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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA AGITACION Y TAMANO DE PARTICULA EN LA
BIOACIDULACION DE ROCA FOSFORICA Y AJUSTE DE PARAMETROS
CINETICOS*

AUTOR: Bojaca Torres, Claudia Alexandra**.

PALABRAS CLAVES: Microorganismos solubilizadores de fésforo,
Mortierella sp., fésforo, solubilizacion, cinética.

DESCRIPCION:

El fésforo (P) es un elemento esencial pero limitante para las plantas. La roca fosférica (RP)
es la principal fuente de P inorganico; no obstante, su baja solubilidad limita su uso
extendido. El uso de microorganismos solubilizadores de fésforo (MSP) es una alternativa. El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la velocidad de agitacion y el tamafio de
particula sobre la bioacidulacion de RF por Mortierella sp. Para esto, mediante un disefio
completamente al azar y un arreglo factorial se evaluaron cuatro velocidades de agitacién (O,
50, 100 y 150 rpm) y tres tamafios de particula de RF (54-65, 150-180 y 250-300 pm). Los
resultados indican que la inoculacién con Mortierella sp., incrementa la disolucion de RF.
Adicionalmente, la velocidad de agitacion y la interaccion entre velocidad de agitacion y
tamafio de particula inciden positivamente sobre la bioacidulacién de la RF (P-value <0,05).
El tamafio de particula no resulté significativo. Con base en los resultados obtenidos, se
concluye que el modelo logaritmico es quien mejor describe la bioacidulacién de la RF.
Segun este modelo, las condiciones que maximizan la bioacidulacion de la RF son: la
velocidad de agitacién (107 rpm) y el tamafio de particula (250-300 um). La validacién del
modelo y la funcidn que éste genera, son capaces de predecir la bioacidulacién de la RF;
con un (ERP) del 17%. Adicionalmente, el ajuste de los parametros cinéticos que describen
el crecimiento del hongo con las variables citadas, encuentra un modelo de crecimiento cuya
velocidad especifica es constante (u = 0,458 d'l). La prediccion del modelo cinético para
producir P soluble, arroj6 un ERP del 20,8%. EI comportamiento cinético precisa que la
solubilizacion de P, est4 asociada al crecimiento del hongo y a la acidificacion del pH en el
medio de biosolubilizacién de RP.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Director. Luis Javier L6pez Giraldo.

Co-director. Nelson Walter Osorio Vega, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.



ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF AGITATION AND PARTICLE SIZE ON THE
BIOACIDULATION OF PHOSPHATE ROCK AND ADJUSTMENT OF
KINETIC PARAMETERS*

AUTHOR: Bojaca Torres, Claudia Alexandra**.

KEYWORDS: Phosphate solubilizer microorganism, Mortierella sp.,
phosphorus, solubilization, kinetic.

DESCRIPTION:

Phosphorus is an essential but limiting element for plants. Phosphate rock (RP) is the main
source of inorganic P; however, its low solubility limits their widespread use. The use of
phosphorus solubilizing microorganisms (MSP) is an alternative. The objective of this study
was to determine the effect of agitation and particle size in the process of bioacidulation of
RP by the fungus Mortierella sp. For this, using a completely randomized design and
factorial arrangement, 4 speed stirrer (0, 50, 100, 150 revolutions per minute —rpm- ) and 3
RP size particles (54-65, 150-180 y 250-300 pum) were evaluated. The results indicate that
inoculation with the fungus Mortierella sp. increases RP dissolution. Additionally, the stirring
speed and the interaction between stirring speed and particle size have a positive impact on
the RP bioacidulation (P-value <0.05). Particle size was not significant. Based on these
results, we conclude that the logarithmic model best describes the RP bioacidulation. In this
model, the conditions that maximize the RP bioacidulation are: stirring speed (107 rpm) and
particle size (250-300 um). Validation of the model and the function it generates are able to
predict the RP bioacidulation; with a (AVRE) of 17%. Additionally, adjustment of the kinetic
parameters describing the growth of the fungus with the above variables, is a growth model
whose specific speed is constant (U = 0.458 d-1). The prediction of the kinetic model to
produce soluble P, threw an AVRE of 20.8%. The kinetic behavior requires that solubilization
of P, is associated with fungal growth and acidification of the pH in the medium RP
biosolubilization.

*Work Degree

** Faculty of Physicochemical Engineering, Department of Chemical Engineering, Director. Luis Javier Lopez
Giraldo.

Co-director. Nelson Walter Osorio Vega, Faculty of Science, Universidad Nacional de Colombia, Medellin Campus.
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INTRODUCCION

El fésforo es un macroelemento esencial para la vida animal, vegetal y
microbial (Schachtman et al., 1998). Algunas funciones del fésforo que
resumen su importancia en los seres vivos son: (i) forma parte del material
genético, (ii) interviene en el metabolismo celular y (iii) es componente de las
membranas celulares; en los animales este elemento hace parte estructural
de huesos y dientes. Especificamente en las plantas, la presencia de fosforo
es determinante para el crecimiento y desarrollo de las mismas (Johnston,
2000; Walpola y Yoon, 2012); el suministro de éste es esencial para la
formacion de semillas, el desarrollo de la raiz y la maduracién de los cultivos.
En ausencia de fésforo las plantas presentan un bajo rendimiento, sus hojas
adquieren un color purpura y no presentan un crecimiento apropiado.
Ademas, es un elemento que no puede ser sustituido por otro en la

produccion de alimentos (Johnston, 2000; Syers et al., 2011).

