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y media-alta, respectivamente. Los colores celeste y azul son de prevalencia baja-media y baja,

TESPECTIVAITIEIIEC. ...eeuvieeiieentieeiteeteeeiteetteesteensteeateeseeesseessesnsaeseeasseenssesnseensseanseesssesnseessseenseensns 40

Figura 29 Analisis de abundancia relativa a nivel de filo en cada uno de los tratamientos y

concentraciones del EXPETTMENTO. ......c..eeecuiieeiiieeiiie ettt e s e e ere e e seaeeesereeeeaeeenes 40

3 Cddigo y Titulo del proyecto
Codigo: 1510131
Titulo: NanoBiofetilizantes: Uso de arcillas en la preparacion de Emulsiones de Pickering para
formulados agricolas a partir de biomasa microalgal de Arthrospira maxima

4 Autoresy direcciones

Indicar nombre completo de los y las participantes del proyecto, incluyendo el grado académico.
Debe especificarse la coordinacion.

Nombre Escuela Correo Electronico
Dr. Fabian Villalta Romero Biologia fvillalta@jitcr.ac.cr
Ing. Francinie Murillo Vega Biologia frmurillo@itcr.ac.cr
Lic. Alejandro Medaglia Mata | Biologia amedaglia@itcr.ac.cr
Dra. Karla Meneses Montero | Biologia kmeneses@itcr.ac.cr
Dr. Luis Alvarado Marchena Biologia lavarado@itcr.ac,cr
M.Sc. Mauricio Chicas | Biologia mchicas@itcr.ac.cr
Romero

M.Sc.  Maritza  Guerrero | Biologia (Jubilada) mguerrero@itcr.ac.cr
Barrantes



https://tecnube1-my.sharepoint.com/personal/fvillalta_itcr_ac_cr/Documents/Informe%20Final_Nanobiofertilizantes_Documento%201_final.doc#_Toc173961682
https://tecnube1-my.sharepoint.com/personal/fvillalta_itcr_ac_cr/Documents/Informe%20Final_Nanobiofertilizantes_Documento%201_final.doc#_Toc173961682
https://tecnube1-my.sharepoint.com/personal/fvillalta_itcr_ac_cr/Documents/Informe%20Final_Nanobiofertilizantes_Documento%201_final.doc#_Toc173961683
https://tecnube1-my.sharepoint.com/personal/fvillalta_itcr_ac_cr/Documents/Informe%20Final_Nanobiofertilizantes_Documento%201_final.doc#_Toc173961683

5 Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo principal evaluar el uso de arcillas para la formulacion de
Nanobiofertilizantes a base de microalgas por medio de emulsiones Pickering y su efecto en las
comunidades microbianas de suelo en cultivos de pifia. Como alcance de la investigacion se logrd
generar resultados y experiencia que permitiran solventar la limitada cantidad de investigacion en este
tema y en el desarrollo de formulaciones de emulsiones de biofertilizantes estabilizadas con arcillas, asi
como el efecto que tendria en el mejoramiento de las condiciones microbianas del suelo. La combinacion
de biomasas microalgales y arcillas permitié generar prototipos de formulaciones de un insumo agricola
que fue caracterizado con diferente técnicas y evaluado en parcelas experimentales en Buenos Aires de
Puntarenas en la empresa Pindeco; en los ensayos de campo no se observé un efecto en el peso de la
planta ni en la “hoja D” de la planta de pifia en algunas dosis y tratamientos. Ademas, se logrd analizar
el efecto en las comunidades microbioldgicas mostrando cambios en la abundancia y diversidad de los
microorganismos presentes. Se concluye que el uso de arcillas permitio estabilizar la biomasa de A.
mdxima para la formulacion de insumos agricola. Fue posible generar diferentes formulaciones, y se
procedid a someter a Secreto la que presentd mejor estabilidad. Al evaluar las formulaciones en cultivo
de pifia se observo un pequefio incremento en el contenido de grado Brix de los frutos, y un cambio en
la abundancia y diversidad de los microorganismos presentes en el suelo.

6 Palabras clave
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7 Introduccion

El problema investigado permitié generar experiencia en la construir emulsiones Pickering (arcillas
como surfactante) donde se trabajé con la biomasa microalgal de Arthrospira maxima para la
elaboracion de un bioinsumo agricola. Para ello se implementaron técnicas de caracterizacion tanto de
las arcillas empleadas que fueron caolin y bentonita como de la microalga la cual se sometio a procesos
de hidrolisis. Una vez caracterizadas las arcillas y la microalga se procedieron a generar un barrido para
genera una formulacién estable.

Diferentes formulaciones fueron evaluadas en el cultivo de pifia donde se determind el efecto sobre el
rendimiento, para lo cual se midi6 el peso seco de las plantas tratadas, asi como de la hoja D. También
se evalud el rendimiento en la cantidad de frutos, peso de los frutos y su calidad. Paralelamente, se
determino el efecto de las formulaciones en la dinamica de las comunidades microbianas del suelo como
pardmetro de mejoramiento de la biodiversidad y fertilidad.

Por lo que, esta investigacion permitié generar informacion para el desarrollo de formulaciones de
bioinsumos de microalgas que sean eficientes, asi mismo, generaron resultados de los efectos que
tuvieron en el mejoramiento de las condiciones microbianas del suelo en cultivos de pifia.

La combinacion de biomasas microalgales y arcillas en la formulacién de un insumo agricola permitio
generar un prototipo de producto que ademas de dar un estimulo a los cultivos por medio del contenido
de aminoacidos, fitohormonas, materia organica, macro y micronutrientes, permite mejorar la calidad
del fruto y la microbiologia del suelo

Ademas, la evaluacion de las comunidades microbianas en el suelo en los cultivos de pifia permitio
generar resultados importantes que permiten validar la necesidad de generar insumos como los
desarrollados. A pesar de que se cuenta en el mercado con diferentes insumos agricolas con nuevas
tecnologias que permiten aumentar los rendimientos de los cultivos, en la actualidad no se dispone de
un producto de tecnologia nacional a base de microalgas, que ademas de contribuir con las mejoras en
la calidad del fruto de pifia y contribuya a restablecer las comunidades microbianas del suelo.

Con esta propuesta se pudo avanzar en el desarrollo de una linea de investigacion de impacto cientifico
y tecnolégico que beneficia principalmente al sector agricola, atendiendo de esta forma la demanda
nuevas tecnologias que sean eficientes y amigables con el ambiente.

El objetivo general de la investigacion fue “Evaluar el uso de arcillas para la formulacion de
Nanobiofertilizantes a base de microalgas por medio de emulsiones Pickering y su efecto en las
comunidades microbianas de suelo en cultivos de pifia”.



8 Marco Teorico

Las microalgas son un amplio grupo de organismos procariotas y eucariotas, estos microorganismos se
caracterizan por realizar fotosintesis; en los ecosistemas acuaticos son consideradas como los
productores primarios mas abundantes. A nivel econdmica su interés ha venido en aumento pro su
capacidad de que su cultivo emplea la energia solar, tienen uno de los mayores rendimientos de
produccion de biomasa anual, la composicion bioquimica puede modificarse facilmente variando las
condiciones ambientales y/o la composicion del medio de cultivo. Esto permite que, bajo ciertas
condiciones, muchas especies de microalgas pueden acumular en altas concentraciones compuestos de
interés comercial, tales como proteinas, lipidos, almidon, glicerol, pigmentos naturales o biopolimeros.
Ademés de que existen varios millones de especies de algas y microalgas. (Saifullah et al., 2014;
Hernandez-Pérez & Labbé, 2014).

Estas caracteristicas las hacen ser versatiles para diferentes usos, entre ellos tenemos el tratamiento de
aguas residuales, pues pueden generar beneficios como reduccion de la demanda quimica o biologica
de oxigeno, DQO o DBO, remocion de nitrogeno y fosforo, remocion de metales pesados y remocion
de patogenos. También se puede usar para extraccion de pigmentos o alimento para humanos o animales,
obtencion de productos biotecnologicos con uso en medicina, farmacia y/o cosmética. También es
posible usar microalgas como biofertilizante a en produccion de biocombustibles. (Hernandez & Labbé,
2014)

Para el caso de la produccion de biocombustibles se puede hacer por gasificacion o pirolisis, obteniendo
carbon vegetal, llamado Biochar o Biocarbon, que posee un alto potencial como fertilizante en la
agricultura.

Mientras que el potencial de las microalgas como biofertilizantes radica en que contienen altos niveles
de micronutrientes y macronutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas. Asi como algunos
reguladores de crecimiento, poliaminas, enzimas, hidratos de carbono, proteinas y vitaminas aplicadas
para mejorar el crecimiento vegetativo y el rendimiento. Por lo tanto, se mejoran no solo las
caracteristicas del suelo, sino ademas genera un efecto favorable sobre el estado nutricional de las
plantas (Garcia & Martel, 2004).

Varios estudios han establecido una asociacion entre una mayor absorcion de nutrientes, mayor
acumulacion de biomasa y mayores rendimientos de los cultivos debido a la incorporacion de
biofertilizantes a base de microalgas. Un estudio determind los efectos de los extractos de algas sobre
la germinacion de semillas, y observé una germinacién mas rapida y un mayor crecimiento de las
semillas de arroz. Otros estudios mas recientes obtuvieron resultados similares utilizando extractos de
algas marinas en las semillas de tomate y trigo (Garcia-Gonzalez & Sommerfeld, 2015). Se ha mostrado
que el estiércol de vaca y la microalga Spirulina platensis tienen un potencial significativo como
biofertilizantes para mejorar el crecimiento y el rendimiento de plantas de maiz (Dineshkumar et al
2017).

