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Resumen

Se revisan los procesos de Biorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos en Co-
lombia, como una alternativa sostenible frente al
deterioro progresivo de la calidad del medio am-
biente por el derrame de hidrocarburos. En la le-
gislacion ambiental en Colombia y en el mundo,
todo residuo contaminado con hidrocarburos es
considerado un residuo peligroso; por lo tanto, no
puede ser dispuesto en suelo, aguas o incinerado
a cielo abierto, lo que ha motivado a empresas del
pais en el mundo a implementar procesos de tra-
tamiento de lodos contaminados. En Colombia las
empresas petroleras, han venido implementando
la biorremediacion de lodos contaminados con
hidrocarburos como alternativas, para el manejo
de residuos resultantes de los derrames que se
presentan en las actividades de explotacion, re-
finacion, transporte y distribucion del producto.
Estas practicas deben ser consideradas susten-
tables por su facil implementacion, por los bajos
costos que generan la operacion y aplicacién del
proceso y por el beneficio para el medio ambiente.
Entre los impactos positivos que estas practicas
han generado, se puede considerar las siguientes:
solucion a la problematica de generacion de lo-
dos contaminados con hidrocarburos, alternativas
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de disposicion final de los mismos sin afectar los
recursos suelo, agua y aire, el bajo costo en la
operacion y experiencia técnica de desarrollo sos-
tenible que puede continuar implementandose en
empresas similares donde se presenten este tipo
de residuos peligrosos.

Palabras clave: bioaireacion, bioaumentacion,
biodegradacion, bioestimulacion, inoculacion.

Abstract

This study analyzes bioremediation processes of
hydrocarbon contaminated soils in Colombia as a
sustainable alternative to the deterioration of envi-
ronmental quality by hydrocarbon spillage. Accor-
ding to national and international environmental
law, all waste contaminated with hydrocarbons is
considered dangerous waste, and therefore it can-
not be released in the ground, water or be incine-
rated. Such legislation has motivated companies
around the world to implement treatment proces-
ses for contaminated soils. Within Colombia, oil
companies have been implementing the bioreme-
diation of hydrocarbon contaminated soils in or-
der to manage the waste coming from activities of
oil drilling, refinement, transport and distribution.
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These practices must be considered viable for
their ease of implementation, their low overhead
costs, and for the benefits they provide towards
environmental quality. Among the positive im-
pacts that these practices have generated, it may
consider the following: a solution for the problem
of hydrocarbon contaminated soils, alternatives
for the ultimate disposal of said waste without

Introduccion

La alta demanda energética en el mundo moderno
ha determinado el uso intensivo del petréleo y sus
derivados como su principal fuente. Muchos de
sus componentes son empleados como materias
primas basicas en las industrias quimicas y petro-
quimicas. Este aumento en la explotacion del pe-
tréleo ha determinado la aparicidon de crecientes
fuentes de contaminacion. Por ejemplo, derrames
accidentales desde buques petroleros, extraccion,
y procesamiento del petrdleo y sus derivados, etc.
De ahi la trascendencia de encontrar herramien-
tas que permitan aumentar la velocidad de biode-
gradacion de este tipo de compuestos (Benavidez
et al. 2006, Aranda, 2003).

En la naturaleza, los hidrocarburos son eliminados
del suelo por procesos de biodegradacion, volatili-
zacion, percolacion y drenaje superficial, por esto
en los ultimos ahos se ha prestado mucha atencion
a los métodos bioldgicos tanto para el tratamiento
de residuos industriales como en la recuperacion
de sitios contaminados. Estos métodos se conocen
genéricamente como procesos de biorremediacion
y tienen como objetivo el aprovechamiento y op-
timizacion de las capacidades biodegradadoras
naturales (Vecchioli, 1998, Vecchioli et al., 1997;
Brown et al., 1983).

En la presente revision se analiza la biorremediacion
como alternativa saludable frente al deterioro pro-

affecting ground, water or air resources, the low
cost of the operation, and the technical experien-
ce of sustainable development which can conti-
nue to be implemented in companies dealing with
dangerous waste.

Keywords: bioaugmentation, biodegradation, bios-
timulation, bioventing, inoculation.

gresivo de la calidad del medio ambiente por el
derramamiento de crudos, ya que esta problema-
tica genera una amenaza real a la salud publica,
asi como el deterioro de los suelos, las aguas y la
extincion de especies vegetales y animales.

Biorremediacion

La Biorremediacion es cualquier proceso que utili-
Za organismos vivos como microorganismos, hon-
gos y plantas, por medio de agentes o compues-
tos derivados de cualquiera de ellos, para retornar
un medio ambiente alterado por contaminantes a
su condicién natural ya sea en el suelo o en las
aguas (Liu et al., 1989). También se define como el
proceso de aceleracion de la tasa de degradacion
natural de hidrocarburos por adicidon de nutrientes
(Ercolli y Galvez, 2001).

Biorremediacion de suelos

La Biorremediacion en suelos es empleada para
atacar o sustraer agentes contaminantes especi-
ficos del suelo, se realiza por medio de degrada-
cién o transformacion de diferentes compuestos
nocivos en otros de menor toxicidad o materia or-
ganica en descomposicion. Estas degradaciones
0 cambios ocurren usualmente en la naturaleza y
una adecuada manipulacion de los sistemas bio-
I6gicos puede aumentar la velocidad de cambio o
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degradacion (Rojas, 1999, Cardenas et al., 1996;
Menezes et. al., 2003).

La biorremediacion, es eficiente en el momento de
la limpieza de suelos contaminados (si las condicio-
nes de biodegradacion son optimas), en contraste
con alternativas mas costosas, econdmica y am-
bientalmente como la incineracion (Alvarez, 2001;
Belloso, 1998; Cursi y Calleja, 2000). Este tipo de
remediacion se puede acelerar por adicion de nu-
trientes como nitrégeno y fésforo, la modificacion
de variables operacionales como humedad, pH y
oxigeno, y la inoculacién con microbiota (Ercolli y
Galvez, 2001). Con las anteriores variables se pue-
de alterar la actividad de los microorganismos pre-
sentes en el suelo acelerando sus procesos meta-
bdlicos y, de esta manera, retornar las condiciones
naturales de los suelos (Infante, 2001).

Estos métodos tienen ventajas y desventajas. Las
potencialidades del método estan en que general-
mente solo origina cambios fisicos menores sobre
el medio; cuando se usa correctamente no produ-
ce efectos adversos significativos, puede ser Uutil
para retirar algunos de los compuestos toxicos del
petréleo, ofrece una solucion mas simple y com-
pleta que las tecnologias mecéanicas y es menos
costosa que otras tecnologias. Dentro de las difi-
cultades se encuentran que para muchos tipos de
vertidos su efectividad no ha sido determinada, es
de dificil aplicacion en el mar, el tiempo necesario
para su actuacion es largo, su implementacion es
especifica para cada lugar contaminado y su op-
timizacion requiere informacién sustancial acerca
del lugar contaminado y de las caracteristicas del
vertido. (Corona e Iturbe, 2004)

Dentro de este tipo de procesos en los suelos
deben tener claros cuatro términos: el primero, la

Residuos aceitosos

Microorganismos + enmiendas

Biodegradacion, que se refiere al proceso natural
mediante el cual bacterias u otros microorganis-
mos alteran y convierten moléculas organicas en
otras sustancias, como acidos grasos y CO,. El
segundo, es la Biorremediacion, que es la adicion
de materiales a ambientes contaminados para
producir una aceleracion del proceso natural de
biodegradacion. El tercero, es la Fertilizacion, que
es la adicion de nutrientes, como N o P a un me-
dio contaminado para estimular el crecimiento de
microorganismos nativos. El cuarto, es la /nocu-
lacion, que se da como la adicién de microorga-
nismos a un sitio contaminado, los cuales pueden
adicionarse junto con nutrientes (Lu Chau, 2000).

Proceso de biorremediacion de lodos contamina-
dos con hidrocarburos

El principio basico de la biorremediacién consiste
en aumentar la velocidad de degradacién natural
de los hidrocarburos contaminantes de los suelos,
puede ser mediante la mezcla del residuo con la
capa superficial del suelo (material organica en
forma de humus) y abonos organicos naturales,
los cuales contienen microorganismos facultativos
que se adaptan al consumo y degradacion de los
hidrocarburos. En el proceso también se dan re-
acciones fisico-quimicas, por exposicién a agen-
tes naturales, como la radiacion solar, la humedad
y viento de cada zona (Fonseca y Vargas, 2006;
Lugo y Mesa, 2001; Chirinos y Pereira, 1999).

