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Nombre del Proyecto: Biorrefinería de microalgas: Desarrollo de un 
proceso integral sostenible para la producción de compuestos 
bioactivos a base de microalgas para la agricultura, ganadería y 
acuicultura 

Código del proyecto Promotora: FI-053B-19 

Investigador Principal: Ph.D. Fabián Villalta Romero 

Unidad de Investigación: Centro de Investigación en Biotecnología, 
Escuela de Biología, ITCR 
Período que cubre el presente informe: 1/01/2020 hasta el 
31/12/2023 

Fecha:15/3/2023 
 
 
Observaciones: El é nfasis dé ésté informé débé sér én él cumplimiénto dé objétivos y 
obténcio n dé résultados. 
 

1. Avance de las actividades. 
 

✓ Complete el cuadro 1. Liste todas las actividades que, según el plan de 
trabajo, esperaba desarrollar.  

 
➢ Indicador: % de avance de actividades  

Cuadro 1. Porcentaje de avance en objetivos y actividades 
Respecto a los objetivos 

Respecto a las actividades 

Objetivo Específico  % 

Avance Actividades asociadas al 

objetivo 

% de avance/informe 

1 

(0%) 

2 

(33%) 

3 

(66%) 

4 

(100%) 

1° Objetivo. Establecer un 

protocolo de pasteurización 

para el tratamiento del agua 

proveniente de la digestión de 

los  residuos agroindustriales 

 

100 
Caracterización  de las  aguas 

residuales.   

   X 

Análisis de la composición 

química y microbiológica del 

efluente del biodigestor  

   X 
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Formulación de medios de 

cultivo  

   X 

Combustión del biogás  
   X 

2° Objetivo.  Establecer el 

cultivo de un consorcio de 

microalgas en aguas 

residuales  

100% Establecimiento de cultivos de 

las microalgas  

   X 

Monitoreo de cultivos  
   X 

3 ° Objetivo.  Establecer un 

organigrama con las 

operaciones unitarias 

necesarias para la obtención 

de productos con valor 

comercial.   

100% Separación de la biomasa 

 de microalgas.  

   X 

Separación de proteínas y 

clorofila de la biomasa de 

microalgas  

   X 

Caracterización de las 

fracciones por espectrometría 

de masas  

   X 

4° Objetivo. Analizar el 

mercado de los productos 

generados a partir de las 

biomasas de microalgas 

cultivadas con medios 

agroindustriales.  

100% Analizar el mercado de los 

productos generados a partir de 

las biomasas de 

 microalgas 

 cultivadas  con 

medios agroindustriales.  

   X 

 
 

✓ Realice una valoración con respecto al logro de todos los objetivos 
planteados, 

Por médio dé la éjécucio n dé ésté proyécto sé logro  détérminar la importancia dé la 
robustéz dél consorcio con él qué sé trabajo  para alcanzar él désarrollo dé un producto 
con aplicacio n én la ganadérí a como éstimulanté dé crécimiénto dél pasto y maí z. 
 

2. Avance financiero. 
 

✓ Porcentaje de ejecución de gastos 
 

% dé éjécucio n présupuéstaria = 46,351,932.00/46,635,856.00 = 99% 

TOTAL INGRESOS ₡46,635,856.00 

TOTAL EGRESOS ₡46,351,932.00 

SUPERAVIT / DEFICIT AL 3I DE DICIEMBRE DEL 2023 ₡283,924.00 
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✓ Presentar los comprobantes de pago o facturas correspondientes.  
 

3. Productos, efectos e impactos 
 

✓ Liste lo siguiente: 
 
➢ Productos: Resultados inmediatos del proyecto. Se logró generar un sistema 

cultivo eficiente para obtener biomasa para formular bioestimulantes de uso 
agrícola o materia primas para la formulación de piensos y derivados de clorofila 

 
 
➢ Efectos: Cambios a corto y mediano plazo. Implementación de un nuevo proceso 

productivo para la producción de microalgas para la generación de productos 
agropecuarios. 

 
 
➢ Impactos: Cambios a mediano y largo plazo producto del desarrollo del proyecto. 

Generar opciones productivas donde se aprovechan residuos de sistemas 
productivos como la ganadería para tener nuevos productos de alto valor 

 
✓ Debe adjuntar la documentación (manuales, procedimientos, políticas, 

análisis) que considere pertinente para demostrar que la actividad se ejecutó 
y se alcanzó el entregable esperado 

 
4. Conclusiones 
• Se ha logrado implementar un sistema de producción que permite aprovechar 

materias primas de agroindustrias y el dióxido de carbono generado para el 
cultivo de microalgas y la generación de bioinsumos para uso agrícola 

• Se han identificado consorcios de microalgas muy productivos los cuales 
aprovechan la interacción microalgas y bacterias para generar nutrientes que se 
requieren para el crecimiento de las microalgas. 
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5. Nivel de madurez de la tecnología desarrollada 

 
Ubiqué él nivél dé désarrollo én qué sé éncuéntra la técnologí a désarrollada: 
 

TRL 
Nivel de desarrollo Descripción Marque 

con X 

1 

Investigación básica: 
Principios ba sicos 
réportados dé la 
nuéva técnologí a 
propuésta. 

Révisio n y publicacio n dé artí culos 
ciéntí ficos, él désarrollo y uso ba sico dél 
conocimiénto para iniciar una técnologí a, 
sin un propo sito définido dé aplicacio n. Sé 
désarrolla én éntorno dé laboratorio 

 

2 

Investigación 
aplicada: 
Formulacio n dél 
concépto o aplicacio n 
dé la propuésta 
técnolo gica. 

Sé désarrollo  un prototipo con 
componéntés ba sicos para sér probado én 
ambiénté simulado. 
Entorno dé laboratorio 

 

3 

Invéstigacio n 
aplicada: Désarrollo 
éxpériméntal o 
pruéba dél concépto 
técnolo gico (Pruéba 
dé concépto) 

Explora aplicacionés pra cticas dé la 
propuésta técnolo gica, siéndo las posiblés 
aplicacionés au n éspéculativas. Sé 
susténtan én él ana lisis dél éstado dél arté 
acotado al concépto dé aplicacio n 
técnolo gica. Sé désarrolla én éntorno dé 
laboratorio. 

 

4 

Investigación 
aplicada: Validacio n 
técnolo gica én 
éntorno dé 
laboratorio. Pruébas 
dé baja fidélidad. 

Désarrollo dé un prototipo técnolo gico con 
componéntés ba sicos intégrados para sér 
probados én un ambiénté simulado, con 
résultados dondé sé ponén a pruéba sus 
principalés caractérí sticas. Sé désarrollo én 
un éntorno dé laboratorio. 

 

5 

Desarrollo 
tecnológico: 
Validacio n 
técnolo gica én 
éntorno dé 
laboratorio. Pruébas 
dé alta fidélidad. 

Désarrollo dé técnologí a con los 
componéntés intégrados para sér 
validados. Considéra prototipos a éscala én 
un éntorno simulado cércano al réal con 
pruébas dé caractérí sticas complétas. En 
ésté nivél él paquété técnolo gico adquiéré 
importancia y continu a adélanté. 

 

6 

Desarrollo 
tecnológico: 
Démostracio n dé 
funcionamiénto dél 

Sé caractériza por éncontrarsé én él éstado 
dé validacio n dél sistéma o prototipo 
désarrollado én un ambiénté simulado dé 

X 
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prototipo én un 
éntorno cércano al 
réal 

alta fidélidad o un éntorno opéracional 
controlado o una planta piloto. 

7 

Desarrollo 
tecnológico: 
Démostracio n dé 
funcionamiénto dél 
prototipo én un 
éntorno opéracional 
réal.  

Sé caractériza por éncontrarsé én él éstado 
dé validacio n dél sistéma o prototipo 
désarrollado én un éntorno réal 
(opéracional). El 
prototipo/sistéma/producto mí nimo 
viablé ya és considérado una innovacio n d 
aquí  én adélanté. Incluyé una démostracio n 
té cnica y cualitativa. Sé désarrolla én un 
éntorno réal. 

 

8 
Innovación: 
Técnologí a finalizada 
validada y cértificada 

Sé caractériza por ténér una técnologí a 
validada o cértificada luégo dé pruébas én 
un éntorno réal y cumplimiénto dé 
normativas nacionalés. La técnologí a ha 
logrado convértirsé én un 
producto/sérvicio comércializablé, su 
riésgo és bajo y puédé sér transférido dé 
forma compléta. Sé désarrolla én éntorno 
réal. 

 

9 

Innovacio n: 
Técnologí a finalizada 
én procéso dé 
impléméntacio n o 
comércializacio n 
(émpréndimiénto) 

Sé caractériza por éncontrarsé én él 
procéso dé impléméntacio n o 
comércializacio n dél producto/sérvicio 
para satisfacér nécésidadés dél mércado. 
La nuéva técnologí a sé éncuéntra 
totalménté disponiblé y sé puédé utilizar 
én cualquiér éntorno réal. Sé désarrollo én 
éntorno réal. 

 

 
 

 
6. Propiedad Intelectual 
 
¿Ha considérado él téma dé propiédad intéléctual rélacionada con él proyécto y sus 
résultados? 
El modélo propuésto para él cultivo dé microalgas tiéné mucho poténcial para 
paténtarsé o générar un modélo dé utilidad. 
 
¿Sé ha acércado a alguna instancia dé apoyo (Oficina dé Transféréncia dé Técnologí a, 
Incubadora) para asésorarsé réspécto dé la ruta a séguir? 
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Si, sé ha convérsado con él pérsonal dé la oficina dé Vinculacio n para podér iniciar 
él procéso dé éscritura dé paténté o modélo dé utilidad qué sé désarrollo . 

 
7. ¿Qué sigue? 

 
¿Cua l és él principal réto qué sé généra con los résultados alcanzados? 
Los résultados alcanzados muéstran qué és posiblé cultivar microalgas por médio dél 
aprovéchamiénto dé résiduos agroindustrialés médianté él consorcio con 
microorganismos qué lé pérmité suplir algunos nutriéntés como él nitro géno y fuénté 
dé carbono.  
 
¿Qué  réquiéré para qué sé supéré ésé réto? 
Sé réquiéré conséguir récursos para séguir ésta lí néa dé invéstigacio n én él ITCR o fuéra 
dé la institucio n para qué sé puédé llévar los productos désarrollados al séctor 
agropécuario. 
 
 

8. Sugerencias y observaciones 
 

Esta invéstigacio n contribuyé con la généracio n dé conocimiénto qué sé puédé 
impléméntar én las polí ticas dé Bioéconomí a y Plan dé Désarrollo Nacional para 
contribuir én désarrollo dél séctor agropoductivo. 
 
 
 
 
 

 
___________________________________________ 

Firma dél invéstigador principal o dél résponsablé 
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Anexos 

Resultados 
1. Establecer un protocolo de pasteurización para el tratamiento del agua proveniente de la 

digestión de los  residuos agroindustriales 

 

Se realizó la evaluación de los parámetros químicos medios de cultivo provenientes del sector 

agroindustrial, se analizó vacaza proveniente de la en la finca Agroganadera Montero, ubicada en San 

Rafael de Irazú, Alvarado de Cartago. La cerdaza se recolectó de la Finca XXX ubicada en Pacayas, 

Cartago. Finalmente se evaluó suero de leche de la Empresa Sigma Alimentos ubicada en Cot de 

Cartago.  

 

Cuadro 1: Parámetros químicos de las aguas residuales al inicio del ensayo 

Análisis de nutrientes  

  Muestra NO3
- NO2

- PO4
-3 NH4

+ pH 

  mg/ml  

Vacaza 

Vacaza 1 >500 31 >80 91 7,08 

Vacaza 2 >500 12 >80 48 6,95 

Vacaza 3 >500 17 >80 66 6,76 

Cerdaza 

Cerdaza 1 <10 <0,5 >80 >350 _ 

Cerdaza 2 <10 <0,5 >80 >350 _ 

Cerdaza 3 <10 <0,5 >80 >350 _ 

Suero 

Suero 1 41 2,3 9 50 2,54 

Suero 2 49 2,5 >80 45 3,39 

Suero 3 49 3,4 >80 63 3,41 

 

Además se realizaron análisis microbiológicos de la muestras en donde se evaluo el contenido de E. Coli 

y salmonella en muestras autoclavadas y sin autoclavar. 

 

Resultados del ensayo Para la ejecución de los ensayos de coliformes se utiliza el procedimiento 

Determinación de Coliformes Totales, Coliformes fecales y Escherichia coli en abonos orgánicos 

metodología desarrollada de acuerdo con el Standard Methods for the examination of water and 

wasterwater. 23ª Edición, 2017 y Test Methods for the Examination of Composting and Compost, 2002. 

 

Cuadro 2 Conteo microbiológico de E. coli y Salmonela en los medios utilizados 

Muestra Escherichia coli NMP/ml Salmonella 

Suero >1100 Negativa 

Suero Autoclavado Negativa Negativa 

Vacaza Negativa Negativa 

Vacaza Autoclavado Negativa Negativa 
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Cuadro 3: Parámetros químicos de las aguas residuales 10 días después de iniciado el ensayo. 

Análisis de nutrientes  

  Muestra NO3
- NO2

- PO4
-3 NH4

+ pH 

Vacaza 

Vacaza 1 29 3,9 8 63 5,54 

Vacaza 2 113 2,8 70 67 5,45 

Vacaza 3 46 1,9 5 55 5,64 

Cerdaza 

Cerdaza 1 109 5,6 14 90 3,69 

Cerdaza 2 110 9,9 15 86 3,61 

Cerdaza 3 37 2,1 <3 209 5,08 

Suero 

Suero 1 68 2,8 >80 59 3,45 

Suero 2 36 3,6 49 63 3,35 

Suero 3 49 3,4 >80 63 3,41 

 

 

 

 

 
Figura 1 Curva de crecimiento del consorcio de microalgas con diferentes medios orgánicos. 
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Cuadro 4 Cantidad de biomasa colectada en bidones cultivado con medio de vacaza 

Medio 

Biomasa 

Húmeda 

Porcentaje de 

Humedad 

Vacaza 37,0787 70,435 

Vacaza 26,8049 87,413 

Vacaza 44,1394 90,036 

 

 
Figura 2: Cultivo del consorcio de microalgas con medio de vacaza y alimentado con el dióxido de 

carbono generado de la fermentación. 
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Figura 3 Diseño de reactor de capa fina para el cultivo de las microalgas 

 

 

Para optimizar el cultivo de las microalgas se realizó un diseño experimental en donde se evaluaron los 

efectos de diferentes parámetros como el medio orgánico, el consorcio de bacterias, el uso de una fuente 

adicional de carbono, efecto de la luz y la oscuridad. En el Cuadro 4 se muestras lo parámetros analizados 

para diferentes tratamientos. 

