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Resumen

La solubilizacion de rocas fosforicas-RP es una estrategia que acomparia su aplicacion para suplir la
demanda de fésforo en diferentes cultivos a nivel mundial. Este proceso puede ser llevado a cabo por
diferentes microorganismos, dentro de los cuales estd Aspergillus tubingensis que es un hongo
filamentoso caracterizado por producir acidos organicos como oxalico, citrico y glucénico,
involucrados en el proceso de liberacion de fésforo a partir de RP y de fosfato tricalcico. En este
trabajo se evalud la capacidad de A. tubingensis de solubilizar una roca fosférica de Boyaca
Colombia, se determinaron pH, acidez titulable, produccion de &cidos organicos y concentracion de
fésforo soluble en cultivos discontinuos del hongo en medio NBRIP suplementado con RP o con
fosfato tricalcico. EIl hongo solubiliza el 87 % de fosforo a partir de RP de Boyacéd y el 97,7 % a
partir de fosfato tricalcico y produce &cido citrico, glucénico y oxalico en presencia de las dos fuentes

de P, lo que determina su potencial como solubilizador de P.

1. Introduccion

El fosforo (P) es uno de los macronutrientes esenciales para el desarrollo de los organismos, hace
parte de la estructura de los nucleétidos, y participa en diferentes vias metabdlicas y en el
almacenamiento de energia, constituye el 0,2% del peso seco de las plantas lo que lo hace uno de los
nutrientes fundamentales en el crecimiento vegetal [1][2]. Las actividades antropogénicas, el mal
manejo del suelo ha causado deficiencias en las formas disponibles del elemento, limitando su

asimilacién por las plantas [3].

Este elemento es altamente reactivo, mas del 80% se encuentra en forma insoluble en el suelo, tiende
a reaccionar con las particulas minerales de aquel y a precipitarse con iones (Al *3, Fe™ Ca*),
formando fosfatos no disponibles para las plantas. Ademas de esto, en los diferentes procesos
involucrados en el ciclo del fésforo se pueden generar pérdidas hacia cuerpos de agua causando
eutrofizacion, principal impacto ambiental de las practicas de fertilizacién indiscriminada con

productos de sintesis quimica [4].

Los fertilizantes minerales han sido utilizados por décadas, su uso ha aumentado por el rapido
crecimiento en la poblacion y por el aumento en la demanda de alimentos. La necesidad de aumentar
la productividad de los cultivos agricolas determina la aplicacidn de productos que contengan fésforo,
nitrégeno, calcio, potasio, magnesio y otros nutrientes requeridos en el crecimiento y desarrollo
vegetal [5] [6]. EI mal manejo de los suelos y el uso excesivo de estos fertilizantes minerales

fosfatados han provocado dafios ambientales, algunos irreversibles, como infertilidad de suelos y



acumulacion de P no disponible para las plantas en él suelo por lo que es comun seguir adicionandolo
para mantener la productividad de los cultivos. Las grandes cantidades de este elemento retenido en
el suelo, se podrian movilizar con estrategias bioldgicas como la aplicacion de microorganismos
solubilizadores, reduciendo el uso excesivo de productos de sintesis quimica y de fuentes naturales
de P, como las RP [7].

Alrededor del mundo existen depdsitos de RP, fuente natural finita de P inorganico muy insoluble
compuesta de apatita, utilizada en la produccién de fertilizantes minerales. Su aplicacién directa y en
conjunto con microorganismos esta en constante estudio para lograr un uso eficiente del recurso que
pueda ayudar a suplir la alta demanda de nutrientes en la agricultura, impactando positivamente

ademads la industria de alimentos y diversas industrias que dependen del sector agricola [8][6].

Para lograr la solubilizacion de P y su disponibilidad en el suelo, los microorganismos solubilizadores
juegan un papel importante por sus capacidades de transformacion del elemento. Dentro de este grupo
de microorganismos se encuentran bacterias de géneros como Bacillus sp. y Pseudomonas sp. y
hongos filamentosos como Aspergillus sp. y Penicillium sp. Estos han sido de interés en el sector
agricola por su capacidad de solubilizar y mineralizar el foésforo no disponible del suelo utilizando
diferentes mecanismos como la produccion de acidos organicos, disminucién del pH, secrecion de
enzimas, entre otros, que permiten liberar el P de las formas en las que se encuentra en el suelo como
apatitas y fosfatos de Al, Ca y Fe para transformar esas moléculas en ortofosfatos (H.POs™* y HPO4

%) los cuales son las moléculas asimilable por las plantas [9].