HC saturados > aromaticos ligeros > aromaticos
de alto peso molecular > asfaltenos, resinas.

Las bacterias, hongos y otros microorganismos se
encargan de transformar los componentes organi-
cos del hidrocarburo en: CO,, H,O y humus, de la
siguiente manera:

(Aerobicos)

(quimicas y organicas )

— CO, + H,0 + Humus
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Los subproductos del proceso son metales y
otros componentes inorganicos, estos quedan in-
movilizados en el ambiente aerdbico (oxigenado)
debido al intercambio iénico natural que se pro-
duce en el suelo, por lo que queda ligado quimica
y fisicamente a las particulas de este, previnién-
dose asi la contaminacién del agua. El material
que queda remanente se denomina TPH, total
petroleum hydrocarbon (hidrocarburos totales de
petroleo) (Ercoli, 2001; Dibble et al., 1979).

Principales microorganismos degradadores
de HC

Los suelos contaminados contienen gran cantidad
de microorganismos que pueden incluir un nimero
de bacterias y hongos capaces de utilizar hidrocar-
buros (Canas y Jerez, 2003). Los suelos contami-
nados con hidrocarburos contienen mas microor-
ganismos que los suelos no contaminados, pero su
diversidad microbiana es mas reducida (Tabla 1).

Tabla 1. Organismos degradadores de petrdleo

Bacterias Hongos
Achrornobacter Leumthrix Xanthomyces  Allescheria Oidiodendrum Gonytrichum
Acinetobacter  Moraxella Lactobacillus  Aspergillus Paecylomyses Hansenula
Actinomyces Nocardia Erwinia Aureobasidium  Phialophora Helminthosporium
Aeromonas Peptococcus  Flavobacterium Botrytis Penicillium Torulopsis
Alcaligenes Pseudomonas Klebsiella Candida Rhodosporidium  Trichoderma
Arthrobacter Sarcina Coryneforms Cephalosporium  Rhodotorula Trichosporon
Bacillus Spherotilus Vibrio Cladosporium Saccharomyces Fusarium
Beneckea Spirillum Cunninghamella §|2|Csc e D2 Sporobolomyces

Brevebacterium Streptomyces

Debaromyces

Scopulariopsis

Fuente: Castillo y Roldan (2005)

Principales factores que afectan la biorremediacion

Lainoculacion, es el proceso de agregar o adicionar
microorganismos al suelo, cuando se aplica mayor
diversidad se puede aprovechar las especies de
microorganismos mas eficientes en la degradacion
de estos compuestos (Martin et al., 2004; Narvaez
y Martinez, 2008). EI ambiente también modifica
este proceso al alterarse variables como la tempe-
ratura, el oxigeno y los nutrientes; para optimizar la
biodegradacion la temperaturas debe estar en un
rango de 5—-35 °C, porque la degradacion se com-
porta de manera directa a la temperatura; a menor
temperatura menor degradacion, menor volatilidad
y mayor viscosidad, por o que es aconsejable tem-
peraturas de medias a altas.

En cuanto a los niveles de oxigeno, no debe ser
limitante porque los procesos deben ser aerobios;
la biodegradacién aerobia es mas eficiente que la
anaerobia, por esto en los suelos con alto contenido
de arena puede tener mayor poder de degradacion
y volatilidad por mayor cantidad de oxigeno (Holli-
ger y Zehnder, 1996). Respecto con los nutrientes
su disponibilidad suele ser mas limitante que la de
O,, para mayor eficiencia y efectividad los suelos
deben tener nutrientes esenciales como N, P o Fe;
y relaciones 120:10:1 de C/N/P (Alexander, 1999,
Eweis et al., 1999, Atlas y Unterman 1999; Glazer y
Nikaido, 1995).
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Métodos de biorremediacion en suelos

La biorremediacién puede llevarse a cabo In Situ: ex-
cavando el terreno y tratandolo a pie de excavacion,
o bien Ex Situ, en instalaciones aparte. La técnica
apropiada para llevar a cabo este proceso, debe ser
el resultado de la valoracién de una serie de varia-
bles y de caracteristicas del sitio o del contaminante
por tratar (Torres y Zuluaga, 2009; Morelli, 1999).

Biorremediacion in situ

Este tipo de tratamiento normalmente es la op-
cién mas adecuada para la recuperacion de sue-
los, ya que no es necesaria la preparacion y ex-
cavacion del material contaminado. No obstante,
antes de decidir el tipo de tratamiento deben va-
lorarse numerosos factores entre los que se des-
tacan el impacto ambiental en la zona, las activi-
dades industriales que pueden verse afectadas,
los costos comparativos con otros tratamientos,
las dificultades de acceso a la zona contaminada
para proveer de oxigeno y nutrientes, la determi-
nacién del porcentaje de tratamiento, la veloci-
dad del proceso y, por ultimo, el potencial peli-
gro de extension de la contaminacion. Entre las
técnicas mas utilizadas se tienen: bioaireacion o
bioventeo, inyeccion de aire a presion, atenua-
cién natural, bioestimulacion, bioaumentacion.
(Torres y Zuluaga, 2009; Atlas y Unterman 1999;
Heider et al., 1999; Alexander, 1999; Walter, 1997,
Matthews, 1993).

Biorremediacion ex situ

Se lleva a cabo cuando el procedimiento se realiza
fuera del lugar donde esta la contaminacion (Torres
y Zuluaga, 2009; Atlas y Bartha, 2006). Entre las téc-
nicas mas utilizadas se tienen la disposicion sobre
el suelo (Landfarming), Bioceldas o biopilas, Trata-
miento de biosuspension (Torres y Zuluaga, 2009;
Atlas y Bartha, 2006; Torres, 2003; Plaza, 2001; Poz-
z0, 2000; Romero, 2000; Ercoli, 1998, 1999).

Fitorremediacion

La fitorremediacion constituye una variaciéon de
las técnicas de biorremediacion, que se basa en
el uso de plantas y los microorganismos asocia-
dos a ellas asi como las enmiendas del suelo y
técnicas agrondmicas dirigidas a liberar, contener,
o transformar en compuestos inocuos a los conta-
minantes del suelo (Torres y Zuluaga, 2009). Hoy,
las investigaciones en fitorremediacion se enca-
minan no solo al tratamiento de contaminantes
inorganicos (metales, metaloides, haluros y radio-
nucleidos), sino también al tratamiento de conta-
minantes organicos; algunas especies de plan-
tas probadas con éxito en la fitorremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos del pe-
tréleo son Zea mays L., Panicum maximun Jacq.,
Paspalum virgatum L., Echinochloa polystachya
H.B.K., Sorghum vulgare L., Phaseolus vulgaris
L., Phaseolus coccineus L., Chamaecrista nicti-
tans (L.) Moench., Brachiaria brizantha (Hochst.
ex A. Rich) Stapf., Triticum aestivum L., Hordeum
vulgare L., entre otras (Vasquez et al., 2010; Mes-
sarch y Messarch, 1997).

Otros agentes biorremediadores

Otros agentes biorremediadores son los anima-
les que actuan como agentes descontaminan-
tes, ya que pueden desarrollarse en medios con
fuerte toxicidad y poseen en su interior microor-
ganismos capaces de retener metales pesados;
tal es el caso de la lombriz de tierra (lumbricus
terrestris) que absorbe los contaminantes a
través de los tejidos y los acumula en las vias
digestivas. Por ultimo, como se describe en el
numeral 2.3, se encuentran las bacterias, que
son las mas empleadas en el proceso de biorre-
mediacion, otros microorganismos como hon-
gos, algas, Cianobacterias y Actinomicetes son
también empleados en la degradacion de com-
puestos toxicos en el suelo (Sutherland, 1992;
Bossert y Compeau, 1995).
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Biorremediacion en Colombia.
Técnica y normatividad

Durante los ultimos quince afos el oleoducto Cano
Limon-Covefias ha sufrido mas de novecientos
atentados, con el derramamiento de mas de 450
millones de litros de petrdleo. El impacto ambien-
tal por los derrames de crudo, ha dejado mas de
2.600 kilémetros entre rios y quebradas, y alre-
dedor de 1.600 hectareas de ciénagas afectadas.
Dadas estas circunstancias los dafos a las fuen-
tes hidricas, suelos, aire, fauna y vegetacion son
practicamente irremediables, pues los procesos
de descontaminacién no alcanzan a cubrir todas
las areas afectadas y se realizan mucho tiempo
después de que el crudo ha penetrado el ecosis-
tema (Vargas et al., 2004).

