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Capitulo 2. Carbono de la biomasa
microbiana del suelo.

Método de fumigacion-extraccion

Cristina E. Sotelo, Andrea A. Sirio
y German L. Pérez

La importancia de la determinacién del carbono en la biomasa
microbiana se debe al papel principal de los microorganismos del
suelo en la retencién como en la liberacién de nutrientes y energia
del sistema. Este parametro ha sido empleado como bioindicador
de los cambios en la materia orginica del suelo, por representar
un indice mas sensible que el carbono organico total. El carbono
orginico extraido en una solucién de sulfato de potasio es deter-
minado en muestras de suelo fumigadas con cloroformo (biocida)
y no fumigadas, y el carbono de su constitucién es valorado por
dicromatometria. El incremento en las cantidades de carbono en
las muestras fumigadas con respecto a los controles es considerado
como carbono de la biomasa microbiana del suelo.

Labiomasa microbiana del suelo se define como el componente
microbiano vivo del suelo (Sparling, 1985) que, al ser microbiano,
excluye a la macrofauna y a las raices de las plantas (Jenkinson y
Ladd, 1981). La importancia de la determinacion del carbono de la
biomasa microbiana se debe al papel principal que juega la mate-
ria organica del suelo, por representar un indice mas sensible que
el carbono orgdanico total, debido a que en este tltimo existe un
elevado porcentaje de fracciones muy estables, que pueden llegar
a enmascarar las alteraciones de aquellas fracciones mads suscep-
tibles de cambio (Powlson y Jenkinson, 1981).

La biomasa microbiana del suelo tiene las siguientes funciones:

a. Es una fuente 1abil o un sumidero inmediato para el carbo-
no, nitrégeno, fésforo y azufre (Dalal, 1998), de forma que
regula la transformacion de la materia orgdnica (Gregorich
et al., 1994; Turco, Kennedy y Jawson, 1994).

b. Conduce la transformacién de nutrientes (Smith y Paul,
1990).
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¢. Es un agente cementante de los agregados del suelo (Chan
y Heenan, 1999).

La biomasa se encuentra principalmente constituida por bacte-
rias y hongos, aunque también forman parte de ella la microfauna
del suelo y las algas. Es una fraccién enormemente importante de
la materia organica del suelo, pese a que representa solo entre un
1y un 5% del total de la misma (Jenkinson, 1988). Esta propor-
cion tiende a ser mayor en los suelos arcillosos que en los areno-
sos (Wardle, 1992), aparentemente debido al proceso protector de
las arcillas sobre la biomasa microbiana (Mercx, Den Hatog y Van
Veen, 1985; Van Veen, Ladd y Amato, 1985).

La biomasa microbiana se renueva mucho mads rapido que el
resto de la materia orginica (Jenkinson y Ladd, 1981; Paul, 1984),
lo que hace que se haya sugerido el empleo de la misma como in-
dicador de la calidad del suelo.

Por otra parte, diversos autores (Powlson y Jenkinson, 1981;
Powlson, Brookes y Christensen, 1987; Sparling, 1992) han sugeri-
do que las variaciones del contenido de la biomasa microbiana en
los suelos reflejan tendencias a largo plazo en los contenidos de
materia orgdnica y, debido a ello, se ha recomendado como indi-
cador del carbono organico del suelo. Varios estudios han puesto
de manifiesto la importante relacion existente entre la biomasa
microbiana, lavelocidad de descomposiciéon de la materia organi-
cayla mineralizacién del nitrégeno (Jenkinson, 1988, Carter et al.,
1999). Para evaluar la biomasa microbiana se utilizan varios méto-
dos, en este capitulo describiremos el de fumigacién-extraccion.

2.1. FUNDAMENTO DEL METODO

La determinacién de la biomasa microbiana mediante fumigacién
con cloroformo abarca dos técnicas diferentes: el método de fu-
migacion-incubacion (CFI) y el método de fumigacién-extraccion
(CFE), de acuerdo con Brookes et al. (1985) y Vance et al. (1987). En
ambos casos, los vapores de cloroformo matan a los microorga-
nismos del suelo y se diferencian en la forma de medir el tamafio
de la biomasa muerta.

