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Introduccion

La Biotecnologia Ambiental emplea el uso de organismos para la prevencion,
monitoreo y remediacion de los ecosistemas, al mismo tiempo permite la
generacion de bioproductos y energia limpia. El libro consistio en tres capitulos,
en el primero se establece los fundamentos de la Biotecnologia Ambiental y sus
aplicaciones en entornos terrestre, acuatico y aéreo; ademas, se presentan
herramientas aplicadas como los biosensores en el monitoreo ambiental, la
fitorremediacién en varios contextos de América Latina y el fortalecimiento de la
agricultura sustentable. En el segundo capitulo se describe la importancia de un
estudio bibliométrico y el enfoque para las diversas investigaciones, se detalla
un manual de uso, que permite su replicabilidad en otros contextos. Ademas de
presentar un caso de estudio aplicado al tema central de este libro, que
sistematiza los temas mas estudiados, las tendencias, revistas y paises con
mayores contribuciones. En el tercer capitulo se presentan varias practicas de
laboratorio y una seccién de preguntas, que pueden ser empleadas en otras
instituciones educativas o de manera auténoma. En conclusion, los capitulos son
complementarios entre si, facilitando la comprension e interés del lector. El area
de mayor relevancia corresponde a la biorremediacion en suelos contaminados
por hidrocarburos y metales pesados, los grupos mas frecuentes en la revision
fueron hongos, cianobacterias y organismos genéticamente modificados.
Finalmente, existe una oportunidad del uso y la potencial combinacion de las
técnicas basadas en metagendmica, ADN ambiental, inteligencia artificial para el

desarrollo de las nuevas tendencias de la Biotecnologia Ambiental.

Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones y Tendencias
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Resumen: El capitulo parte de un recorrido historico sobre los acontecimientos
de la Biotecnologia Ambiental y se discuten varios conceptos esenciales. Se
mencionan varias aplicaciones, tales como: biomarcadores, biosensores,
biocombustibles, biorremediacion, biotransformacion. Ademas, se describe las
principales herramientas biotecnolégicas aplicadas al monitoreo de la
contaminacion ambiental y a procesos de biorremediacion, de las cuales se
toman en cuenta las consideraciones técnicas, las estrategias de recuperaciony
mitigacion. Se destaca una de las herramientas de biorremediacion como es la
fitorremediacién, que abarca: fitoextraccion, rizofiltraccion, fitoestabilizacion,
rizodegradacion, fitodegradacion vy fitovolitizacion. Asimismo, se proyectan las
investigaciones y los proyectos mas destacados en el contexto de América
Latina. Ademas, se da a conocer algunas herramientas biotecnolégicas para
promover la agricultura sustentable con el uso de microorganismos como control
bioldgico, y uso de biofertilizantes. Por ultimo, se presentan aplicaciones para la
mitigacién del impacto ambiental generado por la actividad petrolera como las
técnicas de inyeccion de CO:2 en reservorios subsuperficiales. También se
mencionan las aplicaciones en la produccion de nuevas fuentes de energia
sustentable y tendencias biotecnoldgicas en el desarrollo de biomateriales
alternativas al cuero y al plastico, en el que se detalla el procesamiento de
micelios para la industria textil. En conclusion, esta guia sirve de apoyo para los
estudiantes que estén interesados en conocer la asignatura de Biotecnologia
Ambiental o que estén cursando dicha asignatura.

Palabras clave: Biorremediacion, fitorremediacion, biofertilizantes, América
Latina, energia sustentable

Abstract:

The chapter starts with a historical overview of the developments in
environmental biotechnology and discusses several essential concepts. Several
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applications are mentioned, such as: biomarkers, biosensors, biofuels,
bioremediation, biotransformation. In addition, the main biotechnological tools
applied to environmental pollution monitoring and bioremediation processes are
described, of which technical considerations, remediation and mitigation
strategies are taken into account. One of the bioremediation tools is highlighted
as phytoremediation, which includes: phytoextraction, rhizofiltration,
phytostabilization, rhizodegradation, phytodegradation and phytovolitization. The
most outstanding research and projects in the Latin American context are also
presented. In addition, some biotechnological tools are presented to promote
sustainable agriculture with the use of microorganisms as biological control, and
the use of biofertilizers. Finally, applications for the mitigation of the
environmental impact generated by oil activity are presented, such as CO:
injection techniques in subsurface reservoirs. Also mentioned are applications in
the production of new sources of sustainable energy and biotechnological trends
in the development of alternative biomaterials to leather and plastic, detailing the
processing of mycelia for the textile industry. In conclusion, this guide serves as
a support for students who are interested in learning about Environmental
Biotechnology or who are taking this subject.

Keywords: Bioremediation, phytoremediation, biofertilizers, sustainable energy,
Latin America

1.1. Introduccidn
1.1.1.Historia

Figural
Breve cronologia de los acontecimientos en el desarrollo de la biotecnologia

LINEA DE TIEMPO

Rosalind Franklin,
James D. Watson y
Francis Crick

Louis Pasteur

Descubrié que los
microorganismos
eran la causa de la Descubrieron el

fermentacion, ADN y el
aportando grandes funcionamiento

beneficios a la del cédigo

industria. genético

Alexander
Fleming

Técnicas clave

La modificacion y la
transferencia de
genes de un
organismeo a otro
permitieron el
desarrollo de
mejores productos.

Observo los
efectos de las
bacterias de la
penicilina en el
tratamiento de

infecciones.

Nota: Fuente: Adaptado de Verma y Ravichandran, 2020
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Las personas han definido el término biotecnologia de diversas maneras. La
comunidad cientifica esta de acuerdo en que la ciencia, en su esencia, implica la
aplicacién de otras formas de vida para el progreso de la humanidad. Los
procesos que utilizaban organismos enteros, como la levadura, eran necesarios
para el procesamiento de alimentos crudos. La fermentacion, por ejemplo, fue
un conocimiento tradicional en varias civilizaciones utilizado para la preparacion
de alimentos como el pan, el queso, la masa, el vino, etc. Los agricultores de
Asia Central han venido fabricando cuajada/yogur desde el 6000 a.C., el pueblo
de iraqui aprendio a hacer vino con levadura y los antiguos egipcios la utilizaban
para hacer pan desde el 4000 a.C. (Verma y Ravichandran, 2020).

Siglos mas tarde, se produjeron numerosos descubrimientos que marcaron un
hito y permitieron mejorar nuestra comprension en varios ambitos de la herencia,
causas y curas de las enfermedades, preservacion de los alimentos, mejorar las
practicas agricolas, etc. Importantes contribuciones en el campo de la biologia
ampliaron el horizonte del conocimiento, lo que permitié identificar su potencial
traslativo (Figura 1). Muchos de los métodos mas antiguos que se practicaban
se explicaron mejor posteriormente, cuando se inicié la busqueda cientifica para
entender los procesos naturales. Por ejemplo, la fermentacion fue explicada por
Louis Pasteur (1879), quien en multiples experimentos demostr6 que las
bacterias causaban la acidificacion de la leche debido a la formacion de acido
lactico. Por la misma época, el descubrimiento de la vacuna contra la viruela por
parte de Edward Jenner se basé en la observacion de la inmunidad adquirida y
anuncio una nueva era de la medicina preventiva basada en la inmunizacion. La
curacioén de la infeccion de las heridas se realizaba mediante moldes de cuajada
o de queso en la prehistoria sin saber que las cataplasmas hechas con ellos
contenian antibioticos. Alexander Fleming (1928) purificé el antibidtico penicilina
a partir de los moldes y demostr6 su capacidad para curar infecciones
bacterianas. Este descubrimiento se considera uno de los mayores logros
cientificos de la época posterior a la Segunda Guerra Mundial, ya que pudo
salvar innumerables vidas (Verma y Ravichandran, 2020).

1.1.2.Conceptos

El término “biotecnologia medioambiental” se cred para describir la aplicacion de
sistemas biolégicos, desde bacterias a plantas, para la limpieza de lugares
contaminados, la reduccion de la polucién, la deteccién y vigilancia de
contaminantes y, mas recientemente, la conversion de residuos en biopolimeros,
energia y otras ventajas (Sanabria, 2014).
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Figura 2
El papel de la biotecnologia ambiental
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Nota: Fuente: Ghahari et al., 2021.

Esta ciencia es un conjunto de conocimientos cientificos e ingenieria
relacionados con el uso de organismos y sus productos para la prevencion de la
contaminacion mediante el biotratamiento de residuos sodlidos, liquidos vy
gaseosos (Scragg, 2005). Es decir, son métodos que usan las actividades
naturales de las plantas o microorganismos como bacterias y hongos, para
transformar, degradar, fijar, inmovilizar o promover la biorremediacion de
contaminantes y la biomonitorizaciéon del entorno y del proceso de tratamiento
gue consiste en evaluar la concentracion de compuestos quimicos o de sus
metabolitos en muestras de biolégicas, es decir, permite medir dosis de
compuestos en el ambiente (Singh, 2017).

La vida humana depende de un delicado equilibrio entre el entorno y los
organismos que lo necesitan para sobrevivir y desarrollarse en sociedades. La
viabilidad a largo plazo del entorno fisico indica cdmo prospera una sociedad.
Cada dia, el tratamiento de sustancias peligrosas es un gran reto y la mejor
manera de proteger el ambiente es reducir la produccion de residuos y establecer
esa armonia saludable entre la estética y la salud. La Biotecnologia Ambiental
esta permitiendo avances significativos para alcanzar las metas propuestas en
la agenda 2030 de la ONU (Figura 2), enmarcando siete de estos objetivos por
medio de la mejora en las tecnologias de remediacién en aguas superficiales y
subterraneas, en suelos, en la estabilidad ecosistémica y climética y la salud de
los organismos. Para satisfacer las necesidades de la generacion actual sin
poner en peligro las de las generaciones futuras, el desarrollo sostenible busca
siempre una distribucion equitativa de los recursos. La tecnologia preventiva,
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cuyo objetivo es fabricar productos con la menor cantidad de desechos y
residuos generados para ser mas eficaces y hacer realidad un marco de
economia circular, es un buen ejemplo (Ghahari et al., 2021).

1.1.3.Aplicaciones

La Biotecnologia Ambiental ha mejorado la prevencion de la contaminacion, el
tratamiento de los residuos solidos y las aguas residuales, una fabricacion de
diversos productos mas eficiente en términos recursivos y la garantia de la salud
ambiental a través de la biomonitorizacion y la ingenieria genética. Esta ciencia
también puede utilizarse para reducir la toxicidad biomovilizando los residuos
peligrosos, desarrollando materiales biodegradables para la sostenibilidad
ambiental, produciendo combustibles a partir de biomasa y residuos organicos y
previniendo la produccion de residuos peligrosos (Singh, 2017).

A continuacién, se describe en la Tabla 1 las principales aplicaciones de la
Biotecnologia Ambiental.

Tabla 1
Aplicaciones de la Biotecnologia Ambiental y su descripcion

Aplicaciones

Descripcion

Referencia

Biomarcadores

Biomarcadores

Los biomarcadores son muchos
cambios (bioldgicas, fisiolégicas,
metabolicas) que un organismo o
poblacion puede experimentar

Wallace, Kormos,
y Pleil (2016).

Recabarren,

Ronda y Arias
_»

en respuesta al estrés ambiental.
(2019)

En consecuencia, el monitoreo
biol6gico 0 biomonitoreo A Breath of Hope
mediante estudios de (sf)
biomarcadores se ha propuesto

como un método directo para

determinar las diversas

respuestas biologicas de los

organismos a los contaminantes

ambientales.

Sangre Orina Tejido corporal

Biosensores Un sistema analitico Castro, Luna vy
denominado biosensor Villalobos (2007)
ambiental combina un elemento
biolégico sensible con un
transductor para detectar
compuestos en el medio Yniversidad
ambiente de forma rapida, Nacional
proporcional, precisa y sensible.  Ayténoma de

México (2021)

Nguyen, Kwon, y
Gu (2017)
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Aplicaciones

Descripcion

Referencia

Biocombustibles

Biorremediacion

TIERRA

Oo\}.’/

BACTERIAS

Biotransformacion

Dado que la generacion de
residuos agroindustriales
durante la fase del proceso de
produccién es actualmente un
problema mundial porque los
subproductos no suelen
procesarse adecuadamente, los
biocombustibles que utilizan
residuos agroindustriales tienen
un impacto positivo en el medio
ambiente y contribuyen
significativamente al desarrollo
sostenible.

Dado que utiliza los mismos
microorganismos que existen en
el suelo y el subsuelo, la
biorremediacién es un método
especialmente practico para
limpiar suelos contaminados.
Inicialmente, se afirmé que el
suelo y el subsuelo estadn
compuestos de  sustancias
inorganicas y organicas, asi
como de agua, aire y microbios.

Los cambios que se producen en
la biologia del medio ambiente
gue son cambios del compuesto
complejo a simple no téxico o al
revés se llama proceso de
biotransformacion.

Chia et al. (2018)

Aguilar, Guevara,
y Taboada (2021)

Shutterstock (s.f.)

Sharma, y
Agrawal (2005)

Cisneros, y Luis
(2021)

Rothschuh Osorio
(2022)

Smitha, Singh y
Singh (2017)

Henning, Kunkel,
Wick, y (Ternes,
2018)

Canal Diabetes

(2017)

Nota: Fuente: Autores de la tabla.

1.2. Materiales y métodos

Se realiz6 una busqueda de los temas mas relevantes en el area de
Biotecnologia Ambiental, especialmente con documentos en inglés y espafiol.
Las bases de datos empleadas fueron Scopus, Web of Science y Scielo. La
busqueda se enfoco en articulos, capitulos de libros y revisiones de los ultimos
10 afios. Se sistematiz6 la informacion encontrada en el formato de una guia
académica.
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1.3. Resultados

1.3.1.Herramientas biotecnoldgicas aplicadas al monitoreo de la

contaminacién ambiental y a procesos de biorremediacion

1.3.1.1. Introduccién y antecedentes

El crecimiento de la poblacion, el aumento del consumo de los recursos
naturales, la expansion de las areas urbanas, el cambio de dietas en los paises
en desarrollo y el aumento del consumo de energia son algunos de los
principales impulsores del aumento de la demanda de tierras. Los demaografos
predicen una poblacién mundial de 9 mil millones para 2050, con una poblacion
mundial de 9 a 12 mil millones para fines de siglo. Los ingresos personales
aumentan a la par con el crecimiento de la poblaciéon. Como resultado, la
demanda mundial de cultivos aumentara entre un 100% y un 110% entre 2005
y 2050 que, segun la ONU y la FAQO, va a aumentar la produccion agricola en un
60% a nivel mundial y casi un 77% en las naciones en desarrollo. El potencial de
expansion de la tierra cultivable es limitado. Alrededor de 33 M ha de suelos
contaminados con elementos traza existen en todo el mundo. Esta estimacion
es conservadora debido a la falta de datos publicados sobre tierras
contaminadas en paises en desarrollo. Ademas, la mayoria de los paises
carecen de recursos para reparar o asegurar las tierras contaminadas
(Evangelou et al., 2012).

El suelo es un recurso que posee un ecosistema fragil que se ha visto afectado
por las actividades antropogénicas (Ferreira et al., 2018). La degradacion del
suelo afecta a mas de 1.500 millones de personas en varios paises (Kumar et
al., 2016). La Comision Europea menciona entre las més destacadas amenazas
al suelo, las siguientes: 1) erosion; 2) disminucién de la materia organica (MO);
3) contaminacién del suelo; 4) sellado del suelo; 5) compactacion del suelo; 6)
disminucién de la biodiversidad del suelo; 7) salinizacion; 8) inundaciones y 9)
deslizamientos de tierra (Communication from the Commission to the Council,
the European Parliament, the European Economic and Social Committee and the
Committee of Regions. In: Thematic Strategy for Soil Protection [COM 2006.231],
2006). Estas amenazas son consecuencia de actividades humanas como la
urbanizacién, la agricultura intensiva y las alteraciones en los entornos
forestales. El uso de la tierra en un suelo determinado va a depender de sus
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas (Garcia et al., 2012). Cada afio se
pierden entre 5 y 6 millones de hectareas (Kumar et al., 2016). Por otro lado, la
calidad del suelo permite la regulacion de sus funciones necesarias para
mantener la productividad animal y vegetal del suelo (Maurya et al., 2020).
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1.3.1.2. Consideraciones técnicas

Cualquier alteracion del suelo provoca cambios en sus caracteristicas fisicas
(textura, densidad aparente, etc.), quimicas (pH, salinidad, carbono organico,
etc.) y biologicas (microbios y enzimas). Estas caracteristicas sirven como
indicadores de calidad para el suelo (Maurya et al., 2020), ya que la fuga de
nutrientes del suelo lo vuelve incapaz de sustentar cultivos o plantas que
previenen la desertificacion (Aelion, 2017). Las cualidades intrinsecas del suelo
no varian significativamente con el manejo; estan determinadas por el clima, la
topografia, el material parental, la biota y el tiempo; y los atributos dinamicos
estan influenciados por la gestibn humana y las perturbaciones naturales a lo
largo del tiempo (Soil Quality Indicators-Physical, Chemical, and Biological
Indicators for Soil Quality Assessment and Management, 2015).

Hay que considerar que la vegetacion tropical tiende a recuperarse, y los habitats
andinos presentan una dificultad particular. El ecosistema paramo no se
recupera del dafio a nivel del suelo porgque tiene una capa muy delgada de
materia orgénica y se descompone al introducir herramientas mecanicas,
perdiendo su capacidad de renovacién (Suquilanda, 2008).

La pérdida de la base nutricional del suelo, la acidificacion, salinizacion,
dosificacion, el aumento de la toxicidad por liberacidbn o concentracién de
elementos quimicos, afecta la actividad de los microorganismos, contribuyen a
la degradacion del suelo. A esto se suma la contaminacion del suelo provocada
por las actividades petroleras y mineras, que ha perjudicado no solo a los
ecosistemas sino también a la biodiversidad (Espinosa et al., 2018).

1.3.1.3. Estrategias de recuperacion y mitigacién

Si bien la explotaciébn petrolera genera la mayor parte de los ingresos
econdmicos de varios paises, tiene una serie de consecuencias negativas para
los suelos, incluida la alteracion y fragmentacién de ecosistemas y habitats, la
sobreexplotacion de la flora silvestre y la introduccibn de especies, la
contaminacion ambiental, la falta de atenciéon a los problemas de deforestacion.
La deforestacion es necesaria para facilitar la produccion de crudo en muchos
aspectos. Adicionalmente, los residuos peligrosos generados por esta operacion,
gue ocurre a mayor profundidad de extraccion de crudo, contienen niveles mas
altos de toxicidad, incluyendo metales pesados, compuestos radioactivos y otros
contaminantes (INIAP, 2018). Varios tipos de suelos son aptos para sistemas
agroforestales porque consisten en cultivos permanentes, pastos y cobertura
forestal (MAE, 2015). La agrosilvicultura y la fitorremediacion son opciones
viables para asegurar un manejo sostenible y prevenir la degradacion de los
suelos amazonicos por su fragilidad.

Existen estrategias de remediacién que pueden resultar interesantes, como el
Programa de Reparacion Ambiental y Social (PRAS), que pueden ser
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replicables. EI PRAS brindé asistencia técnica a las operaciones de
PETROAMAZONAS en la microcuenca Pacayacu que ha sido impactada por
actividades hidrocarburiferas. La propuesta consistio en la erradicacion de
fuentes de contaminacion en las fincas y aplicar sistemas agroforestales para
proteger especies permanentes y semipermanentes. Ademas, esta técnica
protege también los suelos no afectados. Posteriormente se contemplé la mejora
de los sistemas de produccion de café, cacao y pastos para satisfacer las
necesidades de los agricultores, compensaciones de carbono mediante el
secuestro por la vegetacién y la recuperacion de la cubierta forestal, la
restauracion de cercas vivas, y el reemplazo del suelo con gramineas y
leguminosas que alimentan a los animales (MAE, 2015).

1.3.1.4. Investigaciones y proyectos en América Latina

Como la mayoria de los paises de América Latina, Ecuador es un pais
megadiverso con una gran riqueza natural, pero tiene un gran desafio respecto
a la erosion del suelo. Los cambios ecolégicos, los cambios en el uso de la tierra
y la extension de las fronteras agricolas y ganaderas estan afectando la
productividad de los recursos naturales de Ecuador (Suquilanda, 2008). Algunas
regiones de la cuenca del rio Jubones estan siendo desertificadas, lo que la
convierte en uno de los principales problemas ambientales del pais; algo similar
ocurre en ciertas zonas de las provincias de Manabi, Tungurahua y Cotopaxi
(Bravo et al., 2021). Los fragiles ecosistemas y las caracteristicas geoldgicas
Unicas de la region amazonica de Ecuador la hacen particularmente vulnerable
a la degradacién severa del suelo, debido a una topografia irregular y pendientes
pronunciadas, el ambiente es muy vulnerable a la erosion (Espinosa et al., 2018).
Ademas, los suelos de esta zona tienen una composicion quimica caracterizada
por una alta acidez, la presencia de aluminio, alto contenido de materia organica
y una baja disponibilidad de fosforo y bases intercambiables, como potasio,
calcio y magnesio, que definen su cualidades fisicas, quimicas y bioldgicas
(Bravo et al., 2021).

Figura 3
Especie vegetal (a) Leersia hexandra (b) con la capacidad de fitorremediar
gleysoles

Nota: Fuente: Arias et al., 2017.
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Figura 4
Especies utilizadas para fitorremediacion: (a) Panicum méaximum, (b) Brachiaria
brizantha

Nota: Fuente: Hernandez y Mager., 2003.

Un suelo contaminado con un hidrocarburo de petréleo a una concentraciéon del
3% fue fitorremediado por Hernandez-Valencia y Mager (2003), utilizando dos
especies de gramineas (Figura 3), Panicum maximum y Brachiaria brizantha.
Aunque la biomasa extrema y foliar de las dos plantulas se vio muy afectada, a
los 240 dias estos pastos tenian menos contaminacion que los suelos control sin
vegetacion. Por lo tanto, Hernandez-Valencia y Mager (2003), clasificaron a
estas especies como de potencial para la recuperacion de bandadas pasivas,
beneficiosas y estéticamente atractivas. Por otra parte, Arias et al. (2017),
encontraron que Leersia hexandra puede fitorremediar Gleysoles (Figura 4) que
contienen aceite tanto en entornos tropicales inundados, con tasas de
descontaminacién que van del 66% al 87% tanto para el aceite fresco como para
el degradado, respectivamente.

Castafio (2018) investig6 la capacidad de fitorremediacion de Brachiaria
brizantha, usandola para remediar crudos con diferentes densidades API y
consiguié una disminucién del 80% de los hidrocarburos en los suelos
investigados. Sin embargo, se recomienda un minimo de 4 meses para obtener
resultados rentables, junto con un aumento de fertilizante y el considerar la edad
de la planta al momento de la siembra. Zufiga (2020) utiliz6 a Eichhornia
crassipes (Mart.) Solms a menudo conocida como flor de agua, para eliminar
cadmio (Cd) del suelo. EI metal pesado se acumulé en sus componentes
radiculares y aéreos con una concentracién inferior a 100 mg/kg, por lo que no
es una especie hiperacumulativa. Ademas, el uso de bioestimulacion y
fitorremediacion puede remediar positivamente suelos contaminados con
hidrocarburos, por ejemplo, se puede alcanzar una reduccién del 75.7 % para
hidrocarburos totales de petréleo (abreviados TPH en inglés) y una reduccion del
65.95 %, y 70.27 % para Cd, y Pb, respectivamente (Veloz et al., 2015).