El fosforo es un nutriente limitante para el crecimiento de las plantas.
Dependiendo del pH, las plantas absorben el fosforo disponible en el suelo a
través de sus raices principalmente en formas de H,PO, (Arcand vy
Schneider, 2006; lllmer y Schinner, 1995; Schachtman et al.,, 1998). Una
muy pequefia porcién del fésforo en el suelo puede ser utilizado por las
plantas (<1% del fosforo total), el resto del fésforo es fijado por los suelos en
formas insolubles. De manera general, los iones fosfato son adsorbidos por
las arcillas o los Oxidos del suelo. También estos iones reaccionan con
cationes tales como Ca?*, Fe?*, AI**, para formar compuestos insolubles.
Estos factores causan que la concentracion de fosforo en el suelo sea muy
baja, 0,001 — 0,1 mg L™ (Gyaneshwar et al., 2002; Osorio, 2009; Osorio y
Habte, 2011; Walpola y Yoon, 2012).

Para suplir la deficiencia de fosforo en los suelos cultivados se utilizan

fertilizantes fosforicos solubles. Sin embargo, la eficiencia de tal aplicacién
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es muy baja (5-10%) (Osorio, 2009, Vassilev y Vassileva, 2003). Para
compensar la baja eficiencia se aplican altas cantidades de estos
fertilizantes, lo que resulta en una practica costosa y en algunos casos
genera un impacto ambiental negativo (Vassilev y Vassileva, 2003).
Ademads, la sintesis de fertilizantes fosforicos solubles demanda altos niveles
de energia y reactivos (acido sulfurico, entre otros) (Cordell et al., 2009;
Gyaneshwar et al., 2002; World Bank Group, 1998). En consecuencia, este
tipo de procesos son costosos y puede generar impactos ambientales tales
como produccion de residuos téxicos, emisiones de gases (acido fluorhidrico)
(Cordell et al., 2009; Tomlinson, 2010; Vassilev y Vassileva, 2003). El uso
continuo y poco controlado de fertilizantes fosforicos solubles pueden
perturbar la diversidad microbial y sus actividades metabdlicas (Walpola y
Yoon, 2012), contaminar suelos y eutrofizar rios (Arcand y Schneider, 2006;
Correl, 1998; Shigaki, 2006).

Una alternativa al empleo de fertilizantes tradicionales es el uso de la roca
fosférica (RF), que ademas es menos costosa y amigable desde el punto de
vista ambiental. La RF es una apatita que presenta concentraciones de
fosforo que fluctian entre 66 y 136 g kg* RF (la concentracién de fésforo
esta dada por la cantidad de P,Os presente en el mineral) (Zapata y Roy,
2007). Desafortunadamente, existen predicciones que suponen que a partir
del afio 2100 pueden agotarse las reservas de RF, la materia prima para
producir los fertilizantes fosféricos solubles (Cordell et al., 2009; Gilbert,
2009; Tomlinson, 2010) (Figura 1). De otra parte, la RF es un compuesto
muy insoluble, y para mejorar su eficiencia se debe acidular con &cido
sulfarico (Cordell et al., 2009; Vassilev y Vassileva, 2003).

12



Figura 1. Curvade producciony proyeccion de la produccion de

fosforo en MT por afio desde el afio 1900 hasta el afio 2100

* Actual
w—— Modolado

N

Produccion de P (MT/ano)

°00 190 1940 1980 1980 2000 2020 2040 2000 2080 200
Tiempo (afios)
Fuente: Cordell et al., 2009.

Otro aspecto a considerar es que en Colombia el 98% de los suelos presenta
deficiencia de fosforo para las plantas (Jaramillo, 2004), lo que implica una
mayor demanda de fertilizante, del cual el 90-95% del P se pierde por la
fijacion del suelo (Osorio, 2009). De acuerdo con los indicadores del Banco
Mundial en lo que respecta al consumo de fertilizantes, Colombia es uno de
los paises que mas aplicacion tiene de fertilizantes -entre ellos fertilizantes

fosforicos - comparado con el promedio mundial (Figura 2).

Segun el CONPES 3577 (2009) “La produccion colombiana de minerales
como materia prima para la fabricacion de fertilizantes no alcanza a
satisfacer la demanda interna. Por esta razén, se importa anualmente un alto
volumen de compuestos de fésforo, nitrégeno, potasio, calcio, magnesio y
azufre”, lo que conlleva a que los costos de los fertilizantes sean altos.
Recientemente, se ha reportado que en Colombia los precios se encuentran
25 — 35% por encima del precio internacional (Suarez, 2013), lo que hace

poco viable y competitiva la agricultura colombiana.
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Figura 2. Indicadores del Banco Mundial del consumo de fertilizantes
(kilogramos por hectérea de tierras cultivables) en Colombia con

respecto al promedio del consumo de fertilizantes a nivel mundial.

Consumo de fertilizantes (Kg/is tlerrn cultivable)
ia i o -

2

.Ilundo .cdm
Tiemgo (ahos)
Fuente: http://datos.bancomundial.org/indicador

Por las razones anteriormente expuestas, se hace necesario encontrar otras
opciones que permitan la obtencién del fésforo requerido por los cultivos de
manera econdmica y sostenible. Una alternativa que ha ganado mucho
interés recientemente es el uso de microorganismos solubilizadores de
fosforo (Gyaneshwar et al., 2002; Zaidi et al., 2009).

Esta alternativa biotecnoldgica puede reducir costos, es efectiva, permite la
utilizacion de recursos biolégicos renovables y se ajusta a la politica
CONPES 3577 que promueve el uso de biofertilizantes, el uso de recursos
naturales locales y un uso sostenible y eficiente de los fertilizantes. Ademas
promueve medidas que reduzcan la fuerte dependencia hacia los fertilizantes

importados.