Teniendo en cuenta los mecanismos de los microorganismos para solubilizar el P, el uso de estos para
liberar el elemento a partir de la roca fosforica estd siendo ampliamente estudiado ya que
convencionalmente para su extraccion se requiere el uso de acidos fuertes como el acido sulfurico.
Se ha demostrado que los acidos organicos producidos por microorganismos son eficientes en la
solubilizacién de las RP, pudiendo alcanzar valores hasta del 100% en hongos del género Aspergillus
lo que lo hace muy promisorio en la industria de biofertilizantes a nivel mundial [10] Asi, el objetivo
de este estudio es evaluar la capacidad solubilizadora de fésforo de Aspergillus tubingensis en una

roca fosférica colombiana.
2. Planteamiento del problema y justificacion

El uso excesivo de fertilizantes fosfatados para cumplir con la demanda de alimentos a nivel mundial
esta generando dafios irreversibles en los suelos sobre todo en Asia, Africa y América Latina, en
donde éstos tienen un alto grado de acidez con bajos niveles de P generando limitaciones y bajas

productividades en los cultivos. Ademas, por las diferentes practicas de deforestacion y pastoreo se



estd incrementando el area de tierras infértiles teniendo una disminucion de P disponible [6]. La
limitacion de P en el suelo se ha tratado de resolver con la adicion de fertilizantes minerales, pero su
uso excesivo ha causado mayor retencion del elemento lo que ocasiona mayores afectaciones en la
productividad de los cultivos [6]. Como alternativa, se ha usado la aplicacion directa de RP ya que
tiene un alto contenido de fosforo inorganico, aunque es altamente insoluble, por lo que se ha
considerado el uso de microorganismos que aumenten la cantidad de fésforo que puede liberarse a
partir de la RP en los cultivos. Se estima que, si no se implementan estrategias para la optimizacion
de los contenidos de P disponible a partir de este recurso no renovable, los depésitos de RP a nivel
mundial pueden agotarse en 50 o0 100 afios [7][6]. Los suelos muy acidos, incluyendo los sulfatados
acidos y oxisoles con pH entre 3,3 y 4,5 respectivamente, tienen alto grado de infertilidad y alta
toxicidad por reacciones del aluminio con otros compuestos por lo que se utilizan altas dosis de
productos minerales cuyo exceso y mal manejo estan causando la reduccion de la produccion y
productividad agricola. El alto grado de acidez ademas, provoca baja absorcién de nutrientes
esenciales por parte de las plantas sobre todo del fésforo lo que ha causado graves afectaciones
nutricionales en las plantas al establecer alli diferentes cultivos para responder a la demanda del pais
[11].

Es indispensable a nivel mundial buscar fuentes alternativas de fésforo y sistemas sostenibles para la
biodisponibilidad de éste en los suelos utilizados en la agricultura. EI uso de roca fosférica en
conjunto con microorganismos promotores de crecimiento vegetal capaces de solubilizar fosforo, es
una solucién viable para transformar el P inorganico no disponible en ortofosfatos para las plantas y
asi disminuir el dafio en los suelos, el agotamiento de las fuentes naturales de P y poder aumentar la

productividad de los cultivos.
3. Marco teérico
3.1 Ciclo del fosforo

El fésforo (P) es un elemento esencial en microorganismos, plantas, animales y humanos; en las
plantas es importante que se encuentre en el suelo en su forma inorganica, soluble y disponible como
ortofosfato (H.PO4™* y HPO,2) para poder ser absorbido y utilizado para promover el crecimiento y
desarrollo vegetal [12]. Este, participa en diferentes funciones celulares en cuanto a procesos
bioguimicos relacionados con la estructura de las macromoléculas como los acidos nucleicos, y la
transferencia de ATP en procesos de degradacién y en vias metabdlicas [13]. EI P se encuentra en el
suelo de forma organica e inorganica no disponible, la forma méas abundante se encuentra en fosfatos

gue reaccionan y forman complejos con iones de aluminio, calcio y hierro lo que genera un limitante



del crecimiento vegetal al estar en su forma no disponible, estos fosfatos se encuentran en una
cantidad de 0,05% en el suelo y lo que se encuentra en la planta es solo un 0,2% en peso seco
demostrando asi la poca facilidad de captacion de este elemento [14].