En cuanto a los casos en América Latina, son varios los estudios conducidos en
diversos paises como Brasil, Chile, Argentina, México o Colombia. el destacar el
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hecho de la existencia de un factor comun que muestra sin duda, una tendencia
hacia la biorremediacion; como una herramienta basica del tratamiento de
problemas de contaminacién ambiental en esta region.

Sin duda alguna la ubiquidad de los microorganismos es una cualidad Unica que
les confiere habilidades potenciales para ser aprovechadas por la biotecnologia.
En Chile se llevan a cabo estudios progresivos sobre microorganismos
extremdfilos, los cuales son capaces de adaptarse, sobrevivir o desarrollarse en
ambientes muy hostiles, que pueden resultar letales. Chile posee una amplia
gama de este tipo de ambientes tales como: salares, manantiales geotérmicos,
géiseres, montafias y campos de hielo, lagos, etc., de donde se han aislado
extremofilos en diversas zonas con posibles aplicaciones biotecnoldgicas (p. €j.,
Methanofollis tationis de Tatio Geyser), acidéfilos (p. ej., Acidithiobacillus
ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum del desierto de Atacama y minerales de
cobre de Chile Central), haléfilos (p. ej., Shewanella sp. Asc-3 de Altiplano,
Streptomyces sp. HKF-8 de la Patagonia), alcaldfilos (Exiguobacterium sp. SH31
del Altiplano), bacterias xerotolerantes (S. atacamensis del Desierto de
Atacama), bacterias resistentes a UV y Gamma (Deinococcus peraridilitoris del
Desierto de Atacama) y psicrofilos (ej., Pseudomonas putida ATH-43 de la
Antartida) (Orellana, et al.,, 2018). Los avances técnicos han convertido la
biorremediacion en un servicio ecosistémico a gran escala adecuado para el
tratamiento de suelos contaminados en todo el mundo; sin embargo, su
aplicacion en Chile es escasa. El costo de la biorremediacion en un estudio
estim6 cantidades entre USD 50.7 y USD 310.4 por m® de suelo contaminado.
Ademads, se identificaron actividades que tuvieron los impactos mas significativos
en el costo final, como compost para bioestimulacion y medios de crecimiento
bacteriano para enfoques basados en bioaumentacién. Los costos proyectados
se compararon con una base de datos de 130 proyectos de biorremediacion de
suelos, concluyendo que los costos del se ubicaron dentro del 60% superior de
los proyectos mas costosos, lo que destaca el gran esfuerzo involucrado en la
biorremediacion de suelos cronicamente contaminados. Esto resulta en una gran
ventaja para los tomadores de decisiones, consultores, investigadores y
autoridades gubernamentales al momento de lanzar iniciativas para desarrollar
la biorremediacion por medio de la industria local y con capacidad para limpiar
un alto numero de sitios contaminados en Chile.

La importancia de este trabajo radica también en hacer notar que, hasta la fecha,
no son vastas las investigaciones aplicadas que han utilizado técnicas de
biorremediacién para limpiar los ecosistemas. Por ejemplo, en Brasil, se han
llevado a cabo algunos estudios sobre derramamiento de petroleo y las
consecuencias sobre las costas del pais. Por ejemplo, en la investigacion de
Rosa y Triguis (2007,) los resultados de una simulacion encontraron una dosis
correcta de NPK para estimular el proceso de biodegradacion que no mostraba
efectos toxicos para la biota local y, por lo tanto, no comprometia la aplicabilidad
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de la técnica. La metodologia estuvo basada en el cultivo de bacterias
responsables de reducir el impacto ambiental costero contaminado con
derrames de petréleo. Demostraron que hubo una reducciéon en fraccidon
saturada con un enriguecimiento relativo en compuestos polares (NSO, por sus
siglas en inglés), una fraccibn aromatica constante restante del petrdleo.
También se concluy6 que aquellas muestras tomadas a 5 cm de profundidad se
biodegradan mas que en las superficies de las muestras, principalmente por la
cantidad de humedad del suelo. En la fraccion saturada, la reduccion fue mas
expresiva en alcanos lineales que en isoprenoides, confirmando de esa manera
un orden de susceptibilidad de biodegradacion. Finalmente, las simulaciones de
biorremediacion fueron clasificada como moderada, alcanzando el nivel 5 en la
escala de clasificacion de Peters y Moldowan (1993).

En Argentina, por ejemplo, hay pocos estudios dedicados a técnicas de
biorremediacion como la bioestimulacion, la cual es una metodologia
ampliamente utilizada para la biorremediacion de hidrocarburos en un suelo. Un
estudio estuvo enfocado en determinar las relaciones C:N:P, humedad y
concentracion y tipo de hidrocarburos para estudiar la viabilidad de un proceso
de biodegradacion de hidrocarburos en un suelo de la ciudad de Rio Gallegos,
Argentina. Para este proposito, se realizaron cuatro bioensayos utilizando
microcosmos para determinar las condiciones de C:N:P (100:7.5:0.75, 100:5:0.5,
100:2.5:0.25 and 100:1:0.1), humedad (0% - 15 %), asi también una
concentracion de hidrocarburos (0% - 5 %). La evaluacion de los experimentos
tomO en cuenta procesos como la mineralizacion y la cuantificacion de
hidrocarburos y de bacterias heterétrofas y degradadoras de hidrocarburos. Al
final se concluyo que la relacion C:N:P 6ptima fue de 100:2.5:0.25, con un rango
de incorporacion de humedad de entre 10-15% para un suelo con 3% de
hidrocarburos. Los resultados mostraron que cuando los hidrocarburos de la
nafta son eliminados del suelo en un 100%, la actividad bacteriana puede
recuperarse y desarrollar la biodegradacion del gasoil, y en menor medida los
del aceite. Esto se resume en la gran aplicabilidad, escalabilidad y potencialidad
de estas técnicas en la region (Cambarieri, Pucci, y Acufia, 2021).

En la region latinoamericana, varios paises generan continuamente diversas
propuestas de aplicabilidad de la biotecnologia ambiental. Tal es el caso de
México, uno de los paises mas biodiversos del mundo donde encontramos
ecosistemas destacables como los arrecifes de coral, que proporcionan varios
servicios a las comunidades costeras, como la recreacion y la pesca comercial.
Las fuentes de contaminacion por hidrocarburos en Veracruz, México incluyen la
industria petrolera, asi como el turismo y las actividades maritimas. Una
investigacion evalué la contaminacion por hidrocarburos en arrecifes en el Golfo
de México a lo largo de la costa de Veracruz contaminada con octano, nonano,
hidrocarburos aromaticos incluyendo fenantreno, dotriacontano,
tetratriacontano, hexatriacontano, octatriacontano, tetracontano y
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tetratriacontano. Los analisis mostraron que la concentracion de hidrocarburos
en cuerpos de agua superaba el limite de descarga de aguas producidas de la
industria petrolera de 15 ppm en agua dulce y 40 ppm en agua de mar. Para tal
efecto se cultivé un consorcio microbiano compuesto por Acinetobacter bouvetti,
Defluvibacter lusatiensis, Xanthomonas y Shewanella en un biorreactor con 20
g.L-1 de diésel y gasolina como unica fuente de carbono. Los resultados
mostraron que aproximadamente el 91.39 % del diésel se degradd en medio de
agua de mar y el 97.55 % en medio mineral después de 14 dias. Ademas, el
95.05 % de la gasolina se degradd en un medio de agua de mary el 98.79 % en
un medio mineral durante el mismo periodo de tiempo. En todos los
experimentos, el consorcio mostré que la actividad del emulsionante aumenté y
el diametro de las gotas de hidrocarburo disminuy6 con el tiempo (Narciso-Ortiz,
et al., 2020).

En Colombia se han reportado varios derrames de petrdleo en antiguas areas de
extraccion de petréleo y en infraestructura petrolera que causaron grandes
dafios en los ecosistemas. Mediante pruebas piloto de laboratorio de
biorremediacion de suelos contaminados con petréleo en Silvania, Colombia, se
investigaron tres tratamientos de Bioestimulacion: Bioaumentacion (B),
Bioaumentacién con Surfactante (SB), Bioestimulacion (Bs), Bioestimulacién con
Surfactante (SBs) y Bioestimulacién con Surfactante con D-Limonene (SBsDL).
Ademas, se considerd el efecto del surfactante Tween 80 en la degradacion de
TPH en los tratamientos de biorremediacion (Bioestimulacion y Bioaumentacion)
en condiciones anaerodbicas. Para los tratamientos de Bioaumento se incremento
la densidad bacteriana mediante compostaje y en los tratamientos de
Bioestimulacion se aplicaron nutrientes y enmiendas. Adicionalmente, se realizé
el tratamiento de Atenuacion Natural (NA) y el tratamiento de Control (C). Tras
90 dias de evaluacion, la degradacion de TPHs en los resultados para cada
tratamiento fueron: Control (53.8%), NA (57.7%) B (65.4%), SB (69.2%), Bs
(75.0%), SBs (76.9%) y SBsDL (76.9%). Los resultados obtenidos mostraron que
los tratamientos de biorremediacion con surfactante tienen mayores porcentajes
de biodegradacion de TPHs, ademas de que el aumento de la poblacién
microbiana y la estimulacion con nutrientes en los tratamientos de
biorremediacion en condiciones anaerobias tuvo un efecto positivo en los
experimentos. Las pruebas de laboratorio finalmente ayudaron a concluir que
hasta el 76.9 % de los contaminantes del petréleo se degradaron en 90 dias, lo
gue indica la viabilidad de desarrollar un protocolo de biorremediacién a gran
escala (Delgado, Pérez, Cardona y Loaiza-Usuga, 2019).

Si bien es cierto en la region de América Latina se desarrollan varias propuestas,
no se debe dejar de lado el hecho de ser prioritariamente consideradas opciones
viables para la conservacion de los ecosistemas; bajo costo y amigables con el
ambiente y tienen la potencialidad de servir como herramientas eficientes para
la gestion ambiental y restauracion de ecosistemas.
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1.3.1.5. Evaluacion de tecnologias de fitorremediacion

A continuacion, se describe por medio de representaciones graficas, los
diferentes métodos de fitorremediacion mas exitosos a la fecha. En la figura 5,
un esquema generalizado de las técnicas.

Figura 5
Esquema generalizado

Fitovolatilizacion

AR

Fitoestabilizacion Fitodegracion

Nota: Esquema de resumen de las diferentes tecnologias de fitorremediacion segin la zona de
interaccion de la planta. Fuente: Bhat et al., 2021; Rigoletto., 2020; Chrobok, 2022

1.3.1.5.1. Fitoextraccion

En la figura 6 se observan conceptos relacionados a la fitoextraccion, ventajas y
desventajas, asi como también un rango determinado de aplicabilidad a
contaminantes. La plantacion de un cultivo de una especie que se sabe que
recoge los contaminantes en los brotes y hojas de la planta, la cosecha del cultivo
y la posterior eliminacion de la contaminacion del lugar se conoce como
fitoextraccion. Este método crea un gran numero de plantas y contaminantes
(normalmente metales) que deben transportarse para su eliminacion o reciclaje,
a diferencia de los métodos de degradacién destructiva. En comparacion con la
excavacion y el vertido, este método de Biotecnologia Medioambiental deja una
cantidad significativamente menor por retirar (EPA, 2000).
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Figura 6
Fitoextraccion
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Nota: Adaptado de EPA Fuente: EPA., 2000.

1.3.1.5.2. Rizofiltracion

En el sentido de que es una técnica de concentracion que puede utilizarse en la
rama de la biotecnologia medioambiental, la rizofiltracion es comparable a la
fitoextraccion. El método se basa en la acumulacion de contaminantes en las
raices y su posterior recoleccion mediante técnicas de cultivo hidroponico (sin
suelo), lo que lo diferencia de la fitoextraccion. Es util para eliminar los
contaminantes metalicos del agua. La rizofiltracion ha demostrado ser eficiente
también para la remocion de radionuclidos (EPA, 2000). En la figura 7 se pueden
observar algunos conceptos interesantes acerca de los beneficios, desventajas
y el medio en el cual la técnica se puede desarrollar.
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Figura 7
Rizofiltracion
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1.3.1.5.3. Fitoestabilizacion

Un contaminante puede inmovilizarse en el suelo mediante la absorcion y
acumulacion radicular, la adsorcién radicular o la precipitacién dentro de la zona
radicular de las plantas. Este proceso se conoce como fitoestabilizacion. Para
detener el movimiento de contaminantes a través de la dispersion del suelo, la
lixiviacion y la erosion edlica e hidrica, también es necesario utilizar las plantas
y sus raices. Esta técnica se produce a través del microbiota del suelo, la quimica
de la zona de raices y/o la alteracion del entorno del suelo o la quimica de los
contaminantes (EPA, 2000). En la figura 8 se observan varias consideraciones
generales de la técnica, asi como también sus ventajas y desventajas mas
relevantes.
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Figura 8
Fitoestabilizacion
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1.3.1.5.4. Rizodegradacion

La rizodegradacion, acelerada por la presencia de la zona radicular, es la
actividad microbiana que descompone los contaminantes organicos del suelo.
Este método es compatible con la biorremediacion in situ asistida por plantas
gue se ayuda de la rizosfera y es un subconjunto de la biotecnologia
medioambiental. Asi pues, el mecanismo para aplicar la rizodegradacion es esta
biodegradacion de la zona radicular (EPA, 2000).

Los compuestos elaborados por las plantas y vertidos por las raices de las
plantas se conocen como exudados radiculares. Entre ellos se encuentran
azucares, aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos, esteroles, factores de
crecimiento, nucledtidos, flavanonas, enzimas y otras sustancias. Los exudados
pueden estimular las poblaciones microbianas y la actividad en la rizosfera, lo
gue puede conducir a un aumento de la biodegradacién de contaminantes
organicos en el suelo. La rizosfera también aumenta significativamente la
superficie en la que puede fomentarse la descomposicion microbiana activa, o la
biodisponibilidad del contaminante. Es importante destacar que el co-
metabolismo de los contaminantes en la rizosfera podria ser el resultado de la
descomposicion de los exudados (EPA, 2000). En la figura 9 se puede observar
de manera mas practica, lo mencionado en este apartado.
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Figura 9
Rizodegradacion
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Nota: Adaptado de EPA Fuente: EPA., 2000.

1.3.1.5.5. Fitodegradacion

La descomposicion de los contaminantes ingeridos por las plantas mediante
mecanismos metabdlicos internos se conoce como fitodegradacion o
fitotransformacion. Ademas, es la descomposicion de contaminantes externos a
la planta debido a la accion de sustancias quimicas y exudados (como enzimas)
fabricados por las plantas. En conclusion, el proceso primario es la absorcion y
transformacion del contaminante, que estan mediadas por el metabolismo de la
planta. Ademas, como se liberan las sustancias quimicas que catalizan la
transformacion, el deterioro puede tener lugar fuera de la planta. En resumen,
podemos decir que cualquier deterioro provocado por microorganismos
conectados a las raices de las plantas o que las afectan se denomina
rizodegradacion (EPA, 2000). En la figura 10 se puede observar un breve
resumen sobre los principales beneficios, desventajas y mecanismos de
funcionamiento de la fitodegradacion.
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Figura 10
Fitodegradacién
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1.3.1.5.6. Fitovolatilizacion

La fitovolatilizacion de un contaminante del suelo o el agua de un sitio promedio
de las plantas hacia la atmésfera es otro mecanismo aplicable de la
Biotecnologia Ambiental. A menudo se plantea como una preocupacioén en
respuesta a un proyecto de fitorremediacion propuesto, pero no se ha
demostrado que sea una via real para un rango variado de contaminantes. Por
otra parte, si se ha demostrado que el mercurio (Hg) se puede movilizar a través
de una planta y luego hacia el aire, gracias a ensayos realizados en una planta
gue fue alterada genéticamente. La idea detras de este cambio de medios es
gue el Hg elemental en el aire presenta menos riesgo que otras formas de Hg en
el suelo (EPA, 2000). Tal como se aprecia en la figura 11, existen varias ventajas
y desventajas derivadas de esta técnica, sin embargo, promete ser un area de la
Biotecnologia Ambiental prometedora y que necesita estudios a posterioridad.
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Figura 11
Fitovolatilizacion
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1.3.1.6. Seleccién del sistema de fitorremediacion y consideraciones

de disefio
1.3.1.6.1. Consideraciones sobre contaminantes

Los elementos metalicos, metaloides, no metales, radionuclidos, hidrocarburos
de petroleo, solventes clorados, pesticidas, conservantes, surfactantes y otros
tipos de contaminantes son susceptibles de tratar por fitorremediacion. Sin
embargo, las altas concentraciones de contaminantes pueden limitar la
fitorremediacién porque producen toxicidad o reducen el crecimiento de las
plantas. Los compuestos del suelo envejecidos pueden ser menos
biodisponibles, esto reduce la fitotoxicidad, pero también reduce la eficacia de la
fitorremediacion. Las concentraciones fitotdxicas deben determinarse para un
lugar especifico, aunque los valores de la literatura pueden ayudar a tener un
marco de referencia mas amplio. Por ello es importante considerar que los datos
de concentracion de un sitio muestreado o del laboratorio, pueden no ser
aplicables a otro sitio con diferentes condiciones de suelo y geoquimicas. El pH
de un medio contaminado puede afectar el crecimiento de las plantas al alterar
la biodisponibilidad de nutrientes o toxinas. También es posible que una sola
planta 0 un método de fitorremediacion no traten eficazmente diversos
contaminantes, por ello pueden ser necesarias varias plantas o un tren de
tratamiento con otras tecnologias. Finalmente, al aplicar los resultados de
estudios de laboratorio individuales a mezclas de desechos, se deben considerar
los efectos sinérgicos o antagoénicos. Por ejemplo, el comportamiento de
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fitorremediacién de una planta (absorcion de metales) puede ser diferente para
las mezclas de metales que para un solo metal (Pivetz, 2015).

1.3.1.6.2. Consideraciones de las plantas

La introduccion de nuevas especies de plantas debe estudiarse y supervisarse
cuidadosamente. Deshacerse de las plantas cosechadas puede resultar dificil si
contienen metales pesados (Ram et al., 2018).

La morfologia y la profundidad de las raices son cruciales para la
fitorremediacion. Un sistema de raices principales (como la alfalfa) tiene una raiz
central grande. Muchos hiperacumuladores, como Thlaspi caerulescens, tienen
raices principales, lo que limita el contacto con el suelo. Debido a que se requiere
un contacto cercano entre la raiz y el contaminante o el agua, la profundidad de
la raiz impacta directamente en la profundidad del suelo que puede remediarse
usando pozos de extraccion, donde el agua subterranea se puede bombear a la
superficie y aplicarse a un sistema de fitorremediacion. Al plantar, se pueden
usar tubos de plantacion para restringir la infiltracion de agua, lo que obliga a las
raices a extenderse mas profundamente para obtener agua. La fertilidad del
suelo, la presioén del cultivo, la concentracion de contaminantes y otros factores
afectan la profundidad de las raices. Las profundidades menores tienen mas
masa de raices que las profundidades mas profundas. Una gran masa de raices
y biomasa pueden ser beneficiosas para la fitorremediacién, ya que permiten una
mayor acumulacion de metales, transpiracion de agua, asimilacion vy
metabolismo de contaminantes y produccion de exudados y enzimas. Sin
embargo, algunas caracteristicas de las plantas, como los exudados de las
raices, pueden ser mas importantes para la eficacia de la fitorremediacion que la
biomasa. Debido a sus sistemas de raices mas grandes, las plantas terrestres
son fitorremediadores mas efectivos que las plantas acuaticas. La planta y la
variedad vegetal elegida deben ser adecuadas para las condiciones climéticas y
del suelo del lugar, asi como para la eficacia de la fitorremediacién. Las plantas
gue puedan competir y adaptarse a las condiciones cambiantes tendran una
ventaja. Dependiendo del clima y las condiciones del suelo, la planta puede
requerir resistencia o tolerancia a enfermedades. En suelos salinos o aguas
subterraneas, se pueden requerir plantas resistentes a la sal (haléfitas) como el
cedro salado. El uso de freatofitos puede mejorar el control hidraulico de las
aguas subterrdneas. Otras consideraciones de seleccion de plantas incluyen
plantas anuales o perennes, monocultivos o especies de plantas mixtas y arboles
de hoja caduca. Las semillas o plantas (o variedad de plantas) deben ser nativas
o adaptadas al sitio de fitorremediacion. El establecimiento de vegetacion
requiere semillas viables y plantas libres de enfermedades (Ram et al., 2018).
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Figura 12
Sorghum vulgare

Nota: Fuente: Balderas-Leén & Sanchez-Yafiez., 2015.

La graminea Sorghum vulgare es extensamente usada en procesos de
fitorremediacion (Balderas-Ledn y Sanchez-Yanez, 2015), se presenta un
ejemplo de cultivo en la Figura 12; que se complementé con una bioestimulacién
con cepas bacterianas que promueven el crecimiento vegetal Bacillus cereus y
Burkholderia cepacia. Ambos fueron usados en la degradacion de aceite residual
automotriz, detectado en un suelo contaminado con una concentracion de 75
000 ppm del contaminante. Al finalizar, se redujo a 32 500 ppm durante todo el
proceso de biorremediacién, 10 100 ppm después de 90 dias y 800 ppm durante
la fase de floracion. Si bien se logré la descomposicidén hasta una concentracion
de 210 ppm durante la etapa de bioestimulacion con vermicompost y
fitorremediacién con Sorghum vulgare, después de agregar B. cereus y R. etli, la
concentracion del aceite residual se redujo a 260 ppm (Juarez-Cisneros y
Sanchez-Yanez, 2014).

1.3.1.6.3. Consideraciones del sitio

El éxito de la fitorremediacion varia segun la ubicacion. Las condiciones
climaticas también afectaran su eficacia. También depende del establecimiento
de una comunidad vegetal y solo funciona en suelos superficiales. Ademas, es
posible que se requiera riego durante varias temporadas para establecer las
plantas. Durante este periodo inicial, se debe considerar la contaminacién
adicional del suelo y las aguas subterraneas. Las altas concentraciones de
contaminantes pueden matar las plantas. La fitorremediacidén se usa tipicamente
en sitios poco contaminantes con suelos poco profundos, arroyos vy
contaminacion de aguas subterraneas (Ram et al., 2018).

Debido a que las concentraciones de metales potencialmente téxicos pueden
acumularse en la parte aérea de la planta, el acceso a las plantas y los desechos
de las plantas debe ser monitoreado constantemente y tomar precauciones
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como restringir el acceso de los animales y desechar adecuadamente el material
vegetal. Ademas, las condiciones del suelo deben ser adecuadas para el
crecimiento de las plantas y la migracion de contaminantes a la planta y al mismo
tiempo, evitar la lixiviacion de metales. Para aumentar la biodisponibilidad y la
absorcion de metales por las plantas, es posible que sea necesario ajustar el pH
del suelo y/o agregar agentes quelantes. Se debe considerar que cuando se trata
de la fitorremediacion en aguas subterraneas, las consideraciones principales
son la profundidad del agua subterranea y la profundidad de la zona de
contaminacion. La fitorremediacién de las aguas subterrdneas se limita en gran
medida a los acuiferos no confinados con una capa freética al alcance de las
raices de las plantas. Los hiperacumuladores se encuentran con frecuencia en
areas geogréficas limitadas y es posible que no puedan crecer en otras
condiciones climaticas (EPA, 2000).

