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ES 2337944 T3

DESCRIPCION

Meétodo de generacidn de fertilizantes de fésforo mediante la utilizacién de tecnologia de fermentacién microbiana.

La presente invencion se refiere a la generacién de fertilizantes de fésforo (P) usando tecnologia de fermentacién
microbiana y, mds particularmente, convirtiendo las fuentes de fosfato en formas mas reducidas de fésforo mediante
fermentacién microbiana anaerobia, siendo los productos finales adecuados para uso en agricultura.

Los fosfitos (conocidos también como fosfonatos) son un componente natural del ciclo del fésforo en el suelo, en
los sistemas de plantas y plantas marinas. Se definen como las sales de acido fosforoso (H;POs). Los hipofosfitos son
las sales del 4cido hipofosforoso. En la siguiente descripcion de esta invencidn, el término fosfito se usard en ocasiones
para describir las sales de dcido fosforoso/hipofosforoso. En la agricultura moderna el ciclo del fésforo puede alterarse
en gran mediada mediante el uso muy extendido de biocidas y fertilizantes inorganicos. Estos factores a menudo dan
como resultado limitaciones del fésforo en muchos suelos agricolas. Ademads, se sabe que la fertilizacién basada en
fosfato no es muy eficaz en muchos suelos debido a la fijacién y la adsorcion. Ademds, la absorcion foliar de fosfato
es muy escasa o inexistente.

Se sabe desde hace tiempo que los fosfitos tienen actividad tanto en plantas como en microbios como fuentes de
nutrientes vegetales (Lovatt, Patente de Estados Unidos 5514200) y como agentes biocidas (Thizy, Patente de Esta-
dos Unidos 4075324) y ahora estan bien establecidos en términos de su utilizacién agroquimica. Se ha determinado
también que los fertilizantes de fésforo basados en fosfito demuestran capacidades de penetracion mejores a través
de follaje de las plantas y tienen una propension a permanecer mas disponibles en el suelo y no quedarse fijados o
adsorbidos como es el caso del fosfato. Los fertilizantes basados en fosfito también son bastante mas eficaces a la hora
de suministrar fésforo que los fertilizantes basados en fosfato debido a que tienen una molécula de oxigeno menos y
que dicha proporcién de “P” en la molécula es correspondientemente mds alta. Los fosfitos también son mucho mas
solubles y menos susceptibles a precipitacion y a adsorcion en el suelo. La mejor solubilidad de los fosfitos también es
ventajosa en términos del anién en la sal. La mayor solubilidad de las sales de amoniaco, potasio, magnesio y calcio
da como resultado un suministro nutricional méas eficaz cuando se aplica al suelo o particularmente al follaje de las
plantas que la sal o sales de fosfato correspondientes.

Se ha demostrado también que los fosfitos presentan una actividad marcada contra ciertos microbios tales como
hongos y bacterias y se usan como biocidas.

Actualmente la fabricacion de fertilizantes de fosforo consiste principalmente en fabricar el 4cido y después hacer
reaccionar el dcido con ciertas bases para generar una sal fertilizante tal como fosfato de amonio, fosfato de potasio,
fosfito de potasio, etc. Estos métodos generalmente implican reacciones altamente reactivas y generalmente exotér-
micas. También muchos de los reactantes son quimicamente peligrosos. Comercialmente la mayoria de fosfitos se
producen principalmente mediante la reaccién de tricloruro de fésforo y agua, una reaccién muy peligrosa y arries-
gada. El 4cido fosforoso se extrae de los productos de la reaccion y se purifica. Es un proceso caro y peligroso. Por
lo tanto, seria muy beneficioso si pudiera encontrarse un proceso menos peligroso y mas eficaz que pudiera producir
fosfitos/hipofosfitos.

Los microbios anaerobios son abundantes en la naturaleza y median muchas reacciones bioquimicas complejas
en la naturaleza. El metabolismo anaerobio puede tener lugar en cualquier entorno en el que el oxigeno esté ausente
o limitado. Los ejemplos de anaerobiosis pueden encontrarse en ecosistemas tales como pantanos y lugares de agua
estancada donde la materia orgdnica se descompone en ausencia de oxigeno y conduce a la formacion de “gas del pan-
tano”. El gas del pantano es principalmente metano. La putrefaccion anaerobia y la degradacién de la materia organica
normalmente van acompafiadas de olores desagradables de sulfuro de hidrégeno y de compuestos orgdnicos que con-
tienen azufre, tales como mercaptanos (cualquier compuesto orgdnico que contiene azufre). En dichas condiciones
reductoras, las moléculas ricas en oxigeno no son abundantes.

