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Resumen

La biotecnologia microalgal se presenta como una oportunidad de mercado para el sector
productivo costarricense. En esta revision se detallaran algunos aspectos de los potenciales
y limitaciones que tiene este sector de la biotecnologia para nuestra regiéon. La visualizacion
de este potencial se remonta a mas de una década, en donde en el Centro de Investigacion
en Biotecnologia se dio inicio con el proceso de seleccion y conservacion de cepas de
microalgas nativas y su escalamiento. Se describird brevemente algunos sistemas de cultivo
de microalgas y de procesamiento, que pueden ser destinadas para diferentes mercados,
entre los que se destaca la alimentacion de humanos y animales, biofertilizantes, tratamiento
de aguas, captura de CO, y la generacion de metabolitos de alto valor. Paralelamente, se ha
avanzado en la generacion de protocolos para el escalamiento de las microalgas mediante la
formulacion de medios organicos con residuos agroindustriales. También se ha desarrollado el
cultivo en diferentes zonas del territorio costarricense, mostrando la posibilidad de adaptacion
en diferentes regiones climéaticas.
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Abstract

Microalgal biotechnology is presented as a market opportunity for the productive sector. In
this review some aspects of the potential and limitations of this biotechnology sector for our
region will be detailed. The visualization of this potential goes back more than a decade when
the Biotechnology Research Center began the process of selecting and preserving native
microalgae strains, and scaling-up their biomass. We will briefly describe some microalgae
cultivation and microalgal biomass processing systems that can be used for different markets,
including the feeding of humans and animals, biofertilizers, water treatment, CO, capture and
the generation of metabolites of high value. At the same time, progress has been made in the
generation of protocols for the scaling of microalgae through the formulation of organic media
with agroindustrial residues such as dairy manure, sugar cane, vinasse, pig manure and chicken
manure. Cultivation has also been developed in different areas of the Costa Rican territory,
showing the possibility for adaptation in different climatic regions.

Introduccién

Las microalgas son un amplio grupo de organismos procariotas y eucariotas, que poseen
la habilidad de realizar fotosintesis, capaces de convertir la energia luminica y el didéxido de
carbono (CO,) en biomasa de alto valor. El potencial que ofrecen las microalgas puede ser
aprovechado para su uso como herramienta de la biotecnologia ambiental, especialmente en
los campos de la bioenergia [1], biorremediacion [2], captura de dioxido de carbono (CO,) [3],
tratamiento de aguas residuales, pudiendo ser aprovechada para eliminar metales pesados [4]
y algunos contaminantes emergentes [5], [6], [7].
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Las microalgas representan un formidable recurso gracias a la enorme gama de sustancias
bioguimicas valiosas y novedosas para generar investigaciones y productos en las industrias
alimentaria, agricola y farmacéutica [8], [9], [10]. EI mercado de estas aplicaciones sigue
emergiendo, y se han abierto nuevas areas de investigacion en biotecnologia microalgal para
satisfacer las nuevas demandas de productos de la industria y los consumidores [10].

Por ejemplo, en los Ultimos 15 afios, China se ha convertido en el principal productor de
biomasa de microalgas en el mundo. La espirulina (Arthrospira sp.) es el producto microalgal
mas importante por tonelaje y valor, seguido de Chlorella sp., Dunaliella sp. y Haematococcus
sp., las cuatro principales microalgas cultivadas comercialmente. La produccion de China
se estima en alrededor de dos tercios de la biomasa mundial de microalgas, de los cuales
aproximadamente 90% se vende para consumo humano como productos nutracéuticos, con
mercados mas pequefios en piensos principalmente para la acuicultura marina [11].

La posibilidad de usar aguas de baja calidad y el hecho de que no se necesita tierra fértil para
su cultivo [12], las convierte en una opcidén que no compite con la soberania alimentaria. Sin
embargo, la relaciéon costo/eficiencia de los actuales sistemas de produccion han reservado
la biomasa microalgal principalmente para aplicaciones de alto valor en salud, cosmética,
nutracéuticos, alimentos humanos y la acuicultura [9].

