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Capítulo 3. Actividad hidrolítica 
de enzimas microbianas sobre 

diacetato de fluoresceína

Natalia Mansilla, Cristina E. Sotelo, 
Natalia Banegas, Andrea A. Sirio y Emilce Viruel

Durante los últimos años ha aumentado el interés por conocer el 
tamaño y la actividad de la biomasa microbiana del suelo, en parte 
debido a la importancia de esta información 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 orgánica en hábitats, donde aproximadamente el 90% de la 
energía del suelo fluye a través de descomponedores microbianos 
(Green, Stott y Diack, 2006).

Entre los métodos de estudio para conocer la dinámica de la 
materia orgánica del suelo (MO) y la actividad microbiológica aso
ciada, se encuentra la medición de las actividades enzimáticas, ya 
que la estabilización o degradación de la MO depende fundamen
talmente de procesos biológicos 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 
están relacionadas con la fertilidad del mismo, ya que durante 
la descomposición de la MO los nutrientes pasan a través de la 
población microbiana y, mediante sus sistemas enzimáticos aso
ciados, los compuestos complejos son degradados a subunidades 
simples y asimilables por las plantas (Nannipieri y Landi, 2000; 
Zahir, Ateeq y Arshad, 2001).

Las enzimas del suelo son importantes catalizadoras de proce
sos metabólicos, incluyendo la descomposición de compuestos 
orgánicos y xenobióticos. Considerando la capacidad de resilien- 
cia del ecosistema -definiéndolo como un ente vivo y dinámico-, 
se puede pensar que cualquier cambio medioambiental podría ser 
detectado en su inicio por su componente biológico (por ejem
plo, enzimas). De ahí que la presencia o deficiencia de enzimas
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del suelo pueda ser considerada como un bioindicador sensible 
ante una posible perturbación ambiental (Ulloa Larrea, 2014). 
Pueden ser «sensores», ya que entregan información sobre el 
estado y las condiciones fisicoquímicas del suelo (Aon y Colaneri, 
2001; García et al., 2003). De esta forma, los cambios provocados 
en la actividad de estas no solo dependen de las variaciones de 
la expresión génica, sino también de factores ambientales que 
afectan a la actividad (Nanniperi et al., 2002).

La actividad enzimática en el suelo está asociada a factores 
bióticos y abióticos. Las enzimas pueden encontrarse intracelu- 
larmente en células vivas (proliferantes y latentes), muertas o en 
descomposición, pero asimismo pueden formar temporalmen
te complejos enzima-sustrato, ser adsorbidas por arcillas, estar 
asociadas con compuestos húmicos o bien pasar a la solución del 
suelo (lisis celular, por ejemplo) pudiendo cambiar su ubicación 
(Burns, 1982).

La fuente más importante de síntesis de enzimas corresponde a 
los microorganismos del suelo (Burns, 1978) y se cree además que 
enzimas como, por ejemplo, las esterasas son sintetizadas princi
palmente por bacterias y hongos. Por lo tanto, si el flujo de energía 
pasa a través de la microflora y los microorganismos heterótrofos 
son predominantes, la actividad esterasa estaría estrechamente 
relacionada con la actividad microbiológica total del suelo (Adam 
y Duncan, 2001; Green, Stott y Diack, 2006).

Las proteasas catalizan las reacciones que degradan proteínas y 
péptidos (Nannipieri et al., 1994) y están involucradas en el ciclo 
del nitrógeno, 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 función es catalizar la hidrólisis de los enlaces éste- 
res formados entre un ácido y un alcohol (Ro et al., 2004).

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

Cuando un suelo es expuesto a procesos degradativos, sus 
propiedades biológicas son afectadas y disminuye su capacidad 
productiva (Sánchez et al., 2011). Para Dick (1994), existen indi
cadores del estrés que sufre un ecosistema cuando es sometido a 
una perturbación y, en ese sentido, el o los indicadores funcionan 
como sensores que advierten los disturbios del mismo. Al respecto,
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las enzimas producidas por los microorganismos pueden funcionar 
como indicadores de la calidad de un suelo, ya que integran infor
mación sobre el estado de la población microbiana, como también 
de las condiciones físico-químicas del mismo (Zornoza et al., 2006; 
Sánchez et al., 2011).