Esta invencién describe los usos y métodos de preparacion de fosfitos y/o hipofosfitos (y sus formas poliméricas
y/o sus sales) y de compuestos agroquimicos basados en fosfito (fertilizantes y biocidas) a partir de fosfato u otras
fuentes de fésforo de origen natural o sintéticas usando fermentacién microbiana anaerobia. El proceso de fermen-
tacion producird sales de fosfito/hipofosfito tanto en fase liquida como sélida que pueden usarse como un producto
agroquimico. Después de extraerla del recipiente de fermentacion, la fase liquida se filtra y se envasa. Para aplicacién
a plantas el material liquido se diluye adicionalmente con agua y se aplica a las plantas. El material en fase sélida en la
cémara de reaccion se retira, se seca y puede usarse después como un fertilizante sélido aplicado tal cual, mezclado con
otros sélidos (tal como fertilizantes y arcillas) o diluido en agua y aplicado a las plantas. Los fertilizantes derivados de
fosfito/basados en hipofosfito son estables y pueden mezclarse en soluciones que tienen un pH que es aceptable para
el follaje de la planta y en otras soluciones que tienen un pH aceptable para las raices. Cuando se extrae del recipiente
de fermentacion, el material puede secarse o diluirse adicionalmente con agua o prepararse en una suspension.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencidn es proporcionar procesos mediante los cuales los suelos de origen
natural se usan para generar fosfitos y/o hipofosfitos a partir de fosfatos por fermentacion anaerobia.

También es un objeto de la presente invencién proporcionar procesos mediante los cuales se usan microorganismos
de origen natural para generar fosfitos y/o hipofosfitos a partir de fosfatos por fermentacién anaerobia.
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Otro objeto de la presente invencion es proporcionar procesos mediante los cuales se usan suelos de origen natural
y microorganismos para generar fosfitos y/o hipofosfitos a partir de fosfatos por fermentacién anaerobia; en algunos
casos los suelos proporcionan una fuente de microorganismos utilizada en el proceso de fermentacién anaerobia.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar procesos en los que los fosfitos y/o hipofosfitos que se generan
por fermentacidn anaerobia se usan para formular compuestos agroquimicos tales como fertilizantes, biocidas y otros
compuestos agroquimicos para uso en horticultura y en otras partes.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de bacterias anaerobias en el proceso de fermentacion para producir
fosfitos y/o hipofosfitos a partir de fosfatos.

Otro objeto de la presente invencién es el uso de hongos anaerobios en el proceso de fermentacién para producir
fosfitos y/o hipofosfitos a partir de fosfatos.

Otro objeto de la presente invencidn es proporcionar procesos en los que los fosfitos y/o hipofosfitos que se generan
por fermentacién anaerobia se aplican a las plantas, a los microorganismos o al suelo.

En una realizacién de la invencidn los siguientes ingredientes se mezclan juntos en una suspension y se ponen en
un recipiente purgado hermético al aire: una fuente de fosfato adecuada, una muestra de suelo anaerobia (que contiene
microbios anaerobios y nutrientes esenciales) o un suelo estéril al que se afiade un cultivo puro de microbios seleccio-
nados, una fuente de carbono y agua. Puede usarse helio, gases nobles o nitrégeno para purgar el aire del recipiente
de fermentacion. El recipiente hermético al aire tiene una purga unidireccional para permitir que los gases de escape
se liberen y asegurar una acumulacién de presién minima en el recipiente de fermentacién. Dicho consorcio micro-
biano mixto capaz de reducir el fésforo puede obtenerse en localizaciones en las que el suelo se ha cultivado de forma
anaerobia durante varios afios. Dichos suelos se prefieren debido a la ausencia de condiciones aerobias que favorece-
rdn la emergencia de microorganismos anaerobios que proliferan en estas condiciones de poca cantidad de oxigeno.
En condiciones anaerobias, las demandas energéticas de crecimiento microbiano no se suministran por respiracién
dependiente de oxigeno sino en lugar de ello por diversas reacciones rédox. Dichas reacciones generan un entorno
reductor donde los materiales altamente oxidados (tales como oxianiones) pueden reducirse a estados de oxidacién
inferiores. Dichos ejemplos incluyen, sin limitacién, de sulfato a sulfuros, de cloratos a cloruros, de fosfato a fosfito,
de nitratos a nitruros (y finalmente metano), etc. De esta manera se ha descubierto que si se proporciona un entorno
con una cantidad de oxigeno suficientemente baja, el fosfato puede convertirse en estados de oxidacién menores tales
como fosfito (+III) e hipofosfito (+I). El resultado del proceso de fermentacién anaerobio es la generacion de sales de
oxidcido reducidas de fésforo tales como sales fosfito e hipofosfito en fase liquida y sélida.

