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RESUMEN
La transformación de los compuestos de fósforo orgánico (Po) a fósforo inorgánico (Pi) soluble, es denominada mi-
neralización y es llevada a cabo por un grupo de enzimas conocidas como fosfatasas. En este trabajo, se estudió la actividad
fosfatasa de cinco lotes de la región pampeana norte del área sojera argentina, mediante: la evaluación de la actividad
fosfatasa del suelo, y el recuento de las comunidades bacterianas y fúngicas con esa actividad, y de esta manera se obtuvo
información sobre el potencial de los mismos para movilizar el Po. Se determinó el número de bacterias aeróbicas
heterotróficas cultivables (BAHC) así como el de hongos cultivables (HC), además del número de productores de
fosfatasas ácidas y alcalinas. El número de bacterias con actividad fosfatasa fue en promedio 6,85 105 UFC g-1 de suelo
para la fosfatasa ácida; mientras que para la fosfatasa alcalina fue en promedio 5,80 105 UFC g-1 de suelo. En cambio,
el valor medio de hongos con actividad fosfatasa ácida fue 1,78 103 UFC g-1 de suelo y para la enzima alcalina 1,77
103 UFC g-1 de suelo. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre el número de bacterias y el
de hongos con fosfatasa ácida o alcalina entre los distintos suelos. Por otro lado, el nivel de actividad de la fosfatasa
alcalina osciló entre 5,72 y 15,5 mg p-nitrofenol kg-1 suelo h-1, mientras la ácida varió entre 27,4 y 105 mg p-nitrofenol
kg-1 suelo h-1. Se encontraron diferencias significativas en la actividad enzimática entre los cinco suelos, siendo mayor
la actividad ácida que la alcalina. Los resultados de este trabajo demostraron que los suelos estudiados presentan una actividad
mineralizadora de fuentes de Po que coincide con otros trabajos de suelos cultivados y que el recuento de los organismos
productores de fosfatasas complementa la información obtenida a partir de la determinación de la actividad fosfatasa
del suelo. Mediante la utilización de ambos métodos, es posible estudiar la fosfatasa ácida y alcalina de un suelo y obtener
información sobre el potencial del mismo para movilizar Po.
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ABSTRACT
Transformation of organic phosphorus (Po) into soluble inorganic phosphorus (Pi) is called mineralization and is carried
out by phosphatase enzymes. The present research focuses on the study of the phosphatase activity of five soils from
the soybean area of the Northern Pampean region, by evaluating the phosphatase activity in soil samples and the number
of bacteria and fungi with that activity. Soil samples were collected and the total number and phosphatase activity of
cultivated heterotrophic aerobic bacteria (CHAB) and cultivated fungi (CF) was assessed. No significant differences
were observed in the numbers of CHAB and CH between the studied soils. The number of bacteria with acid phosphatase
activity was 6.85 105 CFU g-1 soil, while alkaline activity was 5.80 105 CFU g-1 soil. In contrast, the number of fungi
with acid phosphatase activity was 1.78 103 CFU g-1 soil and with alkaline activity was 1.77 103 CFU g-1 soil. No
significant differences were observed in the number of bacteria and fungi with both enzymes. However, acid activity
was higher than alkaline activity in soil samples. Alkaline phosphatase activity ranged from 5.72 to 15.5 mg p-
nitrofenol kg-1 soil h-1 while acid activity varied from 27.4 to 105 mg p-nitrofenol kg-1 soil h-1. There were significant
differences in phosphatase activity between the soybean soils. Our results show that the mineralization activities of
Po sources are in agreement with other cultivated soils. On the other hand, the number of bacteria and fungi complements
the information on soil phosphatase activity. Clearly, both methods allow the study of alkaline and acid phosphatase
activity in soil and give information about the soil potential to mobilize Po.

Key words. Microbial counts, acid phosphatase, alkaline phosphatase.

INTRODUCCIÓN
Las bacterias y los hongos del suelo participan de una

manera fundamental en procesos que aumentan la dis-

ponibilidad de fósforo (P) para las plantas. Una de las
transformaciones que producen es la mineralización de
fósforo orgánico (Po) a fósforo inorgánico (Pi) soluble
(Richardson, 2001). El Po es una importante reserva de
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P y puede representar en algunos casos entre el 23 y el
47% del P total de un suelo (Sanyal & De Datta, 1991).
La mineralización de Po es llevada a cabo por un grupo
de enzimas conocidas como fosfatasas o fosfohidrolasas,
que catalizan la hidrólisis de ésteres y de anhídridos de
ácido fosfórico (Nahas, 2002). Las fosfomonoesterasas
o fosfatasas ácidas y alcalinas han sido extensamente
estudiadas debido a que una importante cantidad de los
compuestos de Po presentes en el suelo se encuentran
en forma de monoésteres (Oberson et al., 1996). Las fos-
fatasas ácidas se encuentran principalmente en suelos
ácidos, mientras que las alcalinas predominan en suelos
con pH básico (Tabatabai, 1994).