Procesos como la meteorizacién, la descomposicion de materia organica y el uso de fertilizantes
minerales fosfatos provocan la acumulacién y dispersion de P inorganico y organico no disponible,
mientras que la desorcion genera pérdida del nutriente a cuerpos de agua causando mayor dificultad
en la obtencion de éste por los organismos [15-16-17]. Esta forma no disponible, se forma por la
reaccion de las fuentes de P con iones presentes en el suelo, por lo que los microorganismos presentes
en el suelo juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo vegetal por llevar a cabo
mecanismos de solubilizacién de P incrementando la concentracion de su forma disponible y

asimilable para las plantas [18].
3.2 Mecanismos de solubilizacion de fésforo

Para hacer disponible el fosforo, los microorganismos capaces de liberarlo del suelo a través de
diferentes mecanismos de solubilizacion y mineralizacion, denominados solubilizadores de fosforo
incluyen hongos y bacterias de diferentes especies [19-2]. Para solubilizar el P inorganico producen
y liberan al medio sideréforos, iones hidroxilo y acidos organicos como &cido acético, glucénico,
oxalico, succinico, malico, entre otros. Estos acidos, de bajo peso molecular, ademas de disminuir el
pH del medio, actian como quelantes fundamentales para la solubilizacién de P inorgéanico
conformado por complejos con calcio, aluminio y hierro [9-20]. Para mineralizar el P organico,
varios grupos microbianos producen enzimas como fosfatasas, C-P liasas y fitasas que hidrolizan los

enlaces fosfodiéster de las diferentes formas del P organico provocando su liberacién [20].
3.3 Rocas fosforicas

Hay una recurrente preocupacion por la disminucion de reservas de fdésforo, pues con el paso del
tiempo y con el mal manejo se han ido agotando, siendo ejemplo las rocas fosféricas que son la mayor
fuente natural inorganica del elemento. Las RP son base dentro del proceso de produccién de
fertilizantes y de productos industriales, convirtiéndolas en elementos de estudio de importancia
econdmica [21]. Estas rocas estdn compuestas por fosfato de calcio el cual hace parte del grupo
mineral apatita en donde se encuentra unido a iones de Cl, F y OH, esta forma es liberada naturalmente
por meteorizacion o por extraccion minera con acidos fuertes y diferentes procesos fisicos para la
produccion de fertilizantes [22]. La extraccion de la roca no es econémicamente sostenible y la
disponibilidad de P logrado es bajo, por lo que se ha venido aplicando en altas dosis generando efectos

adversos en los suelos y en la disminucion de los depdsitos del recurso natural, lo que generara escasez



dentro de unos 50 — 100 afios provocando problemas a nivel mundial de escasez de alimentos y de
suelos productivos [22]. Sin embargo, con el pasar de los afios, nuevos yacimientos han sido
encontrados y explotados alrededor del mundo como en Estados Unidos, que ocupa el primer lugar
en explotacién masiva, seguido de China y otros paises en América Latina como Per(, México, Brasil
y Colombia, los cuales han tenido un alto interés en el uso de este recurso para mejorar la agricultura
[21].

3.4 Microorganismos solubilizadores de fosforo

Los microorganismos solubilizadores de fosforo aumentan la disponibilidad del nutriente para las
plantas favoreciendo su desarrollo y aumentando su productividad [23]. Este grupo incluye bacterias
de géneros como Bacillus sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp. y actinobacterias y hongos
filamentosos como Aspergillus sp., Penicillium sp. y algunos hongos formadores de micorrizas
productores de acidos organicos [24]. El uso de hongos filamentosos ha generado un gran interés en
la produccién de biofertilizantes por su capacidad de solubilizar P por medio de la produccién de
acidos organicos especialmente el acido oxalico que ha demostrado alta efectividad solubilizando
rocas y fosfatos en el suelo, este acido ha logrado solubilizar en un 100% el P de diferentes tipos de
RP por lo que se ha podido comparar con el acido sulfarico, utilizado normalmente en la industria
para la extraccion de la roca, y ha demostrado que puede ser una alternativa funcional para dejar a un
lado los quimicos fuertes y disminuir los costos [10]. Es por esto que se ha tenido un gran interés en
Aspergillus tubingensis, este hongo es capaz de producir varios acidos organicos como acido oxalico,
citrico y glucdnico con los cuales se destaca por tener un alto porcentaje de solubilizacién del 95%
en comparacion con otras especies de Aspergillus en presencia de roca fosférica, demostrando que
los hongos tienen el potencial para solubilizar P y hacerlo disponible para las plantas mejorando la
problematica de exceso del elemento inorganico no disponible y de la limitacidn de este elemento en
el suelo [25-26].