También se debe tener en cuenta que no todos los
lodos aceitosos son causados por atentados con-
tra la infraestructura petrolera, también son resul-
tado de la actividad de la broca durante la perfora-
cion en busca de yacimientos, que genera un lodo
acompanado de hidrocarburo que se extrae hasta
la superficie, otros son los producidos por las ac-
tividades en la industria de los hidrocarburos, ta-
lleres de carros, lavaderos de carros o las mismas
actividades productivas donde se utilicen motores
de que funcionan con combustibles fdsiles. De alli
la necesidad que se ha generado en el pais, de
apoyar desde la microbiologia para remediar los
pasivos ambientales que genera la extraccion y
uso de los hidrocarburos.

Politica ambiental colombiana enfocada
a la bioremediacion

El 16 de diciembre de 2005 fue aprobada por el
Consejo Nacional Ambiental, la Politica Ambiental
para la Gestion Integral de los Residuos o Dese-
chos Peligrosos. El 30 de diciembre de 2005 entr6
en vigencia el Decreto 4741: “Por el cual se regla-
menta parcialmente la prevencién y el manejo de

los residuos o desechos peligrosos generados en
el marco de la gestion integral”. El pais también
cumple la normatividad internacional que regula el
tema de biorremediacion, del protocolo de Loui-
siana 29 B.

Dentro de las estrategias que plantea la politica
para prevenir y minimizar la generacion de resi-
duos o desechos peligrosos (Respel), se encuen-
tra la reduccién de la generacion en la fuente, me-
diante la formulacion e implementacion de planes
de gestion integral de Respel. Esta estrategia bus-
ca el desarrollo de acciones por parte del genera-
dor, tendientes a la gestion integral de estos resi-
duos y a la adopcion de compromisos dirigidos,
principalmente a la prevencion de la generacion
y reduccion de la cantidad y peligrosidad de los
mismos (UN. National Reports, 2009). Para este
fin, los generadores deben formular e implementar
Planes de Gestién Integral de Respel, mitigacién y
remedicion segun sea el caso.

El Plan como herramienta de gestion, ha permitido
a los generadores conocer y evaluar sus Respel
(tipos y cantidades) y las diferentes alternativas de
prevencion y minimizacion. El Plan ha permitido
también el mejorar la gestion y asegurar que el
manejo de estos residuos se realice de una mane-
ra ambientalmente razonable, con el menor riesgo
posible, procurando la mayor efectividad econo-
mica, social y ambiental, en concordancia con la
Politica y las regulaciones sobre el tema. Igual-
mente, su implementacién ha permitido avanzar
en la optimizacién de actividades, procesos y en
la reduccion de costos de funcionamiento y opera-
cion (UN. National Reports, 2009).

Las limitantes frente a estas estrategias se en-
cuentran en la falta de recursos, dado que llevar
experiencias piloto demostrativas de técnicas vy
tecnologias suelen ser costosas y los nodos de
produccion mas limpia cuentan con recursos li-
mitados. Sin embargo, ya se tienen empresas
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comprometidas en el pais, tales como ECOPE-
TROL, TERPEL, EXXON MOBIL, PERENCO, PE-
TROBRAS, ENAP SIPETROL. Igualmente, a partir
de la expedicidn de la politica, el nimero de em-
presas autorizadas por las Autoridades Ambienta-
les para el aprovechamiento y valorizacion de resi-
duos peligrosos se ha incrementado. Actualmente
ya se tienen empresas que han obtenido licencia
ambiental para el tratamiento y valorizacion de resi-
duos contaminados con hidrocarburos.

Tratamiento ecoeficiente de residuos
contaminados con Hidrocarburos en Colombia

En la actualidad, la capacidad de eliminacién con
que cuenta el pais comprende las siguientes ins-
talaciones autorizadas para el tratamiento y elimi-
nacién de desechos peligrosos (residuos contami-
nados con hidrocarburos) como alternativas:

e PETROLABIN LTDA: Manejo de residuos pro-
pios de la industria del petréleo (bio-remediacion
de lodos, estabilizacion de lodos petroleros, la-
vado quimico de lodos, des-adsorcion térmica,
recuperacion de crudos partiendo de lodos re-
siduales petroleros, asesorias sobre manejo de
residuos especiales).

e ATP Ingenieria LTDA: Biorremediacion
y/o Landfarming estimulado.

e TOTAL waste management LTDA-TWM:
Biorremediacion de suelos contaminados.

o GEOAMBIENTAL LTDA: Biorremediacion
de suelos contaminados.

¢ PUJAR LTDA: Biorremediacion de suelos
contaminados con Hidrocarburos.

En la actualidad, la biorremediacion enfrenta un
nuevo reto, el de convencer a las compainias y a
los organismos oficiales de su alto potencial. En
algunos paises, la biorremediacién fue una técni-
ca poco reconocida y marginada, hoy se ha con-
vertido en una verdadera industria.

Experiencias de investigacion en biorremediacion
en Colombia

Las experiencias en biorremediacion que tiene
Colombia, se han realizado en forma experimental
por centros académicos y de investigacion, bus-
cando crear o importar nuevas tecnologias para la
remediacion de lugares contaminados por lodos,
a continuacién algunas experiencias:

* Proyecto liderado por la Universidad de
Santander: biorremediacion de lodos contami-
nados con aceites lubricantes usados (Rev. co-
lombiana biotecnol., 2010).

* Proyecto liderado por el centro de investigacio-
nes microbioldgicas — CIMIC: biorremediacion
de residuos del petroleo (Vargas, Cuéllar y
Dussan et al., 2004).

Normatividad aplicable

La Constitucion Politica de Colombia de 1991
elevd a norma constitucional la consideracion,
manejo y conservacion de los recursos naturales
y el medio ambiente, a través de los siguientes
principios fundamentales, entre ellos incluye o
tiene relacion directa a la contaminacion de hi-
drocarburos (Tabla 2):
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Tabla 2. Normas y principios ambientales
contenidos en la Constitucion Politica de Colombia.

Art. Tema

Contenido

Riquezas culturales

8 y naturales de la Nacion
9 Atencion de la salud

y saneamiento ambiental
58 Funcion ecoldgica

de la propiedad privada
79 Ambiente sano

Planificacion del manejo
80 y aprovechamiento de
los recursos naturales

Proteccion de los recursos
95 culturales y naturales
del pais

Establece la obligacion del Estado y de las personas para con la
conservacion de las riquezas naturales y culturales de la Nacién.

Consagra como servicio publico la atencién de la salud y el sanea-
miento ambiental y ordena al Estado la organizacion, direccion y
reglamentacion de los mismos.

Establece que la propiedad es una funcién social que implica obliga-
ciones y que, como tal, le es inherente una funcién ecoldgica.

Consagra el derecho de todas las personas residentes en el pais de
gozar de un ambiente sano

Establece como deber del Estado la planificacion del manejo y apro-
vechamiento de los recursos naturales, para garantizar su desarrollo
sostenible, su conservacion, restauracion o sustitucion.

Establece como deber de las personas, la proteccion de los recursos
culturales y naturales del pais, y de velar por la conservacion de un
ambiente sano.

Fuente: Trujillo y Ramirez (2011)

En general, se usan como referencia los para- vamente, se puede considerar una legislacién exi-
metros consignados en las distintas normas, le- gente en cuanto a parametros de limpieza y bio-
yes o decretos, y se generalizan para el territorio  rremediacién. Otras normatividades en la que se
Colombiano, soportados en legislacion nacionaly  basa la aplicacion, proteccion y manejo ambiental
tratados internacionales vigentes y que comparati-  hidrocarburos son: (Tabla 3).

Tabla 3. Normas generales que sustentan la normatividad ambiental

por contaminacion con hidrocarburos.

Norma

Objetivos de la norma

Decreto ley 2811 de 1974

Cddigo nacional de los recursos naturales renovables RNR
y no renovables y de proteccién al medio ambiente.

Se crea el Ministerio del Medio Ambiente y Organiza el Sistema

Ley 99 de 1993

Nacional Ambiental (SINA).

Define la licencia ambiental LA: naturaleza, modalidad y efectos;
Decreto 1753 de 1994 contenido, procedimientos, requisitos y competencias para el
otorgamiento de LA.

Reglamenta la licencia ambiental y otros permisos. Define los casos
Decreto 2150 de 1995 en que se debe presentar Diagndstico Ambiental de Alternativas, Plan
y sus normas reglamentarias.  de Manejo Ambiental y Estudio de Impacto Ambiental. Suprime

la licencia ambiental ordinaria.

