
agronomía mesoamericana 23(1):179-187. 2012
issn: 1021-7444

1 re ci bi do: 11 de enero, 2011. acep ta do: 12 de marzo, 2012. el presente trabajo se desarrolló dentro del marco del proyecto de investigación 
Pr 11-60 “evaluación del impacto de la FBn sobre la Fertilidad de los suelos Ferralíticos rojos en el sur de La Habana empleando 
indicadores Biológicos”, el cual fue financiado por el ministerio de la agricultura de cuba entre los años 2006 y 2009.  

2 Departamento de nutrición y agrobiología, instituto de suelos. autopista costa – costa y antigua carretera de Vento, capdevila, Boyeros, 
ciudad de La Habana, cuba. gomezjo@minag.cu 

3 instituto de investigaciones Fundamentales de La agricultura Tropical (iniFaT) alejandro de Humbolt, calle 1 y 2, santiago de las Vegas, 
Boyeros, ciudad de La Habana, cuba. c.P 17 200.

Contenido de Carbono y nitrógeno de la biomasa 
miCrobiana en suelos de la Habana1

Luís A. Gómez-Jorrin2, Amalia Morales-Valdes2, Graciela Dueñas-Vega2, Juana María Dantin-Martínez2,  
Nereida Chávez-Gonzalez2, Maite Torres-Leblanch3

resumen

Contenido de carbono y nitrógeno de la biomasa mi-
crobiana en suelos de la Habana. La presente investigación 
fue diseñada con el objetivo de calcular el carbono (c) y el ni-
trógeno (n) inmovilizado en la biomasa microbiana de cuatro 
suelos Ferralíticos rojos de la Provincia de La Habana, cuba, 
empleando la metodología de “fumigación extracción” en el 
año 2006. se colectaron muestras de cuatro sitios (Bainoa, La 
salud, Quivicán y guanajay), los cuales mostraron diferencias 
en las características físico – químicas, incluyendo diferencias 
en contenido de materia orgánica entre 2,8 y 5%. La sensibi-
lidad de las metodologías empleadas fue valorada utilizando 
el error estándar de las medias como parámetro estadístico. 
Los niveles de c inmovilizados en la biomasa microbiana 
en los suelos estudiados, variaron entre 289 y 425 µg/g de 
suelo y tuvieron una correlación altamente significativa con 
el contenido de materia orgánica del suelo. Los contenidos 
de n inmovilizados variaron entre 62 y 90 µg/g de suelo y 
se observó también una correlación significativa entre este 
parámetro y el contenido de nitrógeno total. el error estándar 
de la media para las determinaciones del c microbiano varió 
entre 2 y 16 y fueron ligeramente superiores a lo hallado en 
reportes anteriores; mientras que los errores observados en las 
determinaciones del n microbiano se mantuvieron entre los 
rangos considerados adecuados. Finalmente la metodología 
fue adaptada a las condiciones del laboratorio.

Palabras clave: Biomasa microbiana, fumigación ex-
tracción; carbono y nitrógeno; suelos ferralíticos rojos.

abstraCt

microbial biomass carbon and nitrogen content in 
Havana soil. This research was carried out to calculate 
the microbial biomass carbon and nitrogen content in 
red Ferralitic soils from the Havana province, using the 
“fumigation and extraction” method. For this work soil 
samples were taken from four different sites (Bainoa, La 
salud, Quivicán and guanajay) with different physical-
chemical characteristics, including organic matter content 
which ranged from 2.8 and 5%. The sensibility of the 
methods employed was asssessed using the mean standard 
error as statistical parameter. The c content in soil microbial 
biomass ranged from 289 and 425 µg/g of soil (289 – 425 
mg/kg of soil) and had it a significant correlation by soil 
organic matter content. on the other hand, n content in 
soil microbial biomass ranged from 62 and 90 µg/g of soil 
(62-90 mg/kg of soil), and had it a significant correlation by 
soil nitrogen content. The mean standard error of microbial 
c determinations ranged from 2 and 16, being slightly 
superior to previous reports, while the mean standard error 
of the microbial n determinations were among adequate 
limits. Finally, this methodology was adapted to laboratory 
conditions.   

