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Abstract. The aim of this paper is to highlight the relevance that nowadays has the measurements in
soils of enzymatic activities and other measures of microbial activity based on microbial biomass. Howe-
ver, despite these measurements can help to understand most of the processes taking part in soils such as pro-
cesses of organic matter mineralization or humification, soil degradation, or soil contamination, there is a
gap in the standardisation of the analytic methods for determining these parameters. These parameters are
influenced by very diverse factors such as pH, temperature, seasonal variation etc... All these aspects have
been exhaustively examined and revised in the book edited by the Spanish Group of Soil Enzymology, edi-
ted by Mundiprensa, titled “Técnicas de Analisis de Parametros Bioquimicos en suelos: Medidas de Acti-
vidades Enzimaticas y Biomasa Microbiana”.

Keywords: microbial activity, microbial biomass, soil enzymatic activity, analytic method standar-
disation

Resumen. Este Trabajo trata de poner de manifiesto la importancia que hoy en dia tiene la determi-
nacion en los suelos de medidas de actividades enzimaticas, y otras medidas de actividad microbiana basa-
das en su biomasa. Sin embargo, y a pesar de que dichas medidas pueden ayudar a comprender muchos de
los mecanismos que se producen en el suelo, tales como procesos de mineralizacion de la materia organica,
de degradacion, asi como otros de contaminacion, la determinacion analitica de todos estos pardmetros no
esta estandarizada. Dichos parametros estan influenciados por una gran cantidad de aspectos, tales como pH,
temperatura, variacion estacional, etc... Toda esta tematica ha sido revisada y analizada de forma exhaustiva
en el libro editado por el Grupo Espafiol de Enzimologia de Suelos, publicado por Editorial Mundiprensa y
titulado “Técnicas de Analisis de Pardmetros Bioquimicos en suelos: Medidas de Actividades Enzimaticas
y Biomasa Microbiana”.

Palabras clave: actividad microbiana, biomasa microbiana, actividades enzimaticas, estandarizacion
de métodos analiticos

INTRODUCCION

Este trabajo pretende poner de manifiesto
todos aquellos aspectos contemplados en el
libro “Técnicas de Analisis de Parametros Bio-
quimicos en Suelos: Medida de Actividades
Enzimaticas y Biomasa Microbiana”. Conside-

ramos de interés resaltar la importancia que en
la actualidad esta adquiriendo la medida de los
parametros bioquimicos del suelo, de cuya de-
terminacion analitica tratan los diferentes capi-
tulos del libro. Entre los parametros
bioquimicos, algunos, como el contenido en C
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y N de la biomasa microbiana, la mineraliza-
cion del nitrogeno, el ATP y la respiracion del
suelo, o incluso la actividad de oxidorreducta-
sas como deshidrogenasa y catalasa, pueden ser
considerados como “generales”, ya que su me-
dida permite tener una idea de los procesos mi-
crobianos que se producen en un suelo de
manera global. Por el contrario, otros pardme-
tros bioquimicos, como la mayoria de las acti-
vidades enzimdticas del tipo hidrolasas
(actividades implicadas en los ciclos de los ele-
mentos bidfilos como, por ejemplo, carbohi-
drasas, quitinasa, B-glucosidasa y
3-galactosidasa del ciclo del C, fosfatasas del
ciclo del P, ureasa y proteasas del ciclo del Ny
arilsulfatasa del ciclo del S) deben ser conside-
rados como “parametros especificos”, puesto
que corresponden a reacciones concretas y de-
penden precisamente de sustratos especificos
(Nannipieri et al., 1990).