Fuente: Trujillo y Ramirez (2011)
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A continuacion se ve la normatividad ambiental, que deben cumplir las empresas que contaminan con
hidrocarburos: (Tabla 4)

Tabla 4. Normatividad especifica ambiental concerniente al derrame con hidrocarburos

Ley 2 de 1959

Decreto 622 de 1977

Ley 29 de 1986

Decreto 1449 de 1977

Decreto 1594 de 1984

Decreto 2655 de 1988

Ley 388 de 1997

Directiva Presidencial
33 de 1989

Decreto 969 de 1995

Decreto 321 de 1999

Decreto 1874 de 1979

Decretos 1875/76 1979

Decreto 2721
de 1991

Resolucion 930 de 1996

Reserva forestal y proteccion de suelos y agua

Sobre Parques Nacionales Naturales PNN

Regula areas de reserva forestal protectora

Disposiciones sobre conservacion y proteccion de aguas, bosques,
fauna terrestre y acuatica

Normas de vertimientos de residuos liquidos

Cddigo de Minas

Ley de ordenamiento territorial, que reglamenta los usos del suelo

Responsabilidades de los organismos y entidades descentralizadas del
orden nacional del sector publico, en el desarrollo y operacion del Sistema
Nacional para la Prevencion y Atencion de Desastres

Crea la Red nacional de reservas para el caso de desastres

Por el cual se adopta el plan nacional de contingencias contra derrame
e hidrocarburos, derivados y sustancias nocivas.

Proteccion y prevencion de la contaminacion del medio marino

Se define el concepto de contaminacién marina y se dictan normas
de proteccion

Reglamenta el manejo, transporte, descargue y almacenamiento
de productos quimicos en puertos

Reglamenta la recepcion de desechos generados por los buques en los
puertos, terminales, muelles y embarcaderos

Fuente: Trujillo y Ramirez (2011).




Revista de Investigacion Agraria y Ambiental — Volumen 3 Numero 2 — julio-diciembre 2012 — ISSN 2145-6097

Universidad Nacional
Abierta y a Distancia

Normatividad ambiental internacional acogida por Colombia: (Tabla 5)

Tabla 5. Normatividad internacional ambiental acogida por Colombia

Protocolo de Louisiana 29 B
Convenio internacional sobre responsabilidad por dafos causados por la contaminacion de aguas del mar
con hidrocarburos (1969) y protocolo “CLC 69/76 (1976).

Convenio para la proteccion del patrimonio mundial, cultural y natural. Paris, 1972.

Convenio Internacional para prevenir la contaminacion por buques, 1973.
Protocolo relativo a la contaminacion del mar (MARPOL) por buques 1978.

Convenio sobre la constitucion de un fondo internacional de indemnizacion de danos causados
por la contaminacion del mar con hidrocarburos (1971) y su protocolo “El Fondo 71/76” (1976).

Acuerdo sobre la cooperacién regional para el combate de la contaminaciéon del Pacifico Sudeste
por hidrocarburos y otras sustancias nocivas, en caso de emergencia. Lima, 1981.

Convenio de las Naciones Unidas sobre el derecho del Mar. Jamaica, 1982.

Protocolo de cooperacién para combatir derrames de hidrocarburos en la regién del Gran Caribe.
Cartagena, 1983.

Protocolo complementario del Acuerdo sobre la cooperacién regional para el combate de la contami-
nacién del Pacifico Sudeste por hidrocarburos y otras sustancias nocivas, en caso de emergencia.
Quito, 1983.

Protocolo relativo a las zonas protegidas del Convenio para la proteccion y desarrollo del medio marino de
la region del Gran Caribe. 1990.

Convenio relativa a los humedales de importancia internacional especialmente como habitat de aves acua-

ticas - RAMSAR (acogido por Colombia en 1997).

Fuente: Trujillo y Ramirez (2011).

Conclusiones

La biorremediacion es un proceso de desconta-
minacion que emplea una serie de reacciones
bioquimicas por una poblacién o consorcios de
microorganismos inoculados en la zona contami-
nada, para convertir la estructura de los hidrocar-
buros en componentes menos toxicos. Una de las
ventajas del proceso es que no generan corrientes
de residuos y que inclusive después de suspendi-
do el tratamiento, dadas las condiciones en que se
efectla, se espera un proceso de atenuacion na-
tural en el que ademas de la reduccion de hidro-
carburos, se reducen las poblaciones bacterianas.

A partir de la expedicion de la politica ambiental,
el numero de empresas autorizadas por las Au-
toridades Ambientales para el aprovechamiento y
valorizacién de residuos peligrosos y para el caso

especifico de suelos contaminados con hidrocar-
buros se ha incrementado. Actualmente ya se tie-
nen empresas que han obtenido licencia ambien-
tal para el tratamiento y valorizacién de residuos
contaminados con hidrocarburos en el pais.

En Colombia las empresas del sector petrolero y
las multinacionales comercializadoras de hidro-
carburos, han venido implementando este tipo de
practicas de Biorremediacién de lodos contamina-
dos con hidrocarburos como alternativas de sa-
neamiento de campos contaminados por hidrocar-
buros, para el manejo de residuos resultantes de
los derrames que se presentan en las actividades
de explotacion, refinacion, transporte y distribu-
cion del producto; en este sentido y como solucion
a la problematica de disposicion final de los lodos
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contaminados, en Colombia se ha visto viable la
implementacién de procesos de Biorremediacion.

Entre los impactos positivos que estas practicas
han generado, se pueden considerar las siguien-
tes: solucion a la problematica por generacion de
lodos contaminados con hidrocarburos, la alterna-
tiva de disposicion final de los mismos sin afectar
los recursos suelo, agua y aire, el bajo costo en
la operacion y la experiencia en una técnica de
desarrollo sostenible que puede continuar imple-
mentandose en empresas similares donde se pre-
senten este tipo de residuos peligrosos.

La Biorremediacion es la via mas efectiva para la
remediacion de suelos contaminados, en contras-
te a alternativas mas costosas como la incinera-
cion. Sin embargo, la contaminacion queda en el
agente descontaminador.

Recomendaciones

Las lineas de investigacién o los esfuerzos en in-
vestigacion deben responder las siguientes pre-
guntas ;Cémo acelerar las tasas de biorremedia-
cion segun especies animales, vegetales, hongos,
virus, y bacterias? Ademas, Cémo estas tasas se
optimizan con la alteracion de variables ambienta-
les? Por Ultimo, ;Qué hacer con el vector descon-
taminador después de la descontaminacién?
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Resumen

El cultivo de tejidos vegetales comprende un con-
junto técnicas ampliamente usadas para propaga-
cion vegetal in vitro; sin embargo, una desventaja
es el alto costo de componentes utilizados para el
medio de cultivo, entre éstos, el agar (solidifican-
te mas utilizado), pues la demanda ha elevado su
precio. En este articulo se recopilan algunas in-
vestigaciones sobre sustancias que se han utiliza-
do como agentes solidificantes alternativos, entre
los que se resaltan los almidones (nativos o modi-
ficados) y algunas gomas de plantas y exudados
bacterianos, que han sido empleados en procesos
de organogénesis, embriogénesis y proliferaciéon
vegetativa. Los almidones y las gomas reportadas
presentaron resultados favorables en el cultivo in
vitro de algunas especies vegetales. Se concluye
que tanto las gomas como los almidones pueden
ser potenciales sustitutos, parciales o totales del
agar y logran una disminucion de los costos con
los almidones, y su posibilidad de modificarse qui-
micamente para mejorar su capacidad gelificante.

Palabras clave: agar, agente gelificante, almidon,
gomas, micropropagacion

Abstract

The cultivation of plant fibers is achieved through
the implementation of a group of techniques widely
used for the propagation of plants in vitro. However,
one disadvantage of these techniques is the high
cost of components used for the crop’s medium,
among these, the agar (primary gelling agent), has
seen a price increase due to high demand. This ar-
ticle consults several studies regarding substances
that have been utilized as alternative gelling agents,
among which highlight starches (native or modified)
and several plant gums and bacterial excretions
that have been used in processes of organogene-
sis, embryogenesis and vegetative proliferation.
The starches and gums studied showed favorable
results in the in vitro cultivation of some plant spe-
cies. The study demonstrates that both gums and
starches may be potential substitutes (either partial
or total) for agar, achieve a decrease in costs asso-
ciated with starches, and have an ability to be che-
mically modified to improve gelling capacity.