La maximizacion de la produccion y la minimizacion de costos son los temas mas importantes
para todos los involucrados en el cultivo de algas, para tal fin, se han implementado medios
de cultivo alternativos basados en fertilizantes inorganicos (NPK) [13]. El aporte nutricional es
una herramienta primordial en el mantenimiento y el desarrollo de los cultivos microalgales; la
seleccion del medio de cultivo adecuado para la microalga que se desea cultivar es un factor
clave de éxito en aplicaciones industriales [14].

Los fertilizantes inorganicos son simples y se pueden utilizar como medio alternativo para el
cultivo microalgas, se disuelven facilmente, tienen una composicion definida y mantienen un
pH moderado en el medio [15]. Sin embargo, al ser productos no renovables y con un costo
considerable, no ha sido factible cultivar microalgas en altos volumenes para aplicaciones
bioenergéticas, biofertilizantes o como alimento animal. Ademas, varios paises incluyendo
Costa Rica estan buscando limitar la utilizacion de estos quimicos con el fin de reducir la huella
de carbono y el impacto ambiental.

Una alternativa a los fertilizantes inorganicos son los subproductos de los sustratos organicos
de la agroindustri; su composicion quimica proporciona una alternativa de fuente de carbono,
nitrégeno, fosforo, oligoelementos y otros nutrientes. El crecimiento de las microalgas en el agua
residual de la industria alimentaria se ha establecido como una alternativa tecnolégica viable,
y reduce el alto costo de tratamiento del agua para la empresa, como la de palmito [16]. Por
lo tanto, la reutilizacion de estas aguas contribuye en la utilizacion eficiente de los residuos,
generando una biomasa con alto potencial econémico. Ademas, se contribuye con la captura
de didxido de carbono y la produccion de oxigeno; a su vez, esto permite reducir del impacto
ambiental y por ende a mejorar las evaluaciones ambientales en las industrias [17].

Otras ventajas que ofrecen las microalgas serian su capacidad de crecer en tierras aridas
no productivas, en aguas salinas y en aguas residuales domésticas e industriales y, por
consiguiente, no compiten con los sistemas convencionales cultivados en tierras agricolas, por
lo tanto, no representan una amenaza para la seguridad alimentaria [18].

Las biomasas de microalgas pueden cumplir los requisitos nutricionales de aves, cerdos,
ganado, peces y humanos. La composicién bioquimica de las microalgas (vitaminas, minerales,
acidos grasos y antioxidantes) puede ser considerada como un alimento funcional, ya que
complementan la funcién nutritiva y ayudan a la prevencion de ciertas enfermedades.
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Coleccion de cepas

Para potencializar la biotecnologia microalgal en Costa Rica se procedié a establecer una
coleccion de cepas de microalgas nacionales. Las colecciones de cepas son depdsitos de
biodiversidad que permiten resguardar material biolégico en forma viable, pura y estable. Las
colecciones mas grandes del mundo se encuentran en USA, Reino Unido, Japon, Alemania,
Francia y Australia (UTEX, CCAP, NIES, SAG, Roscoff y CSIRO); sin embargo, en todo el mundo
existen colecciones mas pequefias y que no tienen gran visualizacion internacional, pero
que representan un patrimonio biol6gico uUnico para estudios de ciencia basica y aplicada.
El Grupo de Investigacion Microalgal del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) inici6 la investigacion con microalgas desde el 2007
y se vio la necesidad de crear una estructura tecnoldgica y logistica para el resguardo de las
especies de microalgas autdctonas. Actualmente se cuenta con mas de 60 cepas aisladas de
distintos ambientes, registradas ante la oficina de la Comision Nacional para la Gestion de la
Biodiversidad (CONAGEBIO). Se desarrollaron protocolos de conservacion a corto plazo y largo
plazo (figura 1) por criogénesis y se han identificado morfolégicamente unas 40 cepas hasta
nivel de familia; de estas microalgas, un total de 24 cepas fueron seleccionadas para hacer la
identificacion molecular empleando el gen del ADNr 18S. A partir de los analisis de secuencias
de amplificacion se logré determinar que de las cepas pertenecen a la clase Trebouxiophyceae,
Chlorophyceae, Prymnesiophyceae y Cyanidiophyceae [19], en muchas de las cuales se
han descubierto interesantes propiedades que las hacen muy atractivas para su uso a nivel
comercial y permite el estudio en ciencia basica como aplicada, contribuyen al conocimiento,
valoracion, conservacion y uso sustentable de estos interesantes recursos bioldgicos.