En el método CFI se estima por cuantificacién del CO, respirado
tras un periodo especifico de incubacioén, mientras que en el CFE
se determina por extraccién directa del suelo tras la fumigacién,
seguida de cuantificacién del carbono extraible. Este Gltimo mé-
todo ha venido sustituyendo al anterior, debido a su rapidez, ya
que evita el periodo de incubacién de 10 dias.
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Otro método indirecto empleado comiinmente es el de respira-
cidén inducida por sustrato (SIR). Este método tiene en cuenta so-
lamente la fraccion metabdlicamente activa de la biomasa micro-
biana (Carter et al., 1999), a partir de medidas del cambio inicial
en la velocidad de respiracion del suelo como consecuencia de la
adicion de un sustrato ficilmente degradable (glucosa), segin An-
derson y Domsch (1978).

El inico inconveniente que presentan los métodos indirectos
es que solo permiten cuantificar la biomasa microbiana, sin deta-
1lar su composicion (Bailey et al., 2002), de modo que la biomasa
microbiana representaria una «caja negra» que permite conocer
poco sobre la estructura de la comunidad microbiana o de los
procesos que tienen lugar en dicha comunidad (Dalal, 1998).

Una de las ventajas del método CFE es que implica la extraccion
con K SO, 0,5 M, por lo que en esta determinacion también
se obtiene una medida de carbono 1abil (Haynes, 2005). La
extraccion de carbono con K,SO, simulala solucion del suelo, que
es el principal recurso para que los microorganismos obtengan
nutrientes. Por lo tanto, esta medida de carbono —en adelante
se hard referencia a ella como carbono 1abil- puede emplearse
como medida del carbono actualmente disponible para los
microorganismos (West et al., 1992; Tanaka et al., 1998).

La metodologia de CFE utiliza también cloroformo, porque es
un biocida efectivo y no solubiliza la materia organica del suelo
no microbiana (Jenkinson, 1976); los microorganismos del suelo
son lisados y valorados por dicromatometria (Page, 1982). El C
(carbono) y N (nitrégeno) organico extraidos en una solucién de
sulfato de potasio (0,5 M) son determinados en muestras de suelo
fumigadas y no fumigadas. El incremento en las cantidades de C
y N determinados en las muestras fumigadas con respecto a los
controles son considerados como carbono y nitrogeno de la bio-
masa microbiana del suelo.

Los principios de este método, de acuerdo con Paz Ferreiro
(2006), son:

* La fumigacion del suelo mata la biomasa microbiana y no
afecta la materia orginica no viva.

* El ndmero de organismos muertos en el suelo no fumigado
es insignificante comparado con el del suelo fumigado.

» La fraccion del carbono mineralizado de la biomasa micro-
biana muerta en un periodo de tiempo de 10 dias no difiere
en diferentes suelos.

El cloroformo es escogido como fumigante debido a que es
un producto comercial mas ficil de remover del suelo que el

CARBONO DE LA BIOMASA MICROBIANA DEL SUELO...

.71



metilbromido, formaldehido y el cloropicrin. Para el método
que describimos, el cloroformo debe estar libre de etanol, que
generalmente se encuentra en la presentaciéon normal del reactivo.

El cloroformo provoca la muerte celular al lisar las membranas
celulares. La lisis de las células microbianas depende del tiempo,
de la temperatura, asi como de la localizacién de los microorga-
nismos en la estructura y caracteristicas del suelo, tales como
porosidad y materia organica, arcilla y contenido de carbonatos.
Es por eso que es importante utilizar un factor de correccién (kc)
para obtener valores mds aproximados.

El valor ke se considera constante para todos los suelos sin im-
portar el tipo de microorganismos que existan en ellos. Sin em-
bargo, se encuentran muchos trabajos en los que se cuestiona
dicha afirmacién. Lynch y Panting (1980) reportan que la fumiga-
cidén con cloroformo mata el 82 y 89% de las bacterias y cerca del
99% de los hongos en un suelo arcilloso. Huy Van Bruggen (1998)
encontraron que la eficiencia de fumigacion con cloroformo para
bacterias es de 98,5 a 93,46%. Toyota et al. (1996) proponen que
esta diferencia puede deberse a los exopolisacaridos secretados
por las bacterias que las protegen de la accién del cloroformo, asi
como a la propia matriz del suelo cuando estas estan embebidas
en ella, y Anderson y Domsch (1978) encontraron que el promedio
de la mineralizacién de hongos y bacterias no es el mismo des-
pués de la fumigacion, datos contrarios a los encontrados por Jen-
kinson y Powlson (1976). Como en los suelos de la regién atin no
se determind el valor de Kc, para las determinaciones se utiliza un
kc=0,35, basado en datos bibliograficos.

2.2. OBJETIVO DE LA DETERMINACION

El objetivo de la determinacién de biomasa microbiana es cono-
cer los valores para poder comparar distintas situaciones de ma-
nejo y construir indices de calidad de suelos a partir de los datos
obtenidos.