Key words: microbial biomass, fumigation-extraction 
method, carbon and nitrogen, red ferralitic soil.  
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introduCCión

El rol de la microflora del suelo en el reciclaje 
de nutriente y su relación con los parámetros que de-
finen la fertilidad del suelo ha sido reconocido desde 
hace tiempo (Franzluebbers et al. 1995). mientras 
su influencia sobre la calidad del suelo, así como la 
aceptación de que las fluctuaciones de biomasa micro-
biana del suelo constituye un índice “temprano” de los 
cambios en el contenido de materia orgánica (mo) es 
un hecho en el que se ha enfatizado más recientemente 
(sallih y Pansu 1983, Polwson et al. 1987, sparling 
1992, Bouzaiane et al. 2002, Beding et al. 2004, mah-
mood et al. 2007, Dick 2009).

Para la determinación de la biomasa microbiana 
del suelo se han desarrollado numerosas metodologías: 
1) métodos basados en siembra en placa con medios 
de cultivo, 2) métodos empleando microscopía (zv-
yangintsev et al. 1984, nathalie et al. 2007, Bertaux 
et al. 2007), 3) respiración inducida por carbohidratos 
(anderson y Domsch 1980), 4) método de fumiga-
ción con cloroformo con incubación o extracción con 
sulfato de potasio (Brookes et al. 1985, azam et al. 
2003) y 5) métodos empleando técnicas de biología 
molecular (Leckie et al. 2004, Burygin et al. 2007, 
Dick 2009) entre los más importantes. el desarrollo de 
esta diversidad de metodología está relacionada con la 
complejidad que se presenta en el estudio de las comu-
nidades microbianas del suelo y su actividad (azam et 
al. 2003, Dick 2009).

entre esta diversidad de métodos se ha reconocido 
que la determinación del carbono (c) y  nitrógeno (n) 
de la biomasa microbiana del suelo por el método de 
“fumigación y extracción” propuesto por Brookes et 
al. (1985) es de los más adecuados para la evaluación 
de la evolución de la fertilidad de suelos sometidos a 
diferentes manejos y dosis de fertilizantes químicos 
(Franzluebbers et al. 1995, Bouzaiaine et al. 2002, 
Dick 2009), debido a que este permite hacer el cálculo 
de las cantidades de c y el n inmovilizado por la mi-
croflora del suelo.

en cuba varios trabajos (gómez et al. 1988, 
alfonso et al. 1999, guerrero et al. 1999, calero et 
al. 1999 y 2001, Font et al. 2001, chaveli et al. 2001) 
informan el uso de indicadores biológicos tales como 
la respiración basal, la inducida con carbohidratos y 
nitrógeno, la capacidad nitrificadora real, el grado de 
descomposición de la celulosa, el cálculo de la biomasa 

bacteriana empleando microscopia fluorescente como 
parámetros adecuados para la evaluación del impacto 
de la fertilización mineral, el efecto de los diferentes 
sistemas de labranza, el uso de abonos verdes y la 
influencia de diferentes prácticas de manejo sobre la 
fertilidad del suelo. sin embargo, a pesar de ello no 
existen antecedentes del uso de métodos químicos para 
calcular la biomasa microbiana en suelos agrícolas en 
el país, por ello el objetivo del presente trabajo fue 
calcular el C y el N inmovilizados por la microflora 
en suelos Ferralíticos rojos del sur de la provincia 
La Habana, y su relación con el contenido de materia 
orgánica del suelo.

materiales y métodos

origen y características de los suelos empleados 
para el estudio

se colectaron muestras de suelo de la capa arable 
entre 0 a 20 cm de profundidad de cuatro sitios 
diferentes dentro de la provincia de La Habana en el 
mes de Junio del 2006: 1) Bainoa, en el municipio 
Jaruco bajo pasto natural sin cultivo anterior, 2) 
áreas agrícolas de la Dirección de suelos La renée 
– Habana en el municipio Quivican sometido a una 
sucesiva rotación frijol común - maíz, 3) Finca de 
productor privado en la ccs “Francisco Velásquez” en 
el municipio de guanajay (pasto natural sin cultivar) 
y 4) áreas de pastoreo de ganado vacuno cercanas 
al poblado de la salud en el municipio Quivican, 
de acuerdo a las indicaciones de la norma ramal 
del ministerio de la agricultura (nrag) – 266 
(ministerio de la agricultura 1979), considerando 
como área de estudio una hectárea en cada sitio y 
el contenido de materia orgánica de los suelos como 
criterio de selección. Los suelos fueron sometidos a 
una caracterización físico – química según las normas 
nrag 372 (ministerio de la agricultura 1980); nrg 
878 (ministerio de la agricultura 1987); nrag 879 
y nrag 892  (ministerio de la agricultura 1988) 
(cuadro 1).  