 

 

Cuadro 5: Condiciones de cultivo y parámetros de crecimiento del consorcio de microalgas 

Bidón 
Fech

a 

Tipo de 

medio 
Bicarbonato 

Condició

n de luz 
Bacterias 

Conteo 

celular 
pH nitratos nitritos 

1 1 qm con oscuro no 30.5 6.93 500 80 

2 1 org con oscuro no 75.75 5.32 500 80 

3 1 qm sin oscuro no 33.7 7.30 500 80 

4 1 org sin oscuro no 36.25 4.99 500 80 

5 1 qm con luz no 28 6.90 500 80 

6 1 org con luz no 45 7.22 500 80 

7 1 qm sin luz no 45.45 7.58 500 80 

8 1 org sin luz no 102 5.29 500 80 

9 1 qm con oscuro si 68.5 7.03 500 80 

10 1 org con oscuro si 79.75 6.51 500 80 

11 1 qm sin oscuro si 88.5 7.18 500 67 

12 1 org sin oscuro si 57 6.64 500 80 

13 1 qm con luz si 42.75 7.62 500 38 

14 1 org con luz si 48.7 5.70 500 80 

15 1 qm sin luz si 117 6.62 500 80 

16 1 org sin luz si 36.5 5.58 500 72 

17 1 qm con oscuro no 39.75 7.01 500 80 

18 1 org con oscuro no 11.25 5.31 500 80 
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19 1 qm sin oscuro no 98.75 7.20 500 73 

20 1 org sin oscuro no 75.25 5.95 500 72 

21 1 qm con luz no 47.25 7.41 500 71 

22 1 org con luz no 63.75 5.36 500 72 

23 1 qm sin luz no 35.5 7.83 500 80 

24 1 org sin luz no 42.25 5.44 500 80 

25 1 qm con oscuro si 33.75 7.03 500 72 

26 1 org con oscuro si 87 6.13 500 80 

27 1 qm sin oscuro si 72.25 7.11 500 80 

28 1 org sin oscuro si 42 5.57 500 80 

29 1 qm con luz si 53.5 7.40 500 80 

30 1 org con luz si 102.5 6.35 500 80 

31 1 qm sin luz si 45 7.57 500 80 

32 1 org sin luz si 44 5.78 492 32 

1 2 qm con oscuro no 51.75 7.82 500 80 

2 2 org con oscuro no 50 8.48 23 2.4 

3 2 qm sin oscuro no 55 7.20 500 67 

4 2 org sin oscuro no 28 7.29 10 1.3 

5 2 qm con luz no 36.5 9.37 500 59 

6 2 org con luz no NA 8.23 61 5 

7 2 qm sin luz no 82.25 8.43 498 46 

8 2 org sin luz no NA 7.29 25 3 

9 2 qm con oscuro si 56.75 8.09 500 80 

10 2 org con oscuro si 57.5 8.16 54 5.3 

11 2 qm sin oscuro si 72 7.38 500 65 

12 2 org sin oscuro si 28.75 7.40 10 1.8 

13 2 qm con luz si 71.5 9.38 500 64 

14 2 org con luz si 21.25 8.07 42 4.2 

15 2 qm sin luz si 97.25 8.59 500 57 

16 2 org sin luz si 35.5 7.24 14 2.6 

17 2 qm con oscuro no 38.5 7.60 97 6.6 

18 2 org con oscuro no 26.25 8.17 500 80 

19 2 qm sin oscuro no 34.5 7.54 10 1.5 

20 2 org sin oscuro no 26 7.55 183 18 

21 2 qm con luz no 64.25 9.17 500 50 

22 2 org con luz no 33.75 8.24 95 6.1 

23 2 qm sin luz no 34 8.48 500 80 

24 2 org sin luz no NA 7.53 38 3,5 
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25 2 qm con oscuro si 31.75 7.61 463 47 

26 2 org con oscuro si 31.25 8.16 48 6 

27 2 qm sin oscuro si 28.5 7.81 500 80 

28 2 org sin oscuro si 26.5 7.28 200 32 

29 2 qm con luz si 12 9.14 500 75 

30 2 org con luz si 24 8.28 42 3.5 

31 2 qm sin luz si 18 7.28 500 71 

32 2 org sin luz si 41.25 7.37 28 3.8 

1 3 qm con oscuro no 48.75 8.85 500 80 

2 3 org con oscuro no 78.5 8.49 40 3.6 

3 3 qm sin oscuro no 69.25 7.20 500 80 

4 3 org sin oscuro no 77.5 7.07 103 5.6 

5 3 qm con luz no 33.25 9.52 500 80 

6 3 org con luz no NA 8.68 19 2.9 

7 3 qm sin luz no 159 8.83 500 66 

8 3 org sin luz no NA 7.68 55 4.6 

9 3 qm con oscuro si 45.25 8.76 500 80 

10 3 org con oscuro si 43.5 8.41 88 6.8 

11 3 qm sin oscuro si 3.75 7.15 500 80 

12 3 org sin oscuro si 30.75 7.45 128 27 

13 3 qm con luz si 300 9.58 500 80 

14 
3 org con luz si 

338 

10.0

2 49 3.6 

15 
3 qm sin luz si 

203.7

5 8.69 500 56 

16 3 org sin luz si 25 7.67 50 4.3 

17 3 qm con oscuro no 54.5 8.87 500 80 

18 3 org con oscuro no 71.5 8.60 40 4.7 

19 3 qm sin oscuro no 33.25 7.75 500 80 

20 3 org sin oscuro no 16.5 7.92 93 8.9 

21 3 qm con luz no 67.75 9.43 500 80 

22 3 org con luz no 49.25 8.71 172 8.6 

23 3 qm sin luz no 78 8.55 500 49 

24 3 org sin luz no NA 7.77 315 5.2 

25 3 qm con oscuro si 39.25 8.66 500 80 

26 3 org con oscuro si NA 8.37 8.8 6.8 

27 3 qm sin oscuro si 6.75 7.26 500 78 

28 3 org sin oscuro si 52.75 9.38 132 6 

29 3 qm con luz si NA 7.46 10 0.7 
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30 3 org con luz si 624 9.57 45 4 

31 3 qm sin luz si 99.25 8.82 299 27 

32 
3 org sin luz si 

147.2

5 7.72 23 3.6 

1 4 qm con oscuro no 80.25    

2 4 org con oscuro no 67.25    

3 4 qm sin oscuro no 35    

4 4 org sin oscuro no 51.75    

5 4 qm con luz no 42.5    

6 4 org con luz no 227    

7 
4 qm sin luz no 

185.2

5    

8 4 org sin luz no 85.25    

9 4 qm con oscuro si 47.75    

10 4 org con oscuro si 81.5    

11 4 qm sin oscuro si 6.75    

12 4 org sin oscuro si 33.5    

13 4 qm con luz si 17.25    

14 4 org con luz si 271.5    

15 4 qm sin luz si 355    

16 
4 org sin luz si 

346.7

5    

17 4 qm con oscuro no 56.5    

18 4 org con oscuro no 28.25    

19 4 qm sin oscuro no 21    

20 4 org sin oscuro no 10.75    

21 4 qm con luz no 13    

22 
4 org con luz no 

125.2

5    

23 
4 qm sin luz no 

163.7

5    

24 
4 org sin luz no 

238.2

5    

25 4 qm con oscuro si 34.25    

26 4 org con oscuro si 58.5    

27 4 qm sin oscuro si 60.25    

28 4 org sin oscuro si 44.25    

29 4 qm con luz si 34.75    

30 4 org con luz si 90.5    

31 4 qm sin luz si 114    

32 
4 org sin luz si 

585.7

5    
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1 5 qm con oscuro no 75.25 9.17   

2 5 org con oscuro no 52.75 7.67   

3 5 qm sin oscuro no 21 7.28   

4 5 org sin oscuro no 49.2 7.82   

5 
5 qm con luz no 

39.5 

10.0

0   

6 5 org con luz no 150.5 9.57   

7 5 qm sin luz no 279.5 8.33   

8 
5 org sin luz no 

128.7

5 8.46   

9 5 qm con oscuro si 86 9.14   

10 5 org con oscuro si 61.5 8.54   

11 5 qm sin oscuro si 2 7.45   

12 5 org sin oscuro si 71 7.65   

13 5 qm con luz si 23 9.43   

14 5 org con luz si 232 9.84   

15 5 qm sin luz si 88.5 8.48   

16 5 org sin luz si 594 9.70   

17 5 qm con oscuro no 17.25 8.85   

18 5 org con oscuro no 24.5 8.74   

19 5 qm sin oscuro no 13.75 7.75   

20 5 org sin oscuro no 9.5 7.31   

21 5 qm con luz no 65.5 9.40   

22 5 org con luz no 55.75 9.75   

23 
5 qm sin luz no 

217.7

5 8.52   

24 5 org sin luz no 386 9.18   

25 5 qm con oscuro si 12.25 8.78   

26 5 org con oscuro si 47.25 8.68   

27 5 qm sin oscuro si 22.75 7.05   

28 5 org sin oscuro si 40.5 7.46   

29 5 qm con luz si 78 9.30   

30 
5 org con luz si 

118 

10.0

9   

31 5 qm sin luz si 66.25 8.75   

32 5 org sin luz si 198 9.25   
 

En la gráfica 1 se puede observar que la condición que presentó el mayor conteo celular fue el cultivo de 

microalga en medio orgánico con adición de bacterias y bicarbonato en condición de luz.  
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Gráfica 1 Conteo celular de microalgas en función de las condiciones de cultivo de microalgas (, tipo de 

medio (orgánico o químico), Adición o ausencia de Bicarbonato, con luz o sin luz; adición de un 

consorcio de Bacterias o sin adición del consorcio de Bacterias y semana después de inoculado)  
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Se validó el potencial de la biomasa producida se realizó un ensayo en pasturas. Se realizó un ensayo 

en donde se evaluó la biomasa de microalgas formulada y aplicada a diferentes dosis tal y como se 

muestra a continuación.  

 

 

Tratamiento 1, dosis baja: 2.5 ml de biofertilizante por 1 l de agua 

Tratamiento 2, dosis media: 5 ml de biofertilizante por 1 l de agua 

Tratamiento 3, dosis alta: 10 ml de biofertilizante por 1 l de agua 

Tratamiento 4, testigo: sin biofertilizante 

 

El ensayo fue realizado en en el cantón de Alvarado, distrito de Pacayas (9°56'42.9"N 83°48'58.2"O). La 

Finca Agroganadera Montero S.A. Dentro de la finca se delimitaron 20 cuadrantes de 4 m2 cada uno, 

dejando un espacio de la cerca de 3 m, para disminuir la incidencia de error por efecto borde. Se utilizaron 

postes de plásticos identificados de distintos colores según el tratamiento y cuerda delgada para 

diferenciar cada cuadrante, además, se dejó un espacio entre cada cuadrante de 0.8 m. Las cinco réplicas 

de cada uno de los tratamientos  se realizó por medio de una distribución por bloques al azar.  

De cada tratamiento y réplica se tomaron de forma aleatoria 50 plántulas de pasto y se realizó el conteo 

de hojas a los días 33, 38 y 45 después de haber sido sometida a pastoreo. La aplicación de las 

microalgas se realizó 2 días después de haberse realizado el pastoreo. 
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Cuadro 6 Promedio de hojas en el pasto Kikuyo para cada tratamiento 

Dias de corte después 

de aplicar el 

Bioestimulante 

Número de Hojas 

promedio_T1 

Número de Hojas 

promedio_T2 

Número de Hojas 

promedio_T3 

Número de Hojas 

promedio_T4 

33 6,26 6,18 5,84 5,78 

38 6,92 6,68 6,76 6,60 

45 7,06 7,12 7,18 7,06 

Total general 6,75 6,66 6,59 6,48 

 

A cada tratamiento se le realizó la técnica de Botanal para tomar muestras de pasto y enviarlas a realizar 

análisis NIR para estimar la calidad bromatológica. Se pesó la biomasa fresca recolectada por la técnica 

de Botanal. Se puede observar que el tratamiento T3 presenta un ligero incremento de la biomasa en 

comparación al tratamiento de control T4.  

 
Gráfica 2 Peso de la biomasa fresca de pasto recolectada al realizar la técnica de Botanal en cada 

tratamiento a diferentes días de corta. 
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Adicionalmente, se han desarrollado protocolos para todo el proceso de cultivo de las 

microalgas como se muestra a continuación que se han optimizado a lo largo del proyecto, estos son 

insumos muy valiosos para el cultivo del las microalgas y deben ser mantenerse en confidencialidad.  

 

 

 

 

 

Protocolo de monitoreo de condiciones de crecimiento y subcultivo. 

 

Conteo celular 

 

1) De la muestra tomada de cada repetición de cada tratamiento se separará un mililitro (1 ml) y se 

pondrá una gota de Lugol. Si no se puede contar el mismo día, se guarda la muestra debidamente 

rotulada a temperatura ambiente. 

2) Se toma la cámara y se pone el cubreobjetos de forma que cubra las dos cuadrículas de conteo. 

3) Se toma una pipeta de 1 a 10 ul y se toma 1 ul, cuidando que se presione hasta el primer tope 

del émbolo.  La punta de la pipeta con la muestra se pone en la orilla del cubreobjetos y se 

dispensa la muestra presionando hasta el último tope del émbolo. La muestra deberá entrar a la 

cuadrícula de conteo por capilaridad. 

4) La cuadrícula de recuento está formada por 9 cuadrados grandes, cada uno de ellos con una 

superficie de 1 mm2. 

5) El cuadrado grande central (que se puede ver en su totalidad con el objetivo 10X; ver figura), está 

dividido en 25 cuadrados medianos (con el objetivo 40X se pueden ver los cuadrados medianos 

completamente; ver figura), cada uno de ellos con 16 cuadrados pequeños en su interior. Los 

cuatro cuadrados grandes de las esquinas (no se muestran en la figura), están formados por 16 

cuadrados medianos. 
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6) El recuento se puede realizar tanto en el cuadrado grande central como en los de las esquinas, 

dependiendo del tamaño de las células en estudio. En este ejemplo realizaremos el recuento en 

el cuadrado central. 

 

 

7) Cuando colocamos la muestra bajo el cubreobjetos, la suspensión celular alcanza una altura de 

0,1 mm. Teniendo estos datos en cuenta, y si consideramos uno de los cuadrados grandes, el 

volumen contenido en éste será de: 1 x 1 x 0,1 = 0,1 mm3 = 10-4 ml 

8) El conteo lo hacemos en el cuadro del centro que contiene 25 cuadros medianos, cada uno de 

ellos subdividido en 16 cuadritos. De este cuadro central seleccionamos la línea diagonal que 

contiene 5 cuadros (vista 10 X). Ahora contamos en cada cuadro mediano las células ubicadas 

en la línea diagonal de 4 cuadros (vista 40 X). 

9) Al final sumamos el total de toda la matriz. Así con cada una de las repeticiones. Calculamos el 

promedio. Para saber las cel/ml aplicamos la fórmula:  Prom X 20 X 10 000.  

10) Si para hacer el recuento hemos tenido que concentrar o diluir la muestra inicial, hemos de tener 

en cuenta este factor de concentración-dilución (f): Prom X 20 X 10 000X f.  

 

 

 

Análisis de pH 

 

● Método 1: pHmetro 

1) Recoja una muestra de 50 ml del cultivo a medir. 

2) Retire la tapa protectora. 

3) Sitúe el electrodo en el líquido a medir y mueva un poco el medidor. 

4) Pasados unos segundos presione el botón ON/OFF. 
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5) Tome nota del valor que aparece en la pantalla. 

6) Presione el botón ON/OFF para desconectar la unidad. 

7) Reporte la medida correspondiente junto a su cultivo en la bitácora “Monitoreo de condiciones 

de crecimiento y cultivo” 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

● Método 2: Kit tiras pH 

1) Sumerja la tira de prueba de pH en el líquido durante 2 segundos. 

2) Luego espere unos 10 segundos. 

3) Compare. 

4) Reporte la medida correspondiente junto a su cultivo en la bitácora “Monitoreo de condiciones 

de crecimiento y cultivo” 

 

 

 

 

 

Análisis de Nutrientes 

 

Potasio 

1) Coloque el tubo de ensayo en el molde 

2) Añada 10 gotas de potasio-1 (ácido nítrico al 0,7%) 

3) Sumerja la tira reactiva en la muestra de pH neutro por 1 segundo. 

4) Agite un poco para eliminar el exceso del líquido. 

5) Ponga la tira reactiva dentro del tubo de ensayo lleno y espere 60 segundos. 

6) Agite un poco para eliminar el exceso de líquido. 

7) Compare con la escala de colores. 

*En presencia de iones de potasio, la almohadilla adquiere una coloración amarilla a rojo 

anaranjado* 

 

Fosfato 

1) Recolectar muestra según “protocolo de toma de muestras” 

2) Añadir 5 ml de muestra en el vaso aforado. 

3) Añadir 5 gotas de react 1 (PO4
-3-1) a la muestra y agitar. 
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4) Sumergir la tira por 15 segundos, remover el exceso. 

5) En el tubo de ensayo, añadir 6 gotas de react 2 (PO4
-3-2) 

6) Sumergir la tira por 15 segundos en el tubo de ensayo. 

7) Agitar tira para remover exceso, esperar 60 segundos y medir (comparar). 

 

 

Amonio 

1) Recolectar muestra según “protocolo de toma de muestras” 

2) Enjuague el recipiente de medición con la solución de prueba y llénalo hasta los 5 ml. marca. 

3) Añadir 10 gotas de NH4
+-1 (solución de hidróxido de sodio) a la muestra. 

4) Agitar con cuidado. 

5) Sumerja la tira reactiva en la solución de prueba durante 5 segundos. 

6) Sacude el exceso de líquido. 

7) Compara con la escala de colores.  