La importancia que hoy en dia esta ad-
quiriendo la determinacién de los parametros
bioquimicos, tanto de las actividades enzima-
ticas de suelo, como de aquellos relacionados
con la biomasa microbiana, es cada vez mayor
en los estudios avanzados de la Ciencia del
Suelo. Esto se debe a que, dado que son esen-
ciales para que el suelo realice sus funciones
de manera correcta (Burns, 1982; Dick y Taba-
tabai, 1993), su medida dara idea de la activi-
dad metabolica del suelo y servird de ayuda
para entender la funcionalidad del mismo. En el
suelo, la actividad metabolica es la responsa-
ble de procesos tan importantes como los de
mineralizacion y humificacion de la materia or-
ganica, los cuales incidiran a su vez sobre otra
serie de procesos en los que intervienen algu-
nos elementos fundamentales (C, N, Py S), asi
como de todas las transformaciones en las que
interviene la propia biomasa microbiana del
suelo. La determinacion de los parametros bio-
quimicos puede ser util en estudios que se lle-
ven a cabo sobre suelos naturales, donde los
procesos microbianos, claves para su conser-
vacion, pueden monitorizarse a través de para-
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metros de la actividad metabolica de dichos
suelos (Garcia y Hernandez, 2000; Trasar-Ce-
peda et al., 2000). Dichos parametros pueden
resultar apropiados para estudios relativos a sis-
temas agricolas, tanto los de tipo tradicional
como aquellos el los que impera un manejo
ecologico y sostenible del suelo (Canet et al.,
2000). Ademas, la actividad metabodlica que
muestre un suelo se vera afectada por proble-
mas de contaminacion, asi como cuando se siga
un proceso de descontaminacion, en cuyo caso
dicha actividad es un reflejo de la posibilidad
de degradacioén de compuestos toxicos para el
suelo. que pueden haber sido adicionados al
mismo antropogénicamente (Lobo et al., 2000).
Por ultimo, la incidencia que en este tipo de pa-
rametros tiene la adicion a los suelos de gran
cantidad de materiales organicos de diverso ori-
gen (desde estiércoles hasta otros materiales or-
ganicos considerados de nueva generacion
como los lodos de depuradora), con las conno-
taciones tan particulares de este tipo de en-
miendas (aporte y generaciéon de biomasa
microbiana al suelo, contenidos a veces no de-
seables de contaminantes como metales pesa-
dos, etc.), ha hecho que, en los ultimos afios, se
incremente el numero de estudios en los que se
determinan los parametros bioquimicos en sue-
los con enmiendas orgénicas, ya que se consi-
dera que ayudardn a conocer el efecto que
dichos materiales organicos provocaran en el
suelo sobre los procesos metabdlicos y su acti-
vidad microbiana en particular (Pascual ef al.,
2000; Bonmati et al., 2000; Canet et al., 2000).

A pesar de la importancia que tiene el es-
tudio de los pardmetros bioquimicos del suelo,
debemos poner de manifiesto aqui uno de los
mayores problemas que existen en la actuali-
dad en este campo, que es, precisamente, su de-
terminacion  analitica. La  falta de
estandarizacion de técnicas de medida para pa-
rametros indicativos de actividad metabolica de
suelos aparece como uno de los grandes incon-
venientes para popularizar mas los estudios ba-
sados en su empleo, y es precisamente este
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hecho el que nos ha llevado a la realizacion de
este Libro. La mencionada falta de estandari-
zacion de metodologias se ve influenciada por
una gran cantidad de factores, tanto ambienta-
les (temperatura, humedad,...) como del propio
trabajo analitico (uso de tampones, concentra-
cion de sustrato, condiciones de trabajo,...), fac-
tores . todos ellos que inciden sobre las
determinaciones de los pardmetros bioquimi-
cos del suelo. En este sentido, nuestro animo
ha sido elaborar un “Manual de Técnicas Ana-
liticas” que pueda ser 1til para investigadores y
estudiosos de la Ciencia del Suelo de habla his-
pana, no sélo en lo referente a disponer de los
métodos mas usuales de determinaciones ana-
liticas para este tipo de parametros, sino tam-
bién en aspectos innovadores, entre los que
destacamos los siguientes: 1) el establecimiento
para cada uno de los pardmetros cuya técnica
analitica se propone, de comentarios generales
utiles sobre el mismo; ii) incluir valores de re-
ferencia para cada parametro, resefiados en la
bibliografia; iii) comentarios especificos sobre
la problematica que se puede encontrar en su
determinacién analitica; iv) una consideracion
sobre las unidades en que cada pardmetro en
particular deberia ser expresado, con d&nimo de
intentar hacer coincidir en este sentido los di-
ferentes trabajos que se puedan realizar, a fin
de facilitar la comparacion entre ellos.

IMPORTANCIA DEL SUELO Y DE
SU ACTIVIDAD METABOLICA

El suelo es un recurso natural no renova-
ble, al menos en una escala de tiempo humano.
Tenemos, por tanto, la obligacion de mante-
nerlo y conservarlo para presentes y futuras ge-
neraciones. Esto implica la necesidad de
adaptarlo a diversos usos (agricultura, bosque,
suelo urbano, industria...), pero siempre reali-
zando un manejo de manera ordenada y con-
trolada, tendiendo hacia la “sostenibilidad” de
dicho recurso natural. Es precisamente en el
hecho de conseguir conocer la incidencia del
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manejo del suelo sobre dicha “sostenibilidad”
donde tiene mucho que ver la actividad meta-
bolica del suelo.