el resultado de la caracterización de los suelos, 
los cuales se clasificaron como Ferralíticos Rojos de 
acuerdo a Hernández et al. (1999), mostró que los 
mismos tenían diferencias en contenido de materia 
orgánica y disponibilidad de nutrientes (cuadro 2).
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determinación del carbono y el nitrógeno en la 
biomasa microbiana del suelo  

Principio de la metodología de “fumigación y 
extracción” de brookes et al. (1985): a través de la 
exposición de la microflora del suelo a una atmósfera de 
cloroformo por espacio de 24 horas, los microorganismos 
del suelo son lizados, pero los componentes inanimados 
de la materia orgánica no se afectan. el c y n orgánico 
extraído en una solución de sulfato de potasio (0,5 m) 
es determinado en muestras de suelo fumigadas y no 
fumigadas, el incremento en las cantidades de c y n 
determinado en las muestras fumigadas con respecto a 
los controles es considerado como carbono y nitrógeno 
de la biomasa microbiana del suelo. el método es 
usualmente nombrado como “fumigación extracción”.

Fumigación con cloroformo y extracción de los nu-
trientes en una solución de sulfato de potasio

Fumigación y extracción: Para someter los 
suelos a una atmósfera de cloroformo se ubicaron 
cuatro beakers de 50 ml de capacidad conteniendo 15 
g de suelo, tamizados por malla de 2 mm en una de-
secadora para vacío de plástico, que además contenía 
dos  beakers con 25 ml de cloroformo libre de etanol 
con perlitas de vidrio y un beaker con 25 ml de H2o 
destilada. Para provocar la atmósfera de cloroformo 
la desecadora se conectó por medio de una manguera  
plástica a una bomba eléctrica de vacío y se provocó 
vacío hasta observar la ebullición del cloroformo en el 
interior de los beakers por espacio de dos minutos, la 
llave de la desecadora se cerró y se desconectó la man-
guera de la bomba de vacío, y se incubó a temperatura 
ambiente (28 ± 4°c) durante 24 h. Una desecadora 
con un contenido similar al descrito anteriormente, ex-
cepto que no contenía los beakers con cloroformo fue 
incubada al unísono y las muestras de suelo ubicadas 
en esta segunda desecadora fueron consideradas como 
muestras controles.

Después de pasado 24 a 28 horas el cloroformo 
fue evacuado de la desecadora por repetida evacuación 
del mismo empleando para ello la bomba de vacío. 

 Para realizar  la extracción de los nutrientes pro-
venientes de la biomasa microbiana del suelo, los 15 
g de suelo se pasaron a un erlenmeyer de 200 ml de 
capacidad e inmediatamente después fue añadida a los 
frascos 60 ml de una solución de sulfato de potasio 0,5 
m (87,14 g/l), los cuales fueron sometidos a agitación 
vertical entre 35 y 40 minutos, el extracto de suelo 
fue filtrado empleando papel de filtro Watman No. 
42, las muestras controles fueron sometidas al mismo 
procedimiento.

Cuadro 1.  métodos de laboratorio para el análisis cuatro sue-
los Ferralíticos rojos muestreados en La Provincia 
de La Habana, cuba. Junio del 2006. 

Característica 
analizada

método/
solución extractiva

determinación

pH agua y Kcl (relación 
suelo solución, 1: 2,5)

Potenciometría

materia 
orgánica (%)

Walkey y Black. Ácido 
sulfúrico, Dicromato 

de Potasio 1n 

Valoración

Fósforo 
asimilable

oniani (H2so4 0,1 n). colorimetría

ccB y ccc acetato de amonio 1n 
(pH 7)

Fotometría y ad-
sorción atómica

Textura análisis mecánico método de la pi-
peta de robinsón

Cuadro 2.  Propiedades físico – químicas de cuatro suelos Ferralíticos rojos muestreados en La Provincia de La Habana, cuba. 2006.