Es por ello se ha usado como acondicionadoras de suelos por muchos afios en la agricultura en paises
asiaticos como China e India, donde proveen més de 20 kg nitrogeno h™! afio”!. Algunas cianobacterias
fijadoras de nitrégenos como Anabaena, Nostoc, Aulosira, Tolypothrix y Scytonema han sido utilizadas
en los cultivos de arroz. Mientras, el mucilago producido por las especies productoras del género
Chlamydomonas sp. se han utilizado como acondicionadores del suelo para controlar la erosion de los
suelos irrigados mediante pivote en América del Norte. (Naidoo et al., 2013).

Experimentos de campo realizados durante las ltimas dos décadas por parte del Instituto Indio de
Investigacion Agricola (IARI), Nueva Delhi, utilizando microalgas azul verdosas como biofertilizante



rural, han demostrado que se puede proporcionar de 25 a 30 kg de microalgas como fuente de nitrégeno
por hectarea por ciclo. Aumento hasta el 30% del rendimiento de los cultivos de arroz. Por otra parte,
las microalgas también afiaden (1) materia organica, (2) sintetizan y liberan aminoacidos, vitaminas y
auxinas, (3) reducen el contenido de materia oxidable de la tierra, (4) proporcionan oxigeno a la rizosfera
sumergida, (5) mejoran la salinidad y funcionan como tampon para el pH, (6) solubilizan fosfatos, y (7)
aumentan la eficiencia del uso de fertilizantes (Uysal et al., 2015).

De igual manera, Tripathi et al. (2008) evalud el rol de las microalgas azul verdosas como biofertilizante
en la mejora de la demanda de nitrogeno y el estrés por cenizas volantes en el crecimiento y rendimiento
de plantas de arroz (Oryza sativa L). Se observé una mejora significativa de crecimiento de las plantas
que crecen en suelos enmendados con algas en comparacion con un suelo de jardin. El estudio sugiere
que el uso integrado de microalgas, cenizas volantes mejora el crecimiento, el rendimiento y la
composicion mineral de las plantas de arroz ademas de reducir la gran demanda de fertilizantes
nitrogenados.

La agricultura tiene una gran importancia en la economia de nuestro pais debido a su contribucion en la
produccion interna y en la generacion de empleos. Sin embargo, a pesar de que los fertilizantes sintéticos
permitieron aumentar la productividad de alimentos, el uso excesivo de los mismos ha ocasionado
grandes dafios ambientales. En Costa Rica, se reportan valores de consumo de fertilizantes de hasta 980
kg/ha productiva, cifra que supera a los datos reportados para el resto de paises latinoamericanos y
europeos (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2018).

Costa Rica por el alto uso de fertilizantes es responsable del 40% de las emisiones de los Gases de
Efecto Invernadero (GEI, volatilizacion y denitrificacion de NH3 y NO,), ademas de la contaminacion
de nitratos en aguas destinadas para el consumo humano y la pérdida de la diversidad microbiologica
del suelo, agua y demds ecosistemas asociados al recurso acuatico (Bhardwaj 2014). Las actividades
agricolas y ganaderas contribuyen directamente a la emision de gases con efecto invernadero, bajando
a su vez los rendimientos en la agricultura a mediano plazo (Vindas-Segura, 2009).

Ante este panorama, el sector agrario requiere de tecnologias innovadoras que le permitan mitigar los
efectos al ambiente y al cambio climatico, generando a su vez un incremento en la productividad
agricola, donde hoy dia es altamente demandante. Adicionalmente, el mercado es cada vez es mas
exigente, principalmente en Europa, donde se exportan diversos productos agricolas y por tanto, Costa
Rica se ve obligado a realizar cambios inmediatos en las practicas agropecuarias, tales como el uso de
fertilizantes amigables con el ambiente, innovadores y eficientes, con menor huella de carbono (Pérez,
2018).

Las microalgas han sido objeto de estudio por parte del sector académico y la industria, tanto a nivel

nacional como internacional, con el fin de lograr el desarrollo y la innovaciéon (I+D+i) de nuevos
productos que respondan a cambios inmediatos en el sector agricola, especialmente en el desarrollo de
nuevas formulaciones de biofertilizantes (Coppens et al., 2016; Grunert et al., 2016; Zhang et al., 2017).
Algunas investigaciones han mostrado que la aplicacion de formulaciones de biofertilizantes
microalgales en semillas de arroz acelera el proceso de germinacion y el crecimiento de las plantulas;
asi mismo, este efecto se ha reportado en las semillas de tomate y trigo (Garcia-Gonzalez & Sommerfeld,
2016). Investigaciones recientes muestran, que la aplicacion de biofertilizantes microalgales contribuye
en el aporte de materia organica, reduccion del contenido de materia oxidable de la tierra, oxigenacion
de la rizosfera sumergida, control de la salinidad y del pH, aumentando la eficiencia del uso de
fertilizantes (Uysal et al., 2015). Otros autores reportan, que los biofertilizantes mantienen el ambiente

del suelo rico en todos tipos de micro y macroelementos a través de la fijacion de nitrogeno,



solubilizaciéon o mineralizacion de fosfato y potasio, liberacion de sustancias reguladoras del
crecimiento, produccidn de antibidticos y biodegradacion de la materia organica en el suelo. Cuando los
biofertilizantes se aplican como semilla o inoculantes del suelo, se multiplican y participan en el ciclo

de nutrientes y productividad de cultivos (Sinha 2011, Singh 2011).

A pesar de los multiples beneficios del uso de las microalgas como biofertilizantes, es necesaria una
adecuada formulacion para hacer mas eficiente la asimilacion de los nutrientes por la planta. En el caso
de esta propuesta, se pretende aprovechar el contenido aminodcido, fitohormonas y reguladores de
crecimiento entre otros nutrientes, presentes en microalgas costarricenses para evaluar su potencial
como biofertilizante alternativo. La formulacion del biofertilizante sera a través de una emulsion tipo
Pickering, donde se usan arcillas como interface o emulsificante para la estabilizacion de la emulsion,
procurando generar una liberacion controlada de los nutrientes. Este abordaje permitiria industrializar
el fertilizante, a través de un control estricto de su formulacion, estabilidad para el almacenaje,
reproducibilidad y escalabilidad. Para ello como paso final del proyecto se ensayara en cultivos de
ambiente controlado.

El uso de surfactantes como adyuvantes para facilitar la accion de biomoléculas es conocida, la cual
permite a por medio de la reduccién del tamafio de las gotas, aumentar la adhesion en la planta y la
humectabilidad. Los surfactantes también facilitan la movilidad de las moléculas por la cuticula, lo que
disminuye la barrera que esta presenta (Fagerstrom, 2014; Schreiber & Schonherr, 2009). Dentro de los
surfactantes se puede hacer uso de sustancias idnicas, no ionicas e incluso arcillas, que son parte de las
emulsiones Pickering. Las emulsiones Pickering, son las que usan particulas coloidales para estabilizar
ya sea el agua en el aceite (emulsiones W/O) o el aceite en el agua (emulsiones O/W), de tal forma que
se encuentran en la interfaz agua-aceite, ocasionando que haya equilibrio mecéanico. Para que esto ocurra
las particulas deben tener tamanos de nanémetros a micrémetros. Este tipo de emulsion es empleado en
los casos donde el uso de los surfactantes causa efectos adversos como lo es irritacion, formacion de
espuma, toxicidad, u otras interacciones no deseadas en la aplicacion como fertilizante. Se ha reportado
emulsiones Pickering donde hay una reduccion en irritacion de tejidos, ademas de presentar versatilidad
en cuanto a la viscosidad, pues se puede ajustar con la concentracion de particulas solidas. (Zoppe,
Venditti, & Rojas, 2012)(Frelichowska, Bolzinger, & Chevalier, 2010). Algunos de los materiales mas
estudiados en este tipo de emulsiones estan el carbonato de calcio y las arcillas y se han estudiado este
tipo de emulsiones en la formulacidén de productos para el sector agricola (Auweter, Behrens, & Ngai,
2009).

Las arcillas son de interés en la estabilizacion de emulsiones pickeing, ya que estas son faciles
de conseguir, bajo costo, amigables con el ambiente, y afines al suelo, pueden ser pre-tratadas

con compuestos organicos y generar particulas anfifilicas que ayudan a la estabilidad de las

emulsiones. Ademas, tienen propiedades interesantes que favorecen su aplicacion entre ellas



estan: fijar cationes sobre sus superficies 0o, menudo pueden presentar moléculas organicas
como especies adsorbidas, de tal forma que puede ser vehiculos para el transporte de moléculas.

(Touzouirt et al., 2018).

Finalmente, es necesario conocer el efecto de los nanobiofertilizantes en la diversidad microbiana del
suelo, donde hasta la fecha se cuenta con muy pocos estudios a pesar de que, en los Gltimos afios, ha
crecido la importacion de formulaciones de microalgas para uso agricola.