Los factores ambientales generalmente se dividen en dos categorias: biéticos
(vivos) y abidticos (no vivos). Incluye todos los seres vivos y todos los factores
abidticos como el clima (lluvia, insolacion, temperatura, nubosidad, nieve), rocas,
océanos y rios, asi como factores antropogénicos (todos los factores producidos
por la actividad humana como contaminantes organicos y / o inorganicos).
Debido a que todos los factores estan interrelacionados, cambiar uno puede
afectar a todo el sistema. La evitaciobn del estrés y la tolerancia son dos
estrategias principales que utilizan las plantas para adaptarse a condiciones
ambientales adversas (crecimiento en areas muy contaminadas, sequia,
salinidad). La seleccion de plantas es fundamental, pero las influencias externas
(interacciones de elementos en suelos contaminados) son permanentes
(factores abidticos). El rango de tolerancia, junto con los valores méaximo, 6ptimo
y minimo de factores particulares, determina la tolerancia y adaptabilidad de la
planta. Para las plantas con un pequefio aumento de crecimiento anual en areas
propensas a inundaciones (incluso mas de la mitad de la altura de las plantas),
un aumento prolongado en el nivel del agua da como resultado el marchitamiento
de la mayoria de ellas. Zn, Ni y Cd estdn menos disponibles en suelos anegados
debido a la disminucion. Sin embargo, la eficacia de la fitorremediacion depende
en gran medida de la biodisponibilidad de los oligoelementos en el suelo, que
depende por completo de las propiedades de la solucion del suelo. Las
propiedades quimicas del suelo, como el pH, Eh y el contenido de nutrientes,
tienen un efecto sobre las formas metalicas que existen en él y su acumulacion.
Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que la mayoria de los metales en
el suelo estdn inmovilizados debido a su asociacibn con componentes
especificos de la matriz, y solo una pequefia proporcion de metal del suelo esta
biodisponible para la absorcion de las plantas. Los metales deben estar
biodisponibles para las plantas (Magdziak et al., 2015).

El transporte de metales pesados en el suelo depende en gran medida del estado
guimico del metal. Las reacciones de los metales son rapidas durante la fase
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inicial del contacto metal-suelo (minutos, horas). Como resultado, las
consecuencias naturales incluyen las diversas formas quimicas de los metales y
su biodisponibilidad, movilidad y toxicidad variables. La distribucion de metales
en el suelo esté influenciada por factores como reacciones de precipitacion o
disolucién, intercambio iénico, adsorcion y desorcion, inmovilizacion de
activacion bioldgica y especies de plantas. No obstante, el valor del pH, que es
uno de los parametros que determina la especiacion de metales en el suelo,
influye en todos estos parametros. El plomo (Pb), el cromo (Cr), el arsénico (As),
el cadmio (Cd), el cobre (Cu), el mercurio (Hg) y el niquel son oligoelementos
gue se encuentran comunmente como impurezas en el suelo y para los cuales
juega el valor del pH. En la figura 13 se detallan varios factores que influyen en
los metales mas representativos (Magdziak et al., 2015).

Figura 13
Consideraciones durante la fitorremediacion para los metales mas
representativos
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Nota: Adaptado de EPA Fuente: EPA., 2000.

1.3.1.6.4. Beneficios e inconvenientes de la fitorremediacion

La fitorremediacion, al igual que otras técnicas de rehabilitacion, tiene ventajas
e inconvenientes. La fitorremediacion es mas rentable, mas respetuosa con el
medio ambiente, mas aplicable a una amplia gama de metales toxicos y mas
agradable estéticamente. Sin embargo, la fitorremediacién tiene algunas
limitaciones. Es un proceso largo que puede tardar afios en completarse y a
veces se debe determinar si los contaminantes acumulados en las hojas y la
madera se liberaran cuando las hojas caigan (Ram et al., 2018).
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La fitorremediacion de suelos contaminados serda siempre una herramienta
prometedora si no esta ligada a la produccién rentable de biomasa, ademas,
requiere un enfoque multidisciplinario que combine el manejo de cultivos, el
control de contaminantes, la evaluacion de riesgos y la optimizacién economica.
También, si es aceptada por los reguladores y los responsables de la toma de
decisiones, podria ser una solucion viable para utilizar y restaurar suelos
contaminados. La fitorremediacion de sitios contaminados podria proporcionar
una fuente alternativa de ingresos para quienes perdieron sus trabajos debido a
la contaminacion (Evangelou et al., 2015).

La profundidad de los contaminantes limita el tratamiento y la profundidad de la
raiz de la planta determina la zona de tratamiento. Por lo general, ocurre en
suelos poco profundos, arroyos y aguas subterraneas. El bombeo de agua
subterranea contaminada para regar las plantaciones de arboles puede tratar el
agua subterranea contaminada a una profundidad considerable para que las
raices de las plantas alcancen, asi que puede ser necesario un laboreo profundo
para acercar los metales pesados a las raices. El uso de arboles (en lugar de
plantas mas pequefias) permite a los investigadores tratar la contaminacion mas
profunda porque las raices de los arboles penetran mas profundamente en el
suelo (Ram et al., 2018). En la figura 14 se muestra un resumen mas detallado
acerca de las ventajas y desventajas de la fitorremediacion.

Figura 14
Ventajas y Desventajas de la Fitorremediacion

No requiere equipos costosos ni personal altamente
especializado; la energia potencial se puede utilizar para generar
energia térmica; La absorcion de agua subterranea contaminada por las
plantas puede prevenir la migracion fuera del sitio.
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Nota: Ventajas (izquierda) y desventajas (derecha) de la técnica de fitorremediacion de
contaminantes Fuente: Ram et al., 2018.
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1.3.1.7.

Tabla 2

Casos de estudio.

Estudios de caso sobre la biorremediacion de contaminantes emergentes

Tipo de
contaminante

Técnica empleada

Resultados obtenidos

Referencias

Productos
farmacéuticos:
ciprofloxacina,
ibuprofeno,
diclofenaco y
acetaminofén

Plomo y Cadmio

Metales
pesados: cadmio
y plomo

Comportamiento
fotosintético de
plantas

Se evaluo el potencial de la
especie vetiver
(Chrysopogon zizanioides)
para eliminar del medio
acuoso productos
farmacéuticos  utilizando
espectrofotometria UV-Vis
para leer en forma directa
las absorbancias de cada
producto.

Se evaluo6 el efecto de las
enmiendas orgénicas en
forma de compost vy
vermicompost

En base a una revision de
los trabajos realizados
alrededor del mundo
revision se muestran las
técnicas de remediacion
(fitoremediacion y
bioremediacion) que han
obtenido buenos
resultados respecto a la
limpieza de suelos
contaminados.

Los componentes
principales del agua se
determinaron con test
Nanocolor y los cambios
fotosintéticos en las
plantas durante la
exposicion al agua residual
se  determinaron  por
métodos
espectrofotométricos

C. zizanioides removi6
ciprofloxacina (98,3%) en
un tiempo de 149h,
seguido por ibuprofeno y
diclofenaco con un
maximo de remocion de
73,33% y sulfametaxazol
con 66,53%, y para
acetaminofén de 38,49%
alas 192h.

La aplicacion de las
enmiendas organicas
contribuye a solubilizar el
Pby Cd del suelo, ademas
de contribuir en un mayor
desarrollo del cultivo

La importancia que tiene
la implementacion de un

sistema integrado de
remediaciéon de suelos
que incluya la

incorporacion gradual de

arboles nativos, plantas
herbaceas, plantas
acuaticas, biochar,
bacterias y micorrizas

arbusculares.

Asi se puede concluir que

la planta E. -crassipes
disminuyé la relacién
clorofila a/b como
indicador de estrés, la
planta P. stratiotes
aumenté la relacién

carotenos/clorofila  total
aumentando la sintesis de
carotenos para proteger
los tejidos contra el estrés
y la planta S. auriculata
fue la menos afectada, lo
que se traduce en una alta
tolerancia o adaptacion de

(Checa-Artos,
Sosa,
Vanegast,
Ruiz-Barzola y
Barcos-Arias,
2021).

(Munive, et al,.
2020).

(Casteblanco,
2018)

(Jaramillo,
Marin &
Ocampo,
2018)
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Tipo de
contaminante

Técnica empleada

Resultados obtenidos

Referencias

Metales
pesados:
mercurio,
arsénico, plomo
y cromo

Una  alternativa  para
contribuir a la solucién de
este problema es el uso de
especies vegetales para la
remocion de  metales
pesados del suelo o
“fitorremediacion”.

esta Ultima especie a los
cambios ambientales.

Una alternativa para
contribuir a la solucion de
este problema es el uso
de especies vegetales
para la remocién de
metales pesados del suelo
o “fitorremediacion”. Una

(Covarrubias
& Cabriales,
2017)

estrategia para mejorar el
proceso de fitoextraccion
de metales es a través de

la inoculacién de
microorganismos del
suelo. Bacterias han
mostrado resultados
promisorios al ser

empleados en  estos
tratamientos, asi como el
uso de hongos
micorrizicos arbusculares
especificamente del
género Glomus.

Nota: Fuente: Autores. 2023.
1.3.2.Herramientas biotecnoldgicas para promover la agricultura

sustentable

1.3.2.1. Introduccioén

En la actualidad, la agricultura sostenible ofrece un suministro constante de
alimentos, un medio ambiente sano, un rendimiento y una fertilidad del suelo
sostenidos y un control natural de las plagas (Viera-Arroyo, 2020). Por lo tanto,
su importancia se refleja en la evolucién intelectual de los cultivos, que se utilizan
para resolver problemas en diversas areas de la produccién y el procesamiento
agricola, como el fitomejoramiento para mejorar la resistencia a las plagas, los
animales, aumentar el valor nutricional de los alimentos y las condiciones
abidticas, que se producen a través de tecnologias autosostenibles para mejorar
la agricultura (Hernandez-Melchor, 2019). Segun informacién de fuentes
especializadas, se espera que la demanda de produccion agricola aumente en
al menos un 70% para el afio 2050, debido a que las précticas agricolas
sostenibles son fundamentales para satisfacer las demandas agricolas del
mundo futuro (Barea, 2015).
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Una aplicacién tecnoldgica conocida como biotecnologia hace uso de sistemas
bioldgicos, organismos vivos o sus derivados para desarrollar o alterar bienes o
procedimientos para usos particulares, que ofrecen posibles soluciones a los
problemas de produccion agropecuaria, agricola, entre otras areas (Morera,
2021), siendo usada con el fin de crear nuevo material de plantaciéon de bajo
costo y libre de enfermedades en los cultivos.

1.3.2.2. Microorganismos como control biolégico en la agricultura
1.3.2.2.1. Bacillus thuringiensis como controlador bioldgico

Uno de los elementos del ciclo productivo donde los cultivos son necesarios a
niveles econémicamente aceptables a los dafios causados por plagas es el
manejo integrado de plagas y enfermedades (Bravo, 2019). Bacillus thuringiensis
es uno de los microorganismos de importancia biotecnolégica. Se distingue por
su manejo biolégico en el control de plagas en la invasién de fitopatbgenos en
larvas de lepidopteros, coledpteros, nematodos, acaros y protozoarios en
diversos cultivos, como maiz, papa, algodon y hortalizas, entre otros (ver figura
15).

Figura 15
Mecanismo de accién de Bacillus thuringiensis
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Nota: Fuente: Bravo., 2019.

Esta bacteria tiene esporas similares a las de un bacilo, es Gram positiva,
anaerobia facultativa y forma inclusiones cristalinas parasporales compuestas de
proteinas Cry. Tiene accién biolégica contra los insectos, especialmente para las
larvas de muchos insectos e invertebrados (Kahn, 2021). B. thuringiensis
serotipo kustaki HD1 es la cepa que se utiliza con mas frecuencia para este fin.
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Debido a sus propiedades, que incluyen impedir e invadir el crecimiento de la
germinacion de esporas, crear una barrera fisica para evitar que los patdogenos
se asienten en la superficie de los tejidos vegetales, actuar como bioestimulante
para el crecimiento de las raices, fomentar la secrecion de fitohormonas y
mejorar la asimilacion de agua y nutrientes, inducir a la planta a producir
fitoalexinas y hacer que las plantas sean mas resistentes a los ataques
bacterianos y fangicos (Viera-Arroyo, 2020).

1.3.2.2.2. Trichoderma: importancia agricola, biotecnoldgica, y sistemas
de fermentacién para producir biomasa y enzimas de interés

industrial

El hongo Trichoderma es un organismo global, y su importancia radica en su
capacidad de adaptacion y creacién de metabolitos, incluyendo sustancias
guimicas volatiles, enzimas y otras sustancias con valor biotecnoldgico y
ambiental (Barea, 2015). Debido a sus diversos modos de accién, que incluyen
antibiosis, micoparasitismo, competencia por espacio y recursos, Y la sintesis de
metabolitos secundarios, este género se utiliza como agente de biocontrol contra
hongos fitopatdgenos. En sistemas de fermentacion ligada sobre sustratos
sélidos o en cultivos sumergidos, se han empleado varias especies de
Trichoderma para descomponer residuos lignocelulésicos y producir
combustibles alternativos como el etanol (ver figura 16). Como sistemas de
fermentacion, los biorreactores optimizan el entorno de cultivo para fomentar la
produccion de biomasa y metabolitos (Hernandez-Melchor, 2019).

Figura 16
Productos de la hidrdlisis enziméatica de residuos lignocelulésicos
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Nota: Fuente: Hernandez-Melchor, 2019; Castrejon, 2021

Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones y Tendencias



m Guia de Biotecnologia Ambiental

1.3.2.3. Uso de los biofertilizantes en la agricultura sostenible

La funcion principal de las bacterias en los biofertilizantes, que son productos
elaborados con microorganismos como los hongos, es potenciar la disponibilidad
de nutrientes en el suelo y en las plantas. Se emplean sobre todo en la agricultura
ecoldgica y tienen beneficios como menores costes de produccion, menor riesgo
de contaminacién ambiental, mayor fertilidad del suelo y mayor biodiversidad del
suelo (Barea, 2015). Algunos de estos se describen en la Tabla 3.

Tabla 3
Tipos de biofertilizantes y su funcion
Tipo de fertilizante Descripcién Fuente
Azotobacter Este aporte permite fijar el nitrégeno Huaman-Castilla et al.,
en funcién de las sustancias (2021)

biolégicamente activas y de las
necesidades, favoreciendo el
crecimiento de las plantas y la
resistencia a la floracién y la
fructificacién, al tempo que mejora la
fotosintesis. Ademas, acelera la
germinacion en un 40%.

Rhizobium Su principal objetivo es infectar las Cantaro-Segura, (2019)
leguminosas y provocar el crecimiento
de nédulos en las raices que fijan el
nitrégeno.

Micorrizas Este microorganismo intercambia Rubio-Sanz et al., (2021)
nutrientes, agua y fomenta el
desarrollo de compuestos que se
defienden de los ataques del
patégeno, lo que permite al hongo
obtener de la planta los carbohidratos
que no puede fabricar.

Fosforina Tienen una gran capacidad de Ortega et al., (2019)
produccién de acidos organicos,
enzimas y otros compuestos.
Ademas, tienen capacidad para
solubilizar el fésforo del suelo y
entregarlo a la planta.

Nota: Fuente: Autores de la tabla.
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1.3.2.4. Nuevas tendencias biotecnolégicas en el desarrollo de

alimentos sustentables de préxima generacién
1.3.24.1. Introduccion

El mantenimiento y la conservacion de los recursos naturales han ayudado al
desarrollo humano vy, en la actualidad, mantener estos recursos es una de las
mayores dificultades a las que se enfrenta el mundo. Definimos la sostenibilidad
como el uso adecuado de los recursos para satisfacer las necesidades actuales
sin poner en peligro las demandas futuras, de forma coordinada y como
complemento del progreso social. A nivel econdmico, social y ecoldgico, esta
novedosa idea se ha convertido poco a poco en una necesidad social
(Dominguez et al., 2019).

De igual manera el desarrollo y crecimiento cientifico y tecnolégico, de manera
especifica en las ciencias de la vida, el cual se ha generado desde los afios
cincuenta, ha permitida aplicar los principios de ingenieria y cientificos
transformando materiales, remediar suelos, degradacion de materiales
contaminantes, o produccion de bioenergias con accion de agentes biolégicos
(microorganismos, enzimas, micro algas, etc.) con la finalidad de otorgar a
nuestra sociedad bienes y servicios. Existen diferentes actividades
biotecnoldgicas que estan enfocadas en el ambiente, esto con el fin de responder
los restos en cuanto desarrollo socioecondmico sostenible, respetando al medio
ambiente y la conservacion y preservacion de los recursos naturales (Dominguez
et al., 2019).

Los avances que permiten desarrollar esta area también dependen de otras
ciencias al igual que el conocimiento de otros materiales, lo cual se ha ido
adquiriendo con el transcurso del tiempo, ademas de que la Biotecnologia
Ambiental ha ganado un papel importante en las diferentes actividades de la
biotecnologia. En nuestra sociedad es importante disponer de suelo fértil y
adecuado el cual se ajuste a los diferentes usos y demandas de la actividad
humana, por lo que de forma inherente existe un compromiso de calidad el cual
engloba distintos tratamientos para eliminar o disminuir la contaminacién
causada por distintos factores, ademas de mejorar sus caracteristicas. Se estima
gue alrededor de un 33% del suelo a nivel mundial sufre de contaminacion lo
cual en un futuro sera un inconveniente debido al crecimiento demografico de la
poblacién y la gran demanda que habra en un futuro de recursos provenientes
del suelo (Zwolak et al. 2019).

El requerimiento energético es necesario en varios ambitos que rodean al ser
humano, como lo son las domesticas, industriales, agricolas, las ganaderas o
incluso las que estan relacionadas con la forma de pasar nuestro tiempo libre.
La disponibilidad de energia es de suma importancia para el avance de la
sociedad humana, debido a que se ha convertido en una necesidad para que
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podamos subsistir de manera comoda Debido al alto incremento de la poblacion
mundial y de brindar una mejor calidad de vida se ha logrado presenciar un
escenario de crisis energética a nivel global, provocando que el uso de energia
en base a fuentes fésiles se haya acelerado y evidenciando una disponibilidad
adecuada, por lo que emplear o desarrollar energias renovables resulta una
buena alternativa (Landera et al. 2020).

En cuanto Biotecnologia Ambiental se refiere segin Hernandez (2022), se
utilizan dos metodologias para la realizacion de los estudios:

1. Metodologia basada en aislamiento de microorganismos de interés y
caracterizar sus funciones metabdlicas partiendo de un estudio en
laboratorio realizando un cultivo puro. Una de las dificultadas de esta
metodologia que muy bien se conoce es que muchos de los resultados
obtenidos en el laboratorio no seran los esperados en un medio abierto,
debido a que en el laboratorio se puede controlar muchos factores, no
siendo lo mismo en un ecosistema, pero esto no quiere decir que esta
metodologia sea inservible, ya que esta limitacibn es solo una
consecuencia de la complejidad de los consorcios microbianos y la
interaccion que estos tienen con el entorno del cual estan rodeados.

2. Metodologia basada en el andlisis de consorcios microbianos tomandolos
como una unidad fundamental, esta aplicacion es mas empirica mas
cuando no se tiene ningun conocimiento sobre el consorcio, pero no
obstante esta metodologia también presenta limitaciones como no lograr
identificar las estructuras o grupos relevantes fisioldgicamente.

Existen 5 ambitos de aplicacién de la Biotecnologia Ambiental, en las cuales en
afios proximos podriamos observar grandes contribuciones, a continuacion,
nombraremos solo 2:

1. Energias alternativas: en este siglo se estd tomando como objetivo de
estudio a las energias renovables, tal como se mencioné con anterioridad.
Uno de estos estudios son el uso de micro algas para producir biodiesel,
el uso de las micro algas se debe a que estas pueden producir biomasa
algal con un contenido elevado de lipidico, el cual puede ser aprovechado
para la generacion de biocombustible (Johnson, 2017). Muchas
propuestas no han logrado superar las puertas del laboratorio o como
mucho solo se realizan ensayos piloto, sin embargo, han presentado
sucesos interesantes uno de ellos es la sintesis de nitrégeno.

2. Recursos hidricos: Las sociedades actuales deben utilizar y gestionar el
agua con eficacia si quieren desarrollarse social y econGmicamente. El
crecimiento econdmico y la demanda de agua estan estrechamente
relacionados, mientras que los recursos hidricos son también un factor
clave. Por ello, mantener la calidad del agua potable, el saneamiento de
las aguas residuales y su posible regeneracion resulta cada vez mas
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dificil. La recuperacién de acuiferos o la provision de recursos hidricos
alternativos en el suministro de agua potable para actividades recreativas
e industriales son dos ejemplos de cdmo la regeneracion del agua es un
factor medioambiental muy esencial y estratégico en muchas regiones
(Jofre, 2017).

1.3.2.5. Estudio de caso en la agricultura sostenible

1.3.25.1. Soberania alimentaria bajo el contexto de laagricultura4.0y la

biotecnologia en América Latina.

Partiendo del hecho que la soberania alimentaria es el derecho de las personas
para alcanzar la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente apropiados
de forma estable (Santafe y Loring, 2021). Uno de los indicadores de
insostenibilidad de la soberania alimentaria es el hambre, considerado como uno
de los desafios mas relevantes que enfrenta la humanidad, que lejos de
acercarnos a una solucion verdadera, los indices marcan una tendencia en
ascenso de este fenomeno mundial (FAO, 2020). En este sentido, en América
Latina existe altos niveles de hambre, que se puede explicar por diferentes
razones como el acceso mercantil limitado y los altos costos, hechos que se
traducen en un 10% de las personas con inseguridad alimentaria en la region
(Flores 2020, 6). Irbnicamente, en América Latina existe una abundancia de
alimentos respecto a otras areas geogréaficas, que se evidencia con los
volimenes de exportaciones a mercados internacionales (Flores 2020, 6), que
encarece el precio de los alimentos en los mercados internos de los paises
exportadores (FAO, 2020).

Otro hecho que agudiza este desafio es que, aproximadamente un tercio de los
alimentos se pierde o se desperdicia no solo en los hogares o centros
comerciales, sino también hay desperdicios en el periodo de siembra hasta la
cosecha; por lo expuesto previamente, se evidencian varios factores que afectan
la soberania alimentaria, con una importante afectacion sobre el ambiente y
pérdidas econémicas (Gaudreau 2018, 10-11). Esta triada de la sustentabilidad
se ve seriamente comprometida, que lleva a plantearnos alternativas
emergentes, por ello en este ensayo se busca desarrollar una respuesta a: ¢ Es
posible alcanzar una soberania alimentaria mediante la implementacion de
principios basados en la agricultura 4,0 y la biotecnologia?, con particular énfasis
en contextos de Ecuador y la region.

Entre las alternativas emergentes para dar respuesta a esta problematica
alimentaria, se tienen opciones como: la optimizacion de sistemas de
saneamiento, el desarrollo agricola 4.0, los avances biotecnoldgicos, al igual que
el refuerzo de la educacién en todos los niveles (Vélez-Rolon et al. 2020, 106-
109). Por la importancia, formaciéon como ingeniero en Biotecnologia Ambiental
y nivel de profundidad requerido, se ha seleccionado Unicamente dos areas: el
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uso de la biotecnologia y la agricultura 4.0, evaluando sus limitaciones y
potencialidades.

