterior
mente, el valor de absorbancia así obtenido (L) se interpola 
en una curva de calibración para obtener finalmente el valor 
de la actividad enzimática o se aplica la formulación detalla
da en este capítulo.
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7. Obtener una gráfica de calibración para realizar los están
dares arriba mencionados. En un matraz aforado de 100 ml, 
preparar una solución estándar diluida (SED) de la siguien
te manera: colocar 1 ml de solución estándar de p-nitrofe- 
nol, diluir hasta 100 y enrasar. Tapar el matraz y agitar sua
vemente durante unos segundos para permitir la mezcla 
homogénea de la solución. A continuación, construir los 
patrones o estándares tomando alícuotas 0, 1, 2, 3, 4 y 5 ml 
de la solución estándar diluida (SED) y colocarlos en Erlen- 
meyers de 50 ml, agregar agua destilada en cantidad nece
saria hasta completar en cada caso los 5 ml finales. Luego, 
agregar 1 ml de CaCl2 0,5 M y 4 ml de NaOH 0,5 M, agitar 
suavemente unos segundos, filtrar con papel Whatman N° 
2 o similar y recoger el filtrado. En los filtrados realizar las 
lecturas utilizando el espectrofotómetro o fotocolorímetro 
en absorbancia a 410 nm y construir la gráfica correspon
diente con las lecturas de los patrones de 0, 10, 20, 30, 40 y 
50 pg de p-nitrofenol.

4.8. Preparación de solucíones

Se deben preparar las siguientes soluciones:

a. Solución Buffer Universal (MUB) Stock. Reactivos: Na 
(OH) 1 M, Tham, Tris (hidroximetil) aminometano, ácido 
maleico, ácido cítrico, ácido bórico. En un matraz aforado 
de 250 ml, disolver 3,025 g de Tham, 2,9 g de ácido malei- 
co, 3,5 g de ácido cítrico y 1,575 g de ácido bórico en 122 ml 
de Na (OH) 1 M. Llevar a volumen con agua destilada hasta 
completar 250 ml. Guardar en un refrigerador.

b. Solución Buffer Universal (MUB) a pH 6,5 (para Enzi
mas Fosfatasas Acidas). En un vaso de precipitado de 500 
ml, colocar 200 ml de la Solución Buffer Universal (MUB) 
Stock. Mediante el uso de HCl 0, 1 N y de un agitador mag
nético, valorar el pH de la solución hasta 6,5. Trasvasar a 
un matraz aforado de 1 litro y llevar a volumen con agua 
destilada. Guardar en un refrigerador. Para determinar la 
actividad de las enzimas fosfatasas alcalinas, se emplea la 
misma metodología aquí descripta, pero cambiando el pH, 
mediante el uso de una Solución Buffer Universal (MUB) a 
pH 11. Para elevar el pH, se recomienda emplear hidróxido 
de sodio 0,1 M.
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c. Solución estándar de p-nitrofenol. En un matraz aforado 
de 250 ml, disolver 0,25 g de p-nitrofenol en aproximada
mente 20 a 30 ml de agua destilada, luego llevar a volumen 
hasta 250 ml con agua destilada. Guardar en un refrigerador.

d. Solución de p-nitrofenil fosfato disódico (PNP) 0,05 M. 
En un matraz aforado de 50 ml, disolver 0,84 g de disodium 
para nitrofenil fosfato tetrahidrato en 40 ml de MUB pH 6,5 
(para fosfatasa ácida), llevar a volumen y enrasar a 50 ml con 
la misma solución. Conservar en heladera y proteger de la 
acción de la luz, para lo cual se recomienda colocar el matraz 
dentro de una bolsita plástica negra o en un frasco caramelo. 
Observaciones: la solución PNP es incolora. Se utiliza como 
sustrato enzimático y puede ser empleada en una concen
tración de 0,05 M, como en este caso (Dick, Breakwell y 
Turco, 1996), pero también en una concentración de 0,025 
M (Tabatabai, 1982). Las soluciones de los sustratos usados 
para el ensayo de fosfomonoesterasas y fosfodiesterasas 
son estables durante varios días si se almacenan en un re
frigerador (Tabatabai, 1994). Una vez abierto el disodium 
para nitrofenil fosfato tetrahidrato, es conveniente conser
varlo a < 4 °C. Existe la posibilidad de aplicar esta metodo
logía aquí descrita, obviando el uso de tolueno (Tabatabai, 
1994; Effron et al., 2006; Medina, 2018).

e. Cloruro de calcio 0,5 M. En un matraz aforado de 250 ml, 
disolver 18,375 g de Cl2 Ca. 2 H2O, en 175 ml de agua desti
lada y luego continuar agregando agua hasta llevar a volu
men final de 250 ml.

f. Hidróxido de sodio 0,5 M. En un matraz aforado de 250 ml,
disolver 5 g de hidróxido de sodio en 175 ml de agua desti
lada y luego llevar a volumen final de 250 ml. La reacción es 
exotérmica, por cuanto es importante trabajar con material 
tipo Pirex y siempre apoyando el matraz previamente sobre 
un paño o una placa atérmica.

