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Resumen

Entre los laboratorios con que cuenta el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (TEC), esta el Laboratorio de Bioprocesos. Esta éarea
involucra todas las lineas de accion del CIB, ya que con el uso biorreactores o sistemas de
inmersion temporal se pueden poner a crecer microorganismos (bacterias, hongos y levaduras),
células vegetales, microalgas y células animales, con un objetivo en comun: la produccion
masiva de células o de compuestos bioactivos, convirtiéndose en una herramienta eficaz
para la micropropagacion, ya que incrementa el coeficiente de multiplicacion y produce el
mejoramiento en la calidad del material regenerado in vitro. El empleo de estos sistemas incide
en la reduccion de los costos de produccion en el cultivo a escala, ampliamente documentado
en gran numero de especies de valor comercial. Por otra parte, se controlan varias condiciones
de cultivo como lo son pH, agitacion, oxigeno disuelto y la produccion de espuma. El CIB
cuenta con cuatro biorreactores para investigacion, que van desde 250 ml, 3 Ly hasta 7 L. En
este articulo se presenta una descripcion de los bioprocesos realizados en el CIB con diferentes
microorganismos y células vegetales.
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Abstract

Amongst the laboratories at the Biotecnology Research Center (CIB) of Costa Rica Institute of
Technology (TEC), is the Bioprocesses Laboratory. This area involves all the lines of action of
CIB, using bioreactors or temporary immersion system to grow microorganisms (bacteria, fungi
and yeasts), plant cells, microalgae and animal cells with a common goal: the mass production
of cells or bioactive compounds, becoming an effective tool for micropropagation, since it
increases the multiplication coefficient and improves the quality of the material regenerated
in vitro. The use of these systems reduces the costs in scale farming, which has been widely
documented in a large number of species of commercial value. On the other hand, several
culture conditions can be controlled in these systems, such as pH, agitation, dissolved oxygen
and foam production. The CIB has four bioreactors for research, ranging from 250 mL, 3 L
and up to 7 L. This article summarizes some of the projects which have studied plants and
microorganisms in bioreactors at CIB.

¢, Qué son los bioprocesos?

La definicion de bioprocesos se encuentra dentro del concepto de Biotecnologia: “Biotecnologia
es el uso de organismos Vvivos o parte de ellos para obtener un producto o servicio util para el
hombre”. Mientras tanto, un bioproceso es “un proceso que involucra metodos de la ingenieria
quimica a los procesos biotecnoldgicos” [1].

Se pueden aplicar bioprocesos para obtener productos que seran utilizados por los seres
humanos en salud humana y animal (antioxidantes, antiinflamatorios), industria quimica
(enzimas), las industrias de las fermentaciones (alcoholes), en la agricultura y alimentacion
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(biocontroladores, colorantes), en el medio ambiente (degradadores de contaminantes) o
para obtener energia (biocombustibles) y en la industria farmacéutica (antibiéticos). Para, ello
requiere de la aplicacion de distintas técnicas biotecnoldgicas: biologia molecular, biologia
celular, bioguimica, microbiologia, ingenieria de procesos, cultivo de tejidos, quimica y biologia.

La figura principal de un bioproceso es un fermentador o biorreactor, el cual es un sistema
de contencion apropiado, que debe disefiarse para brindar el mejor medio ambiente para el
crecimiento celular y actividad metabdlica [2]. En otras palabras, es un pequefio ecosistema
totalmente controlado que le permite al organismo vivo crecer adecuadamente. Existen diferentes
tipos, pero la diferencia principal en el disefio se da dependiendo de los requerimientos para el
cultivo, el tipo de microorganismo vy el tipo de fermentacion. La desventaja principal de dichos
equipos son los altos costos que representa la adquisicion de un biorreactor comercial.

El CIB, cuenta con cuatro biorreactores comerciales (tres de marca Applikon y uno marca
Bioengeniering) utilizados para la investigacion, dos ubicados en el Laboratorio de Bioprocesos
(figura 1) y dos en el Laboratorio de Biocontrol. Ademas, otros fermentadores de bajo costo que
se utilizan para el crecimiento de microalgas en el Laboratorio de Bioenergia. En el &rea de tejidos
vegetales también se utilizan los Sistemas de Inmersién Temporal para la micropropagacion, ya
qgue incrementan el coeficiente de multiplicacion y producen el mejoramiento en la calidad del
material regenerado in vitro [3, 4].