*Si hay iones de amonio, el campo de prueba se vuelve naranja. * 

 

Calcio 

1) Recolectar muestra según “protocolo de toma de muestras” 

2) Añadir 5 ml de muestra 

3) Sumergir tira por 1 segundo en muestra. 

4) Dejar reposar la tira 

5) Añadir 1 cucharada de Ca2+-1 y agitar. 

6) Añadir 10 gotas de Ca2+-2 y agitar. 

7) Sumergir tira por 45 segundos en muestra. 

8) Sacudir y medir (comprar) 

 

Zinc. 

1) Lave el vaso aforado con la solución problema y llénelo hasta la marca de 5 mL. 

2) Añada dos gotas de Zn2+-1 (sosa caustica) a la muestra. Si aparecen enturbiamientos o posos 

de precipitación. Estos deberán filtrarse antes de la realización de la prueba. 

3)  Agite cuidadosamente. 

4) Sumerja la tira reactiva en la muestra por 1 segundo. 

5) Agite un poco para eliminar el exceso de líquido. 

6) Espere 30 segundos. 

7) Compare con la escala de colores. En presencia de iones de zinc, la almohadilla adquiere una 

coloración roja.  

 

Nitrato/Nitrito 
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1) Sumerja la tira reactiva con ambas almohadillas por 1 s en la muestra (pH 1-9) 

2) Agite un poco para eliminar el exceso de líquido. 

3) Espere 60 segundos. 

4) Compare la almohadilla reactiva en la escala de colores. 

*En presencia de iones de nitrato, la almohadilla en la punta de la tira se tornará violeta rojizo. La 

almohadilla que se encuentra encima muestra la concentración de nitrito. 

 

Dureza de Carbonatos 

1) Sumerja la tira reactiva por 5 segundos en la muestra. 

2) Agite un poco para eliminar el exceso de liquido 

3) Espere 30 segundos. 

4) Compare con la escala de colores. 

 

 

Sulfato 

1) Sumerja la tira reactiva con todas sus almohadillas en la muestra por 1 segundo. 

2) Agite un poco para eliminar el exceso. 

3) Espere 120 segundos. 

4) Compare con la escala de colores. 

 

Cloro Sensitive 

1) Sumerja la tira reactiva en la solución problema por 15 segundos moviéndola hacia adelante y 

hacia atrás. 

2) Agüite un poco para eliminar el exceso de líquido. 

3) Compare con la escala de colores 

*El color adquirido por la almohadilla reactiva todavía puede cambiar después de la lectura, por lo 

tanto, es muy importante no dejar pasar mas tiempo del indicado para leer el resultado si se 

quieren obtener valores correctos* 

 

Hierro total 100 

1) Sumerja la tira reactiva por 1 segundo en la solución muestra (pH 1-7) 

2) Agite un poco para eliminar el exceso de líquido. 

3) Espere 60 segundos. 

4) Compare la almohadilla con la escala de colores.  

*En presencia de iones de hierro la almohadilla adquirirá una coloración azul. * 

 

Análisis de Salinidad-Conductividad 

1) Recolecte una muestra de 50 ml de el inoculo a analizar según el “Protocolo de toma de 

muestra”. 

2) Coloque la muestra en el electrodo del conductímetro. 
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3) Encienda el conductímetro y espere a que se estabilice el valor de salinidad (en mg/L) y la 

temperatura. 

4) Registre dicho valor en la bitácora de “Monitoreo de condiciones de crecimiento y cultivo”. 

 

NOTA: Reporte la medida correspondiente junto a su cultivo en la bitácora la bitácora corresponiente 

para cada nutriente. 

 

 

Peso Seco 

 

Realizar el análisis por duplicado. Manipular la canasta con pinzas 

1. Identificar la canasta de alumnio y poner a peso constante por cada muestra que se va a analizar 

(dejarlo 2 hrs en estufa a 100°C).  

2. Dejar enfriar la canasta en un desecador durante 15 a 20 minutos.  

3. Pesar la canasta en la balanza granataria. Apuntar el peso en la bitácora correspondiente. 

4. Ponga de 5 – 20 ml de muestra medida con pipeta dentro de la canasta. 

5. Colocar la canasta en la estufa a 100 °C hasta peso constante.  

6. Transferir la canasta con la muestra seca a un desecador hasta que alcance la temperatura 

ambiente (15 minutos).  

7. Pesar la canasta con la muestra desecada y apuntar el peso hasta peso constante, regresándolas 

10 minutos al horno y enfriando nuevamente. 

CÁLCULOS  

Este análisis se realiza por duplicado.  

 

PS = (P2 – P1) * 100/ V.M 

En donde: PS = Peso seco en mg 

P1 = peso de canasta a peso constante en mg 

P2 = peso de la canasta con la muestra desecada en mg 

V.M = volumen de la muestra en ml 

Hacer la conversión a g/L de cultivo. Si se tiene mg/ml reportar el resultado como g/L usando el mismo 

valor.  

El coeficiente de variación máximo permisible entre dos repeticiones será de 1%, efectuadas con el mismo 

equipo, la misma metodología y muestra, en caso contrario repetir el análisis hasta obtener dicho 

coeficiente de variación. 

 

 

Análisis Cualitativo 

Además, se realiza una revisión cualitativa la cual consiste en tomar una muestra y hacer una 

comparación directa con la siguiente paleta de colores: 
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Alga sana 

Alga contaminada 

Alga contaminada 
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Instructivo Estándar de Operación del Método: Escalamiento 2 

 

I. Objetivo 

Multiplicar de forma exponencial las concentraciones celulares de los inóculos de microalgas. 

 

II. Alcance 

Este método es aplicable para cepas MT27, MT02, MT09 y MT04. 

 

III. Normativa y Criterios Aplicables 

 

Normativa 

 

El proceso no depende de alguna normativa.  

 

Criterios: 

 

Para la creación de biofertilizante por parte del laboratorio de microalgas del Centro de Investigación en 

Biotecnología (CIB) se deberá tomar en consideración los siguientes criterios y parámetros de medición 

en la etapa Escalamiento. 

 

CRITERIO  PARÁMETRO  

 

 

 

 

Cantidad de materia prima disponible 

Al menos 14 bidones de microalgas que hayan 

aprobado el Monitoreo de condiciones de 

crecimiento y cultivo para el caso de 

escalamiento de tanquetas. Y al menos 4 

tanquetas que hayan aprobado el monitoreo de 

condiciones de crecimiento y cultivo para el caso 

de escalamiento de estanques. 
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Cantidad de mano de obra 

Al menos dos estudiantes o profesionales para el 

procese de operación. 

 

Tabla 1. Criterios para actividades de Escalamiento 

 

IV. Términos y definiciones 

 

Escalamiento: Proceso en el cual se da un incremento celular en una 

determinada etapa del proceso. 

 

pH: Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o una solución. 

 

Concentración celular: Cantidad de células disueltas en un ml. 

 

 Salinidad: Cantidad de sales disueltas en agua. 

 

Nutrientes: compuestos químicos que aportan a las células todo lo que necesitan. 

 

Medio Liquido Industrial: se utilizan preferentemente para favorecer el desarrollo bacteriano de células 

estresadas. 

Escalamiento: Proceso en el cual se da un incremento celular en una determinada etapa del proceso. 

 

  

V. Responsables 

 

Todo Asistente especial de laboratorio o profesional será responsable de cumplir con este procedimiento 

sin ninguna excepción. 

 

VI. Documentos Asociados 

• Protocolo de limpieza de estanques y tanquetas. 

• Instructivo de monitoreo de condiciones de crecimiento y cultivo. 

• Control de parámetros químicos para el cultivo y frecuencia de muestreo. 

• Instrucciones de etapa de escalamiento. 

 

VII. Entradas/Salidas 

 

PROVEEDORES ENTRADAS PROCEDIMIENTO SALIDAS CLIENTES 

 

Escalamiento 

medio 

 

Bidones de 15 L 

 

Escalamiento de 

tanquetas. 

Tanquetas con 

800 litros de 

cultivo. 

Área de 

estanques. 

 

 

Área de estanques  

 

 

Tanquetas de 800 

litros de volumen 

 

 

Escalamiento de 

estanques. 

Estanque 1 con 

# litros de 

cultivo y 

estanque 2 con 

# de cultivo. 

Laboratorio de 

formulación 
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Laboratorio de 

Microalgas 

 

Medio Industrial  

Alimentación de 

microalgas en 

tanquetas y 

estanques. 

 

N/A 

 

N/A 

 

Tabla 2. SIPOC Escalamiento 

 

VIII. Materiales, Equipos y Sistemas 

• Tanquetas de 1000 litros de capacidad.  

• Estanque de 30000 y 40000 litros de capacidad. 

• Motor de pecera flujo 1000L/hora 

• Electrobomba 

• Manguera de flujo.  

• Corriente eléctrica. 

• Medio Industrial. 

• Agua potable. 

• Microscopio. 

• Cámara de Nuebauer. 

• Conductímetro. 

• pHmetro. 

• Quantofix de nutrientes. 

 

IX. Instrucciones  

Limpieza de Superficies 

1) Limpiar tanquetas y estanques según el protocolo “Limpieza de tanquetas y Estanques” 

 

Escalamiento de tanquetas 

Recolectar una muestra de cada uno de los bidones siguiendo los pasos del “protocolo de toma de 

muestra” y posteriormente analizar los parámetros de las muestras de cada uno de los bidones según el 

Instructivo de Trabajo “Monitoreo de condiciones de crecimiento y cultivo” y verificar que dichos 

parámetros se encuentren en los siguientes valores: 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Valores de parámetros previos a escalamiento de tanquetas. 
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Una vez que estos valores estén verificados se procede a seguir con las siguientes instrucciones: 

1) Verter 4 bidones de 15 litros en una tanqueta con una capacidad de 1000 litros. (Anexo 3)  

2) Llenar volumen de tanqueta con agua hasta 200 litros (un total de 140 litros de agua). 

3) Inmediatamente, instalar de 2 a 4 motores de pecera (Anexo 1) para permitir el movimiento y 

oxigenación necesaria de las microalgas. 

4) Realizar monitores de condiciones de crecimiento y cultivo cada 2 días. 

5) Registrar dichos valores en “Registro de Tanquetas” 

6) Alimentar la tanqueta con medo industrial (MIS) según sea lo requerido después de las revisiones, 

así como NaCl y H2O. 

7) Dejar en estado de crecimiento por ___ días. 

8) Repetir los pasos 4-6 

  

Parámetro medido Valor 

Concentración Celular          _____________células/ml 

Grado de acidez o alcalinidad (pH)  

Conductividad            ______________mg/L 

 

 

 

 

 

Micronutrientes  

Potasio ___________ ___mg/L 

Fosfato _______________mg/L 

Amonio _______________mg/L 

Zinc__________________mg/L 

Sulfato _______________mg/L 

Fosfato_______________mg/L 

Calcio_______________ mg/L 

Nitrato/Nitrito__________mg/L 

Dureza de Carbonatos____mg/L 

Cloro sesnsitive_________mg/L 

Hierro total_____________mg/L 
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Figura 1.  Tanqueta de 1000 litros de capacidad en etapa inicial de escalamiento. 

 

Escalamiento de estanques  

Recolectar una muestra de cada una de las tanquetas siguiendo los pasos del “protocolo de toma de 

muestra” y posteriormente analizar los parámetros de las muestras de cada una de las tanquetas según 

el Instructivo de Trabajo “Monitoreo de condiciones de crecimiento y cultivo” y verificar que dichos 

parámetros se encuentren en los siguientes valores: 
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Tabla 4. Valores de parámetros previos a escalamiento de estanques. 

 

 

 

Una vez que estos valores estén verificados se procede con las siguientes instrucciones: 

 

1) Conectar electrobomba a las tanquetas introduciéndola en su totalidad y la manguera hacia el 

estanque para permitir el intercambio de líquido de tanqueta a estanque. (Anexo 2) 

2) Repetir paso 1 en mínimo ___ tanquetas mas según el volumen inicial de estanque deseado. 

3) Añadir ____ litros de H2O iniciales para estanque #1 y ____ litros de H2O para estanque#2. 

4) Activar sistema de paletas 24/7 a 2O RPM, mientras que para el estanque #2 activar bomba. 

5) Realizar monitores de condiciones de crecimiento y cultivo establecidos en el apartado 

“Monitoreo de condiciones de cultivo y crecimiento de estanques y tanquetas” de este 

documento cada 2 días. 

6) Registrar dichos valores en “Registro de Estanques”. 

7) Alimentar la tanqueta con medo industrial (MIS) según sea lo requerido después de las revisiones, 

así como NaCl y H2O. 

*Volumen Estanque #1* 

 

Parámetro medido Valor 

Concentración Celular __________ células/ml 

Grado de acidez o alcalinidad (pH)  

Conductividad 777777 mg/L 

 

 

 

 

 

Micronutrientes  

Potasio ______________mg/L 

Fosfato ______________mg/L 

Amonio ______________mg/L 

Zinc _________________mg/L 

Sulfato _______________mg/L 

Fosfato_______________mg/L 

Calcio________________mg/L 

Nitrato/Nitrito___________mg/L 

Dureza de Carbonatos_____mg/L 

Cloro sesnsitive__________mg/L 

Hierro total ______________mg/L 
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• Cada centímetro en altura del estanque equivale a 946 litros. 

• Las paletas tienen una altura de 12centímetros sobre el nivel del estanque, por lo que 

ocuparíamos un volumen inicial a una altura de 12cm. 12 centímetros de altura equivalen a 

11356litros (volumen final). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estanque #1  
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Figura 3. Diagrama de explosión escalamiento 2. 

 

 

 

 

 

MONITOREO DE CONDICIONES DE CULTIVO Y CRECIMIENTO EN TANQUETAS Y ESTANQUES. 

1. Debe realizarse la determinación de los parámetros fisicoquímicos: pH, salinidad, conductividad y 

sólidos disueltos, cada dos días.  

2. Para la evaluación de la productividad y viabilidad del cultivo, llevar a cabo el conteo celular al 

microscopio en cámara de neubauer, así como el análisis de nutrientes, pH y salinidad. 

3. Determinar la demanda química y biológica de oxígeno del medio de cultivo al inicio y final del 

proceso.  
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Medición Frecuencia 

Cantidad de 

muestra 

Método de 

medición Valor Ideal 

Grado de acidez o 

alcalinidad (pH) Cada 2 días 

50 ml 

pH metro 

 

Salinidad Cada 2 días Conductímetro _____mg/L 

Nutrientes 

Cada 2 días Quantofix 

Potasio_______mg/L 

Fosfato ______mg/L 

Amonio ______mg/L 

Zinc_________mg/L 

Sulfato_______mg/L 

Fosfato_______mg/L 

Calcio________mg/L 

Nitrato/Nitrito____mg/L 

Dureza de Carbonatos 

______mg/L 

Cloro sesnsitive_____mg/L 

Hierro total_____mg/L 

 

Concentración 

Cada 2 días 

0,5 ml 

Lugol + 1,5 

ml muestra 

Cámara de 

Neubauer, conteo 

en microscopio de 

luz blanca invertido Células/militro 

 
 

  
 

Tabla 5.  Mecanismo de monitoreo del sistema de producción de microalgas. 

 

4. Obtener el volumen de evaporación por día en el estanque, con el fin de reponer diariamente el 

volumen de agua perdido.  

 

 

X. Control de Cambios 

 

 

Fecha: Modificado por: 
Sección en que se realiza 

el cambio 

Descripción del cambio 

realizado  
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Tabla 6.  Control de Cambios  

 

 

 

XI. Anexos 

Anexo 1. Motores de pecera tanquetas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especificaciones 

Flujo: 1000 Litros/hora 

Potencia: 10 Watts 

Voltaje:110V 
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Anexo 2: Estanque #2 en proceso de intercambio de líquido tanqueta-estanque. 
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Anexo3. Biorreactores listos para iniciar escalamiento de tanquetas. 
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Anexo 4. Registro A Tanqueta 
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Anexo 5. Registro B Tanqueta 
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Anexo 6. Registro A Estanque 
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Anexo 7. Registro B Estanque 
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Instructivo Estándar de Operación del Método: Cosecha, Secado Micoalgal y Formulación  

 

I. Objetivo 

 

Recuperar la biomasa microalgal cultivada en diferentes volúmenes de cultivo para hacer análisis 

bromatológico completo o parcial. 