Key words: agar, gelling agent, starch, gums, mi-
cro-propagation
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Introduccion

Las técnicas de cultivo de tejidos tienen muchas
aplicaciones practicas y comerciales, principal-
mente en los sectores hortofruticola, biotecnolégi-
co, de produccién de especies libres de patdogenos
y agricola, y constituyen una alternativa interesan-
te a los métodos tradicionales de propagacion, ya
que permiten obtener una gran cantidad de mate-
rial vegetal en un corto periodo de tiempo (Fasolo
& Predieri, 1988).

A pesar de que las metodologias de cultivo de
tejidos vegetales tienen més de cinco décadas
desde que fueron desarrolladas, sus beneficios
aun no llegan a los agricultores, especialmente
a los paises mas necesitados, lugares donde la
mayor parte de la poblacién tiene déficit nutri-
cional por lo que se requiere la optimizacién de
la produccidn agricola para mejorar la alimenta-
cién y los ingresos del nucleo familiar. El princi-
pal problema es la complejidad que presentan
algunas de estas tecnologias y el alto costo de
su implementacién. mayoritariamente ocasio-
nado por el alto precio del agente gelificante,
comunmente agar. Al parecer, la causa del alto
precio de este ultimo insumo es su sobrexplo-
tacion, consecuencia de una alta demanda, la
cual ha hecho que sea cada vez mas dificil su
obtencién, elevando asi los precios (Romay et
al., 2006 y Mohamed et al., 2010).

Durante los ultimos 30 afios se han efectuado es-
fuerzos para buscar sustitutos adecuados para el
agar; en consecuencia, un gran numero de sus-
tancias han sido probadas por su capacidad de
gelificacion (Ozel et al., 2008).

Debido a sus propiedades funcionales se ha reporta-
do el uso de almidones y gomas como agentes geli-
ficantes, polimeros naturales como almidones y go-
mas, que sintetizan las plantas y algunas bacterias.
Los almidones estan formados por 2 polimeros: la
amilosa, compuesta de cadenas lineales de monoé-
meros de D-glucosa unidos por enlaces glicosidicos
al-4, y la amilopectina, compuesta de cadenas con
ramificaciones cada 7 o 10 unidades de D-glucosa. La
amilopectina posee también enlaces glicosidicos a1-4
en las cadenas lineales y las ramificaciones se unen
mediante enlaces o1-6 (Salinas et al., 2003).

En términos generales, los almidones nativos se uti-
lizan ampliamente en la industria alimentaria, ya que
son sustancias inocuas capaces de regular y estabi-
lizar la textura de los alimentos y por sus propieda-
des espesantes y gelificantes. Algunas dispersiones
de almidon nativo, como aquellas obtenidas a partir
de raices y tubérculos, producen una textura gomo-
sa y cohesiva en aquellos alimentos donde se utili-
zan como agentes espesantes (Pacheco de Delaha-
ye & Techeira, 2009). Todos los almidones tienen los
mismos constituyentes (Tabla 1), aunque difieren en
el porcentaje de cada uno de ellos, dependiendo de
la planta de la cual son extraidos (Daud et al., 2011),
por lo cual tienen distintas propiedades funcionales
(Hernandez et al., 2008).

Por otra parte, las gomas, coloides hidrofilicos (o
hidrocoloides), mucilagos, o aun polisacaridos so-
lubles en agua, son algunas denominaciones da-
das a las sustancias que tienen la capacidad de
formar con agua geles o soluciones viscosas, esto
es, que tienen la funcién de agentes espesantes o
gelificantes, estabilizantes de emulsiones (Bobbio
y Bobbio, 1992; Dziezak, 1991).
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Tabla 1. Composicién quimica de algunos almidones de distintas fuentes.

Componentes (%) Makal Camote Yuca Sagu Maiz Papa
Humedad (8,99) (9,83) (9,48) (10,5) (9,9 (19)
Proteina cruda 0,16 0,22 0,06 0,64 0,10 0,06
Grasa cruda 0,19 0,31 0,20 0,36 0,35 0,05
Fibra cruda 0,35 0,28 1,01 0,06 0,62 NR
Cenizas 0,12 0,26 0,29 0,22 0,06 0,40
ELN 99,28 98,93 98,44 98,72 98,93 99,49
Amilosa 23,6 19,6 17,0 22,7 28,3 21,0
Amilopectina 76,4 80,4 83,0 773 71,7 79,0

Fuente: Hernandez et al, 2008

Las gomas pueden ser definidas en términos
practicos como moléculas de alto peso molecular
con caracteristicas hidrofilicas o hidrofobicas que,
usualmente, tienen propiedades coloidales, con
capacidad de producir geles al combinarse con el
solvente apropiado. Las gomas naturales son po-
lisacaridos altamente hidrofilicos, compuestos de
monosacaridos que se unen por enlaces glucosi-
dicos. Se extraen de varios arboles (como exuda-
dos) y arbustos o ficocoloides (algas), y se diferen-
cian de las resinas naturales por su composicion
(tabla 2) y solubilidad. Algunas contienen compo-
nentes acidos y otras son neutras (Pasquel, 2001).
Desde hace varios afos, se han utilizados gomas,
distintas al agar, en algunos productos comercia-
les tales como Phytagel, Gelrite, Natugel, entre
otros, que aprovechan las propiedades funciona-
les de algunas de estas gomas como sustancias
que aumenten la viscosidad y consistencia de los
medios de cultivo para propagacion vegetal in vi-
tro (Tabla 2).

El presente documento tiene como objetivo la revi-
sion sobre el uso de gomas y almidones en varias
técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro.

Almidones en procesos de organogénesis

La embriogénesis es un proceso en el que a
partir de una célula se generan embriones que
pueden producir nuevas plantulas; comprende
la embriogénesis cigdtica y la embriogénesis
somatica o adventicia. La embriogénesis soma-
tica (asexual o adventicia), consiste en el desa-
rrollo de embriones a partir de células que no
son el producto de una fusion gamética, en otras
palabras, es un proceso por el cual se produce
una estructura bipolar (embrién) a partir de una
célula somatica, mientras que la embriogénesis
cigotica si es el producto de la fusion gamética
(Celestino et al., 2005), mientras que el proceso
involucrado en la transformaciéon de una célula
a una planta u érgano se denomina organogé-
nesis. Cuando la regeneracion de la plantula se
realiza sin la formacién de callo, se denomina
organogénesis directa; primero se forman célu-
las no diferenciadas o callo y, posteriormente,
se diferencian y forman una planta, se conoce
como organogénesis indirecta (Calva y Pérez,
2005).
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Tabla 2. Algunas gomas utilizadas como agentes gelificantes en medios de cultivo de propagacion in-vitro.

GOMA

Guar

cassia

xantana

Agar

Gellan (gelrite y
phytagel)

Goma katira

COMPOSICION QUIMICA

Galactosa (unida por a1-6) y manosa
( unidas por p1-4)

Galactosa (unida por a1-6) y manosa
(unidas por 1-4)

cadena de D-glucopiranosilo unido enlace
B 1-4. Ramificacion de trisacaridos de
D-manopiranosilo y de acido
D-glucopiranosilurénico

Agarosa (galactosa) y agaropectina (anhi-
drogalactosa parcialmente esterificada
con acido sulfurico)

tetrasacarido, que consiste en dos resi-
duos de D- glucosa y uno de cada uno de
los residuos de L- ramnosa y
D- acido glucurdnico

D-galactosa, acido D-galacturonico y
L-ramnosa en proporcién molar 2:1:3

FUENTE

Cyamopsis tetragonolobus

endospermo de Sennao btusifolia

Exudado de la bacteria
Xanthomonas campestris B-1459

Gelidium cartilagineum, Gracilaria
confervoides y Pteroclaia
capillacea

Exudado de la bacteria
Pseudomonas elodea

exudado de Cochlospermum
religiosum

natugel *

Kappaphycu salvarezii

Fuente: recopilacion de los autores. -* no reportado en la literatura.

Algunos almidones han sido utilizados como
gelificantes en medios de cultivo para organo-
génesis de plantas. Daud et al. (2011 a y 2011
b) cultivaron segmentos de tallos de Celosia sp.
en medios de cultivo con la mitad de concentra-
cion de los componentes del medio Murashige y
Skoog (1962) y otro sin tales suplementos, gelifi-
cados con harina de yuca, harina de arroz, harina
de maiz y almidon de papa. No se encontraron
diferencias significativas en la regeneracion por
via de organogénesis directa en ninguno de los
solidificantes probados.

