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PRODUCCION DE BIOESTIMULANTES A PARTIR DE UN RESIDUO
ALIMENTARIO Y UN ALGA PARDA

Remedios Montenegro Elvira. Master de Bioeconomia Circular y Sostenibilidad.

Universidad de Cérdoba.

RESUMEN

El empleo de microorganismos y de extractos de macroalgas como agentes estimulantes del
crecimiento vegetal esta despertando cada vez mayor interés. La posibilidad de obtener estos
agentes a partir de recursos organicos poco aprovechados como residuos alimentarios y algas
supone una revalorizacién de estos, la disminucion del impacto ambiental y un ahorro en su
produccién. Este Trabajo Fin de Master propone la produccién de bioestimulantes a partir de un
subproducto alimentario mediante fermentaciones, por un lado, y a partir una especie de
macroalga parda mediante la extraccion de sus compuestos organicos, por otro. Con los productos
obtenidos de la fermentacién y la extraccion se propone la realizacion de ensayos en plantas para
evaluar su capacidad promotora.

PALABRAS CLAVES: Bioestimulantes; Biofertilizantes; Residuos alimentarios; Residuos

organicos; Fermentacion; Macroalgas

ABSTRACT
The use of microorganisms and seaweed extracts as promotor plant growth agents has incresed in
the last years. The possibility of producing these agents using organic resources such as food
wastes and seaweed as feedstock involves the revalorization of those wastes and matter, a
reduction on their environmental impact and lower economic prices in production. This Final
Master Project proposes the production of bioestimulants through a fermentation process of food
waste, on one hand, and by the extraction of organic compounds from a brown seaweed specie,
on the other hand. Both products obtained by fermentation and extraction are proposed to be used

on plants assays to evaluate their promoting growth ability.

KEYWORDS: Biostimulants; Biofertilizers; Food waste; Organic waste; Fermentation;

Seaweed



1. ANTECEDENTES

Para el afio 2050 se estima que la poblacion mundial alcanzara los 9,7 mil millones de personas
(FAO, 2021b). Este crecimiento, junto con los cambios que se estan produciendo en el nivel de
adquisicion y en el nivel de vida de la poblacion, ha provocado un importante aumento de la
demanda de alimentos (Fukase & Martin, 2020). Actualmente, 7.750 millones de hectareas se
encuentran dedicadas a cultivos y ganado para satisfacerla, aunque se espera que la demanda se
dupligue para 2050 (FAO, 2021b) (Tilman et al., 2011), lo que provocara una expansion de la

agricultura y una mayor intensificacion del uso del suelo (Kehoe et al., 2017).

Los pesticidas y fertilizantes convencionales son agentes importantes en esta intensificacion de la
agricultura (FAO, 2021a). Sin embargo, también son el origen de graves problemas: la agricultura,
y en especial el uso de fertilizantes, se ha convertido en la principal causa de pérdida de
biodiversidad, tanto de flora y fauna como de microorganismos (Kehoe et al., 2017) (Barros-
Rodriguez et al., 2020), y es responsable también de la degradacion del suelo, la pérdida de su
actividad microbiana, sus nutrientes y la contaminacion de las aguas subterraneas (FAO, 2021b)
(Ceccon, 2008).

Para reducir este impacto ambiental y ecolégico sin comprometer el rendimiento de los cultivos
es necesario buscar nuevas alternativas mas sostenibles y respetuosas. EI empleo de fertilizantes
organicos, definidos como productos carbonados de origen animal o vegetal cuya funcion es
aportar nutrientes a las plantas es la opcién preferente actualmente (Real Decreto 506/2013,
2013). Sin embargo, estos también poseen sus propias limitaciones: pueden contribuir a la pérdida
del medio mediante la contaminacién del suelo o la eutrofizacion de lagos, acuiferos y zonas
costeras, han de ser combinados con fertilizantes quimicos para optimizar su rendimiento y, si no
se procesan correctamente, pueden suponer riesgos para la salud por la acumulacion de
microorganismos patégenos o compuestos toxicos (Cordero-Bueso et al., 2021) (Case et al.,
2017). Una alternativa novedosa y mas interesante al empleo de los fertilizantes quimicos y
orgénicos seria el empleo de microorganismos o moléculas que promuevan el crecimiento y

rendimiento vegetal, los denominados bioestimulantes y biofertilizantes, objetos de este trabajo.

1.1 DEFINICION DE BIOESTIMULANTES Y BIOFERTILIZANTES
Du Jardin (2015) define los bioestimulantes como “cualquier sustancia o microorganismo, o
mezcla de estos, que mejore la eficiencia nutritiva, la tolerancia al estrés abi6tico o algun rasgo

en la calidad del cultivo una vez aplicado, sin importar su contenido nutritivo”.

En la misma linea se encuentra la definicion de estos establecida por el Reglamento (UE)
2019/1009 del Parlamento Europeo y del Consejo de 5 de junio de 2019 por el que se establecen

disposiciones relativas a la puesta a disposicion en el mercado de los productos fertilizantes UE,
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que los califica como “sustancias, mezclas y microorganismos que no son aportes de nutrientes
propiamente dichos, si bien estimulan los procesos naturales de nutricién. Sirven para mejorar la
eficiencia en el uso de nutrientes de los vegetales, su tolerancia al estrés abiotico, sus propiedades
de calidad, o para incrementar la disponibilidad de nutrientes inmovilizados en el suelo o la
rizosfera”. Este nuevo reglamento los considera, por estas caracteristicas, mas similares a los
productos fertilizantes que a otros productos fitosanitarios, por los que reciben el mismo trato. El
término “biofertilizante” no aparece en dicho reglamento y estos productos quedan recogidos en

la normativa europea como un tipo de fertilizantes organicos (Barros-Rodriguez et al., 2020).

Un biofertilizante, de acuerdo con Du Jardin (2015), es “cualquier microorganismo aplicado a
plantas con el objetivo de aumentar la disponibilidad de los nutrientes y su empleo, sin importar
su contenido nutritivo”. Brahmaprakash & Sahu (2012) lo definen como “una preparacion de
microorganismos beneficiosos que mejoran el crecimiento vegetal”. Sin embargo, la mayoria de
los autores en la literatura cientifica emplean el término bioestimulante y biofertilizante

indistintamente para referirse a sustancia o microorganismo.

La diferencia entre estos productos y los fertilizantes convencionales radica en su comportamiento
y composicion. No son sustancias con un papel exclusivamente nutricional, aunque favorecen la
adquisicion de nutrientes, y pueden usarse en combinacién con estos para optimizar el

rendimiento y disminuir la dosis (Barros-Rodriguez et al., 2020) (du Jardin, 2015).

1.2 MERCADO Y NORMATIVA
En el afio 2019 el tamafio del mercado global de microorganismos dedicados a la agricultura fue
de 4,27 mil millones de délares. Para el afio 2027 se espera que esta cifra alcance los 11,82 mil
millones (Fortune Business Insights, 2021). La representacion de los extractos de alga en el
mercado de los bioestimulantes es muy amplia, siendo una de las categorias dominantes con cifras
estimadas de 894 millones de délares en 2022 (El Boukhari et al., 2020). Este crecimiento se debe
a laadopcidn de nuevas practicas agricolas y al interés por disminuir los efectos de los fertilizantes
quimicos, asi como a las ayudas gubernamentales para los agricultores, y al reciente interés en los

productos organicos y la mayor demanda de seguridad alimentaria (MarketAndMarkets, 2021).