De todos los parametros que pueden con-
tribuir a aportar informacioén sobre los distin-
tos aspectos relacionados con la calidad de los
suelos, aquellos relativos a su actividad meta-
bolica son los que mantienen una mayor sensi-
bilidad frente a procesos no deseables tales
como contaminacion, degradacion por diversas
causas, e incluso desertificacion (Garcia et al.,
1994). La componente fisica y quimica del
suelo puede considerarse relativamente estable,
por lo que cualquier cambio tardara tiempo en
modificar las propiedades relacionadas con
ambas componentes de forma apreciable para
poder ser medida. Por ello, considerando la fle-
xibilidad del ecosistema suelo, se debe pensar
que cualquier cambio puede ser detectado en
primer lugar por la componente biolégica del
mismo; dicha componente biologica es sin
duda altamente sensible a degradaciones inci-
pientes. Debido a ello un cambio en la compo-
nente bioldgica del suelo puede ser considerado
como una “alerta” ante un posible colapso am-
biental, lo que nos permite entonces reaccionar
a tiempo antes de que pueda ocurrir un dafio
irreversible en este ecosistema. Sin embargo,
hay que sefialar en primer lugar, que medidas
como las propuestas no resultan sencillas de-
bido a lo complicado que es el estudio de los
microorganismos y de sus reacciones a nivel de
su microhabitat y, en segundo lugar, que la me-
dida de un solo parametro es dificil que pueda
resultar util y satisfactoria como reflejo de la
calidad biologica del suelo (Nannipieri ef al.,
1990; Gil-Sotres et al., 1992).

GENERALIDADES SOBRE LAS EN-
ZIMAS DEL SUELO

La importancia fundamental de la activi-
dad de las enzimas del suelo radica en que el
funcionamiento de los ecosistemas no se puede
entender correctamente sin la participacion de
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los procesos enzimaticos (Overbeck, 1991), ya
que las enzimas determinan la pauta de gran
parte de las transformaciones quimicas que se
producen en el suelo (Stryer, 1995). Skujins, en
1978, resaltaba el hecho de que las actividades
enzimaticas del suelo habian sido ampliamente
estudiadas en los 50 afos anteriores. Desde en-
tonces, muchos investigadores han revisado el
interés de las enzimas del suelo (Burns, 1982;
Nannipieri, 1994). Un libro clave para el estu-
dio de la Enzimologia del Suelo, fue publicado
por Burns en 1978, en el que se recoge el ori-
gen, rango, cinética e historia de las enzimas
del suelo, e incluye temas atn hoy en dia tan
actuales como la interaccion de las enzimas y
diversos agroquimicos, su significado, y as-
pectos metodoldgicos de diversas enzimas del
suelo. Con las enzimas del suelo se puede esta-
blecer categorias segun su funcién: hidrolasas,
oxidoreductasas, liasas y transferasas (Skujins,
1978; Gianfreda y Bollag, 1996). Las enzimas
del suelo mas estudiadas son las oxidoreducta-
sas (en particular, deshidrogenasas, catalasas 'y
peroxidasas) y las hidrolasas (sobre todo fosfa-
tasas, proteasas y ureasa); menos estudios se
han llevado a cabo sobre otras enzimas del tipo
transferasas o liasas. Una parte de las enzimas
del suelo son sin duda extracelulares, liberadas
durante el metabolismo y muerte celular aun-
que, por lo regular, su vida media como enzi-
mas libres es muy corta; otras son
intracelulares, formando parte de la biomasa
microbiana. Por ultimo, existen las enzimas in-
movilizadas que son las que pueden mantener
un nivel constante y estable de actividad enzi-
matica en el suelo, independiente de la prolife-
racién microbiana y de las formas usuales de
regulacion de la sintesis y secrecion de enzi-
mas. Este tipo de enzimas inmovilizadas pue-
den permanecer unidas a coloides minerales
(como la arcilla) u organicos (como las sustan-
cias humicas), y son muy resistentes a proce-
sos de desnaturalizacion (Ladd, 1978). Todo
ello indica que es dificil extraer la totalidad de
la actividad enzimatica existente en el suelo y
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es por ello que se estudian indirectamente mi-
diendo su actividad.