Conscientes de que la biotecnologia abarca el uso de organismos vivos o
sistemas bioldgicos en procesos industriales y plantas de tratamiento de
residuos (Gupta et al. 2017, 1-21). La biotecnologia permite el mejoramiento de
alimentos, la valorizacién de los residuos generados por las personas como una
alternativa eco-amigable con el fin de reducir y aprovechar la biomasa (Barcelos
et al., 2018). El aporte de la biotecnologia radica en su versatilidad en diferentes
areas, que no se ve limitada al procesamiento de alimentos (Hurtado et al. 2019,
902- 920), sino también la mejora genética, produccion de transgénicos, incluso
la valorizacién de subproductos y restos alimentarios (Zhang et al. 2022, 140-
150). Lo que permite su aplicabilidad al cumplir varios de los principios de la
soberania alimentaria, proteccion de recursos naturales, eliminar la globalizacion
del hambre (Pachon, 2018) de un pais, desde alimentos modificados
genéticamente, mejoramiento o resistencia ante factores ambientales que limitan
la eficiencia de los cultivos como las sequias, las plagas, al igual que la
posibilidad de tener mayor cantidad y mejor calidad de productos agricolas y
ganaderos en un area limitada. Por ejemplo, la carne producida sin necesidad
de animales o carne in vitro es sin duda uno de los avances mas importantes de
la biotecnologia, ya que estos analogos cérnicos buscan parecerse a la carne
tanto en textura, sabor, aporte de nutrientes, grasas, etc. (Barreiro 2022, 32- 44).

Entre los beneficios de esta carne artificial: proviene del cultivo de tejidos con
células en el laboratorio, procurando reducir su impacto en el ambiente (Ferreira
et al., 2022), puesto que las emisiones de gases de efecto invernadero,
principalmente metano, se verian seriamente reducidas, implicando cargas
evitadas a la atmdsfera; permite al mismo tiempo la preservacion de la tierra 'y
los cuerpos hidricos que se emplean para el ganado, lo que permite destinar
dichos espacios en la conservacién de recursos naturales u otras actividades
(Post 2014, 1-2), evitando una de las practicas mas recurrentes en América
Latina, la expansion de la frontera agricola.

Por otro lado, este tipo de carne reduce al maximo la exposicion a las
enfermedades caracteristicas de los animales, como la peste porcina, la fiebre
aftosa, enfermedad de las vacas locas, entre otras (Bonny et al. 2015, 255-260).
Finalmente, los componentes nutricionales pueden ser personalizados de
acuerdo con los requerimientos nutritivos de ciertas poblaciones, por ejemplo,
aumentar el contenido de acidos grasos polisaturados para reducir el colesterol
(Post, 2014, 1-2), estas caracteristicas resultan particularmente interesantes
para personas que estan en un centro de salud donde se podria alcanzar con los
estandares de condiciones de asepsia y dieta de los pacientes.

En contraste a lo expuesto, el procedimiento de elaboracion de este tipo de carne
sintética todavia presenta varias desventajas, como su alto coste de produccion,
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valores que deben ser asumidos por el consumidor final (Chriki y Hocquette,
2020). De igual manera, otra limitante es la no obtencion de un sabor y textura
tan apetecible como el de la carne convencional por algunas marcas
comerciales. Cabe enfatizar que, desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria, la carne in vitro aun sigue siendo cuestionada, uno de los
argumentos se base en si un cultivo de carne llegase a infectarse con cualquier
patdgeno, seria dificil responder de forma eficiente ante un problema de salud
de este tipo. Finalmente, la aceptacion de este tipo de productos por parte de la
sociedad es limitada, porque los consumidores prefieren los animales y las
plantas cultivados de forma natural (Zhang y Bai, 2020).

Por otro lado, la Agricultura 4.0 hace referencia a la cuarta revolucion agricola,
la cual presenta una intervencion tecnolégica sobre la produccién de alimentos,
esta innovacion muchas veces se la asocia a una solucion al mejoramiento del
crecimiento agricola, permitiendo un mejor control econémico sostenible; sin
embargo es necesario enfatizar en el impacto brusco de los métodos manuales
0 impulsados por animales, que se han ido reemplazando por tecnologias
automatizadas (Rose y Chilvers, 2018), que implican el uso de inteligencia
artificial, monitoreo de los cultivos desde cualquier parte del mundo. Sin lugar a
duda, los métodos en la agroalimentacion se han ido transformando,
fortaleciendo los sistemas de precision e intervenciones en la agricultura, con el
procesamiento analiticos de datos con informacion recopilada o transmitida a
través de tecnologias avanzadas, evidenciadas en granjas conectadas, los
equipos actuales agricolas, nuevos métodos e implementos para mejorar la
productividad, calidad y eficiencia con proteccién a la alimentacién (Barrett y
Rosal 2020, 162-189) (Qaim, 2017).

Asimismo, se evidencia una mayor productividad, gracias a la reduccion de
costes y el mejor uso de recursos, esto también apoyado por la mejor toma de
decisiones que son adaptadas a las necesidades de cada plantacion, decisiones
gue se toman en base a datos, se cree que la agricultura 4.0 contribuye en la
disminucién del impacto ambiental, por el manejo mas eficiente de los recursos
naturales (da Silveira et al. 2021, 189).

Sin embargo, existe una gran heterogeneidad de las tecnologias empleadas en
la agricultura 4.0, porque los nuevos avances tecnoldgicos en esta area en su
mayoria son patentados por transnacionales que estan optimizando su cadena
de produccion, lo que deja a la deriva a pequefios campesinos y muchos grupos
sociales; sin un apoyo sustancial al desarrollo de los pequefios agricultores,
permitiendo asi que paises con mayor poder adquisitivo desarrollen de mejor
manera la agricultura 4.0 (da Silveira et al. 2021, 189), y marcando la brecha de
una marera mas intensa en paises del Sur Global.

Un punto en el que confluye la biotecnologia y la Agricultura 4.0 es la produccion
de fertilizantes que, si bien ha sido fundamental para alimentar a la poblacién
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mundial, por cuanto el 30 % al 50 % del rendimiento de los cultivos es atribuible
a los aportes de fertilizantes en las regiones templadas y su contribucion es
mucho mayor en los climas tropicales. Lo que ha generado una dependencia de
los productos, por consecuente una monopolizacién de un niumero muy limitado
de empresas, que se ve ligado a la revolucién verde, desequilibrando las dosis
de insumos, los balances de energia, pesticidas y agua (Marchiol 2019, 183-
190).

El aumento de las opciones alimentarias, una mejor nutricion y la seguridad
alimentaria son algunas de las promesas de la agricultura 4.0, pero también ha
dado lugar a cosas como los derechos de propiedad intelectual sobre el ganado
y los cultivos, las fusiones cruzadas entre semillas y pesticidas y la falta de
competencia del sector publico (Klerkx y Rose 2020, 24). Ademas, los
fertilizantes convencionales que tienen una baja eficiencia de absorcion de
nutrientes y, a menudo, se asocian con grandes pérdidas para el medio ambiente
y las consiguientes consecuencias negativas (Migliorini et al. 2020, 162-163).

Por otro lado, el punto clave de la fertilizacion de cultivos es evitar pérdidas de
nutrientes y sincronizar la disponibilidad de nutrientes con su absorcién por los
cultivos. Justamente, implementar nanofertilizantes como materiales inteligentes
va a permitir detectar y reaccionar cambiando su forma o comportamiento a
través de influencias externas, que incluyen presion, temperatura, humedad, pH
y campos eléctricos y magnéticos (Marchiol 2019, 186-190). Con sus propias
politicas y estrategias sostenibles de produccion, distribucién y consumo de
alimentos centradas en la pequefia y mediana produccién y no en el
agroextractivismo, estas tecnologias de cuarta generacién ayudarian a mantener
la soberania alimentaria (Van den Berg, et al., 2017). Cabe sefalar que una
alternativa interesante a estos fertilizantes convencionales son los biofertilizantes
gue tienen un gran potencial en América Latina, al igual que los bioplaguicidas
(Mahanty et al. 2016, 3315-3335).

En este sentido, aplicando lo expuesto a nuestro contexto, Ecuador ha sido uno
de los principales paises con deficiencia en la aplicacion de los principios de la
soberania alimentaria; sin embargo, desde el afio 2008 se ha notado un esfuerzo
por investigar, analizar y comprender la soberania alimentaria (Vergara-Romero
et al. 2020, 498-510). Asimismo, en el afio 2013, Ecuador reconocio el rol de
pequefios y medianos productores que aportan aproximadamente el 70% de
alimentos consumidos en el pais, ademas que se plante6 como derecho de elegir
su propio sistema agroalimentario con fin de continuar el desarrollo local
(Parraguez et al. 2018, 330-341).

Finalmente, la agricultura 4.0 y la biotecnologia a pesar de las limitaciones que
presentan, tienen ventajas interesantes en el marco de la contribucion de la
soberania alimentaria, puesto que representa un menor gasto energético y
mayor eficiencia para nuevos emprendedores a baja y media escala (startups),
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con el propdésito de brindar oportunidades a mas personas hacia una soberania
alimentaria independiente de transnacionales y grupos de poder. Los paises
latinoamericanos en general no han estado preparados para las diversas
revoluciones industriales, tecnolégicas y agricolas.

1.3.3.Herramientas biotecnologicas en el desarrollo de la

Biotecnologia Ambiental

1.3.3.1. Aplicaciones para la mitigacion del impacto ambiental
generado por la actividad petrolera

1.3.3.1.1. Introduccidén

La actividad petrolera es un problema constante que atraviesan varios paises,
donde las extracciones conllevan a varios problemas ambientales afectando asi
la vida de los ciudadanos y su ecosistema, por tal razén se necesitan nuevos
métodos que reduzcan estos impactos negativos al ambiente (Ramos Armella,
2023). Ademas de los impactos en las matrices de suelo, aire, y agua (Andrade,
Lara-Basantes, Mufioz, Chicaiza-Ortiz, 2022), también se tiene afectaciones
sobre los organismos vivos incluido el ser humano. En la bldsqueda de
alternativas para la biorremediacién ambiental se han desarrollado estudios de
fitorremediacién (Mera & Garcia, 2023), bioaumentacion (Veloz, et al., 2015),
landfarming (Kim, 2022), y la combinacién de estas técnicas (Quillca Aldazabal
& Rojas Ariza, 2022). En este sentido uno de los gases de efecto invernadero
mas estudiado, es el dioxido de carbono (CO2), podria ser empleado para la
recuperacién mejorada de petrdleo debido a su solubilidad en el petréleo crudo
gue se incrementa con un aumento de la presion (Tong et al., 2018). En los
ultimos afios se han desarrollado técnicas de captura y utilizacion de carbono
basados en procesos biolégicos (microalgas, archaea, etc), procesos de
geoingenieria (captura directa en fuentes de emisiéon de CO2, inyeccidon en
océanos, criogenizacion, etc) (Soares, et al., 2023).

En los yacimientos, el CO2 puede disolverse en el petroleo crudo para expandir
su volumen, reducir su viscosidad y la tension interfacial entre el petréleo y el
gas, provocando asi, una movilidad del petréleo crudo (Jin et al, 2017). El dioxido
de carbono ha tomado relevancia para la recuperacion mejorada de petréleo
porque tiene un potencial para aumentar la recuperacion final de las reservas de
petréleo convencional, que puede reducir las emisiones globales de gases de
efecto invernadero (GEI) mediante la captura de CO:2 en las formaciones
geoldgicas subterraneas (Massarweh y Abushaikha, 2021).
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1.3.3.1.2. Técnicas de Inyeccion de CO2 en Reservorios Subsuperficiales

Existen varias técnicas que permiten el desplazamiento del petroleo crudo de un
yacimiento por CO2. Este es un proceso complejo que incluye transferencia de
masa, fuerzas capilares y efectos gravitacionales. Por otra parte, las condiciones
de saturacion del fluido en el yacimiento y recuperacion previos tendran impactos
significativos en los procesos de petrdleo adicional con la aplicacion de CO2. En
el presente texto, se abordaran en particular dos métodos por inyeccion de CO:2
en reservorios subterraneos, que son usados para controlar la movilidad de COz,
para aumentar la recuperaciéon de petréleo y para promover la disminucién de
los problemas ambientales por actividades petroleras (Grasso, 2019).

Inyeccién alternada de agua y gas (WAG)

Figura 17
Diagrama esquematico del desplazamiento de petréleo en un yacimiento por
inyeccion de CO2 con gas alternante de agua

Nota: Fuente: Al-Shargabi et al., 2022.

Este método consiste en la combinacion de una inyeccién de gas de CO2 con
una inyeccion de agua convencional. El mecanismo tiene caracteristicas que son
aplicadas en sustancias miscibles o inmiscibles que sirven para el
desplazamiento del CO:2 (ver figura 17). Cuando se realiza un desplazamiento
miscible resulta una mayor eficiencia de la captacion de aceite en comparacion
con las condiciones inmiscibles, sin embargo, este método implica un aumento
en la resistencia de la filtracién trifasica en la formacion (Al-Shargabi, 2022). No
obstante, la posibilidad de utilizar el desplazamiento inmiscible con CO: es
menos efectivo, pero tiene menores costos de proceso y menores presiones de
inyeccion (Fakher, 2020). Sin embargo, es un método que tiene varias
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limitaciones en los equipos y tecnologias para alternar el bombeo de agua y gas
de manera ciclica en volumenes grandes de pozos de inyeccion (Massarweh,
2021).

Polimeros aditivos para el espesamiento directo de CO»

Los polimeros son aplicados como espesantes de CO:z. Estos deben disolverse
completamente en el gas segun las condiciones del yacimiento y lograr la
viscosidad deseada del fluido introducido (Leimare et al, 2021). Segun Zhang et
al., (2021), existen dos tipos de polimeros utilizados para espesar la viscosidad
del COz. Estan los polimeros de alto peso molecular como el polidimetilsiloxano
(PDMS) vy el polivilnilacetato (PVAc) y también se encuentran los polimeros de
bajo peso molecular como el polivinil-etil-eter (PVEE) y poli-1-deceno (P1D). Este
método promueve la movilidad del CO2 con un aumento directo de la viscosidad.
Ademas, los polimeros son capaces de disolver el CO2 formando soluciones
monofasicas y termodinamicamente estables, optimizando asi la densidad y la
viscosidad del fluido inyectado. Sin embargo, este método tiene una limitacion y
es que cuando aumente el tiempo, provocara pérdida o reduccion en la
solubilidad. Para asegurarse de que el método tenga condiciones adecuadas se
debe observar las presiones que sean predominantes en el yacimiento (Lemaire
et al., 2021)

Inundacion del depdsito de CO2 mejorado con Nano Particulas

Las nanoparticulas (NP) son excelentes para penetrar y movilizarse con una
mayor agilidad por los espacios porosos y los canales de flujo dentro de las
formaciones de los yacimientos de petroleo (Ab Rasid et al., 2022). Agregar NP
a la espuma tensioactiva tiende a facilitar la estabilidad de la espumay no se ven
afectadas por algunas condiciones caracteristicas que se encuentran en los
yacimientos de petrdleo. Algunos ejemplos de estas caracteristicas pueden ser
las altas temperaturas y la presencia de una variedad de hidrocarburos y/o sales.
Otra gran ventaja de las NP es que, debido a su tamafio pequefio, no afecta el
flujo del yacimiento a través de los medios porosos y estos no se ven
obstaculizados fisicamente, ademas, generan cambios minimos en la
permeabilidad de la formacién (Yu y Kang, 2022).

e Problemas asociados con la retencion de NP en un yacimiento

Los tensioactivos combinados con nanoparticulas (NP) pueden tener algunos
problemas que dificultan los métodos para la movilidad del petréleo. Algunos de
estos problemas son el bloqueo de poros, que puede ser originado por dos
mecanismos: taponamiento mecanico y contrastes de permeabilidad de fluidos
(Yang et al., 2020). El desplazamiento descontrolado provoca que las particulas
en los poros estrechos conduzcan a una retencion de NP, que suelen
acumularse debido a la adsorcion y la interaccién de la superficie transitoria, y
asi de esa manera, en los sitios de la superficie disponibles, se acumularan
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particulas cargadas. Es importante mencionar que la retenciéon de NP suele
reducirse cuando la medida aumenta la permeabilidad de los medios porosos
(Zhang et al., 2021).

1.3.3.1.3. Dioxido de carbono (CO2) con Huff-n-Puff (HnP)

Figura 18
Esquema de la configuracion para los experimentos de CO2 HnP
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Nota: Fuente: Lietal., 2019.

El CO2 con Huff-n-Puff (HnP) es una técnica que mejora la recuperacion de
petréleo (Li et al., 2019). Se debe tener en claro que existen dos tipos de
inyeccion de CO2 que consisten uno en la inyeccion clasica de CO: y el otro en
la inyeccién huff-n-puff (HnP) (ver figura 18). Este ultimo ocupa un pozo como
pozo de inyeccion y pozo de producciéon para evitar la penetracién de gas, se
conoce que existen tres etapas conocidas como: etapa de inyeccion de gas,
etapa de remojo del pozo y etapa de produccion (Choi et al., 2013). Después de
la realizacién del proceso se debe producir el petroleo bajo el control del pozo,
este es un método econdémico, rapido y eficaz, debido a que se puede aplicar a
los yacimientos de petroleo que tiene una baja productividad natural y una baja
efectividad de agua.

1.3.3.1.4. Modelado de CO2 -LPG WAG con deposicion de asfaltenos

Segun Hao et al., (2021), el proceso de inhalacion de CO2 es un método eficaz
para mejorar la recuperacion de petréleo, pero su utilizacion se ve afectada por
reservorios heterogéneos de agua de borde debido a una severa canalizacion
de agua.
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Este trabajo recopil6 algunos de los métodos actuales que podrian ser una
alternativa viable y eco amigable para una recuperacion y posterior extraccion
de petrdleo en los yacimientos, donde la principal tecnologia podria ser la
utilizacion de diéxido de carbono debido a su solubilidad y su aumento mediante
inyeccion de presion, estas alternativas son positivas para mitigar los impactos
ambientales.

1.3.3.1.5. Mecanismo de estimulacion y secuestro de fracturamiento sin

agua de CO; para reservorios continentales de petroleo compacto

La fracturacion con COz, usa CO2 como fluido de fracturacion reemplazando al
agua (Liu et al., 2014), se divide en dos etapas: la etapa de fracturamiento (suele
durar 2 h) y la etapa de remojo (suele durar 3 a 14 dias) (Tao et al., 2021). Se
usa en el petréleo de arenas compactas que son yacimientos de baja porosidad
y permeabilidad, donde la acumulacion de petréleo crudo se produce en rocas
generadoras, arenas compactas o intercalaciones de carbonato, sea libre o
atrapada, sin movimiento de larga distancia (Zou et al., 2013).

Las reacciones con la roca del yacimiento y el fluido de formacién de la
fracturacion con CO:2 pueden aumentar la porosidad y la permeabilidad de los
yacimientos mejorando la fluidez del crudo. Esto permite yacimientos petroliferos
en depdsitos continentales compactos con recuperacion mejorada de petréleo
(EOR), secuestro de CO2y conservacion del agua. En comparacion con técnicas
de CO2-EOR (COz2 huff and puff y CO2 flooding) donde el CO: interactua con la
roca y el fluido del yacimiento a mayor presion durante la fracturacion resultando
en la estimulacion y secuestro de CO2 (Tao et al., 2021).

Para constatar lo tedrico se realizaron experimentos para investigar
sistematicamente los mecanismos de interaccién de COz-roca y CO2-petroleo
durante la fracturacion con CO:2 en yacimientos continentales de petréleo
compacto bajo condiciones de alta presién. Primero, se realizaron imagenes de
microscopia electrénica de barrido (SEM), pruebas de adsorcién de nitrégeno y
tomografia computarizada (CT) para investigar la interaccion entre el COz y la
roca del yacimiento. Después, las interacciones entre el CO2 y el aceite se
investigaron mediante pruebas de tubo delgado y experimentos de disolucion de
CO2. Mediante experimentos de desplazamiento del nucleo se comparo el efecto
EOR entre la inundacién de CO: y el CO: fracturado. Todo se llevd a cabo en
condiciones de alta presion. Finalmente, se realizaron pruebas de campo para
verificar el efecto de la fracturacion por CO2 (Tao et al., 2021).

Los experimentos de desplazamiento del nucleo indicaron que la recuperacion
de petroleo del proceso de remojo de CO2 después de la fracturacion con CO:2
es del 36 %, que es un 12 % y un 9 % mas alto que los de CO: huff and puff y
CO: flooding con 5 poros de volumen, respectivamente. Las pruebas de campo
muestran que la produccion promedio de petréleo después de la fracturacién con
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CO2 es 1,42 veces mas alta que después de la inundacion con CO2 (Tao et al.,
2021).

1.3.3.1.6.  Tecnologias recientes para mitigar los accidentes por vertidos

de petrdleo

Barreras petroliferas

Figura 19
Pluma de contencién clasica rellena de espuma
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Nota: Fuente: Assad & Banihani., 2017.

Una barrera se compone de un dispositivo flotante (tubo inflable) y de un faldén
flexible sumergido (Figura 19). En la parte inferior una cadena permite pesar
verticalmente sobre la falda y atraer la tension longitudinal de la misma (Muttin,
2016). Las barreras de contencion flotantes se dividen en dos grupos: barrera de
aire, son burbujas que salen para crear una pared de gas, y barrera fisica flotante
de varios tipos, como el cuerpo flotante (por encima del nivel del agua), la barrera
subacuatica, el refuerzo longitudinal (cadena, cuerda de acero, banda de
poliéster) y los elementos de conexion para la conexion y la posicion vertical de
la barrera flotante (Justin y Sokovic, 2011). Los materiales usados en la
fabricacion son caucho o cloruro de polivinilo (PVC), al afiadirle poliuretano
termoplastico (TUP) se obtiene una barrera petrolifera de PVC/TUP que es
ligera, muy estable y no requiere ningun sistema de inflado, con volumen
reducido para su transporte, sencilla y rapida de desplegar con una alta
resistividad al petrdleo (Assad y Banihani, 2017).

Nuevos sorbentes

En la fase de limpieza, cualquier material poroso es capaz de absorber el aceite
del agua y asegurarlo en su interior, como la arena, pero debe ser adecuado
para usarse en el agua (hidrofébico). El material 6ptimo seria la hidrofobizacion
de fibras de poliéster no tejidas con copolimeros de poli (metilhidro-dimetil)
siloxano para producir absorbentes repelentes al agua para la limpieza de
derrames de petrdleo (Corneliu, Lucia, Samoila y Harabagiu, 2017). Los
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sorbentes hidrofébicos producidos se caracterizaron y probaron para la
absorcion de petréleo en bafio de aceite puro y agua y las pruebas de
centrifugacién se demostraron una alta capacidad de reciclaje de los sorbentes
no tejidos gastados (Corneliu, Lucia, Samoila y Harabagiu, 2017). Existe otra
sustancia lipofilica con capacidad de absorber aceite, en donde se preparan
sorbentes atraidos por el aceite a base de propoxilato de glicerol mediante
polimerizacion a granel (Kizil y Hayal, 2017).

1.3.3.2. Herramientas biotecnolégicas y sus aplicaciones en la

produccion de nuevas fuentes de energia sustentable

1.3.3.2.1. Transgenia-Microinyeccion

Figura 20
Microinyeccion
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Nota: Adaptado de EIBE Fuente: EIBE, 1998.

La transgénesis es la modificaciéon del ADN usando diferentes tipos de genes,
sean rasgo de un gen animal o planta, los cuales son insertados dentro de una
célula animal o planta (Figura 20), en algunos casos utilizando el proceso de
micro inyeccion, que consiste en la realizacion de un proceso muy meticuloso en
el cual se utiliza micro ajugas para la insercién de una sustancia en una célula
viva (Garvin et al., s. f.).

