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as bacterias son organismos que pueden vivir en diferentes

ambientes y consumir una gran variedad de compuestos,

siendo una de sus caracteristicas llamativas que toleran y
usan ciertos contaminantes como fuente de energia, lo cual
posibilita la remediacion de ecosistemas afectados por actividades
humanas o naturales. En este sentido es importante la posibilidad
de llevar a cabo el saneamiento, por accion bacteriana a gran
escala, de dreas contaminadas con compuestos organicos
persistentes (COP) tales como hidrocarburos de petroleo y
plaguicidas en suelos y en aguas, desarrollando una accion
conocida como Biorremediacién, la cual consiste en propiciar
procesos bioldgicos bacterianos que permitan transformar los COP
en sustancias no contaminantes y remover asi tales compuestos
con un alto porcentaje de efectividad.

Debido al desarrollo que Colombia ha experimentado en los
altimos anos, se ha visto un incremento de la concentracion de
COP especialmente en las zonas costeras y marinas. El Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras “José Benito Vives de Andréis”
INVEMAR, conciente de tal situaciéon y de la importancia que
juegan las bacterias en los ecosistemas marinos, se ha encargado
de aislar e identificar especies bacterianas marinas y estuarinas
nativas con capacidad degradadora de COP para conformar la
primera colecciéon de microorganismos de este tipo, a través del
proyecto “Seleccion y aplicacion de bacterias marinas con
capacidad degradadora de compuestos orgdnicos persistentes
(COP) en el Pacifico y Caribe colombiano”, desarrollado gracias al

apoyo financiero de COLCIENCIAS y la cooperacion con la
Universidad de los Andes y los Institutos de Oceanologia (IDO) y
Bioproductos marinos (CEBIMAR) de Cuba, ademis de la
colaboracion de las Corporaciones Autonomas Regionales Costeras
CARSUCRE, CVS, CRC y CORPONARINO.

Este documento menciona de manera concisa algunas de las
técnicas de biorremediacion con las que se puede lograr la
biodegradacion de un contaminante, describiendo brevemente las
caracteristicas de las bacterias, su morfologia y técnicas de
aislamiento e identificacion, explicando el impacto de los
hidrocarburos y plaguicidas sobre el mar y presentando un
panorama de la biorremediacion en Colombia.

El INVEMAR tiene por mision llevar a cabo la investigacion
bésica y aplicada de los recursos naturales renovables y del medio
ambiente en los litorales y ecosistemas marinos de Colombia, esta
cartilla divulgativa de Bacterias marinas desea dar a conocer la
importancia de nuestro trabajo en este campo del conocimiento
cientifico, con el fin de fomentar y crear conciencia de la
importancia de la investigacion en la solucion de los problemas
ambientales que nos aquejan.

/;/;_-, DO~ =~ D‘\(_——\)

FRANCISCO A. ARIAS ISAZA
Director General

INVEMAR o COLCIENCIAS e UNIANDES o CEBIMAR




CONTENIDO

Introduccion

ANEECEACTIEES ..o 6
1. Aspectos generales 8
1.1, 4QUE €5 UNA DACLELIA? .....vvviciieiececceeeeee s 8
1.1.1. Caracteristicas de 1as bacterias. ...........cccccooviiiiiniiiiiiiniiiciincccs 9
1.2. ;Qué es la biorremediacion?. LA
1.2.1. BIO@SUMUIACION ... 12
1.2.2. BiOAUMENTACION ...t 13
1.2.3. Atenuacion natural (Biorremediacion intrinSeca) ..........ocoeveveeeeecieceeeereeeanns 13
1.2.4, LandEarming........oooiviviriiiiee e 14
1.2.5. BIOSPALGING......uvucveiiiiii i 14
1.2.6. BIOVENTNG ... 14
1.2.7. COMPOSIAZE ... 15
2. Compuestos organicos persistentes 17
2.1. Petr6leo y sus derivados ........cccceirrrrrsreieceeeee 17
2,110 COMPOSICION. ...t 17
2.1.2. Impacto de los hidrocarburos de petroleo en el mar............cccoovvivivininininnns 17
2.2, PLAGUICHAAS .. 18
2.2.1. COMPOSICION. ...t 18
2.2.2. Impacto de los plaguicidas en el mar..........cooooiviiniiii 19
2.3. Compuestos orgdnicos persistentes en Colombia.............ccceovvriinan. 19
2.3.1. Petroleo ¥ suS derivados ... ...t 19