La biosolubilizacion de la roca fosférica ha sido estudiada por diferentes
trabajos de investigacién en los que se han empleado diferentes tipos de
roca fosférica y microorganismos (hongos y bacterias) (Arcand y Schneider,
2006; Goenadi y Sugiarto, 2000; lllmer y Schinner, 1995; Osorio, 2003, 2009;
Osorio y Habte, 2011; Richardson y Simpson, 2011; Walpola y Yoon, 2012;
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Zaidi et al.,, 2009). Entre los mecanismos propuestos para explicar la
solubilizaciéon del fésforo por parte de los microorganismos se encuentran: i)
la liberacion de acidos organicos, (ii) quelacién, que es la formacion de
complejos entre &cidos orgéanicos con cationes (AI**, Fe*, Ca®) vy (iii)
acidificacion (Arcand y Schneider, 2006; Gyaneshwar et al., 2002; Osorio,
2003, 2009; Walpola y Yoon, 2012; Zaidi et al., 2009). De acuerdo con los
estudios, microorganismos del tipo fungico como P. Oxalicum (Singh vy
Reddy, 2010), A. aculeatus (Varsha y Patel, 1999), A. tubingensis (Reddy, et
al., 2001), A. niger (Bojinova, et al., 2008; Osorno, 2014; Reddy, et al., 2001;
Vassilev et al., 1997), Mortierella sp (Osorio, 2003; Osorno, 2014), Candida
Krissii, Penicillium expansum, Mucor ramosissimus (Xiao et al., 2008), fueron

capaces de solubilizar la roca fosférica.

Dada la importancia y el impacto del fosforo como fertilizante, actualmente el
grupo de investigacion de microbiologia de suelos, de la Universidad
Nacional de Colombia — Sede Medellin, adelanta estudios sobre los efectos
de la solubilizacién de la roca fosférica por los hongos Mortierella sp. y A.
Niger. En este grupo se busca encontrar el valor 6ptimo de algunas
variables como son la composicibn de medios de cultivo, tipo de
microorganismos, temperatura, pH, fuente de energia para los MSF y tiempo
de reaccion en los cuales se da una mayor solubilizacion de la roca por parte

de los microorganismos.

En ese contexto, este trabajo centra su atencion en determinar las mejores
condiciones de agitacién y tamafio de particula que facilitan la solubilizacion
de la roca fosférica empleando el hongo Mortierella sp., y proponer un

modelo cinético de la solubilizacién de la RF.
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1. MATERIALES Y METODOLOGIA

1.1 SITIO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de

Biogeoquimica de la Universidad Nacional de Colombia — Sede Medellin.
1.2 MATERIALES Y EQUIPOS

Para el desarrollo experimental se utilizaron los siguientes reactivos
analiticos: cloruro de sodio (NaCl), glucosa (CgH120¢), cloruro de amonio
(NH4CI), sulfato de magnesio hepta — hidratado (MgSO,4.7H,0), cloruro de
calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), acido ascorbico (Ce¢HgOg), acido sulfarico

concentrado (H,SO,4), acido clorhidrico (HCI).

Asi mismo, fueron utilizados los siguientes equipos: Centrifuga 004
SPECIAL marca INDULAB, autoclave SMT-EL marca MARKET FORGE,
medidor de pH INOLAB pHmetro 730 marca WTW, balanza analitica AB204
marca METTLER TOLEDO, cabina de flujo laminar horizontal marca FORMA
SCIENTIFIC, incubadora B6 marca HERAUS, espectrofotometro 4001/4
marca THERMOSPECTRONIC, camara de Neubauer 1/10mm marca
BOECO Germany, microscopio OLYMPUS modelo CX31, VULCAN 3-550

marca NEY.
1.3 METODOS

1.3.1 Obtencion y acondicionamiento de la roca fosférica. La muestra
de RF usada en el experimento se obtuvo del laboratorio de Biogeoquimica
de la Universidad Nacional de Colombia. La muestra proviene del yacimiento
Media Luna ubicado en el departamento del Huila (Colombia). La RF es una
fluoroapatita CaggoNag 20MJo,09(PO4)s,14(CO3)0 86F234 Cuya concentracion en

fosforo es de 122 g kg™.
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La muestra de RF utilizada se recibié en forma de un polvo previamente
molido, el cual se clasifico de acuerdo con el tamafio de particula obtenido en
tamices de la serie Estandar E-11. Para ello se dispuso de una columna de
6 tamices vibratorios + bandeja en orden descendente en relaciébn a nimero
de aberturas por pulgada: 300 um, 250 pum, 180 pm, 150 um, 75 um, 53 pm,
gue corresponden a los numeros 50, 60, 80, 100, 200, 270, respectivamente.
Una vez organizados los tamices, les fue aplicado 2 ciclos de vibracion de 10
minutos cada uno. Después, la roca retenida por la malla No. 60, la malla
No. 100 y la malla No. 270. se almacend en bolsas separadas etiquetadas
como tamafo de particula grande (300-250 um), mediano (180-150 um) y

pequeiio (75-53 um), respectivamente.