Este estudio pretende generar un nuevo producto a partir de microalgas y emulsiones Pickering a partir
de arcillas comunes que ademas de dar un aporte nutricional a los cultivos por medio del contenido de
aminoacidos, fitohormonas, materia orgdnica, macro y micronutrientes, también cuente con los
beneficios que aportarian las arcillas, las cuales permitirian estabilizar las emulsiones y actuar como
vehiculos para la liberacion controlada de los nutrientes proporcionando una mayor superficie activa.
En paralelo se requiere realizar una completa caracterizacion, fisicoquimica, espectroscopica y
microscopica de las emulsiones y de la composicion genética de las comunidades microbianas posterior

a las aplicaciones en los cultivos.



9 Metodologia

9.1 Establecer un prototipo de sistema para el cultivo microalgal de
Arthrospira maxima en biorreactores de capa fina.

9.1.1 Diseifiar un sistema integrado de cultivo de Arthrospira mdaxima usando un sistema
de capa fina.

La microalga Arthrospira maxima proveniente del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, se utilizo durante la ejecucion de la propuesta. El alga fue registrada
en CONAGEBIO.

Se partié de un in6culo de matraces de 25ml y con volumen de cultivo de 5ml, a 110 rpm a temperatura
ambiente de 25°C (£1°C). La iluminacion artificial con lamparas fluorescentes fue de 1200 lux. Estos
cultivos se escalaron hasta 10000 litros.

El indculo inicial en el cultivo de capa fina sera de entre 1,0 x10%cel/ml y los muestreos se realizaran
cada dos dias mediante el método de muestreo sin reemplazo. El incremento de la biomasa microalgal
se realizo por medio de conteo celular en una camara Neubauer, colocando 10 pl de muestra del cultivo
en la camara, se cuenta por duplicado cada muestra, segiin Moheimani et a 1. (2013)

Posteriormente de colectar las muestras y de contar el nimero de células por mililitro, se procedio a
evaluar el peso seco cada dos dias. Se toma papel filtro de nitrocelulosa de 110mm previamente pesado
y tarado. Se filtran 20ml de muestra al vacio utilizando un kitasato y un embudo Biichner y se lava el
filtro con 10ml de agua destilada para limpiar la biomasa de la presencia de sales y/o residuos. Se
determino el peso seco con la balanza de humedad (Radwag PMRS50).

9.1.2 Realizar cultivos microalgales empleando aguas residuales de sistemas
agropecuarios y agroalimentarios

El medio de cultivo de las microalgas que se utilizé vacaza (protocolo en Secreto Industrial establecido
por el ITCR). Las aguas residuales fueron caracterizadas a nivel quimico y fisico con el fin de establecer
los volumenes a utilizar en el cultivo masivo. Debido a problemas de contaminacion no se obtiene el
crecimiento esperado en el cultivo. Se tuvo que realizar el cultivo con medio industrial, y su cultivo en
el Raceway. Se este cultivo se cosechaba el 10% y se centrifugd a 5000 rpm (Westfalia, GEA).

9.1.3 Realizar procesos de secado y molienda de las microalgas

La biomasa obtenida se realiz6é un ensayo de cinética de secado evaluando diferentes temperaturas 50,
60, 70 y 90°C. Se determind la curva de cinética de secado para cada condicion; se tomaran mediciones
del peso de las muestras cada 30 minutos hasta alcanzar el peso constante.

La biomasa obtenida en el proceso de secado, a diferentes temperaturas, se sometié a un proceso de
molienda, en donde se determinara el tamafio de particula necesario para poder elaborar una suspension
microalgal, de esta manera determinar por medio de espectrofotometria la velocidad de sedimentacion.

9.1.4 Rotura celular por método de ultrasonicacién, homogenizacidn e hidrdlisis enzimatica.

Se realiz6 la rotura celular como pretratamiento de biomasa microalgal para la liberacion de proteinas
y preparacion de emulsiones mediante el uso de ultrasonido y enzimas.

La biomasa de cada cultivo de microalga se disolvera en agua destilada a una proporcion de 10% m/v.
Se coloca la disolucion en un tubo tipo Falcon de 50 mL y se coloca en una bafio de hielo. Se realiza la
ultrasonificacion (Ultrasonic Processor UP400S) a 325 y 260 Vatios de potencia y se tomo6 muestras a
los 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min, se tom6 1 mL y se colocd en tubos Eppendorf. Se centrifugd (Sorvall,



Legend XIR, Termo Scientific,) cada tubo a 5000 rpm durante 10 minutos. Se toma el sobrenadante
después de la centrifugacion para realizar una medicion de absorbancia. Se mide a 260 y 280 nm para
cuantificar la cantidad de proteina y acidos nucleicos libres.

La hidrolisis enzimatica de la biomasa de microalgas se realiz6 con el objetivo de obtener mayor
cantidad de aminoécidos libres. Se tomo la biomasa previamente tratada y se colocara en los reactores
de hidrdlisis. Se afiadio un coctel enzimatico a una concentracion de 4% v/m respecto a la biomasa seca.
Las proteasas se dejaran por 24 h a 37°C.

Se evalud el efecto del hongo (Trichoderma harzianum, HUMITEC BIOTERRA de Agricola Piscis) . y
la bacteria Bacillus subtilis (Serenade®, Bayer) en la hidrélisis de proteinas y materia organica de las
biomasas microalgales previamente tratadas.

Para la determinacion de la eficacia de rotura se realizé la cuantificacion de proteinas extraidas en el
citoplasma utilizando el método de cuantificacion de Bradford (Bradford, 1976). Se realizara un anélisis
histologico de las microalgas donde se evaluard mediante Microscopia Electronica de Transmision
(TEM) el grado de lisis celular para determinar cudl tratamiento permite de manera mas eficiente la
liberacion extracelular de los compuestos bioactivos.

9.2 Establecer un protocolo de formulacion de Nanobiofertilizantes a base
de microalgas por medio de emulsiones Pickering estabilizadas con
arcillas.

9.2.1 Caracterizacion mediante Microscopia Electréonica de Transmision (MET) y
caracterizacion fisicoquimica.
La biomasa seca 4. maxima obtenida después de la molienda fue procesadas quimicamente para su
observacion mediante Microscopia Electronica de Transmision (MET). Para determinar el grado de
particula o presencia de agregados. Se realiz6 una fijacion inicial durante al menos 24 horas empleando
el fijador de Karnovsky (Karnovsky, 1965), el cual consiste en una mezcla de glutaraldehido al 2.5%
v/vy paraformaldehido al 2% m/v con el fin de fijar las proteinas y conservar la ultraestructura celular.
Posteriormente se realizdé una post-fijacion de alrededor de 2 horas empleando tetradxido de osmio
(Os0y4) con el fin de fijar lipidos insaturados presentes en la muestra.
Consecutivamente, se realizd un proceso de deshidratacion de las muestras mediante el uso de
concentraciones ascendentes de acetona (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%) vy,
posteriormente, se realizaron lavados con acetona:resina (1:1) para promover la transicion entre
solventes y la infiltracion de la resina. Finalmente, se realizd lavados con resina pura y luego, se
transferiran las muestras a un molde en el cual se realizo el proceso de curado o de inclusion de la resina
a una temperatura de 80°C durante 48 horas.
Una vez terminada la inclusion, las muestras fue cortadas empleando un ultramicrétomo (Leica, EM
UCT7) con el fin de obtener segmentos de aproximadamente 80 nm de grosor. Dichos cortes fueron
colocados en rejillas de cobre de 200 mesh (TedPella Inc.) y analizaron utilizando un Microscopio
Electrénico de Transmision (JEOL JEM-2100), a diversas magnificaciones y a un voltaje de aceleracion
de 100.00 kV para la determinacion de la morfologia y didmetro aparente de las particulas. Este analisis
se realizo en el Laboratorio Institucional de Microscopia del ITCR.

En paralelo se determinard la caracterizacion fisicoquimica de la biomasa, por medio de analisis

fisicoquimicos en el Centro de Investigaciones Agronémicas de la Universidad de Costa Rica. Para cada
lote de biomasa microalgal se analizara lo siguiente:

e Liquido Quimico Completo (N, P, Ca, Mg, K, Cu, Fe, Zn, Mn, B, S)



9.2.2 Caracterizar la biomasa microalga y el nanobiofertilizantel por resonancia
magnética, espectroscdpica, microscopicay reoldgica

Para la completa caracterizacion de las formulaciones se realizaran las mediciones haciendo uso de
técnicas como la Resonancia Magnética Nuclear ('H y *C); espectrometria UV-visible, fluorescencia,
espectrometria de masas y determinacion del tamafio de particula por Dispersion de luz dindmica (DLS)
y microscopia electronica de transmision.

Las muestras fueron analizadas en un Equipo de Resonancia magnética nuclear ("H y '*C) con 60 MHz
de resolucion de la Spinsolve del Instituto Tecnologico de Costa Rica. Las muestras solidas fueron
disueltas en una mezcla de agua deuterada al 10%; en el caso de las formulaciones liquidas se tomo6 900
uL y se le agregara 100 puL de agua deuterada. Estas fueron transferidas a los tubos de resonancia
magnética nuclear con la ayuda de una pipeta Pasteur o una micropipeta.