2.3.2. Plaguicidas

3. Panorama de la biorremediacion en Colombia................21

3.1. Bacterias marinas nativas con potencial para la

biorremediacion en Colombia .22
3.1.1. Metodologia de aislamiento, recuento y CONSErvacion ...............oocovveerrcrcenas 22
3.1.2. Bacterias obtenidas en el proyecto ..........ccooccveiiiiinniiiiseesea 26
Referencias bibliOGrafiCas............cocooiiiiiiiiiiiiiics 31

AGRADECIMIENTOS

La realizacion del proyecto “Seleccion y aplicacion de bacterias
marinas con capacidad degradadora de compuestos organicos
persistentes (COP) en el Pacifico y Caribe colombiano”; asi como la
presente publicacion fueron financiados por COLCIENCIAS vy el
INVEMAR. Queremos agradecer por su apoyo a las siguientes
personas e instituciones que hicieron valiosos aportes en la
elaboracion de este documento:

CORPONARINO
Marcela Caviedes

INVEMAR

Bienvenido Marin

Luisa Fernanda Espinosa
CEBIMAR

Roberto Rafael Nunez
Eudalis Ortiz

Julian Betancourt
Juan Pablo Parra
Jorge Acosta
Jesus Garay

CVS

Jaime Garcia Exbrayac

José Sanchez
Andrés Caiaffa
Leonardo Arias
CRC

Luz Marina Prieto

Julio Bohorquez
Robinson Casanova

Universidad de los Andes
Jenny Dussin
Martha Vives
Lucia Lozano

Estudiantes

Gridis Cortéz

Silvia Narvdez

Ana Maria Perdomo

CARSUCRE
Tulio R. Ruiz
Orlando de la Ossa Nadjar

INVEMAR ¢ COLCIENCIAS o UNIANDES o CEBIMAR



olombia, siendo el Gnico pais de Sudamérica que cuenta

con costas en los dos océanos, se ve enfrentado a la

problemitica de contaminacion por plaguicidas e
hidrocarburos en sus mares y costas; las principales fuentes que dan
lugar a este fendmeno son los productos asociados con las
actividades agricolas, industriales, maritimas y con los procesos de
explotacion, transporte y manejo del petroleo.

El problema de la contaminacion ambiental continta
incrementandose por la descarga permanente de contaminantes que,
debido a su toxicidad y persistencia afectan directamente los
ambientes vulnerables, como son estuarios, zonas costeras,
humedales, entre otros. En la costa Caribe las zonas mas afectadas por
compuestos organicos persistentes (COP) tales como hidrocarburos y
plaguicidas organoclorados son los principales centros urbanos como
Santa Marta, Barranquilla, Cartagena, los Golfos de Morrosquillo y
Urabd; mientras que en el océano Pacifico, las areas mas impactadas
se encuentran en los puertos de Tumaco y Buenaventura, asi mismo,
los rios que bafan el departamento de Narino.

Actualmente, para reducir la concentracion de este tipo de
contaminantes en los diferentes ecosistemas se emplean técnicas de
biorremediacion, en las que a partir de procesos biologicos ciertas
sustancias o compuestos son transformados en otros, siendo las
bacterias las principales causantes de tal conversion. La
biorremediacion compite con tecnologias alternas para garantizar la
limpieza ambiental, es una de las opciones menos costosas, ademas

representa una solucion permanente a la problematica de la
contaminacion porque el contaminante es completamente destruido
o “secuestrado”. En el campo de la microbiologia ambiental, el uso
de bacterias previamente aisladas en lugares contaminados para la
biodegradacion de un compuesto organico persistente donde las
poblaciones bacterianas nativas son muy bajas se denomina
bioaumentacion. Esta técnica de biorremediacion se puede usar
“ficilmente” siempre y cuando exista una informacion de soporte,
que revele el tipo de especies bacterianas que se pueden emplear.

Bajo este marco de referencia y con el propésito de conocer el
potencial biorremediador de los microorganismos nativos que a
futuro en Colombia puedan ser usados para descontaminar y
recuperar ecosistemas afectados por COP, el Instituto de
Investigaciones Marinas y Costeras -INVEMAR a través de su
Programa Calidad Ambiental Marina y con el apoyo de
COLCIENCIAS llevo a cabo durante los aios 2004 y 2005 el proyecto
denominado “Seleccion y aplicacion de bacterias marinas nativas
con capacidad degradadora de compuestos orginicos persistentes
(COP) en el Pacifico y Caribe colombiano”. La informacion
recopilada en este proyecto permitird en parte desarrollar la técnica
de bioaumentacion, en el momento que una situacion lo amerite.
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e entiende por “contaminacion del medio marino” la

introduccion por el hombre, directa o indirectamente, de

sustancias o de energia en el medio marino, incluyendo los
estuarios. En algunos casos tal contaminacion produce efectos nocivos
sobre la vida marina, peligro para la salud humana, obstaculizacion de
las actividades maritimas, incluidas la pesca y otros usos del mar,
deterioro de la calidad del agua del mar para su utilizacion y
menoscabo de los lugares de esparcimiento (GESAMP, 1980).