La transgénesis es muy utilizada en areas cientificas para la modificacién de su
ADN tanto en la agricultura como la ganaderia, en una de las investigaciones la
Transgenia-Microinyeccion fue aplicada en la introduccion de ADN directamente
en el pronucleo, donde se agrupo huevos de animales que han sido
superovulados y fertilizados en vitro, que es una técnica donde se mantiene la
fecundacion fuera del organismo vivo, se utilizd una micro pipeta ultra fina de
vidrio para inmovilizar el ovulo fertilizado, con ayuda de otra micro pipeta
extremadamente fina que fue utilizada para la insercion de una sustancia la cual
lleva varias copias de ADN exégeno. Estos huevos se introducen
quirargicamente en las trompas de Falopio de hembras pseudo embarazadas
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(dos Santos Lopes et al., 2019) con la introduccién de ADN directamente en el
pronucleo de un ovocito recién fertilizado pero su mayor parte hablando en
porcentajes hablamos de un 30% en oocitos (6vulos secundarios haploides) que
son las células germinativas femenina, los oocitos primarios inician la meiosis
pero se detienen en el estadio diploteno hasta la ovulacion (Gomes-Filho et al.,
2020) donde se manipula el ADN exégeno integrandose al genoma y los
embriones, la micro inyeccion es una de las principales técnicas utilizadas para
la produccién de animales transgénicos a un que solo una pequefia parte de los
animales son portadores del gen o se expresan y son suficientemente
detectables. Los animales poseedores del gen pueden aparearse con animales
no transgénicos para producir crias heterocigoticas (Aa) y aparearse entre si
para tener animales homocigotos (AA) para el gen exégeno (dos Santos Lopes
et al., 2019).

Figura 21
Curvas de progreso de la enfermedad. h4, clon de katahdin que no adquirio la
transgenia; H6, variedad Katahdin sin transforma
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Nota: Ver identidad del resto de los clones en Materiales y Métodos Fuente: Lozoya-Saldafia
et al. 2010.

Ademas, la transgénesis se ha utilizado en varias regiones del mundo. Para
desarrollar resistencia contra el culpable del tizon tardio del tomate y la patata,
Phytophthora infestans Mont. De Bary, se utilizé la transgénesis en plantas del
Valle de Toluca (México). Queriamos mejorar la genética de la patata utilizando
una especie de planta silvestre del valle llamada Solanum bulbocastanum, por lo
gue creamos un hibrido somatico entre S. bulbocastanum y S. tuberosum.
México esta considerado como el segundo centro de variacion de las especies
de Solanum, un género de plantas herbaceas, arbustivas o trepadoras, donde
varias de las especies de Solanum han desarrollado genes de resistencia al
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convivir con el patégeno causante del tizon tardio. Se exponen los diferentes
clones a severas condiciones para comprobar su resistencia contra el tizon tardio
en Tolucay la infeccién natural de la enfermedad del valle en el retro cruzamiento
se ubico la resistencia en el cromosoma 8, la transgénica en si se obtuvo por la
introduccion de genes resistentes RB y de leucina de S. bulbocastanum en
Agrobacterium tumefaciens desarmado, una parte del plasmido inductor de
tumores (T-DNA) es transferido al genoma de las plantas que infecta, han
permitido utilizar esta bacteria como sistema de transformacion vegetal (Santos,
2017), linea LBA4404, con el vector binario de transformacién pBINPlus-ARS,
incluyen el uso de secuencias promotoras y terminadoras no patentadas
(Belknap et al., 2008). Como se aprecia en la figura 21, de los 9 genotipos
incluidos las papas, cuatro de ellos adquirieron la transgenia (H1, SP904; H2,
SP920; H3, SP925; y H5, SP951) pero uno no la adquirié (H4, SP946) tres de
ellos fueron hibridos soméaticos (H7, J101K6; H8, J103K7; y H9, J101k6A22), y
por ultimo se tuvo a la variedad Katahdin sin transformar, como testigo (H6)
(Lozoya-Saldafia et al., 2010).

1.3.3.2.2. ARN de interferencia

Los cientificos pueden emplear el ARN de interferencia como una herramienta
muy eficaz. Un método de silenciamiento génico postranscripcional conocido
como ARN de interferencia utiliza diminutas moléculas de ARN para
complementar un ARNm y provocar su destruccién, impidiendo que el ARNm se
traduzca en proteinas (Ibarra, 2021).

El ARN de interferencia actualmente se ha utilizado en diferentes campos
médicos y cientificos, se ha encontrado que el ARN de interferencia es un
potencial uso terapéutico contra la Covid-19 o también llamado SARS-CoV-2 que
es una enfermedad respiratoria que se ha llevado a varias victimas a escala
global. Esta investigaciobn puso en practica el ARN de interferencia como
alternativa terapéutica contra la Covid-19, ya que la ARN de interferencia (ARNi)
se aplicado con éxito a los diferentes tratamientos antivirales, mostrando
potencialidades en el contexto de enfermedades humanas causadas por Covid-
19, el ARNi es una molécula ARN que hace parte de un mecanismo biolégico
procediendo al silenciamiento de los genes especificos a niveles post-
transcripcional (Cuello Almarales et al., 2020).

Conociendo el mecanismo de los virus y demostrando que el SARS-CoV vy el
SARS-CoV-2 presentan similitudes significativas en su estructura genémica y su
proceso patogénico, la aplicacién del ARNi podria ser una opcién terapéutica. La
RNAI ha sido eficaz para la inhibicion de la replicacion viral en modelos celulares
de hepatitis B, C, sida y SARS-CoV; se demostré que el uso de RNAI contra
genes especificos y no estructurales, dando lugar a la inhibicion de la replicacién
viral (Cuello et al., 2020).
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Figura 22
Mecanismo de silenciamiento de genes especificos
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Nota: Fuente: Cuello Almarales et al., 2020.

Este mecanismo de silenciamiento (Ver Figura 22) de genes especificos cruza
por una cierta secuencia de pasos, primero “iniciaciéon”, en donde la proteina
celular Dicer de una ribonucleasa dependiente de ATP y miembro de la familia
de ARNasa-lll, se une a un dsRNA largo y lo escinde en un fragmento duplex de
21 a 23 nucledtidos, llamado ARN de interferencia. El complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), que se forma en la segunda etapa, o "efector"”, por la
interaccion del siARN con multinucleasas, escinde la cadena pasajera del SIARN
mientras deja la cadena guia intacta y activa. La hibridacion del siARN con el
ARNmM diana provoca la rotura de este Ultimo y evita su traduccion en proteina
(Cuello Almarales et al., 2020).

Este método también se ha utilizado en un estudio multidisciplinar de un modelo
experimental de cicatrizacién corneal grave, en el que se crea un modelo de
guemadura corneal grave para comprobar como la aplicacion de un efecto
farmacoldgico basado en el mecanismo de interferencia del ARN modifica el
curso de la cicatrizacion. El estudio demuestra que la molécula diana del farmaco
aplicado es silenciada por el tratamiento, como evidencia la disminucion de la
presencia de células TRPV1-positivas y de su niamero (Martin, 2021).
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1.3.3.3.

desarrollo de

Nuevas tendencias biotecnolégicas en el

biomateriales alternativos al cuero y al plastico

1.3.3.3.1. Introduccion

Las industrias actuales consumen recursos naturales gran cantidad para cubrir
la demanda poblacional, en especial, los plasticos sintetizados con polietileno,
un material maleable y resistente de amplio uso y de rapido desecho; tiene
dificultad para degradarse causando problemas de contaminacién. Por otro lado,
el cuero en la industria textil ha sido criticado por la crianza de animales en granja
y su posterior sacrificio innecesario para aislar su piel que es empleada en la
fabricacion de prendas de vestir (Gonzales et al., 2022).

Algunas alternativas para la sostenibilidad en la produccién de cueros y plasticos
de gran demanda, esta siendo cubierto por biomateriales, son materiales que
interactdan con los seres vivos y reemplazan algunas de sus partes (Woodly Oy,
2020), es decir, la obtencién de materiales a partir de recursos que provienen de
fuentes amigables con el ambiente conservando las mismas propiedades en los
cueros y el plastico con el plus de degradarse naturalmente en el ecosistema en
menor tiempo.

1.3.3.3.2. Tendencias alternativas al cuero

Las tendencias en la industria de la moda segun Gonzales et al., (2022) son el
biocuero vegano hecho con micelios, pieles bioexoticas hechas de hojas de
cactus y pifia, pieles de semilla de uvas, tallos de platano y agua de coco (Figura
23). A continuacion, se detallan algunas alternativas:

Figura 23
Proceso industrial de las telas con el uso de tallos de platano
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Nota: Fuente: Gonzales et al., 2022.
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Abaca4, es una planta familia de las bananas originaria de filipinas, se cortan los
tallos laterales de la planta para extraer la materia prima (fibras) usado en la
produccion de telas, la planta sigue creciendo por 30 a 40 afios, manteniendo la
planta y la cosecha. También se ha probado el tefiido de prendas con bacterias
para evitar el uso de quimicos toxicos, una técnica que se debe continuar
investigando.

Otras alternativas son la produccion de pieles a nivel in vitro, se ha logrado
producir lana cultivada sin ovejas, mediante el uso de células madre
pluripotentes y muestras extraidas con biopsias de la piel provenientes de
visones y ovejas merinas vivas, luego las células son cultivadas para producir
foliculos pilosos de la piel, con ayuda de los cultivos en placas Petri se produciran
pieles y con esto se evita la deforestacion al construir corrales y la explotacion
de animales en granja (Davidson, 2022).

La empresa de biotecnologia Bolt Threads© ha desarrollado un textil derivado
del micelio con la estructura de la raiz de los hongos y el procesado en laminas
similares al cuero, ¢cémo o por qué sucede? La parte vegetativa de un hongo
es el micelio que son una masa de materiales compuestos ramificados, fibrosos
y naturales con propiedades fisicoquimicas controladas. Luego, de tratamientos
guimicos y calientes se vuelve extremadamente duradero y resistente en el
ambiente para obtener materiales idénticos al cuero (Raman et al., 2022).

1.3.3.3.3. Procesamiento de micelios para la industria textil.

Los materiales de micelio puro se pueden producir con varias tecnologias de
fermentacion, por eleccion esta la fermentacion liquida que es usada para
recuperar metabolitos, enzimas o la biomasa micelial y con el conocimiento
extenso se logran mantener los parametros de cultivo que permite el crecimiento
optimo (Vandelook et al., 2021).

Figura 24
Modelos en la industria

Nota: a) Planta piloto b) Hifas de Ganoderma ssp. con crecimiento externo por fermentacién en
estado solido c) Modelamiento del crecimiento de hifas Fuente: Vandelook et al. 2021.

En la figura 24 se muestra el proceso de crecimiento de biomasa micelial puro
obtenido mediante fermentacion en estado sélido con condiciones 6ptimas para
obtener abundantes hifas aéreas, quienes se caracterizan por crecer lejos del
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sustrato, hacia el exterior, los parametros de temperatura, concentracion de CO:
y humedad son controlados de manera que no se diferencien en cuerpos
fructiferos (Vandelook et al., 2021). Una de las principales fuerzas impulsoras
para que el micelio vaya hacia el exterior es por el gradiente de CO2 inducido por
la respiracion celular. Los componentes basicos de los micelios son glucanos, la
quitina/quitosano y glicoproteinas, cuyas composiciones varian segun las
especies, éstas pueden ser: Ganoderma ssp., Trametes versicolor, Fomes ssp.,
Pycnoporus ssp. y Perenniporia ssp. Este es un ejemplo de produccién en la
empresa Ecovative®©.

1.3.3.3.4. Biopléasticos

Una de las tendencias de biomateriales en los plasticos, es su fabricacion a partir
de almidén proveniente de los vegetales, esta molécula reemplazaria al
polietileno, en el proceso se extrae el carbohidrato y luego es transformado en
una molécula pequefia que es el acido lactico por la accién de microorganismos,
luego el producto obtenido es tratado para formar polimeros, quienes interactuan
para formar poliacidos, es decir, plastico, de él se pueden fabricar macetas que
se pueden enterrar, pafales desechables, hilos para sutura, etc. Otra alternativa
biotecnoldgica es cultivar bacterias que producen en su interior granulos de
plasticos denominados polihidroxialcanoato y una vez obtenido el plastico se
separa (ArgenBio, 2022).

La obtencidn de plasticos a partir de recursos biolégicos usando materias primas
renovables y las biorrefinerias mejoran la biomasa de primera y segunda
generacion (es decir, productos vegetales comestibles y biorresiduos no
comestibles, respectivamente) en los mismos componentes basicos que los
derivados del petroleo, una vez obtenidos los monémeros se pueden polimerizar
de forma duradera como el furanoato de polietileno o en biodegradables como el
acido polilactico. Otros como los polihidroxialcanoatos, se biosintetizan en
microorganismos a partir de diversas materias primas (Rosenboom et al., 2022).

Las tecnologias de produccion de microalgas son una fuente de biomateriales
para el desarrollo de plasticos, esto debido a que tienen un rendimiento de
crecimiento muy distintivo, en comparacién con la biomasa lignoceluldsica tipica
(Tetiana Shevchenko et al., 2022). Pedetti y Vaccaro (2017) publicaron un trabajo
en donde propusieron la utilizacion de la microalga Scenedesmus obliquus
modificada con un vector contenido la secuencia codificante de tres enzimas que
le otorgan la capacidad a la bacteria Ralstonia eutropha de transformar lipidos
en polihidroxialcanoatos, esto como alternativas a los almidones de maiz porque
requieren de cultivos y deforestacion, también alterno bacterias por su alto costo
de mantenimiento.
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1.4. Discusion

En este capitulo se abordaron 3 secciones enfocadas en brindar herramientas
biotecnoldgicas para el monitoreo de la contaminacion ambiental, seguidamente
se consideraron herramientas para fortalecer la agricultura sustentable con el
uso de microorganismos para fertilizantes, nuevos alimentos y tendencias en la
agricultura 4.0; finalmente se consideraron estrategias de mitigacion de impacto
petrolero a través de la reduccion de emisiones de gases de efecto invernadero,
especialmente de didxido de carbono en diferentes industrias. En el contexto de
carbono neutralidad, los aportes que potencialmente puede brindar la
biotecnologia ambiental son diversos, desde sistemas de produccién mas limpia,
alimentos con mejores caracteristicas nutricionales, tratamiento de aguas y
residuos solidos urbanos, al mismo tiempo que se puede generar fuentes de
energia como el biogés. Finalmente, la combinacién de las herramientas
propuestas en la guia y las nuevas tendencias como la inteligencia artificial y
machine learning deben ser estudiadas a profundidad, no solo sus potenciales
beneficios sino también sus riesgos.

1.5. Conclusiones

Los factores bidticos y abioticos deben ser considerados técnicamente al disefiar
un plan de biorremediacion. En este sentido, los organismos deben responder a
las variables abioticas como el clima (precipitaciones, insolacion, temperatura,
nubosidad, nieve), las rocas, los océanos y los rios, asi como los factores
antropogénicos (todos los factores causados por las actividades humanas como
la contaminacion organica y/o inorganica). En este sentido, la explotacion de
petréleo, a pesar de los réditos econémicos, fragmenta los ecosistemas, por lo
gue ciertos sistemas agroforestales funcionan bien en suelos con cultivos
permanentes, pastoreo y cobertura forestal, dando paso a proceso de
fitorremediacion.

Ademés, se determind que una tendencia en biomateriales plasticos es la
fabricacion de almidon a partir de vegetales, que tiene el potencial de sustituir al
polietileno. Los microorganismos convierten el carbohidrato en acido lactico, que
luego se trata para formar polimeros, que interactian para formar poliacidos, o
plastico, que puede utilizarse para fabricar macetas enterradas, pafales
desechables, hilos de sutura, etc. Otro método biotecnolégico consiste en
cultivar bacterias productoras de polihidroxialcanoato y separar el plastico.

Las materias primas renovables y las biorrefinerias convierten la biomasa de
primera y segunda generacion (productos vegetales comestibles y biorresiduos
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no comestibles, respectivamente) en mondmeros que pueden polimerizarse en
furanoato de polietleno duradero o acido polilactico biodegradable.
Adicionalmente, las microalgas y cianobacterias crecen de forma diferente a la
biomasa lignocelulésica, pueden utilizarse para fabricar bioplasticos. Otra
alternativa para la sostenibilidad en la produccion de cueros y plasticos de gran
demanda estan siendo cubiertas por hongos.
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Resumen: El capitulo parte de la importancia del analisis bibliométrico en el
contexto académico. posteriormente se presenta el manual de uso sobre la
bibliometria en el sotfware R para el mapeo de la literatura. Partiendo de la
instalacion de R y R Studio, las librerias bibliometrix y biblioshiny, la
demostracion de la base de datos bibliométricos a partir de PubMed. Ademas,
se sustenta un estudio de caso sobre Biotecnologia Ambiental y se detalla los
principales resultados, tales como: busqueda de publicaciones cientificas,
produccion cientifica anual y su distribucion geografica por afiliacion de autores,
top 10 de las revistas con mayor numero de documentos cientificos, top 10 de
los documentos mas citados en Biotecnologia Ambiental en los altimos 10 afios,
tendencia en el uso de palabras claves en publicaciones cientificas, redes de
colaboraciéon. En conclusion, esta herramienta sirve de apoyo para los
estudiantes que estén desarrollando su trabajo de investigacion.

Palabras clave: Andlisis bibliométrico, Biotecnologia Ambiental, entorno R,
tendencias.

Abstract:

The chapter starts from the importance of bibliometric analysis in the academic
context. The user's manual on bibliometrics in R software for literature mapping
is then presented. Starting with the installation of R and R Studio, the libraries
bibliometrix and biblioshiny, the demonstration of the bibliometric database from
PubMed. In addition, a case study on Environmental Biotechnology is supported
and the main results are detailed, such as: search of scientific publications,
annual scientific production and its geographical distribution by author affiliation,
top 10 journals with the highest number of scientific papers, top 10 most cited
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papers in Environmental Biotechnology in the last 10 years, trend in the use of
keywords in scientific publications, collaboration networks. In conclusion, this tool
serves as a support for students who are developing their research work.

Keywords: Bibliometric analysis, Environmental Biotechnology, R environment,
trends.

2.1. Introduccidn

Los analisis bibliometricos (AB) han ganado una amplia cobertura y el nimero
de publicaciones cientificas que utilizan estas técnicas han incrementado
exponencialmente en los ultimos afios (Donthu et al., 2021; Ellegaard & Wallin,
2015). Los investigadores cientificos utilizan los AB para analizar tendencias
histéricas y actuales de articulos y revistas, patrones de colaboracion y
componentes de investigacion, y explorar la estructura intelectual de un dominio
especifico en la literatura existente (Donthu et al., 2021). La bibliometria también
puede identificar literatura importante en el campo de investigacion, proporcionar
palabras clave, instituciones, vinculos entre paises y caracteristicas de
distribucion en forma de un mapa de conocimiento, y cuantificar el estado actual
y las tendencias futuras del tema de investigacion (Ellegaard & Wallin, 2015). En
general, cuantas mas referencias incorpora un método bibliométrico, mas
capaces somos de comprender el campo de investigacion (Chen, 2017). Por lo
tanto, la bibliometria es una herramienta poderosa para analizar el progreso de
la investigacion cientifica, ya que puede cuantificar la informacion derivada de
las bases de datos de citas cientificas en linea relacionadas con un tema de
investigacion especifico, incluidos los autores en el campo, el nimero de
publicaciones y la distribucién de las instituciones de investigacion.

En la academia, WOS y Scopus son las bases de datos cientificas de mayor uso
y accesibilidad en las ultimas décadas (Pranckuté, 2021). Scopus entro en
vigencia en 2004 a traves de la editorial Elsevier Science y actualmente es
reconocida como una de las bases de datos cientificas de mayor relevancia en
la academia (Zhu & Liu, 2020). Este reconocimiento se le asigna debido a que
provee una amplia cobertura de tematicas en diversas disciplinas y proporciona
un facil acceso a la informacion cientifica para ser procesada posteriormente por
multiples softwares de bibliometria (Baas et al., 2020; Singh et al., 2021). A pesar
gue WOS dispone de servicios similares, esta presenta una cobertura menor en
cuanto a disciplinas educativas al ser comparada con Scopus (Thelwall, 2018).
Por esta razoén, se utilizd6 Scopus, con el fin de generar una base de datos que
incorporara la mayor cantidad de documentos que permitan comprender la
evolucion histérica de las investigaciones cientificas enfocadas en Biotecnologia
Ambiental a nivel mundial.
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2.2. Materiales y métodos

Este capitulo consta de dos secciones, en primer lugar, se propone un manual
bibliométrico genérico para la busqueda de publicaciones cientificas; en la
seccioén posterior se enfocé a recopilar los documentos cientificos relacionados
a la Biotecnologia Ambiental a nivel global. Este analisis tuvo como obijetivo el
mostrar las tendencias e indices bibliométricos mas actuales para la tematica
abordada. En este contexto, se consider0 Unicamente los ultimos 10 afios
(periodo comprendido entre 2012 a 2022) de produccién cientifica disponible en
la base de datos de Scopus. Ademas, para asegurar que los documentos
analizados sean de relevancia cientifica para el campo de la Biotecnologia
Ambiental, solo fueron tomados en cuenta articulos y documentos presentados
conferencias cientificas.

Para llevar a cabo este proceso, se utilizé la siguiente sintaxis en la configuracion
de busqueda avanzada de la base cientifica de Scopus: TITLE-ABS-KEY (
"environmental biotechnology" OR "Biotechnology of environment” OR "Grey
biotechnology” OR "Biotechnology of nature”) AND ( EXCLUDE ( PUBYEAR
, 2023 )) AND ( LIMIT-TO ( PUBSTAGE , "final")) AND ( LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2022 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2021 ) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2020 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2019 ) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2018 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2017 ) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2016 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2015) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2014 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2013 ) OR LIMIT-TO (
PUBYEAR , 2012)) AND ( LIMIT-TO ( DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-TO (
DOCTYPE, "cp")) AND (EXCLUDE ( SUBJAREA, "PHAR") OR EXCLUDE
( SUBJAREA , "PHYS") OR EXCLUDE ( SUBJAREA , "COMP") OR
EXCLUDE ( SUBJAREA , "MATH") OR EXCLUDE ( SUBJAREA , "BUSI")
OR EXCLUDE ( SUBJAREA, "SOCI") OR EXCLUDE ( SUBJAREA , "ECON"
) OR EXCLUDE ( SUBJAREA , "NEUR") OR EXCLUDE ( SUBJAREA ,
"NURS" ) ) AND ( LIMIT-TO ( LANGUAGE , "English") OR LIMIT-TO (
LANGUAGE , "Spanish")) AND (LIMIT-TO ( SRCTYPE, ') OR LIMIT-TO
( SRCTYPE , "p") ). Finalmente, la base de datos contuvo un total de 218
documentos. Todos los documentos obtenidos en ambas busquedas fueron
exportados en formato BibTeX.