1.3.2 Preparacion del in6culo. Como indculo se utilizé una cepa del hongo
MSF Mortierella sp. obtenida de la coleccion del Laboratorio de Ecologia y
Conservacion Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia. Este
hongo fue aislado por Osorio y Habte (2001) y desde entonces se ha
mantenido y replicado en un medio papa-dextrosa-agar (PDA) a 4°C. Se
realizaron varios subcultivos en caja petri de esta cepa en Papa - Dextrosa -
Agar (PDA) con sulfato de estreptomicina (300 mg L™) durante 15 dias a
temperatura ambiente y sin exposicion a la luz. Previamente, a la cepa se le
realiz6 una prueba de viabilidad (Calich et al.,, 1979) y de su capacidad
solubilizadora (Osorio y Habte, 2011). Los subcultivos fueron sometidos a
estrés luminico por 30 min. cada tres dias para promover la propagacion de
esporas y garantizar la viabilidad celular. Transcurrido ese tiempo, se
preparé una suspension del MSF en una solucién salina al 0,85%. Para
preparar la suspension, a un subcultivo en caja de Petri se le adicion6 un
aproximado de 15 mL de solucion salina estéril y con un asa se removio el
micelio, el cual se descartd. Luego, se tomo la solucion remanente en la caja
de Petri con una micropipeta y se llevé a un tubo de ensayo estéril hasta
completar 10 mL (este volumen se obtiene por cada caja petri subcultivada).
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Después se realizO un conteo de células en una camara de Neubauer
(BOECO, Germany) con un objetivo 40x en un microscopio. Para esto, la
suspension se agitd previamente en un vortex y se tomé una muestra de la
misma en el portaobjetos de la camara. El conteo se realiz6 en la parte
central de la camara que consta de 25 cuadros principales, cada uno dividido
a su vez en 16 cuadriculas mas pequefias. Para conocer la concentracion
de esporas por mL de la suspension se realizo el siguiente calculo:

N .,
= o 10® Ecuacion 1

[células]
mL

donde,

N = numero total de células contadas en la parte central.
Los medios fueron inoculados a una concentracién de 10’ esporas por mL.

1.3.3 Medio de cultivo y condiciones de solubilizacion. Toda la vidrieria
utilizada en la preparacion de los medios y en la medicion de fosforo fue
mantenida en HCI 0,03 M durante 24 horas y después lavada 3 veces con
H,O destilada. Este procedimiento tiene como objetivo liberar el material de

fosforo.

El medio de cultivo para las pruebas de disolucion de la RF tuvo la siguiente
composicién (g L™) NaCl 1,0; CaCl,.2H,0 0,2, MgS0.,.7H,0 0,4, glucosa 10,
NH.Cl 0,5 y RF: 3,5. Seguidamente, 75 mL del medio fue transferido a
Erlenmeyer de 250 mL; se midi6 el pH y posteriormente se esterilizé en
autoclave por 30 minutos a 120 °C y 0,1 MPa. EIl nimero total de unidades
experimentales fue de 96, de las cuales 48 corresponden a los controles que

no fueron inoculados.

Una vez esterilizado, cada Erlenmeyer se inoculé con 1 mL de la suspension
del hongo, lo cual equivale a una concentracion del inéculo de 1,3% (V/V).

Para efectos de comparacion se incluyeron controles no inoculados. Los
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Erlenmeyers se llevaron a un agitador reciproco constante durante 5 dias a

temperatura ambiente (22-26 °C).

Luego, la suspension se paso a través de un papel filtro (Boeco, 3 hw) para
separar la biomasa y los residuos de RF de la solucion. Posteriormente, se
determiné el pH de la solucién. Las soluciones se centrifugaron a 4000 r.p.m.
durante 10 minutos y del sobrenadante, se tomé una alicuota de 10 mL, en
los cuales se midi6 la concentracion de fosforo de la solucion empleando el

método de azul de molibdato (Murphy y Riley, 1962).

1.3.4 Determinacion de biomasa seca del hongo. EIl crecimiento celular
fue cuantificado de la siguiente manera: cada muestra (suspension de medio,
RF y biomasa) se pas6 a través de un papel filtro (Boeco, 3 hw) y el filtrado
(micelio y RF) fue secado a 60°C durante 24 horas (Shuler y Kargi, 2002).
La biomasa seca con la roca fosforica fue removida del papel filtro con una
espatula. Acto seguido, se registro el peso de la muestra y la cual fue
transferida a un tubo de ensayo previamente marcado para ser llevada a la
mufla a 500°C durante 3 horas. El remanente del calcinado en los tubos fue
pesado y la diferencia de pesos antes y después de la calcinacion

correspondio a la cantidad de biomasa por muestra.

1.3.5 Método azul de molibdato. Es un método colorimétrico que consiste
en la reaccion del molibdato de amonio con las formas ionicas para formar
acido molibdico fosférico el cual sera reducido a azul de molibdeno por el
acido ascérbico. EI protocolo para la medicién de fésforo soluble fue el

siguiente:

- Preparacion de la linea de calibracion de fosforo con soluciones estandar a
diferentes concentraciones: 0,0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 mg P L™, a partir
de la solucién 1 mg P L con CaCl,.2H,0 0,01 M.
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- Preparacién de las soluciones de trabajo A y B. La solucién A contiene el
molibdato de amonio y acido sulfarico. La solucion B contiene la solucion A'y

acido ascorbico.

- Se tomd una alicuota de 10 mL de la muestra a medir en un tubo de
ensayo y se adicionaron 2,5 mL de solucion B. La soluciéon se agitdé en
vortex y se dejo en reposo durante 20 minutos, para realizar la medicién en

el espectrofotometro a 890nm.

1.3.6 Seguimiento de la cinética de disolucion de RF. Para medir la
variacion de fésforo soluble, biomasa y pH en funcién del tiempo se realizo
un experimento con 30 unidades experimentales inoculadas a las
condiciones 6ptimas obtenidas en el disefio de experimentos (ver Seccién
2.4).

El experimento consisti6 en la medicién diaria por triplicado de la
concentracién de fésforo soluble en la solucion (Murphy y Riley, 1962), pH y
biomasa seca del hongo durante 9 dias. Asi mismo, se realizaron medidas

de control del fosforo soluble y pH el dia de montaje del experimento.