Esta invencién describe métodos para generar fosfitos/hipofosfitos para usos agroquimicos, agricolas, horticolas y
otros. Las composiciones pueden incubarse durante un tiempo tan corto como algunos dias a tan largo como algunos
meses. La reaccion se acelera mediante temperaturas altas (10-40°C). El resultado del proceso de fermentacién anae-
robio es la produccién de fosfitos/hipofosfitos que pueden usarse después, si se concentran adicionalmente, se diluyen
y/o se mezclan con otros fertilizantes y/o biocidas para formar fertilizantes compuestos y/o otros biocidas y que pue-
den estar en forma sélida o liquida y se usan en agricultura/horticultura u otros. Se han identificado diversos géneros
microbianos en este proceso tales como, sin limitacién, Clostridium, Vibrio, Klebsiella y/o Escherichia. Generalmen-
te, se ha descubierto que las muestras de poblaciones de bacterias aisladas a partir de suelos anaerobios tienen, en
una mayor o menor extension, la capacidad de generar fosfitos/hipofosfitos a partir de fuentes de fosfato en condicio-
nes anaerobias. Las muestras de suelos anaerobios se han recogido en diversas localizaciones en California y tres de
estos suelos (designado rrs12, rrs15 y rrs19) han mostrado una generacién prometedora de fosfitos a partir de fosfatos.

En el cultivo de microbios anaerobios tales como bacterias que pertenecen a los géneros tales como Clostridium,
Vibrio, Klebsiella y/o Escherichia, asi como otros anaerobios, es deseable emplear condiciones de cultivo que con-
ducen a la proliferacion de anaerobios. Diversos inductores incluyen, aunque sin limitacion, adiciones de medio tal
como las descritas en Long et al. en 1983 (Appl. Environ. Microbiol., 45: 1389-1393). Se emprendié el aislamiento
de bacterias a partir de muestras de suelo y dio como resultado la identificacion de aislados capaces de generar fosfito
a partir de fosfato.

La invencién mencionada anteriormente puede tomar la forma de una fermentacion estitica o de un sistema de
fermentacion continuo que proporciona entornos favorables para la fermentacion bacteriana anaerobia de manera que
se mantiene la digestion 6ptima de la biomasa y la produccién de fosfitos y sus sales. En todos los casos puede usarse
helio, nitrégeno o gases nobles para purgar el recipiente de fermentacion.

En general, la biomasa, preferiblemente en forma de una suspensidn acuosa, se introduce en un reactor de fermen-
tacion provisto de un entorno aerobio. Si el pH de la suspensién de biomasa cae a aproximadamente 4,8, el proceso de
fermentacion puede verse afectado (es decir, el entorno es demasiado 4cido para mantener una fermentacién bacteriana
anaerobia eficaz). Por tanto, puede afiadirse un agente de neutralizacién al sistema para mantener un pH por encima
de aproximadamente 4,8 en cada reactor. Los agentes de neutralizacién adecuados incluyen sales de amonio, sodio,
potasio y calcio de hidréxidos, carbonatos y bicarbonatos. Preferiblemente, se emplea carbonato cédlcico o hidréxido
célcico para mantener el intervalo de pH deseable del sistema. El agente de neutralizacién puede afiadirse al sistema
en cualquier punto donde sea necesario mantener el intervalo de pH. La base puede afiadirse sola o con la biomasa
fresca que entra en el proceso de fermentacion.
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A continuacién se dan los ejemplos de métodos para generar los fosfitos/hipofosfitos:

Ejemplo 1

Los siguientes materiales generalmente son materiales en un estado fino, molidos inicialmente a un tamafio de
particula en el intervalo de malla 10-40 (ASTM), usando un equipo de trituracion bien conocido, tal como un molino
Fitzpatrick se mezclaron juntos en una suspension y todos los componentes excepto el suelo se esterilizaron en una
autoclave. El suelo se afladié a la mezcla y se incubd a aproximadamente 35°C en un agitador orbital. El helio se
suministrd inicialmente a la cdmara de fermentacion para purgar el aire residente. Los resultados diarios se indican en

la siguiente tabla.