origen pH
KCl

pH
H2o

% 
m.o

n total 
(%)

P2o5

(mg/kg)
K2o

mg/kg1)
Ca2+ mg2+ K+ na+

Bainoa 4,5 5,1 2,82 1,67 72,1 100,2 12,34 1,03 0,03 0,04

La renée 7,3 7,7 3,20 1,62 663,4 260 16,29 0,56 0,69 0,06

guanajay 6,5 7,4 4,13 2,34 70,5 80 13,25 1,28 0,02 0,04

La salud 6,0 6,6 5,0 2,90 46 210 10,93 1,99 0,47 0,03
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determinación del carbono y el nitrógeno en el 
extracto de suelo

el carbono y el nitrógeno en el extracto de suelo 
fueron determinados por oxidación con dicromato de 
potasio (variante de Vance et al. 1987) y por reducción 
de nitrato a amonio por digestión de Kjeldhal respec-
tivamente.

el c en la  biomasa microbiana  del suelo se cal-
culó de la siguiente manera: 

c en la biomasa = ec / Kec

Donde ec es la diferencia entre el c determinado 
en las muestras fumigadas con respecto al c determi-
nado en las muestras no fumigadas.

Kec fue considerada 0,38 (Vance et al. 1987, Wu 
et al. 1990)

 el n en la biomasa microbiana se calculó según 
la fórmula siguiente:

 n en Biomasa microbiana = en / Ken

Donde en es el incremento de n hallado en las 
muestras fumigadas con respecto a las controles y Ken 
= 0,45 factor empírico (Brookes et al. 1985).

esquemas experimentales y evaluación estadística 
de los datos

cada muestra de suelo incubada en cada beaker 
individual se consideró como una réplica, los suelos 
colectados en los diferentes sitios fueron incubados 
siempre en la misma desecadora, tanto para tratamien-
to fumigado con cloroformo, como el no fumigado, 
el esquema experimental se organizó entonces como 
un factorial de 4 suelos x 2 modos de fumigación, y 
la experiencia se repitió ocho veces (ocho réplicas), 
los resultados fueron evaluados estadísticamente para 
análisis de varianza empleando el software XLsTaT, 
2010.

resultados y disCusión

Los contenidos de c determinados en la solución 
de sulfato de potasio en las muestras controles oscila-
ron entre 77 y 102 µg/g de suelo y para las muestras 

fumigadas entre 207 y 286 µg/g de suelo (cuadro 3), 
valores comprendidos en los rangos reportados por 
la literatura internacional (Brookes et al. 1985, Van-
ce et al. 1987, Bending et al. 2004), y por tanto los 
niveles de c inmovilizado en la biomasa microbiana 
del suelo observados (289 – 426 µg g/suelo)  en los 
cuatro suelos estuvieron también dentro de los rangos 
reportados.

Tanto el carbono extraído en la solución de sulfato 
de potasio en muestras fumigadas y no fumigadas y 
por tanto las cantidades totales de c en la biomasa mi-
crobiana del suelo se incrementaron en la medida que 
los suelos elevaron su contenido de materia orgánica 
(Figura 1), así se pudo observar que el comportamien-
to de los cuatros suelos estudiados con respecto a 
estos parámetros fue el siguiente Bainoa < La renée < 
guanajay < La salud (cuadro 3).

La evaluación de la relación entre el carbono in-
movilizado por la biomasa microbiana y el contenido 
de materia orgánica en los cuatro suelos estudiados, 
reflejó que por cada unidad porcentual de M.O que 
se incrementa la biomasa microbiana, aumenta la 
inmovilización de c en 60,3 µg/g de suelo (Figura 1), 
aspecto que refleja la relación directa que existió entre 
estos dos parámetros, fenómeno que ha sido reportado 
con anterioridad por diferentes autores (Brookes et al., 
1985, sparling et al. 1992, Beding et al. 2004, Leckie 
et al. 2004, oulbachir et al. 2009, Dick 2009).

