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CATEDRA DE MICROBIOLOGIA
Prof. Dr. V. Callao

Estudio preliminar de Solubilizacion de fosfatos
por las bacterias

por
A. Ramos y V. Callao

INTRODUCCION :

Desde principics del presente siglo,
en que se detectaron por primera vez
gérmenes capaces de causar la solu-
bilizacién de fosfatos, SACKETT et al
(1908), se han incrementado enorme-
mente los estudios en tal aspecto.
GERRETSEN (1948), fue el primero
en demostrar la existencia de Bac-
terias en la rizosfera capaces de pro-
ducir la solubilizacién del fosfato di-
calcico, introduciendo una técnica en
placa.

Posteriormente aquella técnica fue
modificada por distintos investiga-
dores GELOBIOWSKA (1956), ROSE
(1957), SPErRBER (1957), v Louw
(1958), continuando con el procedi-
miento en placa pues en clerto as-
pecto era la forma més répida v sen-
cilla de detectar Bacterias solubili-
zadoras de fosfatos.

~ Aquellos procedimientos fueron
acompafiados por técnicas para de-
terminar la solubiiizacién en medios
liguides Rose (1957), v Louw, y
WEBLEY (1939).

En el presente trabajo se hace un
estudio de las téenicas de aislamien-
to en placa, vy un trabajo previo con
seis estirpes solubilizadoras del fos-
fato dicalcico, cinco aisladas en las

tierras de cultivo de Granada, y una
cedida amablemente por los investi-
gadores GREAVES v WEBLEY del Ma-
caulay Institute de Aberdeen.

METODOS :

Para el aislamiento de las razas
solubilizadoras de los fosfatos, utili-
mos diferentes medios de cultivo;
por una parte usamos el medio de
Bunt y Rovira, modificado segfin las
técnicas descritas por Louw v WE-
BLEY (1959), adicionado del 1% de
fosfato dicilcico; y por otra parte,
valiéndonos de los datos descritos
por TArRDIEUX-RocuE (1962), em-
pleamos un medio similar al por ellos
utilizado pero sbélido, adicionando el
fosfato dicilcico mezclado con goma
ardbiga. Concretamente las razas ob-
jeto de estudio aisladas en Granada,
fueron obtenidas por este procedi-
miento.

Para las pruebas cualitativas del
poder de disolucién frente a diferen-
tes fosfatos, usamos el medio de
Bunt y Rovira modificado por WE-
BLEY et. al (1959), adicicnado de los
diferentes fosfatos en goma aribiga
de la forma siguiente: 1 ml de sus-
pensién de fosfato por nueve ml del
medio de cultivo (las suspensiones
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de fosfatos fueron preparadas a dis-
tintas concentraciones, unos al 1%
y otros al 2’5%).

Determinacién del fosfato soluble
liberado en medios liquidos: Para
realizar esta técnica usamos el medio
descrito por WEBLEY y DUFF (1965),
a base de Extracto de levadura 0°2%,
y glucosa 4%, pero modificando el
compuesto insoluble, nosotros utili-
zamos fosfato dicilcico al 1% ; rea-
lizando las experiencias con un con-
trol sin inocular. Periédicamente fue-

A. RAMOS Y
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ron analizados los matraces, usando
el método colorimétrico descrito por
WiLLIAMS y STEWART (1941), previas
centrifugaciones a 5.000 revol./min.,
con posterior anilisis del sobrena-
dante.

RESULTADOS :

La actuacién sobre los fosfatos dib
los resultados expuestos en la tabla
I, se aprecia en todos los gérmenes

objeto de estudio un comportamiento

TABLA I. RESULTADOS CUALITATIVOS EN PLACA
CLASE DE FOSFATO UTILIZADO
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similar, con ligeras diferencias en el
tamafio del halo, que no guardan
relacién con la cuantitativa del po-
der disolvente de los fosfatos. Los
fosfatos probados fueron : fosfato bi-
cilcico, fluorapatito sintético, hidro-
xiapatito sintético, Variscita, Stren-
gita, Basic slag, Gafsa-fosfato, hue-
sos triturados, huesos tratados por el
vapor, roca kola, y fosfatos del Jor-
dan.

RESULTADOS CUANTITA-
TIVOS :

Tos datos referentes a los gérme-
nes empleados, van detallados en la
tabla II, en la que juntamente con
la cantidad de fésforo solubilizado se
incluye la proporcién del mismo. El

pH al finalizar las experiencias fué
aproximadamente de 2 a 3, para to-
dos los gérmenes objeto de estudio.
T.a determinacién del pH se realizé
con el fin de observar si la diferente
solubilizacién correspondia a diferen-
cias notables en el pH.

Las graficas que acompafian al
trabajo corresponden a los distintos
gérmenes ensayados. En las gréaficas
correspondientes a las cepas | v 4,
existié una pequefia anormalidad,
con un descenso brusco en la cifra de
fosfatos solubilizados. Nosotros, in-
dicamos tal hecho pero, consideran-
do factible que tal descenso en la so-
lubilizacién de los fosfatos no exis-
tiera, motivo por el que incluimos
un trazo punteado para indicar el
posible camino seguido en la solubi-
lizacibn de los fosfatos.