En un estudio realizado en Iran, se probaron un
medio liquido con sustrato de algodén y diferen-
tes combinaciones de almiddn, sémola o harina,
polvo de patata y agar en dos etapas de la micro-
propagacion (induccién de brotes y proliferacion)

de violeta africana (Saintpaulia ionantha) (tabla
3). La mayor frecuencia de regeneraciéon se en-
contré6 en medios que contienen agar (0,8%),
combinacion de almidon: sémola, polvo de pa-
tata (2:1:1) en 9 y el 12% y la combinacion de
almidén (6%) mas agar (0,4%), pero el maximo
numero brotes se produjeron en medios que
contenian agar (0,8%), combinacion de almidén
(6%) mas agar (0,4%) y medio liquido con sus-
trato de algoddn. La mejor proliferacion de bro-
tes tuvo lugar en medio liquido con sustrato de
algodon. Los resultados mostraron que la com-
binacién de almidén: sémola, polvo de patata
(2:1:1) en 9% y almiddn (6%) mas de agar (0,4%)
pueden ser alternativas, para sustituir al almi-
dén, adecuadas en etapa de regeneracion, pero
el numero de brotes es menor que en medios
gelificados con solo agar (Sharifi et al., 2011).
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Tabla 3. Combinaciones de agentes gelificantes en medios de cultivo para propagacion de violeta africana
(S. ionantha)

Medio Composicion
A 12% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
B 9% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
C 9% (almidén 1: harina 1:polvo de papa 1)
D 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
E 6% (almiddn 1: harina 1:polvo de papa 1)
F 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 2g/L agar
G 6% (almiddn 1: harina 1:polvo de papa 1) + 2g/L agar
H 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
| 3% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
J 3% (almidén 1: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
K 9% almidoén
L 6% almidén + 4g/L agar
M 3% almidén + 4g/L agar
N 9g/L agar
(0] medio liquido con sustrato de algodén

Fuente: Sharifi et al, 2010.

Almidones en procesos de embriogénesis

El almidon de arroz y la fécula o harina de maiz,
han sido probados como agentes gelificantes en
micropropagacion. Se reporta el cultivo de em-
briones cigéticos de cacao (Theobroma cacao
L.) en medios de cultivo gelificados con almidén
de arroz y maicena, en concentraciones desde 4
hasta 8% en ambos casos, comparados con un
testigo de agar en concentracion de 0.8%. Gon-
zales y Silva (1999) encontraron que estos medios
gelificados con almidon de arroz y maicena, en
concentraciones bajas (4-6%) se oscurecian, por
accion de fenoles provenientes del embrién cigo-
tico, mientras que en concentraciones mas eleva-
das, no se presenté tal comportamiento. Ademas,

en el cultivo aséptico de embriones cigoticos de
cacao se puede emplear el almidén de arroz y la
maicena en sustitucion del agar, obteniéndose los
mejores resultados, en cuanto a longitud de rai-
ces, en el primer caso a concentraciones del 8%,
y en el segundo caso del 5y 8%, respectivamente.

Almidones en procesos de micropropagacion o
proliferacion

Hay reportes sobre la utilizacion de almidones de
distintas fuentes, como agentes gelificantes en
medios de cultivo para proliferacién vegetal. Se
ha micropropagado segmentos nodales de papa
(Solanum tuberosum) en medios gelificados con
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almidén de yuca (Kuria et al., 2008), sagu (Naik
y Sarkar, 2001); banana (Musa) en medios con
almidén de papa y yuca (Kodyn y Zapata, 2001);
manzana (Malus domestica Borkh) en medios so-
lidificados con almidén de maiz (Zimmerman et
al., 1995).

En un estudio hecho por Romay y colaboradores
(2006) se sugiere la utilizacion de almidones mo-
dificados de yuca como sustitutos del agar. En el
estudio cultivaron micro-esquejes de yuca (Mahi-
not esculenta Crantz) en medios solidificados con
tres almidones modificados comparados con un
blanco de Phytagel. De igual manera, analizaron
el numero de nudos y raices para todos los tra-
tamientos, y peso seco y humedo para el mejor
tratamiento con almidén y el blanco de Phytagel
y encontraron diferencias significativas en los
tratamientos AIM TF-352 y AIM TP-212 con res-
pecto al control, pues disminuyeron el nimero de
nudos y raices. mientras el AIM TF-351 no. En el
estudio se concluyé que el almidén AIM TF-351
no tuvo efectos significativos en ninguna de las
variables analizadas vy, por tanto, puede ser un
sustituto del agar.

Mbanaso (2008) estudid el efecto de subculti-
vos consecutivos de 2 genotipos de Musa, cul-
tivados en medios solidificados con almidon de
yuca (cassava). No se encontraron diferencias
significativas con el testigo de agar, en cuanto al
porcentaje de brotes producidos, mientras que
si se presentaron diferencias en la robustez de
las plantulas, mayoritariamente en los medios de
cultivo con mayor concentracién de almidon, po-
siblemente porque aumentaba la dureza del me-
dio, lo que impidié la difusion de los nutrientes.
También afectd la absorcién de agua y algunos
nutrientes que potenciaban la dureza de las plan-
tulas. Pero al igual que Romay et al., recomendd
el almidén de yuca (cassava) como sustituto mas
econdmico del agar.

La harina de yuca es rica en almidon; por tal
razén, se ha utilizado como agente gelificante

mezclada con agar o adicionada sola. Maliro y
Lameck (2004) cultivaron plantulas de F. albida y
Uapaca kirkiana. Encontraron que en las 2 prime-
ras semanas no se presentaban diferencias signi-
ficativas en niumero de brotes generados y altura
de las plantulas en ninguna de las especies es-
tudiadas, pero en las semanas 42 y 52 de incuba-
cién, se observaron resultados estadisticamente
significativos. Los medios preparados solo con ha-
rina de yuca, después de 5 semanas perdieron la
consistencia, lo que afecté el crecimiento y peso
de los explantes en ambas especies.

La micropropagacion de nodos de papa (Solanum
tuberosum) se realizé en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) gelificado con mezclas de agar-al-
midon de maiz (CS) y agar-almidén de papa (PS).
Mohamed et al. (2010) no encontraron diferencias
significativas en la altura de las plantulas, pero si
un aumento significativo en el numero de brotes/
explante. El aumento mas notable se encontr6 en
medios solidificados con 60 g/L de PS + 1g/L de
agar. Las plantulas desarrolladas en los medios
de cultivo con 40 g/L de CS o PS tuvieron un ma-
yor peso fresco y seco en comparacion con los
del control de agar. El medio con 50, 60 g /L de
PSo60g/Lde CSy50g/L deagaraCS + 1g/L
aumentaron significativamente el porcentaje de
peso seco. Se sugiere que la utilizacion de agar
en bajas concentraciones mezclado con almidén
de papa o de maiz puede disminuir los costos de
los medios de cultivo para micropropagacion in-
vitro (Mohamed et al., 2010).

Rodriguez y Hechevarria (2006), cultivaron
segmentos nodales de Orthosiphon arista-
tus Blumey Artemisia absinthium L., dos es-
pecies de plantas altamente demandadas por
sus propiedades medicinales. Utilizaron harina
de sagu (Maranta arundinacea L.) y un gel de
Aloe vera (L.) N.L. Burm como solidificantes del
medio de Murashige y Skoog (1962). Los re-
sultados mostraron que medios solidificados
con 0,8% (p/v) de agar (tratamiento 1), 0,4%
(p/v) de agar mas 0,4% (p/v) de harina de sagu
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(tratamiento 2), 0,4% (p/v) de mas 15% (p/v) de
gel de A. vera (tratamiento 3) y 0,8% (p/v) de ha-
rina de sagu mas 15% (p/v) de gel de A. vera (tra-
tamiento 4) no arrojaron diferencias significativas
en los indices de crecimiento vegetativo (altura,
numero de hojas y raices) en ninguna de las dos
especies cultivadas. Sin embargo, el tratamiento
4 presentd los mejores resultados en O. arista-
tus, mientras el tratamiento 2 lo fue para medios
sembrados con A. absinthium.

En un estudio reciente realizado en Etiopia se
evaluo la eficiencia del almidén de ensete (bu-
lla) como agente gelificante alternativo para la
micropropagacion de Vanilla planifolia. Los re-
sultados revelaron que el numero de brotes y de
peso fresco se mejoraron significativamente en
los medios de multiplicacion gelificados con bu-
lla (8%). A pesar de todos los brotes producidos
tuvieron un enraizamiento del 100%, se obtuvo
un mayor crecimiento de los brotes en medios
suplementados con bulla (8%), (10%) y agar. La
sustitucién de agar por bulla (8%) podria aho-
rrar alrededor de 72,5% del costo de agar. Un
inconveniente detectado en los ensayos fue la
opacidad de los medios, que dificulta la obser-
vacion de contaminacion temprana (Mengesha
et al., 2012).