Figura 1. Respaldo de cepas microalgales en medio semisolido y liquido, tanto a temperatura ambiente como a
baja temperatura. A). Agar inclinado a baja temperatura, B). Placas de agar a temperatura ambiente, C). Respaldo
liquido a baja temperatura, D). Respaldo liquido
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Escalamiento de cultivos

Fotobiorreactores cerrados

Los cultivos microalgales se realizan en sistemas acuaticos llamados biorractores y pueden
ser cerrados o abiertos. Dentro de los sistemas cerrados, usualmente se emplean las camaras
de microalgas que consisten en sistemas a pequefia escala donde se realiza el escalamiento
para aumentar su volumen. Estos pueden ser diversos en formas y tamafios, desde tubos de
ensayo, Erlenmeyer a botellas de plastico (PET). Bajo estas condiciones la temperatura, luz,
agitacion, etc., se mantienen controladas. Los fotobiorreactores, son sistemas cerrados que
permiten realizar cultivos microalgales con la mayor produccion y mayor control de la mayoria
de los parametros de crecimiento (temperatura, CO,, pH, etc.), y se reducen el riesgo de
contaminaciones y las peérdidas de CO,,.

A pesar de la complejidad de cultivar a intemperie, con adecuadas practicas de manejo se
ha logrado desarrollar cultivos microalgales hasta volumenes de 40.000 L en Costa Rica [17],
adaptandolas a diferentes residuos agroindustriales y a diferentes condiciones climaticas. Esta
experiencia ha permitido poder desarrollar un know-how TEC que tiene un valor econémico,
ambiental y social muy importante para su posterior transferencia de la tecnologia desarrollada
al Sector Productivo.

Los sistemas de cultivo en rectores abiertos tipo Raceways o canales poseen un sistema de
agitacion mediante paletas o hélices, y pueden alcanzar 40 cm de profundidad en el CIB (figura
2), superando los estandares internacionales que usan menos profundidad. El suelo y paredes
suelen estar recubiertos por una geomembrana. Algunas limitaciones son el mantenimiento de
cultivos monoalgales, por o que su empleo a gran escala se ha limitado a ciertas cepas de
crecimiento vigoroso en medios selectivos y resistentes a condiciones de intemperie.

Figura 2. A) Localizacion de estanques de cultivos de microalgas en Costa Rica. B) Cultivo de microalgas en
sistema Raceway en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica. C) Cultivo de microalgas en sistema Raceway en el
Hacienda El Viejo en Guanacaste.
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Aplicaciones
Biofertilizantes

Las microalgas han sido objeto de estudio por parte del sector académico y la industria
para lograr el desarrollo y la innovacion (I+D+i) de nuevos productos en el sector agricola,
especialmente en el disefio de nuevas formulaciones de biofertilizantes [20], [21], [22]. El
potencial del uso de las biomasas microalgales como biofertilizantes radica en que contienen
altos niveles de micronutrientes y macronutrientes esenciales, asi como algunos reguladores
de crecimiento, poliaminas, enzimas, hidratos de carbono naturales, proteinas y vitaminas que
tienen un efecto favorable en el crecimiento vegetativo, en el estado nutricional de las plantas
y el rendimiento de los cultivos. 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; este mismo efecto se ha reportado para las
semillas de tomate y trigo [23].

