DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, FACULTAD DE FARMACIA,
UNIVERSIDAD DE GRANADA, GRANADA

«ESTUDIO DE LA FORMACION DE CRISTALES POR
BACTERIAS EN MEDIOS TAMPONADOS»

RIVADENEYRA, M. A.; FERNANDEZ-GUTIERREZ DEL ALAMO, M.;
PeErREZ-GARCIA, I.; RAMOS-CORMENZANA, A.

RESUMEN

Se investiga la precipitacion bacteriana de carbonato cédlcico en el medio
B-4 tamponado con tres sistemas bufer diferentes a los pH 7 y 8, por 96 cepas bac-
terianas aisladas del suelo.

A pH 8 se observa precipitacion de CO3Ca en todas las cepas ensayadas,
mientras que el pH 7 solo ocurre excepcionalmente.

Los tampones tris-hidroximetil amino metano-HCI y clorhidrato de trietanol
amina-OHNa se revelaron idoneos para estas experiencias, mientras que el tampon
5:5 dietil barbiturato s6dico-HCI no resulté apropiado.

SUMMARY

Calcium carbonate precipitation by, 96 strains isolated from soil, was studied
in B4 buffered medium using three different systems at pH 7 and 8.

CaCO3 precipitation at pH 8 is observed in all the strains investigated,
whereas it occurs only exceptionally at pH 7.

The tris-hydroximethyl amino methane-ClH and hydrochloride triethanol
amine-NaOH were adequated for these experiments, but the 5:5 diethyl sodium
barbiturate was not considered suitable.

RESUME

La précipitation de carbonate de calcium par 96 souches bactériennes isolées
du sol, a été etudié dans le milieu B-4 tamponé avec trois systemes tampon diffe-
rents aux pH 7 et 8.

Alorsque a pH 8, toutes les souches éprouvées ont été capable de précipiter
le carbonate de calcium, a pH 7 cette précipitation n’a lieu qu’exceptionnellement.
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Les tampons tris hydroximethyl amine méthane-HCI et chlorydrate trietha-
nol amine-OHNa se sont revélés idoineos pour cettes experiences, tandis que le
tampon 5:5 diethyl barbiturate avec sodium-HCI n’était pas propre.

INTRODUCCION

Han sido muchos los trabajos realizados en torno a la preci-
pitacion bacteriana de CO;Ca, bien en su forma de aragonito (7),
(9), (8), (1), bien en su forma de calcita (3), (12), (10); aunque la
mayoria de estos trabajos se han realizado en el laboratorio algunos
autores sugieren que estos procesos pueden dar lugar a la creacion
de depositos geologicos (6).

La influencia del pH en la precipitacion bacteriana de carbo-
nato calcico ha sido objeto de controversia (11), (2), (9), (13). No-
sotros en un trabajo anterior (14) llegamos a la conclusion de que
no es necesaria la alcalinizacion previa del medio de cultivo, pero
debido a que todos los trabajos existentes al respecto se habian
realizado en medios no tamponados, creimos de interés el realizar
un estudio similar con medios tamponados que nos ayudaria a cla-
rificar el pH real necesario para la formacion bacteriana de COs;Ca.

MATERIAL Y METODOS
Microorganismos:

Se ensayaron 96 cepas bacterianas aisladas del suelo, que pre-
sentan todas ellas la capacidad de precipitar carbonato calcico en
un medio adecuado (13).

Medios:

Se utiliz6 el medio B-4 (13) tamponado con tres sistemas bufer
diferentes: a. Tris-hidroximetil amino metano-CIH, b. 5:5 dietil
barbiturato sédico-CIH y c. Clorhidrato de trietanol amina-NaOH.
Los pH se ajustaron antes de la esterilizaciéon a 7 y 8, con un pHmetro
«pH M62 standar, radiometer Copenhagen» con electrodo de vidrio.

La preparacion de los tampones se realiz6 de acuerdo con las
formulas de Dawson y col. (4) y Dien y Lentner (5).
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Teécnica de estudio:

Las bacterias se sembraron masivamente de forma que tu-
vieran un didmetro de aproximadamente 1 cm, se inocularon 3
placas por microorganismo y se llevaron a incubar a estufa a 27°C.
Las lecturas se realizaron a partir de las 48 horas de la siembra y
hasta los 30 dias. En todas las experiencias se dejaron placas control
no inoculadas o inoculadas con células bacterianas muertas por
calor, y tanto las placas sembradas como los controles se introdu-
jeron en bolsas de plastico para evitar la desecacion de las mismas.