1.3.7 Estimacion del error relativo (ERP). La validacién del modelo de
fésforo soluble en funcion de la agitacion y el tamafio de particula se verifico
empleando puntos experimentales diferentes a los del disefio, los cuales
fueron seleccionados con base en los datos 6ptimos obtenidos a partir del
modelo. La capacidad predictiva del modelo fue evaluada calculando la
diferencia entre los valores experimentales y los datos calculados empleando

el error relativo promedio (ERP) segun se muestra en la ecuacion 2:

i tal—calculad .,
|experimental—calculado| +100 Ecuacién 2

1
ERP = -3¥7,

experimental

Asi mismo, la ecuacion 2 fue empleada para evaluar el ajuste del modelo
cinético de formacion de producto con los valores experimentales obtenidos

de fosforo soluble.
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1.3.8 Modelo exponencial de crecimiento celular. La velocidad de

crecimiento exponencial esta definida de acuerdo con la ecuacion 3:

Ty = % =uX Ecuacion 3 (Diaz, 2012 y Shuler y Kargi, 2002)

Asumiendo que la velocidad especifica de crecimiento (1) es constante e

integrando, se obtiene la ecuacién 4:
X =X, *et*t Ecuacién 4 (Diaz, 2012 y Shuler y Kargi, 2002)

donde:
X = Concentracién celular (mg L™1) (ecuacién 3y 4)
t = Tiempo (dias) (ecuacion 3y 4)

Xo = Concentracion celular (mg L™1) en el tiempo t = 0. (ecuacion 3)

1.3.9 Cinética de formacién de producto. Para un proceso en discontinuo,

la velocidad de formacion de producto se define como:

T, = % =qp *X Ecuacion 5 (Diaz, 2012 y Shuler y Kargi, 2002)

donde,
qp, = Velocidad especifica de formacion de producto mg L™*d™".
1, = Velocidad de formacion de producto d-1.

X = Concentracién de biomasa mg L.

La produccion asociada al crecimiento en la zona exponencial, se basé en un
modelo no estructurado, no segregado, que relaciona el crecimiento celular,

la formacion de producto y el mantenimiento asi:
dapP .,
e (Yp/x * u+my,) xX Ecuacion 6

qp = Yp/x * u+m, Ecuacion 7 (Diaz, 2012)

En la ecuacion (7) m, es la constante de mantenimiento relacionada con la

formacién de producto y Yp,xes el rendimiento estequiométrico de la
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formacion de producto relacionado con el crecimiento celular. Linealizando

la ecuacion (6) se obtiene:
Yp/x = :—z =Yp,x + My G) Ecuacion 8

La ecuacion 8 se simplifica porque p = constante, luego se infiere m, ~ 0,

entonces:
Yp,x = Yp,x Ecuacion 9

Integrando la ecuacion 5 se obtiene el modelo de formacion de producto en

la zona exponencial:
P =Yp/x * X,[e#** — 1] Ecuacion 10

donde,
Yp/x = 2= Eoyacién 11 (Shuler y Kargi, 2002)

Xt=t—Xe=0
1.4 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto de la agitacion y el tamafio de particula sobre el pH 'y
el fésforo soluble se utilizé un disefio completamente al azar con un arreglo
factorial de tratamientos 4x3, esto se refiere a 4 niveles de agitacion (0, 50,
100, 150 rpm) y 3 tamafios de particula (53 — 75 pm, 150 — 180 pm, 250 —
300 um). Cada tratamiento tuvo 4 réplicas. Se realizé un analisis de
varianza para evaluar la significancia de los tratamientos y cuando éstos
fueron significativos se utilizo la prueba de separacion de medias de Duncan.
En ambos casos, se utiliz6 un nivel de significancia (P) < 0,05. EIl analisis
estadistico se realizd con el software STATGRAPHICS CENTURION XVI

(licencia de prueba de 30 dias).
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 EFECTO DE LA AGITACION Y TAMANO DE PARTICULA EN LA
DISOLUCION DE ROCA FOSFORICA.

En la Figura 3 se observan los resultados de concentracion de fésforo
solubilizado para cada tamafio de particula en funcién de la agitacién. Las
curvas continuas en la parte superior de la figura corresponden a
tratamientos inoculados, con valores promedio de fésforo soluble de
34,5+1,8, 102,4+0,5, 154,0+4,7 y 116,1+8,4 mg L™ para agitaciones de 0, 50,
100 y 150 rpm, respectivamente. Adicionalmente, en la parte inferior de la
figura se observan los resultados obtenidos de los controles con valores de
fosforo soluble que varian entre 0,027 y 5,329 mg L™. En esta figura se
aprecia una marcada diferencia entre los tratamientos inoculados frente a los
no inoculados, de lo que se infiere que el hongo Mortierella sp. tiene una
fuerte capacidad de solubilizar el fosforo. En efecto, los experimentos con
in6culo a 100 rpm fueron aproximadamente 150 veces superiores a los
tratamientos sin inocular. Asi mismo, se evidencio un descenso del pH del
medio de 7,3+0,3 a 3,06+0,15. Esta acidificacion se sustenta en el hecho que
la Mortierella sp., como parte de su metabolismo, libera al medio &cidos
organicos que son los encargados de solubilizar el fésforo contenido en la

roca fosférica (Osorio, 2003 y Osorno, 2014).

En la grafica también se aprecia un punto de inflexion a 100 rpm para cada
una de las curvas a diferentes tamafios de particula en los tratamientos
inoculados. La disminucion en la concentracion de fésforo soluble a una
velocidad de agitacion a 150 rpm, puede estar relacionada con la exposicién
de los micelios a las fuerzas mecénicas, lo que puede dar lugar a dafios y
lesiones (Doran, 1995). Altas velocidades de agitacion pueden dafar las

células y afectar el crecimiento de las mismas (Kelly et al., 2004).
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Figura 3. Concentraciones de foésforo soluble - P soluble (mg P L™) en
funcién de la agitacion a diferentes tamafios de particulay sus

respectivos controles.

