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I. Resumen

e Abstract

and lineal, for 95 % of confiability.

En el presente trabajo se realiz6 la adecuacion del método colorimétrico del acido ascorbico como
micrométodo para la cuantificacion de fésforo soluble en cultivos microbianos, mediante ladeterminacion
de los parametros: linealidad, precision, exactitud, limites de detecciény de cuantificacion. Se utilizo una
solucion de dihidrégeno fosfato de potasio (KH,PO,) como patron de referencia interno. EI método puede
cuantificar valores de fosforo solubles para concentraciones superiores a 0,9 pg/mL. Se demostr6 que
el micrométodo es exacto, preciso y lineal, para un 95 % de confiabilidad.

Palabras clave: micrométodo, fosfato, solubilizacién, acido ascorbico.

The present research focuses the adaptation of the colorimetric method of the ascorbic acid as micro
method for the quantification of soluble phosphorus in microbial cultures, by determination of the
parameters: linearity, precision, accuracy, detection and quantification limits. A solution of phosphate
potassium dehydrogenate (KH,PO,) was used as reference intern pattern. The method can quantify
soluble phosphorus values above 0,9 pg/mL. It was demonstrated that the micro method is exact, precise

Key words: micro method, phosphate, solubilization, ascorbic acid.

e Introduccién

El fosforo después del nitrdgeno, es el nutriente
inorgdnico més requerido por plantas y
microorganismos y, ademas, en el suelo es el factor
limitante del desarrollo vegetal, debido a que
usualmente estan presentes en formas no disponibles
para las plantas. Algunos microorganismos tienen la
capacidad de solubilizar estas fracciones de fosforo
no disponibles en el suelo, los cuales son conocidos
como microorganismos solubilizadores de fosfato,
PSM por sus siglas en inglés /1/.

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos
utilizan fundamentalmente dos mecanismos: la
produccion de acidos organicos tales como acetato,
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lactato, oxalato, tartrato, succinato, citrato, etcétera
/2]y la produccién de enzimas fosfatasas /3, 4/.

En el estudio de estos microorganismos, la
capacidad de solubilizar fosfatos insolubles se
determina principalmente de forma cualitativa, en
placa, por la observacion de un halo/zona clara
alrededor de las colonias, debido a la produccion de
acidos orgénicos en el medio. La mayor o menor
capacidad se determina por lamedicion del diametro
de dicho halo. Sin embargo, la confiabilidad de este
método cualitativo, aun no ha sido completamente
comprobada, pues en muchos aislados que no
producen un halo claro en placas de agar, se ha
encontrado que son capaces de solubilizar fosfatos
inorganicosinsolublesenmedio liquido/5/.




Revista Cubana de Quimica, pags. 3-8

Es por ello, que muchos autores aconsejan
corroborar los resultados obtenidos en los ensayos
cualitativos de solubilizacion de fosfatos con los
obtenidos en ensayos de cuantificacion.

Los métodos mas utilizados para determinar
la solubilizacién de fosfatos, se dividen en dos
grupos: un primer grupo donde se encuentran
los métodos colorimétricos, que permiten
cuantificar losiones ortofosfatos como producto
de lasolubilizacion de los compuestos fosfatados;
dentro de los cuales se encuentran el método de
acido vanadomolibdato fosfato, método Mo-Blue
o del &cido ascorbico y método verde de
malaquita. En el segundo grupo se encuentran
los métodos para la cuantificacion de laactividad
enzimaética, que determinan la cantidad de enzima
fosfatasa producida por los microorganismos
fosfato solubilizadores, uno de los cuales es el
método del p-nitrofenilfosfato /6, 7/.

Eneste trabajo se utilizael método colorimétrico
Mo-Blue o método del &cido ascorbico, propuesto
por Murphy and Riley /8/, para cuantificar el
fosforo disuelto en el medio de cultivo por bacterias
solubilizadoras de fosfato. En solucion sulfuricalos
iones ortofosfato reaccionan con los iones
molibdato dando acido molibdofosforico, el cual
con &cido ascérbico, se reduce a fosfomolibdeno,
que al cabo de 5 min presenta una coloracion azul
y absorbe a una longitud de onda de 880 nm.