A partir de los espectros obtenidos se identificaran las sefiales obtenidas por medio de su desplazamiento
quimico, estas fueron tabuladas

Para la caracterizacion por espectroscopia UV-visible de la biomasa de microalgas, las muestras solidas
fueron disueltas en agua destilada. Se realiz6 un espectro de absorbancia de las muestras en el rango de
los 200-800 nm haciendo uso de cubetas de cuarzo en un Espectrofotometro Shimadzu UV-1800 del
Centro de Investigacion de Biotecnologia. Se realizd las diluciones correspondientes hasta obtener
absorbancias que no saturen las sefiales, menorala 1 U.A .

Las biomasas también fueron analizadas en el equipo de Espectrometria de Masas en el Instituto
Tecnolégico de Costa Rica. Se generaron espectros de masas de los principales componentes de las
biomasas analizadas, la identificacion de los compuestos presentes se realizo por medio de la busqueda
en librerias de espectros de masas. Para la preparacion de la muestra se pes6 5 mg de biomasa seca. en
un falcon de 15 mL. Se agrego 100 pL de disolucion oxidante y dejo en la capilla de gases a temperatura
ambiente por 1 h. Luego se agrego 10 mg de metabisulfito de sodio (liberacion de gases) y se dejo en la
capilla de gases hasta que todo el dioxido de azufre escape. Después se agregé 200 uL de HCL
concentrado y se calentd a 110 °C durante 24 h. Posteriormente se agregoé 200 uL de NaOH 10 M y se
ajusta el pH a 3 con 40 uL de Acido Férmico y 60 puL. de Agua grado MS, se centrifugé a 1300 rpm por
10 min. Se tomd 8,5 uL. de muestra y se ponen en un eppi de 1,5 mL. Se agregd 15 uL del estandar
interno (extracto de microalgas 13C). Se agregd 100 pL de acetonitrilo grado masasy 100 pL de MeOH
donde se observo la formacion de un precipitado. Se centrifugdé 10 min a 1000 rpm. Se transfirio 200
nL (sin tocar el precipitado) a un vial con inserto. Se inyectan 10 L. de muestra al equipo de masas.
Para la caracterizacion por determinacion del tamaifio de particula (DDL), se realizaron mediciones de
Dispersion dindmica de luz (DDL) con el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern) del Instituto Tecnologico
de Costa Rica. Se utiliz6 una cubetas de poliestireno cuadradas de 12 mm (DTS0012) y Celda capilar
plegada desechable (DTS1070). Las muestras fueron diluidas en agua, y se analizaron a un angulo de
observacion de 90°, utilizando parametros de indice de refraccion de 1.333 y de viscosidad de 0.900 cP.
Empleando el mismo equipo, se realizaron los analisis de potencial zeta de cada una de las emulsiones,
y sus diluciones en caso de ser necesarias, con el fin de obtener informacion acerca de la carga superficial
de las particulas. A partir de la informacion obtenida se compard el tamafio de particula y el indice de
polidispersidad de las mezclas haciendo uso de métodos de comparacion estadisticos.

La caracterizacion por medio de Microscopia electronica de Transmision (MET) de biomasa de
microalgas con ruptura celular, seran analizadas inmediatamente después de su proceso de formulacion
empleando un microscopio electronico de transmision (JEOL JEM-2100), a diversas magnificaciones y
a un voltaje de aceleracion de 100.00 kV para la determinacién de la morfologia y diametro aparente de
las particulas.

9.2.3 Caracterizar el fluido de la de la biomasa microalga y el nanobiofertilizante con
ruptura, tales como: la viscosidad, estabilidad, tipo de fluido y tamaiio de gota



Para determinar la viscosidad y estabilidad de la biomasa microalgal con ruptura celular se realizaran
mediante el uso de un redmetro rotatorio, la viscosidad empleando una temperatura de 25,0+0,1°C.
Posteriormente se realizo la determinacion de la estabilidad de cada una de las emulsiones con respecto
a la temperatura, se medio la viscosidad entre 20-40°C.

Para generar la caracterizacion del tipo de fluido, se hizo una determinacion del barrido oscilatorio de
esfuerzo usando una redmetro rotatorio a una frecuencia de 1Hz, mientras que para la determinacion del
barrido de frecuencia se empleara un esfuerzo 1Pa; estas mediciones se realizaron a 20,0+0,1 °C.
Mediante estos barridos se obtendra el tiempo que requiere para poder fluir y el tipo de fluido que es
viscoso o viscoelastico y con ello las propiedades inherentes al fluido formado.

Para determinacion cualitativa del tamafio de particula se observo a través de la difraccion de un puntero
laser. Las medidas de tamaio y la variacion de las particulas con el tiempo son pardmetros de estabilidad,
importantes y se pueden observar mediante fotografias por microscopios de luz.

2.4 Preparar formulaciones de los nanobiofertilizantes a base de microalgas y emulsiones
Pickering, estableciendo su estabilidad ante pH y salinidad, asi como sus propiedades reoldgicas.

Para la formulacion de las emulsiones de Naonobiofertilizantes, el hidrolizado liquido acuoso de las
microalgas se integro a una emulsion Pickering, como medio de formulacion de un nanobiofertilizante.
Se utilizaron las arcillas bentonita o caolinita, como agentes surfactantes. Se realizaran barridos de
formulacién que cambiando variables tales como: relacion agua/medio oleoso (70/30, 50/50, 30/70),
concentracion y tipo de arcilla (al menos tres concentraciones), y se observara la estabilidad de la
emulsion en el tiempo. Se seleccionard la emulsion que cumpla con las condiciones de mayor
estabilidad, observando en el microscopio de luz su coalescencia. Se realizaran suspensiones coloidales
en agua a través de las sonificacion de las arcillas en agua, generando tres concentraciones para cada
arcilla. Las emulsiones obtenidas mas estables se estudiaran posteriormente su comportamiento
reoldgico y estabilidad ante la temperatura.

9.3 Determinar el efecto de las formulaciones de nanobiofertilizantes en el
rendimiento agrondomico (cultivo de pifia) y en las comunidades
microbianas del suelo asociadas al cultivo.

9.3.1 Realizar las aplicaciones de los nanobiofertilizanes a cultivos de pifia y evaluar su
efecto en desarrollo de la planta.

Se estudio el efecto de tres preparados de microalgas y un control comercial, para un total de 4

tratamientos Se estudio 4 dosis de aplicacion para cada formulado y un control absoluto sin aplicacion.

Cada tratamiento se realizo por triplicado, para un total de 48 unidades experimentales para la totalidad

del ensayo.

Cada unidad experimental cuent6 con un tamafio de 16 x 16 m, para un area de 264 m?, por lo que la
parcela experimental para el ensayo fue de 6336 m?,. Cada unidad experimental cuentd con 1800 plantas,
para un total de 43 200 plantas requeridas para el ensayo. La semilla empleada fue de calidad media
baja, con peso de 9 a 12 onzas.

Los biofertilizantes se aplicaran por medio de aspersion con un spray boom experimental, siendo las
dosis de cada producto de 0, 1.08, 2.15, 4.30 mL/L de solucion. La frecuencia de aplicacion sera al
momento de la siembra, al mes, a los dos meses y cada 15 dias después del segundo mes de cultivo hasta
el mes 9, para un total de 17 aplicaciones. Las aplicaciones se haran previo a la aplicacion de fertilizantes
sintéticos o herbicidas. Se realizard muestreos de nucleos de suelo hasta 15 cm de profundidad previo a
la siembra, en el mes cero, 2, 5, 7, 9 y 11. Se tomaran 3 nicleos de cada unidad experimental por cada
tiempo de muestreo, se realizara un cuarteo para realizar las mediciones. Cada evaluacion consiste en



48 mediciones, en cada muestra de suelo una de ellas, se realizard un analisis genético de las
comunidades microbianas

Cuadro 1 Tratamientos, dosis, tamariio de las parcelas y programa de aplicacion de microalgas en piiia

Volum Volume | Volume
Sub | Dosi | Dosi | Are n n Lt
Trat en
(Product | _° s s a | Lt/tr | Sobran agua produc | product totales
0) Tra | (L/h [(ml/|(m2]| at te (It) tftal to o Product | Produc
t. a) L ) (It)/cicl | (ml)/cic | o/ Trat to
(L) .
o lo 21 ciclos
0 0 0 1264|494 45 94,4 | 0,000 | 0,000 0,00
1 1120 |1,08(264| 49,4 | 45 94,4 | 0,102 [101,917| 2,14 14.9
3 | 4,0 |2,15|264 49,4 45 94,4 | 0,203 [202,891| 4,26
6 |80 (430(264| 494 | 45 94,4 | 0,406 |405,782| 8,52
0O 00| 0 |264 49,4 45 94,4 | 0,000 | 0,000 0,00
5 1120 |1,08(264| 49,4 | 45 94,4 | 0,102 |101,917| 2,14 14.9
3 |40 (215|264 494 45 94,4 | 0,203 [202,891| 4,26
6 | 80 (430|264 494 45 94,4 | 0,406 |405,782| 8,52
01 00| 0 |264 49,4 45 94,4 | 0,000 | 0,000 0,00
3 11 2,0 |1,08 264 49,4 45 94,4 | 0,102 |101,917| 2,14 14.92
3 | 4,0 [2,15]264 49,4 45 94,4 | 0,203 (202,891 4,26
6180 (430]264| 494 | a5 | 944 | 0406 |205782| 8,52
0O 1 o00]| 0 |264 49,4 45 94,4 | 0,000 | 0,000 0,00
A 1120 |1,08(264| 49,4 | 45 94,4 | 0,102 |101,917| 2,14 14.9
3 |40 (215]|264| 494 | 45 94,4 | 0,203 [202,891| 4,26
6| 80 |430]264 49,4 45 94,4 | 0,406 |405,782| 8,52
Cuadro 2 Codigo de las parcelas del ensayo de aplicacion de microalgas en pinia
Formulacién Dosis Réplica | Cdédigo | Formulacion Dosis Réplica | Cadigo
(mL/L) P g (mL/L) P g
1 0 1 1.1.0 3 0 1 3.1.0
1 1.08 1 1.1.1 3 1.08 1 3.1.1
1 2.15 1 1.1.2 3 2.15 1 3.1.2
1 4.30 1 1.1.3 3 4.30 1 3.1.3
1 0 2 1.2.0 3 0 2 3.2.0
1 1.08 2 1.2.1 3 1.08 2 3.2.1
1 2.15 2 1.2.2 3 2.15 2 3.2.2
1 4.30 2 1.2.3 3 4.30 2 3.2.3
1 0 3 1.3.0 3 0 3 3.3.0