Por otra parte, la aplicacion de biofertilizantes microalgales contribuye en el aporte de materia
organica, reduccion del contenido de materia oxidable de la tierra, oxigenacion de la rizésfera
sumergida, control de la salinidad y el pH, solubiliza los fosfatos, y aumentan la eficiencia del
uso de fertilizantes [24].

A pesar de los multiples beneficios del uso de las microalgas como biofertilizantes, es necesario
una adecuada formulacion para hacer mas eficiente la asimilacion de los nutrientes por la
planta. Una estrategia ampliamente usada es el empleo de surfactantes como adyuvantes
para facilitar la accion de las otras moléculas. Estos permiten reducir el tamafio de las gotas,
aumentar la adhesion en la planta y facilitan la movilidad de las moléculas por la cuticula [25],
[26], [27], [28].

Con las investigaciones desarrolladas se pretende continuar con los avances alcanzados en
el desarrollo de productos de potencial biotecnolégico con cepas de microalgas nativas de
Costa Rica (figura 3), disponibles en el Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica.

Alimentos para animales

Los perfiles nutricionales de las microalgas se caracterizan por altos contenidos de proteina,
carbohidratos y lipidos funcionales por lo que, generalmente, el contenido nutricional en
microalgas es superior a los piensos convencionales. La proteina se considera el nutriente
mas caro en la alimentacion animal, siendo la soja el grano que aporta la mayor porcion a
nivel proteico en piensos animales, y se prevé que su precio seguira aumentando, lo que
conlleva un efecto econémico negativo en los productores agropecuarios del pais. Un aporte
para solucionar la problematica actual es el desarrollo de alternativas organicas a base de
microalgas como sustituto parcial a la harina de soya. La biomasa obtenida de la microalga
Arthrospira sp. contiene altas cantidades de proteinas, entre 55y 70% del peso seco y se ha
demostrado que genera beneficios en las dietas animales, aumentando en muchos casos la
productividad. Por su parte, las microalgas del género Isochrysis galbana se caracterizan por
su alto contenido lipidico en donde predominan algunos acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)
como los omega-3, que actuan a nivel neurolégico y cardiovascular por lo que constituyen
un alimento funcional de alto potencial. Ademas, estas microalgas poseen micronutrientes,
antioxidantes, vitaminas, minerales, y ficonutrientes, por o que su aporte en las dietas no solo se
limita a proteinas y lipidos, sino que constituye una fuente integral de otros nutrientes. Haciendo
uso de la infraestructura y conocimiento generado en el Instituto Tecnolégico de Costa Rica
(TEC) se ha desarrollado el cultivo de estas microalgas que presentan un mayor potencial
como suplemento en piensos, donde se han iniciado los primeros ensayos en la formulacion de
piensos para gallinas y cerdos.
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Figura 3 A) Formulacion de biofertilizantes a base de microalgas costarricenses. B) Chiles tratados con los
Biofertilizantes a base de microalgas costarricenses. C) Cultivo de Chile dulce tratado con Biofertilizantes a base de
microalgas.