Para poder procesar y obtener los indices bibliometricos, se utilizé el paquete
Bibliometrix, una nueva herramienta desarrollada para el entorno R (Aria &
Cuccurullo, 2017). Este paquete brinda diferentes potencialidades para el
empleo de diversos conjuntos bibliograficos obtenidos de bases de datos
cientificas, permitiendo consigo el desarrollo de multiples analisis bibliométricos
tomando en cuenta la informacion presentada en una gran variedad de articulos
cientificos. En este contexto, empleados bibliometrix para realizar un anéalisis
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exhaustivo sobre el comportamiento anual de produccion cientifica y los paises
relacionados con ella, principales instituciones académicas, documentos mas
citados en la tematica, palabras clave y su tendencia temporal de uso en los
documentos cientificos abordados, red de colaboraciones cientificas.

2.3. Resultados

2.3.1.Manual de uso: bibliometria en R para el mapeo de la

cienciay larevision de literatura

Figural
Resumen grafico del manual de uso bibliométrico

4 InstalarRyR
Studio

2 Instalacién de
bibliometrix y
biblioshiny

3 Busqueda en
base de datos

4  Analisis v

bibli atri » .
S Gibloshing B _Microcystis

@
it ot
i reareent,

ecosystem

m::l_;;ieroc tins

wee ? =

microcystins/toxicity
.

bgsser prestci meiabelian

Nota: Fuente: Autores. 2023

El manual de uso consta de cuatro pasos para una profunda revision bibliogréafica
como se aprecia en la figura 25. Estos se detallaran a continuacion. Tomando en
cuenta que:
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)
O

El cuadrado tomate significa “click izquierdo”

Los tres puntos verdes significan “escribiendo”

2.3.1.1. PRIMER PASO. Instalar Ry R Studio

. Para realizar el primer paso se puede guiar por el siguiente tutorial:
https://youtu.be/Nmu4dWPdJBRoO

2.3.1.2. SEGUNDO PASO. Instalacion de bibliometrix y biblioshiny en

el entorno R

Figura 2
Instalacion de Bibliometrix y biblioshiny en el entorno R
C - O > X
©  pblioR — ~=["1  Environment History Connections Tutorial P
: litﬁ?::é?;t:ﬁ;;:{:%‘;; /@ 5 T v e
2 yO \)

Install Packages

nstall from onfiguting Répositories
Repository (CRAN)

g L s [ -5
D) 65
System Library

Console  Terminal Jobs.
R R421

R is a collaborative project with many contributors.
Type '‘contributors()' for more information and
‘citation()' on how to cite R or R packages in publications.

Type ‘demo()’ for some demos, ‘help()' for on-line help, or
‘help.start() " for an HTML browser interface to help.
Type 'q()" to quit R.

[workspace loaded from ~/.RData]

Nota: Fuente: Autores. 2023

Seguir los pasos que se reflejan en la figura 26, colocar los comandos que se
muestran y seleccionar en Run (se va a abrir en una nueva ventana).

2.3.1.3. TERCER PASO. Demostracion de la base de datos
bibliométricos: PudMed (busqueda avanzada)

El programa bibliometrix tiene la opcion de analizar la base de datos de las
siguientes bisquedas avanzadas: Web os Science, Scopus, Dimensions,
Lens.org, PubMed, Cochrane Library.
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Figura 3
Busqueda en PubMed con primer filtro
B) Microcysts aenugnoss b x B - o0 X

“ C & pubmedncbinimnihgov/2term=Microcystis +a

National Library of Medicine

National Canter for Biotechnology Information

Pub'med_qm- crucyutieongh s ot @j (1 o s |

Emai Send to Sorted by: Best match  Display options £¥
)
@ 449 re t: Page 1 ofds )

s@ icrocystis aeruginosa and Microcystin-LR to electron beam
N e Folc ich C. Pillai SD.
Mh.h N MID: 3404 Free PMC article
O 9 .
1988

Abstract

Free full text

Nota: Fuente: Autores. 2023

En esta seccion se probo con PubMed. En la figura 27, se ingresa a la plataforma
Scopus: PudMed y realizar una busqueda normal. Observa el nimero de
resultados, se tiene la opcion de hacer un primer filtro con pardmetros de tiempo
u opciones de la parte izquierda (dependiendo a su objetivo de la busqueda, con
su debida justificacion).

Figura 4
Busqueda avanzada en Pub Med
B) Advanced Seaech Resun x + - o X
&« C & pubmedncbinimnihgov/advanced, G & @R »TO@
1) | Al Fields $ 2 S
Add with AND
Query box Add with OR
Add with NOT
History and Search Details o, Download  [B] Delete
Search Actions Details Query Results Time

v ystin-LR Filters: from 2018 - 140 11:3016

ary Concept] OR

(Al Fields]

Nota: Fuente: Autores. 2023

Sin embargo, se puede observar en la figura 28 que al seleccionar Advanced se
puede hacer un segundo filtro (en el caso de ser necesario) usando los
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operadores l6gicos booleanos: AND, OR, NOT; considerando los comandos que
aparecen en el History and Search Details. Con el fin de obtener un nimero de
documentos delimitados con respecto a lo que se desea recopilar mediante una
bdsqueda avanzada. Por ultimo, para descargar la recopilacion de documentos
seguir los pasos de la figura 29. En el caso de tener dudas observar el siguiente
tutorial: https://youtu.be/zvbgZDG_jTQ

Figura 5
Descarga de la recopilacion de archivos en PubMed

B Microeysts awnuginesa ® 4+ v = 0 X
« O i pubmed.ncbi.nim.nih.gowTterm=Microcystis + aeruginosa + microcystin-LR&filber = years. 2018-2023 G & = fr » = 0O . H

B an otficial website of the United State et Bere's how you know v

Pubhed gov Microcystis aeruginasa microcystin-LR X m
Advanced Create alert  Create RSS User Guide
1 Ema Send to Sorted by: Best match  Display options 3
Save citations to file
Selection: [ All results on this page E ] 2
Format: I PubMed E ] 3
4] Page 7 ofid > D

Response of Microcystis aeruginosa and Microcystin-LR to electron beam
i tinn dncac

fiatinn dnce

Nota: Fuente: Autores. 2023
2.3.1.4. CUARTO PASO. Analisis bibliométrico con biblioshiny
Para este paso es necesario considerar la nueva ventana que se abrié en el

segundo paso. Posteriormente debemos seguir los pasos que se observa en la
figura 30.
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Figura 6

Depuracién del documento para cargar en la plataforma biblioshiny
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Nota: Fuente: Autores. 2023
En el sexto paso de la anterior figura, en el caso que aparezca inconsistencias
en la tabla que se despliega en la parte izquierda (flechas amarillas), es
necesario exportar en un formato Excel para su adecuada depuracion de datos.
Figura 7
Analisis bibliométrico de la recopilacién de documentos PubMed
B D oo x P - o X
C @ 1100167 L4 s * @ @
@ bibliometrix e 2?2 9 © =K
£% biblioshiny i +
b | He - Options o
4 Data ool AU AF DE AID
Riibow; Duta —— Import or Load "
> Gathering Data | N Please, choose what to do L
e . :%g Srige | M puimonri f tosd ) @ o
B Overview ©4) wz :2‘3‘7:3330 Load a collection in XLSX or R format o
2 \/\'4) ZANaRANO proviously exported ;wsnxc m:«:m
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& Authors (é) +
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@ Intellectual Structure /\_i;) Number of Documents 8
& Social Structure @ D
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4 ! Fl'u:‘\:m FN(::;::)W l;fn:(;um"m«u.:“:'mm“‘ rmuscm«ummu\ Seve e
"w, RUDOUE KA1 TIANMAN o Excel = m
s i

Nota: Fuente: Autores. 2023
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Después, en la figura 31 se selecciona Load bibliometrix, se carga el archivo y
los siguientes pasos (4-11) permiten analizar bibliométricamente el nUmero de
documentos seleccionados en la base de datos. Para lo cual, se tiene varias
opciones: la informacion principal (4:overview), el andlisis de las fuentes
bibliograficas (5:sources), autores (6:authors), documentos (7:documents),
agrupaciones de referencias, palabras clave, titulos, autores y/o resumenes
(8:clustering), una estructura conceptual que permite obtener graficos de
coocurrencia (9:conceptual structure), graficos de cocitacion e historiografia
(10:intellectual structure), y por ultimo una estructura social que explora con
redes y mapas de colaboraciones (11:social structure).

2.3.2.Estudio de caso sobre Biotecnologia Ambiental

2.3.2.1. Produccién cientifica anual y su distribucién geogréfica por

afiliacion de autores

Los 218 documentos cientificos publicados en temas de Biotecnologia Ambiental
en los 10 afios presentaron una tasa anual promedio de 5.54%, esta tendencia
se muestra en la Figura 32. La tendencia de publicaciones, sugieren que los afios
2012 (n=14), 2013 (n=12) y 2016 (n=7) han sido lo de menor produccioén cientifica
en la dltima década. Por el contrario, en el afio 2020 se alcanza la mayor cantidad
de publicaciones con 30 documentos. Curiosamente, se pudo evidenciar un
namero similar de publicaciones reportadas tanto para el afio 2021 y 2022 con
24 documentos respectivamente. No obstante, es necesario sefialar que siendo
fecha actual (14/09/2022), el nUmero de publicaciones cientificas podria superar
la cifra reportada para el 2021.

Figura 8
Produccion anual de publicaciones cientificas en la tematica de Biotecnologia
Ambiental en los dltimos 10 afios
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Nota: Fuente: Autores. 2023
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Partiendo del nimero de veces (frecuencia) que tuvieron los paises identificados
en las afiliaciones de los autores de los documentos cientificos, se elabord un
mapa que permite visualizar, cuales son paises que mayor interés han tenido en
la dltima década en investigar sobre Biotecnologia Ambiental. La distribucion
geografica mundial de esta frecuencia se muestra en la Figura 33. En términos
generales, se pudo evidenciar que los autores de las publicaciones fueron son
originarios de 54 paises. En este sentido, los paises que tuvieran una mayor
frecuencia en todos los documentos cientificos recopilados fueron China (n=95),
Brasil (n=31), Turquia (n=31), Reino unido (n=28), Estados unidos (n=28), India
(n=23), Espafia (n=23), Iran (n=17), Bélgica (n=16), Italia (n=14).

Figura 9
Mapa de frecuencia en funcién de los paises de origen de los autores de las
publicaciones cientificas reportadas para Biotecnologia Ambiental
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2.3.2.2. Top 10 de las revistas con mayor numero de documentos

cientificos

En general, en los 218 se identificaron 133 revistas cientificas, de este total,
Unicamente se considerd las 10 revistas con mayor numero de documentos
publicados en los ultimos 10 afios. Las revistas de mayor relevancia cientifica
para publicar actualmente en temas de Biotecnologia Ambiental se muestran en
la Tabla 7.
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Tabla 1
Revistas con mayor numero de poblaciones cientificas a nivel mundial segun
Scopus.
Revistas Editorial Pais Ndmero de Cuartil
documentos
Journal of John Wiley Reino unido 18 Q1
Chemical and Sons Ltd
Technology and
Biotechnology
Applied Springer Alemania 6 Q1
Microbiology and Verlag
Biotechnology
Frontiers in Frontiers Suiza 5 Q1
Microbiology Media S.A.
Applied and American Estados 4 Q1
Environmental Society for unidos
Microbiology Microbiology
Biochemical Elsevier Paises 4 Q2
Engineering bajos
Journal
Chemosphere Elsevier Reino unido 4 Q1
Environmental American Estados 4 Q1
Science and Chemical unidos
Technology Society
New Elsevier Paises 4 Q1
Biotechnology bajos
Plos One Public Library Estados 4 Q1
of Science unidos
Science of The Elsevier Paises 4 Q1
Total Environment bajos

Nota: Fuente: Scopus. 2022

Entre las 10 principales revistas, Journal of Chemical Technology and
Biotechnology fue lider con 18 documentos publicados y representé el 8.3% del
total de publicaciones. En segun lugar, se encontré la revista Applied
Microbiology and Biotechnology con 6 documentos que representan un 2.8% del
total. Por otra parte, Frontiers in Microbiology se posicion6 en el tercer lugar con
5 documentos atribuyéndose el 2.3% de la produccion cientifica total. Un dato
curioso, es que, de estas 10 revistas, 7 tuvieron igual nimero de publicaciones
con 4 documentos por igual. En relacion a los paises de origen de estas revistas,
se evidencié que Estados unidos y Paises bajo cuenta con el mayor nUmero de
revistas con 3 por igual, seguido de Reino unido con 2 y 1 revista para Alemania
y Suiza respectivamente. En relacién a las editoriales, se notd que la editorial
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Elsevier es anfitriona de 4 de las 10 revistas con mayor nimero de documentos
publicados, mientras tanto las 6 editoriales restantes tuvieron una revista cada
una respectivamente. Finalmente, se importante sefialar que 9 de las 10 revistas
se encuentra dentro del primer cuartil (Q1) de revistas de mayor relevancia en el
campo.

2.3.2.3. Top 10 de los documentos méas citados en Biotecnologia

Ambiental en los ultimos 10 afios.

Teniendo en cuenta los 2018 documentos publicados para Biotecnologia
Ambiental en el periodo comprendido entre 2012 y 2022, se seleccionaron las
publicaciones cientificas con mayor impacto en relacion al numero de citaciones
obtenidas, estas publicaciones se muestran en la tabla 8. En términos generales,
la publicacién “Tetracycline removal during wastewater treatment in high-rate
algal ponds” (de Godos et al., 2012), ha sido las mas utilizada en la redaccion de
documentos cientificos enfocados en Biotecnologia Ambiental en la ultima
década segun Scopus con 160 citas. En este estudio, los autores enfocaron en
evaluar la eficiencia del tratamiento de aguas residuales de origen ganadero que
presentaron antibiéticos veterinarios, especificamente tetraciclina.
Consecutivamente, en segundo lugar, se encontrd “Optimization of single plate-
serial dilution spotting (SP-SDS) with sample anchoring as an assured method
for bacterial and yeast cfu enumeration and single colony isolation from diverse
samples” (Thomas et al.,, 2015) con 97 citas. Este manuscrito, tuvo como fin
mostrar una técnica simple para estimaciones de ufc de bacterias y levaduras a
partir de diversas muestras sin idea previa de recuentos viables, designada como
manchado de dilucién en serie de placa unica (SP-SDS). Por otra parte, en
tercera posicion destaca “Bacterial PAH degradation in marine and terrestrial
habitats” (Vila et al., 2015) con 84 citas. En este documento, los autores llevaron
a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva enfocada en la biodegradacién
aerdbica de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) por bacterias, tanto en
ambientes marinos como terrestres para el periodo comprendido entre 2010-
2014. Finalmente, como dato interesante, se pudo observar ninguna publicacion
compartié una revista en coman.

Tabla 2
Publicaciones cientificas de Biotecnologia Ambiental con mayor nimero de
citas en los ultimos 10 afios (2012-2022) segun Scopus.

Revista Titulo Citaciones Referencia
Journal of hazardous Tetracycline removal during 160 (de Godos et al.,
materials wastewater treatment in high-rate 2012)

algal ponds
Biotechnology Optimization of single plate-serial 97 (Thomas et al.,
Reports dilution spotting (SP-SDS) with 2015)

sample anchoring as an assured
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Revista Titulo Citaciones Referencia
method for bacterial and yeast
cfu enumeration and single
colony isolation from diverse
samples
Current opinion in Bacterial PAH degradation in 84 (Vila et al., 2015)
biotechnology marine and terrestrial habitats
Chemosphere Biosorption of heavy metals by 83 (Bano et al.,
obligate halophilic fungi 2018)
New biotechnology In situ groundwater and sediment 79 (Majone et al.,
bioremediation: barriers and 2015)
perspectives at European
contaminated sites
Protein expression Purification and characterization 75 (Anitha &
and purification of an extracellular keratinolytic Palanivelu,
protease from a new isolate of 2013)
Aspergillus parasiticus
Environmental Deterministic assembly and 71 (Zhang et al.,
science & technology diversity gradient altered the 2019)
biofilm community performances
of bioreactors
Journal of Mineral-microbe interactions: 71 (Mapelli et al.,
Biotechnology Biotechnological potential of 2012)
bioweathering
Biotechnology and Enhancement of extracellular 69 (Yong et al.,
Bioengineering electron transfer and 2013)
bioelectricity output by synthetic
porin
Molecular ecology The Sphagnum microbiome 68 (Bragina et al.,

supports bog ecosystem
functioning under extreme
conditions

2014)

Nota: Fuente: Scopus. 2022

2.3.2.4.

cientificas

Tendencia en el uso de palabras claves en publicaciones

En este estudio, detectamos 724 palabras clave de autor en los 218 articulos
publicados sobre la investigacion de Biotecnologia Ambiental entre 2012 y 2022.
Las 10 palabras claves con mayor frecuencia en los documentos cientificos
fueron Fermentation (n=115), Biofilm (n=98), Environmental biotechnology
(n=77), Biodegradation (n=71), Bacteria (microorganisms) (n=60), Phosphorus
(n=25), Bioreactor (n=25), Iron (n=24), Pollution (n=23). Mientras tanto, desde
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una perspectiva de su uso histérico, se evidencié que las palabras claves que
recibieron la atencidon continua durante mas tiempo fueron Cellulose (2015 hasta
2022), Metagenomics (2015 hasta 2022) y Cadmium (2016 hasta 2022). Por otra
parte, también se evidenciaron nuevas palabras claves emergentes como Iron
(desde 2021-presente, frecuencia=24) y Nitrification (desde 2022,
frecuencia=16). La interpretacién brindados en esta seccién, permiten identificar
de manera eficaz las tendencias de investigacion hacia temas especificos
directamente relacionados a las palabras claves.

2.3.2.5. Redes de colaboracion

En la Figura 34, se muestran el mapeo de la red global de colaboraciones
cientificas entre paises de diversas regiones del mundo. En general, nuestro
mapeo mostrdé que existen 86 redes de colaboracion. Los paises con mayor
numero de redes establecidas fueron China (n=13) y Reino unido (n=12). En
general, entre las 86 redes las de mayor frecuencia de colaboraciones tuvieron
entre si, fueron: China-Estados unidos (n=7), China-Reino unido (n=4); China-
Paquistan (n=3), Espafa-Italia (n=3), Reino unido-Estados unidos (n=3. Por otra
parte, al agrupar las redes de colaboracion se pudo constar que 11 de estas
presentaron al menos 2 colaboraciones y 70 redes disponen de 1 colaboraciones
cada una.

Figura 10
Red colaboraciones establecidas a nivel mundial para el desarrollo de estudios
enfocados Biotecnologia Ambiental

o, SR
T ey

5 o

Longitude

Latitude

Nota: El color azul mas brillante indica una mayor tasa de colaboracion. Los paises con menos
de tres documentos compartidos no se muestran mediante conectores rojos. Fuente: Autores.
2023.
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2.4. Discusion

En este estudi6 se realiz6 una revision bibliografica sobre la produccion cientifica
en Biotecnologia Ambiental durante los ultimos 10 afios. Se analizo la tasa anual
de publicaciones, encontrando que el afio 2020 tuvo la mayor cantidad de
publicaciones (30), mientras que los afios 2012, 2013 y 2016 tuvieron la menor
cantidad de publicaciones. Los autores de las publicaciones provienen de 54
paises diferentes, siendo China el pais con mayor cantidad de publicaciones
(95), sequido por Brasil, Turquia, Reino Unido, Estados Unidos, India, Espafia,
Iran, Bélgica e Italia. Se identificaron las 10 revistas con mayor numero de
publicaciones, siendo Journal of Chemical Technology and Biotechnology la
revista lider. Por ultimo, se presentan los 10 documentos mas citados en
Biotecnologia Ambiental durante la dltima década, siendo "Tetracycline removal
during wastewater treatment in high-rate algal ponds" el méas citado. En este
sentido, se demuestra que la produccion cientifica tiene un ascenso importante
y no solo se enfoca en el tratamiento por biorremediaciéon de contaminantes
convencionales como el petréleo, sino también a contaminantes emergentes; de
igual manera cada region tiene una especializacion en particular que responde
a las necesidades de sus paises.

2.5. Conclusiones

Este estudio se centro en analizar las tendencias de investigacion y avances
cientificos, se pudo observar un produccién constante y creciente que se refleja
en 5.54% anual. Ademas, se observé que las investigaciones enfocadas en la
tematica analizada fueron desarrolladas por 54 paises, entre ellos China tuvo la
mayor produccion cientifica con 95 documentos. Por otra parte, se detectd un
total de 133 revistas cientificas que han publicado documentos enfocados en el
uso de biotecnologia, entre ellas el Journal of Chemical Technology and
Biotechnology fue lider con 18 documentos publicados y representé el 8.3% del
total de publicaciones. Considerando estas revistas, la publicacion titulada
Tetracycline removal during wastewater treatment in high-rate algal ponds se
reporta como la mas citada en la ultima década con 160 citas. Por otro lado, se
identificO que las palabras mas frecuentes utilizadas por los autores en los
documentos analizados fueron Fermentation, Biofilm, Environmental
biotechnology. Finalmente, en relaciéon a las redes de investigacién se evidencio
gue China y Reino unido posee el mayor niumero de redes conformadas con 13
y 12 respectivamente.
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Resumen: El capitulo menciona varias practicas de laboratorio, tales como:
inoculacion y aislamiento de microorganismos en diferentes muestras
ambientales, identificacion de microorganismos con el microscopio 6ptico
mediante técnicas tintoriales, Trichoderma sp. como promotor del crecimiento
vegetal del maracuya (Passiflora edulis), aislamiento de microalgas y
cianobacterias en muestras de agua y suelo, fructificacion del hongo Pleurotus
ostreatus con potencial en la biodegradacion de contaminantes. Ademas, se
presentan cuestionarios de Biotecnologia Ambiental con un total de 19
preguntas. En conclusion, este capitulo sirve de apoyo para los estudiantes,
técnicos y/o docentes que estén interesados en realizar alguna practica de
laboratorio 0 a su vez estén en busca de respuestas tipicas de Biotecnologia
Ambiental.

Palabras clave: Préacticas de laboratorio, cuestionarios, Biotecnologia
Ambiental, banco de preguntas.

Abstract:

The chapter mentions several laboratory practices, such as: inoculation and
isolation of microorganisms in different environmental samples, identification of
microorganisms with the optical microscope using tintorial techniques,
Trichoderma sp. as a promoter of plant growth of passion fruit (Passiflora edulis),
isolation of microalgae and cyanobacteria in water and soil samples, fructification
of the fungus Pleurotus ostreatus with potential in the biodegradation of
pollutants. In addition, environmental biotechnology questionnaires with a total of
19 questions are presented. In conclusion, this chapter serves as a support for

Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones y Tendencias m


https://doi.org/10.55813/egaea.cl.2022.18
https://orcid.org/0000-0003-3970-4550
mailto:cristhianchicaiza@hotmail.com
https://orcid.org/0000-0001-6881-4236
mailto:virginia.rivadeneira@est.ikiam.edu.ec
https://orcid.org/0000-0003-3205-2350
mailto:rherreraf2@uteq.edu.ec
https://orcid.org/0000-0001-9253-8657
mailto:jandradet@ups.edu.ec

Capitulo IilI: Practicas de Laboratorio y Cuestionario Guia Sobre Biotecnologia Ambiental

students, technicians and/or teachers who are interested in doing some
laboratory practice or who are looking for typical answers on Environmental
Biotechnology.

Keywords: Lab practicals, Environmental Biotechnology, quizzes, question
bank.