4.9. Cálculo de la a c tív íd a d  de las fosfatasas e
iNTERPRETACiÓN DE REsULTADOs

Se calcula la cantidad de p-nitrofenol liberado durante la incuba
ción y contenido en los filtrados, utilizando la curva de calibra
ción construida con cantidades conocidas de p-nitrofenol.
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Para el cálculo de la actividad de la fosfatasa en mg p-nitrofenol. 
kg-1 de suelo. h-1, sobre la base del contenido de p-nitrofenol libe
rado durante la incubación, se utiliza la siguiente ecuación:

mg p-nitrofenol.kg-1.h-1=L*Fc*Fd*iooo/iooo

Donde: L es la lectura en absorbancia, Fc el factor de calibración 
que se obtiene promediando las lecturas de absorbancia obteni
das para los patrones de 10, 20, 30, 40 y 50 gg, Fd es el factor de 
dilución. Consignar en caso de haber efectuado diluciones.

Como la actividad de las enzimas está operativamente defini
da, si las condiciones de la determinación analítica son alteradas 
(ejemplo: temperatura de incubación, pH solución buffer, fuerza 
iónica), los resultados también cambiarán (Dick, Breakwell y Tur
co, 1996). Por lo tanto, es muy importante respetar el protocolo 
de determinación cuando se quieran hacer comparaciones de la 
actividad de las enzimas en diferentes suelos dentro de un mismo 
estudio. El procedimiento descrito es estándar y está contempla
do en la literatura.

En la bibliografía en general, la actividad de las enzimas está ex
presada por kg o g de masa de suelo, pero también puede resultar de 
interés expresarla en términos volumétricos o en unidades de área 
por profundidad de suelo para proveer una perspectiva ecológica.

Para expresar en términos volumétricos, será necesario contar 
con el dato de densidad aparente del suelo correspondiente a la 
profundidad analizada.

A continuación, se han tabulado valores encontrados en la li
teratura, mostrando una serie de rangos y de valores medios para 
la actividad enzimática de las fosfatasas que han sido obtenidos 
aplicando el protocolo propuesto en este capítulo. No obstante, 
los valores son limitados e incompletos, ya que existen diferen
tes ambientes y tipos de suelos, usos de suelo y prácticas de ma
nejo, valores que no incluyen a todos. En conclusión, lo ideal es 
trabajar aplicando el protocolo en distintos ambientes, prácticas 
agronómicas y suelos, e ir calibrando los valores para cada caso, 
de manera que las actividades de las enzimas deben ser interpre
tadas con precaución y teniendo en cuenta la evaluación de otros 
atributos de la calidad del suelo.
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Tabla N° 1. Valores medios y rangos de la actividad de las fosfatasas 
ácidas (APA) y de las alcalinas (APAL) obtenidos con el método aquí 
descripto y encontrados en la literatura

Actividad de la fosfatasa ácida (APA) mg p-nitrofenol .kg-1 de suelo.h-1

Rango Valor medio Procedencia

Suelo seco 
al aire

80 a 1 1 1 2 284
USA, Australia, 
Dinam arca n =1 1 1

Suelo seco 
al aire

96 a 1039
427 (p rístin o )
256 (forestal-P inus sp.) 
223 (a gríco la )

Suelos rojos, Misiones, 
Argentina 
Rango: n=144 
Medias: n=122

Suelo seco 
al aire

79 a 633

569 (A lfiso l-suelo  virgen) 
561 (Vertiso l-suelo  virgen) 
443 (Vertiso l- Setaria sp.) 
352 (A lfiso l con pastos 
naturales-ex-arrocera)

Corrientes, Argentina 
Rango: n =10 3

Suelo a 
humedad de 
cam po

23 a 2100 617
EE. UU., N. Zelanda y
Europa
n=464

1 Dick, Breakwell y Turco ( 1996 ). 2 Toledo ( 2014).
3 Arzuaga e t  a l. ( 2005). 4 Dick, Breakwell y Turco (1996 ).

Tabla N° 2. Valores medios y rangos de actividad de las fosfatasas 
alcalinas (APAL) obtenidos con el método aquí descripto y encontrados 
en la literatura

Actividad de la fosfatasa alcalina (APAL) mg p-nitrofenol .kg'1 de suelo. h'1

Rango Valor medio Procedencia

Suelo seco al aire 18 a 381 144 EE. UU., n = 1 r

Suelo a humedad
de cam po

1 1  a 10 0 0 1 2 2 EE. UU., n =172

1 Dick, Breakwell y Turco (1996). 2 Dick, Breakwell y Turco (1996).
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Tabla N° 3. Valores medios de la actividad de las fosfatasas ácidas 
(APA) obtenidos en superficie para suelos de Argentina al aplicar 
PNP como sustrato enzimàtico

Uso

APA
(mg p-nitrofenol. 
kg-1 suelo .h-1 ó gg 

p-nitrofenol. g-1.h-1)