4. Antecedentes

El estudio de la solubilizacion de RP a partir de la produccion de &cidos orgéanicos por diversos
microorganismos ha tenido auge en las ultimas dos décadas donde diversos autores alrededor del
mundo se han dedicado a evaluar las capacidades y los diferentes mecanismos de solubilizacién que
sean eficientes para luego escalarlo al uso en los cultivos. Los estudios de Reddy et al. [26] muestran
las evaluaciones de diferentes tipos de rocas fosforicas con Asperillus tubingensis y Aspergillus niger
donde obtuvieron porcentajes de solubilizacion de 97, 89 y 75 % [26]. Por otro lado, autores de Brasil

como Gilberto de Oliveira Mendes et al. [27] y de Espafia como Nikolay Vassilev et al. [28] han



dedicado en las ultimas dos décadas a la evaluacion de la produccion de acidos organicos por
diferentes hongos filamentosos, obteniendo como resultado en sus estudios produccion de acidos
como oxalico, citrico y glucénico con porcentajes de solubilizacion diferentes al utilizar RP igneas y
sedimentarias. Han encontrado que el &cido oxalico es capaz de solubilizar en una hora el 75 % de
una RP y han realizado estudios de optimizacion de los procesos biotecnoldgicos para lograr la
solubilizacion y produccion eficiente de los acidos [27-28].

Por otro lado, el enfoque de estos estudios se basa en llegar a poder utilizar de manera mas eficiente
las rocas fosforicas en conjunto con los microorganismos para formular biofertilizantes en diferentes
tipos de cultivos como maiz, asi lo muestran los estudios de Yin et al. donde se evalda Aspergillus
aculeatus y su potencial solubilizador de RP Fanshan por medio de la produccién de acido citrico,
lactico, tartarico y oxalico para posteriormente inocular plantas de maiz teniendo como resultado un

efecto positivo en el crecimiento de las plantas [29].

En la Pontificia Universidad Javeriana se han desarrollado diferentes proyectos relacionados con la
solubilizacién de RP y los mecanismos involucrados. Parada, evalu6 el crecimiento y potencial de
solubilizacién de Penicillium janthinellum y Neosartorya glabra en presencia de diferentes rocas
fosforicas igneas y sedimentarias y de fosfato tricalcico. Se determiné la produccion de acido oxalico
y citrico, en presencia de fosfato tricalcico fue mayor la concentracion de &cido oxalico con un valor
de 36.6 mM y en presencia de RP de Argelia se tuvo un valor de 30.93 mM con Penicillium
janthinellum [30].

Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la roca fosforica de Boyaca y el fosfato tricalcico sobre la solubilizacion de

fésforo y la produccion de &cidos organicos.
Objetivos especificos

1. Evaluar la cinética de crecimiento de Aspergillus tubingensis usando roca fosférica y fosfato
tricélcico.
2. Comparar el efecto de solubilizacion de una fuente inorganica natural y una sintética por

Aspergillus tubingensis.

5. Metodologia



5.1 Cinética de crecimiento de Aspergillus tubingensis en medio NBRIP modificado
5.1.1 Produccién de inéculo

El hongo, identificado como Aspergillus tubingensis, que se utilizé para el inéculo fue aislado de la
raiz modificada de Pinus caribaea colonizado por el hongo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius en
Villanueva-Casanare. Para reactivar el cultivo se tom6 del banco de papel filtro del Laboratorio de
Asociaciones Suelo Planta-Microorganismo (LAMIC) y se activé en agar PDA, incubéandolo por 3
dias a 25°C, posteriormente se realizaron repiques en agar PDA incubando por 4 dias a 25°C. Para
desprender los conidios se agregd Tween 80 al 0,1% a cada caja utilizando un rastrillo, seguido esto
se pasO a través de una jeringa con algodon previamente esterilizada, después se realizaron dos
lavados con solucion salina (8000 rpm, 10 min centrifuga MEGAFUGE 16R THERMO), para

obtener una concentracion final de 7x10"conidios/mL.
5.1.2 Curva de crecimiento de Aspergillus tubingensis en medio NBRIP