Las fosfatasas extracelulares son liberadas no sólo
por los microorganismos del suelo, sino también por las
raíces de las plantas; y a su vez existen enzimas libres que
conservan sus propiedades una vez muerto el organis-
mo del cual proceden. Invertebrados como las lombrices
de tierra también liberan P. Sin embargo, se asume que
las enzimas en el suelo provienen principalmente de los
microorganismos (Santruckova et al., 2004). Según Ladd
(1978) y Dick y Tabatabai (1993), la microbiota del suelo
parece ser la opción más lógica para suministrar la mayor
parte de estas enzimas al suelo. El motivo reside en la im-
portante cantidad de biomasa y en la elevada actividad
metabólica que desarrollan en corto tiempo, lo que les
permite producir y liberar relativamente grandes canti-
dades de enzimas extracelulares con respecto a lo que pro-
vendría de plantas y animales (Tabatabai, 1994).

El cultivo de soja (Glycine max (L.) Merrill) es uno
de los componentes más importantes de los sistemas
agrícolas de la Argentina; tal es así, que se distinguen
tres grandes Regiones de producción del cultivo: Norte,
Pampeana Norte y Pampeana Sur (Damen et al., 2005).
La superficie ocupada por el cultivo totaliza 14,04 millo-
nes de hectáreas y la producción anual alcanza los 38,3
millones de toneladas (FAO, 2007). El P como factor limi-
tante para la soja, generalmente restringe la nodulación
así como la fijación de nitrógeno y consecuentemente,
éstos afectan el crecimiento y el rendimiento del cultivo
(Aveline et al., 2003).

El objeto del presente trabajo fue estudiar la activi-
dad de la fosfatasa ácida y alcalina en cinco suelos de
la Región Pampeana Norte del área sojera, mediante el re-
cuento de las colonias bacterianas y fúngicas con esa
actividad y de la evaluación de la actividad fosfatasa en
el suelo, y de esta manera obtener información sobre el
potencial de los mismos para movilizar Po.

MATERIALES Y MÉTODOS
Suelos. Se trabajó con suelos correspondientes a 5 estable-

cimientos agrícolas de la Argentina (Tabla 1). Tres de ellos se ubican
en la provincia de Buenos Aires en Pergamino (Per 1, Per 2 y Per
3) y dos en la provincia de Córdoba en Manfredi (Man 1 y Man
2). Las muestras se tomaron en los meses de Mayo y Junio de 2003
y en cada establecimiento se analizó el suelo de un lote que en los
últimos 5 años se sembró con soja y en algunos casos se rotó con
maíz. Todos los suelos son franco limosos; sin embargo, las can-
tidades de las partículas de arena, arcilla y limo son diferentes. Los
suelos de Pergamino tienen más porcentaje de arcilla, entre 19,64
y 21,04%, que los de Manfredi, que poseen 15,07 y 15,68%.
También se determinó el P extraíble y el carbono orgánico. Los
dos suelos de Manfredi tienen un alto contenido de P, 40,76 y 52,86
mg kg-1 y baja cantidad de carbono orgánico, 9,8 y 16,6 g kg-1.
Por su parte; en los suelos de Pergamino, las cantidades de P son
más bajas, oscilan solamente entre 14,09 y 23,13 mg kg-1 y el
contenido en carbono orgánico es mayor, variando entre 19,4 y
22,5 g kg-1.

Determinación del número de bacterias aeróbicas hetero-
tróficas cultivables (BAHC), de hongos cultivables (HC) y de bac-
terias y hongos con actividad fosfatasa. Se agitaron 10 g de suelo
en 90 mL de NaCl 0,85%. Posteriormente, se realizaron los re-
cuentos de las colonias bacterianas y fúngicas mediante la técnica
de diluciones decimales y siembra en placa de Petri (Zuberer, 1994),
utilizando 4 placas por dilución sembrada: i) BAHC en el medio
agar nutritivo (Laboratorios Britania S.A.) con cicloheximida (100
mg L-1) y HC con el medio de cultivo desarrollado por Martin (1950)
a pH 5 con rifampicina (40 mg L-1); y ii) productores de fosfatasas
ácidas y alcalinas de los suelos con medio salino descripto por Nahas
(2002). Todas las cajas de los distintos recuentos se incubaron a
30 ºC durante 3 días.