Estos indices son tiles para decidir acciones con relacioén a la
prevencion, al monitoreo, a los servicios ambientales y a la valo-
racion de tierras (Albanesi, 2013). La identificacién de indicadores
que permitan monitorear o predecir la degradacién del recurso
suelo resulta fundamental, ya que los grandes problemas agroeco-
l6gicos pueden ser traducidos sobre la base de criterios que pue-
den ser medidos. Se plantea que las caracteristicas mas dinamicas
del suelo, tales como la biomasa microbiana, responden mas rapi-
damente a los cambios en las practicas de manejo o condiciones
ambientales. En este capitulo desarrollaremos la metodologia de
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fumigacién-extraccion, describiendo los procedimientos con al-
gunos detalles importantes a tener en cuenta para el desarrollo
de la misma.

2.3. EQUIPAMIENTO
Los equipamientos necesarios para la realizacion de la marcha son:
* Plancha digestora a 140 °C o digestor automadtico
« Centrifuga (2000 rpm)
« Espectrofotémetro (590 nandmetros)
+ Agitador orbital.
2.4. REACTIVOS Y PREPARACION DE SOLUCIONES
Para realizar las soluciones, se deben secar los reactivos en estufa
a 100 °C durante 1 h; seglin qué solucion se desea preparar, los

mismos se detallan en la Tabla N° 1.

Tabla N° 1. Reactivos y preparacion de soluciones

Reactivo

Formula quimica y
peso molecular

Preparacion de la
disolucion

Sulfato de potasio
0,5M(*)

K,SO, PM174,5 g/mol

87,250 g en 1000 ml
de agua destilada

Dicromato de potasio
0,0667 M

K,Cr,0, PM 294,2 g/mol

1,992 gen 100 ml
de agua destilada

Acido sulfurico

H,SO, PM 98.079 g/mol

Proanalisis

Biftalato de potasio(**)
Concentracion final:
3gC.L?

KC,H,0, PM 204,220 g/

mol

6,382 gen 1000 ml
de agua destilada

Glucosa
Concentracion final:
3gC.L!?

CH,,0,PM 180 g/mol

6 12

7,500 g en 1000 ml
de agua destilada

* Preparar 1 hora antes, ya que tarda mucho en disolverse. Se puede calen-

tar la solucion para acelerar.

** Biftalato de K (sindnimos: ftalato de potasio e hidrégeno, ftalato acido de
potasio, acido ftalico, sal de potasio, acido 1,2, bencenodicarboxilico, sal mo-

nopotasio).
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2.5. ACONDICIONAMIENTO DEL MATERIAL

Lalimpieza del material del laboratorio es importante porque me-
diante ese proceso eliminaremos residuos de sustancias y polvo
que interfieren en las reacciones de los analisis. Existen distintos
procedimientos para este fin, por lo que a continuacién detallare-
mos uno de ellos.

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

« Lavar con una solucién de HCI {4 ml de HCl por cada 31de
agua).

« Enjuagar con agua corriente 3 veces.

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

 Secar el material de vidrio recién lavado en la estufa (con-
trolar que la temperatura no supere los 40 °C).

2.6. PROCEDIMIENTO

Para realizar la marcha, debemos elaborar una curva patrén. La
misma es una curva de referencia construida con cantidades co-
nocidas de una sustancia que se utilizard para determinar la can-
tidad de esa sustancia en la muestra problema.

2.6.1. Curva patron

En la construccién de la curva patrén se pueden elegir dos reac-
tivos: glucosa o biftalato de potasio —seglin nuestra experiencia,
es mas estable el biftalato—. La concentracion y preparacion de la
soluciéon madre patrén se vio en el apartado 2.4. Reactivos y pre-
paracion de soluciones.

Tabla N° 2. Dilucién del compuesto patrén elegido

ml de solucion madre ml de aqua destilada Concentracion final
patron 9 obtenida (gde CL?)
0] 100 [¢]

0,5 99,5 0,015

1 99 0,03

15 98,5 0,045

2 98 0,06
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1. Lavar el material como se ha indicado anteriormente.

2. Utilizar 4 a 5 matraces de 100 ml; si se utilizan 4 matraces, el
agua destilada se puede pipetear de un vaso de precipitados
lavado correctamente.

3. Realizar las diluciones del compuesto patrén elegido (en los
matraces apropiados), en las proporciones de la Tabla N° 2.

4. Trabajar con estas diluciones como si se tratase de la mues-
tra (procesarlas de igual manera, tomando 4 ml de las dilu-
ciones realizadas).