La curva de crecimiento se realizd en Erlenmeyer de 100 mL, cada 18 mL de medio NBRIP
modificado (Glucosa 10 g/L, MgSO, *1H,0 13.9 g/L, KCI 1 g/L, MgCIl,*1HO 1.25¢/L, (NH4)2SO4
0.5 g/L), roca fosférica Fosforita 26® procedente del departamento de Boyaca (3g/L) y 2 mL de
in6culo. Se incubd a 25°C y 180 rpm durante 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h). El ensayo se realizé
por triplicado en cada tiempo de muestreo y se incluyeron tres controles abidticos que fueron
evaluados a la hora 120, siguiendo la metodologia de Della-Ménica [31]. Para procesar las muestras,
se utilizo un sistema de filtracion Millipore con filtros conectado a una bomba de vacio para separar
la biomasa que se cuantifico por peso seco y el filtrado se centrifugd a 8000 rpm por 10 min en una
centrifuga MEGAFUGE 16R THERMO, el sobrenadante obtenido se almacen6 en alicuotas de 7,5,3
y 2 ml a -20°C hasta el dia de uso, a estas muestras se le midio glucosa residual, pH, acidez titulable,
fésforo soluble y produccién de &cidos organicos. Se realizd otra curva siguiendo el mismo

procedimiento, pero con fosfato tricélcico (3 g/L) como fuente de fdsforo.

5.2 Técnicas analiticas

5.2.1 Determinacion de biomasa

En cada muestreo se tomo el peso seco, para lo cual se filtr6 la muestra y posteriormente se sec6 a
80°C por 72 h, finalmente se calcin6 en una mufla a 500°C por 8 horas Silvia [32], tomando el peso

una vez estuvo fria la caja en una balanza analitica después de cada paso.

5.2.2 Determinacién de pH y acidez titulable



Se midi6 el pH con un pHmetro y la acidez titulando 5 mL de sobrenadante con 0.1 N de NaOH
usando fenolftaleina como indicador [32].

5.2.3 Glucosa residual

Con el sobrenadante obtenido de cada hora de muestreo se realizé la técnica de DNS de Miller [33].
Se mezcld 0,25 ml de muestra con 0,25 ml de reactivo DNS, se puso en ebullicion durante 5 min y
posteriormente se detuvo la reaccion sumergiendo los tubos en hielo durante 5 min siempre
protegiendo de la luz, luego se adicion6 2,5 ml de agua destilada para finalmente leer la absorbancia
a una longitud de onda de 540 nm. Para determinar la concentracion se hizo una curva patrén con

glucosa 0,5 a 2 g/L ver anexo 1 [33].
5.2.4 Cuantificacion de acidos organicos

Los acidos organicos se cuantificaron por HPLC con una columna Aminex HPX87H, la fase movil
fue acido sulfarico 0.05 N a un flujo de 0.6 mL. min™ y la temperatura de la columna fue 50°C. La
elucion fue analizada con un detector UV a 210 nm. Para realizar la cuantificacion se realizaron
curvas patron con los &cidos orgénicos incluidos citrico, oxalico, glucénico y férmico (a una
concentracién de 10, 6, 4, 2, 1.5, 1, 0.5 mM) [34-35].

5.2.5 Determinacion de fosforo soluble

Se determino el P soluble con el método de molibdato de vanadato usando el kit de fdésforo
Spectroquant® 0.5-25.0 mg/L (PO4-P), se tomd 1 ml de muestra y se adicionaron 0,244 mL de
reactivo. Se ley6 a una longitud de onda de 450 nm en el espectrofotometro HACH DR6000 UV-
VIS. Para la determinacion se hizo una curva patrén de fésforo (a una concentracién de 0,5 a 30 ppm)

ver anexo 2. [36].
6. Resultados y discusion

6.1 Curva de crecimiento de Aspergillus tubingensis en medio NBRIP modificado suplementado

con Fosforita 26 ® de Boyaca - Colombia

Se demostro que Aspergillus tubingensis fue capaz de solubilizar Fosforita 26 ®; en la Figura 1a se
muestra el crecimiento del hongo el cual tuvo una fase exponencial que inici6 en la hora 72 lo que es
coherente con el consumo de glucosa que indujo la produccion de &cidos organicos y por ende la
disminucidén del pH por accién del metabolismo del hongo. Teniendo en cuenta el porcentaje de
solubilizacion maximo de 87% en la hora 120 (Figura 1b), se observa que estd directamente

relacionado con la disminucién del pH de 7,42 a 3,26 y el incremento en la acidez titulable relacionado



con la liberacion de hidrogeniones que esta involucrado en la disminucion del pH. La solubilizacion
es comparable con los estudios realizados por de Oliveira et al. [37] quienes obtuvieron 76% de
solubilizacion de la RP Patos — Brasil utilizando Aspergillus niger [37].