La elaboracion de medios de cultivo para micro-
propagacion, sustituyendo parcial o totalmente
el agar por almidones, es una opcioén rentable,
que disminuye los costos, debido a que los tu-
bérculos o cereales de donde se extraen, se en-
cuentran en mayor cantidad, comparado con las
algas rojas (Rhodophyceae) de donde se extrae
el agar. El inconveniente de los almidones es la
menor fuerza gelificante, pero puede ser resuel-
to agregando agar en bajas concentraciones, 0
aumentando la cantidad de almidon en el medio.
También se pueden utilizar modificaciones quimi-
cas para mejorar las propiedades funcionales de
los almidones, con el fin de incrementar el poder
solidificante (Kuria et al., 2008).

Gomas

Gomas como gelificantes en procesos
de organogénesis

En un estudio de regeneracion de brotes en seg-
mentos foliares de tabaco (Nicotiana tabacum L.),
realizado por Ozel et al., (2008), se evaluo el efecto
de los medios de cultivo gelificados con 7 a 1 g/L
de agar y 0-6 isubgol g/L; 2,25 a 0,25 g/L Gelrite y
0-6 g/ lisubgol; 5,25 a 0,25 g/L Phytagel y 0-5 g
/L isubgol, y 1-15 g / L isubgol. Los resultados de-
mostraron que, independiente de algunos proble-
mas con los geles, el isubgol (7g/L) indujo un mayor
numero de brotes y de raices; ademas, la longitud
de los brotes fue mayor en medios gelificados con
isubgol en concentracion de 9 g/L. Para una canti-
dad determinada de medio de cultivo, las mezclas
de agar-isubgol, Gelrite-isubgol son mas baratas.
Asi mismo, las mezclas de agar-isubgol, Gelrite-
isubgol gelificaron a bajas temperaturas, propicias
para el uso seguro de estos geles cuando se em-
plean sustancias labiles, en la transformacion ge-
nética o experimentos de cultivo de tejidos.

En procesos de germinacién y de organogénesis
indirecta en hojas de arroz (Oryza sativa L.) reali-
zados por Afrasiab y Rabia (2011), se utilizé phyta-
gel como agente gelificante del MS (Murashige y
Skoog 1962) y LS (Linsmaier y Skoog 1965). Los
resultados demostraron que a pesar de que el por-
centaje de germinacion, la induccién de callo, y
los indices de crecimiento evaluados fueron me-
nores en los medios gelificados con phytagel, este
gelificante es una alternativa al empleo de agar,
pues contiene menos impurezas y el pH del medio
es mas estable a través del tiempo de cultivo.

Saglam vy Cifici (2010) utilizaron isubgol como
agente gelificante en medios para organogénesis
indirecta en hojas de Woad (/satis tinctoria), com-
parados con un blanco de agar. Encontraron me-
jor respuesta callogénica y de diferenciacién en
los medios solidificados con isubgol.
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Gomas como solidificantes en procesos
de embriogénesis

Jain-Raina y Babbar (2011) utilizaron mezclas
de varios agentes gelificantes goma guar (2,6 a
2,9%) + Agar (0,1-0,4%); goma xantana (0,6-0,9%)
+ Agar (0,1-0,4%); Isubgol (2,6 a 2,9%) + Agar (0,1-
0,4%); goma guar (1,5 a 2,9%) + goma xantana
(0,1-1,5%); Isubgol (1,6 a 2,9%) + goma xantana
(0,1-1,4%) y goma guar (2,6 a 2,9%) + Agar (0,1-
0,4%). La concentracion total de los agentes ge-
lificantes mezclados con goma xantana fue 1%,
mientras que en los demas fue 3%. Utilizaron es-
tos medios para geminar e inducir embriogénesis
somatica en Albizzia lebbeck.

En los resultados encontrados fue evidente que la
respuesta morfogénica fue apoyada por toda la mez-
cla de gelificacion, en la mezcla que contenia 2,6%
isubgol y 0,4% de agar. El porcentaje de germinacion
de semillas mejord significativamente cuando el agar
se mezclé con goma xantana o goma guar, ya que
cuando se utilizaron solas, los resultados no fueron
tan exitosos (tabla 4). La otra caracteristica comun es
la reduccion en la respuesta callogénica con un au-
mento de agar al 0,4% en mezclas de gelificacién con
la goma de guar e isubgol. Jain-Raina y Babbar con-
cluyeron que las mezclas de goma xantana y guar,
con agar, pueden ser sustitutos en los medios de cul-
tivo, como agente gelificante, lo que disminuyo costos
y mejoré resultados de crecimiento en las plantulas.

Tabla 4. indices de crecimiento evaluados en explantes de A. lebbeck inoculados en medios modificados.

Agente No. Germinacion Altura Longitud
gelificantes Explantes (%) brotes (cm) raices (cm)
0,9% Ag 96 82,282 7,77 +3,45bc 5,40 +2,90bc
3% GG 92 47,9b 5,37+ 2,72¢c 4,33 +2,25¢
2,9% GG + 0,1% Ag 96 81,22 8,57 +2,98ab 5,98 +1,97bc
2,8% GG + 0,2% Ag 96 73,92 9,21 £3,04ab 6,77 +2,46ab
2,7% GG + 0,3% Ag 96 80,2a 8,66+ 2,63ab 5,83 +2,50bc
2,6% GG + 0,4% Ag 96 85,4a 10,70+ 1,30a 8,08 +2,13a
1% Xan 96 52,0b 6,10 +1,92c 4,05 +1,76¢C
0,9 Xan + 0,1% Ag 96 71,8a 8,21+ 2,88b 6,57 +2,55ab
0,8 Xan + 0,2% Ag 96 86,4a 8,08 +2,42b 5,52 +2,31bc
0,7 Xan + 0,3% Ag 96 76,0a 8,27+ 2,12b 5,61 +2,44bc
0,6% Xan + 0,4% Ag 96 89,5a 9,09 +2,97ab 7,24 +2 52ab
3% Is 96 83,3a 10,00+ 2,97ab 6,61 +2,68ab
2,9% Is + 0,1% Ag 96 81,2a 9,79 +2,34ab 5,51 +2,53bc
2,8% Is + 0,2% Ag 96 86,4a 10,79+ 1,96a 5,62 +1,82bc
2,7% Is + 0,3% Ag 96 87,5a 10,66 +2,20a 6,39+ 1,79b
2,6% Is + 0,4%Ag 96 82,1a 10,56 +1,85a 6,71 +1,59ab

Ag: agar GG: goma guar Xan: gomaxantanals: isubgol
Fuente: Jain-Raina Y Babbar (2011).
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Van Ark et al. (1991) no obtuvieron diferencias es-
tadisticas en los resultados obtenidos, empleando
medios de cultivo gelificados con agar y gelrite en
procesos de embriogénesis somatica indirecta en
Poa pratensis L.

Saglam y Cifici (2010) utilizando isubgol como
agente gelificante en medios para embriogénesis
de hipocdtilos de Woad (/satis tinctoria), compara-
dos con un blanco de agar, encontraron mejor res-
puesta en los medios solidificados con agar. Moon
et al. (2004) reportaron la siembra de proembrio-
nes somaticos de Ceratozamia hildae en medios
gelificados con phytagar, Gel-Ro, Agar TC, agar-
gel y consideraron mejor gelificante el agente de
prueba al Gel-Ro.

Jain-Raina y Babbar en 2002 utilizaron la goma
katira como agente gelificante en medios para in-
ducir embriogénesis somatica en A. labbeck. No
encontraron diferencias significativas con el trata-
miento control gelificado con agar. Posteriormen-
te, en 2006 estudiaron el efecto de la goma xanta-
na como agente gelificante en medios para inducir
embriogénesis somatica indirecta de Calliandra
tweedii, encontrando mejores resultados en los
medios en los que la concentracion de goma xan-
tana fue del 1%, en variables como respuesta ca-
llogénica y porcentaje de germinacion. Babbar et
al. (2005) encontraron diferencias significativas en
el numero de embriones formados de C. tweedii
y el porcentaje de germinacion de semillas de Li-
num usitatissimum, con goma guar y agar como
agente solidificante de los medios utilizados.