1 1.08 3 1.3.1 3 1.08 3 331
1 2.15 3 1.3.2 3 2.15 3 3.3.2
1 4.30 3 1.3.3 3 4.30 3 3.3.3
2 0 1 2.1.0 4 0 1 4.1.0
2 1.08 1 2.1.1 4 1.08 1 411
2 2.15 1 2.1.2 4 2.15 1 4.1.2
2 4.30 1 2.13 4 4.30 1 4.13
2 0 2 2.2.0 4 0 2 4.2.0
2 1.08 2 221 4 1.08 2 4.2.1
2 2.15 2 2.2.2 4 2.15 2 4.2.2
2 4.30 2 2.2.3 4 4.30 2 4.2.3
2 0 3 2.3.0 4 0 3 4.3.0
2 1.08 3 231 4 1.08 3 43.1
2 2.15 3 2.3.2 4 2.15 3 4.3.2
2 4.30 3 2.3.3 4 4.30 3 433

Se seleccionaran 10 plantas por tratamiento, eliminado las plantas que puedan ser influenciadas por el
efecto de borde. Se tomaran datos peso de la planta, peso de la hoja D, peso del fruto, calidad del fruto.
Para determinar el cambio de la comunidad microbiolégicas con la aplicacion de los
nanobiofertilizantes, se realizaran andlisis de suelo al inicio y al final del ensayo en cada uno los
diferentes tratamientos de los dos bloques establecidos. Se tomaran 10 muestras en diferentes puntos de
cada bloque, eliminado la cobertura vegetal y rastrojo; para la toma de las muestras se utilizara un
barreno tomando los primeros 10 cm de cada punto de muestreo. En cada bloque de tratamiento se
juntaran las muestras recolectadas y se disgregaran los terrones hasta obtener tamafios de particulas
menores a 1 cm. Se realizara la técnica del cuarteo en cada tratamiento hasta obtener un tamafio de
muestra de 500g, para los analisis de suelo.

Se realizaran analisis de fisico-quimico para la determinacién de, Ca, Mg, K, P, Cu, Fe, Zn, Mn,
contenido de materia organica, pH, conductividad eléctrica, metales pesados (Cd, Cr, Co, Pb, Ni),
retencion de fosforo, retencion de agua, densidad de particulas entre otros. Estos analisis se realizaran
en el Centro de Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Costa Rica mediante la contratacion
de servicios.

9.3.2 Analizar y comparar la composicion de las comunidades microbianas del suelo
cuando se aplica en nanobiofertilizante a base de microalgas

Para el analisis de poblaciones microbioldgicas del suelo se tomaran 2 muestras de aproximadamente
10 g de suelo para cada tratamiento al inicio, a los 6 meses y los 12 meses de aplicacion del
nanobiofertilizante y se transportan al laboratorio. Se hace una muestra compuesta de cada tratamiento,
se mezclan vigorosamente y se divide en 4 proporciones iguales. De una de las proporciones se hace la
extraccion de ADN por duplicado. Para esto se utilizara el kit FastDNA Spin Kit for Soil (MP
Biomedical, USA). Inicialmente hace la lisis de 500 mg de suelo mediante el uso de la matriz de lisis E
(MP Biomedical, USA) la cual contiene esferas de ceramica, de silica y de vidrio. Esto se hara con el
equipo FastPrep-24(MP Biomedicals, USA) a una velocidad de 5.5 m/s durante 30 s. Posteriormente se
sigue el protocolo recomendado por el fabricante para el FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedical,
USA).

El analisis de las comunidades microbianas se realizard mediante la construccion de bibliotecas de
amplicones para la deteccion de la region hipervariable V3-V4 del 16S rRNA, con los imprimadores
Bakt 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) y Bakt 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC).
Posteriormente se realizara la secuenciacion “pair-end” en un equipo Illumina MiSeq (Illumina, USA).
Este procedimiento se realizara al ADN aislado previamente, el cual sera enviado a las facilidades de



Macrogen (Macrogen, Corea del Sur) para la aplicacion del protocolo para el analisis de las
comunidades microbianas.

Los datos crudos generados por la secuenciacion en el MiSeq (Illumina, USA) se analizaran siguiendo
un protocolo similar al descrito por Arce-Rodriguez et al. (2016). Resumidamente, se usard el paquete
bionformatico Mothur (Schloss et al. 2009), para alinear las secuencias limpias con bases de datos como
Silva bacteria (Quast et al. 2013). El analisis de los taxones mas abundantes (OTUs con abundancia
relativa mayor a 0.05%) se usaran para la posterior clasificacion con la base de datos RDP (Ribosomal
Database Project). El andlisis filogenético se realizard tomado como referencia las secuencias de bases
de datos curadas del NCBI. El programa MEGAG6 (Tamura et al. 2016) se usara en la construccion de
arboles filogenéticos con el método de maxima verosimilitud con remuestreo (bootstrap). Los recursos
computacionales para el andlisis bioinformatico seran provistos por el Colaboratorio Nacional de
Computacion Avanzada (CNCA) en el Centro Nacional de Alta Tecnologia (CeNAT-CONARE).

3.3 Analizar el efecto de los tratamientos de nanofertilizantes respecto a las caracteristicas
vegetativas y reproductivas, asi como la calidad del fruto de la piiia.

Las variables biométricas de la planta a medir en las plantas de pifia peso de la planta y peso de la hoja
D . Los frutos seran evaluados respecto al Peso y calidad,. Al jugo de la pifia se le realizara
determinacion de grados brix (°Bx) y analisis quimico. Se evaluaron 10 frutos por unidad experimental
para un total de 240 frutos a analizar. Estas mediciones seran realizadas por la empresa PINDECO. Se
analizaran 10 plantas por parcela



10 Resultados

10.1 Establecer un prototipo de sistema para el cultivo microalgal de
Arthrospira maxima en biorreactores de capa fina.

10.1.1 Diseiar un sistema integrado de cultivo de Arthrospira mdxima usando un sistema
de capa fina.

Se realizo el cultivo de A maxima en sistema raceway adaptando la altura del cultivo a 10 cm en el

estanque tipo Raceway del ITCR, Figura 1 (A). Ademas, se disefid el sistema prototipo con capacidad

de 100 L de cultivo de microalgas. Figura 1(B).

(A) (B)

Figura 1 Raceway capa fina para el cultivo de A. maxima: A) Cultivo de 10 mil litros y B) cultivo de 100 L

10.1.2 Realizar cultivos microalgales empleando aguas residuales de sistemas
agropecuarios y agroalimentarios

Se realizo el cultivo de microalgas en diferentes proporciones de vacaza (Figura 2), sin embargo, se
observa que no se obtuvo un crecimiento favorable de la microalga con el medio empleado. Cabe
sefalar, que durante la ejecucion de la investigacion se presentd problemas de contaminacion de los
cultivos microalgales desde la etapa del cepario. Para ello se emplearon protocolos de limpieza con
antibidticos los cuales repercutieron en la robustez de la cepa a los pedios organicos como la vacaza. Al
observarse un crecimiento favorable en medio industrial se selecciond este medio para cultivo a mayor

volumen, (Figura 3)
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0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0,00
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo [Dias]

Peso seco (g/L)

—@— Peso Seco

Figura 3 Curva de crecimiento de A. maxima en el estanque con medio industrial

10.1.3 Realizar procesos de secado y molienda de las microalgas

De la biomasa cosechada se procedio a realizar el proceso de secado a diferentes temperaturas,
realizando curvas de secado a 50,60, 70 y 90°C, Figura 4 y Cuadro 3.
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Figura 4 Curva de secado de las Biomasa de A. maxima a diferentes temperaturas

Cuadro 3 Secado de biomasa de A maxima a diferentes temperaturas

. . Peso (g)
Tiempo (min)
50 °C 60 °C 70° C 90 °C
0 14,5 15,2 15,1 14,5
30 13,5 13,9 13,1 11,5
60 12,4 12,0 10,0 6,3
90 11,6 10,8 7,6 2,7
120 10,5 9,6 5,9 0,2
150 9,8 7,8 4,1 0,2
180 8,8 6,7 2,5 0,2
210 7,7 4,9 0,7 0,2
240 7,0 33 0,2 0,2
270 5,9 1,9 0,1
300 5,1 1,2 0,1
330 4,6 0,8 0,1

360 3,5 0,3 0,1




10.1.4 Rotura celular por método de ultrasonicacidn, homogenizacion e hidroélisis enzimatica.

Se cuantifico la absorbancia a 260 nm y a 280 nm para determinar la liberacion de acidos nucleicos y
proteinas respectivamente con lo métodos de rotura e hidroélisis de la biomasa de A maxima.