5. Agregar 4 ml de la dilucién al balén de digestién (un tubo
por dilucidén), adicionar 1 ml de dicromato de potasio
0,0667 M y, por ultimo, 4 ml de H SO, con el cuidado de
agitar cada 1 ml dispensado (reaccidon muy exotérmica); al
finalizar, pasar por el vortex para homogeneizar. Recordar
que por cada dilucion se utiliza una pipeta distinta.

6. Digerir a 140 °C en la placa digestora durante 30 minutos.

7. Dejar enfriar’. Encender el espectrofotémetro, aproxima-
damente 30 minutos antes de la determinacion, de mane-
ra que se estabilice el equipo. Ajustar la longitud de onda
a590 nm.

8. Agregar 1 ml de agua destilada. Si se observan variaciones
de densidad, debe agitar 2-3 pulsos de vortex hasta que
desaparezca.

9. Medir absorbancia en espectrofotémetro a 590 nm?2.

10. Con los valores obtenidos de absorbancia, realizar la re-
gresidn lineal. Para el mismo, se cargan en una planilla de
calculo los datos y se realiza un grafico de dispersion. Enla
abscisa se cargan las concentraciones y en la ordenada, el
origen de las lecturas de absorbancia. Se le pide al progra-
ma la ecuacion de la recta y el coeficiente de regresion —es
recomendable que los valores del coeficiente sean igual o
mayor a 0,99—, y con esos datos de la ecuacion después rea-
lizaremos los calculos (Figura N° 1).

La regresion lineal ajustada —realizada con la curva patrén—
ala ecuacién
Y=a+b*x

1. Evitar el cambio brusco de temperatura cuando se terminen de digerir las
muestras, ya que se generan particulas en suspension que interfieren luego en
lalectura del espectrofotémetro.

2. Tener la precaucion de usar guantes y de colocar un papel absorbente al-
rededor de donde se trabaje, ya que la solucién usada es corrosiva (leer la ficha
de seguridad de este reactivo).
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Siendo: ala ordenada al origen (constante) y b la pendiente
(g de CL-1de glucosa o biftalato de K). Entonces:

gde CLi=(Y-a)/b

Siendo: Y el valor de absorbancia leida.

Figura N° 1. Grafico de dispersion realizado con los datos de la curva
patrén, donde se observa la ecuacion de la recta y el R2

2.6.2. Obtencién del extracto de la muestra
Una vez obtenida la curva patron, se debe extraer del suelo pro-
blema el carbono de la biomasa microbiana, la misma se realiza  Figura N° 2. Tubos con suelos

en dos dias. El primero, de incubaciony el segundo, de extraccion numedecidos en forma de pico de
y lectura. flauta y colocados en la gradilla

para llevar a incubar.

Dia 1l

1. Pesar 7,5 g de suelo en un tubo tipo Falcon de 50 ml.

2. Agregar al suelo, ubicado en posicion tipo pico de flauta
para ampliar la superficie de mojado, 2,5 ml de agua destila-
da (relacion 3:1, suelo: agua). Tapar en forma no hermética
(tap6n apoyado, tapdn sin rosca o tapén de aluminio).

3. Incubar durante 15 horas, +ih a 30 °C en la oscuridad (es-
tufa). Hacer 6 tubos por muestra.

Dia 2
1. Fumigar tres tubos de una muestracon 0,4 ml de cloroformo
libre de etanol durante 30 minutos tapando herméticamen-
te, con tapa a rosca o tapones de goma si los tubos no tuvie-
ran rosca. Los otros tres tubos no se fumigany se constituyen
en blancos sin cloroformo.

Figura N° 3. Agitacion de los
tubos en forma horizontal.

Carbono de la biomasa microbiana del suelo.. .76



2. Agregar a todos los tubos el extractante: 30 ml de KS04
0.5 M.

3. Agitar 1 hora en agitador mecanico, acostando los tubos ce-
rrados herméticamente.

4. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos.

5. Filtrar con papel de filtro banda azul y recoger el extracto
en tubos tipo Falcon de 50 ml limpios. Los extractos se pue-
den guardar en heladera para su uso en los préoximos 2 o 3
dias, o en freezer durante un tiempo prolongado. Es comudn
la aparicion de un mucilago en el extracto -mencionado en
las normas 1SO 14240-2-y ello no modifica el resultado. No
obstante, hay que evitar tomar el mucilago con la pipeta en
la alicuota para la determinacion del carbono de la biomasa
microbiana (CBM), porque ello complica la determinacion
por espectrofotometria. Si se realiza el mismo diala digestion
de la muestra, centrifugar el extracto antes; si se realiza al dia
siguiente, el reposo favorece la precipitacion de ese mucilago.