Figura 1. Biorreactores del Laboratorio de Bioprocesos del Centro de Investigacion en Biotecnologfa. A) Biorreactor
Marca Bioengeniering 7 L con cultivo de microalgas (proyecto a cargo del PhD. Andrés Sanchez Kooper) y B)
Biorreactor marca Applikon 3 L con crecimiento del hongo Ganoderma sp (proyecto doctoral de MSc Catalina

Rosales Lopez).

En Costa Rica son pocos los laboratorios especializados en bioprocesos, entre ellos se puede
mencionar al Centro Nacional de Innovaciones Biotecnolégicas (CENIBiot), el Instituto Clodomiro
Picado y el CIB-TEC. E igualmente son pocas o casi nulas las empresas que utilizan equipos
tan sofisticados. Muchas empresas obtienen sus productos con el uso de fermentadores, los
cuales son equipos caseros de bajo costo que funcionan como contenedores para el desarrollo
de una fermentacion, pero en ellos, a diferencia de los biorreactores comerciales, no se puede
controlar la agitacion, el pH del medio, la aireacion y mucho menos se puede tomar una muestra
periddicamente porque se contamina el sistema.
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Investigaciones en bioprocesos

La estrategia empleada en las investigaciones en esta area dentro del CIB, involucra el
disefio de experimentos en pequefa escala, donde se emplean técnicas de optimizacion
con el objetivo de reducir problemas y costos a la hora de escalar o reproducir un proceso,
aumentando a la vez la precision de los parametros estimados y disminuyendo el esfuerzo
experimental [2]. Seguido, se miden las cinéticas (determinacion y cuantificacion de las
reacciones bioquimicas dentro del sistema), para predecir el transcurso de la fermentacion,
evaluar velocidades de consumo y produccion, rendimientos y productividades. Toda esta
informacion, al final es Util para establecer estrategias de produccion al escalar un proceso
optimizado, y ser implementado para generar productos. En sintesis, las investigaciones en las
que se implementa el uso de un biorreactor, es porque ya se ha optimizado previamente las
condiciones de cultivo en volimenes mas pequenos.

El CIB cuenta con un laboratorio especializado para trabajar, acondicionado con tuberias de
distintos gases y agua potable en la pared que permiten inyectarle a los biorreactores, asi como
espacio suficiente para colocar los equipos, sus consolas y computadoras. Entre los proyectos
realizados en el CIB se pueden mencionar:

- 2012. Obtencion de lineas celulares de Uncaria tomentosa superproductoras de
alcaloides, cultivadas en biorreactor, para su posterior regeneracion y multiplicacion
masiva para su utilizacion a mediano plazo, como parte de la cadena productiva de
obtencion del extracto [5]

- 2014. Optimizacion del cultivo en suspension de Azadirachta indica con miras al
escalamiento en biorreactor.

- 2015, Produccion de carotenoides a partir de dos cepas de hongos: Pycnoporus
sanguineous y Rhodotorula sp, para su empleo en productos veterinarios de consumo
animal.

- 2016. Escalamiento del cultivo de células en suspension de Azadirachta indica en
biorreactor de tanque agitado para la producciéon de azadiractina.

- 2017. Disefio de un proceso para la obtencién de compuestos funcionales con capacidad
antioxidante a partir de cultivos celulares de mora (Rubus adenotrichos Schitdl.) en
biorreactor [6].

- 2017. Analisis de flujos metabdlicos como linea base para ingenieria metabdlica de
especies de microalgas productoras de aceite.

- 2018. Analisis de flujos metabdlicos compartimentalizados en microalgas autdctonas de
Costa Rica.

- 2018. Establecimiento de las condiciones de crecimiento de Ganoderma spp. en medio
liquido para su posterior escalamiento a biorreactores tipo tanque agitado.

Ha sido tanta la utilidad de los bioprocesos y los logros obtenidos con las investigaciones
realizadas en el CIB, que se formularon dos cursos para los estudiantes de la carrera de
Ingenieria en Biotecnologia del TEC. A partir del 2012, se imparte por primera vez el curso
de Ingenieria Bioguimica (V Semestre), en el cual se les proporciona a los estudiantes una
introduccion sobre los biorreactores, como y en qué utilizarlos, ademas de todo lo sucede
dentro del sistema. En este cursos como proyecto final, los estudiantes disefian y arman un
equipo funcional de bajo costo. Al siguiente afio, los estudiantes reciben el curso Sistemas
Biotecnoldgicos de Produccion (VII Semestre), un curso mas aplicado en la obtencién de
productos y de mayor dificultad. Se espera que, al transmitir estos conocimientos entre los
estudiantes, a futuro se amplien las investigaciones en ésta area.
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Al mismo tiempo, este tema ha sido un campo para el desarrollo y capacitacion de estudiantes
asistentes, asi como para realizar sus trabajos finales de graduaciéon (cuadro 1) tanto de
bachillerato como licenciatura, dentro y fuera del CIB y del pais, y varios de ellos han querido
continuar estudiando y experimentando con estos equipos, para lo cual han tenido que salir del
pais a especializarse mas en el tema, aplicando en posgrados.