Aunque existen numerosos microorganismos con capacidad promotora del crecimiento vegetal,
que serdn mencionados méas adelante, cabe destacar que sélo tres géneros de bacterias pueden ser
comercializados en la Unién Europea segun lo establecido por el Reglamento (UE) 2019/10009.
Estos géneros son Azotobacter spp., Rhizobium spp., y Azospirillum spp., seleccionados por no
existir documentacion sobre su patogenicidad, lo que en realidad no garantiza que no puedan
existir cepas nocivas. Ademas de estas bacterias, la Unién Europea permite la comercializacion

de formulaciones realizadas con hongos micorrizicos.
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1.3 BIOESTIMULANTES Y MECANISMOS DE ACCION
Existen numerosos microorganismos presentes en el suelo con capacidad de promover el
crecimiento vegetal. Se conocen como microorganismos promotores del crecimiento vegetal,
abreviado como MPCV o PGPM en inglés, y se pueden encontrar bacterias (BPCV), hongos y
levaduras (HPCV) (Naik et al., 2019) (Verma et al., 2019), entre los que destacan las bacterias
libres fijadoras de nitrégeno de los géneros Azotobacter, Beijerinckia, Clostridium, Nostoc,
Klebsiella, y Anabaena; las bacterias simbioticas como Rhizobia, Frankia, y Azospirillum; las
bacterias solubilizadoras de fésforo como Bacillus megaterium var. phosphaticum, Bacillus
subtilis, Bacillus circulans, y Pseudomonas striata; y hongos como Penicillium spp., Aspergillus

awamori, Rhizoctonia, y Pezizella (Hakeem et al., 2016).

Esta mejora del crecimiento vegetal puede ser directa o indirecta. En el primer caso, los
microorganismos acttan sobre la fijacion del nitrogeno, la produccion de fitohormonas (auxinas,
citoquinas, giberelinas, etileno y &cido abscisico), la solubilizacién mineral o la produccién de
enzimas y otros compuestos organicos (Ahemad & Kibret, 2014) (Naziya et al., 2020). En el
segundo caso, la mejora se da por fenémenos de biocontrol mediante la produccién de
antibidticos, agentes quelantes y enzimas extracelulares que protegen a la planta de otros
microorganismos patogenos (Gupta et al., 2015). Estos microorganismos también contribuyen a
la mejora de la respuesta vegetal frente a condiciones de estrés abiético (YYang et al., 2009). Todos
estos efectos promotores se producen gracias al fenédmeno quorum sensing, que promueve la
actividad microbiana mediante la regulacion de la expresidn genética de manera coordinada como
respuesta a sefiales quimicas. De esta manera se producen, liberan y detectan moléculas

extracelulares autoinductoras que promuevan esa expresion molecular (Jung et al., 2020).

Ademas de los microorganismos, muchas sustancias organicas de origen botanico o procedente
de algas muestran también excelente capacidad estimulante del crecimiento vegetal. Los extractos
de macroalgas como polisacéridos, laminarina, alginato o carrageno, polifenoles, moléculas
derivadas de estos u otros constituyentes como sus macro y micronutrientes o esteroles
promueven el crecimiento de las plantas. Muchos de estos extractos se obtienen de las algas
pardas de género Ascophyllum, Fucus y Laminaria, aunque también pueden extraerse de algas
rojas y verdes (Battacharyya et al., 2015) (Khan et al., 2009).

Entre las diferentes funciones de estos compuestos extraidos destaca la capacidad de los
polisacaridos para contribuir a la formacion de geles, retener el agua y mejorar la aireacion del
suelo o para facilitar la biorremediacion mediante la fijacion y el intercambio de iones (Blunden,
1991) (Ammar et al., 2022). Los microorganismos del suelo también se ven favorecidos por esta

adicion de los extractos de algas, mejorando asi mismo sus capacidades promotoras, y los



nutrientes y las hormonas adicionadas promueven de manera directa el crecimiento vegetal y la

germinacion de semillas (Craigie, 2011) (du Jardin, 2015).

1.4 NUEVAS OPORTUNIDADES: BIOECONOMIA CIRCULAR Y
BIOECONOMIA AZUL
La economia circular es un modelo de produccion y consumo que persigue extender al méximo
el ciclo de vida de un material o producto, defendiendo entre sus objetivos la reduccion de los
residuos al minimo y la creacion de valor adicional en contraposicion al sistema tradicional
centrado en la produccion, consumo y vertido (Parlamento Europeo, 2015). La bioeconomia
circular, una seccion de la economia circular, contempla el empleo y la produccién de los recursos
biomasicos renovables y su transformacidn sostenible y eficiente en bioproductos, bioenergia y

servicios para la sociedad (Junta de Andalucia, 2018).

En este Trabajo Fin de Master los recursos de interés seran los residuos y las algas para la
produccion de bioestimulantes y biofertilizantes. Estos primeros se definen como objetos
resultantes de un proceso cuya finalidad primaria no es su produccion, y pierden tal condicion
para ser considerados subproductos y fuente de materia prima de nuevos procesos (Diario Oficial
de la Uni6n Europea, 2008). Estos segundos, las algas, son recursos marinos renovables muy
importantes en el campo de la bioeconomia azul, una seccion de la bioeconomia centrada en el

aprovechamiento sostenible y efectivo de los recursos marinos (European Commission, 2018).

La economia circular busca promover también el desarrollo sostenible. La produccién de
biofertilizantes y bioestimulantes a partir de residuos y algas contribuye a la sostenibilidad
mediante el apoyo a tres Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) propuestos en la Agenda 2030

de las Naciones Unidas:

e ODS 2. Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de la nutricién y

promover la agricultura sostenible.
e ODS 12. Garantizar modalidades de consumo y produccion sostenibles.

e ODS 15. Gestionar sosteniblemente los bosques, luchar contra la desertificacion, detener

e invertir la degradacion de las tierras y detener la pérdida de biodiversidad.

1.5 RESIDUO ALIMENTARIO: ALIMENTOS DESTINADOS A FINES MEDICOS
ESPECIALES
Los alimentos destinados a fines médicos especiales, también conocidos como FSMPs por sus

siglas en inglés Foods for Special Medical Purposes, son aquellos destinados a la alimentacion



parcial o exclusiva de determinados pacientes con problemas y limitaciones en su capacidad de
ingerir, digerir, absorber, metabolizar o excretar alimentos convencionales, nutrientes o
metabolitos concretos, o con requerimientos meédicos especificamente determinados por la
necesidad de algun nutriente que no puede ser adquirido simplemente por modificacion de su
dieta, con otros alimentos nutricionales alternativos o con una mezcla de ambos (Comision de Las
Comunidades Europeas, 1999). Dependiendo de las caracteristicas del paciente y su patologia la

naturaleza y composicion del producto variara.

Aunque no existe ningun tipo de documentacion sobre la gestion al final de su vida dtil, los
alimentos destinados a aplicaciones médicas especiales, al tratarse de productos alimentarios,
poseen la misma gestién como residuos que la de otros alimentos una vez se alcanza la fecha de

caducidad.