 

II. Alcance 

 

Adecuado para muestras del cultivo microalgal.  

 

III. Normativa y Criterios Aplicables 

 

Normativa 

 

El proceso no depende de alguna normativa.  

 

Criterios: 

 

Para la creación de biofertilizante por parte del laboratorio de microalgas del Centro de Investigación en 

Biotecnología (CIB) se deberá tomar en consideración los siguientes criterios y parámetros de medición 

en  la etapa de cosecha: 

 

Tabla 1. Criterios para actividades de Cosecha  

 

CRITERIO  PARÁMETRO  

Cantidad de materia prima disponible Al menos un estanque con un 70% de capacidad 

de cultivo microalgal. 

Cantidad de pedidos pendientes  Al menos __ pedidos de biofertilizante. 

Cantidad de estudiantes asistentes  Al menos un asistente para el proceso de 

operación. 

 

 

 

 

 

INSTITUTO TECNOLÓGICO DE COSTA RICA Código: IT-F-001 

  Páginas: 8 

Centro de Investigación en Biotecnología (CIB)- 

Laboratorio de Microalgas. 
Versión No. 01 

 Actualizar: Semestre 

Frecuencia: Diaria 

Elaborado por: Jeffry 

Garro Méndez 
Última revisión por: Fabián Villalta Romero 

Aprobado por: Maritza 

Guerrero Barrantes  

Fecha: 09/06/2022 Fecha: 09/06/2022 Fecha: 09/06/2022 
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IV. Términos y definiciones 

 

Secado: 

 

 

Centrifugar: método para separar sustancias sólidas de líquidas de distinta densidad en una mezcla, 

siempre y cuando las primeras sean insolubles, empleando para ello la fuerza giratoria o fuerza centrífuga 

 

Biomasa: fracción biodegradable de los productos, residuos y desechos de 

origen biológico procedentes de actividades agrarias, incluidas las sustancias 

de origen vegetal y de origen animal, de la silvicultura y de las industrias 

conexas, incluidas la pesca y la acuicultura, así como la fracción biodegradable de los residuos, incluidos 

los residuos industriales y municipales de origen 

biológico. 

 

V. Responsables 

 

Todo Asistente especial de laboratorio será responsable de cumplir con este procedimiento 

 

VI. Documentos Asociados 

• VINC-PI-F04  

• Registro de Cosecha. 

• Registro de Formulación  

VII. Entradas/Salidas 

Tabla 2. SIPOC cosecha  

 

PROVEEDORES ENTRADAS PROCEDIMIENTO SALIDAS CLIENTES 

Escalamiento 2 Microalgas en 

crecimiento 

Centrifugado y secado Biomasa 

algal 

Laboratorio de 

Formulación 

 

 

VIII. Materiales, Equipos y Sistemas 

 Método por sedimentación 

• Manguera interna de aireación (la misma empleada en el biorreactor). 

• Pipeteador o jeringa. 

• Recipiente vidrio de 1 o 2 litros. 

• Refrigerador 

Método por centrifuga  

• Descremadora CENAPATOP MOTOP 

• Placa Petri de plástico pre-pesada. 

• Conexión eléctrica 110v 

• Desagüe  
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• Refrigerador 

• Becker de vidrio o plástico de 1 L. 

• Cronometro 

• Espátulas de plástico 

• Llave de desarmado y armado de partes de la Descremadora 

Peso Seco 

• Guantes 

• Unidad de filtración  

• Bomba de vacío 

• Canastas de aluminio 

• Filtros (e.g. acetato de celulosa (0.2, 0.45, 0.8), Whatman) según cada experimento.  

• Horno, 103-105°C 

• Balanza analítica  

 

IX. Instrucciones  

Método de sedimentación 

1. Detener la agitación del cultivo. Dejar una manguera a una altura de 10 cm de fondo del 

biorreactor. 

2. Almacenar el cultivo a 4°C por 24 horas. 

3. Por gravedad con una manguera, retirar el sobrenadante del cultivo, conectar al final de la 

manguera un pipeteador de pera o jeringa de 60 ml para succionar el líquido sobrenadante. Tratar 

de no agitar o mover bruscamente para no re-suspender las algas en el cultivo. 

4. Dejar solamente las algas sedimentadas. Re-suspender las algas en el medio y pasar a una 

botella de vidrio de 1 L limpia, sellar y llevar nuevamente a 4°C por 4-5 h. 

5. Con jeringa retirar el sobrenadante 

6. Congelar la suspensión concentrada de microalgas en placa Petri de plástico. 

 

Método de centrifuga 

1. Revisar el equipo y asegurarse que se encuentra limpio y libre de residuos de separaciones 

anteriores. 

2. Armado del equipo. 
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a. Colocar los discos de centrifugación en el cabezal, de modo que todos se ajusten hasta 

el fondo del eje del cabezal y encajen entre sí, sin que quede espacio de más de ~3 mm 

entre ellos. 

b. Colocar el cobertor de plástico pvc (color blanco) en la tapa del cabezal de centrifugación 

de modo que se ajuste la ranura y el tornillo de sujeción. 

c. Poner la tapa al cabezal de centrifugación y ajustar con el tornillo en la parte superior, 

socar el tornillo con la llave de desarmado del equipo, de modo que quede bien ajustado, 

pero sin exceder la fuerza al socar. 

d. Colocar el cabezal de centrifugación en el rotor de la descremadora 

e. Colocar el desagüe de separación de líquidos, asegurarse que quede correctamente 

acoplado. 

f. Poner sobre el desagüe de separación la pieza de sujeción del recipiente que contendrá 

la mezcla a separar, en este caso el medio de cultivo. 

g. Colocar la bolla de control de fluido, luego ajustar el recipiente de contención del líquido 

a separar, ajustar el pistilo de control de flujo, de modo que quede cerrado. 

3. Encender el motor y esperar a que alcance la máxima velocidad (1 min). 

4. Agregar el medio de cultivo hasta 3 L. 

5. Girar suavemente el pistilo para controlar el flujo de paso, ajustar el flujo entre 400 y 500 ml/min, 

empleando un cronometro y un Becker o recipiente graduado volumentricamente. 

6. Una vez ajustado el flujo continuar con la separación 

7. Una vez concluido el centrifugado, retirar todas las partes, destapar el cabezal de centrifugación 

y con una espátula plástica separar la biomasa de la tapa cuidadosamente, colocar la biomasa 

en la placa Petri plástica pre pesada. 

8. Desarmar y limpiar todas las partes del equipo empleando jabón de manos y esponja, no emplear 

esponjas abrasivas para no rayar las partes. Dejar escurrir. 

9. Congelar la biomasa. 

Secado 

Secado por liofilización 

1. Pasar a placa de Petri de plástico la pasta de microalgas y llevar al congelador 

2. Liofilizar la biomasa a -52°C por 8 h. Guardar en desecador hasta guardar en un recipiente de 

vidrio tapado. 

Secado en estufa 

1. Pasar la biomasa a una placa Petri de vidrio pre-pesada y llevar a la estufa a 40 °C. Monitorear 

cada hora el secado. No dejar más de 8 horas continuas la biomasa en el horno sin vigilancia. Si 
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se requiere detener el secado antes de terminar, retirar la biomasa de la estufa y congelar 

nuevamente. 

2. Colocar nuevamente la biomasa a 40°C hasta observar que la pasta se ha secado, pesar cada 

hora la biomasa hasta observar peso constante. 

3. Almacenar la biomasa en un recipiente de vidrio tapado. 

 

Análisis de Humedad- Peso seco peso seco en microalgas 

1. Póngase los guantes.  

• La grasa de las manos se puede transferir a los contenedores de muestras y los filtros 

con mucha facilidad, y éstas afectarán a la precisión de sus mediciones. 

Para filtros Sartorius 

1. Preparación del filtro: utilizando pinzas, transfiéralo a la canasta de aluminio rotulada. Deje secar 

hasta peso constante en el horno 103-105°C (~ 1 hora). Enfriar los filtros en el desecador hasta 

temperatura ambiente y secar. Almacene los filtros en el desecador hasta que se los necesite. 

Pesar inmediatamente en una balanza analítica antes de usar.  

 

2. Determinación del peso seco: montar la unidad de filtración, colocar el filtro previamente pesado 

en el asiento y comenzar la succión. Filtrar 10 mL de la suspensión microalgal bien mezclada. 

Retire con cuidado el filtro de la unidad de filtración y transfiéralo a la canasta de aluminio. 

Séquelo en el horno al menos 1 hora a 103-105°C, enfrié en el desecador hasta temperatura 

ambiente y pesar. Repetir la medición hasta obtener un peso constante.  

Para filtros Whatman 

1. Preparación del filtro: utilizando pinzas, coloque el filtro adecuadamente en la unidad de filtración. 

Aplique vacío y lávelo tres veces sucesivas con 20 mL de agua destilada. Continuar con la succión 

para eliminar todo rastro de agua.  Quite el filtro y transfiéralo a la canasta de aluminio rotulada. 

Deje secar hasta peso constante en el horno 103-105°C (~ 1 hora). Enfriar los filtros en el 

desecador hasta temperatura ambiente y secar. Almacene los filtros en el desecador hasta que 

se los necesite. Pesar inmediatamente antes de usar.  

 

2. Determinación del peso seco: montar la unidad de filtración, colocar el filtro previamente pesado 

en el asiento y comenzar la succión. Filtrar 10 mL de la suspensión microalgal bien mezclada. 

Retire con cuidado el filtro de la unidad de filtración y transfiéralo a la canasta de aluminio. 

Séquelo en el horno al menos 1 hora a 103-105°C, enfrié en el desecador hasta temperatura 

ambiente y pesar. Repetir la medición hasta obtener un peso constante.  

Cálculo: 



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

46 
 

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (
𝑚𝑔

𝐿
) =

(𝐴 − 𝐵) ∗ 1000

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎, 𝑚𝐿
 

Donde: A = peso del filtro + muestra, mg 

B = peso del filtro, mg 

 

Formulación de Biofertilizante 

 

• El instructivo estándar de Formulación de Biofertilizante es un secreto industrial  en el 

documento “VINC-PI-F04 “. A este documento solo tiene accesos la dirección general.  

 

 

X. Control de Cambios 

 

Tabla 3. Control de Cambios  

 

 

 

 

 

EFECTO DE LA APLICACIÓN DE MICROALGAS FIJADORAS DE NITRÓGENO COMO SUPLEMENTO DE 

FERTILIZANTE PARA EL CULTIVO DE ZEA MAYS HR-245 

 

La investigación se realizó en el Invernadero de Investigación de la Escuela de Ingeniería Agrícola ubicado 

en el Instituto Tecnológico de Costa Rica, Campus Central Cartago. 

 

Se utilizó el cultivo de Zea mays (var. HR-245) adquirido como semilla comercial (maíz blanco híbrido HR-

245) para siembra. Las semillas se sembraron en un sustrato inerte formado por una mezcla de 70% de 

fibra de coco y 30% de granza de arroz, el cilindro de sustrato en las macetas fue de 30 centímetros de 

diámetro por 50 centímetros de alto. En cada maceta se sembraron 3 semillas y a los 10 días de nacidos 

los almácigos, se eliminaron 2 plántulas de cada maceta, dejando una planta por maceta para evaluar 

los tratamientos.  

Fecha: Modificado por: 
Sección en que se realiza 

el cambio 

Descripción del cambio 

realizado  
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Figura 4. Distribución de las plantas por tratamiento en el invernadero. 

El diseño de este cuasi-experimento consistió en cuatro filas, para las 3 especies y el control, siguiendo 

las 4 líneas de riego en el invernadero. Cada especie contó con tres repeticiones y cada repetición contó 

con 5 plantas, siendo15 plantas por especie. Las macetas de distribuyeron en filas quedando las plantas 

a 50cm una de otra y dejando 1.5m entre filas para facilitar el monitoreo y la fertilización (figura 1). 

 

 

Cuadro 7. Tratamientos aplicados y cantidad de plantas muestreadas. 

Tratamiento Nitrógeno MFN Réplica Plantas 

Sin MFN (control) 100% N (2.4 g)  

A 5 

B 5 

C 5 

Nostoc sp. 74% N (1.78 g) 
20 mL Bio N (5 ml/L) 

20 mL Bio N (50 ml/L) 

A 5 

B 5 

C 5 

Anabaena sp. 74% N (1.78 g) 
20 mL Bio A (5 ml/L) 

20 mL Bio A (50 ml/L) 

A 5 

B 5 

C 5 

Scenedesmus sp. 74% N (1.78 g) 20 mL Raceway (5 ml/L) A 5 



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

48 
 

20 mL Raceway (50 ml/L) B 5 

C 5 

 

Para determinar las características fenológicas y de biomasa de Zea mays para cada MFN, se realizaron 

4 tratamientos (cuadro 1): Un tratamiento de control, sin MFN y solamente con el fertilizante agroquímico; 

Un tratamiento para cada uno de los 3 MFN. Cada tratamiento se aplicó a 15 plantas, siendo un total de 

60 plantas (figura 1). 

Las microalgas fueron cultivadas en el Laboratorio de Microalgas del Centro de Investigación en 

Biotecnología del ITCR en Cartago. Se utilizaron 3 tipos de microalga para los tratamientos: Nostoc sp. 

(lote Bio N 11-10-22), Anabaena sp (lote Bio A 11-10-22). y Scenedesmus sp (lote Raceway 11-10-22). 

La formulación de microalgas es una emulsión de aceite en agua. 

Una semana después de la siembra se realizó el primer inóculo con una dilución de 5 mL/L a partir de la 

formulación preparada por el CIB y se aplicaron 20 mL de tratamiento por maceta. En el día 55 se aplicó 

un segundo inóculo de 20 mL por planta de una dilución de 50 mL/L de la formulación respectiva. 

 

Los fertilizantes utilizados fueron: Fertilizante de azufre elemental Fertisul MG, producido por Suphur Mills 

Limited; Fertilizante granulado de nitrógeno Nitrato de Amonio 33.5%, producido por Abonos del Pacifico 

S.A.; fertilizante foliar de nitrógeno Huma Gro Super Nitro 30-0-0, producido por Bio Huma Netics Inc.; 

fertilizante de potasio Huma Gro Buffer K, producido por Bio Huma Netics Inc.; fertilizante de fósforo Huma 

Gro Phosmax, producido por Bio Huma Netics Inc.; y fertilizante de micronutrientes (Quelato de 

Aminoácido) Metalosate Zinc Plus, producido por Albion Laboratories Inc. Se siguió un plan de fertilización 

(cuadro 2) determinado a partir de las recomendaciones del MAG para Zea mays y del vendedor de las 

semillas de HR-245.  

 

Cuadro 8. Fechas de fertilización y fertilizantes aplicados por planta. 

Día Tratamientos Fertilizantes por planta 

7 
MFN y Control 

2.3 mL de Super Nitro (0.7 g de Nitrógeno) 

2.2 mL de Phosmax (1.7 g de Fósforo) 

0.75 mL de Buffer K. (0.27 g de Potasio) 

MFN 20 mL de MFN en dilución 5 mL/L 

20 MFN y Control 
1.91 g de Nitrato de Amonio 33.5% (0.64 g de Nitrógeno) 

0.7 g de Fertisul. (0.64 g de Azufre) 

30 
MFN y Control 

0.71 mL de Phosmax (0.54 g de Fósforo) 

2.86 mL de Buffer K (1.04 g de Potasio) 

0.048 mL de Zinc Plus (1.34 mg de Zinc) 

Control 1.37 g de Nitrato de Amonio 33.5% (0.46 g de Nitrógeno) 

40 MFN y Control 

0.19 mL de Super Nitro (0.06 g de Nitrógeno) 

0.095 mL de Phosmax (72 mg de Fósforo) 

0.095 mL de Buffer K (34 mg de Potasio) 

0.048 mL de Zinc Plus (1.34 mg de Zinc) 

38 mg de Fertisul. (35 mg de Azufre) 

55 MFN 20 mL de MFN en dilución 50 mL/L 

65 

MFN y Control 

0.19 mL de Super Nitro (0.06 g de Nitrógeno) 

0.048 mL de Zinc Plus (1.34 mg de Zinc) 

48 mg de Fertisul (44 mg de Azufre) 

MFN 1 g de Nitrato de Amonio 33.5% (0.335 g de Nitrógeno) 

Control 1.5 g de Nitrato de Amonio (0.5g de Nitrógeno) 

 

Con respecto al nitrógeno por tratamiento, a todas las plantas se les aplicó 2.68 mL de Super Nitro (0.8g 

de Nitrógeno) y 2.91 g de Nitrato de Amonio (0.97 g de Nitrógeno) para un total de 1.78 g de Nitrógeno. 
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A las plantas de control se les aplicaron otros 1.87 g de Nitrato de Amonio (0.62 g de Nitrógeno). Esto 

corresponde a un 26% menos nitrógeno en las plantas de tratamiento con MFN con respecto al control. 