Fosfato de Calcio (coloidal)
Fosfato Potasico

Suelo anaerobio (sitio rrs15)
Sacarosa

Lactato Sodico

FeC|2

MnC|2

ZnCl

CuCl

Se

Solubor

Agua

2 kg
0,5 kg
300 g
1049
19
0,5
0,1
0,05
0,02
59
0,01g
1,5 kg

El pH inicial de la mezcla se ajust6 a 7,5 con 4cido clorhidrico. La mezcla se agitd. En el transcurso de 20-30 dfas
el pH de los medios podia caer a niveles donde la fermentacién se ve afectada, que podria necesitar el ajuste con una
base tal como hidréxido célcico.

Resultados: (Ejemplo 1)

Recuperacion de fosfito e hipofosfito (% p/p como un % del P total)

Dia 1 3 6 9 12

15 [ 18

PO3/HPO2

0 0 2 7 11

10 8

Ejemplo 2

Se us6 una fuente de fosfato inorganico como en el ejemplo 1. Sin embargo, en este ejemplo se usé una fuente de
carbono compleja (paja de trigo). No se afiadié ningtin otro nutriente inorgdnico. Los materiales se mezclaron como en
el ejemplo 1. El nitrégeno se us para purgar el aire residente. Los resultados diarios se indican en la siguiente tabla.

4 kg de fosfato de aménico

100 g de paja de trigo

1 kg de suelo anaerobio (sitio rrs 12)

2 kg de agua

pH 7,5

El nitrégeno se suministré al recipiente de fermentacion para purgar cualquier aire restante.

4
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Resultados: (Ejemplo 2)

Recuperacion de fosfito e hipofosfito (% p/p como un % del P total)

5
Dia 1 3 6 9 12 [ 156 | 18 [ 21 24
0 PO3/HPO2| O 0 8 10 [ 10 | 11 10 9 8
Ejemplo 3
15 Igual que el Ejemplo 2 excepto que se usé fosfato de roca en lugar de fosfato amonico.
Fosfato de roca 4 kg
20 Suelo anaerobio (sitio rrs19) 0,5kg
Paja de trigo 0,5 kg
Agua 4k
’s g g
Resultados: (Ejemplo 3)
20 Recuperacién de fosfito e hipofosfito (% p/p como un % del P total)
Dia1| 3 6 9 12 15 [ 18 | 21 24
35
PO3/HPO2| O 0 5 6 12 11 5 7 3
40 Ejemplo 4
En este ejemplo, todos los componentes se esterilizaron. Después, se afiadié una especie de Clostridium (C-rrs19)
a la mezcla después de la esterilizacidn en autoclave y se incub6 como en el caso anterior.
45 Molienda (<0.25 mm) fosfato de roca 4 kg
Suelo anaerobio (sitio rrs19) 0,5 kg
50 Paja de trigo 0,5 kg
Agua 4 kg
55 Resultados: (Ejemplo 4)
Recuperacién de fosfito e hipofosfito (% p/p como un % del P total)
60 i
Dia1 | 3 6 9 12 15 [ 18 | 21 24
PO3/HPO2| O 0 0 0 6 16 | 12 3 3
65
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Ejemplo 5

En este ejemplo, al igual que en el ejemplo 4, todos los componentes se estilizaron. Después, se adié un aislado de
E. coli (E.C. 1rs 19) a la mezcla después de la esterilizacién en autoclave y se incubé como en el caso anterior.

Fosfato de roca 4 kg
Suelo anaerobio (sitio rrs19) 0,5 kg
Paja de trigo 0,5 kg
Agua 4 kg

Resultados: (Ejemplo 5)

Recuperacién de fosfito e hipofosfito (% en p/p como un % del P total)

Dia1 | 3 6 9 12 [ 15 | 18 | 21

24

PO3/HPO2| O 0 0 0 0 3 2 0

Ejemplo 6

En este ejemplo, al igual que en el ejemplo 4, todos los componentes se esterilizaron. Después, se ailadié un aislado
bacteriano no identificado (Ul rrs 19) a la mezcla después de la esterilizacion en autoclave y se incub6 como en el caso

anterior.
Fosfato de roca 4 kg
Suelo anaerobio (sitio 1rs19) 0,5 kg
Paja de trigo 0,5 kg
Agua 4 kg