Aislamiento purificacion e identificacion de los cristales:

Los cristales formados por todos los microorganismos se tra-
taron con 4cido clorhidrico diluido para observar el desprendimiento
o no de burbujas de gas (CO2) que nos orientara sobre la presencia
de carbonatos.

Posteriormente se seleccionaron 2 cepas y se sembraron para
obtener cristales en cantidad suficiente para su recuperacion y pos-
terior identificacion.

La recuperacion de los cristales se hizo segun el método des-
crito por Ramos-Cormenzana (12) y la identificacion definitiva por
difraccion de rayos X para lo que se utilizo un equipo de difraccion
Philips PW 1010 y PW 1050, equipado con contador de centelleo
PW 1964/20 y proporcional PW 1965/10.

REsuLTADOS

En la tabla 1 se exponen los resultados correspondientes a
la formacion de cristales a pH 7, y en la tabla 2 los resultados obte-
nidos a pH 8, indicando en ambos casos el numero de cepas y dias
en que se inicia la precipitacion.

En las placas control no se ha observado en ningun caso for-
macion de cristales.

El tratamiento de los cristales con 4acido clorhidrico diluido
di6 en todos los casos desprendimiento de gas, lo que nos orienta
hacia la presencia de carbonatos. Esto fue confirmado posterior-
mente mediante difraccion de rayos X que nos reveld, en todas las
muestras ensayadas, la presencia de calcita.
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Tabla 1: Inicio de la formacion de cristales en medios tamponados a pH 7.

Dias 1 2 3

) ) % 5
3 4 3 3
5 1 - -
10 2 3 2
15 - - -
20 - - -
25 - - -
30 - - -

—

= Tampon tris-hidroximetil amino metano-CI1H
2 = Tampon 5:5 dietil barbiturato s6dico-CIH

3 = Tampon clorhidrato de trietanol amina-Na OH

Tabla 2: Inicio de la formacion de cristales en medios tamponados a pH 8.

Dias 1 2 3
2 10 18 =
3 28 17 41
5 34 24 33
10 24 35 17
15 = 2 5
20 = = —
25 = - =
30 = = =

1 = Tampon tris-hidroximetil amino metano-CI1H

Tampon 5:5 dietil barbiturato sodico-CIH

Tampon clorhidrato de trietanol amina-NaOH

w
I
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FIGURA 1.—Cristales producidos por la cepa T3 en el medio B4 tamponado con
clorhidrato de trietanol amina a pH 8.

DiscusioN

La seleccion de los tampones se hizo basindonos por una par-
te en que son sistemas bufer bioldgicos, que presentan entre sus
margenes de pH, los pH 7 y 8 elegidos para nuestra experiencia, y
por otra, el que pensamos que estos tampones no interfieren la pre-
cipitacion de carbonato calcico como ocurre con tampones de fos-
fatos o boratos mas usuales en microbiologia.

Como puede observarse en las tablas 1 y 2 los resultados ob-
tenidos han sido similares para los tres tampones utilizados, forma-
cion de cristales a pH 8 y no produccién a pH 7, salvo algunas ex-
cepciones que se reflejan en las tablas.

Los cristales formados a pH 7 son de tamafio inferior y se
producen en menor cantidad que a pH 8, observindose también a
pH 7 un ligero retraso en el inicio de formacion de los mismos.

Es curioso el caso de la cepa T3, que a pH 8 produce dos tipos
de cristales (Fig. 1) unos grandes y otros pequeflos con apariencia
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morfologica distinta, mientras que a pH 7 produce unicamente los
pequefios, no obstante, en ambos casos han sido identificados como
calcita.

Si tenemos en cuenta que en medios no tamponados se pro-
ducen cristales tanto a pH 4cido como alcalino Rivadeneyra y col.
(14) y en los medios tamponados ya a pH 7 no se da una formacion
considerable de cristales podemos deducir que un pH final alcalino
es imprescindible para que la precipitacion bacteriana de carbonato
calcico se lleve a cabo.

En el medio B-4 tamponado con 5:5 dietil barbiturato so6dico-
-ClH a pH 7 no se observa crecimiento en un 49% de las cepas en-
sayadas, esto nos lleva a no considerar dicho tampén como idéneo
para estudios de formacion de cristales por bacterias.
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