Como parte de laimplementacion de un sistema
de gestibn ambiental existe laestrategiade emplear
métodos de ensayo que utilicen la menor cantidad
de reactivos quimicosy por ende, ladisminucion de
la generacion de residuos que puedan agredir el
medio ambiente.

Por otra parte, la validacion de un método
analitico es el proceso a través del cual se obtiene
evidencia documentada, desde la propia préactica
analitica, de que el método es fiable, o sea, que
siempre que se opere en las condiciones propias
del laboratorio donde se realiza la verificacion, se
obtendra el mismo resultado. Esto constituye una
garantiade lacalidad de los resultados por brindar.
Parametros como la linealidad, precision y
exactitud son evaluados para determinar la
capacidad del método para obtener resultados
fiables /9, 10/.

Portodo loanterior, el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar el desempefio de un micrométodo
para la determinacion de fosforo soluble en cultivos
microbianos.

® Materiales y métodos

Material biolégico

Para la realizacion del estudio se utilizaron
cepas aisladas de muestras de suelo de larizosfera
de cafla de azucar (Saccharum sp.SP801816),
pertenecientes al género Bacillus (B3, B67, B92,
B129, B146), identificadas previamente por Orbera
et al. /11/.

Ensayo cuantitativo de solubilizacién de
fostatos

En frascos de 250 mL se colocaron 50 mL de
medio National Botanical Research Institute’s
Phosphate (NBRIP) /12/ con fosfato tricalcico y
se inocularon con 200 pL de un cultivo de 48 horas
en caldo nutriente (105-107 UFC/mL). Se hicieron
tres réplicas por cada cepa y se dejaron dos
testigos sininocular. Los cultivos se incubaron por
siete dias bajo agitacion (150 rpm ) a 28 °C.

Tratamiento de las muestras

Alfinalizar el periodo de incubacion, los medios
de cultivos se centrifugaron a 10 000 rpm por 12
min para separar labiomasa. El sobrenadante libre
de células se utilizé para determinar la
concentracion de fosforo soluble. EI mismo se
conservd en viales congelado a 4 °C, hasta su
procesamiento.

Determinacion espectrofotométrica

La absorbancia se ley6 a 880 nm en un
espectrofotometro UV-visible VARIAN con celda
de vidrio con paso de luz de 1,0 cm. Se utiliza un
blanco de reactivos. La cuantificacion del fosforo
disuelto se realiz6 a partir de una curva estandar de
KH2PO0,.

Toda la cristaleria utilizada fue verificadaen la
Oficina Territorial de Normalizacién, la misma se
lavo previamente con solucién de HCI diluido al
5%y se enjuago con agua destilada para eliminar
posible contaminacién con fosforo por el uso de
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detergentes comerciales que contienen fosfatos.
Los reactivos empleados fueron de calidad puro
para analisis.

Preparacién de la curva de calibracién

A partir de una solucion estandar 100 pg/mL se
preparan soluciones cuyo intervalo de concentracion
varia desde 1-8 ppm.

Procedimiento

En un tubo de ensayo se adicionan 500 pL del
medio de cultivo libre de células, posteriormente se le
afiaden 400 pL del reactivo combinado (tabla 1) y se
completa volumen a2 mL con agua destilada. Se lee
laabsorbanciadespués de transcurridos 10 minutosy
antes de los 30 min, a 880 nm. Con las soluciones
patrones se sigue el mismo procedimiento.