Por otro lado, el n extraído en las muestras no fu-
migadas varió entre 16 y 24 µg/g de suelo (16 y 24 mg/
kg de suelo), mientras que para las fumigadas varió en-
tre 44 y 60 µg/g de suelo (44 y 60 mg/kg de suelo) (cua-
dro 4), valores que están comprendidos entre los rangos 
reportados por la literatura internacional (Brookes et al. 
1985, Vance et al. 1987, Beding et al. 2004).

el n inmovilizado por los microorganismos en 
los cuatro suelos estudiados, no mostró relación con el 
contenido de m.o en los mismos (dato no mostrado), 
pero sí con el contenido porcentual de n hallados en 
estos (Figura 2), esta correlación hallada entre n en la 
biomasa microbiana y el contenido porcentual de ni-
trógeno en estos suelos reflejó que por cada unidad que 
se incremente de n se incrementa en 32,5 µg de n por 
g de suelo inmovilizado por la microflora (32 mg/kg de 
suelo), resultado que concuerda con lo observado por 
myrold  et al. (1987) y por Beding et al. (2004) duran-
te el estudio de varios suelos agrícolas en los estados 
Unidos y en inglaterra respectivamente.
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Cuadro 3.  Valores del carbono de la  biomasa microbiana calculados por el método de “fumigación extracción” en cuatro 
suelos Ferralíticos rojos de la Provincia de La Habana, cuba. Junio del 2006.

suelo origen/Parámetro media* error estándar 
de la media

rango 

bainoa   
c extraído en muestras no fumigadas µg/g 77,2 6,73 67,8 – 83,7
c extraído en muestras fumigadas µg/g 207,4 11,1 202 – 224
                                ec (Diferencia) 130,2 12,4 116,7 – 135,5

         Biomasa c µg/g 289,3 27,5 275,3 – 321,5
la renée 
c extraído en muestras no fumigadas µg/g 102,1 5,52 96,2 – 109,3
c extraído en muestras fumigadas µg/g 243,7 15,8 221,4 – 258
                               ec (Diferencia) 141,5 14,6 121,3 – 154,8
                               Biomasa c µg/g 314,5 32,4 269,6 – 321,5
guanajay 
c extraído en muestras no fumigadas µg/g 98,2 2,23 95  - 100,1
c extraído en muestras fumigadas µg/g 257,6 9,20 246 – 268,3
                               ec (Diferencia) 159,5 7,20 151 – 168,3
                               Biomasa c µg/g 354,4 16,0 335,5  - 374
la salud 
c extraído en muestras no fumigadas µg/g 94,7 11,01 82,4 – 105
c extraído en muestras fumigadas µg/g 286,4 7,20 284 - 297
                               ec (Diferencia) 191,6 10,6 177 – 202,2
                               Biomasa c µg/g 425,9 23,6 393,3 – 449,3

* Las medias provienen de ocho réplicas. 

Figura 1.  relación entre el contenido de materia orgánica 
y el carbono de la biomasa microbiana en cuatro 
suelos Ferralíticos rojos de La Provincia de La 
Habana. cuba. 2006.
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La relación ínter nutriente media hallada en esta 
experiencia para el c y el n inmovilizado en la bio-
masa microbiana mostró  que la microflora en estos 
suelos acumula siete unidades de c por cada unidad de 
n (Figura 3), y a partir de este valor cada unidad de c 
suplementaria que se incremente  elevará en 0,33 uni-
dades el  n inmovilizado por la biomasa microbiana. 
Fließbach et al. (2006) hallaron relaciones c/n en la 
biomasa microbiana de suelos en suiza comprendidos 
entre 5,95 y 7,24, lo que está en correspondencia con 
los resultados observados en esta investigación (Figura 
3). estos autores también expresaron que este paráme-
tro es un reflejo de la composición de la microflora del 
suelo, aspecto que será necesario estudiar en suelos 
agrícolas en cuba en un futuro.   