Estos residuos poseen un alto contenido en nutrientes, lo que los convierte en una materia prima
muy interesante para un aprovechamiento biotecnolégico. Su composicion varia de un producto
comercial a otro, aunque todos son ricos en vitaminas, minerales, hidratos de carbono, grasas y
proteinas, tratdndose de productos hipercaldricos e hiperproteicos (Tabla 1). Hasta el momento
no se han realizado investigaciones con este tipo de residuo, siendo este Trabajo Fin de Master la
primera investigacion con intencion de evaluar su potencial para la produccion de biofertilizantes

y bioestimulantes.

Tabla 1. Composicion media de varios FSMPs. (Elaboracion propia)

Informacién Composicién Vitaminas Composicién Minerales Composicién
nutricional media media media
(100 mL)
Valor 690-322,33 Vitamina A 151,333 Sodio (mg) 93,733
energético (ug-RE)
(KJ-Kcal)
Grasas (g) 4,926 Vitamina D 2,806 Calcio (mg) 198
(H9)
Grasas 0,7 Tiamina (Vit. 0,316 Hierro (mg) 2,933
saturadas (g) B1) (mg)
Grasas 1,056 Riboflavina 0,583 Potasio (mg) 223,333
poliinsaturad (Vit. B2) (mg)
as (9)
Relacion - Niacina PP 1,663 Cloruro (mg) 108,133
®6/03 (mg-NE)
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Grasas 2,48 Acido 1,273 Fosforo (mg) 198,333
monoinsatura pantoténico
das (g) (mg)
Hidratos de 18,666 Vitamina B6 0,606 Magnesio 43,3
carbono (g) (mg) (mg)
AzUcares (g) 8,476 Vitamina B12 0,893 Zinc (mg) 4
(L)
Proteinas (g) 11,213 Vitamina C 96,666 Cobre (ug) 540
(mg)
Sal (g) 0,153 Vitamina E 13,833 Yodo (ug) 25,633
(mg-oTE)
Agua (9) - Biotina (ug) 8,366 Selenio (ug) 25,666
Fibra (g) - Acido félico 93,666 Molibdeno 19,866
(H9) (H9)
Vitamina K 9,916 Cromo (ug) 13,5
(H9)
p-caroteno - Manganeso 1,043
(mg)
Fluoruro (mg) -

1.6 RECURSO MARINO: ALGA PARDA Ascophyllum nodosum

Las macroalgas son organismos macroscopicos y multicelulares presentes en ecosistemas marinos
y costeros. La composicion de estos organismos es rica en polisacaridos, acidos grasos
poliinsaturados, compuestos fendlicos, enzimas y péptidos bioactivos (Shukla et al., 2019) (Lin
& Qin, 2014). Se distinguen tres grupos de macroalgas: las algas rojas, pardas y verdes,
dependiendo del color predominante de sus pigmentos. Las algas pardas son, dentro de este grupo
de organismos fotosintéticos marinos, organismos propios de zonas rocosas intermareales que
crecen en latitudes frias o templadas (Charrier et al., 2012). Este tipo de algas, adaptadas a
condiciones extremas de salinidad, variacion de temperatura y luz, produce compuestos
relacionados con el estrés para su supervivencia con gran potencial en aplicaciones agricolas
(Shukla et al., 2019).

En Europa las algas mas explotadas son las algas pardas Laminaria hyperborea, Laminaria
digitata y Ascophyllum nodosum (EUMOFA, 2018). De esta ultima se recolectan 0,1 toneladas al
afio en Europa y es una especie altamente estudiada como fuente de compuestos estimulantes del
crecimiento vegetal: sus extractos llevan décadas siendo comercializados como bioestimulantes
(Aratjo et al., 2021) (Craigie, 2011). Sus efectos promotores se han demostrado sobre diferentes

especies y diferentes mecanismos de accion han sido propuestos para entender cOmo sus
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compuestos estimulan la respuesta vegetal (Shukla et al., 2019). La composicion del extracto de
Acophyllum nodosum depende de factores como la fase de crecimiento en la que se encuentra el
alga, localizacion, factores ambientales, disponibilidad de los nutrientes o la técnica de extraccion
empleada (Dobrinéi¢ et al., 2020) (Lakshmi & Meenakshi, 2022).

El empleo de estos extractos ha conseguido efectos como una mayor tolerancia al estrés abidtico,
mejora del rendimiento y calidad, mejora en la sintesis de clorofila, mejora de la uniformidad de
las frutas, retraso a la senescencia, aceleracion de la floracion o conservacion de vainas de semillas
(Sangha et al., 2014) (Langowski et al., 2019) (Shukla et al., 2019).

La composicion tipica de los extractos comerciales suele ser rica en polisacaridos sulfatados como
laminarina, alginato y fucoidano. ElI método de extraccion mas empleado por las empresas es el
de extraccion a baja temperatura, aungque a veces también emplean extraccion suave a baja
temperatura sin empleo de reactivos quimicos. En ningun caso se ofrece informacién detallada
sobre el método y los pardmetros mas influyentes. En el campo académico se han realizado
numerosos trabajos sobre extraccion de compuestos de Ascophyllum nodosum. Los métodos de
extraccion investigados han sido quimicos: extraccion acuosa, aciday alcalina; fisicos: extraccion
asistida por ultrasonidos y extraccion asistida por microondas; y bioldgicos: mediante la
aplicacion de enzimas. En la Tabla 2 se indican los diferentes métodos empleados para la

extraccion de determinados componentes.

Tabla 2. Métodos de extraccion empleados con Ascophyllum nodosum. (Elaboracion propia)

Compuesto mayoritario | Tipo de extraccion | Método de extraccién Referencia
Polifenoles Fisica Asistida por ultrasonidos
_ i _ (Montes et al., 2021)
Alginato Quimica Acida
Alginato Quimica Acida (Cebrian-Lloret et al., 2022)
Manitol
Alginato i .
_ Quimica Alcalina
Fucoidina
Laminarina
Manitol
Alginato ) (Hiltz, 2020)
__ Fisica Acuosa
Fucoidina
Laminarina
Manitol
Alginato Quimica Acida
Fucoidina
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Laminarina
Manitol
Alginato .
_ Fisica Acuosa
Fucoidina
Laminarina
Fucoidano Fisica Microondas
Alginato Quimica Acida )
. — _ (Yuan & Macquarrie, 2015)
Fucoidano Quimica Acida
Alginato Quimica Acida
Fenoles Fisica Microondas (Yuan et al., 2018)
Fenoles
Fucosa Fisica Asistida por ultrasonido (Kadam et al., 2015)
Acido urénico
Carbohidratos Bioldgica Enzimatica (Carmody et al., 2020)

1.7 FERMENTACION
1.7.1  Definicién

Aunque el término “fermentacion” se ha empleado tradicionalmente en el contexto bioquimico
para definir los procesos de transformacion bioldgica de un sustrato en ausencia de oxigeno
(Doelle, 1975), el concepto ha evolucionado y en los campos mas técnicos, como la biotecnologia
o la ingenieria quimica, el término incluye procesos aerobios y anaerobios en los que unos
agentes, los microorganismos, obtienen diferentes productos a partir de la transformacion de un
sustrato (Chojnacka, 2010) (Tomasik & Horton, 2012).

En este Trabajo Fin de Master un conjunto de cuatro especies de bacterias fermentara el residuo
alimentario descrito anteriormente bajo diferentes parametros operativos, siendo el producto de
interés la propia biomasa que ha empleado los nutrientes del sustrato para su crecimiento y

reproduccion.