Flujos metabdlicos

El andlisis de rutas metabdlicas es una herramienta que permite la caracterizacion de cepas
en sus potenciales de produccion. El analisis de flujos metabdlicos basado en marcacion
con BC permite evaluar la direccion hacia la cual el metabolismo fotoautotréfico de cepas
especificas de microalgas esta dirigido. Con estos analisis es posible descubrir cuellos de
botella en las rutas metabdlicas y elucidar mecanismos de regulacion del sistema, permitiendo
determinar posibles objetivos para realizar ingenieria metabdlica o modificaciones en las
estrategias de cultivo que favorezcan la formacion de un producto determinado. Para cultivos
controlados en fotobioreactores se realiza la incorporacion de un marcaje de '*C mediante la
adicion de NaH™CO, al medio de cultivo. La toma de muestras sucesiva después de la adicion
hace posible observar cémo se incorpora el *C en los metabolitos intracelulares mediante el
andlisis de extractos por espectrometria de masas. Mediante un modelo matematico que toma
en cuenta la rapidez de produccion de moléculas marcadas y con la informaciéon de la ruta
metabdlica, se calcula para cada paso del metabolismo central el flujo de cada ruta metabdlica.
Esta investigacion nos permitird mejorar modelos para la producciéon de aceites, proteinas,
pigmentos y otros metabolitos con propiedades industriales.

Transferencia tecnolbgica y estudios econdmicos

El Laboratorio de Microalgas del CIB (TEC) cuenta con méas de 10 afnos de experiencia en la
investigacion y desarrollo aplicada a la biotecnologia de las microalgas, desarrollando con
éxito ensayos de cultivo de estos organismos en su laboratorio en Cartago, y diferentes zonas
del pais. Durante este periodo se ha desarrollado un paquete tecnolégico de produccion de
microalgas, con alto contenido proteico y lipidico (25% de aceites, 29% de proteina 'y 19% de
carbohidratos) convirtiendo ésta en un producto adecuado para ser implementado en las dietas
animales. Por tanto, se esta desarrollando un modelo de transferencia de tecnologia hacia el
sector productivo animal y, de esta manera, contribuir con la reduccion de los altos costos
de importacion de materias primas como la soja. En la actualidad el proyecto ha iniciado un
proceso de transferencia del paquete tecnoldgico con el sector productor, en el afio 2017 se
firmo el contrato de Transferencia con la Empresa del Grupo Zamora, quienes estan interesados
en sustituir parcialmente la soya con microalgas.
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Estudios econdmicos

Es indispensable para el crecimiento socioeconémico de Costa Rica enfocar esfuerzos para
disminuir la pobreza en zonas rurales, y esto se lograria a través de la generacion de empleos
de calidad. La industria de microalgas podria traer mas inversiones publicas y privadas a
las zonas rurales, generar empleo adicional e ingresos para los agricultores, productores
pecuarios y las personas sin terrenos. La capacidad de las microalgas para ser cultivadas
en tierras subutilizadas aumenta los potenciales impactos rurales en comparacion con otros
sistemas productivos. La produccion de microalgas en pequefia escala podria ofrecer nuevas
oportunidades de empleo, que se verian reflejado de dos maneras: directo (trabajadores de
la planta, operadores y sus familias) e indirecto (educacion, desarrollo de infraestructura y la
estimulacion global de la economia local a través de inversiones) [29].

Se ha evaluado la factibilidad econdmica, legal, ambiental y financiera para la instalacion de
empresas productoras de alimento animal y biofertilizantes a base de microalgas cultivadas de
forma organica en Costa Rica y se ha obtenido en ambos casos factibilidad de los proyectos,
en un periodo de 5 afios, mediante financiamiento, a escalas de cultivo de entre 5 a 13 ha, lo
qgue evidencia el valor generado a partir de la investigacion en el Instituto Tecnoldégico de Costa
Rica. La inversion inicial ronda los 900.000 ddlares debido a la base altamente tecnoldgica
que requieren empresas de tipo biotecnoldgicas; sin embargo, es completamente factible la
inversion en estos proyectos bioindustriales, que actualmente vendrian a generar empleo y
materias primas para la alimentacion animal y sector agro nacional.

Conclusiones

La biotecnologia microalgal se presenta como una oportunidad para la generacion de una
industria productiva que atienda las necesidades del pais y contribuya con la economia
nacional, principalmente en los ambitos econdmicos, sociales y ambientales. Esta puede ser
integrada a diversos procesos agroindustriales para la obtencion de productos de alto valor
agregado a partir de fuentes de residuos que no se han aprovechado.
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