La evaluación de la repetitividad y la reprodu-
cibilidad de la metodología empleada para la deter-
minación del c en la biomasa microbiana, se dio 

Cuadro 4.  Valores del nitrógeno de la biomasa microbiana calculados por el método de “fumigación extracción” en 
cuatro suelos Ferralíticos rojos de la Provincia de La Habana, cuba. Junio 2006.

suelo origen/Parámetro media* error estándar 
de la media

rango

bainoa  
n extraído en muestras no fumigadas µg/g 16,3 1,42 14,3 – 17,6
n extraído en muestras fumigadas µg/g 44,1 2,36 43,2 – 47,6
                                en (Diferencia) 27,8 2,6 25,0 – 30,9
                                Biomasa n µg/g 61,9 5,84 55,6 – 68,8
la renée 
n extraído en muestras no fumigadas µg/g 24,3 1,31 22,9 – 26,0
n extraído en muestras fumigadas µg/g 56,3 3,66 51,1 – 59,6
                                en (Diferencia) 31,9 3,36 27,3 – 35,0
                                Biomasa n µg/g 71,0 7,47 60,6 – 77,9
guanajay 
n extraído en muestras no fumigadas µg/g 21,6 0,49 20,8 – 21,9
n extraído en muestras fumigadas µg/g 56,01 3,99 52, 5 – 58,3
                                en (Diferencia) 34,4 1,56 32,6 – 36,4
                                Biomasa n µg/g 76,5 3,47 72,4 – 80,8
la salud 
n extraído en muestras no fumigadas µg/g 19,6 2,28 17,1 – 21,4
n extraído en muestras fumigadas µg/g 60,4 1,55 59,0 62,6
                                en (Diferencia) 40,7 2,33 37,7 – 42,9
                                Biomasa n µg/g 90,6 4,93 83,7 – 95,4

* Las medias provienen de ocho réplicas.

Figura 3.  correlación entre el c y el n inmovilizado en la 
biomasa microbiana en cuatro suelos Ferralíticos 
rojos de la provincia de La Habana, cuba. 2006.
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empleando el parámetro estadístico error estándar de 
la media desde muestras fumigadas y no fumigadas y 
la diferencia entre estas mostró que los errores en las 
determinaciones variaron entre 2 y 16 (cuadro 3) y 
fueron ligeramente superiores a los reportados por los 
autores de la metodología (Brookes et al. 1985, Vance 
et al. 1987), lo que señala que es un aspecto en el que 
hay que trabajar más en el futuro para su disminución.

La evaluación de los errores estándar durante 
las determinaciones del n inmovilizado por los mi-
croorganismos de los cuatro suelos incluidos en este 
estudio con el uso de la metodología de Brookes et al. 
(1985), mostraron que las medias para los parámetros 
n extraído en los extractos de suelo de muestras no 
fumigadas variaron entre 0,49 y 2,28 y para las mues-
tras fumigadas entre 1,55 y 3,99 (cuadro 4), errores 
comprendidos entre los rangos reportados por autores 
que han empleado esta metodología (Brookes et al. 
1985 y Vance et al. 1987).

al respecto la literatura internacional (Beding et al. 
2004, Dell et al. 2005, murata et al. 2006) reconoce que 
los nutrientes (c y n) inmovilizados por los microorga-
nismos del suelo y calculados por el método de “fumiga-
ción y extracción” deben ser considerados “indicadores 
directos o cuantitativos”, por su relación directa con la 
disponibilidad de estos nutrientes en los mismos.

Los resultados hallados en este trabajo reflejaron 
que los niveles de c y n inmovilizado en la biomasa 
microbiana tuvieron una correlación significativa 
(Figuras 1 y 2) con los contenidos porcentuales de 
m.o y n en suelo respectivamente, aspecto de gran 
importancia para los estudios de evaluación de la 
fertilidad de suelo y la disponibilidad de nutrientes en 
los mismos.

Por otro lado si se tiene en cuenta que las fluc-
tuaciones de biomasa microbiana son un índice “tem-
prano” de las variaciones en el contenido de materia 
orgánica del suelo (Powlson et al. 1987), entonces 
puede comprenderse que al monitorear el primer índi-
ce estaremos conociendo en menos tiempo si el mane-
jo de los diferentes sistemas agrícolas está permitiendo 
al suelo ganar o perder en m.o (fertilidad), aspecto 
que constituye la principal limitante de los laborato-
rios de análisis de suelo del país y del actual servicio 
agroquímico para dar recomendaciones precisas sobre 
este aspecto.

Por tanto la posibilidad del empleo de la metodo-
logía de “fumigación con cloroformo” (Brookes et al. 

1985)  en los laboratorios  de análisis de suelo del país 
para calcular los contenidos de c y n de la biomasa 
microbiana, permitirá disponer de nuevos indicadores 
biológicos para el monitoreo de la fertilidad de los 
suelos.
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