180
- - - CONTROLES

160 | — 53-75um
— 150-180 um
140 250-300 um

120

100

80

P soluble (mg L)

60

Region | Regién

40

20 Controles

0 50 100 150
Agitacion (rpm)

Fuente: Autora.

Asi mismo, en la Figura 3, se aprecian claramente 2 regiones. En la primera,
la tendencia es que sin importar el tamafio de la roca fosférica, la cantidad de
fésforo en solucion aumenta. Sin embargo, en la region Il esta tendencia se
invierte y las mayores cantidades de fosforo solubilizado se obtienen cuando
el tamafio de la roca fosférica es el mas grande (250- 300 um). Este
comportamiento podria explicarse si se consideran las observaciones hechas
durante el experimento. Asi, para los experimentos llevados a cabo a 150
rom y tamafios pequefios de roca (53 - 75 um y 150 — 180 um), la RF se
distribuyd de tal forma que quedd adherida en las paredes de los erlemeyers

por el efecto de la agitacion, disminuyéndose asi el contacto con la solucién.
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Por otra parte, el tamafio de roca fosférica grande, tendié a acumularse en el

fondo del recipiente permitiéndose asi un contacto intimo con el medio.

Ademés, el efecto de la agitacion se ve reflejado en la morfologia y
apariencia del hongo, tal como se muestra en la Figura 4. El efecto se hace
visible al observar como un pellet de micelio que cubre la superficie del fluido
a 0 rpm (figura 4A) se fracciona hasta formar pellets mas pequefios de
micelio a medida que la agitacion aumenta hasta 100 rpm. Estos cambios
gue sufre el micelio, se pueden apreciar en la Figura 4B para la agitacion a
50 rpm y la Figura 4C - 4D para la agitacion a 100 rpm. EIl cambio de
morfologia de hongos filamentosos debida a la agitacion ha sido abordado en
la literatura especializada. Asi por ejemplo, Posch et al. (2012) indic6 que la
formacion del pellet en hongos filamentosos esta influida por las fuerzas

mecanicas producto de la agitacion a las cuales estan sometidos.

A partir de lo anterior, y considerando que la concentracion de fosforo soluble
es mayor a medida que aumenta la agitacion hasta 100 rpm, y con base en
las observaciones del hongo a las diferentes agitaciones, se podria sugerir
gue el hongo Mortierella sp. es mas efectivo como solubilizador de fésforo
cuando se forman fracciones mas pequefias de micelio. Estas
observaciones respecto a la influencia de la agitacion en el tamafio del pellet
del hongo Mortierella sp. y su influencia en la disolucion de la RF podria ser
materia de estudio en otros trabajos de investigacién asi como el cambio en
la cantidad de biomasa cuando la agitacién varia y que no fue cuantificada
en el presente estudio.

El aumento de fésforo soluble a medida que aumenta la agitacion hasta 100
rom puede ser explicado porque a medida que la velocidad de agitacion
aumenta se logra una mayor homogenizacion y dispersiéon de la mezcla
(Diaz, 2012; Doran, 1995) y por tanto un mayor contacto del micelio con el

medio &cido y una mayor difusion del acido en el medio. Esto en cierta
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forma, también explica la morfologia del hongo a 0 y 50 rpm (figura 4A y 4B,
respectivamente), pues al no existir una buena mezcla (producto de la
agitacion), se da una pobre dispersion de oxigeno en el medio (Doran, 1995),

lo que influye en la formacién del hongo en la superficie del fluido.

Figura 4. Crecimiento del hongo a diferentes agitaciones

Las flechas negras en la imagen identifican el miceli-o formado A - Micelio formado a 0 rpm;
B - Micelio formado a 50 rpm. C - Micelio formado en las paredes del Erlenmeyer a 100 y
150 rpm y D — Pellets del hongo envolviendo la roca en el fondo del recipiente a 100 rpmy

150 rpm. Fuente: Autora.

En lo que respecta al andlisis de varianza, los resultados obtenidos permiten
inferir que los efectos de agitacion, su efecto cuadratico y la interaccion
agitacion — tamafio de particula tienen un efecto significativo a un nivel de
confianza del 95% (P<0,05). Este resultado esta en concordancia con lo
esquematizado en el diagrama de Pareto de la Figura 5. En el diagrama se
muestra que los efectos con mayor influencia son la agitacion con un efecto
positivo, y el efecto cuadratico de la agitacién con un efecto negativo. A su
vez se observa, que el efecto de la interaccion agitacion-tamafio de particula,
es estadisticamente significativo, sin embargo su contribucion es pequefia
comparada con el efecto de la agitacion. Esto se evidencia con la relacion
F(Ointergrupos/ Ointragrupos) CUYO valor F(988,57) para la agitacion y F (580,22)
para su contribucidn cuadratica es superior a la relacion F para la interacciéon
agitacion — tamafo de particula F(4,78). Los efectos tamafio de particula y
su interaccion cuadratica tienen una significancia estadistica minima con

valores F(0,60) y F(1,65), respectivamente.
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De este andlisis se infiere que la agitacion es la variable decisiva en la
disolucion de la RF por MSF y aunque la interaccion Agitacion — Tamarfo de
particula es minima comparada con la agitacion y su contribucion cuadratica,
podria representar la tendencia en la concentracién de fésforo obtenida para
el tamafio grande (250-300 pm) a 150 rpm (Figura 3).