Figura N° 4. Centrifugado a
2000 rpm por 15 minutos.

2.6.3. Digestion del extractoy lectura en el espectrofotémetro
Para determinar el carbono de la biomasa microbiana, se realiza
una digestion del extractoy posterior lectura en espectrofotometro.

1. Agregar 4 ml del extracto al tubo de digestion previamente
rotulado (un tubo por extracto), adicionar 1ml de dicromato ~ Figura N° 5. Filtrado de la mues-
de potasio 0,0667 My, por Gltimo, agregar 4 ml de HX04 tra con filtro banda azul.
con el cuidado de ir agitando cada 1 ml dispensado (reaccion
muy exotérmica). Al finalizar, pasar por el vértex para /
homogeneizar. Recordar que por cada extracto se utiliza
una pipeta distinta.

2. Realizar en un tubo un blanco, en el que en vez de la
muestra, se colocan 4 ml de agua destilada. Este se realiza
para cada tanda de determinaciones, ya que es para llevar a
cero el espectrofotdometro.

3. Digerir a 140 °C en la placa digestora durante 30 minutos. .

4. Dejar enfriar. Mientras tanto, encender el espectrofotome-
tro, aproximadamente 30 minutos antes de la determinacion,
de manera que se estabilice el equipo. Ajustar la longitud de
onda a 590 nm.

5. Agregar 1 ml de agua destilada. Si se observan variaciones
de densidad, se debe agitar en 2-3 pulsos de vortex hasta
que desaparezca esa imagen.

6. Medir absorbancia en espectrofotometro a 590 nm. Tener la
precaucién de usar guantes y de colocar un papel absorbente
alrededor de donde trabaje, ya que la solucion de trabajo es
corrosiva.

Figura N° 6. Recoleccion del
extracto en tubos limpios.
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2.7. Calculos

De acuerdo con la Asociacién Argentina de la Ciencia del Suelo 'y
el Interlaboratorio de Comisidn Biologia de Suelos (2012), se cal-
cul6 la cantidad de C (en g C L-) de la muestra, con la lectura de
absorbancia medida en las muestras fumigadas y no fumigadas,
por referencia a un gréafico de calibracion de C de glucosa o de bif-
talato de K o de ftalato de Kg C L-1= (Absorbancia-a)/b. Siendo: a
la ordenada al origeny b, la pendiente.
Luego, se transformé g C L-la ug C g de suelo-L, siendo ug Cg de
suelo-1=((g de C L-)*30/7,5)*1000, y se calculdé el carbono de la bio-
masa microbiana, siendo ug CBM g de suelo-1= Fumigado (ug Cg-) Figura N° 7. Digestion del

- No Fumigado (ug C g-)/ kc3de 0,35. extracto a 140 °C por 30
minutos.

En resumen. Para realizar el calculo del carbono de la biomasa
microbiana del suelo con el método fumigacién-extraccién, se
deben seguir los siguientes pasos:

1. Humedecer las muestras con 2,5 ml de agua destilada,

2. Incubar a 30 °C durante 15 h (no cerrar herméticamente los
tubos),

3. Fumigar tres tubos de cada muestra con 0,4 ml de cloro- Figura N° 8. Extracto luego de la
formo por 30 minutos y tapar herméticamente -los otros  digestion, en el que se observan
tres tubos no se fumigan y se constituyen en blancos sin  distintas coloraciones segtn el
cloroformo-, contenido de biomasa microbiana.

4. Agregar atodos los tubos el extractante: 30 ml de sulfato de
potasio 0,5 M,

5. Agitar los tubos acostados y herméticamente cerrados una
hora en agitador mecanico,

6. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 minutos, filtrar con pa-
pel de filtro banda azul y recoger el extracto en tubos tipo Figura N° 9. Celda del
Falcon de 50 ml limpios, espectrofotémetro con el extracto

7. Agregar 4 ml del extracto al tubo de digestion previamente  a medir.
rotulado, 1 ml de dicromato de potasio y 4 ml de HXSO4,

8. Digerir a 140 °C en la placa digestora durante 30 minutos,

9. Dejar enfriar y agregar 1 ml de agua destilada a la digestion
y homogeneizar,

10. Medir absorbencia en espectrofotometro a 590 nm,

11. Realizar los calculos.

Figura N° 10. Espectrofotometro.

3. Hfactor de correccién ke es tomado de la bibliografia, ya que para suelos
del Nordeste argentino alin no se determino.
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