1.7.2  Microorganismos empleados en la fermentacion
Parte del interés de este estudio reside en el empleo de cultivos mixtos, cultivos inoculados con
dos 0 mas especies de microorganismos que no requieren un control tan exhaustivo como los
cultivos puros (Hesseltine, 1992) (Munir & Jamil, 2018). En este caso la formulacion que se
persigue como producto consta de cuatro especies de bacteria, todas ellas descritas como bacterias
promotoras del crecimiento vegetal en la literatura: Azospirillum brasilense, Azotobacter

chroococcum, Bacillus megaterium y Mesorhizobium loti.
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Azospirillum brasilense

Numerosas investigaciones convierten a las bacterias del género Azospirillum en unas de las mas
estudiadas por sus grandes capacidades como promotoras del crecimiento vegetal, con
mecanismos como la produccion de hormonas, la solubilizacion del fosfato, fijacién del
nitrégeno, produccion de enzimas, de lipopolisacaridos y mejora de la proliferacion de las raices
(Fukami et al., 2018) (Cassan et al., 2020).

La especie Azospirillum brasilense es la mas investigada dentro del género, presentando todos los
mecanismos mencionados. Es un bioestimulante ampliamente comercializado por sus
propiedades como promotora y fijadora de nitrdgeno atmosférico (Santos et al., 2022). Ademas,
presenta otras propiedades muy interesantes como la mitigacion del estrés por sequia (Cassan et
al., 2009), por metales pesados (Vazquez et al., 2021) o por salinidad (Romero et al., 2014), y
juega también un papel muy interesante en la biorremediacion, puesto que se ha documentado su
capacidad para transformar hidrocarburos aromaticos policiclicos (Huang et al., 2004) y mitigar

la toxicidad en zonas contaminadas con selenio (Vogel et al., 2018) (Tugarova et al., 2020).

Azotobacter chroococcum

La especie Azotobacter chroococcum pertenece al género Azotobacter, también muy conocido
por sus capacidades promotoras del crecimiento vegetal y, como en el caso anterior, género de
bacterias fijadoras de nitrégeno no simbioéticas (Aasfar et al., 2021). Se ha observado un efecto
muy importante en la fijacion de nitrégeno por parte de la especie Azotobacter chroococcum en
diferentes cultivos gracias a la posesion de un clister de genes que codifican para la enzima
nitrogenasa, también presente en Azospirillum brasilense (Kaushal, 2019). Romero-Perdomo et
al. (2017) estudiarion su efecto sobre un cultivo de algodén controlado en invernadero,
consiguiéndose reducir la dosis de nitrdgeno en un 50 % (Felipe Romero-Perdomo et al., 2017).
Azotobacter chroococcum es capaz de producir auxinas y presenta la propiedad de solubilizar
fosfato y zinc (Kumar & Narula, 1999) (Aasfar et al., 2021). Su inoculacion mejora el indice de
germinacion en cultivos como la soja, el arroz y el algodén (Ramzan et al., 2021). Otras
propiedades como la mitigacién del estrés salino (Abdel et al., 2020) y la produccion de
sideréforos —moléculas que permiten transportar y transformar el hierro en formas asimilables
para las plantas y otros microorganismos del suelo— también han sido estudiadas (Zhang et al.,
2019).

Destaca también su propiedad como agente de biocontrol: se ha documentado su capacidad de
producir compuestos antifingicos (Mali et al., 2011) y posee potencial como inhibidor de huevos
de insectos, disminuyendo y alterando la capacidad de estos de poner huevos, el porcentaje de

pupas que nacen y el desarrollo de estas hacia la madurez (Ramzan et al., 2021).
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Bacillus megaterium

La especie Bacillus megaterium, del género Bacillus, es una bacteria Gram-positiva de gran
tamafo (Eppinger et al., 2011). Una de sus principales propiedades, que comparte con otras
bacterias de su género, es su capacidad de sobrevivir en medios extremos gracias a la formacién
de esporas (Emmert & Handelsman, 1999) (Trivedi & Pandey, 2008), lo que resulta interesante
en su empleo como microorganismo bioestimulante en condiciones de estrés abiotico (Zhou et
al., 2016).

La especie Bacillus megaterium posee capacidad para solubilizar fosfatos, mejorar la
accesibilidad de minerales, producir auxinas, e inhibir el crecimiento de fitopatogenos (Trivedi &
Pandey, 2008) (Zhao et al., 2021). Nascimento et al. (2020), ademés de corroborar estas
caracteristicas, determinaron también la capacidad de producciéon de citoquinas, etileno y
enzimas, y estudiaron el potencial de su genoma, descubriendo la presencia de genes de gran
interés en términos de resistencia y biorremediacion. Se ha demostrado la propiedad de esta
bacteria de degradar ciertos tintes, herbicidas e incluso dioxinas (Shah, 2014) (Carles et al., 2016)
(Hanano et al., 2019).

Mesorhizobium loti

La especie Mesorhizobium loti, anteriormente conocida como Rhizobium loti, es una especie
fijadora de nitrogeno asociada a las raices de las plantas (Poitout et al., 2017). Este género de
bacterias es conocido por ser, ademas de fijadores de nitrégeno, grandes solubilizadores de fosfato
(Chandra et al., 2007) (Imen et al., 2015). Algunas cepas han demostrado poseer capacidad para
producir sider6foros, acido cianhidrico para disminuir la actividad patégena, y auxinas (Brigido
etal., 2017) (Chandraet al., 2007). La bacteria Mesorhizobium loti no solo produce auxinas como
fitohormona, como se ha mencionado, sino que también produce hasta cuatro tipos de citoquinas
que mejoran el area superficial de la raiz promoviendo el crecimiento de las raices laterales
(Swarnalakshmi et al., 2020) (Poitout et al., 2017).

Su actividad promotora también ha sido evaluada en sistemas contaminados con metales pesados,
observandose la sintesis de &cido indolacético (hormona de clase auxina) en presencia de cobre y
otros metales (Vieiraetal., 2017) (Brigido et al., 2017), por lo que su tolerancia resulta interesante

para estrategias de biorremediacion.

1.8 EXTRACCION DE COMPUESTOS DE LA MACROALGA ASISTIDA POR
MICROONDAS
Entre los diferentes métodos de extraccion que se emplean con macroalgas se ha optado por la

extraccion asistida por microondas, conocida en la literatura como MAE por sus siglas en inglés
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(Microwave Assisted Extraction), por el gran potencial que presenta en relacion con el empleo de

reactivos, el tiempo empleado y su rendimiento.

La extraccion asistida por microondas es un método de gran interés por su bajo impacto
medioambiental (Michalak et al., 2015). Una vez seca, el alga se mezcla con agua u otro solvente
apto que es calentado por radiacion microondas no ionizante. Esta radiacién suministrada, con
frecuencia de 300 MHz a 300 GHz, permite extraer los compuestos de interés mediante la
transferencia de la energia a la solucion (Kadam et al., 2013).

La energia transferida a la solucion provoca el aumento de su temperatura a través de un
mecanismo de conduccidn idnico y de rotacion de dipolo, de manera que los puentes de hidrégeno
se rompen y los iones disueltos migran, mejorando la penetracion del solvente en la matriz y, por

tanto, la extraccion (Florez-Fernandez et al., 2018) (Kadam et al., 2013).

En comparacién con otros métodos requiere menos tiempo y consigue una separacion selectiva
por la que se han conseguido extraer fucoidanos, alginato sddico, carotenoides, azUcares,
compuestos fendlicos y minerales (Kadam et al., 2013) (Shukla et al., 2019). Su velocidad de
extraccion es mayor y emplea menor cantidad de solvente. Sin embargo, requiere de un proceso

de separacion posterior y no es valido para bioactivos termosensibles (Wang & Weller, 2006).