La produccion de &cidos organicos de bajo peso molecular como oxalico, citrico y glucénico (Figura
1c), se sugiere como uno de los mecanismos de A. tubingensis para la solubilizacién del fésforo del
medio [20]. Se puede determinar que el &cido glucdnico se empieza a producir rapidamente desde la
hora 24 logrando su mayor concentracion en la hora 81 con un valor de 4,09 mM, este valor es mayor
que el valor reportado con Aspergillus niger de 2,94 mM por Mendes et al. [27].

También se muestra que se obtuvo una concentracion de 0,20 mM de acido oxalico lo cual es un valor
cercano al compararlo con los estudios realizados por Xiao et al. [38] donde se obtuvo una
concentracion de 0,4 mM de acido oxalico utilizando Aspergillus niger WHAK1 para solubilizar una

roca fosforica de Hubei, China [38].
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Aspergillus tubingensis en caldo NBRIP modificado

suplementado con Fosforita 26® — Colombia.

6.2 Curva de crecimiento de Aspergillus tubingensis en medio NBRIP modificado suplementado
con fosfato tricalcico.

Teniendo en cuenta que se realizé el mismo procedimiento que con Fosforita 26®, el comportamiento
de Aspergillus tubingensis en presencia de fosfato tricélcico es totalmente diferente como se puede
ver en la Figura 2a y 2b, donde la biomasa aumenta exponencialmente desde la hora 24, el pH
disminuye simultdneamente de 7,12 a 1,79 seguido del incremento en la acidez titulable y en el

porcentaje de solubilizacién, teniendo como valor maximo 97,7 % a la hora 72, lo que indica que



solubilizé casi totalmente la fuente de P asi como lo muestra Mendes et al. [27] en sus estudios con
Aspergillus niger y fosfato tricalcico logrando una solubilizacién del 100 %.

En la Figura 2c pueden observarse los acidos organicos producidos (oxalico, citrico y glucénico)
siendo el acido glucénico el de mayor concentracién (14,96 mM) en la hora 72 lo que tiene relacion
con el punto maximo de solubilizacion, asimismo en los otros dos &cidos su valor maximo se obtuvo

en la hora 120 siendo para acido oxalico 14,6 mM y para &cido citrico 0,85 mM.
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6.3 Comparacion de las curvas de crecimiento de Aspergillus tubingensis de roca fosférica de
Boyacd y fosfato tricélcico

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la curva de crecimiento con roca fosforica, es notorio
que el hongo en presencia de Cas(POa), tiene un crecimiento mas rapido, una mayor acidificacién del
medio llegando a un pH final de 1,79 al final del proceso y por ende un porcentaje de solubilizacion
mayor de 97,7 %, mientras que con RP Boyacé se obtuvo 24 horas después de la hora maxima de
solubilizaciéon de Cas(PQO4)2 un 87 % de solubilizacion como se puede ver en la Tabla 1 lo que
demuestra que el hongo es mas eficiente con esta fuente de P. Esto se debe al cambio de fuente de
fésforo ya que el fosfato tricalcico es una fuente de P inorganica pura que con una disminucion de
pH de 7 a 4 ya logra su solubilizacién mientras que la roca fosférica es altamente insoluble y tiene
una composicion mas compleja lo que requiere de condiciones mas fuertes para su solubilizacion,
como lo muestra en sus estudios Klaic [39] al comparar la solubilizacién de fosfato tricélcico y RP
Boyavar con Aspergillus niger donde se obtuvo una disminucién de pH hasta 3, una solubilizacién
de 40% de RP siendo menor a la que obtuvieron con fosfato tricalcico [39]. Ademas de esto, la
produccion de acidos organicos en presencia de RP disminuye (Tabla 1) y esto puede deberse a la
composicion compleja de la roca que durante el proceso se pueden liberar diferentes elementos como
Zn, Mg, Mn y Cu que pueden tener un efecto inhibitorio en la produccién de estos acidos por

formacidn de fosfatos de manganeso por ejemplo los cuales son insolubles. [40].