Para determinar la producción de fosfatasa ácida, se inunda-
ron las placas con una solución de p-nitrofenilfosfato (p-nitro-
fenilfosfato ortodisodio sal hexahidratado, Fluka) 6 mM y agre-
gado de ácido acético 0,1 M hasta pH 5,4. Para la fosfatasa alcalina,
las placas se cubrieron con una solución de p-nitrofenilfosfato 6
mM tamponada con Tris 100 mM (pH 9). Todas las cajas se incuba-
ron en estufa a 37 ºC durante 90 minutos. Posteriormente, las cajas
se invirtieron bajo campana durante 2-3 minutos en un desecador
que contenía vapores de amoníaco. Las colonias con actividad fos-
fatasa positiva se distinguieron por la formación de un halo amarillo
alrededor que indicaba la transformación del p-nitrofenilfosfato
(incoloro) en p-nitrofenol (amarillo).

Determinación de la actividad fosfatasa ácida y alcalina en
muestras de suelo. Se determinó la actividad enzimática de la fos-
fatasa ácida y alcalina siguiendo el método descripto por Tabatabai
(1994), pero sin la incorporación de tolueno. Se colocó 1 g de cada
suelo en erlenmeyers y se les agregaron 4 mL de solución de buffer
ácida (solución de buffer llevada a pH 6,5 con HCl) y 1 mL de
solución de p-nitrofenilfosfato 0,05 M, mezclándose el conte-
nido durante unos segundos. Luego se incubaron los erlenmeyers
tapados durante 1 hora a 37 ºC. Posteriormente, se agregaron 4
mL de NaOH 0,5 M y 1 mL de CaCl

2
 0,5 M para detener la reac-

ción. Finalmente, la suspensión de suelo se filtró y se midió en
espectrofotómetro a 410nm, utilizando como blanco 5 mL de agua,
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1 mL de 0,5 M de CaCl
2
 y 4 mL de 0,5 M NaOH. Se realizaron

3 réplicas y un control para cada suelo. Para los controles se
incubaron 1 g de suelo con 4 mL de buffer. Se continuó igual que
para la determinación de la actividad de la enzima fosfatasa in-
corporando 1mL de sustrato antes del agregado de CaCl2  y de NaOH.

Para la cuantificación de fosfatasa alcalina, se colocó 1 g de
cada suelo en erlenmeyers y se les incorporaron 4 mL de una solución
buffer alcalina (solución de buffer llevada a pH 11 con NaOH) y
l mL de p-nitrofenilfosfato 0,05 M, mezclándose el contenido
durante unos segundos. Luego, se siguió el mismo protocolo que
para la fosfatasa ácida.

Se calculó la cantidad de p-nitrofenol contenido en los filtra-
dos utilizando una curva patrón de calibración construida con
cantidades conocidas de p-nitrofenol.

Análisis estadístico de los datos. Se realizó el análisis DMS
o LSD para comparar número de bacterias y de hongos con ac-
tividad fosfatasa y para establecer si existen diferencias en las
actividades enzimáticas entre los distintos suelos (Steel & Torrie,
1997).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Bacterias aeróbicas heterotróficas cultivables
(BAHC) y hongos cultivables (HC)

No se observaron diferencias estadísticamente sig-
nificativas en el número de BAHC y tampoco en el nú-
mero de HC, entre los distintos suelos (Tabla 1). La
cuantificación de estas bacterias varió entre 3,23 106 y
7,25 106 UFC (unidades formadoras de colonia) g-1 de suelo
en los lotes estudiados. Para el caso de los HC, los re-
sultados obtenidos oscilaron entre 3,1 104 y 3,87 104 UFC
g-1 de suelo.

Bacterias y hongos con actividad fosfatasa
ácida y alcalina

Los resultados de la determinación del número de
bacterias y de hongos con actividad fosfatasa se mues-
tran en la Tabla 1 y en las Figuras 1 y 2, respectivamente.
El número de bacterias con actividad fosfatasa varió entre
5,25 105 y 8,25 105 UFC g-1 de suelo para la enzima ácida,
con un valor medio de 6,85 105 (13% del número total de
BAHC); mientras que para la fosfatasa alcalina osciló entre
2,75 105 y 7,75 105 UFC g-1 de suelo, con un valor medio
de 5,80 105 (12% del número total de BAHC) teniendo en
cuenta el total de los suelos. En cambio, los hongos con
capacidad fosfatasa variaron entre 0,83 103 y 2,66 103 UFC
g-1 de suelo en ambos casos, con un valor medio de 1,78
103 de hongos productores de fosfatasa ácida (5,37% del
número total de HC) y 1,77 103 (5,34%) con enzima alcalina.
Estos resultados coincidieron con los de Nahas et al.
(1994a) y Nahas (2002) obtenidos a partir de 13 suelos
con textura arcillosa de la región de Jaboticabal (Brasil).