La extraccién de Ascophyllum nodosum con microondas ha sido documentada dos veces en
literatura, por Yuan y Macquarrie, en 2015, y por Yuan et al. en 2018. Sin embargo, en ambos
estudios el objetivo es separar y fraccionar los compuestos hasta obtener un compuesto final de
interés. Para la obtencion de un extracto con potencial bioestimulante objetivo de este TFM se
prefiere emplear el extracto resultante rico en varios compuestos organicos, por lo que no se
realizara el método propuesto en estos estudios, sino el llevado a cabo por Michalak et al. (2015),
que obtiene un extracto directamente a partir de la extraccion asistida por microondas de algas

rojas y verdes empleando Gnicamente agua como solvente.
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2. HIPOTESIS

La necesidad de sustituir el empleo de los fertilizantes convencionales y minimizar el impacto
ambiental que llevan asociados, en combinacién con la propuesta de un nuevo modelo econémico
centrado en el empleo de los recursos biomasicos de manera sostenible, favorecen a la blsqueda
de nuevas alternativas sostenibles y de origen biolégico que supongan una mejora en la agricultura
y una contribucién similar o mejorada en el rendimiento vegetal. EI empleo de un residuo
alimentario como los alimentos destinados a usos médicos especiales caducados para la
produccién de nuevos productos supone la revalorizacion de este y un cierre circular a su ciclo de
vida. El empleo de recursos marinos como las macroalgas, por otro lado, potencia la explotacion
de una linea poco conocida hasta el momento y con gran potencial para comenzar a gestionar los

recursos marinos en nombre de la bioeconomia azul.

La composicion del residuo alimentario resulta muy interesante desde un punto de vista nutritivo,
y es por ello que se espera que sea un buen medio nutritivo para la produccién de microorganismos

promotores del crecimiento vegetal.

Los diferentes componentes del alga parda Ascophyllum nodosum también poseen caracteristicas
bioestimulantes muy interesantes, por lo que se espera que una formulacion obtenida por métodos
de extraccidn eficientes como la propuesta, la extraccion asistida por microondas, pueda funcionar

también como un estimulante del crecimiento y desarrollo vegetal.

Cabe esperar que la aplicacion de estos bioestimulantes, los microorganismos y el extracto del
alga, sobre las plantas consiga una buena diferenciacion en el crecimiento de estas frente a los

casos en los que no se realiza tratamiento.

17



3. OBJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo Fin de Méster es la propuesta de dos métodos de produccién
de bioestimulantes a partir de dos materias primas diferentes, un residuo alimentario y un recurso
marino, con el fin de aprovechar eficientemente esta biomasa de manera simple y con bajo

impacto ambiental en la empresa Séneca Green Catalyst S.L.

Para ello, en el caso del residuo alimentario, se realizarda una fermentacion con un cultivo mixto
de bacterias (Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium vy
Mesorhizobium loti) donde el propio residuo haga la funcién de fuente de nutrientes investigando
la influencia de los parametros operativos en la produccion 6ptima de biomasa. EI empleo de
reactivos quimicos se minimiza, al tratarse de un método biolégico, y no se produce ninguna

corriente de residuos, puesto que todo el producto resultante se emplea como bioestimulante.

En el caso del recurso marino, el alga parda Ascophyllum nodosum, se realizard una extraccion
asistida por microondas, empleando como solvente agua y evitando por tanto procesos de
separacion de solventes posterior y la energia y el uso de otros reactivos que supone.

Para ambos casos, se propone también un método de aplicacion en plantas para comprobar su

validez como agentes promotores del crecimiento vegetal.

Con el fin de conseguir este objetivo principal, se establecen como objetivos especificos la
busqueda bibliografica de métodos relacionados con la produccion de bioestimulantes a partir de

recursos similares a los propuestos y el analisis de los trabajos de investigacion hallados.
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4. PLAN DE TRABAJO
Las tareas que se llevardn a cabo en esta propuesta cientifico-técnica quedan definidas en el

siguiente plan de trabajo:

Tarea 1. Obtencion del residuo alimentario.

Tarea 2. Obtencion y activacion del inéculo.

Tarea 3. Preparacion del medio mediante la dilucion del residuo.

Tarea 4. Inoculacion y posterior fermentacion del medio bajo diferentes parametros de aireacion,
ratio de inoculacidn y ratio de sélido-liquido.

Tarea 5. Repeticion de la inoculacion y la fermentacion bajo los pardmetros Optimos

determinados.
Tarea 6. Medicion de la concentracion de bacterias y el rendimiento de la fermentacion.
Tarea 7. Obtencion y acondicionamiento del alga Ascophyllym nodosum.

Tarea 8. Extraccion de los compuestos del alga mediante microondas a diferentes tiempos y

temperaturas.
Tarea 9. Medicion de la presencia de compuestos fendlicos.

Tarea 10. Realizacion de ensayos en plantas. El extracto del alga y la formulacién rica en
bacterias se aplican a Arabidopsis thaliana de manera separada y se evallan las diferencias en su

crecimiento frente al crecimiento de plantas con tratamiento control.

A continuacion se muestran las actividades que componen el plan de trabajo para los proyectos

propuestos en un periodo de 6 semanas mediante un diagrama de Gantt (Tabla 3).

Tabla 3. Plan de trabajo.

Semana l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6
Tareas

2|34 |5|6|7|1|2|3|4|5|6|7|1|2|3(4|5|6|7]|1|2|3|4|5|6|7|1(2(3(4|5|6|7]1]|2]|3]|4]5
Tareal
Tarea 2
Tarea 3
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Tarea 4

Tarea 5

Tarea 6

Tarea 7

Tarea 8

Tarea 9

Tarea 10
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5. METODOLOGIA
5.1 BIOESTIMULANTE A PARTIR DE RESIDUO ALIMENTARIO

5.1.1 Reactivos
Las muestras de alimentos caducados destinados a usos médicos especiales han sido cedidos a la
empresa Séneca Green Catalyst S.L desde empresas productoras, cuyo nombre se mantiene oculto
por cuestiones de confidencialidad, con el interés de poder encontrarle una salida al residuo

alimentario que generan.

Las cepas de las cuatro especies de bacterias propuestas provienen de una formulacién comercial
cedida a la empresa Séneca Green Catalyst S.L con motivo de los experimentos. Por la misma
cuestion comentada en el parrafo anterior, el nombre de la marcay el producto se mantiene oculto

por confidencialidad.

El medio de cultivo propuesto para poder contar las unidades formadoras de colonias en placas
es el TSA (Agar-Triptona-Soja), compuesto por digerido enzimatico de caseina, digerido
enzimatico de soja, cloruro de sodio y agar. Todos estos compuestos se adquieren de la marca
Sigma-Aldrich de Merck. Para la activacion del indculo se propone emplear acido clorhidrico,

también de la marca Sigma-Aldrich.

Para los ensayos propuestos en planta se emplean semillas de Arabidopsis thaliana (ecotipo
Columbia-0) obtenidas del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

La preparacion del medio y la medida de la concentracion de unidades formadoras de colonias

requieren del empleo agua destilada estéril.