Resultados: (Ejemplo 6)

Recuperacién de fosfito e hipofosfito (% p/p como un % del P total)

Dia1| 3 6 9 12 115 1 18 | 21

24

PO3/HPO2| O 0 3 10 | 16 | 18 | 17 | 18

16
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar formas reducidas de fésforo seleccionadas entre el grupo de fosfito, hipofosfito y

gombinaciones de los mismos a partir de una fuente de fosfato por fermentacién anaerobia que comprende las etapas
e:

a. introducir una suspensién que contiene una fuente de fosfato en una camara purgada;

b. introducir una fuente para al menos un microorganismo en dicha cdmara;

c. introducir una fuente de carbono en dicha cdmara;

d. introducir agua en dicha cdmara;

e. incubar dicha cdmara durante un periodo de tiempo; y

f. retirar periédicamente dichas formas reducidas de fésforo de dicha cdmara.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha fuente de fosfato es un miembro seleccionado
entre el grupo de fosfato cdlcico, fosfato de amonio, fosfato potasico, fosfato de roca y combinaciones de los mis-

mos.

3. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que dicho periodo de incubacién
es entre unos pocos dias y unos pocos meses.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la temperatura en dicha cimara
se mantiene entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 40°C.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que dicha fuente de microorganis-
mos son microorganismos de origen natural.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que dicha fuente de microorganis-
mos es el suelo.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6 en el que dicha fuente de microorganismos es suelo de origen
natural.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacién 7 en el que dicha fuente de microorganismos es suelo cultivado
anaerobiamente.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacién 8 en el que dicho suelo contiene microbios anaerobios y nutrientes
esenciales.

10. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que se usan hongos anaerobios en
el proceso de fermentacion.

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que se usan bacterias anaerobias
en el proceso de fermentacion.

12. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que dicha fuente de fosfato es
una fuente de fosfato organico seleccionada entre el grupo de: fuentes animales, huesos, plantas, fuentes vegetales,
semillas y combinaciones de las mismas.

13. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
afiadir un agente de neutralizacién para mantener un pH eficaz para producir fosfitos.

14. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
mantener el pH del material en dicha cdmara por encima de aproximadamente 4,8.

15. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que dicha fuente de microorganis-
mos es una bacteria seleccionada entre el grupo del género Clostridium, género Vibrio, Klebsiella, género Escherichia
y combinaciones de las mismas.

16. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
purgar periédicamente dicha cadmara.
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17. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
purgar el aire de dicha cdmara antes de comenzar la fermentacion.

18. Un método de acuerdo con la reivindicacién 17 en el que se usa uno de los siguientes para purgar el aire del
recipiente de fermentacién: helio u otro gas noble o nitrégeno.

19. Un método de acuerdo con cualquiera de la reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
purgar el exceso de aire de dicha cdmara sustituyéndolo por al menos un gas inerte.

20. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
esterilizar dicha suspension antes de introducir dicha fuente de microorganismos.

21. Un método de acuerdo con la reivindicacién 20 en el que dicha fuente de microorganismos es un cultivo puro
de microbios seleccionados.

22. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
moler los componentes de fermentacidn antes de introducirlos en dicha cdmara.

23. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende la etapa adicional de
ajustar el pH inicial del material en dicha cdmara a aproximadamente 7,5.

24. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que se usan las formas reducidas
de fosforo para formular uno del siguiente grupo: compuestos agroquimicos, fertilizantes, biocidas y combinaciones
de los mismos.

25. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que las formas reducidas de
fésforo se aplican a uno de los siguientes grupos: plantas, microorganismos, el suelo y combinaciones de los mismos.

26. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende las etapas de:

a. introducir una suspensién que contiene una fuente de fosfato en una cdmara purgada;

b. introducir una fuente para al menos un microorganismo en dicha cdmara,

c. introducir una fuente de carbono en dicha cdmara;

d. introducir agua en dicha cdmara,

e. purgar el exceso de aire de dicha cdmara sustituyéndolo por al menos un gas inerte;

f. ajustar el pH inicial del material en dicha cdmara a aproximadamente 7,5;

g. incubar dicha cdmara a una temperatura de entre aproximadamente 10°C y aproximadamente 40°C;

h. mantener dicha temperatura durante un periodo de tiempo;

i. mantener el pH en dicha cdmara por encima de aproximadamente 4,8; y

j. retirar periddicamente dichas formas reducidas de fésforo de dicha cdmara.
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