Cuadro 1. Muestra de tesis de grado de estudiantes de Ingenieria en Biotecnologia (Escuela de Biologia, TEC) que

se han realizado en el tema de Bioprocesos.

Afo Estudiante Titulo de tesis Lugar
Karol Evaluacion del desarrollo in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni
2011 Jiménez con el empleo de sistemas de micropropagacion semi-solido, CiB
Quesada inmersion temporal RITA y biorreactor de burbujeo [7]
Ariana Optimizacion del medio de cultivo en matraz para la produc- . .
o o . Centro Nacional de Innovaciones
2012 Montero cioén por fermentacion liquida de los hongos Trichoderma sp . . ;
o . Biotecnoldgicas (CENIBiot)
Quirés y Beauveria sp.
Asdrubal ' ' . Laboratorio de Fermentaciones
2012 José Cultivos heterotréficos de Chlorella sp. en biorreactores o ;
Mayorga airlift para la produccién de biodidesel Universidad Nacional Santa Fe,
Lamas Argentina
2014 Kevin Mata Opt|m|zaglon del cultivo en suspension de Afad/rachta indi- CIB
ca con miras al escalamiento en biorreactor
José Pablo Elaboracion de un protocolo para la produccion de bioe- Centro de Investigacion y
Cerdas tanol a partir de residuos de madera de Gmelina arborea de Servicios Quimicos y
2015 Velasquez mediante digestion quimica-enzimatica y fermentacion Microbiolégicos del ITCR
no alimentada utilizando de una cepa transformada de
Saccharomyces cerevisiae.
Produccion de acidos ganodéricos y p-(1—3)
VeIl (1—6)-D-glucanos en el cultivo liquido sumergido de
2015 | Guevara g en Vo fiquido rgla CIB-CENIBiot
Ganoderma sp de interés medicinal en la industria alimen-
Manzanares - )
ticia de Costa Rica
Judith o . o
Diseflo experimental del proceso de fermentacion de la
2016 Cervantes Empresa Pozuelo
Galleta Soda
Solano
Jorae Escalamiento de cultivos celulares de Morinda citrifolia a
9 un biorreactor de tipo tanque agitado de 7 litros, para la Centro Nacional de Innovaciones
2016 Madrigal - ) f . . L X
Rueda producmo_n de Antraquinona Roja como alternativa para Biotecnolégicas (CENIBiot)
tinte de origen natural
Ulises Departamento de Bioingenieria,
Andrés Caracterizacion de la hidrodinamica y coeficiente de trans- del Instituto Tecnoldgico de
2017 . . o : .
Salas ferencia de masa de un reactor tipo airlift Estudios Superiores de Monterrey,
Villalobos Estado de México
Cristian Evaluacion del proceso de fermentacion de la cerveza arte- Empresa Hoppy ideas Craft
2017 Chavarria sanal de la empresa Hoppy ideas Craft Brewing Company y Brewing Company, Cerveceria
Araya la determinacion de los puntos criticos en el proceso. artesanal
2017 Karla.SaIas Produccpn de Stey/a rebaudiana Bertom vanedadl S||vestr.e CIB-CENIBiot
Arias en dos diferentes Sistemas de Inmersion Temporal bits y setis
Tania Maria Evaluacion de diferentes medios de cultivo y condiciones
2017 Goémez para la produccion de conidios de Trichoderma mediante ICAFE
Bolivar fermentacion en liquido y sdlida
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Conclusion

El contar en el CIB con el area de investigacion en Bioprocesos ha abierto las puertas al
escalamiento de los procesos, y ha creado acceso a otra disciplina para que los estudiantes
e investigadores en Biotecnologia generen conocimiento, obteniendo productos libres de
contaminantes, con potencial para producir metabolitos secundarios y productos innovadores
a partir de organismos vivos para la comercializacion.
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