Para la irrigación de las plantas se utilizaron goteros regulados de 1 L/hora alimentados con bombas 

programables. A la siembra se activó la bomba de agua 20 minutos los lunes, miércoles y viernes 330 

mL. A partir del día 20 se activó la bomba todos los días.  

1 Muestreo de características fenológicas 

Para determinar las características fenológicas en el ciclo de vida de Zea mays (var. HR-245) para cada 

tratamiento aplicado, se realizaron muestreos no destructivos de fenología cada 10 días a partir del día 

20 y hasta el día 100. Las propiedades medidas para cada planta fueron: La altura del tallo, el número 

de hojas y el área de 6 hojas. Y para determinar el área de cada hoja se midió el largo y el ancho máximo 

de la hoja y se calculó el área aproximando la forma de una de maíz, modelando la hoja como una 

semielipse desde la base hasta la mitad de la hoja y como un triángulo isósceles desde ese punto medio 

hasta la punta.  

 
Figura 5. Modelo para aproximar el área de cada hoja a partir del largo y el ancho. 

Para la semielipse, el radio menor corresponde a la mitad del ancho de la hoja y el radio mayor a la mitad 

del largo de la hoja, por lo que el área se calculó como:  

i. Mitad del ancho de la hoja × mitad del largo de la hoja × π ÷ 2 

Para el triángulo, la base fue el ancho de la hoja y la altura fue la mitad del largo de la hoja, por lo que el 

área se calculó como:  

ii. Ancho de la hoja × mitad del largo de la hoja ÷ 2. 

Para determinar la biomasa de Zea mays (var. HR-245) por cada tratamiento a aplicar, en el día 100 se 

cosecharon las mazorcas y se midió el peso de las mazorcas y la cantidad de granos crecidos en cada 

mazorca. También recolectaron las plantas y se deshidrataron para medir el peso seco del tallo y las hojas.  

El análisis estadístico de las muestras se realizó con el lenguaje de programación R versión 3.6.3. Las 

diferencias en la longitud del tallo se evaluaron con una librería con pruebas para modelos de efectos 

mixtos lineales (lmer), evaluando la longitud de cada tratamiento y la longitud por día. Las diferencias en 

el área foliar también se evaluaron con modelos de efectos mixtos lineales, pero evaluando el área por 

tratamiento, el área por día y el área de cada tratamiento por día. Para las mediciones en la cosecha, las 

diferencias en la biomasa aérea y el peso de mazorca se evaluaron con modelos de efectos mixtos lineales 

y las diferencias en el número de hojas y el número de granos llenos se evaluaron con una librería librería 

de ajuste a modelos mixtos lineales generalizados con penalización por quasi-similitud (gnmmPQL). 
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2 RESULTADOS 

Este estudio reveló que, al analizar la longitud del tallo y el número de hojas, las características fenológicas 

no fueron diferentes entre los tratamientos con MFN y el control, por lo que las plantas crecieron similar 

al control. Por otro lado, este estudio demostró que el control presentó mayor área foliar que los 

tratamientos. 

Los resultados del análisis estadístico por modelos de efectos mixtos lineales (cuadro 3) demostró que 

no hubo diferencias significativas en cuanto a la longitud del tallo entre los tratamientos con MFN contra 

el control. Solamente se encontró diferencia por día (p < 0.05), lo cual refleja el crecimiento de las plantas 

(figura 3). 

 

Cuadro 9. Análisis de modelos de efectos mixtos lineales para la longitud del tallo contra el control, para 

los tratamientos con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. y el día de muestreo.  
Estimate Std. Error df t value Pr(>|t|)     

Control 9.4213 7.5895 2.233 1.241 0.328977 

Anabaena -4.8667 8.5856 2.057 -0.567 0.626562 

Nostoc -4.5407 8.5856 2.057 -0.529 0.648429 

Scenedesmus -0.5111 8.5856 2.057 -0.06 0.957809 

día 30 9.3833 2.636 526 3.56 0.000405 *** 

día 40 22.525 2.636 526 8.545 < 2e-16 *** 

día 50 40.525 2.636 526 15.374 < 2e-16 *** 

día 60 67.2917 2.636 526 25.528 < 2e-16 *** 

día 70 104.175 2.636 526 39.52 < 2e-16 *** 

día 80 168.2417 2.636 526 63.825 < 2e-16 *** 

día 90 173.7417 2.636 526 65.911 < 2e-16 *** 

día 100 168.025 2.636 526 63.742 < 2e-16 *** 

Símbolo de significancia:: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

modelo: lmer(alttallo~trat+fdia+(1|ffila),data=h) 

 
Figura 6. Tendencia de crecimiento por el promedio de la longitud del tallo para cada tratamiento. Se 

acelera con el inicio de la floración, entre los días 60 y 70. 
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Los resultados estadísticos de modelos mixtos lineares generalizados para el número de las hojas 

determinaron que no hubo diferencia significativa de los tratamientos contra el control (cuadro 4). 

Solamente hubo diferencia significativa por día, es decir en el crecimiento de las plantas (figura 4). 

 
Figura 7. Tendencia en el crecimiento para el número de hojas para cada tratamiento por día a partir de 

la siembra. A partir del día 80 la hojas inferiores comienzan a secarse. 

 

Cuadro 10. Análisis de modelos mixtos lineares generalizados para el número de hojas contra el control, 

para los tratamientos con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. y el día de muestreo. 
 

Value Std. Error Df t-value p-value 

Control 1.808425 0.056831 525 31.82128 0 

Anabaena -0.03777 0.062933 525 -0.60009 0.5487 

Nostoc -0.01028 0.062908 525 -0.1634 0.8703 

Scenedesmus 0.019548 0.062881 525 0.31087 0.756 

día 30 0.20092 0.02514 525 7.99222 0 

día 40 0.229715 0.024978 525 9.19653 0 

día 50 0.358596 0.024301 525 14.75674 0 

día 60 0.398112 0.024106 525 16.51499 0 

día 70 0.398112 0.024106 525 16.51499 0 

día 80 0.546977 0.023427 525 23.34842 0 

día 90 0.412764 0.024036 525 17.17307 0 

día 100 0.063852 0.025957 525 2.45989 0.0142 

Modelo: glmmPQL(numhj~trat+fdia,family=poisson,random=~1|ffila,data=h) 

 

Los resultados del modelo de efectos mixtos lineales para el área de hojas y por día reveló que cada 

tratamiento es significativamente menor que el control (estimate < 0 con p < 0.05) para cada uno los 3 
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tratamientos con MFN contra el control (cuadro 5), donde a partir del día 60 ya el control muestra un área 

foliar marcadamente mayor que los tratamientos con MFN (figura 5).  



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

53 
 

Cuadro 11. Análisis de modelos de efectos mixtos lineales para el área de hojas contra el control, para 

los tratamientos con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. y por el día de muestreo. 
 

Estimate Std. Error df t value Pr(>|t|)     

Control 23.97678 22.50018 3.12779 1.066 0.36185 

Anabaena        4.36449 27.45004 3.89729 0.159 0.88157 

Nostoc          1.54638 27.42526 3.88325 0.056 0.95782 

Scenedesmus     1.65313 27.35447 3.84332 0.06 0.95482 

día 30 38.34089 14.95467 3188 2.564 0.01040 * 

día 40 141.6412 14.95467 3188 9.471 < 2e-16 *** 

día 50 253.025 14.95467 3188 16.919 < 2e-16 *** 

día 60 412.8586 14.95467 3188 27.607 < 2e-16 *** 

día 70 490.4526 14.95467 3188 32.796 < 2e-16 *** 

día 80 506.7042 14.95467 3188 33.883 < 2e-16 *** 

día 90 473.0983 14.95467 3188 31.635 < 2e-16 *** 

día 100 426.0749 14.95467 3188 28.491 < 2e-16 *** 

Anabaena en día 30 6.1927 21.24146 3188.002 0.292 0.77066 

Anabaena en día 40 5.72451 21.21244 3188.003 0.27 0.78728 

Anabaena en día 50 6.95729 21.21244 3188.003 0.328 0.74295 

Anabaena en día 60 -47.9344 21.21244 3188.003 -2.26 0.02391 * 

Anabaena en día 70 -97.3662 21.21244 3188.003 -4.59 4.60e-06 *** 

Anabaena en día 80 -112.7 21.21244 3188.003 -5.313 1.15e-07 *** 

Anabaena en día 90 -142.786 21.21244 3188.003 -6.731 1.99e-11 *** 

Anabaena en día 100 -148.105 21.21244 3188.003 -6.982 3.53e-12 *** 

Nostoc en día 30 4.54162 21.18036 3188 0.214 0.83023 

Nostoc en día 40 -0.56249 21.18036 3188 -0.027 0.97881 

Nostoc en día 50 7.8554 21.18036 3188 0.371 0.71075 

Nostoc en día 60 -57.9816 21.18036 3188 -2.738 0.00622 ** 

Nostoc en día 70 -104.478 21.18036 3188 -4.933 8.52e-07 *** 

Nostoc en día 80 -115.638 21.18036 3188 -5.46 5.14e-08 *** 

Nostoc en día 90 -134.524 21.18036 3188 -6.351 2.44e-10 *** 

Nostoc en día 100 -117.985 21.18036 3188 -5.57 2.75e-08 *** 

Scenedesmus en día 30 2.45676 21.08862 3188 0.116 0.90727 

Scenedesmus en día 40 -0.02213 21.08862 3188 -0.001 0.99916 

Scenedesmus en día 50 -0.05091 21.08862 3188 -0.002 0.99807 

Scenedesmus en día 60 -42.8814 21.08862 3188 -2.033 0.04210 * 

Scenedesmus en día 70 -89.45 21.08862 3188 -4.242 2.28e-05 *** 

Scenedesmus en día 80 -99.0502 21.08862 3188 -4.697 2.75e-06 *** 

Scenedesmus en día 90 -101.842 21.08862 3188 -4.829 1.43e-06 *** 

Scenedesmus en día 100 -83.7284 21.08862 3188 -3.97 7.34e-05 *** 
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Símbolo de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

Modelo: lmer(areahj~trat*fdia+(1|ffila),data=k) 

 

 

 
Figura 8. Tendencia en el crecimiento del área fotosintética para cada tratamiento.  

El control tiene hojas marcadamente más grandes a partir de la floración en el día 60. 

 

Los análisis de modelos de efectos mixtos lineales para la biomasa del tallo y hojas (cuadro 6) 

demostraron que los tratamientos con MFN fueron estadísticamente equivalentes con el control (p > 0.5). 

Solamente el tratamiento con Anabaena sp estuvo cerca de ser considerado menor que control (p = 

0.069), lo que se refleja en que el diagrama de cajas muestra el menor promedio para el tratamiento con 

Anabena sp, pero las distribuciones no se muestran separadas (figura 6). 

 

Cuadro 12. Análisis de modelos de efectos mixtos lineales de la biomasa aérea para los tratamientos 

con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. contra el control. 
 

Estimate Std. Error df t value Pr(>|t|) 

Control 335.58 27.093 2 12.386 0.00646 ** 

Anabaena -98.313 33.902 2.755 -2.9 0.06927 . 

Nostoc -76.5 33.902 2.755 -2.256 0.11713 

Scenedesmus -61.573 33.902 2.755 -1.816 0.17506 

Símbolo de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

Modelo: lmer(biompl~trat+(1|ffila),data=m) 
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Figura 9. Diferencias en la biomasa aérea de la planta deshidratada luego de la cosecha.  

El control generó mayor biomasa que los tratamientos con menos fertilizante de nitrógeno. 

Los análisis estadísticos de la masa de mazorca (cuadro 7) revelaron que los tratamientos con MFN 

tuvieron mazorcas equivalentes al control (p > 0.05). El tratamiento con Anabaena sp fue el único que se 

aproximó a ser considerado diferente (p = 0.069), pero visualmente no se aprecia que el diagrama de 

cajas señale una diferencia entre los tratamientos (figura 7). 

 

Cuadro 13. Análisis de modelos de efectos mixtos lineales del peso de mazorca para los tratamientos 

con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. contra el control. 

 
Estimate Std. Error df t value Pr(>|t|) 

Control 136.68 13.221 2 10.338 0.00923 ** 

Anabaena -45.693 17.449 3.401 -2.619 0.06948 . 

Nostoc -36.933 17.449 3.401 -2.117 0.11385 

Scenedesmus -26.62 17.449 3.401 -1.526 0.21395 

Símbolo de significancia: 0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

Modelo: lmer(biommazo~trat+(1|ffila),data=m) 
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Figura 10. Diferencias en la biomasa de mazorca luego de la cosecha. 

El promedio del peso de mazorca en los 3 tratamientos es similar entre ellos y menores que el control.  

 

Los resultados de los análisis determinaron que por los modelos mixtos lineares generalizados para la 

cantidad de granos llenos se observa que el número de granos producidos en las mazorcas es igual 

entre los tratamientos versus el control (cuadro 8). Visualmente se confirma en el diagrama de cajas 

que las distribuciones para los tratamientos y el control no están separadas (figura 8). 

 

Cuadro 14. Análisis de modelos mixtos lineares generalizados del número de granos cuajados en la 

mazorca para los tratamientos con Anabaena sp; Nostoc sp; Scenedesmus sp. contra el control. 
 

Value Std. Error df t-value p-value 

Control 5.802521 0.110589 53 52.46914 0 

Anabaena -0.1826 0.164043 53 -1.11314 0.2707 

Nostoc -0.19476 0.164589 53 -1.18331 0.242 
Scenedesmus -0.05738 0.158689 53 -0.36161 0.7191 

Modelo: glmmPQL(numgran~trat,family=poisson,random=~1|ffila,data=l) 
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Figura 11. Diferencias en el número de granos cuajados en la mazorca al tiempo de la cosecha.  

En varias mazorcas no se dio llenado de granos. 
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Abstract: Microalgae have commercial potential in different sectors of the 

industry. Specifically in modern agriculture, its can be used because have the 

ability to supply nutrients in the soil, produce plant growth hormones, 

polysaccharides, antimicrobial compounds and other metabolites that improve 

agricultural productivity. Therefore, products formulated from microalgae as 

biofertilizers and biostimulants turn out to be beneficial for agriculture and are 

positioned as a novel and environmentally friendly strategy. However, these 

bioproducts present challenges in preparation that affect shelf life due to the 

rapid degradation of bioformulated products. Therefore, this work aimed to 

provide a comprehensive review of biofertilizers and biostimulants from 

microalgae, for which a bibliometric analysis was carried out to establish trends 

using scientometric indicators, technological advances were identified in terms 

of formulation methods. and the global market for these bioproducts was 

analyzed. 

Keywords: Biofertilizers, Biostimulants, Bibliometric analysis, Microalgae, 

Agriculture. 

 

 1. Introduction 

Global food security is one of the greatest challenges that society 

faces [1].  It is estimated that by 2050 humanity will reach 9.5 billion 

inhabitants  [2] and that by 2030 people affected by hunger will exceed 

840 million (equivalent to 10% of the world's population), so Mass 

production of food is required, without the use of large areas of land. 

For this reason, an exponential increase in the use of fertilizers in 

agricultural crops is projected. Synthetic fertilizers are made up of 

amounts of Nitrogen (N), Phosphorus (P) and Potassium (K) [3], and 

are applied in excess to crops to provide the nutrients necessary to 

increase agricultural productivity. However, plants absorb only a 

limited amount of these nutrients (30-40%) [2] and the rest is lost in the 

soil, which worsens environmental pollution due to eutrophication 

processes in water bodies. deterioration and gradual loss of soil 
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fertility, destruction of the stability of microorganisms, accumulation 

of heavy metals in plant tissue and inorganic contaminants in the soil 

[4]. Furthermore, chemically manufactured fertilizers present a serious 

threat to their production due to the scarcity of phosphate rocks (source 

of P) and the growing uncertainty in the supply of natural gas (essential 

for the synthesis of ammonia) due to of geopolitical conflicts in 

producing regions [5], [6]. Consequently, pollution problems and 

product shortages lead to dangers for public health and the 

development of sustainable and ecological technologies [7]. Therefore, 

it is necessary to create new agricultural technologies capable of 

optimizing food production. 