No se encontraron diferencias estadísticamente sig-
nificativas entre el número de bacterias y el de hongos
con fosfatasa ácida o alcalina entre los distintos suelos
(p=0,05). Es para destacar que se observó mayor tamaño
del halo amarillo en las placas de Petri con los hongos
que presentaban actividad fosfatasa. Esto indicaría ma-
yor habilidad en estos microorganismos con respecto a
las bacterias para mineralizar Po. La actividad de las fos-
fatasas de los hongos ha sido ampliamente estudiada en
Aspergillus (Casida, 1959) así como en distintas mico-
rrizas (Dighton, 1983; Jayachandran et al., 1992). La acti-
vidad de estas enzimas, así como de otras que hidrolizan
compuestos de Po, tales como las fitasas (Richardson et
al., 2001), demuestran que estos organismos son capa-
ces de utilizar y movilizar formas de Po que de otra mane-
ra serían inaccesibles para los cultivos.

CO Nt Pe
(g C kg-1) (g N kg-1) (mg P kg-1)

Per 1 Franco arcilloso a arcillo limoso 19,4 1,71 14,61 6,14

Per 2 Franco arcillo limoso 20,5 1,66 23,13 6,04

Per 3 Franco limoso 22,5 1,72 14,09 6,15

Man 1 Franco limoso 09,8 1,01 40,76 6,85

Man 2 Franco limoso 16,6 1,38 52,86 7,40

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba), CO: Carbono orgánico, Nt: Nitrógeno total, Pe: fósforo
extractable, pH (suelo/agua= 1:2,5 p/v).

CO (g C kg-1), Nt (g N kg-1), Pe (mg P kg-1) determinaciones efectuadas por el LANAIS N-15, CONICET-UNS (Agronomía).

Tabla 1. Características físicas y químicas de los suelos estudiados.

Table 1. Physicals and chemicals characteristics of the studied soils.

pHSuelos Textura
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Actividad fosfatasa ácida y alcalina en el suelo

El nivel de actividad de la enzima fosfatasa alcalina
osciló entre 5,72 y 15,5 mg p-nitrofenol kg-1 suelo h-1,
mientras que el nivel de actividad ácida varió entre 27,4
y 105 mg p-nitrofenol kg-1 suelo h-1 (Tabla 2); siendo en
todos los suelos mayor la actividad de la fosfatasa ácida
que la alcalina.

Se determinó que existen diferencias estadísticamen-
te significativas en la actividad enzimática entre los cinco
suelos estudiados. Los mayores valores de ambas activi-
dades fosfatasa se registraron en uno de los suelos de
Pergamino, Per 3 y los menores en otro suelo de la misma
región, Per 1. También uno de los suelos de Manfredi, Man
2, se destacó por la mayor actividad alcalina. Este lote
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Figura 1. Número de bacterias con actividad fosfatasa ácida y alcalina en cinco suelos de la Región Pam-
peana Norte del área sojera argentina, utilizando el medio de cultivo de Nahas (2002).

Figure 1. Number of bacteria with acid and alkaline phosphatase activity in five soils of the Northern
Pampean Region of the Argentine soybean-cultivated area. Nahas’ medium (2002) was used.

Figura 2. Número de hongos con actividad fosfatasa ácida y alcalina en cinco suelos de la Región Pampeana
Norte del área sojera argentina, utilizando el medio de cultivo de Nahas (2002).

Figure 2. Number of fungi with acid and alkaline phosphatase activity in five soils of the Northern
Pampean Region of the Argentina soybean-cultivated area. Nahas’ medium (2002) was used.