Otra posible razén por la cual en presencia de RP Boyaca se tiene un porcentaje de solubilizacién alto
pero bajas concentraciones de acidos organicos a comparacion de los valores obtenidos con fosfato
tricdlcico (Tabla 1), se puede deber la presencia de otro tipo de mecanismos de solubilizacién como
liberacion de protones que acidifican el medio solubilizando el P retenido en la roca. Chuang et al.
[41], plantean que la cantidad de P soluble obtenido con Aspergillus niger en sus experimentos puede
deberse a la liberacion de H* producto del proceso de asimilacion del amonio (NH4") presente en el
medio de cultivo. ElI medio de cultivo del presente estudio contenia (NH.)SO4 como fuente de

nitrogeno [42].

Tabla 1. Comparacion de las curvas de crecimiento de roca fosférica y Cas(PO.)-.

RP Fosforita

Parametros 26 ® Boyaca Cas(POs),
Hora de mayor
120 72
solubilizacién
Acido oxalico (mM) 0,20 14,60
Acido citrico (mM) 0,620 0,85
Acido glucénico (mM) 4,10 14,93
% Solubilizacion 87 97,70%
Yx/s max (g/q) 0,27 0,26
Qx/s (mg/L/h) 0,3 2
max oxalico
Qp 0,0014 0,122
(mM/h)
Qp max citrico (mM/h) 0,0052 0,007
max glucénico
Qp J 0,0182 0,207
(mM/h)
YFosforo/x (g/g) 0,023 0,036

Yx/s rendimiento biomasa/sustrato. Qx productividad maxima de biomasa. Qp productividad

maxima de producto.

Por otro lado, la Fosforita 26 ®, mostro tener ligeramente un mayor rendimiento biomasa/sustrato
(Yx/s), aunque evaluando las productividades maximas de biomasa y productos (Qx, Qp), el fosfato
tricalcico sigue teniendo valores mayores lo que indica que esta fuente es favorable para la produccién
de estos acidos y la solubilizacién de este tipo de compuestos, lo que lleva a concluir que el uso de

Aspergillus tubingensis en presencia de roca fosforica es una alternativa que promueve la



solubilizacion de fosforo. También es importante recordar que este proceso puede ser realizado por
diferentes especies de microorganismos que pueden llegar a tener mejores rendimientos y resultados
que los presentados en este estudio, comparando el rendimiento fosforo/biomasa se pudo evidenciar
que con Aspergillus tubingensis fue mayor en presencia de fosfato tricalcico lo que puede ser
comparado con los estudios de Parada [30] donde evalué la solubilizacion de diferentes fuentes de
fésforo incluyendo Cas(PO4)2 y RP Argelia por Penicillium janthinellum y Neosartorya glabra
obteniendo en un Yfosforo/biomasa de 0,0113 g/g mientras que en este estudio se obtuvo 0,036 g/g
y en cuanto a las rocas fosféricas RP Argelia tuvo un valor mayor de 0,054 g/g mientras que la
Fosforita 26® RP Boyaca un rendimiento de 0,0225 g/g, esta diferencia en las rocas se puede deber
a que RP Argelia tiene 29% de P,Os y RP Boyaca 26% aungue ambas rocas son sedimentarias —
hidroxiapatitas [30].

Se hace la comparacion de los resultados de los estudios realizados por Gandur [43] con Aspergillus
tubingensis y roca fosférica de Aipe, Huila que demuestran el cambio de comportamiento del hongo
en presencia de fuentes diferentes de fésforo; en este trabajo el hongo con RP Aipe empez6 su fase
exponencial desde la hora 24 teniendo un crecimiento mas rapido en comparacion con RP Boyaca
pero ambas rocas obtuvieron el maximo valor de solubilizacién a la hora 120 siendo para RP Aipe
95% asimismo la produccidon de acidos organicos (oxalico, citrico y gluconico) empezd primero, en
ambas rocas el acido gluconico fue el de mayor concentracién entre los tres producidos pero en la
Fosforita 26® RP Boyacé se obtuvo una mayor concentracion de 2,617 mM en comparacion con 1,34
mM de RP Aipe [43].