On the other hand, the use of biofertilizers and biostimulants in 

agriculture has become an innovative, environmentally friendly 

technology since these allow improving soil fertility and productivity 

in plants growth [8]. Biofertilizers are products containing living 

microorganisms or natural substances that are able to improve 

chemical and biological soil properties, stimulating plant growth, and 

restoring soil fertility [9]. In turn, biostimulants are products derived 

from organic material that, applied in small quantities, are able to 

stimulate the growth and development of several crops under both 

optimal and stressful conditions [10], [11]. These products can be used 

as a complement to fertilizers because they strengthen the immune 

system and improve the plant's tolerance to abiotic challenges [12]. It is 

worth noting that, although biostimulants are not biofertilizers, both 

products are beneficial for plants, because they are currently 

considered complements or substitutes for chemical fertilizers [13]. As 

for the market, it is estimated that the demand for these products will 

increase in the coming years. For example, the biofertilizers market 

registered a value of 1,106 million dollars in 2016 and is projected to 

grow at a rate of 14.2%, reaching values of 3,124 million by the end of 

2024 [14]. The biostimulants market is expected to reach 4.47 million 

dollars by 2025 [15].  

The correct formulation of biofertilizers and biostimulants is of 

great importance because this directly affects their effectiveness and 

usefulness in agriculture [16]. Although biofertilizers and 

biostimulants constitute an alternative to chemical fertilizers, there are 

still challenges in the formulations, since the conditions during storage 

and transportation of the bioformulated products can affect the useful 

life of the product, which can generate negative effects for human 

health and the environment [17,18]. This work focused on showing a 

comprehensive review of the various technological developments for 

the formulation of biofertilizers and biostimulants based on 

microalgae. Likewise, the current state of the market and companies 

that market these bioproducts were presented. In addition, this review 

provides a bibliometric analysis of biofertilizers and biostimulants, 
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which highlights current trends on strains used, scientific production, 

and metabolites of interest, among others. 

2. Bibliometric analysis of microalgae-based biofertilizers and 

biostimulants  

Microalgae biofertilizers and biostimulants are currently 

proposed as a sustainable strategy for modern agriculture, which seeks 

to increase the productivity of crops and reduce the environmental 

impact, due to the excess of nutrients in the soil due to indiscriminate 

application. of synthetic fertilizers [19]. The development of these 

bioproducts enables the effective and innovative use of biological 

resources from a circular economy approach, therefore allowing us to 

address the growing crisis regarding energy, water, and food 

consumption [20]. Consequently, it was pertinent to analyze the 

technological trends related to the development of biofertilizers and 

biostimulants from microalgae. For this reason, a systematic search was 

carried out in the Scopus database under the search criteria established 

by the equation TITLE-ABS-KEY ("biofertilizer" OR "biostimulant" 

AND “micro-algae")) AND (LIMIT -TO (DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-

TO (DOCTYPE, "re")). It should be noted that articles published up to 

2023 were considered. The information collected was purified to avoid 

the repetition of terms with abbreviations and hyphens. The 

VOSviewer version 1.6 software types were used. 16 and 

CorTextManager to develop the co-occurrence network, Sankey 

diagram, and historical map. 

The co-occurrence map allowed us to determine the keywords 

most frequently cited in scientific publications on biofertilizers and 

biostimulants based on microalgae (Figure 1). The microalgae strains 

Chlamydomonas, Chlorella vulgaris, and Spirulina (red, blue, and purple 

nodes) were identified as the most used according to co-occurrence in 

biofertilizer and biostimulant formulation studies. Similarly, the 

keyword Anabaena cylindrica (purple node) was found, which 

corresponds to a species of the genus of cyanobacteria Anabaena that 

has presented an emerging potential in recent years for the 

development of economical and environmentally friendly 

biofertilizers. [21]. The map also showed terms related to bioactive 

compounds that are of interest to promote agricultural productivity 

such as phytohormones, protein hydrolysates, and phycocyanin 

(yellow, blue, and orange nodes). Likewise, keywords linked to the 

circular economy were identified such as biorefinery, sustainability, 

resource recovery, life cycle analysis, and nutrient recovery (yellow and 

green nodes). The terms abiotic stress, plant growth, nitrogen, humic 

substances, nutrients, and Solanum lycopersicum were related to 

agricultural crops (red, blue, and light blue nodes). 
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Figure 1. Cooccurrence network of keywords in publications on biofertilizers 

and biostimulants from microalgae. Eight theme groups: yellow, blue, green, 

purple, light purple, red, dark red, orange, and sky blue. 

Figure 2 shows the interconnections between the different 

attributes of the research database. This diagram allows to efficiently 

represent the evolution and connection of different topics over a time 

scale [22]. Consequently, transformations in keyword combinations 

over time were identified and interrelated using gray flows. Between 

the period 2006-2020, the combination of keywords “biostimulant & 

Solanum lycopersicum” was identified, which was divided into 

“biostimulant & Chlorella” and “protein hydrolysates & abiotic 

stresses”. Subsequently, in the period 2020-2022, the convergent flow 

constituted by the combinations “biostimulant & Chlorella”, 

“biostimulant & bioactive compounds” and “sustainability & Chlorella” 

was found. This indicates that in recent years the Chlorella genus has 

been categorized as an attractive microalgal raw material for the 

development of sustainable biostimulants. It is important to highlight 

that the biostimulant activity of microalgae and microalgae extracts is 

mainly due to their primary metabolites such as lipids, proteins and 

carbohydrates, amino acids such as arginine, tryptophan, and proline, 

as well as vitamins and polysaccharides (β-glucans). Also, small 

proportions of various hormones such as cytokinins, gibberellins, and 

auxins are found that generate agronomic benefits [23]. Another 

convergent flow determined in the period 2020-2022 showed from the 
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combinations “biodiesel & nutrients removal”, “CO2 capture & biofuels 

production” and “bioproducts & agricultural development”, that 

currently microalgae are not only investigated for applications in the 

energy sector, but they have gained strength in the agricultural sector 

due to the benefits they have for crops. 

 

Figure 2. Sankey diagram of author keywords in publications on biofertilizers 

and biostimulants from microalgae. 

Additionally, the historical map was developed in the period 2020-

2023 and showed the relationships between the most important 

keywords, according to the co-occurrence measures of scientific 

publications on biofertilizers and biostimulants based on microalgae 

(Figure 3). This analysis reaffirmed the trends observed in the co-

occurrence map and the Sankey diagram, for example, for the year 

2021, keywords such as sustainable agriculture, biofertilizer, 

cyanobacteria, and circular economy, among others, were identified. 

While for the years 2022 and 2023, the keywords found were algae 

biostimulants, sustainability, Spirulina, Chlorella, biorefinery, 

wastewater, and microalgae biomass, among others. Also, it was 

possible to identify from the trends shown by the keywords, that in the 

context of the circular economy, the production of microalgae can 

contribute on different fronts, including its use as a biofertilizer or 

biostimulant, as well as the recovery of nutrients through the use of 

alternative and cheaper means such as wastewater or chemical 

fertilizers. Therefore, the use of sustainable sources of nutrients in 
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agriculture, such as microalgae biomass, improves sustainability and 

promotes the circular economy. [19,24,25].  

 

Figure 3. Historical map of keywords in publications on biofertilizers and 

biostimulants from microalgae. 

3. Potential strategies for the formulation of biofertilizers and 

biostimulants 

The terms biostimulants and biofertilizers are often misused. 

Biofertilizers can be interpreted in different ways. A biofertilizer is a 

bacterial, algal, or fungal inoculant applied to plants with the aim of 

increasing the availability of nutrients and their utilization by plants, 

regardless of the nutrient content of the inoculant itself. Biofertilizer is 

a product biodegradable and can be used as a fertilizer containing live 

phosphate solubilizing and nitrogen fixing microorganisms PGPR. 

Biofertilizers add nutrients through natural nitrogen fixation processes, 

solubilizing phosphorus, and stimulating plant growth through the 

synthesis of growth-promoting substances. These are not considered 

fertilizers, as such, because they do not provide a sufficient amount of 
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nutrients. Biostimulants are substances, other than fertilizers, that 

promote plant growth when applied in small quantities. However, they 

are classified as a fertilizer from a regulatory point of view for 

marketing [26]. Their physiological effects depend on their composition 

as they contain various organic and mineral compounds which plants 

can use as metabolites, growth regulators, and nutrients; however, 

biostimulants cannot be considered biofertilizers [27]. 

The formulation of biostimulants and biofertilizers is important 

because in appropriate doses these products usually give rapid 

responses to physiological growth (good formation of leaves, roots and 

reproductive structures) and crop yield [28]. The formulation is defined 

as a process in which the selected biomass is linked to carrier [29], 

which contains ingredients responsible for the stabilization and 

preservation of the biomass during the transport and storage of the 

bioproduct [30]. The right formulation should allow easy handling and 

application of the product, good profitability, stability of 

physicochemical properties, good physiological state for as long as 

possible and compliance with the regulations established by 

environmental authorities that govern this type of products [31]. 

Biofertilizers and biostimulants could be formulated in liquid or solid 

presentations through the implementation of techniques such as 

encapsulation, spray drying, fluidized bed, among others (Figure 4). 

 

Figure 4. Types of formulations for biofertilizers and biostimulants 

development. 
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Solid formulations include granules, microgranules, powders, 

wettable powders, wettable, and water-dispersible granules. These 

formulations are characterized by being economical, easy to produce, 

and have various advantages such as high disintegration capacity 

(allowing greater availability of the active ingredient in less time), ease 

of storage and application, greater chemical stability, among others. On 

the other hand, liquid formulations of biofertilizers or biostimulants are 

also known as suspensions of microorganisms in liquids. These are 

attractive for modern agriculture because the useful life is longer (1-2 

years), they are easy to handle, apply and allow a higher density of 

microorganisms in lower doses of inoculants with the same effects as 

solid formulations [31], [32]. Liquid formulations are composed of 

approximately 10 to 40% microorganisms, 1-3% suspending ingredient, 

1-5% dispersant, 3-8% surfactant, and 35-65% carrier liquid (oil or 

water) [31]. These liquid products are of interest not only for their long 

useful life, ability to withstand high temperatures (up to 45 °C), ease of 

storage, application in both seeds and soils, but also for the ability to 

reduce the use of chemical fertilizers from 15 to 40% [31], [33]. 

However, it is important to highlight that, although these products can 

be stored for a long time, microorganisms can face stress due to nutrient 

limitation or hypoxia, which would cause the population in the 

formulation to drastically decrease, so the authors such as Lee [34], 

suggest that the product should be used in the shortest possible time 

and stored at cool temperatures (8-15 °C). Liquid formulations can be 

classified into suspension concentrates, ultra-low volume suspensions, 

oil-miscible concentrated fluids and oil dispersion. (Table 1) [35].  

Table 1. Formulations for biofertilizers and biostimulants. 

Type of 

formulation 
Description Advantages Ref. 

Granules- 

Microgranules 

Dry particles composed of 

biomass (active ingredient 

with 5-20%), binder and 

carrier 

Non-dusty, non-caking, high 

disintegration capacity, easy to 

store and apply, non-inhalable 

and used for soil treatments 

[35],[31] 
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Wettable Powders 

Composed of 50-80 

technical powder, 15-45% 

filler, 1-10% dispersant 

and 3-5% surfactant 

These powdersare easily 

miscible with water and can be 

suspended in a liquid carrier, 

their shelf life can exceed 18 

months.. 

[35],[31], [36] 

Water-

wettable/dispersi

ble granules 

 

Non-dusty solid 

formulation, with wetting 

and dispersing agents, 

but in higher 

concentrations than 

wettable powders 

Non-dusty solid formulation 

and disperses quickly in water 
[14] 

Powders 

Contain a very finely 

ground mixture of the 

active ingredient (usually 

10%). They are used with 

adhesives and desiccants. 

Ease of storage, greater ease of 

transportation and greater 

chemical stability 

[35],[31], [36] 

Suspension 

concentrates 

Made by combining solid 

active ingredients with 

low water solubility and 

acceptable hydrolysis. 

Its do not generate dust, are 

easy to measure and can be 

poured into spray tanks. 

[33] 

Ultra-low volume 

suspensions 

Solid particles 
dispersed in a liquid in 
small quantities.  It can 
be dispersed by ultra-
low volume aerial or 
ground spray 
machinery into a very 
fine spray 

Can be dispersed using 
aerial or ground spray 
machinery 
The spray is very fine 
 

[33], [31] 

Oil-miscible 

concentrated 

fluids 

It is a suspension 

containing active 

ingredient(s) dispersed in 

an organic fluid 

Extremely fine spray [31] 

Oil dispersion 

Contains active 

ingredients in oil or in a 

water-immiscible solvent 

Due to the oil, the active 

ingredient remains in contact 

with the plants for a longer 

time 

[33], [31] 

 

Emulsions are another type of formulations that consist of 

colloidal dispersions, characterized by the mixture of two immiscible 

liquids, where one liquid is in the form of drops dispersed in another 
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liquid and stabilized by a surfactant [37]. This type of mixtures has low 

viscosity, optical transparency, and thermodynamic stability 

conditions with droplet sizes of 0.1 to 10 µm [38]. Emulsions can be 

classified as water droplets dispersed in oil (W/O) or oil droplets in 

water (O/W). W/O are of interest because the oil traps water, which 

delays evaporation, and the contact time of the active ingredient 

increases [39]. In the case of O/W, they are a type of emulsion that 

prevents the degradation of molecules without affecting biological 

activity, this is because it allows combining the protection provided by 

the hydrophobic environments created within the droplets with the 

greatest dispersion. of metabolites in an aqueous medium, [38,40]. 

Furthermore, these emulsions are environmentally friendly, less toxic 

to plants, and scalable in industrial processes [41].  In general, 

emulsions are considered as controlled releasers of active ingredients, 

which is why they are widely used in the agricultural, pharmaceutical, 

cosmetic, and food industries, among others [42], [43]. It is important 

to highlight that the thermodynamic stability of emulsions is a critical 

factor in the development of this type of formulations. Therefore, the 

use of homogenizers, pipe flow systems, or rotor-stator systems that 

supply energy to achieve thermodynamically stable conditions and 

avoid flotation, sedimentation, coalescence, or flocculation is required 

[44].  

On the other hand, encapsulation can be defined as the process in 

which a substance (active agent and core) is trapped, totally or partially 

covered by a carrier material (encapsulating agent), called wall 

material, capsule, membrane, shell, matrix, or external phase, to form a 

system of particles [38,45]. This technique is used to encapsulate solid, 

liquid, or gaseous compounds in small particle sizes that can range 

between 1-100 nm (nanoparticles) and between 100 nm and 1000 µm 

(microparticles) [46], [47], [48]. The active substance can be from 

bacteria, fungal cells, hyphal segments, to biopesticides, phosphorus-

solubilizing biofertilizers, mycorrhizal fungi or rhizobia, among others 

[31], [49]. The cells can be alive, such as the special case of polymer 

entrapment which consists of the mixture of a polymer with living cells 

(which can be microalgae), for subsequent chemical solidification [50]. 

Generally, the shape of the beads is uniform, and after application, they 

are degraded by soil microorganisms, which releases trapped cells [51]. 

Among the advantages of this type of formulation are ease of 

production and handling, non-toxic nature, ease of storage at room 

temperature for prolonged periods, temporary protection of the 

encapsulated microorganisms with respect to the environment, 

elimination of the undesirable effects of light, gradual release of 

trapped cells, among others [48],[50], [52]. However, this type of 

formulations also represents major disadvantages such as the high cost 

of polymers and low oxygen transfer, which limits cell survival [48], 

[50], [53]In encapsulation, the carrier material or wall serves as 
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protection against different environmental conditions, such as 

humidity, high temperatures, helps to mask unpleasant odors and 

improves bioavailability, which contributes to increasing stability and 

therefore prolonging life. usefulness of the product [52], [54]. Among 

encapsulation materials, a wide variety of natural and synthetic 

polymers, biologically based substances, and copolymers can be found 

[48], [55], [56], This choice depends on the active agent, required needs, 

and type of application.  