Figura 5. Diagrama de Pareto estandarizado de lainfluencia de la

agitacion y tamafio de particula sobre la cantidad de fosforo soluble

(a=0,05).
A:Agitacion == +
AA
AB
BB ]
B:Tam. Particula ]
1 s s s s 1 s s s s 1 s s s s 1 s s s s 1
0 10 20 30 40

Las barras en dicho grafico que superan la linea vertical localizada entre los valores 0 y 0,4
indican los factores e interacciones que afectan significativamente a la variable respuesta.
Fuente: Autora.

Asi mismo, los resultados del analisis de varianza guardan una estrecha
relacion con los obtenidos mediante la comparacion de medias de Duncan, la
cual determin6 que existe diferencia significativa para los niveles de agitacion
y no existe diferencia significativa para los niveles de la variable tamafio de
particula a un nivel de confianza del 95%. En relacion al tamafio de
particula, este resultado contrasta con lo encontrado por Xiao et al. (2008).
En el referido estudio se evaluaron diferentes tamafos de RF (40, 50, 60, 70,
80, 90, 100 um) en la solubilizacion de RF por MSF y se determiné una

disminucién gradual de P liberado a medida que el tamafio de RF es mayor.
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Con base en este analisis se propone un modelo logaritmico (Ecuacién 10)
gue describe la influencia de la agitacion y el tamafio de particula sobre la

variable respuesta (concentracion de fosforo):

In(P) = 3,67641 + 0,0277353 * A — 0,00160554 « TP — 0,000138011 * A% +
0,00000642267 * A * TP + 0,00000355076 = TP? Ecuacion 10

donde,

P = Psoluble (mglL?)
TP = Tamarfio de particula (um)
A = Agitacion (rpm)

Con el modelo propuesto se generé la superficie de respuesta (Figura 6); en
ella se observo que a una velocidad de agitacién alrededor de 100 rpm se
favorece la solubilizacion del fésforo. Asi mismo se observé que a partir de
100 rpm los valores de fosforo solubilizado comienzan a decrecer para todos
los rangos de tamafo de particula evaluados. Por tanto, el modelo

representa correctamente las tendencias observadas experimentalmente.

Figura 6. Superficie de respuesta obtenida para la concentracion de
fosforo solubilizado en funcidon de la agitacion y tamafio de particula de

acuerdo al modelo propuesto.

log(P)

— 31
I 334
w358

3,82

4,06
55
5,1
47
43
39

35

— 454
— 478
— 502
5,26
55
300

log(P)

200

3,1 100 1am, Particula

0 30 60 90 120 w0 0

Agitacion

Fuente: Autora.
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Las condiciones de agitacion y tamafio de particula que maximizan la
concentracion de fésforo solubilizado en el proceso de disolucion de RF
fueron 107 rpm y 250-300, respectivamente. Bajo estas condiciones el
modelo predice un valor maximo de concentracion de fésforo de 165 mg P L
! Asi mismo, los valores optimizados de velocidad de agitacion y tamafio de
particula se evaluaron de forma experimental, con el fin de determinar el
grado de prediccion del modelo. Bajo estas condiciones, el valor promedio
de la concentracién de fésforo solubilizado fue de 140,43 mg L™, es decir que
el modelo predice el comportamiento con un error relativo de 17,4%.

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con otros trabajos
equivalentes, se constata que el valor de la concentracion de fésforo
solubilizado es superior hasta 1,45 veces. Asi por ejemplo, en el trabajo de
Osorno (2014), las concentraciones de fosforo solubilizado usando
Mortierella sp. y A. Niger fueron 86,59 mg L' y 960 mg L%,
respectivamente, para un periodo de incubacién de 5 dias inoculados a 10’
UFC mL™, una velocidad de agitacién de 100 rpm y tamafio de particula (0 —
250 um). Asi mismo se ha reportado concentraciones de 107,5 mg L™, 105,3
mg L™ y 102,7 mg L™ para los hongos Candida Krissii, Penicillium expansum
y Mucor ramosissimus, respectivamente, a 160 rpm, un tamafio de particula

de 40 pm e inoculados a 10’ esporas mL™ durante 5 dias (Xiao et al., 2008).
2.2 CINETICA DE DISOLUCION DE RF

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de pH, biomasa seca del
hongo (mg L™) y concentracion de fésforo solubilizado (mg L™) en funcién del

tiempo.

Tabla 1. Seguimiento cinético del pH, biomasa y concentracion de

fosforo solubilizado.
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Tiempo pH Biomasa seca | FoOsforo
(dias) del hongo soluble
0 7,35 ---- 0,127
1 7,08 82,7 0,290
2 5,88 106,0 0,252
3 4,04 188,0 25,522
4 3,97 2413 23,108
5 3,64 285,0 41,015
6 3,24 802,0 79,361
7 3,24 1021,0 101,033
8 3,21 1047,0 99,072
9 3,12 1101,3 107,983

En la Figura 7 se observa una disminucion gradual del pH a través del
tiempo. Este descenso de pH esta asociado con la produccién de acidos
organicos por parte del hongo Mortierella sp (Osorio, 2003, Osorio y Habte,
2011, Osorno, 2014).

Figura 7. Variacion del fésforo soluble - P soluble (mg L™) y pH en

funcidén del tiempo.

P soluble (mg L")
o
pH []

Tiempo (dias)

El pH y la concentracién de P soluble (mg L'l) estan representadas por lineas continuas con

triAngulos negros y circulos negros, respectivamente. Fuente: Autora.
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Figura 8. Variacion de biomasa (mg L™) en funcién del tiempo.
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Fuente: Autora.