Las enzimas del suelo pueden conside-
rarse Utiles para monitorizar cambios en las ac-
tividades microbianas (Sinsabaugh, 1994) y
ofrecen informacion sobre la capacidad poten-
cial del suelo para llevar a cabo reacciones es-
pecificas, las cuales son importantes en el ciclo
de nutrientes (Garcia y Hernandez, 2000; Ros
2000; Leiros et al., 2000.; Trasar-Cepeda et al.,
1999.). La importancia concreta que en todo
este ambito tienen las oxidorreductasas o las hi-
drolasas implicadas en los ciclos del C, N, Py
S van a ser consideradas en profundidad a lo
largo de los Capitulos de este Libro.

Necesitamos hacer gran hincapié en que
uno de los principales problemas con que nos
encontramos a la hora de establecer interpreta-
ciones solidas con las enzimas del suelo es la
gran variabilidad que demuestran sus activida-
des, las cuales, se ven alteradas en funcion del
modo de conservacion de la muestra, de la va-
riabilidad estacional, etc. Parece claro que al
depender parte de dicha actividad de la biomasa
microbiana, los cambios que afectan a ésta al-
teraran también a las actividades enzimaticas.
Otro de los problemas de la determinacion de
las actividades enzimaticas del suelo es que du-
rante el tiempo de duracion del ensayo, el cual
sera variable en funcion de la actividad enzi-
matica a medir, se puede producir un creci-
miento microbiano no deseado, asi como la
deteccion de actividad intracelular motivada
por la rotura de paredes celulares. Por tltimo,
es necesario sefialar que con las técnicas estan-
dares existentes, se mide una actividad poten-
cial que se determina en condiciones dptimas,
ya que la metodologia seguida in vitro esta-
blece una concentracion de sustrato adecuada,
junto a una temperatura y un pH idéneos para
que tenga lugar la actividad enzimatica. Lo que
se mide con técnicas estdndares no se corres-
ponde, por tanto, con la actividad de los suelos
en condiciones reales de campo. Sin embargo,
este tipo de determinaciones ofrece la posibili-
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dad de conocer la potencialidad de un suelo
para una determinada actividad enzimatica.

GENERALIDADES SOBRE LA BIO-
MASA MICROBIANA DE UN SUELO Y
SU MEDIDA

Se sabe que la microflora del suelo es una
parte fundamental para su desarrollo y funcio-
nalidad; es por ello que Martens, en 1995, de-
fini6 a la biomasa microbiana como el almacén
a través del cual deben de pasar nutrientes in-
organicos y compuestos organicos diversos. En
los wltimos afios se ha desarrollado un amplio
espectro de métodos microbioldgicos para co-
nocer la actividad microbiana de un suelo. Nos-
otros hemos incluido en este libro los métodos
de determinacion de algunos de los parametros
que mas se emplean en estudios de biomasa mi-
crobiana.

La primera caracteristica que llamo la
atencion sobre la biomasa microbiana fue su re-
lativo gran tamafio, ya que representa entre el 1
y el 3% de la materia organica total del suelo
(Jenkinson y Ladd, 1981). A pesar de que dicho
porcentaje corresponde so6lo a una pequeiia
parte dentro del pool total de la materia orga-
nica del suelo, la biomasa microbiana es uno
de los componentes mas activos de la misma.
Por definicion, dicha biomasa es parte del car-
bono orgénico total y aporta una cantidad rela-
tivamente importante del conjunto de
nutrientes del suelo (Insam, 1990) e incluye mi-
croorganismos muy diferentes (bacterias, hon-
gos, levaduras, algas, protozoos, etc.). Las
modificaciones en el contenido en carbono y
nitrogeno de la biomasa microbiana pueden uti-
lizarse de forma mas efectiva que la materia or-
ganica en general, o el carbono organico total
en particular, como indicadores de las varia-
ciones sufridas en la calidad de un suelo, ya que
responden de forma mas rapida y sensible a los
cambios que se puedan producir en el mismo
(degradacion, contaminacion, usos del suelo
etc.). Asi, las medidas de la biomasa micro-
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biana pueden marcar a corto plazo la tendencia
de variacion que mostrara la materia organica a
mas largo plazo (Powlson et al., 1987). Los
cambios en este parametro también se han em-
pleado como indice de comparacion entre sis-
temas naturales y degradados (Ross et al.,
1982).