Another formulation that allows the quality and useful life of 

biofertilizers and biostimulants to be substantially maintained is the 

formulation from fluidized bed drying [31], [57]. This type of 

formulation involves suspending solid particles or granules against 

gravity in a stream of warm or hot air flowing upward, creating a 

fluidized condition. Once drying is completed, the humidity of the 

bioinoculant is reduced, preventing contaminants from growing and 

contaminating the target cells [31], [48], [57]. The fluidized bed drying 

formulation presents advantages such as a decrease in the number of 

cells of microorganisms other than those of interest, the possibility of 

modifying temperatures as needed, makes it possible to work with 

consortia of microorganisms beneficial to agriculture, less 

contamination, and a good plants response [31], [57], [58].  

Biofertilizers can also be formulated through the use of 

nanotechnology, resulting in the development of so-called 

nanobiofertilizers which are defined as the integration of nanoparticles 

and biofertilizers. This technological advance represents a novel and 

modern approach that transforms conventional agricultural strategies 

into precision agriculture[59]. Nanobiofertilizers are developed from 

the encapsulation of biofertilizers at nanometer sizes (1-100 nm) by 

using suitable wall materials such as polymers, biopolymers, or 

inorganic compounds. The reduction in particle size due to nanoscale 

facilitates nutrient uptake in plants, therefore nutrient losses and 

toxicity are reduced. Furthermore, these nanoproducts enable the 

release of nutrients according to the plant's requirements and have a 

significant effect as resistance-inducing agents against pathogenic pests 

and diseases [60,61]. Likewise, it has been reported that 

nanobiofertilizers developed from microalgae can be used as 

nanobiosensors, because they are sensitive to environmental 

fluctuations and have the ability to interact differentially with certain 

toxic agents such as heavy metals and pesticides, among others [62]. 

4. Study cases in the application of biofertilizers and biostimulants 

based on microalgae 

Biofertilizers and biostimulants obtained from microalgae are 

products considered to have high beneficial potential in modern 

agriculture since they allow improvement in the absorption of 

nutrients, increase the efficiency of crops, and improve the 
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physiological state of plants[63], [64], [65], [66–68]. Authors such as 

Mousa [33] report that currently in countries such as Jordan, India, and 

the United States, there are companies that produce and market liquid 

biofertilizers based on algae, reporting successful cases for fruit and 

vegetable crops, as well as field crops. For the case of India, it should 

be noted Biotechnology Department of Govt. of India has introduced 

four major centers in the growing areas of paddy fields of the country 

to accelerate and extension of work in the field of algal bio fertilizer in 

1990. The programme was launched in Lukhnow (UP), Calcutta (West 

Bengal), Madurai (Tamil Nadu), and New Delhi under technology 

development and presentation programmes on Cyanobacterial 

biofertilizer with the objective of a) to provide low cost locally used 

technology for large production of BGA, b) to isolate better and fast 

growing N2- fixing strains, c) to demonstrate the farmers in the field, d) 

to develop starter inoculums and e) to study both ecology and economy 

benefits [69]. On the other hand, Dineshkumar et al. [70], state that the 

strains Chlorella vulgaris and Spirulina platensis have positive effects on 

the growth parameters of mung beans, achieving an increase between 

values of 60.7-95% of the fresh weight with respect to the control and 

an increase in the weight of the spikes and grains by 22 and 90%, with 

reference to the control, respectively. Furthermore, they affirm that the 

application and proper use of biofertilizers from microalgae will not 

only have an impact on the economic development of sustainable 

agriculture but will also guarantee a reduction in the level of pollution, 

which is why interest in using them is growing. to microalgae as an 

active ingredient in biofertilizers and biostimulants. 

Microalgae extracts under different cultivation conditions have 

the ability to sustain agricultural productivity and minimize 

environmental degradation [71]. There are different studies in which it 

is shown that the application of microalgae as a biofertilizer or 

biostimulant can improve morphological and molecular responses in 

high-value products for the family basket and enhance germination, 

the development of seedlings, sprouts, root systems in vegetables and 

cereals, etc. [72], [73], [74]. For example, Faheed [75] reports that the 

granular formulation used dried microalgae (treatments with 2.3 g of 

dry microalgae per kg-1 of soil) as soil additives improve plant 

nutrients, presenting fresh and dry weights (g/plant ). ) up to 10 times 

more than those found with the control, because the microalgae 

extracts favor physiological reactions that lead to good growth and 

improved soil fertility. 

Garcia & González, [72] affirm that the foliar application of 

aqueous extracts of A. dimorphus generates a positive effect as the 

concentrations of the extracts increase, increasing the germination 

speed of tomato seeds between 40 - 63% compared to the control, this 

is possibly because foliar applications provide faster utilization of 

nutrients. Foliar applications provide faster utilization of nutrients and 



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

71 
 

allow for faster correction of nutrient deficiencies compared to soil 

applications of fertilizers. Also, Bello et al.  [71] confirm that microalgae 

extracts have the ability to promote growth in plant species such as 

tomato (Solanum lycopersicum), cucumber (Cucumis sativus), and 

pumpkin (Cucurbita maxima) and are appropriate candidates for the 

formulation of a biofertilizer. Likewise, Mutale-joan et al. [76] and are 

appropriate candidates for the formulation of a biofertilizer. Likewise, 

Mutale-joan et al. [76] studied the effect of biostimulants of 18 

bioextracts obtained from microalgae and cyanobacteria on the growth 

of tomato plants. The authors reported significant results in the length 

of roots and shoots (112.65 and 53.70%, respectively), increases in the 

dry weight of roots and shoots between 34.81 and 58.69%. Regarding 

the absorption of nitrogen, phosphorus, and potassium, the values 

increased by 185.17%, 119.36%, and 78.04%, respectively. On the other 

hand, Wuang et al. [77] report that the formulation of S. platensis in 

liquid form in concentrations of 2 – 10 g/L, present higher yields than 

those obtained with chemical fertilizers, for plant species such as 

arugula, with an increase in plant height, chlorophyll, and dry weight 

by 55.3, 30.2 and 18.7%, respectively, compared to plants grown with 

Triple Pro 15-15-15. Similarly, Godlewska et al. [78] reported a type of 

formulation in the form of a suspension of S. platensis in a 1:10 ratio, 

mixed with a homogenizer for 40 min, 500 rpm, 37 °C. This increased 

the length of the radish plants (range of 71 – 129% longer compared to 

the control) as the concentration of the preparation increased. Possibly 

this increase in plant productivity and seed quality is due to the 

increase in the absorption of nutrients and growth regulators by the 

seeds. Dmytryk et al. [79] reported that in treatment of wheat seeds 

with formulations of Spirulina sp. type liquid emulsions (10% Spirulina 

sp extract, 2.5% ionic emulsifier, non-ionic emulsifier – 3%, Atlox 4913, 

1%, Mannitol, and 0.1% L-ascorbic acid) the increase in plant mass and 

height of sprouts by more than 16 and 11%, respectively, compared to 

control samples. Likewise, Michalak et al. [80] reported that, by 

applying S. platensis extracts to wheat crops, in a 1.5 L/ha formulation, 

it is possible to obtain an average number of grains on the cob that is 

6% higher compared to the control group. Additionally, biomass yield 

is increased (approx. 13%), stem length, and the amount of grains per 

ear. The authors suggested that formulations that have microalgae 

extracts present biostimulant properties similar to products available 

on the market, with the great advantage that these are not produced by 

chemical synthesis, therefore, they are more respectful of the 

environment. 

On the other hand, in the case of corn, authors such as Al-saman 

[81], stated that dosing up to 3.0 g of powdered algae biomass per 

kilogram of soil, it is possible to improve the nitrogen content (between 

81.53 - 129.2%), sugar content (up to 31.42%), total plant length (Max 

46.3%), dry weight (Max 96.5%) and phenol content (up to 315%) of the 
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entire corn plant. Navarro-López et al. [82] reported the biostimulant 

potential of Scenedesmus obliquus cultured in brewery wastewater at 

different concentrations. For example, with 0.1 g/L without any other 

treatment, the germination rate increased up to 40%, the au-xin-like 

activity, with 0.5 g/L of extract after a combination of cell disruption, 

enzymatic hydrolysis and centrifugation, It increased up to 60% for the 

control and, for cytokine-like activity with 2 g/L extracts without 

pretreatments, values of up to 187.5% were achieved to the control. This 

evidence suggests that the biomass obtained is useful as a biostimulant 

for watercress, mung bean, and cucumber seeds, which are agricultural 

models. In a similar study, Barone et al [83], applied extracts of Chlorella 

vulgaris and Scenedesmus quadricanda to sugar beet (Betavulgaris L. sp. 

vulgaris) to investigate their morphological and molecular responses to 

different treatments, obtaining positive results with primary and 

secondary metabolism, the regulation of genes related to biological 

pathways and activities. In general, it is possible to affirm that the use 

of microalgae extracts as biofertilizers or biostimulants, regardless of 

their mode of application (hydroponic, post-harvest, and foliar 

application), provides improvement in growth, nutritional balance, 

improves the development of roots and shoots, allows an increase in 

antioxidant properties, improves the absorption rate, increases 

physiological and bioactive compounds, chlorophyll a, b and 

micronutrients such as Fe, Zn, Cu among others. At soil level, it 

increases fertility, improves root modulation, increases root size, and 

the activity of rhizobacteria. [71]. On the other hand, Zhang. C et al [84] 

reported the great potential of autochthonous microalgae from China 

in improving saline soils, especially in lowering pH and improving 

enzyme activity. The authors suggested that algalization is an 

environmentally friendly and effective approach to lower pH and 

increase organic matter and enzyme activity of saline soils. The 

viability of Chlorella minutissima as a potential biofertilizer has also been 

investigated. After 25 days of culture, the dry weight in C. minutissima 

was 0.44 kg. Moreover, from this dry weight, 5.87% N, 1.15% P, and 

0.28% K were obtained. Therefore, let's assume the experiment would 

be performed for one year and completion of every cycle of C. 

minutissima growth takes one month. Accordingly, the feasibility 

integration of biomass from C. minutisima would be conducted in a 

pond having an area of 1 ha (10000 m2), the total dry biomass obtained 

from C. minutisima would be 391111 kg ha-1 y-1. Accordingly, from this 

dry weight, one could obtain N, P, and K 22958, 4498, and 1095 kg ha-1 

y-1 respectively. So, using this biomass in agriculture as biofertilizers, 

one can save the chemical fertilizers of about USD 55840 ha-1 y-1 [85].   

Additionally, Emmar et al [86] reported that biofertilizers 

developed from Nostoc entophytum and Oscillatoria augustissima can 

increase the nutritive value of pea seedlings and reduce the use of 

chemical fertilizers by 50%. The use of cyanobacterial biofertilizers not 
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only reduced the use of chemical fertilizers, but also increased the yield 

of rice and other crops. Wang et al [87] cultivated Spirulina filamentosa 

and used the biomass as biofertilizer for leafy vegetables Red Bayam 

(Ameranthusgangeticus), Rocket (Erucasativa), and Pak Choy (Brassica 

rapa ssp. chinensis). Compared to the chemical fertilizer (Triple-Pro 15-

15-15), the iron (Fe), magnesium (Mg), calcium (Ca) and zinc (Zn) 

content of the algal biomass was higher. These trace elements play an 

important physiological role in plant growth. 

5. Microalgae in the biofertilizer and biostimulant market 

Currently, it is possible to affirm that the global biofertilizer 

market has experienced significant growth in recent years, due to the 

need for more sustainable and environmentally friendly agricultural 

practices. Additionally, the increase in demand for organic foods and 

interest in sustainable agriculture contribute to the growth of the 

biofertilizer market globally. Consequently, consumers are seeking 

agricultural products free of chemical residues and are willing to pay 

more for sustainably grown food. Table 2 presents the global market 

size for the biofertilizer industry. It can be seen that the forecast for the 

year 2029 is 5,377.8 million dollars and a CAGR rate from 2024 to 2029 

of 15.2%, due to because in 2018 the market size reached 1,482.1 million 

dollars, while the forecast for the year 2023 is 2,667.3 million dollars 

and a growth difference from 2023 to 2024 of 13.2%.  

Table 2. Global market size of biofertilizer industry (Taken from [88]). 

Year – to -Year Change Market sales 

(USD 000s) 

2018-2019 10.8 % 1,642,575.9 

2019-2020 4.7 % 1,719,272.4 

2020-2021 14.6 % 1.979,141.3 

2021-2022 19.6 % 2,355,452.5 

2022-2023 13.2 % 2,667,293.4 

2023-2024 13.2 % 3,019,002.8 

CAGR 2024-2029 15.6 % 5,377,764.9 

 

Figure 5 presents the world market for biofertilizer industries by 

region, where the projections for 2024 and 2029 are reported. It is 

observed that the largest participation for the year 2024 is held by the 

Asia-Pacific region ($1,323.8 million). of USD – 56.1% share), possibly 

because this region is one of the main producers of organic crops, such 

as cane, vegetables, and rice. Additionally, countries like China and 

India are emerging leaders in this industry. For example, biostimulants 

in the Indian scenario had a worth of 71.23 million USD in 2017 and is 

expected to witness a CAGR of 16.49% in the forecast period up to the 
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year 2024, reaching a total value of 180.95 million USD. Algae based 

biostimulant companies in India are extremely limited, with most 

industries utilizing seaweed biomass as biofertilizer. In recent years 

few companies, like Soley Biotech, Hindustan Bioenergy Limited have 

started exploring microalgal strains from Chlorella sp., Scenedesmus sp., 

and Nannochloropsis sp., as the source of bioactive metabolites for 

biostimulant application [24]. In second place is North America with a 

share of 23.0% (USD 542.7 million) and in third place is the European 

continent with $418.2 million USD (17.7% share). It is noteworthy that 

Europe has the largest area of organic farming in the world (6.5 million 

hectares in 2021) and is committed to increasing this extension of 

organic farming in the member countries until it occupies 25% of the 

agricultural area of the region by 2030, so products such as biofertilizers 

and biostimulants are beginning to be attractive for these countries. As 

for Latin America, its participation was low compared to the previous 

ones, reaching 34 million dollars (2.6% participation). In relation to the 

projections for the year 2029, the first place would continue to be led by 

the Asia-Pacific region with $2,775.7 million dollars (60.4% 

participation), the second place will be for North America with $1,049.8 

million dollars (22.8%) and the Europe third place with $701.2 million 

dollars (15.3%). It is important to highlight that the increase in the 

spread of organic crops and the demand for organic raw materials 

around the world, especially in regions such as Europe and North 

America, will drive the demand for biofertilizers in the coming years. 

[89]. 

 

Figure 5. Global biofertilizer industry market by regions 

In the types of raw material for the formulation of biofertilizers, 

blue-green algae (also known as cyanobacteria) stand out, 

characterized by being photosynthetic organisms, with the ability to fix 

nitrogen, easily adapting to different types of soil. and have the 
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presence of photosynthetic pigments such as chlorophyll a, 

phycocyanin among others. Cyanobacteria are emerging 

microorganisms for sustainable agricultural production, known to 

control nitrogen deficiency in plants, provide phosphorus to the soil 

through the mobilization of insoluble phosphate, using phosphatase 

enzymes, improving soil aeration and the capacity of water 

retention[90,91]. Biofertilizers based on cyanobacteria are used in 

various crops such as rice, corn, barley, tomato, chili, radish, cotton, 

and lettuce among others [71,92], Biofertilizers based on cyanobacteria 

are used in various crops such as rice, corn, barley, tomato, chili, radish, 

cotton, lettuce among others [67], [83], and are generally used in 

countries such as the United States, the Philippines, Egypt, India, and 

China [81]. The cyanobacteria species most used for the production of 

biofertilizers are Anabaena variabilis, Nostoc linkia, Tolypothrix sp, 

Aulosira fertilisima, Calothrix sp, and Scytonema sp [71].   