5.1.2 Equipamiento e instrumentacion
Los materiales necesarios para llevar a cabo los experimentos propuestos se encuentran presentes
en numerosos laboratorios, no siendo exclusivos de un Gnico campo de investigacion. Entre ellos,
se propone el empleo de matraces Erlenmeyer de diferentes volimenes, placas de Petri, un
mechero Bunsen para evitar o disminuir la contaminacién, micropipetas, tubos Eppendorf®y

tubos para centrifugas Falcon®.

Para la etapa de propagacion y fermentacion, donde el control de la temperatura y la agitacion es
importante, se emplea un bafo de agua agitado. Los frascos en los que vaya a investigar el efecto

de la aireacion contendran un pequefio tubo conectado a una bomba de aireacion portatil.

Finalmente, para medir la concentracion de biomasa al inicio y final de la fermentacion se propone

emplear una centrifuga.
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5.1.3  Preparacion del indculo
Disefio experimental
Se realiza un Unico experimento para la activacién de las bacterias de interés contenidas en la

formulacion comercial. Esta activacion se lleva a cabo mediante un cambio en el pH.

La concentracion de las bacterias se mide por duplicado para comprobar que es aceptable como

inéculo.

Activacion del inoculo

En dos matraces Erlenmeyer de 300 ml se afiade un volumen de 205 ml de la formulacidn liquida
de Azospirillum brasilense, Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium y Rhizobium loti y
10 ml de una disolucion de HCI al 5 % (v/v) para conseguir su activacién. Tras un dia de
incubacion a 30 °C, temperatura adecuada para el crecimiento de todas estas bacterias de interés
(Chen et al., 2015) (Romero-Perdomo et al., 2015) (Belal & Hassan, 2013) (Damir et al., 2011),
se miden las concentraciones de las bacterias empleando una placa Petri con el medio no selectivo
TSA con 1,5 % de agar esterilizado. Para ello se prepara primero una dilucion 1:10 con 1 ml de
la formulacion liquida y 9 ml de agua estéril y, tras su homogenizacion, 1 ml es traspasado a la
placa de Petri, donde se realiza la siembra. Tras 24 horas de incubacién a 30 °C las colonias se
cuentan y se calcula la concentracion empleando el factor de dilucién. En caso de que no se
distingan las colonias se realizara una segunda dilucion. En todo momento se trabaja con un

mechero Bunsen o de alcohol para limitar la contaminacion.

UFC _ Colonias enumeradas

= X Factor de dilucion
ml ml sembrados

5.1.4 Fermentacion
Disefio experimental
El objetivo de estos experimentos es estudiar la influencia de los parametros aireacion,
concentracion de residuo alimentario y ratio de inoculacion en la fermentacion. Para ello se fija
una temperatura (30 °C), una velocidad de agitacion (150 r.p.m) y un tiempo de fermentacion de
96 horas en el que se ird midiendo la concentracion de microorganismos para poder evaluar el

crecimiento de la bacteria por dia.

En concreto, se emplearan ratios de aireacion de 0, 1 y 1,5 vwm combinados con ratios de
inoculacion de 5y 10 % (v/v). La fuente de nutrientes es el residuo alimentario en formato liquido
que se empleara en tres concentraciones: 3, 5y 10 % (v/v). Para ello se lleva a cabo el método
propuesto por Zhu et al. (2020) con pequefias modificaciones. EI nimero de experimentos

necesarios es 18. Para el alcance de este estudio, que busca evaluar los mejores parametros de
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crecimiento de las bacterias y que consta de un tiempo muy limitado, no se consideran necesarias

las réplicas, aunque en un estudio mas avanzado y detallado conviene realizarlas.

Fermentacion

El subproducto alimentario liquido de interés se diluye en tres concentraciones diferentes, de 3, 5
y 10 % (v/v), con agua estéril. La disolucion resultante es la fuente de todos los nutrientes
necesarios para el crecimiento de las bacterias y se afiade a los matraces. La fermentacion se
realiza en discontinuo con matraces Erlenmeyer de 500 ml, siendo el volumen (til de 300 ml. La
temperatura se mantiene constante a 30 °C mediante la introduccion de los matraces en un bafio
de agua con agitacion de 150 r.p.m. Las bocas de los matraces se tapan con Parafilm, dejando tan
solo un pequefio hueco para la entrada de los tubos difusores en los experimentos en los que se

afiade aireacion.

Los matraces se inoculan en ratios de 5y 10 % (v/v) y se aplica aireacion con un flujo de 0, 1y
1,5 vvm. La inoculacion se realiza cerca de un mechero para minimizar el riesgo de

contaminacion.

Cada dia hasta las 96 horas se extrae un mililitro de cada experimento con el que, tras una dilucion
1:10 o 1:100, se realiza una siembra en medio TSA para medir las unidades formadoras de

colonias por ml.

Adicionalmente, el primer y Gltimo dia se extraen 10 ml de los matraces para centrifugarlos a
12000 g. El sobrenadante se descarta y el sélido se seca en una estufa para medir el peso seco de

biomasa y obtener asi la concentracién de biomasa por ml.
Rendimiento especifico de la biomasa =

(Concentracion final X Volumen final) — (Concentracion inicial X Volumen inicial)
Concentracion inicial X Volumen inicial

El experimento cuyas condiciones han sido las ptimas para el crecimiento de las bacterias se
repite y el medio resultante, fuente de bacterias y otros compuestos resultantes de la
transformacion de la materia prima original, se emplea sobre plantas para analizar su efecto

bioestimulante.

El esquema del proceso propuesto queda representado en el siguiente diagrama de bloques (Figura
1):
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Residuo
l alimentario

3 FERMENTACION
Formulacién | A cTIVACION DEL PROPAGACION 30°C, 150 r.p.m Bioestimulante

con bacterias
— INOCULO 30 °C, 24 horas Ratio inoculacion
Ratio alimento/agua

Ratio de aireacion

A

Figura 1. Diagrama de bloques de la produccién del bioestimulante.

5.1.5 Ensayos en plantas

Disefio experimental

Para el ensayo con plantas se emplean nueve experimentos. Tres corresponden al medio de
fermentacidn en la fase ptima de crecimiento de la bacteria, mientras que otros tres sirven como
control negativo (sin fertilizante) y tres como control positivo (fertilizante comercial). Para ello,
se emplean 18 semillas de Arabidopsis thaliana, de las que finalmente se seleccionan 9 plantas

germinadas.

Ensayo sobre el crecimiento vegetal

Los ensayos se realizan segun la técnica descrita por Rayorath et al. (2008) con la especie
Arabidopsis thaliana, planta modelo. Se cultivan dos semillas de la planta por cada unidad de
pellet de turba (el sustrato en estos experimentos). Las condiciones del cultivo son de una
temperatura constante de 22 °C, con el doble de horas de luz que de oscuridad (16 frente a 8) y
humedad del 65 %. Las semillas se riegan cada dia y a la semana se deja solo una planta germinada

por pellet, las mas uniformes, para finalmente pasar los pellets a macetas.

Las platas se riegan con 10 ml de la solucion pasados 7 dias de la germinacion y se mantiene el
tratamiento cada semana durante tres. Las plantas se riegan alternadamente con agua destilada
para que mantengan una humedad Optima. Tras cuatro semanas la altura de las plantas y el nimero

de hojas son medidos.