Orden de suelo y 
procedencia

Selva paranaense 698 Oxisol
(Pcia. Misiones)1

Agrícola-Cultivo de Tabaco 275 Oxisol
(Pcia. Misiones)2

Agrícola-Citrus 270 Oxisol
(Pcia. Misiones)3

Agrícola-Arroz 437 Alfisol
(Pcia. Corrientes)4

Agrícola-Citrus 151 Entisol
(Pcia. Corrientes)5

Forestaciones con quebracho 
colorado chaqueño 255 Alfisol

(Pcia. del Chaco)6

Agrícola-Yerba mate 251 Oxisol
(Pcia. Misiones)7

Selva subtropical 671 Oxisol
(Pcia. Misiones)8

Agrícola-Cultivo de Té 197 Oxisol
(Pcia. Misiones)9

Agrícola-Maíz monocultivo 249 Oxisol
(Pcia. Misiones)10

Monte-Urunday y Guayacán «800 Molisol
(Pcia. del Chaco)11

Monte-Espina corona «1000 Molisol
(Pcia. del Chaco)12

Monte-Mora « 1300 Molisol
(Pcia. del Chaco)13

Suelo de referencia 598 Molisol (Marcos 
Juárez, Córdoba)14

Agrícola-Soja-siembra directa- 
con cultivo de cobertura 567 Molisol (Marcos 

Juárez, Córdoba)15

Agrícola-Soja con distintas 
rotaciones y secuencias trigo, 
maíz

510 a 541
Molisol

(Rafaela, Santa Fe)16

Agrícola-Soja-Soja 346 Molisol (Oliveros, 
Pcia. de Santa Fe)17

Agrícola-Soja 38 a 105
No especifica.

Pergamino 
(Pcia. Bs. As.)18
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Agrícola-Soja 27 a 41
No especifica. 

Manfredi 
(Pcia. Córdoba)19

Forestal- Roble »1400 Andisol
(Pcia. de Chubut)20

Forestal-Fresno »1200

Forestal-Pino radiata »600

Ganadero-Gramíneas nativas »2,8 a 3,8 (|jmol Aridisol (Sur pcia. de
p-nitrofenol.g-1.h-1) Bs. As.)21

Agrícola-cultivo de Vid-manejo »10 No especifica
convencional (gg p-nitrofenol. g-1. 

mL-1)
(Pcia. San Juan)22

Agrícola-cultivo de Vid-manejo »30 a 3 2 (gg No especifica
orgánico p-nitrofenol. g-1. mL-1) (Pcia. San Juan)23

1 Toledo, Dalurzo y Vázquez (2010). 2 Toledo, Dalurzo y Vázquez (2010). 3 Dalurzo, 
Toledo y Vázquez (2005). 4 Arzuaga e t  a l. (2005). 5 Arzuaga e t  a l. (2005). 6 Arzuaga 
e t  a l. (2007). 7 Toledo e t  a l. (2015). 8 Arzuaga (2016). 9 Arzuaga (2016). 10 Toledo 
(2014). 11 Effron e t  a l. (2006). 12 Effron e t  a l. (2006). 13 Effron e t  a l. (2006). 14 Ferreras 
e t  a l. (2009). 15 Ferreras e t  a l. (2009). 16 Ferreras e t  a l. (2009). 17 Ferreras e t  a l. (2009). 
18 Fernández, Sagardoy y Gómez (2008). 19 Fernández, Sagardoy y Gómez (2008). 20 
Effron e t  a l. (2012). 21 Ambrosino e t  a l. (2020). 22 Medina (2018). 23 Medina (2018).

Tabla N° 4. Valores medios de la actividad de la fosfatasa alcalina 
(APAL) obtenidos en superficie para suelos de Argentina al aplicar PNP 
como sustrato enzimàtico

Uso APAL Orden de suelo y 
procedencia

Agrícola-Soja
5,7 - 13,8
mg p-nitrofenol. kg-1 
suelo .h-1

No especifica. 
Pergamino (Bs. As.)1

Agrícola-Soja
8,2 - 15,5
mg p-nitrofenol. kg-1 
suelo .h-1

No especifica. Manfredi 
(Córdoba)2

Ganadero-Gramíneas 
perennes nativas

»1,5 a 1,9
gmol p-nitrofenol.g-1.h-1 Aridisol3

Agrícola-cultivo 
de Vid-manejo 
convencional

»25 No especifica. Dpto. San
gg p-nitrofenol.. g-1. mL-1 Martín (Pcia. San Juan)4

«: aproximado sobre la base de gráficos visualizados en los trabajos originales publicados.

1 Fernández, Sagardoy y Gómez (2008). 2 Fernández, Sagardoy y Gómez (2008).
3 Ambrosino e t  a l. (2020). 4 Medina (2 0 1 8 ).5 Medina (2018).
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En resumen. Las enzimas fosfatasas ácidas y alcalinas son impor
tantes indicadores de la calidad biológica. Es menester respetar 
los protocolos definidos para su determinación y los resultados 
deben ser interpretados con precaución, teniendo en cuenta la 
evaluación de otros atributos de la calidad del suelo.
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