On the other hand, the revenue generated by the global 

microalgae-based biofertilizers market in 2021 exceeded USD 11.33 

million and is expected to generate revenue worth USD 22.28 million 

in 2028, with a CAGR rate of 9.75% between the year 2022 and 2028, 

due to the global trend in the world market focused on sustainable and 

environmentally friendly agriculture, as it offers an alternative to the 

problems of synthetic fertilizers [93]. Additionally, similar market 

estimates have been reported for microalgae fertilizers, indicating a 

2023 value of $28.7 million and a 2033 forecast of $28.7 million, 

achieving a projected CAGR from 2023 to 2033. from 10 % [94]. 



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

76 
 

 

Figure 6. Global market of microalgae of fertilizers. 

 

Some of the major players operating in the global microalgae 

fertilizers market are mentioned below: Algaenergy, Algatec, 

Algatechnologies Ltd., Algenol, Algix, Allmicroalgae, Cellana LLC. 

Cyanotech Corporation, Inner Mon-golia Rejuve Biotech Co. Ltd., 

Roquette Frères, Biotechnology, Fenchem Biotek, AstaReal, TAAU 

Australia, Allma (Allmicroalgae), Global EcoPower (Cyane) and 

Archimede Ri-cerche. These companies drive the global market and 

encourage, through their research, the development of new strategies 

for the consolidation of microalgae as raw material for biofertilizers 

[93,94]. 

Additionally, it is important to highlight that the role of 

governments around the world in promoting the development of 

biofertilizers and biostimulants has been relevant to the growing 

advancement of this type of products. The United States Department of 

Agriculture (USDA) reports that demand for organic products 

increased 50% during the pandemic. For their part, countries such as 

Australia, Argentina, and Spain have dedicated between 2.4 and 3.4 

million hectares of their territory of arable land to organic agriculture, 

and the European Commission has increased restrictions on the use of 

synthetic fertilizers, which must be accompanied with biological and 

organic fertilizers [77]. However, despite government initiatives to 

produce bioproducts and the benefits of microalgae, large-scale 

commercial production of biofertilizers based on microalgae continues 
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to present challenges, given that this technology is still in an incipient 

phase. with marketing limitations due to the short shelf life of 

bioformulated products, lack of customer knowledge, adequate 

storage, and poor consumer awareness, among others. 

6. Overall discussion and perspectives  

The correct formulation of biostimulants and biofertilizers ensures 

the development of bioproducts with potential for use in the field and 

commercialization. These bioproducts are of great importance because 

they allow the productivity of crops and soil to be improved, which 

leads to sustainable agriculture through the maximum use of natural 

resources. In addition, dependence on synthetic chemicals is reduced, 

agricultural production is increased, and environmental impact is 

minimized. Currently, the development of companies marketing 

biostimulants and biofertilizers based on algae and microalgae not only 

generates environmental and agricultural benefits but also economic 

benefits, contributing to the development of companies and job 

creation. An example is the Austrian technology company Neoalgae, 

located in Gijón - Spain, with approximately 50 employees, which has 

a complete range of products called “Spiragro”, suitable for being 

incorporated into any crop, whether organic or conventional. This 

biofertilizer is a liquid fertilizer with UNE 142500 certification, which 

is classified as algae concentrate, growth function, fattening, flowering, 

algae mix, premium, universal and its price can reach up to 54.95 

Euros/5 liters [95]. Another company that uses microalgae as raw 

materials is Biorizon Biotech, located in Almería – Spain, with 10 

employees and presents a line of bioenhancers such as Algafert and 

Algafert eco, which are based on Spirulina. Biorizon Biotech also 

produces Biobalance, a new generation biostimulant, designed to 

optimize the absorption of macro and micronutrients by crops, 

allowing optimization of the contribution of inputs within a strategy to 

improve the sustainability of agricultural production. The microalgae 

hydrolysates present in Biobalance have been chosen for their 

notorious prebiotic effect due to their demonstrated ability to activate 

the growth of beneficial fungi and plant growth-promoting bacteria 

[96]. On the other hand, Algenol is a global biotechnology company 

that develops all-natural products, as well as personalized biological 

solutions, to meet various needs. It is located in Florida, United States 

and has approximately 100 employees and produces sustainable 

alternatives to chemical fertilizers. [97]. 

On the other hand, Algae Energy biostimulants is a company 

located in Alco-bendas, Madrid-Spain, which has approximately 100 

employees and has a UPT® Production Center, exclusively dedicated 

to the extraction of bioactive compounds and production of the range 

of agricultural biostimulants from the culture of microalgae called 

AgriAlgae® [98] Likewise, Allmicroalgae-Natural Products S.A. is a 
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leading Portuguese company in premium quality microalgae biomass, 

food safety and innovation. It has approximately 30 employees and is 

located in Leiria, Portugal, from where it supplies microalgae solutions 

for food, beverage, nutraceutical, feed, and agricultural applications 

worldwide. Its organic biostimulant product is called Terralgae 

(presentation of fine soluble powder), which is a mixture of algae and 

microalgae such as Chlorella vulgaris, which contain in its composition 

high levels of minerals, phytohormones, vitamins, fatty acids, and high 

levels of free L-aminoacids among others [99]. Ascenza is also a 

Portuguese company, located in Lisbon, dedicated to the production of 

protective fertilizers and biofertilizers, it has approximately 628 

employees and a wide range of products consisting of Algaegreen 500, 

Algaegreen Ca-Force, Algaegreen Fruit Plus, Algaegreen Maxx, 

Algaegreen Olivo Plus and Algaegreen Viña Plus obtained from the 

extract of Ascophyllum nodosum [100].  

Among these companies are also Gexus, a Mexican company 

located in Nuevo León-Mexico, considered a leader in microalgae 

biotechnology, with the development of innovative and sustainable 

technologies that seek to improve efficiency and sustainability in 

agriculture. Among the biostimulation products are Fitomaxi Radix 

(based on microalgae), Fitomaxi Crecentus (based on microalgae 

enriched with Potassium), Fitomaxi Fructus (based on microalgae 

enriched with Calcium-Boron-Silicon), Fitomaxi Florus (based on 

microalgae balanced with Boro-Molybdenum-Silicon) [101] TrueAlgae 

is a biotechnology company from Virginia - United States with global 

reach, which markets products based on macroalgae for agriculture. It 

has 15 employees, and its star product is “TrueSolum®, which is an 

organic product rich in metabolites that is produced from the 

cultivation of microalgae, specifically Chlorella [102].  

Although some microalgae-based products for agriculture are 

currently commercialized. These have limitations related to production 

costs, as in general microalgae production can be a very expensive 

process, with relatively low biomass productivity. Although 

cultivation is widely recognized as the main factor contributing to the 

cost of algae-based products, harvesting, and dewatering of microalgae 

biomass are equally important factors affecting total costs [103]. 

Harvesting costs are reported to account for approximately 20-30% of 

total production costs. Another reason is that the application of 

microalgae extracts requires the extraction of bioactive metabolites, and 

most of the methodologies used are expensive and require large 

amounts of organic solvents. One alternative to reduce production 

costs is the use of wastewater as a source of nutrients, however, 

microalgae have the ability to accumulate heavy metals and other 

pollutants present in wastewater. Therefore, the use of microalgae 

biofertilizers derived from wastewater treatment can potentially 

introduce these contaminants into agricultural soil, posing risks to crop 
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growth and human health. Another significant limitation that prevents 

the widespread use of microalgae in agriculture is the insufficient 

understanding of the interactions between microalgae, plants, and the 

environment. Since the great diversity of photosynthetic organisms, 

together with the high number of metabolites that can be extracted, 

represent a major challenge for a thorough understanding of the effects 

and mechanisms of microalgae on soil and plants, it is important to 

understand how microalgae interact with plants [104]. It is also 

necessary to strengthen standards and laws that regulate microalgae 

biofertilizers and biostimulants to promote the consolidation of 

microalgae in agriculture [86].  

7. Conclusions  

Research on biofertilizers and biostimulants is a constantly 

growing field, which is currently positioned as a novel alternative that 

can address dependence on chemical fertilizers. Scientometrics showed 

through bibliometric analysis that these bioproducts formulated from 

micro-algae can be implemented from the circular economy and 

biorefinery approaches. 

On the other hand, the market analysis showed that there is a 

tendency to increase the consumption of biofertilizers and 

biostimulants, due to the decrease in ancestral practices and low 

technical knowledge of clients and the initiative of governments to 

promote research and use of these bioproducts. However, although 

future consumption demands are projected, certain limitations related 

to the formulation still need to be overcome, which enables large-scale 

production and conservation of useful life, which will guarantee 

improvements in nutrient assimilation and product quality product. 
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Participación en Eventos 
 
En el presente informe se indican las actividades realizadas en los eventos que se participó 
en el año 2022 

• “Curso de experto en procesos sostenibles basados en microalgas”, a realizarse en 

Almería, España, del 05 al 09 de setiembre de 2022, 

• Pasantía en el Laboratorio del Dr. Francisco Gabriel Acien Fernández, en la 

Universidad de Almería, España, del 11 al 15 de setiembre de 2022 

• Curso “Lisbon Microalgae Biotechnology Advanced Course (LiMBAC 2022)”, a 

realizarse en Lisboa, Portugal, del 18 al 23 de setiembre de 2022. 

 

Donde se utilizando fondos del proyecto de investigación “Biorrefinería de microalgas: 
Desarrollo de un proceso integral sostenible para la producción de compuestos bioactivos a 
base de microalgas para la agricultura, ganadería y acuicultura” para cubrir los viáticos y 
pagar el costo del Curso de Portugal. 
 

Curso de experto en procesos sostenibles basados en microalgas 
El curso consistió en secciones magistrales y prácticas. Se dividió en 5 módulos y se finalizó 
con un Workshop 
MÓDULO 1: Biología y principios básicos de los cultivos de microalgas  
• La célula de microalgas  
• Fotosíntesis y modelos cinéticos 
 • Técnicas básicas de cultivo y mantenimiento de microalgas 
 • Estequiometria y cinética de cultivos de microalgas  
• Optimización del cultivo de microalgas en externo  
Se realizaron sesiones prácticas de laboratorio sobre medidas de irradiancia lumínica, 
medidas de extinción de la fluorescencia de clorofila, tasa de fotosíntesis y eficiencia 
fotosintética.  
MÓDULO 2: Fundamentos genéticos de la biotecnología de microalgas  
• Plásmidos, promotores, genes reporter  
• Métodos de transformación genética  
• Tecnología CRISPR/Cas en cianobacterias  
 Las sesiones prácticas consistieron en prácticas sobre detección de plásmidos en 
cianobacterias, seminario práctico sobre CrispR-Cas y un seminario práctico sobre plásmidos 
SEVA.  
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MÓDULO 3: Fundamentos de fotobiorreactores de microalgas  
• Fundamentos del diseño de fotobiorreactores  
• Fluidodinámica y transferencia de masa en fotobiorreactores  
• Transferencia de calor y cantidad de movimiento en fotobiorreactores  
En la sesión práctica se realizaron experimentos en fotobiorreactores a escala piloto 
ubicados en el centro de investigación SABANA en el IFAPA. Se realizaron mediciones de las  
condiciones de cultivo en reactores de raceway y de capa fina cultivados con medios 
orgánicos y químicos, además, se analizó la variación de las condiciones de cultivo al 
modificar la transferencia de masa (aire/CO2) en el reactor.  
MÓDULO 4: Cosechado y procesado de biomasa de microalgas  
• Cosechado de microalgas  
• Disrupción celular  
• Recuperación, extracción, aislamiento y purificación de productos de microalgas  
• Concepto de biorrefinería de microalgas  
En el laboratorio se cosechó biomasa de microalgas mediane centrifugación   
MÓDULO 5: Procesos comerciales basados en microalgas  
• Análisis técnico-económico de procesos basados en microalgas  
• Productos nutracéuticos y de aplicación en salud humana  
• Ingredientes alimentarios de microalgas  
• Aplicaciones de microalgas en agricultura y alimentación animal, incluyendo acuicultura.  
• Tratamiento de aguas residuales con microalgas E 
El módulo será impartido principalmente por expertos con experiencia industrial con los 
cuales e participó de una mesa redonda para discutir las limitaciones en el desarrollo de 
procesos basados en microalgas.  
El evento finalizó con un el Workshop organizado por EMFF-ALGAENAUTS el cual se tituló 
MICROALGAE FOR BLUE-CIRCULAR ECONMYPROCESES  
Las ponencias fueron: 

• European Algae Biomass Association: Algae for sustainable blue economy (Vitor 

Verdhello, EABA)  

• GreenCoLab: an initiative for the development of blue economy (Luisa Gouveia, 

GreenCoLab)  

• Algae for more sustainable and healthy foods (Claudio Ledda, Livegreen)  

• ALGAENAUTS EU PROJECT: Eco-friendly and sustainable new family of 

biopesticides based on microalgae via circular economy approach (Joaquín Pozo, 

Biorizon Biotech)  

• REALM EU PROJECT: Reusing Effluents from Agriculture to unLock the potential 

of Microalgae (Joao Navalho, Necton)  

• SABANA EU PROJECT: Successful case in Blue Growth Economy (Cintia Gómez, 

UAL) 
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Cuadro 15 Resumen de actividades realizadas en el Curso de Experto en Procesos Sostenibles basados en Microalgas de 

le Universidad de Almería (España) 

 

 
Figura 12 Certificado de Asistencia ya Aprovechamiento del Curso de Experto en Procesos Sostenibles basados en 

Microalgas de le Universidad de Almería (España) 

 



 
 

     Unidad de Gestión de Programas 
 

Formulario de informe final para beneficiarios de Proyectos del Fondo de Incentivos 
Fecha de actualización: 26/02/2024                     Versión 3 

88 
 

  

 

 

Pasantía de Investigación en la Universidad de Almería 
 
La pasantía de investigación se realizó en la Universidad de Almería bajo la supervisión del 
Dr. Gabriel Acien. Este se realizó del 12 al 16 de setiembre del 2022. Durante esta pasantía 
de Investigación se pudo profundizar en el uso de sensores para el monitoreo de parámetros 
de cultivo como pH, Nivel el líquido, O2 disuelto y Temperatura.  
Se utilizó la tarjeta LabJack V12 como sistema de para incorporar sistemas de control y 
medición de parámetros. 

 
Figura 13 Tarjeta LabJack V12 
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Además, se realizaron evaluaciones del potencial de microalgas como bioestimulante, para 
ello se realizaron los siguientes ensayos. 

• Índice de germinación de berro (efecto giberelinas). 

• Efecto de auxinas en crecimiento de raíces de soja. 

• Efecto de citoquininas en el engrosamiento de cotiledones de pepino. 

• Efecto de las citoquininas en el contenido de clorofilas en las hojas de trigo. 
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Curso Avanzado de Biotecnología de Microalgas de Lisboa (LIMBAC) 
Se asistió al curso Avanzado de Biotecnología Microalgal organizado por A4f en Portugal, en 
el que se desarrollaron los temas de procesos industriales de Microalgas. Se contó con 
sesiones de laboratorio donde se analizaron colecciones de microalgas y técnicas de 
aislamiento de microalgas, y cultivos microalgales. También se tuvieron sesiones en la planta 
piloto de A4f donde se realizaron procesos de cosecha de microalgas y secado de Biomasa 
de Microalgas.  
Se visitó las instalaciones de la empresa AlGATEC la cuenta con 14 hectáreas para el cultivo 
de microalgas. 
El cronograma del curso fue el siguiente: 
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Figura 14 Certificado de participación del curso LIMBAC 2022 
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Fuente: https://www.linkedin.com/company/algafuel-s-a- 
 
  

https://www.linkedin.com/company/algafuel-s-a-
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Logros alcanzados  
Se logró participar en 3 eventos, dos curso internacionales y una pasantía, optimizando el 
uso de recursos Institucionales. En los eventos que se participó se tuvo la oportunidad de 
adquirir conocimientos en el área de la Biotecnología Microalgal los cuales se han 
implementado en los cultivos de microalgas del ITCR.  
Además, se generaron contactos internacionales con los que se ha trabajado en los últimos 
meses para la búsqueda de fondos, pasantías y proyectos en conjunto. 
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Difusión 
Se ofreció la charla Titulada Biorrefineria de Microalgas, la cual se brindó en distintas 
plataformas con un alcance de más de 400 visualizaciones 
 
https://www.youtubé.com/watch?v=kh0BqmG08so 
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