Asi mismo se presenta un aumento en la concentracion de fésforo
solubilizado a medida que el pH disminuye. Osorio (2003) reportd una
relacion inversa entre el pH del medio y la concentracion de fosforo para
Mortierella sp. Osorno (2014) reporté al dia 5 una disminucion del pH de 7,6
a 3,15, con una concentracién final de fésforo de 88,26 mg P L™ para
Mortierella sp y una disminucion del pH de 7,6 a 3,3, con una concentracion
final de 57,38 mg P L' para A. Niger. Otros estudios también han
mencionado que la reduccion del pH est4 asociada a procesos de disolucion
de RF por MSF (Bojinova, et al.,, 2008; Singh y Reddy, 2010; Zaidi et al.,
2009; Varsha y Patel, 1999). De acuerdo con lo anterior, las disminuciones
de pH en este trabajo estan en los rangos observados por otros autores. En
lo que respecta a la concentracion de fésforo, los resultados reportados son

hasta 1,4 veces superiores.
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En la literatura estdn documentadas tres situaciones en las que puede darse
la formacién de producto: i) asociada al crecimiento, ii) asociacion mixta al
crecimiento vy iii) formacion de productos no asociada al crecimiento (Diaz,
2012 y Shuler y Kargi, 2002). Al analizar la tendencia de la curva de fésforo
solubilizado (Figura 7) y el crecimiento de biomasa (Figura 8) se observa que
siguen la misma tendencia, lo cual indica que la formacién de producto, es
decir, la liberacion de fosforo desde la RF, se encuentra asociada al

crecimiento del hongo.

En la Figura 8 es posible diferenciar las 3 fases de crecimiento celular para la
curva de biomasa: fase de latencia (dia 1 y 2), exponencial (dia 3 —dia 7) y
estacionaria (dia 7 — dia 9). La fase de latencia se consider6 hasta el dia 2
con un valor promedio de biomasa equivalente a 94,3 mg L™. Esta fase esta
relacionada con la adaptacién al medio por parte del microorganismo. Al ser
el P un constituyente importante para la sintesis metabdlica de los
microorganismos (Madigan et al., 2003, Shuler y Kargi, 2002), la carencia de
P en la concentracion inicial del medio, puede ser un factor que prolongue la

adaptacion del hongo en esta etapa.

El comienzo de la fase exponencial se evidencié a partir del dia 3 por un
aumento significativo de biomasa X=188 mg L™ con respecto a los dias 1 y 2.
Esta fase continu6 hasta el dia 7, con un pronunciado crecimiento del hongo
tal como se muestra en la Figura 8. A partir del dia 7 se inicio la fase
estacionaria, donde no se presentaron diferencias significativas en los
valores de biomasa, con un valor promedio de biomasa entre los dias 7 y 9
de X=1056,44 mg L™.

Al linealizar la ecuacion de crecimiento exponencial (ecuacion 3), se obtuvo
una gréfica In(X) vs tiempo (Figura 9). En la gréfica se observa que los datos
experimentales tienen tendencia a distribuirse sobre una linea recta, con un

factor de ajuste R?=0,913. A pesar de que el ajuste es bajo, representa un
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primer intento por explicar el crecimiento del hongo en la zona exponencial.
Un ajuste mas riguroso implicaria el seguimiento de otras variables no

contempladas en el presente estudio.

Basado en lo anterior, esta linea de tendencia indica que en la fase
exponencial del crecimiento la velocidad especifica (1), es constante. Bajo
esta consideracion, la pendiente de la linea de tendencia representa el valor

de la velocidad especifica de crecimiento (i) con un valor de 0,458 d™.

Figura 9. Modelo simple de crecimiento exponencial entre el dia 3y el

dia 7.
8 .
7 - y = 0,4585x + 3,7056
2 _
= R4=0,9132 §
=
6 -
5 T T T 1
0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

Fuente: Autora.

Dado que los datos experimentales se ajustaron al modelo simple de
crecimiento celular en la zona exponencial se infirié una cinética de orden 1,
lo cual indica que la velocidad de crecimiento es independiente de la
concentracién de sustrato (Diaz, 2012, Shuler y Kargi, 2002, Hernandez,
2003). Si bien el modelo es el mas simple se encontré que éste explica el

crecimiento del hongo en la fase exponencial. El parametro cinético Yp/x =

0,1429 fue calculado basado en la ecuacion 11.
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Una vez ajustados los parametros cinéticos, se procedié a determinar el
grado de prediccion del modelo para la formacion del producto
(concentracion de fosforo solubilizado). Si bien, el valor de la desviacion
relativa promedio fue de 20,8% las tendencias del modelo y los datos

experimentales (Figura 10) son concordantes.

Figura 10. Grafica de fosforo soluble - P soluble vs Tiempo (dias)
representadas por los datos experimentales y modelo cinético en la

zona exponencial.
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Fuente: Autora.
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3. CONCLUSIONES

Se encontré que la agitacion es el factor que méas contribuye en el
proceso de bioacidulacion de la roca fosforica, con un valor de
agitacion de 107 rpm para obtener una concentracibn maxima de

fésforo soluble de 165 mg P L™.

Asi mismo, se determind que el factor tamafio de particula no es
determinante para el proceso, no obstante, existe una interaccion

minima entre la agitacion y tamafio de particula.

Se obtuvo un modelo de ajuste cinético de primer orden, cuyos
parametros cinéticos son p= 0,458 d™ y Ypx=0.1429 con un margen
de error del 20.8%. Este resultado es el primer intento en describir el
crecimiento del hongo y la formacion de producto en la zona
exponencial, en un proceso de bioacidulacion de roca fosfoérica por el
hongo Mortierella sp.
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