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba).
Per 1, 2 y 3. Suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba). Actividad fosfatasa ácida (barra negra)
y alcalina (barra blanca).
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Per 1, 2 y 3. Suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba).
Actividad fosfatasa ácida (barra negra) y alcalina (barra blanca).
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presentaba un pH ligeramente alcalino de 7,4, con res-
pecto al pH levemente ácido, entre 6,04 y 6,85 del resto.
Este resultado coincide con los de otros autores y podría
explicarse dado que el pH como se sabe ejerce una im-
portante influencia en la actividad de las fosfatasas
(Nahas et al., 1994b; Oberson et al., 1996). Es sabido, que
la distinción entre ambas enzimas se basa en la marcada
diferencia en los rangos de pH en los cuales éstas son
activas (Carpenter-Boggs et al., 2003). Sin embargo, es
para destacar que no se observaron diferencias signifi-
cativas en la actividad alcalina entre el lote Per 3 y el Man
2, a pesar de las diferencias en el pH. Es posible que otros
factores tales como tipo de labranza e incorporación de
fertilizantes en los cultivos impacten sobre las fraccio-
nes de Po. Zibilske & Bradford (2003) demostraron que
por efectos del manejo del suelo cambia significativa-

mente la mineralización de Po con respecto a los suelos
no cultivados.

Existen numerosos trabajos que cuantifican la acti-
vidad de la enzima fosfatasa en distintos suelos. Algu-
nos de ellos, como el de López-Gutiérrez et al. (2004)
midieron 1,43 µmoles p-nitrofenol g-1 h-1 de fosfomono-
esterasa ácida en suelos vertisoles de un ecosistema de
sabana en Venezuela. Oberson et al. (1996) determina-
ron una actividad de la enzima fosfatasa ácida en suelos
agrícolas cultivados con arroz de 145,5 mg p-nitrofenol
kg-1 suelo h-1. Los resultados de actividad de la fosfatasa
ácida obtenidos para los suelos cultivados de este tra-
bajo coincidieron con los valores previamente descriptos.
Sin embargo, fueron menores a los valores obtenidos por
Dick et al. (1996) luego de compilar numerosos trabajos
sobre estas enzimas en distintos suelos del mundo.

Suelos

Tabla 2. Número de bacterias aeróbicas heterotróficas cultivables (BAHC), de hongos cultivables (HC) y con
actividad fosfatasa en cinco lotes de la Región Pampeana Norte del área sojera argentina.

Table 2. Number of cultivated heterotrophic aerobic bacteria (BAHC), cultivated fungi (HC), and their
phosphatase activity in five soils of the Northern Pampean Region of the Argentina soybean-cultivated area.

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba).

Ácida Alcalina Ácida Alcalina

Per 1 4,10 5,75 6,50 3,10 1,65 0,83

Per 2 4,62 7,50 6,25 3,85 1,80 1,60

Per 3 3,23 7,50 5,75 3,30 2,65 2,66

Man 1 7,25 5,25 7,75 3,52 0,83 2,13

Man 2 6,50 8,25 2,75 3,87 2,00 1,65

Promedio 5,14 6,85 5,8 3,31 1,78 1,77

Hongos
Po (103 g-1)HC

(104 g-1)

Bacterias
Po (105 g-1)BAHC

(106 g-1)

Fosfatasa ácida Fosfatasa alcalina

mg p-nitrofenol kg-1 suelo h-1 mg p-nitrofenol kg-1 suelo h-1

Per1 38,5 ± 0,271ab2 5,72 ±0,19a

Per2 48,6 ± 0,93b 9,11 ±0,15b

Per3 105 ± 3,42c 13,80 ±0,44c

Man1 41,2 ±1,64b 8,26 ±0,40b

Man2 27,4 ±0,47a 15,50 ±0,38c

Tabla 3. Actividad de las enzimas fosfatasa ácida y alcalina en cinco suelos de la Región
Pampeana Norte del área sojera argentina.

Table 3. Alkaline and acid phophatase activity in five soils of the Pampean North Region
from argentine soybean area.

Per 1, 2 y 3: suelos de Pergamino (Buenos Aires), Man 1 y 2: suelos de Manfredi (Córdoba). 1Media ± ES. 2Valores
medios con letras iguales no son estadísticamente diferentes (p=0,05).
Values followed by the same letter do not differ significantly according to LSD test (p=0.05).

Suelos
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CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo demuestran que: i) los

suelos estudiados presentan una actividad mineraliza-
dora de fuentes de Po que coincide con otros trabajos
de suelos cultivados, y ii) el recuento de los organismos
productores de fosfatasas complementa la información
obtenida a partir de la determinación de la actividad fos-
fatasa del suelo.

Es importante destacar, que mediante la utilización
de ambos métodos, es posible estudiar la fosfatasa ácida
y alcalina de un suelo y obtener información sobre el
potencial del mismo para movilizar Po.

Finalmente, sería importante realizar estudios que
determinen si existe o no, una relación y/o regresión entre
el número de microorganismos con actividad fosfatasa
y la actividad de esta enzima medida en el suelo.
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