Gomas en procesos de micropropagacion
o proliferacion

En ensayos de micropropagacion de brotes de
manzano (Malus prunifolia Borkh) realizados por
Lucyszyn et al. (2005) en medios de cultivo geli-
ficados con mezclas de goma guar-agar y goma
cassia-agar en proporcion 3/3 g/L, comparadas
con un testigo de agar de 6g/L, los resultados ob-
tenidos indicaron una mayor proliferacion de los
brotes de manzano, asi como una menor aparicion

de brotes hiperhidratados en los medios de cultivo
gelificados con gomas y agar. Las mezclas utiliza-
das para sustituir al agar no afectaron significati-
vamente indices de crecimiento como cantidad y
longitud de los brotes regenerados.

Posteriormente, Lucyszyn et al. (2006) también pro-
baron la eficacia de la sustitucion parcial de agar
por galactomananos (GMS), obtenidos a partir de
diferentes fuentes. Se ensayd la micropropagacion
de fresa (Fragaria x ananassa Duchesne) en los
medios modificados. Las gomas guar y cassia se
mezclaron con agar en la proporcion de 0.3/0.3%
(w/v) en medio MS (aho), y el rendimiento se com-
pard con comportamiento de medio de agar que
contenia solo (0,6%, w / v) como agente gelifican-
te. Los resultados obtenidos indicaron que el agar
puede ser parcialmente remplazado por galacto-
mananos, puesto que las mediciones reoldgicas
confirmaron una buena interaccion entre los poli-
sacaridos. También se observaron un mejor ren-
dimiento y mayor proliferacion de brotes de fresa;
se evidencio que las raices fueron mas largas en
los medios modificados. Asi, el comportamiento del
gel de galactomananos y la rentabilidad comercial,
que es menor para el medio modificado en compa-
racion con el sistema solidificado con agar, mostrd
el uso potencial de estos galactomananos para su
aplicacion en cultivo de tejidos vegetales.

Chacon et al. (2000), utilizaron Phytagel para so-
lidificar medios de cultivo para la propagacion in-
vitro de yampi (Dioscorea trifida) y fiame (Dios-
corea alata). Ellos utilizaron un blanco que fue
gelificado con agar, para comparar el comporta-
miento de los indices de crecimiento. Encontraron
diferencias significativas en ambas especies entre
los resultados obtenidos en altura, peso fresco y
peso seco, que fueron superiores cuando los me-
dios se gelificaron con phytagel, y porcentaje de
materia seca obtenidos en los medios en donde
se utilizé agar como solidificante. Ademas reporta-
ron que al aumentar la concentracién de agente
gelificante, por encima del valor que confirié una
consistencia 6ptima en los medios, los indices de
crecimiento se afectaron negativamente, pues una
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mayor consistencia y dureza de los medios impide la
mejor absorcion y movilidad de los nutrientes dentro
de estos.

Capote Rodriguez et al. (2002) evaluaron el efec-
to de un agente gelificante cubano, Natugel, en
el crecimiento de cultivos in vitro de plantulas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) de la variedad
Cuba C-2781. Utilizaron como explantes apices y
nudos cultivados in vitro en medio MS con saca-
rosa, y Natugel en dos formulaciones: | y Il que se
diferenciaron en la granulometria y en la densidad
aparente. Compararon con cultivos control en las
mismas condiciones anteriores pero con la adi-
cion de agar en sustitucion del agente gelificante.
La respuesta de los cultivos se evalud en funcion
del numero de nudos y la altura de las plantulas en
sucesivos subcultivos y no se encontraron diferen-
cias significativas entre la respuesta obtenida en
medio solidificado con agar y la obtenida en medio
solidificado con la mezcla Natugel I/11.

Aunque se ha hecho ya un recuento de las sustan-
cias que han sido utilizadas como agentes gelifi-
cantes alternativos, lo mas importante es conocer
el costo que tiene cada una de estas. En la tabla
5 se muestra una relacién de las sustancias utili-
zadas, haciendo énfasis en las concentraciones
empleadas, asi como su costo. Se observa que
el agar es el gelificante, que a pesar de que se
usa en baja concentracion, es el que mas eleva el
costo de un litro de medio de cultivo.

De acuerdo con los costos mostrados en la ta-
bla 5 se recomienda como agentes gelificantes
la goma guar y los almidones de papa y yuca,
pues con ellos se han hecho un mayor numero
de investigaciones y se han cultivado una mayor
cantidad de especies vegetales. En el caso co-
lombiano, los almidones de papa, yuca y maiz
son de facil adquisicion, pues el pais produce
estas materias primas de forma permanente.
Las gomas son mas caras que los almidones,
pero al usarse en cantidades menores, tienen
un precio equivalente por litro.

Los mejores resultados, ya sean fisiolégicos y
fisicos, se han reportado con las mezclas en-
tre agentes gelificantes, como mezclas de agar
con algunas gomas y almidones. Estas mezclas
presentan una menor disminucion en el costo
de los medios de cultivo, pero pueden ser mas
eficientes que los agentes alternativos. Con el
uso de almidones y gomas como gelificantes
se obtienes reducciones aproximadas desde el
30% al 70% en los costos, basados en el precio
del solidificante, lo que permite una alternativa
valida econdmicamente para implementar es-
tas técnicas, asi como la oportunidad de mejo-
rar los mercados de productos como la papa,
yuca, arroz, que tendrian una nueva linea de
comercio, como materia prima para extraccion
de almidones, ayudando al sector agricola co-
lombiano.
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Tabla 5. Relacion de sustancias utilizadas como agentes gelificantes.

: : Costo Costo
Sustancia Concc(an/tll)'aclon cEJSItFi,S::jea kg sustancia solidificante
9 (co$) por litro (co$)
S. tuberosum L. (MP)
100 M. esculenta (MP) 936.6
Almidén de yuca
Musa (MP)
60-70 U. kirkiana (MP) 9326 560-653
80 Celosia sp (OR) 746.08
Almidon de sagu 80 S.tuberosum L. (MP) 7000 560
—_ : 60 S. tuberosum L. (MP) 341,1864
Almiddon de maiz 40-80 Celosia sp (OR) 5686,44 007 45-454,92
60-80 Musa (MP) 840-1120
Almidén de papa 20 Celosia sp (OR) 14000
S. ionantha (OR) 1260
Almidon de arroz 40-80 T.cacao L. (EC) 15400 616-1232
Almidén de ensete 80y 100 V. planifolia (MP) 5980 478,4-598
Goma karaya 30 Citrus jambhiri Lush. (MP) 16608 498,24
2 M. domestica Borkh (MP) 10354,62
Phvtagel Robinia pseudoacacia (MP)
ytage 25 D. trifida y D. alata (MP) 517731 12943,275
1,3; 1,8; 2,3 O. sativa L. (OR) 673,05-1190,78
. 750,1824
2,4 C. hildae (ES) 2500,608
Goma gellan
(Gelrite) 8 P. pratensis L. (ES) 312576
Aloe polyphylla (MP)
34 S. Yoshimurae (MP) 1062,7584
20 C. tweedii (ES) 843,18
Crataeva nurvala (MP)
Goma guar 10 Chiorophy tz’,\’,l”P‘)’or b 42159 421,59
30 A. Labbeck (ES) 1264,77
40 L. usitatissimum (EC) 1686,36
Goma katira 30 S. cuminii 70400 2112
P. communis L.
Goma cassia/agar 30 cv.Durondeau (MP) 54550 1636,5
F. ananassa Duchesne (MP)
C. tweedii (ES)
Goma xantana 10 A. labbeck (ES) 34998 349,98
7 N. tabacum L. (OR) 47000-68000 402,5
Isubgol 15 I. tinctoria (ES) (MP) 862,5
30 A. labbeck (ES) 1725
Agar agar 6-9 Todas las anteriores ‘;%75%%% 2925-4515

ES: embriogénesis somatica MP: micropropagacion

OR: organogénesis CO$: pesos colombianos
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Conclusiones

El avance de las investigaciones enfocadas a la
sustitucion parcial o total del agar como agen-
te gelificante en los medios de cultivo in vitro
para propagacion, ha arrojado resultados pro-
metedores, principalmente en lo que respecta
al uso de almidones, ya que, aunque algunos
resultados con gomas como solidificantes son
muy buenos, los almidones tienen un menor
costo y son de facil adquisicion y extraccion;
ademas, pueden ser modificados para conferir
propiedades funcionales especificas, que les
permitan ser utilizados con mayor eficiencia en
micropropagacion vegetal in vitro, ya sea como
unico agente gelificante, o mezclado con agar u
otro tipo de goma.

La implementacion de almidones o gomas
como agentes gelificantes alternativos reporta
una disminucién en los costos de los medios
de cultivo para tejido in vitro de hasta el 70%
comparados con los del agar, aunque fisiolo-
gicamente hablando los mejores resultados se
obtienen en las sustituciones parciales que se
han estudiado.
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