TABLA II. RESULTADOS CUANTITATIVOS DE LA SOLUBILIZACION DEL
FOSFATO BICALCICO POR LAS BACTERIAS
Fosfato dicdlcico
Cepa 2 dias 5 dias 7 dias 9 dias 12 dias
N.o I % L o8 it % L % 1 %
1 510 2i8 72’5 0’41 602 3B 10T 5159 1.065 5’86
2 435 2°39 472 2’59 530 2’81 930  5'12 1.160 6’38
3 825 443 637 3’50 — - t417 7’79 2.500 12’5
4 525 278 1122 0’67 557 306 1.157 636 2.250F - 12137
S 150 0’83 567 3219 557 3’06 792 435 1.400 77
D-11 435 2’39 967 439 530 2’81 495 2’72 612 337
COMENTARIOS : sintético, dato éste que tiene interés,

La tabla I nos indica la similar
actividad de los gérmenes del suelo
en relacién con el poder disolvente
en los fosfatos, en realidad la finica
diferencia existié con la cepa nfime-
ro 1, que tuvo cierto poder de disolu-
cién sobre el fosfato de fluor apatito

pues los demés gérmenes no produ-
jeron tal solubilizacién. Ello se ex-
plica por la existencia del fluor, que
en cierto aspecto inhibe la sclubili-
zacién de los fosfatos. Por esta razon
destaca afin mis el hecho de que
precisamente la raza ntimero 1 solu-
bilizadora del fluor-apatito sintético,
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tenga una accién dudosa sobre el hi-
droxiapatito sintético, y sea una de
las razas cuantitativamente menos ac-
tivas sobre el fosfato dicilcico, (ta-

»oaforo soluble liberado del Tosfato dicdleico
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bla II) cuando cabria pensar exacta-
mente lo contrario.

La no solubilizacién del triturado
de huesos, y por el contrario la di-
solucién de los huesos tratados por
el vapor es facilmente explicabie si
consideramos que al realizar tal ope-
racién el calor ha alterado en cierto
modo (tal vez por hidrélisis) los com-
puestos fosforados alli existentes, lo
que puede facilitar la accién poste-
rior de los microorganismos.

Es de destacar la no existencia de
solubilizacién en fosfatos naturales,
que se encuentran de ordinario en el
suelo, tales como la Strengita, Va-
riscita ¥ Roca Kola; pues precisa-
mente desde el punto de vista de su
aplicacién practica serfa lo mas in-
teresante va que por su compocicién
quimica —fosfatos de aluminio e hie-
rro— constituyen la principal reser-
va de fosfatos en la naturaleza. v de
conseguir su solubilizacién se habria
dado un paso muy importante pa-
ra su aplicacién como fertilizantes
Bacterianos. Parece ser, de acuerdo
con WEBLEY (1965), que el motivo

principal de esta no solubilizacién es
debida a una quelacién de esos iones
metalicos con el 4cido 2-ceto-gluco-
nico (principal 4cido producido por
las Bacterias solubilizadoras de los
fosfatos).

La tabla II, prueba comparativa-
mente e] diferente comportamiento
cuantitativo, hecho que sirve de de-
mostracién evidente de aque del ta-
mafio de los halos apenas guarda re-
lacién (aunque admitamos que ésta
exista) con los resultados de solubili-
zaciébn cuantitativa. Asi en la foto-
graﬁa que acompana al trabajo se
apre(:la como raza mas solubilizadora
a la nam. 4, v quizds la ntim. 2 en
segundo lugar, siende realmente di-

ficil tal apreciacién, pues los tama-
fios de los halos correspondientes a
las D-11,
bien,

5, v 3 son similares ; pues
en el estudio cuantitativo la

principal raza solubilizadora fue la
ntm. 3, seguida de la ntim. 4. y la
5, mientras que la nim. 2, la ntim. 1

v la D-11, fueron las menos activas.

Comparativamente hemos conside-
rado el estudio de las cepas 5 y D-11,




ARS PHARMACEUTICA

pues en ambas se aprecian dos ten-
dencias diferentes, la D-11, parece
que ha estabilizado su poder de diso-
lucién de fosfatos, mientras que la 5
a partir del séptimo dia incrementa
el poder de disolucién (la explicacién
de este hecho serd objeto de otro tra-

7ésforo solubls liberado del fesfate Bledleleo
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bajo), hecho similar al de otras cepas
como la 3 y la 4, aunque concreta-
mente en éstas no se aprecie ese in-
cremento al séptimo dia, sino que la
solubilizacién siga en comstante au-
mento.

Si estudiamos la proporcién de fos-
foro liberada por las bacterias, nos
encontramos con resultados quizas

a3
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buenos, pero excesivamente peque-
flos para su aplicaciébn prictica si
consideramos los siguientes hechos :
en primer lugar se ha realizado el
estudio de la solubilizacién en medio
de cultivo y no directamente sobre el
suelo ; en segundo lugar se ha ope-
rado con un solo tipo de germen, sin
considerar las posibles interferencias
o fenémenos antagbénicos normalmen-
te existentes por los gérmenes del
suelo en los medios de cultivo; si los
actuales resultados se pudieran man-
tener en estas condikiunes, podria-
mos pensar en la aplicacién de los
mencionados gérmenes para el incre-
mento de las cosechas.

RESUMEN

Se estudian separadamente la ac-
cién solubilizadora sobre los fosfatos
por 6 cepas microbianas diferentes,
bajo dos principales aspectos: el de
solubilizacién cualitativa de diferen-
tes fosfatos comerciales (naturales y
sintéticos) y el de la solubilizacién
cuantitativa del fosfato dicileico en
medios liquidos.

SUMMARY

A study of 6 diferents strains di-
ssolving phosphate is made under
two principal aspectes : the cualitati-
ve action over some mineral phospha-
tes, and the quantitative action over
dicalcium phosphahte, in liquid
medium.

Acknowledgement: We want to
thank Dr. Webley D. M. and Grea-
ves M. by their advices and techni-
cal assistance.
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