Entre las medidas de parametros relacio-
nados con la biomasa microbiana del suelo, la
determinacion del contenido en adenosin-5’-
trifosfato (ATP) también constituye un método
util para estimar la cantidad de biomasa micro-
biana. El ATP es un compuesto presente en
todos los seres vivos, cuya mision principal es
la de actuar como molécula energética, y que
es utilizado en todos los procesos celulares bien
como coenzima o bien como substrato (Alef,
1991). Este parametro se muestra significati-
vamente correlacionado con otras estimaciones
de la biomasa microbiana, tanto en suelos sin
enmendar (Jenkinson, 1988) como en suelos
enmendados con sustratos no estabilizados
(Ocio y Brookes, 1990).

En relacion asimismo con la biomasa mi-
crobiana de un suelo, un parametro amplia-
mente utilizado para medir la actividad
microbioldgica del mismo es la respiracion mi-
crobiana, la cual puede ser determinada tanto
mediante el desprendimiento de CO, como me-
diante el consumo de O,. La degradacion de
materia organica es una propiedad de todos los
microorganismos heterétrofos y el comporta-
miento de dicha descomposicion se ha utilizado
comunmente para indicar el estado biologico
de los suelos (Nannipieri et al., 1990). La me-
dida del desprendimiento de CO, se ha emple-
ado, también, para estimar la biomasa
microbiana del suelo que realmente es activa
(West et al., 1987). Ademas, la medida de la
respiracion del suelo en presencia de produc-
tos potencialmente toxicos, como los emplea-
dos en la agricultura, puede permitir evaluar los
dafios causados por estos productos sobre las
funciones fisiologicas de los suelos (Nannipieri
et al., 1990). Finalmente, la determinacion del
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desprendimiento de CO, también es 1til para
conocer el efecto de determinadas variables
sobre la oxidacion de la materia organica in
situ, aunque en ningtin caso puede indicar qué
tipo de sustrato orgdnico en particular esta
siendo catabolizado.

CONSIDERACIONES SOBRE LOS
CAPITULOS INCLUIDOS EN EL LIBRO

La primera parte del libro incluye los ca-
pitulos dedicados a las determinaciones de
aquellas actividades enzimaticas cuya determi-
nacion en los suelos se ha considerado funda-
mental, dada la importancia de las reacciones
que catalizan y de los procesos en los que par-
ticipan, asi como el gran nimero de entre los
trabajos consultados en los que se estudian di-
chas actividades. Dentro de esta parte, se ha in-
troducido un primer capitulo en el que se
incluyen diversas Consideraciones Generales
sobre las determinaciones de las actividades en-
zimaticas del suelo y que se pueden considerar
comunes a la totalidad de las mismas; en este
capitulo se hace mencion a aspectos tan varia-
dos como la forma de conservacion de las
muestras a analizar, o el uso de tampones, pH
optimo, etc... En los siguientes capitulos de esta
primera parte se incluyen las técnicas para la
determinacion de las actividades oxidorreduc-
tasas mas importantes (deshidrogenasa y cata-
lasa) y de algunas actividades de enzimas
hidroliticas implicadas en los ciclos de los ele-
mentos bidfilos. Del ciclo del C se han inluido
carbohidrasas como la celulasa y la invertasa,
asi como la quitinasa, la B3-glucosidasa y la B-
galactosidasa. Del ciclo del N se han incluido la
ureasa y dos proteasas. Del ciclo del P se in-
cluyen diversas fosfatasas y del ciclo del S, la
arilsulfatasa.

La segunda parte del Libro esta dedicada
a la determinacion de algunos de los parame-
tros que se han considerado de interés debido a
su relacion con la biomasa microbiana del
suelo. En concreto, se incluye la determinacion
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del contenido en carbono y nitréogeno asocia-
dos a la biomasa, asi como la del contenido en
ATP, junto con la determinacion de la minera-
lizacion del nitrégeno del suelo y de la respira-
cién microbiana del mismo. Se ha considerado
que la inclusioén en el texto de las técnicas de
medida de este tipo de parametros es de inte-
rés, ya que en estudios amplios en los que se
trate de estimar la actividad metabdlica del
suelo, el compaginar la determinacion de para-
metros de indole general, como aquellos rela-
cionados con la biomasa microbiana, con otros
especificos como las actividades de tipo hidro-
lasas, puede ser de mucha utilidad.
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