A. Nucleicos (mg/mL)
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Figura 5 Evaluacion del contenido de dcidos nucleicos en el sobrenandate de muestras sonicadas a diferentes tiempos
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Figura 6Evaluacion del contenido de proteina en el sobrenandate de muestras sonicadas a diferentes tiempo
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Figura 7 Liberacion de dacido nucleico a biomasas tratadas con TCH: Thrichoderma Hazcianum, BAS: Bascillus subtilis y
ENZ: coctel enzimatico.
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Figura 8 Liberacion de proteinas de biomasas tratadas con TCH: Thrichoderma Hazcianum, BAS: Bascillus subtilis y ENZ:
coctel enzimatico.



10.2 Establecer un protocolo de formulacion de Nanobiofertilizantes a base

de microalgas por medio de emulsiones Pickering estabilizadas con
arcillas.

10.2.1 Caracterizacion mediante Microscopia Electrénica de Transmision (MET) y
caracterizacion fisicoquimica

Biofert 3 0002 AL D7.9 x1.0k 100um Biofert 6 0002 AL D81 x800 100 um

Figura 9 Imagen de microscopia electronica TEM A) Arthrospira maxima hidrolisada, magnificacion 1,0K B) Arthrospira
maxima, magnificacion x 800
La biomasa se cosecho por medio de centrifugacion y se procedid a realizar procesos de hidrélisis,
esta se acompaiid por medio de microscopia electrénica en donde se observa que la microalga al ser

sometida a procesos de hirélisis prenta una dafio en su estructura la quedar fragmenta en unidades
menores a las 10 um, Figura 9.

Cuadro 4 Andlisis de elementos de las formulaciones desarrolladas

% masa mg/kg CE .
Identidad c z m pH Df",fr"‘i‘;'d
N P Ca Mg K S Fe o o , B mS/cm 9
Muestra 0.01 0.01 0.01 0.02 0.00 4.
A ND 1 7 1 3 9 14 3 1 <1 3 8 0.7 1.00
Muestra 0.44 11.9 0.01 0.04 1.
B 5 1 3 0.01 0.09 5 266 <1 15 2 21 1 173.3 1.23
268. N 6.
Vacaza 0.06 0.06 0.07 0.05 026 0.04 7 3 11 19 D 8 11.2 1.02




10.2.2 Caracterizar la biomasa microalga y el nanobiofertilizantel por resonancia
magnética, espectroscopica, microscopica y reoldgica
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Figura 10 Espectro de aminodcidos identificados mediante espectrometria de masas para el hidrolizado de microalgas: A)
Alanina, B) arginina, C) Acido aspartico, D) glutamina, E) acido glutamico, F) leucina/isoleucina, G) lisina, H) prolina, 1)
serina, J) treonina, K) triptofano, L) tirosina, M) valina, N)asparagina, y N) fenilalanina



Caracterizacion de arcillas

Se realiz6 la caracterizacion de las arcillas por técnicas de espectroscopia infrarroja la determinacion de
grupos funcionales. Con la difraccion de rayos X (DRX) se logro determinar las fases cristalinas que
componen las arcillas que seran utilizada para los nanobiofertilizantes. La microscopia de barrido
permitio determinar la morfologia de las mismas, espectrometria de energia dispersiva de rayos X (EDS)

para determinar la composicion.
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Figura 11 Espectros infrarrojos de las arcillas bentonita y caolin que se usaran para la formulacion
de los nanobiofertilizantes

Por medio de la espectroscopia de infrarrojo se permite detectar los principales grupos funcionales
presentes en estos materiales. Las bandas correspondientes a las vibraciones entre 1120-1045 cm™! se
deben al estiramiento asimétrico Si-O-Al y el enlace Si-O-Si. Las bandas ubicadas a 950-914 cm™
corresponden al enlace Al-OH, las bandas entre 799-670 cm™ son asignadas al estiramiento simétrico
Si-O-Aly por tltimo, las bandas entre 538-477 cm™ son adjudicadas a enlaces presentes en los tetraedros
de silicio. (Landman & Waal, 2003).
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Figura 12 Espectro de difraccion de rayos X de las arcillas que se utilizaran para formular los
biofertilizantes

En el caso del caolin se denota que mayoritariamente presenta caolinita, seguido por moscovita, y
algunas fracciones pequefias de cuarzo. Mientras que, en el caso de la bentonita se obtiene
principalmente la fase de esmecita, seguido por cuarzo y feldespato.(Rojas-Reyes & Bustamante-Rua,
2014; Torres et al., 2013)



kr1 15.0kV 17.5mm x1.70k SE

Cuadro 5 Composicion
bentonita

Al 20,43 0,27 6,4 1,1
Caofn 21,29 0,34 23,6 Beptonita

P 1,22 0,01 0,45 0,10

K. 0,265 0,005 - - elemental de caolin y
Ti 0,707 0,073 - -

Na - - 32 1,7
Mg - - 1,50 0,53

Ca - - 0,63 0,23

Figura 13 Imagen de microscopia electronica de arcillas

Al caracterizarla por EDX se denota la composicion elemental de las arcillas, siendo en ambas los
componentes mayoritarios el O y Si. No obstante, presenta gran diferente en cuenta a la cantidad de
aluminio, siendo mucho mayor en el caolin, también se observa que el caolin contiene pequefias
cantidades de titanio, fosforo y potasio, siendo estos ultimos de relevancia para empleo agricola.
Mientras, la bentonita posee sodio, magnesio, fosforo y calcio.

Al observarlas al microscopio se denota como la bentonita esta conformada de laminas delgadas,
mientras que la caolinita tiene una forma globular. Al determinar la distribucion del tamafio se observa
la siguiente distribucion:

Bentonita
Ji 2 3 1
Tamiz Promedio Desviacion

>250pm 0,37% 0,80% 4,49% 1,89% 0,02
250 -125um 6,80% 9,76% 14,71% 10,42% 0,03
125-63pum 60,81% 72,36% 66,47% 66,55% 0,05
63-45um 26,09% 15,10% 12,37% 17,86% 0,06
<45pm 5,92% 1,97% 1,96% 3,29% 0,02




Caolin

Tamiz 1 2 3 Promedio Desviacion
>250pm 70,22% 71,88% 71,44% 71,18% 0,01
250 -125pum 22,77% 20,30% 24,52% 22,53% 0,02
125-63pm 6,97% 7,76% 4,04% 6,26% 0,02
63-45um 0,03% 0,05% 0,00% 0,03% 0,0002
<45um 0,00% 0,02% 0,00% 0,01% 0,0001

Al realizar el tamizado se observa el caolin presenta valores mayores a los 125um. Mientras que la
bentonita se encuentra en un rango de 250-63 um, siendo la fraccion mayoritaria 125-63um.
Indicando con ello que posee menor tamafio de particula. No obstante, ambas requieren de un proceso
de molienda, por lo que se requiere realizar un disefio factorial en el molino de bolas planetarios, en
donde se estudiara el tiempo y la velocidad. Ademas, se recomiendo un proceso de secado para evitar

aglomeraciones.

10.2.3 Caracterizar el fluido de la de la biomasa microalga y el nanobiofertilizante con
ruptura, tales como: la viscosidad, estabilidad, tipo de fluido y tamafio de gota
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Figura 14 Reduccion del tamainio de particulas de las arcillas bentonita y caolin



Figura 15 Barrido de formulacion acorde a la salinidad empleando proporciones 50:50 aceite:agua, 0,5% arcilla. A los
8 dias 1. Control 2. Adicion NaCl 3. 3. Adicion NaCl y ajuste de pH 4. Adicion KNO3 5. Adicion KNO3 y ajuste de
pH. A) Barrido de formulacion con bentonita B) Barrido de formulacion con caolin. C) Muestra 4B D) Muestra 5B.

Muestra 3B

,‘ TR

Muestra 3B

Figura 16 Barrido de formulacion acorde a porcentaje arcilla empleando proporciones 50:50
aceite:agua, y KNO3. A los 8 dias 1. 0,5% bentonita 2. 0,75% bentonita. 3. 1,0% bentonita. A)
Barrido de formulacion B) Muestra 2B. C) Muestra 3B. D) Muestra 3B

Figura 17 Barrido de formulacion a porcentaje arcilla empleando proporciones 50:50 aceite:agua. 1.
0,5% caolin 2. 1.0% caolin. 3. 1,5% caolin 4. 2,0% caolin 5. 2,5% caolin A) Barrido deformulacion
B) Muestra 3C. Magnificacion 10X C) Muestra 4C. D) Muestra 5C.



10.3 Determinar el efecto de las formulaciones de nanobiofertilizantes en
el rendimiento agrondémico (cultivo de pifia) y en las comunidades
microbianas del suelo asociadas al cultivo.