5.2 BIOESTIMULANTE A PARTIR DEL ALGA Ascophyllum nodosum
5.2.1 Reactivos
El alga Ascophyllum nodosum ha sido obtenida de una empresa de Irlanda cuyo nombre se

mantiene oculto por cuestiones de confidencialidad con la empresa Séneca Green Catalyst S.L.

Aunque en la extraccion asistida por microondas no se emplearan reactivos quimicos mas alla del
agua desionizada, para el analisis de compuestos fendlicos propuesto se emplean los reactivos

acido galico, metanol y el reactivo del fenol Folin-Ciocalteu. El acido galico y el reactivo de
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Folin-Ciocalteu se consiguen de la marca comercial Sigma-Aldrich de Merck, mientras que el

metanol se obtiene de la marca Labkem.

Al igual que en la linea del residuo alimentario, en esta linea se emplearan semillas de Arabidopsis
thaliana (ecotipo Columbia-0) obtenidas del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) para

los ensayos propuestos en plantas.

5.2.2 Equipamiento e instrumentacion
Para la realizacion de los experimentos propuestos se necesitan materiales tipicos de un
laboratorio de investigacién, como papel de filtro, un embudo de filtracion, vasos de precipitado

y tubos de ensayo.

Para la extraccion, es necesario un microondas focalizado. Seré necesaria también una centrifuga

con el fin de eliminar el sélido una vez acabada la extraccion.

El analisis de compuestos fendlicos propuesto requiere de un bafio de agua y un espectrofotémetro
con un rango de onda de 190-1100 nm para poder realizar correctamente la medida y obtener las

concentraciones.

5.2.3 Extraccion asistida por microondas
Disefio experimental
Con el objetivo de determinar la influencia del tiempo y la temperatura en la extraccion de sus
compuestos mediante la aplicacion de microondas se proponen diferentes experimentos en medio
acuoso a dos tiempos (15 y 30 minutos) y tres temperaturas (25, 40 y 60 °C), en base a la
investigacion con algas rojas y verdes llevada a cabo por Michalak et al. (2015). Cada extraccion

se realiza por triplicado, realizando un total de 18 experimentos.

Extraccion asistida por microondas

El alga Ascophyllum nodosum, molida y tamizada previamente hasta poseer un tamafio de
particula inferior a 3 mm, se mezcla con agua desionizada en una relacion sélido-liquido de 1:3,
empleandose 5 gramos del alga y 15 ml de agua. Preparada la mezcla, esta se coloca en el
recipiente mas adecuado para el empleo de microondas y se somete a una potencia de 1000 W

bajo unos tiempos de 15 y 30 minutos y tres temperaturas de extraccion distintas: 25, 40 y 60 °C.

Terminada la extraccion, las mezclas se centrifugan durante 5 minutos a una velocidad de rotacion
de 4250 r.p.m para finalmente ser filtradas con papel de filtro y emplear el sobrenadante resultante

como hioestimulante.

El proceso propuesto queda representado a continuacion (Figura 2):
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Figura 2. Diagrama de bloques de la produccion del bioestimulante.

5.2.4 Analisis de compuestos fendlicos

Se sigue el método descrito por Sim et al. (2010) con las modificaciones realizadas por Michalak
et al. (2015). Se realiza una recta de calibrado empleando acido galico como estandar con una
concentracion desde 25 a 1000 mg/L. Se preparan volumenes de la solucién stock de acido gélico
de 0,005 a 0,2 ml y se completa el volumen final hasta 1 ml con metanol. De cada muestra de la
solucion y el negativo se toma 0,1 ml y se mezcla con 7,9 ml de agua destilada y 0,5 ml del
reactivo del fenol Folin-Ciocalteu. Pasados tres minutos se afiade 1,5 ml de Na,COs saturado (30
%) a cada tubo y se incuban 30 minutos a 40 °C. La medida de la absorbancia se realiza en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 764 nm.

De las muestras a analizar, de concentraciones diluidas, y el control se emplea 0,1 ml que se
mezcla con 7,9 ml de agua destilada y 0,5 ml del reactivo Folin-Ciocaltu. De nuevo, se esperan 3
minutos y se afiaden 1,5 ml de carbonato de sodio. Antes de medir la absorbancia, se incuba a 40

OC durante 30 minutos. Las muestras se analizan por triplicado.

5.2.5 Ensayos en plantas

Disefio experimental

Por motivos de tiempo se emplearan las seis muestras de extractos sin sus réplicas. Sus
concentraciones se diluiran hasta obtener una muestra del 5, 10 y 15 % de cada extracto. Por tanto,
se trabajan 18 experimentos junto con otros tres de control negativo y tres de control positivo,
necesitando en un principio 48 semillas de Arabidopsis thaliana, de las que, tras la germinacion,

se seleccionaran 24.

Ensayo sobre el crecimiento vegetal
Los ensayos se realizan segun la técnica descrita por Rayorath et al. (2008) con la especie
Arabidopsis thaliana. Se cultivan dos semillas de la planta por cada unidad de pellet de turba.

Como en el caso anterior, las condiciones del cultivo son de una temperatura constante de 22 °C,
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con el doble de horas de luz que de oscuridad y humedad del 65 %. Las plantas se riegan cada dia

y a la semana se deja solo una planta por pellet que acabara traspasandose a maceta.

Los extractos de alga obtenidos se diluyen, probando tres concentraciones (5, 10 y 15 %). Las
platas se riegan con 10 ml de la solucion con el extracto 7 dias tras la germinacion y se mantiene
el tratamiento durante tres semanas. Las plantas se riegan de manera alternada con agua destilada
para que mantengan una humedad 6ptima. Tras cuatro semanas se mide y cuentan la altura de las

plantas y el nimero de hojas.
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6. RESULTADOS Y BENEFICIOS ESPERABLES
6.1 RESULTADOS ESPERABLES

6.1.1 Bioestimulante a partir de residuo alimentario

Aunque no existen investigaciones previas que empleen alimentos destinados a usos médicos
especiales como medio de cultivo microbioldgico, es de esperar que los microorganismos crezcan
adecuadamente en él, dado que presenta los componentes mas comunes de un medio estandar de
cultivo (nitrégeno, factores de crecimiento, fuentes de energia, sales y metales) (Zimbro & Power,
2009). Ante la escasez de datos relacionados con el empleo de este tipo de residuo se han
examinado resultados obtenidos de fermentaciones en estado liquido con otro tipo de residuos
organicos, como mezclas de residuos alimentarios o la fraccidn organica de los residuos sélidos
urbanos, gue, aunque no presentan el mismo contenido nutricional, coinciden en gran parte de su
composicién y sirven como orientacion para la prediccién de un adecuado crecimiento por parte
de las bacterias. Los resultados obtenidos con estas materias primas son positivos, consiguiéndose
el crecimiento de distintos microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) en presencia y
ausencia de oxigeno y en rendimientos, en los casos en los que se especifica en bibliografia, del
rango de 107 y 10 unidades formadoras de colonia o conidios por mililitro (Yu et al., 2015)
(Hapsoh et al., 2020) (Lakhal et al., 2017) (Siregar & Raharjo, 2017) (Zhu et al., 2020).