3.1. Introduccién

La necesidad de eliminar o minimizar los impactos ambientales negativos hacen
necesario que los profesionales en la disciplina de la Biotecnologia Ambiental,
conozcan cémo analizar, evaluar e interpretar la calidad del entorno y la precision
de las medidas realizadas en campo o laboratorio. Para ello, el aprendizaje y
fundamento de las técnicas analiticas resulta esencial para poder obtener una
mayor seguridad en la discriminacion y validacion de resultados. El presente
capitulo pretende servir de guia para la buena realizacion de practicas que se
efectdan en un laboratorio de Biotecnologia Ambiental y poner a disposicion del
lector un cuestionario para su uso. Se describe también detalladamente tanto los
procedimientos a seguir como las principales técnicas analiticas utilizadas, y el
material basico empleado (Martinez et al., 2017).

Quienes acceden a un laboratorio deben saber que van a estar en contacto con
procesos y productos quimicos que, en su mayoria, pueden ser un riesgo. Asi,
es indispensable conocer los procedimientos de trabajo y las normas basicas de
comportamiento en un laboratorio, con el fin de evitar accidentes o situaciones
de riesgo. Segun Torres (2016), para conocer los riesgos y las normas de trabajo
en un laboratorio, se debe impartir primeramente informacion general que
introduzca los aspectos y las normas basicas de funcionamiento tales como:

¢ Riesgos que pueden presentarse durante la realizacion de las actividades
profesionales o de formacion;

e Normas, precauciones y prohibiciones para evitar riesgos;

e Equipos de proteccion individual y colectiva que es necesario utilizar;

e Significado de los simbolos de marcado, frases de riesgo y normas de
utilizacion que aparecen en los productos quimicos; utilizacion de fichas
de seguridad de productos;

e Sefalizacion, normas y dispositivos de emergencia y contra incendios;

e Normas de actuacion en casos de incidentes o emergencias;

e Habitos personales y de trabajo en el laboratorio.

El otro tipo de informacion debe tratar situaciones mas especificas relacionadas
al desarrollo de actividades concretas de un laboratorio, advertencias de los
riesgos que conllevan dichas tareas y los equipos e instalaciones a utilizar,
incluyendo la peligrosidad de los productos que se van a utilizar, asi como el
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procedimiento a seguir en caso de que se presente el riesgo (Martinez et al.,
2017). En el Ecuador, existe normativa que se puede consultar para conocer las
medidas que deben adoptarse en la adecuada proteccion de la salud y seguridad
dentro de la Norma Técnica Ecuatoriana Obligatoria del Instituto Ecuatoriano de
Normalizacién INEN-1 700.

3.2. Materiales y métodos

Esta unidad tiene varias practicas de laboratorio que pueden replicarse en el
laboratorio. Cada protocolo cuenta con una seccion especifica de los objetivos,
fundamento tedrico, materiales y metodologia.

3.3. Resultados

Los resultados se centraron en el desarrollo de varias practicas de laboratorio replicables.
3.3.1.Tema: Inoculacién y aislamiento de microorganismos en

diferentes muestras ambientales.
3.3.1.1. Objetivos

e Desarrollar las técnicas comunes de inoculacion en medios de cultivo y
las técnicas de aislamiento en: frutos en descomposicion, abonos, etc.

e Desarrollar habilidades en los estudiantes sobre la manipulacién de
materiales de laboratorio relacionadas a Biotecnologia Ambiental

3.3.1.2. Fundamento tedrico

Las bacterias crecen en la superficie de los medios de cultivo para producir
colonias distintas. Las distintas bacterias producen colonias diferentes pero
caracteristicas, lo que permite una identificacion presuntiva temprana y una facil
identificaciéon de los cultivos mixtos. Hay muchos tipos diferentes de medios de
cultivo. El agar se utiliza como agente gelificante al que se afiade una variedad
de nutrientes (por ejemplo, sangre, peptona y azucares) y otros factores (tales
como tampones, sales e indicadores). Algunos medios de cultivo no son
selectivos (entre ellos; el agar sangre o el agar nutritivo) y en ellos crece una
gran variedad de bacterias. Otros, como el agar MacConkey, son mas selectivos
mediante la adicion de sales biliares que seleccionan las bacterias "tolerantes a
la bilis" que se encuentran en el intestino grueso, como Escherichia coli y
Enterococcus faecalis. Los medios pueden hacerse aun mas selectivos mediante
la adicion de antibidticos u otras sustancias inhibidoras, y los sofisticados
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sistemas indicadores pueden permitir la facil deteccidén de bacterias definidas a
partir de poblaciones mixtas (Lagier et al. 2015).

Ademas, estos microorganismos desempefian un papel importante en todos los
ecosistemas, interactuando a diario con las plantas, los animales y las personas.
Los microorganismos son esenciales para el buen funcionamiento de los
sistemas biolbgicos y la supervivencia de la vida, ya que participan en diversas
actividades metabdlicas, ecoldgicas y biotecnoldgicas. Es importante cultivar un
organismo concreto y extraerlo de la poblacién mixta en la que se encuentra para
investigarlo. Los procedimientos de aislamiento se emplean para obtener un
cultivo para su posterior observacion y analisis (Mejia y Alvarez 2017).

El in6culo es la sustancia que se inocula en el medio. Las células se separan
individualmente cuando se inyecta un medio como el agar nutricional u otros
medios de agar en placas de Petri utilizando el método de "siembra en placa
cruzada". Las células microbianas individuales se reproducen tan rapidamente
durante la incubacién que las colonias, que son visibles a simple vista, se forman
en 18 a 24 horas. Cada colonia con un aspecto distinto es probablemente un
cultivo puro de un solo tipo de bacteria. La siembra por estrias permite aislar las
bacterias que producen colonias distintas y, en consecuencia, permite aislar las
bacterias.

3.3.1.3. Materiales

Equipos e insumos

e Espatula; e Autoclave;

e Vidrio reloj o aluminio; e Juegos de micropipetas;

e Cajas de Petri; e Camara de flujo laminar;

e Pipetas de 10 mi; e Balanza analitica.
Reactivos

e Agua destilada;

e Agar Nutritivo;

e Medio Sabouraud,;

e Agua peptona estéril.

Muestras ambientales

Usar guantes, registrar fotograficamente (muestreo/fecha) y sellar bien la
muestra (una cantidad menor a % libra o % litro).

e Fruta con moho;

e Pan con moho;

e Lodo (de una PTAR);

e Suelo contaminado (con pilas, aceite usado, petroleo, etc.);
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e Agua estancada;
e Otra muestra que pueda ser de interés ambiental.

3.3.1.4. Metodologia

Se verifica que el material de cristaleria esta limpio y sin dafos; colocar las cajas
de Petri, tubos de ensayo, etc.; envolver adecuadamente y sellar los materiales.

Escriba su nombre en la parte posterior de la placa junto con el lugar de donde
obtuvo la muestra, la fecha de inoculacion y el medio de cultivo empleado.

La preparacion de medios de cultivo (Agar nutritivo y SABOURAUD) y de agua
peptona se lleva a cabo al preparar 350 ml de agar nutritivo y 350 ml de
SABOURAUD. Se lleva a autoclave durante 25 minutos a 121 °C para la
esterilizacion; se distribuye en las respectivas cajas de Petri; la preparacion de
Agua Peptona se prepara un volumen de 200 ml (6 tubos).

Aislamiento de microorganismos de suelo: se pesa 1 g de tierra/abono y se diluye
en 9 ml de agua peptona estéril (10-1), se homogeniza y se deja reposar un
momento para que los sélidos decantaran.

A partir de esta solucion se realiza dos diluciones méas (10-2 y 10-3) en agua
peptona estéril. Para la inoculacion se toma 1 ml de cada dilucién y se siembra
cada una en agar nutritivo con ayuda de un asa de Drigalsky. Finalmente se
incuba las placas a temperatura ambiente por 4-7 dias y se evalla su
crecimiento. Siembre por picadura en el centro, con una asa recta (sin anillo) las
mismas bacterias por separado en tubos con medio sélido sin inclinar.

3.3.2.Tema: Identificacibn de microorganismos con el

microscopio 6ptico mediante técnicas tintoriales
3.3.2.1. Objetivos

e Desarrollar las técnicas comunes de identificacidbn microscépica con
tincibn Gram, de azul de metileno y rojo Congo.

e Desarrollar habilidades en los estudiantes sobre la manipulacion de
materiales y reactivos de laboratorio relacionadas a Biotecnologia
Ambiental.

3.3.2.2. Fundamento tedrico

El microscopio Optico es un instrumento se utiliza para la identificacion de los
microorganismos. Entre su estructura es importante el poder de resolucion que
le caracteriza, el cual se define como la capacidad que posee un objetivo para
distinguir la distancia minima entre dos puntos del objeto. El poder de resolucién
de un objetivo es el responsable de la calidad, claridad, nitidez y fineza detallada
de la imagen. Para aprovechar esta ventaja de los microscopios, se han
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desarrollado técnicas tintoriales que destacan las caracteristicas morfolégicas de
los microorganismos (Lopez, et al. 2014).

Aunque los microorganismos vivos se pueden observar directamente en el
microscopio optico, la mayoria de las veces es necesario tefirlos para que sea
mucho més féacil su identificacion. Tefiir ocasiona una reaccion de intercambio
de iones del colorante a lugares activos de la superficie o interior de las
estructuras de la célula, esto va a permitir contrastar mucho mas el
microorganismo con respecto al medio que le rodea (Gonzélez, et al. 2020). Asi
pues, el tefiir tiene las siguientes funciones:

1. Permite hacer visibles a los objetos microscépicos y transparentes;
2. Revela su forma y tamafo;

3. Muestra la presencia de estructuras internas y externas;

4. Produce reacciones quimicas especificas.

Las tinciones se pueden clasificar como simples cuando toda la muestra se tifie
del mismo color y se utiliza un solo colorante (azul de lactofenol o tinta china);
tincion diferencial, cuando se visualiza mas de un color porque se utiliza mas de
un colorante (Gram o Ziehl-Neelsen). Algunas técnicas tintoriales como Gram o
Ziehl Neelsen requieren antes de su proceso la fijacion de las muestras, con la
finalidad de preservar la arquitectura estructural y quimica de las células. Existen
dos tipos de fijadores: fisicos y quimicos. Los métodos quimicos ofrecen mejores
resultados para la fijacion, ya que son liquidos con potencial alto de difusion
intracelular y detienen procesos enzimaticos que provocan autolisis (LOpez, et
al. 2014).

3.3.2.3. Tincién Gram
3.3.2.3.1. Materiales

Material

e Asa bacterioldgica;

e Portaobjetos;

e Mechero Bunsen con manguera;
e Piseta;

e (Goteros para cada reactivo;

e Encendedor.

Equipos

e Microscopio;
e CronOGmetro digital.

Reactivos

e Solucioén de cristal violeta;

Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones y Tendencias m



Capitulo IilI: Practicas de Laboratorio y Cuestionario Guia Sobre Biotecnologia Ambiental

e Solucion de lugol;

e Solucion de alcohol acetona;
e Safranina;

e Aceite de inmersion;

e Agua destilada.

3.3.2.3.2. Metodologia

e Colocar en el portaobjetos una microgota de agua,

e Realizar una extension con el material a estudiar y homogeneizar con
ayuda del asa bacterioldgica;

e Fijar el frotis con calor pasando el portaobjetos de 3 a 4 veces por encima
de la llama del mechero Bunsen, cuidando que no se exceda la
temperatura de exposicién al calor, empleando como referencia que el
calor del portaobjetos pueda ser tolerable para la parte interna de la mano;

¢ Afadir la solucién de cristal violeta hasta cubrir la muestra (area del frotis)
y se deja actuar durante 10s;

e Lavar el portaobjetos, se cubre la preparacion con Lugol y se deja actuar
durante 10s antes de la decoloracion con acetona,;

e Lavar el exceso de yodo. Afadir las gotas suficientes de alcohol acetona,
hasta decolorar (0 maximo 10s);

e Lavar inmediatamente el portaobjetos con agua mediante el chorro de la
piseta;

e Aplicar el colorante de contraste safranina cubriendo la muestra, durante
10s;

e Lavar con agua mediante el chorro de una piseta y dejar secar al aire;

e Observar al microscopio con objetivos de 40X y 100X.

3.3.2.4. Tinciéon de azul de metileno o de Loeffler

3.3.24.1. Materiales

Material
e Asa bacteriologica; e Piseta;
e Portaobjetos; e Goteros para cada reactivo;
e Mechero Bunsen con e Encendedor.
manguera;
Equipos

e Microscopio;
e Crondmetro digital.

Reactivos

e Azul de metileno;
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e Agua destilada;

e Aceite de inmersion.

3.3.2.4.2. Metodologia

1. Colocar en el portaobjetos una microgota de agua;

2. Realizar una extension con el material a estudiar y homogeneizar con
ayuda del asa bacterioldgica;

3. Fijar el frotis con calor pasando el portaobjetos de 3 a 4 veces por encima

de la llama del

mechero Bunsen, cuidando que no se exceda la

temperatura de exposicién al calor, empleando como referencia que el
calor del portaobjetos pueda ser tolerable para la parte interna de la mano;

N R

3.3

3.3.25.1. Materiales

Material

Cubrir el frotis con colorante azul de metileno durante 3 min;
Lavar con agua y dejar secando al aire;
Observar al microscopio con objetivos de 40X y 100X.

5. Tincion con rojo Congo

e Asa bacteriologica;

e Portaobjetos;

e Mechero Bunsen con manguera;

e Piseta;

e (Goteros para cada reactivo;

e Encendedor.
Equipos

e Microscopio;

e Crondmetro digital.

Reactivos

e Rojo Congo;
e Agua destilada;

e Mordente de capsula.

3.3.2.5.2. Metodologia

1. Colocar en el portaobjetos una microgota de rojo Congo;
2. Realizar una extension con el material a estudiar y homogeneizar con
ayuda del asa bacterioldgica;

w

Cubrir el frotis con mordente de capsula por 3 min;

4. Lavar con agua y dejar secar al aire;
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5. Observar al microscopio con objetivos de 40X y 100X.

3.3.3. Tema: Trichoderma sp. como promotor del

crecimiento vegetal del maracuya (Passiflora edulis)
3.3.3.1. Objetivos

e Evaluar el efecto de la cepa Trichoderma harzianum sobre la germinacion
y el crecimiento temprano del maracuya.

e Desarrollar habilidades en los estudiantes sobre la manipulacion de
materiales de laboratorio relacionadas a Biotecnologia Ambiental

3.3.3.2. Fundamento tedrico

El maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Degener) es un cultivo tropical
promisorio para Colombia, que ocupa el segundo lugar en produccién a nivel
mundial. La zona bananera del departamento del Magdalena tiene
caracteristicas agroecologicas adecuadas para su cultivo. Sin embargo, desde
el aflo 2006 se ha registrado una importante disminucién de la produccion en
esta zona, originada por el desestimulo en el manejo agronémico del cultivo y el
abandono por problemas fitosanitarios, provocados principalmente por
patégenos (Cubillos, Valero y Mejia, 2009).

Para contrarrestar la incidencia de plagas y enfermedades se ha planteado la
implementacion de plaguicidas quimicos; sin embargo, éstos resultan altamente
toxicos y dafiinos para el medio ambiente, contaminando suelos, aire y los
mantos acuiferos, ademas de crear resistencia genética en los fitopatégenos a
los ingredientes activos (Morinigo et al., 2019). Teniendo en cuenta lo anterior,
es necesaria la busqueda de alternativas para el manejo de enfermedades en
las plantas, cuyas acciones sean principalmente amigables con el medio
ambiente y sean econémicamente viables (Melo y Granada, 2021).

Ademas del efecto biocontrolador de patdégenos, se ha comprobado que la
inoculacion del género Trichoderma aporta otros beneficios a las plantas; a
través de la descomposicién de materia organica, libera nutrientes en formas
disponibles para la planta; por medio de la actividad solubilizadora de fosfatos,
promueve el crecimiento y el desarrollo de los cultivos, produciendo metabolitos
gue estimulan los procesos de desarrollo vegetal, y la capacidad de multiplicarse
en el suelo y colonizar las raices de las plantas libera factores de crecimiento
(auxinas, giberelinas y citoquininas) que estimulan la germinacién y el desarrollo
de las plantas T. harzianum ha sido destacado como promotor del crecimiento
vegetal en cultivos de berenjena, frijol, café, tomate, papa, maracuya, entre otros
(Camargo y Avila, 2014).
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3.3.3.3. Materiales

Material

Asa bacteriologica e Cepa Trichoderma sp.

Cajas Petri e Suelo abonado con
Papel filtro lombricompuesto

Algodén e Cinta métrica

Semillas de maracuya

Equipos

Autoclave
Incubadora

Reactivos

Alcohol al 70%
Hipoclorito de sodio al 1%
Agua destilada

3.3.3.4. Metodologia

Previamente, reactivar las cepas en cajas Petri con agar avena, incubandose a
una temperatura de 25°C durante 5 d. A partir de estos cultivos esporulados, se
prepararon suspensiones del orden de 104, 108 conidios/mL en agua destilada

estéril.

Germinacioén in vitro de semillas

1.

En cajas Petri, colocar circulos de papel filtro sobre algodén y fueron
esterilizadas en autoclave a 121°C con 15 PSI por 15 min.

Adicionar agua destilada estéril a cada caja hasta saturar el soporte.
Colocar 15 semillas de maracuya obtenidas de frutos maduros
previamente desinfectadas con alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al
1%.

Seguir un disefio experimental de blogues al azar en arreglo factorial con
dos repeticiones por tratamiento, tomando como factores la cepa
Trichoderma sp. y 'y dos concentraciones del indculo
(10%, 108 conidios/mL).

A cada unidad experimental, inocular con 1 ml de la suspension de
Trichoderma sp. de la cepa y la concentracion correspondiente. Al
tratamiento testigo (sin inocular) sélo agregar 1 ml de agua destilada
esteril.

Mantener todas las cajas en oscuridad a 28+2°C, en una incubadora.
Realizar observaciones diarias durante 15 dias, registrando el nUmero de
semillas germinadas, considerando semillas germinadas aquellas cuya
radicula alcanz6 2 mm de longitud.
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8. A partir de los datos registrados, determinar el porcentaje de germinacion
(PG) expresado como el porcentaje total de semillas germinadas a los 15
d. A esta variable también se le llama capacidad de germinacion. El indice
de velocidad de germinacion (IVG) se calculé de acuerdo con la formula
propuesta por Brown y Mayer (1988):

P, P P
W6 ==4+-24.42
I T Ty
donde: P = ndmero de semillas germinadas; T = tiempo en que germinaron; y n
= d del dltimo control.

9. El tiempo medio de germinacion (TMG) calcular de acuerdo con Garcia,
et al. (1982):

[(x1d1) + (x2d2) +---+ (x15 d15)]
x15

donde: x1, x2, x15 son las semillas germinadas en el d 1, 2, 15; d1, d2,... d15
son los dias de incubacion, y X15 es el nimero total de semillas germinadas en
el d 15 cuando se realiz6 el conteo final de semillas germinadas.

TMG =

Desarrollo de plantulas

10. Tomar 2 semillas de cada tratamiento y cada una sembrar a 1 cm de
profundidad en recipientes con 250 g de suelo abonado con
lombricompuesto previamente esterilizado en autoclave a 121°C con 15
PSI por 30 min.

11.Inocular nuevamente con 4 ml de las suspensiones de 104 108
conidios/mL de Trichoderma sp. y un testigo sin inocular.

12.Mantener las plantulas en condiciones de invernadero con humedad
relativa de 70- 80% y temperatura de 31-34°C, donde el volumen de aire,
luminosidad y ataque de plagas se controlen con riego diario por
nebulizacion cada 30 min durante 10 s.

13.Utilizar un disefio de bloques completos al azar, con dos factores,
conformado por la cepa Trichoderma sp., y las dos concentraciones del
in6culo. Cada tratamiento contd con dos repeticiones.

14.Después de dos meses, registrar el nimero de hojas verdaderas, medir
la altura, el grosor del tallo en la base y la longitud de la raiz con la ayuda
de un metro, y determinar el peso seco total de cada una de las plantas.

15. Presentar los resultados en una tabla similar a la tabla 9 que se presenta
a continuacion, segun el numero de cepas disponibles en el laboratorio.
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Tabla 1
Tabla de medias

Tratamientos LT (cm) GTB (mm) NHV LR (cm) PST (9)
TCN-014-10* 17,4 bc 0,98 b 70b 9,4 c 0,195 bc
TCN-014-10° 195b 1,32 a 70D 12,2b 0,243 ab
TCN-014-108 23,7a 1,12b 85a 142 a 0,335a
TCN-005-10* 16,9 bc 0,93 bc 6,8 b 9,3c 0,193 bc
TCN-005-104 18,4 bc 1,09 b 70b 10,2 ¢ 0,243 ab
TCN-005-104 20,1 ab 1,12b 7,8 ab 13,0 ab 0,235b

Testigo sin 145c¢c 0,84c 50c 7,5d 0,108 c

inocular

Nota: Medias para la longitud del tallo (LT), grosor del tallo en la base (GTB), nimero de hojas verdaderas
(NHV), longitud de la raiz (LR) y peso seco total (PST); de las plantulas de maracuya establecidas en el

invernadero durante dos meses. Fuente: (Cubillos-Hinojosa, Valero & Mejia, 2009).

3.3.4.Tema: Aislamiento de microalgas y cianobacterias en

muestras de aguay suelo
3.3.4.1. Objetivos

¢ |dentificar microalgas y cianobacterias de muestras terrestres y acuaticas.
e Cuantificar microalgas y cianobacterias que se encuentran en muestras
de agua y tierra.

3.3.4.2. Fundamento teérico

Las cianobacterias y microalgas son organismos, que han evolucionado desde
el origen de la tierra adaptandose a diferentes ecosistemas, ademas de ser
capases de realizar fotosintesis mediante pigmentos que les permiten usar la luz
como fuente de energia (Herndndez-Pérez y Labbé, 2014; Llopiz, 2016).

Asimismo, estos microorganismos posen compuestos bioactivos con diversos
usos potenciales, fundamentalmente en biomedicina, agropecuaria, cosmética
(Llopiz, 2016), asi como son de suma importancia dentro de la industria
farmacéutica por los metabolitos secundarios producidos, mientas que en el
campo de biorremediacién generan combustibles, electricidad y son utilizados
para el tratamiento de aguar residuales (Morales et al., 2022).

Los estudios de bioprospeccion de microorganismos fotosintética son utilizados
como recursos bioldgicos para la produccion de biofertilizantes, pigmentos y
exopolisacéridos son de interés cientifico ya que pueden generar informacién
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sobre biodiversidad, taxonomia, bioquimica, nutricién y biotecnologia de cultivos
de estos microorganismos fotosintéticos (Morales et al., 2022).

3.3.4.3. Materiales
e Asa bacteriologica; e Cinta masking;
e Cajas Petri; e Guantes;
e Muestras ambientales; e Portaobjetos;
e Recipientes para recoleccion e Cubreobjetos.
de muestras de orina;
Equipos

e Incubadora;
e Microscopio;
e Camaras Neubauer.

Reactivos

e Alcohol al 70%;
e Agua destilada;
e Nitrofoska foliar (NKP) 1% m/v.

3.3.4.4. Metodologia

Recoleccién de muestra

Previo a la practica se recogeran y etiquetaran las muestras ambientales, por lo
gue sera necesario usar 2 frascos para recoger orina. El primero debera ser
llenado con una muestra de tierra y el segundo con una muestra de agua. Es
importante tener en cuenta que las muestras deben ser recolectadas de zonas
de colores verdosos, las cuales muestran presencia de organismos
fotosintéticos. Paralelamente, se debe tomar datos de ubicacién geografica de
los lugares donde las muestras seran recolectadas.