Figura 18 Campo de cultivo para la evaluacion de las formulaciones de microalgas

10.3.1 Realizar las aplicaciones de los nanobiofertilizanes a cultivos de pifia y evaluar
su efecto en desarrollo de la planta.
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Figura 19 Evaluacion del efecto de diferentes formulaciones de microalgas y dosis en el peso seco promedio de la hoja D
de pifia



2900

2800
5 2700
2
2 2600
o
o 2500
ks
g 2400
& 2300
2200
2100
1,08 2,15 4,3 1,08 2,15 4,3 1,08 2,15 43 1,08 2,15 43
1 2 3 4

Formulacidn, Dosis (ml/L)

Figura 20 Evaluacion del efecto de diferentes formulaciones de microalgas y dosis en el peso seco promedio de la planta
de pifia
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Figura 21 Evaluacion del efecto de diferentes formulaciones de microalgas y dosis en el peso fresco promedio de los frutos
de pifia
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Figura 22 Evaluacion del efecto de diferentes formulaciones de microalgas y dosis en los grados Brix promedio de los
frutos de piiia

10.3.2 Analizar y comparar la composicion de las comunidades microbianas del suelo
cuando se aplica en nanobiofertilizante a base de microalgas
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Figura 23 Analisis de ordenamiento de Coordenada Principales (PCoA) visualizado por inicio (abril) y
final del experimento (octubre) de la comunidad de bacterias obtenida por secuenciacion de amplicones de
la region 16S rRNA.
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Figura 25 Analisis de ordenamiento de Coordenada Principales (PCoA) visualizado por tratamiento
(formulado) y concentracion del formulado de la comunidad de bacterias obtenida por
secuenciacion de amplicones de la region 16S rRNA.
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Figura 24 Analisis de ordenamiento de Coordenada Principales (PCoA) visualizado por tratamiento
(formulado) y concentracion del formulado, de la comunidad de bacterias al final del experimento
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Figura 26 Diversidad alfa expresada con el indice de Shannon de las comunidades bacterianas para 4 tratamientos
de microalgas
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Figura 28 Andlisis de prevalencia (LEFse) de los géneros con mayor presencia en cada uno de los

tratamientos al final del experimento. Los colores rojo y naranja significan prevalencia alta y media-alta,
respectivamente. Los colores celeste y azul son de prevalencia baja-media y baja, respectivamente.
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11 Discusion

En investigaciones previas se demostrd el potencial de las microalgas como insumo agricola
especificamente en los proyectos: 1) Evaluacion del potencial biofertilizante de la biomasa de
especies de microalgas nativas de Costa Rica y 2) Determinacion de las caracteristicas fisicoquimica
y evaluacion de la viabilidad econdémica de un prototipo de biofertilizante a base de microalgas
costarricenses. En esta investigacion se utilizo la A madxima como biomasa para la generacion de
nuevas formulaciones con aplicaciones agricolas. Esta se someti6 a diferentes procesos de hidrolisis
para disminuir el tamafio de particula y mejorar la estabilidad de las formulaciones. Se realizaron
procesos de rotura e hidrélisis con enzimas comerciales y enzimas secretadas por el Thrichoderma
Hazcianum y el Bacillus subtilis, mostrando que las enzimas presentan una mayor liberacion de
acidos nucleicos y proteinas al ser incubadas con la biomasa de microalgas, seguido de B. subtillis y
en menor cantidad el Thrichoderma Hazcianum (Figura 7 y Figura 8.) .

Una vez generado el hidrolizado se procedio a utilizar arcillas para estabilizar la formulacion. Para
poder emplear las arcillas como estabilizante de emulsiones se una redujo el tamafio, Figura 14, pues
medirlas inicialmente da para la bentonita poblaciones de 5120nm, 1865nm y 265nm y el caolin de
4089nm. Posteriormente se realizo la reduccion por sonicador de altapotencial dando valores de
395nm y 17nm respectivamente. En el caso de molino de bolas planetariola reduccion fue de la
poblacién mayoritaria fue de 695nm para bentonita y en el caolin hubo agregaciéon y se encuentra
fuera de rango. Este estudio de reduccion de tamafio es de suma relevancia,ya que para poder
estabilizar emulsiones mediante particulas se debe tener los materiales en escala nanométrica. Es por
ello, que los barridos de formulacion se realizaron empleando la arcilla obtenidacon el sonicador de
alta potencial.

Ademas, es importante destacar que las arcillas poseen carga eléctrica en su superficie, pues al ser un
mineral en suspension las particulas se genera un desbalance eléctrico por la ruptura de enlaces en la
superficie y eso ocasionara que desestabilizacion en la emulsion, razon por la cual se caracterizo el
potencial Z de la bentonita en -37.8 y el del caolin es -1.4. Es importante destacar que cuanto se tienen
particulas como estas, el efecto en la variacion del pH o de la salinidad del medio pueden ocasionar
que cambien su hidrofilicidad y el grado de humectacién, como resultado de las diferentes densidades
de cargas superficiales.

Es por ello que para hacer los estudios preliminares para la emulsion se evalud un sistema 50:50
aceite:agua, como surfactante 0,5% arcilla, variando la salinidad de mediante el empleo de NaCl o
KNO;, pues el cloruro de sodio se emplea como control por excelencia. No obstante, debido a la
aplicacion se busca una alternativa que sea mas compatible con la aplicacion agricola y no afecte al
microrganismo con actividad bioestimulante se emplea el nitrato de potasio, que a su vez se emplea
como fertilizante y puede considerarse como un enriquecimiento de la formulacion.

En la Figura 15 observan en el barrido de formulacion realizada con bentonita, en donde los 6valos
amarillos muestran las secciones clarificadas producto de los fenomenos de desestabilizacion que
llevan a la coalescencia, y por ende a la separacion de las fases. En la Figura 16 (B) se muestra el
barridode formulacion con caolin. En este caso se denota como al agregar sales o ajustes de pH se da
un aumento en la clarificacion hasta llegar a una separacion total. En el caso de la Figura 17 (C) y Figura
17 (D) estas son fotos tomadas mediante un microscopio de luz de las muestras 4B (Figura 15 C) y 5B
(Figura 15 D), que son las que presentanmejor estabilizacion, sin embargo, su tamaio de particula aun
es grande en ambos casos, siendo su mayor diferencia la cantidad de etapas requeridas para su



elaboracion. Cabe destacar que para el casodel barrido con caolin las gotas son tan grandes que
colapsan y por esa razon no pueden observarse al microscopio, siendo la de mayor estabilizacion la
muestra 1C que no presenta ajuste de salinidad ni de pH.

Estas condiciones concuerdan con los potenciales Z medidos con anterioridad, pues el que presenta
mayor cantidad de cargas superficiales es la bentonita por ende al emplear una sal en el medio se
disminuiria la repulsion y asi provee una mayor hidrofobicidad a las capas adsorbidas, generando a
su vez mejores propiedades para que migre a la interfaz de una emulsion y logre estabilizara

Posteriormente, se realizo un barrido de formulacién aumentando la concentracion de arcilla en el
medio la Figura 16 se muestra los resultados empleando bentonita. Donde se puede observar que un
amento en la estabilidad al incrementar el contenido de bentonita en el medio, pues no se destacan
zonas clarificadas. Sin embargo, en la muestra 3B se denota la arcilla en la parte superficial de las
gotas cuanto esta se encuentra al 1%.

Para el caso del barrido empleando caolin, Figura 17, esta debi6 llevarse a valores mas altos de
concentracion, siendo el mayor 2,5%, no obstante, aiin se muestra una ligera clarificacion en la parte
inferior. En cuanto a las fotos de microscopio, se observa una disminucion del tamafio de particula
que como consecuencia da una mejor estabilizacion. Ademas, al tener el valor de 2,5%, de caolin se
logra distinguir las particulas de arcilla recubriendo las gotas de aceite

Para su evaluacion en campo se procedi6 a codificar las formulaciones y se evaluaron en Buenos
Aires de Puntarenas en Pindeco. El estudio inici6é desde la preparacion del terreno, la plantacion del
cultivo de pifia y su desarrollo hasta la cosecha. En el disefio experimental se evaluaron diferentes
formulaciones y dosis para cada tratamiento. Del cultivo se evalu6 el peso promedio de la Hoja D, no
se observo diferencias significativas entre los diferentes tratamiento (Figura 19) el mismo
comportamiento se obtien con respecto al peso promedio de la planta al final de la cosecha (Figura
20). Con respecto al peso fresco promedio de los frutos, se observa tratamientos en los los controles
(Dosis 0), el peso es muy superior al tratamiento con las formulaciones (Figura 21). Con respecto a
los grados Brix, se observa un ligero incremento con respecto los controles de cada tratamiento.