TABLA 1. COMPOSICION DELREACTIVO COMBINADO UTILIZADO EN ELMETODO

DELACIDO ASCORBICO
Niimero de Volumen H2504 5N Lﬁiﬁﬁr Molibdato de as‘:g;:“im
muesiras reparado (mL mL . amonio {mL
prep (mL) (mL) potasis (ul) (mL) (mL)
10 4 2 02 06 12
15 6 3 03 09 18

Parametros a evaluar para medir el
desempefio del método

Para determinar el desempefio del micrométodo
se evaluaron los parametros linealidad, exactitud,
precisiony limites de deteccion y de cuantificacion,
seglin NC Guia para la validacion de ensayos
quimicos /13/.

Linealidad: De la solucion patrén de referencia
interno de 100 pg/mL PO,* P, se tomaron las
alicuotas correspondientes para obtener
concentraciones de 1, 2, 4, 6, 8 ug/mL y realizar el
procedimiento para un tamario de muestra (n=10).

Precision: Se determin6 mediante el calculo de las
desviaciones estandar y tipica relativa (% de
coeficiente de variacion), de los resultados
obtenidos de los analisis a tres niveles de
concentracién, utilizando el programa
Statgraphics Plus 5.1 para (n = 10).

Exactitud: Serealiz6atres niveles de concentracion
a partir de una solucién patron de referencia
interno, y se determiné si existen diferencias
significativas entre el valor tedricoy el calculado
para un 95 % de confiabilidad.

Limite de deteccion: Se evalué como tres veces
la desviacion estdndar de veinte muestras blanco.

Limite de cuantificacion: Se determin6 como diez
veces la desviacion estandar de veinte muestras
blanco.
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® Resultados y discusion

Parametros evaluados para medir el
desempefio del método

Para la evaluacion de la linealidad del método se
determiné la recta de mejor ajuste y = 0,1138 x
(figura 1). El coeficiente de correlacion calculado es
igual a 0,993 6, demostrando que existe una
dependencia lineal entre la concentracion y la sefial
analitica en el intervalo evaluado.
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07
S D0f-
E 05 .
1 044
03
02
01
a . : : : .
0 2 4 6 8 10
P {ug/mL}

Fig.1Curvade calibracion paraladeterminacion
defésforodisuelto.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se procedid
a la evaluacion de la precision y la exactitud en la
determinacion del fosforo disuelto con solucion
patron interno en tres niveles de concentracion.
Los valores obtenidos muestran que existe una
buena precision y exactitud, pues los coeficientes

de variacion (CV) estan por debajo del 10 %y no
se detectan diferencias significativas entre los
valores de concentraciones obtenidas y las
reportadas para el patron de referencia interno a
un 95 % de confiabilidad, al ser en todos los casos
el p-valor mayor que 0,05 (tabla 2).

TABLA 2. EVALUACION DE LA PRECISION Y EXACTITUD EN LA DETERMINACION
DEFOSFORO SOLUBLE EN SOLUCION PATRON DE REFERENCIA POR EL
MICROMETODO COLORIMETRICO

Diesw. tipica
Concentracidn Desv relat:iv? (¥
del patrdn Conc. exp. s § t calewlado F walor
estandar coeficiente
(He/mb) de

vatiacidn)

3.000 30748 0,099 3,25 2,23 0,052
5,000 5,056 0,094 1,85 1,68 0,12

7.000 7.009 0,135 1,93 0,21 0,537

Segun los resultados mostrados (tabla 3)
queda establecido que el método puede
emplearse en muestras cuya concentracion de
fosforo soluble se encuentre por encima de 0,27
pg/mL y cuantifica con exactitud a un 95% de
confiabilidad para muestras cuya concentracion
sea igual o mayor a 0,9 pg/mL.

TABLA 3. DETERMINACION DE LOS

LIMITESDEDETECCION
Y CUANTIFICACION
Mo de muestras 20
Iledia (20 0,07 pgfmL
D3 0,09 pafmL
Limite de deteccidn 0,27 pgfml
Limite de cuantificacidn 0,9 pg'mL

Determinacion cuantitativa de fosforo
soluble

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
en la evaluacion del método, se procede a
determinar el contenido de fosforo soluble en
los medios de cultivo inoculados con las 5 cepas
ensayadas, cuyos valores se observan en la
tabla 4.