6.4 Produccién de acidos orgéanicos

Los &cidos orgéanicos producidos por Aspergillus tubingensis han demostrado tener potencial de
solubilizacién de diferentes tipos de fuentes de P, el conjunto de los tres acidos (oxalico, citrico y
glucénico) potencializa la solubilizacion pero se ha demostrado que el acido oxalico es el que mayor
porcentaje libera de diferentes rocas fosforicas como lo plantean los estudios realizados por Oliveira
et al. [10] al experimentar con 8 tipos de rocas fosféricas y acidos organicos producidos por
microorganismos diferentes. Los autores comparan el potencial de solubilizacion que tiene el &cido
sulfarico utilizado en la extraccién industrial de la roca y el de diferentes acidos organicos, concluyen
que el acido oxalico solubiliza el 100 % del P de la RP siendo mas eficiente que el acido sulfirico ya
que puede liberar mas P por mol de acido aplicado, ademas el acido oxalico reporta ser mas estable
en presencia de calcio al formar complejos de oxalato y permitir la solubilizacién de las rocas [10-
44]. La eficiencia de los acidos organicos en la solubilizacién se debe a la cantidad de grupos

carboxilo y su posicion en la estructura de la molécula lo cual determina la capacidad para liberar P



de las rocas; el &cido oxalico tiene dos grupos carboxilo en su estructura lo que lo convierte en acido
fuerte y por esto es eficiente en el proceso [45]. Teniendo en cuenta la cantidad de grupos carboxilo,
el &cido citrico también involucrado en el proceso de solubilizacién, tiene 3 grupos carboxilos pero
se ha demostrado en los estudios realizados por de Oliveira et al. [44] que no tiene la misma capacidad
para solubilizar RP comparado con el acido oxalico; esto se debe a que la constante de disociacion de
los 4cidos determina la cantidad de H* que se pueden liberar al medio. En este contexto, la liberacién
de hidrogeniones permite la solubilizacion de las rocas fosfdricas al formar complejos con el calcio
y otros elementos presentes en la composicion de la roca. Asi, cuando un acido tiene un pKa bajo
indica que es un &cido fuerte como lo muestra en sus estudios de Oliveira et al. [10], donde el &cido
oxalico tiene un pKa de 1,25, el acido citrico de 3,13 y el &cido sulfarico de 1; comparando entonces
los valores entre los &cidos, se entiende por qué el acido oxalico es igual de eficiente al acido sulfurico
al tener valores de pKa cercanos y el acido citrico al tener mas cantidad de grupos carboxilo que el

acido oxalico no es igual de eficiente al tener un pKa mayor [10- 46].

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de los acidos producidos, el acido glucénico es el que
se obtuvo en mayor concentracion en presencia de las dos fuentes de P, la glucosa adicionada en el
medio es oxidada a acido glucénico por la enzima glucosa oxidasa en las condiciones del pH inicial.
Pero los estudios de do Nascimiento et al. [45] indican que el &cido glucénico es un acido débil al ser
monocarboxilico tiene baja capacidad para quelar cationes divalentes lo que lo lleva a tener
porcentajes bajos de solubilizacion reportando solo 10 % en diferentes rocas fosféricas, entonces se
asume que su potencial se da al estar en contacto con otros acidos fuertes como oxalico y citrico [39-
45].

7. Conclusiones

Aspergillus tubingensis demostro tener una alta capacidad para solubilizar dos tipos de fuentes de P
diferentes como lo son el fosfato tricalcico y la roca fosférica Fosforita 26® de Boyaca por medio de
la produccion de &cidos organicos como acido oxalico y la liberacion de protones, mecanismos de

gran interés industrial y agricola por su eficiencia en la solubilizacion de diferentes RP.

Por otro lado, se encontrd que el hongo tiene un comportamiento diferente en presencia de fosfato

tricalcico al tener porcentaje de solubilizacion y concentraciones de &cidos mayores que con RP.
8. Recomendaciones

Se recomiendo aumentar tiempos de muestreo para poder evidenciar mejor el crecimiento
exponencial entre las horas 72 y 81. Evaluar la solubilizacién de diferentes tipos de rocas fosféricas

y utilizar otra fuente de carbono como glicerol o sacarosa para comparar el comportamiento cuando



se utiliza glucosa. Por otro lado, se recomienda abordar estudios de metaboldmica del hongo para

determinar las rutas de sintesis de distintas enzimas relacionadas con la produccion de acido

organicos.

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de Aspergillus tubingensis para solubilizar

diferentes fuentes de P lo que abre un siguiente campo de investigacion para evaluar su actividad en

cultivos utilizando roca fosforica de Boyacé para aumentar la concentracion de fosforo en el suelo.
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Anexos

1. Curva patrdn de glucosa

Se realizd una curva patrén con unas concentraciones de 0,5 a 2 g/L. como se evidencia en la figura
3.
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Figura 3. Curva patrén de glucosa

2. Curva patron de fosforo

Se realiz6 una curva patrén de fosforo con unas concentraciones de 0,5 a 30 ppm como se evidencia
en la figura 4.
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Figura 4. Curva patrén de fésforo