Adicionalmente se realizd toma de muestras de suelo lo cual permitié evaluar la diversidad
microbiana. El anlisis de diversidad beta se hizo con un Analisis de Coordenadas Principales (PCoA)
para determinar si los tratamientos ejercieron alguna diferencia en la estructura de la comunidad
microbiana (Figura 23 y Figura 25). La primera observacion es que entre el inicio del experimento
(abril) y el final (octubre) solamente hay una diferenciacion clara de la comunidad microbiana para
el tratamiento F4 en sus tres concentraciones del formulado (F4 1, F4 2, F4 3), asi como para F3 en
dos concentraciones (F3 2y F3 3). Se nota que inclusive los puntos de F3 y F4 en octubre también
difieren de la concentracion cero del formulado, es decir, estos dos tratamientos estdn modificando la
comunidad microbiana del suelo. También se observo una tendencia con las muestras de suelo del
tratamiento F1 que se agruparon en el cuadrante superior izquierdo y los del F2 en cuadrante inferior
izquierdo del PCoA (Figura 23 y Figura 25) Posteriormente, el PCoA se corrié solamente para las
muestras de suelo del punto final del experiemento (octubre) donde se confirmé que el tratamiento
F1y F2 se agrupan en el cuadrante superior izquierdo y el inferior izquierdo, respectivamente (Figura
24), ambos con puntos dispersos con respecto a las concentraciones evaluadas. Esto sugiere que estos
tratamientos no tuvieron influencia significativa en la composicion de la comunidad microbiana. Por
otro lado, las concentraciones 1, 2 y 3 de los tratamientos F3 y F4 si generaron una modificacion de
la comunidad microbiana, tal y como se observan en la Figura 23, Figura 25 y Figura 24.



Esta modificacion en las comunidades de bacterias de los tratamientos F3 y F4 se vio reflejada en el
analisis de diversidad alfa (Figura 26). Para el tratamiento F3 (concentraciones 2 y 3) y el tratamiento
4 (las tres concentraciones), se observé una reduccion significativa de la diversidad de bacterias con
respecto al tratamiento control (F3_0 y F4 0). En este sentido, el perfil de la abundancia de la
comunidad de bacterias al nivel taxonémico de filos, permaneci casi invariable en el tratamiento F1
entre el inicio y el final de experimento. En F2, se observo6 al final del experimento un aumento del
filo Proteobacteria y una reduccion de la Actinobacteria. Por el contrario, en F3 y F4 se redujo el filo
Proteobacteria y un ligero aumento de Actinobacteriota, Acidobacteria y Bacteroidota (Figura 27).
Para conocer a nivel taxonémico de género cuales son los que estan haciendo esta diferencia, se
realiz6 un analisis de prevalencia de los géneros mas abundantes. Se observo que en los tratamientos
F3 y F4 hay una alta prevalencia de Ralstonia spp. (Figura 28) al finalizar el experimento, las cuales
son especies que pertenecen al filo Proteobacteria. Ademas, el aumento en la abundancia de este
género fue notable cuando se visualiza el efecto del tratamiento en cada una de las concentraciones
evaluadas (Figura 29).

12 Conclusiones y recomendaciones

El uso de arcillas permiti6 estabilizar la biomasa de A. maxima para la formulaciéon de insumos
agricola. Fue posible generar diferentes formulaciones, y se procedid a someter a Secreto la que
presentd mejor estabilidad. Al evaluar las formulaciones en cultivo de pifa se observd un pequefio
incremento en el contenido de grado brix de los frutos, y un cambio en la abundancia y diversidad de
los microorganismos presentes en el suelo.

Se recomienda poder evaluar la compatibilidad de las formulaciones desarrolladas con algunos
insumos empleados en el manejo agronomico del cultivo de pifia como herbicidas y otros
agroquimicos.
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Uso de microalgas como bioestimulantes en diferentes cultivos en Costa Rica
Fabian Villalta Romero', Francinie Murillo Vega'

'Laboratorio de Microalgas, Centro de Investigacion en Biotecnologia, Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, fvillalta@itcr.ac.cr;

Introduccién: En los ultimos afios la agricultura se enfrenta al reto de poder cubrir la
demanda de alimentos a nivel mundial de forma sostenible. Los suelos agricolas requieren
de nuevos insumos que les permita regenerarse para poder aumentar los rendimientos
productivos. Las microalgas se han propuesto como una solucion para el sector agricola,
sin embargo, aun es necesario profundizar en el modo de accion de las microalgas en la
interaccion con las plantas y el suelo, ademas en el desarrollo de una tecnologia disponible
para los agricultores. Objetivo: Implementa diferentes herramientas de las oémicas en la
Biotecnologia Microalgal para comprender el efeto de las microalgas en la productividad, la
fisiologia de las plantas y la dinamica del suelo. Métodos: Por medio de los ensayos en
campo en los que se ha evaluado formulaciones de bioestimulantes a base de microalgas.
Se ha disefiado formulaciones de bioinsumos que se integren a las practicas agronémicas
de diferentes cultivos como café, pifias meldén, sandia, hortalizas y pasturas para la
ganaderia. Estas evaluaciones se han realizado desde el afio 2017 hasta el presente afio
en los diferentes cultivos. El tamafo de la muestra para cada evaluacion de cultivo ha sido
variable, se han hecho evaluaciones en cultivos en campo en areas de 4m? hasta 1
hectarea. La evaluacion de parametros como tipo de microalga, dosis, frecuencia de
aplicacion y momento de aplicacién se han estudiado para el correcto manejo de las
microalgas como bioinsumo agricola. Ademas. Se ha realizado la extraccion de metabolitos
del suelo para su evaluacion por espectrometria de masas y la extracciéon de ADN para
evaluar las comunidades microbiolégicas del suelo se ha generado informacién para el
correcto disefio de planes de manejo en diversos cultivos. Conclusiones: se ha
demostrado que la aplicacién de biocinsumos de microalgas modifica las comunidades
microbioldgicas incrementando los organismos benéficos para los cultivos y la reduccién de
gases de efecto invernadero. La aplicacion de microalgas al suelo posibilita el
aprovechamiento de los gases como el didxido de carbono producido por levaduras y
bacterias para la generacion de factores de crecimiento y azucares que juegan papeles
claves en la resistencia al estrés abiotico, en la retencion de humedad en época de estrés
hidrico y en la activacion de algunos genes por parte de las plantas.

Palabras claves: Acondicionadores, compuestos moleculares, desafios, fertilidad,
microbiota.
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Area tematica: Microalgas e Agricultura

The heightened awareness concerning food safety, and sustainable and efficient agriculture has
engendered the need to integrate production systems.. Microalgae bioproducts have a great potential
to be used as biostimulant in conventional agriculture. The research aimed to examine the impact of
microalgae biostimulant on the productivity of crops such as sweet pepper and pineapple. The
research results show that the microalgae biostimulants can increase productivity, quality, and soil
microbiology community. This demonstrates the potential of microalgae for agriculture applications.

Palavras-Chave: microalgae, agriculture, biostimulant, tropical

Microalgae have commercial potential in modern agriculture, they can be used because they can
supply nutrients to the soil and supply some metabolites as plant growth hormones, and saccharides,
that improve agricultural productivity[1] and the microbiology community [2]. Therefore, products
formulated from microalgae as biofertilizers and biostimulants, the correct application over the soil
or plant leaves, the moment of application, frequency, and compatibility with other agriculture
products turn out to be beneficial for agriculture and are positioned as a novel and environmentally
friendly strategy. However, these bioproducts present challenges in preparation, correct application,
and experience of effect in different crops

Evaluated the effect of microalgae biostimulants in tropical crops.

The experiment was carried out in the experimental greenhouse of the Department of Agricultural
Engineering, located in the Technological Institute of Costa Rica., Cartago-Costa Rica, crop fields of
PINDECO in Buenos Aires Puntarenas Costa Rica and Cariari Costa Rica. The tested biostimulant
was compared with commercial marine algae biostimulant was used as a control. Parameters such as
quantity and frequency of applications were evaluated based of the crop manager.

The application of microalgae biostimulant on sweet pepper shows a positive effect on the quality
and quality of the fruits. It was also determined that the number of fruits increased with the application
of microalgae. The increase in the length, weight, and width of the fruits was higher with the
application of microalgae biostimulant compared with the macroalgae commercial biostimulant. The
microalgae biostimulant can increase the abundance of metabolites as grown factors and saccharides
in soil.
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In the case of pineapple, not significant different were obtained in the yield production. A little
increase in the degree Brix in fruits. Another different obtain was the microbiology community. To
know at the taxonomic level of genus which are making this difference, a prevalence analysis of the
most abundant genera was carried out. It was observed that in treatments macroalgae there is a high
prevalence of Ralstonia spp. at the end of the experiment, which are species that belong to the phylum
Proteobacteria. Furthermore, the increase in the abundance of this genus was notable when the effect
of the treatment was visualized in each of the concentrations evaluated.

This study confirms that microalgae biomass can be used as biostimulator for sweet pepper
cultivation. The microalgal fertilizers improve the quality of the fruits produced and the size of the
root. In the case of pineapple the microalgae improve the degree Brix and reduce the abundance of
Ralstonia spp. Further research is required to determine the optimal formulation process to be applied
for high-quality fruits with satisfactory yields for the producer.

This investigation was supported by the Vice-Rector for Research and Extension (VIE) of the
Technological Institute of Costa Rica.

1.Miranda, A. M., Hernandez-Tenorio, F., Villalta, F., Vargas, G. J., & Séaez, A. A. (2024). Advances in the Development of Biofertilizers
and Biostimulants from Microalgae. Biology, 13(3), 199.

2.Marks, E. A., Montero, O., and Rad, C. (2019). The biostimulating effects of viable microalgal cells applied to a calcareous soil: Increases
in bacterial biomass, phosphorus scavenging, and precipitation of carbonates. Sci. Total Environ. 692, 784-790
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