Debido a todo ello, la determinación de la actividad enzimáti- 
ca ha sido estudiada como un biomarcador, esto es, un indicador 
de diferentes condiciones de calidad de suelo (Bolton et al., 1985; 
Alef y Nanipieri, 1995; Trasar, Leirós y Gil, 2003; Gil-Sotres et al., 
2005; Carpa, 2009; Ferreras et al., 2009; Balezentiene, 2012). Al 
respecto, Hu, Wang y Zeng (2006) señalan que la actividad en- 
zimática puede responder a cambios en el manejo de un bosque 
más rápidamente que otras variables de suelo, por lo que pueden 
ser útiles como indicadores tempranos de cambios biológicos. 
Estos parámetros también se utilizan para caracterizar la activi
dad microbiana de los suelos y son relativamente fáciles de medir 
por medio de métodos analíticos, además representan procesos 
fisiológicos importantes de los microorganismos edáficos (Gajda 
y Martyniuk, 2005).

3.1. Fundamento del método

La determinación de la hidrólisis del diacetato de fluoresceína 
(FDA) consiste en cuantificar espectrofotométricamente la fluo- 
resceína producida como resultado de la acción de enzimas mi
crobianas presentes en el suelo.

En el suelo, la hidrólisis de la FDA puede ser realizada por dife
rentes organismos como las bacterias heterotróficas, los hongos, 
las algas y los protozoos. El resultado de esta conversión enzi- 
mática es la obtención de fluoresceína, que puede ser visualiza
da dentro de las células usando un microscopio de fluorescencia 
(Lundgren, 1981) y cuantificada a través de la fluorometría y la 
espectrofotometría (Swisher y Carroll, 1980; Schnürer y Rosswall, 
1982). Los autores nombrados desarrollaron un método simple, 
rápido y sensible para determinar la actividad microbiana total 
del suelo por espectrofotometría.

3 .2 . ÜBJETiVO DE LA DETERMiNACióN

El objetivo es la cuantificación de la actividad hidrolítica de enzi
mas del suelo sobre diacetato de fluoresceína como un indicador 
microbiológico de calidad de suelos. La aplicación del método es 
considerado novedoso y relativamente rápido y de fácil aplicación.
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3.3. EQUiPAMiENTO Y MATERiALES

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

• Espectrofotómetro UV-visible (celda de vidrio)
• Agitador orbital
• Balanza de precisión analítica
• Frascos de vidrio con tapa a rosca de 100 ml
• Pipetas automáticas 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 determinación de FDA son los si
guientes:

• Buffer fosfato sódico 60 mM (pH 7.6)
• Solución stock FDA (2 mg ml-1 disuelta en acetona)
• Acetona p.a.
• Fluoresceína sódica (para la curva patrón).

3.5. PREPARACióN DE LAS SOLUCiONES

Las soluciones necesarias para la marcha son: solución indica
dora de stock de FDA, buffer fosfato sódico y solución de stock 
de fluoresceína sódica. Se detallará la preparación de cada una a 
continuación:

a. Solución indicadora de stock de FDA1 (2 mg ml-1) para 
agregar a la muestra problema. En un matraz de 10 ml co
locar 0,02 g de fluoresceína diacetato, 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 sódico 60 mM pH 7,62. Solución A Fosfato 
monosódico (NaH2PO4 0,2 M): 1,19 g de NaH2PO4 en 50 
ml. Solución B Fosfato disódico (Na2HPO4 0,2 M): 7,1 g de 
Na2HPO4 en 250 ml.
El buffer se obtiene con la siguiente mezcla: 32,5 ml de 
Solución A + 217,5 ml de Solución 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 hidróxido de 
sodio (en caso de tener que aumentar) o ácido fosfórico (en 
caso de que haya que disminuir).

c. Solución indicadora de stock de fluoresceína sódica (para 
la curva patrón). En un matraz aforado de 50 ml, pesar 0,010 
g de fluoresceína sódica, colocar 10 ml de acetona y llevar a 
50 ml con la solución buffer (0,2 mg ml-1 o 602 pM).