Preparacion de cultivos

La preparacién de medios de cultivo (Agar nutritivo, Nitrofoska foliar) y de agua
peptona se lleva a cabo al preparar 350 ml de agar nutritivo y 350 ml de
Nitrofoska foliar. Se lleva a autoclave durante 25 minutos a 121 °C para la
esterilizacion; se distribuye en las respectivas cajas de Petri; la preparacion de
Agua Peptona se prepara un volumen de 200 ml (6 tubos).

Para preparar un litro de medio de cultivo Nitrofoska foliar se diluye 3 mL de
Nitrofoska foliar en 997 mL de agua destilada estéril.

Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones y Tendencias



Capitulo IilI: Practicas de Laboratorio y Cuestionario Guia Sobre Biotecnologia Ambiental

Aislamiento de microorganismos fotosintéticos del suelo

1. Con la ayuda de unas tijeras, en condiciones de esterilidad junto al
mechero, cortar las raices de las plantas y colocarlas en dos cajas de Petri
estériles;

2. Tomar 5 g del suelo de la rizosfera de las plantas leguminosas y se coloca
en dos cajas de Petri estériles, a la una caja se le afladié 5 mL de medio
de cultivo Nitrofoska foliar;

3. Incubar las cajas de Petri en condiciones de luminosidad bajo una lampara
fluorescente lateral marca Philips Dayligth de 40 W. Después de
transcurrido un mes aproximadamente, aparecen las primeras
poblaciones de microalgas y cianobacterias;

4. Realizar réplicas hasta que la especie se encuentre pura.

Aislamiento de microorganismos fotosintéticos del suelo

1. Se pesa 1l g de tierra y se diluye en 9 ml de agua peptona estéril (10-1),
se homogeniza y se deja reposar un momento para que los sélidos
decanten;

2. A partir de esta solucion se realizaran dos diluciones mas (10-2 y 10-3) en
agua peptona estéril;

3. Para la inoculacion se toma 1 ml de cada dilucion y se siembra cada una
en agar nutritivo con ayuda de un asa de Drigalsky. Finalmente se incuba
las placas a temperatura ambiente y se evalGa su crecimiento.

Aislamiento de microorganismos fotosintéticos de agua

1. Agitar siempre de forma vigorosa la botella que contiene la muestra de
agua antes de tomar cantidad alguna de la misma;

2. Preparar diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10.000 y usando una pipeta
distinta y estéril para cada situacion;

3. Sembrar 0,5 ml de la muestra original y 0,5 ml de las diluciones
anteriormente preparadas en placas de agar nutritivo. Generalmente, es
preferible usar las dos o tres ultimas diluciones.

Conteo de microalgas y cianobacterias en camara de Neubauer

1. Se deben transferir entre 10 a 15 microlitros de la dilucion hacia la camara
de recuento de Neubauer, pero lo mas importante es que la camara quede
completamente llena pero no en exceso para evitar que la lamina que la
cubre se mueva por accién de la dilucion transferida (figura 35);

2. Hay que contar todas las células que estan dentro de cada cuadrado
mediano y aquellas que estan tocando los lados superior y derecho de
dicho cuadrado (aunque estén parcialmente fuera). Siguiendo este
criterio, en la figura se contarian las células en color verde, y no se
contarian las células en color rojo.
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Figura 1
Conteo en la camara de Neubauer
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Nota: Fuente: Mikros testak.org. s.f.

3. Sihemos contabilizado N células en uno de los cuadrados grandes (o sea,
en 25 cuadrados medianos), la concentracién de nuestra muestra sera:

N x 10*cel/ml

4. Si para hacer el recuento hemos tenido que concentrar o diluir la muestra
inicial, hemos de tener en cuenta este factor de concentracién-dilucion (f):

N x 10* x f cel/ml

suspension celular inicial = suspension celular diluida x factor de
concentracion-dilucion.

Identificacién de microorganismos fotosintéticos

Cada muestra recolectada se analiza usando el microscopio optico para detectar
los grupos de microalgas presentes. Para ello, se observa los caracteres
morfolégicos que fueron comparados con claves taxonémicas. Se recomienda
consultar el “Catalogo de microalgas y cianobacterias de agua dulce del
Ecuador’.

Sistemade alto rendimiento parala determinacién de concentracién celular
mediante espectrofotometria

La metodologia propuesta se basa en el desarrollo de una curva de calibracion
gue describe la relacién entre la concentracion celular de una muestra algal y su
densidad Optica. Esta relacion matematica permitira evaluar la tasa de
crecimiento de un cultivo de microalgas mediante mediciones rapidas por
espectrofotometria.

1. Evaluar la densidad Optica de cada una muestra de microalgas mediante
espectrofotometria.

2. Colocar 7 mL en la cubeta de cuarzo de 10 mL, y medir su absorbancia a
750nm usando un espectrofotometro (Thermo Scientific, Spectronic).
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3. Usar la siguiente ecuacion para realizar mediciones rapidas de la
concentracion celular de una muestra de microalgas en base a su
absorbancia (Chicaiza Ortiz, et al., 2021).

CC=2%10"*A—2,5*10°

donde CC corresponde a la concentracion celular de una muestra de
microalgas y A representa la absorbancia medida a 750 nm para esa
misma muestra.

3.3.5. Tema: Fructificacion del hongo Pleurotus ostreatus

con potencial en la biodegradacion de contaminantes
3.35.1. Objetivos

e Evaluar el crecimiento y produccion de Pleurotus ostreatus sobre residuos
de cacao, bajo condiciones ambientales controladas temperatura,
humedad, iluminacién y aireacion.

e Determinar el tiempo transcurrido a partir de la siembra hasta la
fructificacion y aparicidon de los primeros primordios.

o Establecer el tiempo trascurrido en la obtencion de la primera cosecha, es
decir, el tiempo a partir de la cual la muestra se colocé en produccién
hasta el primer corte de hongos en estado maduro.

e Controlar varios factores, como son la luz, temperatura, humedad, plagas,
para obtener un completo desarrollo de Pleurotus ostreatus y fijar el
numero de cosechas obtenidas.

e Evaluar los cuerpos fructiferos producidos, mediante varios parametros
como son el color, sabor, olor, tamafo, peso fresco, la eficiencia biolégica
y la tasa de produccién para establecer la calidad del hongo obtenido.

e Investigar sobre las posibles aplicaciones del hongo en diferentes
campos, Yy la importancia de la produccién del mismo.

3.3.5.2. Fundamento tedérico

El cultivo de hongos comestibles del género Pleurotus spp., comunmente
conocidos como hongos ostra u orellanas, fue realizado por primera vez en el
mundo a principios del siglo pasado y se ha incrementado en las Ultimas cinco
décadas, alcanzando el 14,2% de la produccion total de hongos comestibles en
el mundo en el afio de 1997, siendo China el principal productor con el 86,8%
(Garzén y Cuervo, 2008) de la producciéon mundial y con cerca de 800.000
toneladas producidas al afio. Este mayor crecimiento se debe al valor nutricional
del hongo, caracteristicas organolépticas y facil disponibilidad de materiales
utilizados para el sustrato. En la tabla 10 se observa la taxonomia de Pleurotus

spp.
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Clasificacién taxondmica del hongo Pleurotus ostreatus

Tabla 2
Clasificacion taxondémica del hongo
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Homobasidiomycetes
Orden Agaricales
Familia Pleurotaceae
Género Pleurotus
Especie P. ostreatus
Nombre binomial P. ostreatus Champ.

Nota: Fuente: Garzén y Cuervo, 2008.
Caracteristicas fisiolégicas

Es un hongo degradador de materia organica que se alimenta principalmente de
lignina y celulosa, estas son azUcares que se encuentran disponibles en la
materia muerta como paja, cacao, maiz, cafia, trigo, cebada, etc; potencialmente
también se ha determinado su degradacion como materiales recalcitrantes
(Urdiales Jarro, et al., 2022), lo que sugiere una potencial aplicacion en
biorremediacion. Ademas, el micelio debe tener a su disposicion la fuente de
carbono que constituye la base nutricional de su crecimiento.

Caracteristicas morfologicas

Se encuentra constituido de: Sombrero (Pielo), Pie reducido (Estipite) y Laminas
(Himenio). En la figura 36 se observa una ilustracion de la morfologia del hongo
(Uribe, 2014).

e Sombrero: forma de paraguas, mas o menos circular, su desarrollo se da
en forma de una ostra u oreja;

e Laminas: dispuestas radialmente como varillas de un paraguas, que va
desde el pie que lo sostiene, hasta el borde, son anchas, blancas o
cremas;

e Pie: es firme, blanco, algo peludo en la base, ligeramente duro.
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Figura 2
Morfologia del hongo Pleurotus ostreatus
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Nota: Fuente: Uribe, 2014.
Produccién de hongos

El ciclo de vida de los hongos, inicia a partir de una espora la cual generara el
micelio primario. Este micelio primario, comienza a desarrollarse y crecer de
manera vegetativa, es decir, sin formar los cuerpos reproductores. Al finalizar
este crecimiento, las células seran capaces de cambiar su estructura celular que
finalmente se desarrollaran en los cuerpos reproductores.

En el momento de que la espora germina, un pequefio filamento inicial comienza
a aparecer, este filamento es llamado hifa. Esta hifa continla creciendo,
generando una red mas densa llamada micelio. Luego de estar desarrollado
completamente el micelio, este estara listo para generar los cuerpos
reproductores, los cuales son el producto que se cosechara, en este caso, la
Orellana (Uribe, 2014).

Los pasos basicos en el cultivo de los hongos, en general, tienen parametros
similares para su produccién, variando entre una especie y otra los
requerimientos nutricionales, pH, temperatura, CO2, etc.

A continuacion, se muestran los pasos generales que se deben tener en cuenta
al producir hongos comestibles segun Carvajal (2010):

1. Preparacion del medio de propagacion de las esporas en cajas de Petri o
tubos de ensayo;

2. Germinacion de las esporas en medios aislados de cualquier tipo de
contaminacion (asepsia completa), para desarrollar una excelente cepa
madre;

3. Desarrollo completo del micelio en el medio de propagacion que
generalmente es agar;

4. Preparacion de los granos de cereal donde se desarrollara la semilla del
hongo a cultivar;
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5. Mezcla de la semilla de granos inoculados, con el sustrato especifico para
el hongo a cultivar;

6. Etapa de incubacion del sustrato en ambiente controlado con temperatura
y humedades relativas entre los 23 — 27 °C y 90 — 100 % respectivamente.
Esta hace referencia a la etapa vegetativa;

7. Etapa productiva del cultivo, se manejan temperaturas entre 16 — 20 °C,
humedad relativa entre 80 — 90 % y CO2 en minimas concentraciones.

Caracterizacion de la materia prima

Se muestran los parametros 6ptimos que debe tener los residuos para el correcto
desarrollo del Hongo, pero hay que tener en cuenta que dependen
principalmente de las condiciones ambientales y del tipo de sustrato sobre el cual
se desarrollan.

Tabla 3
Pardmetros para el crecimiento de Pleurotus ostreatus
Parametro %
Contenido de agua 88,89
Carbohidratos totales 7,74
Proteinas 2,27
Lipidos 0,1
Cenizas totales 1,0

Nota: Fuente: Carvajal, 2010.
Condiciones de incubacién

La incubacién tarda de 22 a 3°C dias y es necesario que la temperatura en el
sitio de incubacion permanezca de 23 a 24 °C, el area de incubacién debe ser
un lugar oscuro, fresco y cerrado para mantener la humedad de 70 a 80%
(Carvajal, 2010).

Condiciones de fructificacion.

Se aumento la humedad de un 80 a 93% para inducir a la formacion de cuerpos
fructiferos, esta etapa se puede realizar en el mismo cuarto de incubacion, si
tosa las bolsas estan cubiertas por le micelio, asimismo se debe manejar una
temperatura de 16 a 18 °C (Carvajal, 2010).

3.3.5.3. Materiales

Material

e Sustrato de cacao;
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e Fundas plasticas;
e Rotulador.

Reactivos

e Micelio de Pleurotus ostreatus;
e Agua destilada;
e Solucion de Benomyl 0,02%.

3.3.5.4. Metodologia

1. Sembrar Pleurotus ostreatus en el sustrato seco de cacao previamente
tratado con Benomyl al 0,6% por 30 minutos una vez que se ha
desarrollado en el trigo (para la siembra el sustrato de caco debe estar lo
mas finamente dividido con el objetivo de que el hongo pueda aprovechar
al maximo los nutrientes que este necesita para su crecimiento);

2. Colocar una cantidad adecuada de sustrato sembrado, hasta llenar a la
mitad una funda transparente;

3. Rotular las fundas y colocar en un lugar fresco que se encuentre
completamente oscuro y con calefaccion para lograr una temperatura de
28°C (estas condiciones se deben mantener por al menos 14 dias);

4. Observar durante los 14 dias como los micelios de Pleurotus ostreatus se
han esparcido completamente rodeando todo el sustrato, logrando asi una
apariencia algodonosa;

5. Mantener el material en condiciones de humedad, luz por 12 horas y
oscuridad por el mismo periodo de tiempo en el dia, dependiendo de que
tanto se mantengan estas condiciones se podra observar en mayor o
menor tiempo, la fructificacion del hongo;

6. Mantener a las setas en un espacio suficiente para expandirse;

Regar agua frecuentemente para evitar que estas se deshidraten;

8. Cosechar las setas al cabo de 4 o 5 dias, para ese procedimiento solo se
necesita cortar el hongo fructificado con la ayuda de un bisturi. Si se
mantienen nuevamente las condiciones antes mencionadas se puede
lograr una segunda y hasta tercera cosecha.

~

3.4. Discusion

La inoculacién y el aislamiento de microorganismos en distintas muestras
ambientales es una etapa importante para entender la ecologia microbiana, las
ciencias ambientales y la biotecnologia. Las practicas propuestas consideran el
crecimiento de microorganismos en condiciones especificas de laboratorio para
Su posterior aislamiento, incluyendo bacterias, microalgas u hongos con sus
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usos potenciales en diversas areas. La microscopia éptica es una técnica muy
utilizada para identificar microorganismos, que se ve complementado con
técnicas tintoriales, para la identificacion de grupos especificos de
microorganismos.

Se profundiza en Trichoderma sp, un género de hongos con propiedades
promotoras del crecimiento de las plantas para ser utilizado como biofertilizante
en el cultivo de maracuyd; también se destaco el uso de otro hongo, Pleurotus
ostreatus, un hongo con potencial en la biodegradacion de contaminantes
recalcitrantes. Las préacticas de laboratorio implicadas en la inoculacion vy
aislamiento de microorganismos, la identificacion mediante microscopia éptica y
tincién, y el estudio de Trichoderma sp., microalgas y cianobacterias, y Pleurotus
ostreattus ostreatus en procesos de biorremediacion pueden reducir el impacto
ambiental de los contaminantes y promover practicas sostenibles, no solo a nivel
laboratorio, sino que pueden ser escaladas en plantas pilotos o comerciales.

3.5. Conclusiones

Las préacticas de laboratorio descritas en este capitulo seran una herramienta de
aprendizaje para los estudiantes, técnicas de laboratorio y docentes. Se explica
en todas las practicas un fundamento tedrico en base al método cientifico, que
permiten entender los fundamentos tedricos previos a la experimentacion. Por
otra parte, el banco de preguntas y respuestas sobre Biotecnologia Ambiental
resolvera algunas dudas para aquellas personas cuyos intereses estén
relacionados a esta area de conocimiento, ademas sirve para generar una base
de datos que se podria utilizar en cuestionarios. Asimismo, se crea un debate
para el mundo de la ciencia, dado que las preguntas abiertas tienen distintas
posibles respuestas.
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Anexos

Cuestionarios de biotecnologia ambiental

Pregunta 1. Los biocombustibles son recursos energéticos en estado liquido,
sélido o gaseoso, que los humanos obtienen a partir la biomasa. Su funcién
principal es liberar la energia de su composicion quimica en una reaccion de
combustién. Si el resultado de esta combustion es el CO2, entonces el
biocombustible se considera ecolégico porque:

a. Provienen de plantas
b. No generatanto CO:
c. No consumen energia
d. No generan metano

Pregunta 2. Aquel biocombustible que es producido biolégicamente por
fermentacion enzimatica de azucares o almidones de ciertos cultivos como el
trigo, maiz o cafa se denomina:

Biogas

Biodiesel

Bioetanol
Biomasa

oo op

Pregunta 3. Seleccione Verdadero o Falso segun corresponda en el siguiente
enunciado: “La utilizacion de sistemas como la incineracion, gasificacion y
pirélisis implican estrictamente el uso de organismos vivos para la remediacion
ambiental, la prevencion de la contaminacion, la detecciéon y el seguimiento de
los contaminantes y, mas recientemente, la transformacion de los residuos en
energia, biopolimeros y otros beneficios”.

a. Verdadero
b. Falso

Pregunta 4. Relacionar las aplicaciones de la biotecnologia con cada
descripcion.

Aplicaciones Descripcién Respuesta

1. Biomarcadores a. Es un sistema analitico que conecta
componentes biolégicos a
transductores para lograr una
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deteccion rapida en el medio
ambiente.

2. Biosensores b. Estos son cambios que pueden
ocurrir en un organismo o poblacion
en respuesta al estrés ambiental.

3. Biocombustibles | c. Contribuyen a la sostenibilidad ya
gue en la mayoria de los casos los
subproductos no se eliminan
adecuadamente.

4. Biorremediaciéon | d. Cambios de un compuesto complejo
a uno simple y que no es toxico.

5. Biotransformacion | e. Es una técnica que utiliza los
microorganismos que se encuentran
en el suelo para limpiar un ambiente
contaminado.

Pregunta 5. ¢(Cudl de estos gases es una fuente prometedora para la
recuperacién mejorada de petréleo, que también ayudaria a reducir los gases de
efecto invernadero?

Metano

Dioxido de carbono
Oxido nitroso
Gases fluorados

oo op

Pregunta 6. Seleccione las opciones que considere correctas, maximo tres.
¢, Qué métodos de los siguientes enlistados, reducen los impactos ambientales
negativos derivados de la actividad petrolera y las técnicas de inyeccion de CO:
en reservorios subsuperficiales?

Literales Posibles respuestas
a) Inyeccion de CO: — agua alterna gas 1. ab,e
(WAG)
b) Nuevos sorbentes con CO2 2. a,bd
c) Aditivos polimeros para espesamiento 3. a,cd

directo de CO2

d) Inundacién del depdsito de CO2 mejorado 4. a.c,e
con NP

e) Barreras petroliferas con CO2
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Pregunta 7. Las biopilas se usan para tratar suelos contaminados con
compuestos derivados de petroleo, se lo hace mediante pilas sucesivas, adicion
de elementos esenciales y la aireacién que estimula la actividad microbiana,
obteniendo finalmente la degradacién. Un proceso similar a este es:

oo op

Fitorremediaciéon
Vitrificacion
Landfarming
Bioventeo

Pregunta 8. El tipo de plantas conocido como hiperacumuladoras son aquellas
empleadas en los procesos de fitorremediacion para solucionar generalmente la
contaminacion con:

oo op

Metales pesados porque son elementos que se pueden degradar
Hidrocarburos de bajo peso molecular poque son faciles de degradar
Metales pesados porque son elementos que no se pueden degradar
Hidrocarburos de bajo peso molecular porque no son faciles de degradar

Pregunta 9. La biorremediacion pasiva o atenuacion natural se presenta debido

a.

Los organismos utilizan sustancias quimicas contaminantes como
alimento, lo que la transforma en materiales toxicos, en general

Esta reaccion espontanea implica una variedad de procesos naturales
gue no permiten la eliminacion y/o transformacion de los contaminantes
Todos los ecosistemas presentan un cierto grado de resiliencia
considerada como la capacidad para retornar a las condiciones previas a
una perturbacion

La recuperacion es la degradacion por la actividad de los
microorganismos externos, en general, por el concurso de poblaciones
microbianas iguales

Cuestionarios de las lecturas sobre el reino fungi

Pregunta 10. ¢ Qué alternativas se podria proponer desde una perspectiva
de economia circular para compensar el impacto ambiental negativo de la
industria textil?

Pregunta 11. ¢;Comenta sobre las alternativas prometedoras para la
fabricacion del cuero sintético y por qué?
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Pregunta 12. ;Cuales son los procesos que afectan la fabricacion del cuero
bovino y sintético en relacién al impacto ambiental?

Pregunta 13. Escriba al menos 6 ventajas y desventajas entre el cuero
bovino, sustitutos del cuero sintético y renovable.

Pregunta 14. ¢ Como es el proceso de fabricacion de sustitutos del cuero
derivados de hongos?

Pregunta 15. Mencione 3 productos similares al cuero producidos a partir
de micelio fungico

Pregunta 16. ¢ Cuéles son los tratamientos involucrados en la manufactura
necesarios para convertir las esteras de micelio?

Pregunta 17. ¢Mencione los materiales de origen forestal que tienen la
capacidad de interrumpir las practicas de manufactura perjudiciales para
el ambiente?

Pregunta 18. ¢ Cual es la funcidon de los hongos de podredumbre blanca?

Pregunta 19. ¢ Puede sintetizar nanoparticulas en base a hongos? En caso
de que su respuesta sea positiva explique como lo haria, o en caso de que
Su respuesta sea negativa explique las limitaciones del por qué no se
podria.

Solucionario de preguntas y/o ejercicios

Usted puede encontrar las preguntas y respuestas mediante un cuestionario
interactivo en la siguiente plataforma:

https://view.genial.ly/64501e0b7030560012538949/interactive-content-cuestionario-ba
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Se puede obtener mas informacion en la siguiente pagina donde estara
disponible mayor contenido bibliografico y recursos multimedia:

https://www.biotecambiental.com/

https://www.facebook.com/BIOTAS.LATAM/

https://www.youtube.com/@biotecnologiaambientalsust8893/
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EDITORIAL GRUPO

Resumen:

La Biotecnologia Ambiental emplea el uso de organismos para la
prevencion, monitoreo y remediacion de los ecosistemas, al mismo
tiempo permite la generacion de bioproductos y energia limpia. El
libro consistio en tres capitulos, en el primero se establece los
fundamentos de la Biotecnologia Ambiental y sus aplicaciones en
entornos terrestre, acuatico y aeéreo; ademas, se presentan
herramientas aplicadas como los biosensores en el monitoreo
ambiental, la fitorremediacion en varios contextos de Ameérica Latina
y el fortalecimiento de la agricultura sustentable. En el segundo
capitulo se describe la importancia de un estudio bibliométrico y el
enfoque para las diversas investigaciones, se detalla un manual de
uso, que permite su replicabilidad en otros contextos. Ademas de
presentar un caso de estudio aplicado al tema central de este libro,
gue sistematiza los temas mas estudiados, las tendencias, revistas y
paises con mayores contribuciones. En el tercer capitulo se
presentan varias practicas de laboratorio y una seccién de preguntas,
que pueden ser empleadas en otras instituciones educativas o de
manera autobnoma. En conclusion, los capitulos son complementarios
entre si, facilitando la comprension e interés del lector. El area de
mayor relevancia corresponde a la biorremediacion en suelos
contaminados por hidrocarburos y metales pesados, los grupos mas
frecuentes en la revision fueron hongos, cianobacterias y organismos
genéticamente modificados. Finalmente, existe una oportunidad del
uso y la potencial combinacion de las técnicas basadas en
metagenomica, ADN ambiental, inteligencia artificial para el
desarrollo de las nuevas tendencias de la Biotecnologia Ambiental.
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