TABLA4.SOLUBILIZACION DE FOSFATO
TRICALCICO (5g/L) CONTENIDO EN FOSFORO
(1g/L)ENMEDIO LIQUIDO POR BACTERIAS
DEL GENERO Bacillus AISLADAS DE LA
RIZOSFERA DE CANA DE AZUCAR

Cepa P SEIIII;I.?ITLZ? do pH (T)
E3 3216 4.9
B&T 146,10 5.4
Bo2 64,3 &,0
E12% 55,1 6,8
E146 2146 4.9
Control 55 68

Excepto B129, todas las cepas testadas muestran
lacapacidad de solubilizar fosfatos en mayor o menor
magnitud. Los valores de fésforo disuelto en el medio
liquido, debidoalasolubilizacion del fosfatotricalcico
por estas bacterias, oscilan entre 100 y 300 pg/mL,
siendo la cepa B3 la que presenté un mayor valor de
fésforo disuelto en el medio (321,6 pg/mL), seguida
por las cepas B146y B67 con 214,6 pg/mLy 146 pg/
mL, respectivamente. También se observo una
disminucion del pH del medio en comparacion conel
grupo control, lo cual sugiere una relacion entre el
aumento de lasolubilizacion del fosfato insoluble con
ladisminucion del pH del medio.
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La capacidad de solubilizar fosfatos que
poseen las bacterias del genero Bacillus ha sido
reportada por varios autores /14-17/. Se plantea
que uno de los mecanismos desarrollados para
la actividad foésforo-solubilizadora de estos
microorganismos, estd asociado a la liberacién
de diferentes tipos de acidos organicos de bajo
peso molecular, los cuales se unen al cation Ca
mediante sus grupos carboxilos e hidroxilos,
dejando al fésforo libre y en formas solubles
/18/. Sin embargo, este es un fendbmeno complejo,
controlado por las condiciones nutricionales,
fisiologicas y de crecimiento del cultivo
microbiano /19/.

Cono se observaen latabla b, los resultados en el
andlisis de los medios de cultivo muestran que el
coeficiente de variacién no excede del 10 %,
evidenciando la precision del método. Los resultados
del ensayo de recuperacion de lamuestra, demostraron
la exactitud del método, pues los recobrados
alcanzados oscilan entre 93-100 %. Cuando se realiza
una prueba de hipotesis, comparando la media de
recobrado para la muestra de medio con respecto al
100 % (recobrado tedrico), no se observan diferencias
estadisticamente significativas para un 95 % de
confiabilidad de las medias, ya que el p-valor es
mayor que 0,05; aceptandose la hipotesis de nulidad:

(X tedrica - X experimental) = 0

TABLA 5. EVALUACION DE LA PRECISION Y LA EXACTITUD EN LA DETERMINACION
DE FOSFORO SOLUBLE EN CULTIVOS BACTERIANOS

Muestros | 7 | | o reseonde | Poloulsdo
E3 10 21,6 39 | 1,3 085 0,19 0,25
B&7 10 146,00 1,47 | 1,2 100,06 0,11 0,1
Eo2 10 64,3 1,71 | 2,54 09 8 1,13 0,39
E129 10 55,1 0,62 | 1,22 100,5 0,99 0,37
B146 10 214,6 2,56 | 1,18 99,23 1,24 0,42

Conclusiones

Se realizd la adecuacién del micrométodo
colorimétrico del &acido ascdrbico para la
determinacion del contenido de fosforo soluble en
muestras de cultivos microbianos de bacterias
solubilizadoras de fosfato. El contenido de fésforo
soluble oscil6 entre 100 y 300 pg/mL. Se demostrd
que es posible utilizar el micrométodo para
determinar la capacidad de estas bacterias de
solubilizar fosfatos insolubles.
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