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 plástico con cepillo, cuidando 
que no queden residuos de ningún tipo.

2. Lavar con una solución de HCl (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 determinación (en la 

medida de las posibilidades).

3.7. PROCEDiMiENTO

Los pasos para desarrollar la técnica se detallan a continuación:

3.7.1. Curva patrón
La curva patrón 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 deberá realizarse la correspondiente curva patrón. La can
tidad que se pesa de cada droga dependerá del PM de la misma, que puede 
variar entre las distintas marcas y laboratorios (chequear cantidad necesaria 
para preparar la solución 0,2 M).
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La realización de la misma tiene los siguientes pasos:

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

fluoresceína sódica (en los matraces) en las diferentes pro
porciones, como se indica en la Tabla N° 1.

3. Colocar la alícuota de solución de stock de fluoresceína só
dica correspondiente en cada matraz y enrasar con la solu
ción buffer de fosfato sódico 60 mM.

4. Aforar y homogeneizar bien las soluciones.
5. Trasvasar a un vaso de precipitado.
6. Agregar 2,5 ml de acetona.
7. Mezclar bien.
8. Medir absorbancia a 490 nm.

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

pg de fluoresceína
ml de solución stock 
de fluoresceína sódica

ml de solución Buffer 
fosfato sódico 60 mM

(concentración de 
fluoresceína)

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. Determinación en muestras
La actividad hidrolítica se determina en suelo midiendo la fluo
resceína liberada luego de la acción de las enzimas hidrolíticas de 
la muestra problema sobre el diacetato de fluoresceína agregado. 
Se detalla la marcha y se indican los pasos a seguir.

1. Pesar 1 g de suelo seco3 (muestra problema). Realizar por 
triplicado cada muestra.

2. Añadir a cada frasco 10 ml de buffer fosfato sódico 60 mM, 
pH 7,6.

Figura N° 1. Diluciones de la 
curva patrón.

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

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

5. Incubar a 25 °C durante 2 h con agitación (100-120 rpm).
6. Agregar 10 ml de acetona para detener la reacción (al blan

co también agregar acetona).
7. Filtrar con papel de filtro cualitativo y reservar el filtrado.
8. Medir la absorbancia a X 490 nm.

3.8. Cálculos

La reacción de la fluoresceína en el suelo se extrapola a partir de 
las concentraciones de referencia de la curva patrón.

El cálculo a partir de la curva patrón en la gráfica de la curva: en 
el eje Y, la absorbancia y en el eje X, la concentración (pg fluores
ceína). La regresión lineal ajusta a la ecuación:

y = a*x + /- b

Entonces, se despeja de la fórmula:

pg fluoresceína (x) = (y /a ) + /- b

Siendo: a la pendiente, b la ordenada, y el valor de la absorban
cia leída y x los gg.

Los resultados se expresan en gg de fluoresceína gss-1 h-1 (mi- 
crogramos de fluoresceína producida/gramo de suelo seco/hora)4, 
promediando los resultados de las 3 repeticiones.

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

Figura N° 2. Muestras de suelo 
con diacetato de fluoresceína.

Figura N°3. Filtrado del suelo.

pg fluoresceína gss-1 h-1 = pg fluoresceína/2

En resumen. Esta metodología resulta rápida y sensible a la hora 
de evaluar un indicador microbiológico de suelos, sus condicio
nes de uso y el manejo del mismo.

4. Si se cambia el peso de la muestra problema en la determinación, ajustar 
la fórmula para 1 g de suelo seco, para mantener la expresión de gg de fluores
ceína gss-1h-1.
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