A pesar de su prometedora composicion, el medio ha de diluirse para evitar una saturacion que
inhiba el crecimiento (Liu, 2017). Es dificil conocer cual de las proporciones residuo-agua
empleadas es la ideal para la propagacion, y la falta de investigaciones previas dificulta la
proposicion de una hipétesis mas favorable que otra. Lo ideal, desde un punto de vista econémico,
es gue el conjunto de bacterias empleado presente su crecimiento éptimo en el medio mas diluido,
puesto gque supondria una mayor produccién de la formulacién bioestimulante al poder emplear
un mayor volumen de medio. Sin embargo, dado que la densidad del medio menos diluido no es
extremadamente elevada, los microorganismos podrian crecer y alcanzar el maximo crecimiento
en este medio al tener mayor accesibilidad a los nutrientes. En una fermentacién asi, tras muchos
dias, la velocidad de crecimiento de los microorganismos comenzaria a disminuir por el aumento
de la densidad celular en el medio y las limitaciones que esto supone (aumento de presion
osmotica, viscosidad y limitacion de la transferencia de oxigeno) (Bunch, 1994) (Subramaniam
et al., 2018), sin embargo, como se trata de un experimento de optimizacion del crecimiento, el
resultado mas interesante es el tiempo de fermentacion en el que se consigue el maximo

crecimiento, tiempo en el que se frenara la fermentacion y se aplicara el producto a las plantas.

En cuanto al crecimiento bajo diferentes ratios de aireacion, se espera obtener mejores resultados
en los experimentos que emplean el flujo de 1y 1,5 vvm que en los que no se aplica aireacion.
Aunque la especie Azospirillum brasilense puede crecer bajo condiciones aerobias y anaerobias,

Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium y Mesorhizobium loti necesitan la presencia de
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oxigeno para su crecimiento (Dasgupta et al., 2021) (Robson et al., 2015) (Goswami et al., 2018)
(Kelly et al., 2014).

Dado que se trata de unos experimentos preliminares para encontrar los parametros 6ptimos y no
para la estandarizacion de un producto, la concentracion de cada cepa en la formulacion final no
se considerard importante en esta primera etapa, aunque cabe esperar que los cuatro tipos de

bacterias se encuentren presentes y hayan fermentado el medio con éxito.

En relacion con los ensayos en Arabidopsis thaliana, tampoco se puede predecir con qué
formulacion de los microorganismos se favorecerd mas el crecimiento vegetal. Desde un punto
de vista técnico y econémico, como se comentaba antes, conseguir el crecimiento 6ptimo con el
producto elaborado a partir del medio mas diluido seria la opcion mas interesante. De cualquier
manera, si no se produce contaminacion fitopatdgena, es esperable que las plantas consigan
aumentar su rendimiento frente a las plantas control por la aplicacion de bacterias ampliamente

reconocidas como promotoras del crecimiento vegetal.

6.1.2 Bioestimulante a partir del alga Ascophyllum nodosum
Los extractos de Ascophyllum nodosum han sido comercializados para aplicaciones agricolas
durante afios, por lo que es de esperar que los extractos obtenidos a partir de la aplicacion de

microondas provoquen un efecto positivo, en mayor o menor medida, en las plantas.

El efecto provocado dependera de los compuestos que se hayan conseguido obtener y del
rendimiento de extraccion de la técnica empleada, en este caso la Extraccion Asistida por
Microondas. No es sencillo predecir qué combinacion de los parametros analizados proporcionara
un extracto mas rico en compuestos bioestimulantes en base a la bibliografia existente. Yuan et
al. (2018) y Yuan y Macquarrie (2015), en sus respectivos estudios, consiguen la mayor
extraccion de compuestos a partir de Ascophyllum nodosum a los 15 minutos y a una temperatura
superior a las empleadas (110 y 120 °C). Sin embargo, las investigaciones no son comparables a
la propuesta, puesto que el interés final no es el mismo, ni tampoco lo son los reactivos y

disolventes empleados en la extraccion.

El interés de la propuesta realizada, desde un punto de vista técnico, ambiental y econémico, es
el de poder extraer compuestos que promuevan el crecimiento vegetal en un proceso que no
emplee reactivos quimicos nocivos y que utilice unas condiciones suaves. Es por ello que las
condiciones propuestas son las seleccionadas por Michalak et al. (2015) en su estudio, mas suaves
y con agua como solvente para realizar una extraccion asistida por microondas con el objetivo de
producir un extracto aplicable a cultivos. Aunque las materias primas empleadas en esta

investigacion y en la propuesta son diferentes, puesto que se emplean algas rojas y verdes frente
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al alga parda de interés, se espera que los resultados con Ascophyllum nodosum no se distancien

mucho de estos, donde la extraccién de polifenoles mejora a temperaturas mas bajas.

Con respecto a los ensayos en Arabidopsis thaliana, resulta complejo predecir qué dilucién del
extracto promoverda mejor o peor el crecimiento vegetal. Al igual que en el caso anterior, la
posibilidad de poder obtener un producto eficaz muy diluido supone una ventaja econémica para
la empresa. Sin embargo, dado que en este tipo de bioestimulante no se emplean organismos
Vivos, sino compuestos, la adicion de un producto muy diluido puede dar poco o ningun resultado

deseable.

6.2 BENEFICIOS ESPERABLES
La busqueda de practicas mas sostenibles en la agricultura abre las puertas a la produccion de
nuevos productos de alto valor afiadido que aminoren el estrés al que esta sometido el suelo. El
uso de biofertilizantes y bioestimulantes no solo permite disminuir la cantidad de fertilizantes
convencionales que se emplea actualmente y su impacto, sino que promete una mejora del
rendimiento vegetal, participando directamente en la estrategia de land sparing y permitiendo asi

una posible disminucién del uso del suelo en el futuro.

El empleo de residuos y recursos poco explotados hasta el momento permite, ademas de disminuir
el impacto ambiental que su vertido supone, ser mas eficientes en los procesos de produccion
actuales y colaborar en el concepto de circularidad que la economia, y en concreto la bioeconomia,

persigue.

La produccion de bioestimulantes a partir de residuos alimentarios y algas pardas propuesta en
este documento busca resolver una parte de los retos a los que la agricultura se enfrenta y permitir
que los cultivos andaluces muestren una mayor resiliencia ante los futuros cambios que se puedan

presentar en materia de escasez nutrientes y estreses abi6ticos y bioticos.

6.2.1 Perspectivas de futuro
Aunque prometedores, aun existen limitaciones en el empleo de bioestimulantes que deben ser
solucionadas. Una de las mas importantes es la capacidad de adaptacion de las bacterias al terreno
donde se aplica. La investigacion actual en este sentido se centra en la seleccién y empleo de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal propios de la zona donde se desean aplicar
(Aloo et al., 2021).

La vida de almacenamiento es otro limitante en la comercializacién de estos productos. Aunque

estos problemas no existen, 0 no son tan comunes, en sustancias procedentes de algas o de origen
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boténico, los microorganismos van muriendo en la solucion con el paso del tiempo, reduciendo
su rendimiento si es aplicado mucho mas tarde de su adquisicién (Brar et al., 2012). Como
solucion a este problema, actualmente las investigaciones se centran en su liofilizacién o en su

microencapsulacion en esferas de biopolimeros (John et al., 2011).

La posibilidad de emplear ingenieria genética con los microorganismos promotores del
crecimiento vegetal no solo ayudaria a superar estas barreras, sino que permitiria conceder al
microorganismo nuevas propiedades y mayor resistencia (Chaudhary et al., 2021). Sus
consecuencias, sin embargo, son adn impredecibles, pudiendo causar méas problemas que
soluciones por transferencia de genes. La opinion pablica tampoco se posiciona actualmente a

favor de microorganismos modificados genéticamente.
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