Los contaminantes orgdnicos persistentes (hidrocarburos,
plaguicidas organoclorados) presentes en el suelo y en el medio
marino son quimicos que por lo general pueden llegar directamente
a un ecosistema, como en la aplicacion de un plaguicida, o
accidentalmente, por los derrames en lagos y ambientes marinos,
generando pérdidas econdémicas y un gigantesco desequilibrio
ambiental. Hoy por hoy, es necesario conocer las tendencias y el
comportamiento de los niveles de concentracion de los
contaminantes de mayor incidencia en el medio marino y costero
(hidrocarburos, plaguicidas, metales pesados y material organico),
para poder brindar una solucion efectiva que conduzca a la
recuperacion de los ecosistemas vulnerados.

El desarrollo de la industria petrolera es una fuente de progreso
econdmico, pero a la vez una fuente de deterioro ambiental, debido
a que los ecosistemas marinos han sido afectados por las actividades
de exploracion, explotacion, refinacion y transporte del crudo y sus
derivados; se estima que en promedio cerca de 9 millones de

toneladas de hidrocarburos son descargados anualmente a las aguas
marinas y estuarinas del mundo (Head y Swanell, 1999), siendo los
derrames de petroleo uno de los factores principales que causan tal
contaminacion. Estos llaman la atencion de la poblacion, en especial
de la comunidad cientifica quienes desarrollan investigaciones
referentes al comportamiento, efectos y formas de degradacion de
este contaminante en ecosistemas acudticos (Islam y Tanaka, 2004).

En nuestro pais, la problemdtica de los residuos de hidrocarburos
del petroleo en las zonas costeras tiene su origen en actividades
portuarias y maritimas; y en la exploracion, explotacion, transporte,
refinacion, usos del petroleo y sus derivados. Tanto en el Caribe como
en el Pacifico colombiano, existen problemas locales por derrames
cronicos en los puertos, las refinerias de petroleo y por los buques de
cabotaje, o accidentales por los buques de trifico internacional
(Garay, 1992). Historicamente en la zona costera del Atlantico, Bolivar
y Magdalena se han encontrado valores de 10ug/l de HDD superando
la concentracion maxima permisible de 4ug/l (GESAMP, 1980).

En el Pacifico, las zonas costeras mas impactadas por estos
compuestos corresponden a la de los municipios de Buenaventura y
Tumaco; coinciden en que son los dos lugares de desarrollo de la
region y los centros poblados mas grandes sobre la llanura pacifica.
Pequenas poblaciones como Guapi, Bahfa Solano y Ladrilleros, y el
sur de Cauca presentan un impacto medio en este aspecto, mientras
que las comunidades ubicadas en el norte de Cauca y Choco; y el sur
de Valle permanecen relativamente limpias (Garay, 1994).
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Por otra parte, a escala mundial se emplean mis de medio
centenar de plaguicidas organicos en quince mil formulaciones
distintas, que se clasifican segin su estructura quimica
principalmente como organoclorados, organofosforados 'y
carbamatos. De los tres grupos anteriores, los organoclorados son
altamente persistentes en los ecosistemas acudticos por su baja
biodegradabilidad y su permanencia en las cadenas alimenticias de
los ecosistemas acudticos.

En el Caribe colombiano las principales fuentes que aportan
plaguicidas al medio marino son los cultivos (banano, arroz, pastos,
algodon, maiz y los frutales); asi como, la manufactura de estos
productos en Cartagena y Barranquilla, y los residuos que son
transportados por los rios y escorrentias; tal es el caso del rio
Magdalena que recorre las principales regiones agricolas del pais y
los rios que cruzan la zona bananera de Urabd y Magdalena.

Diferentes investigaciones en el dmbito internacional y nacional
han enfocado sus esfuerzos en la busqueda de la remocion de los
contaminantes orgdnicos persistentes, ya sea por factores bioticos o
abioticos. Varias estrategias han sido planteadas para contrarrestar el
impacto generado por la polucion de contaminantes organicos
persistentes, promoviendo el desarrollo de métodos fisicos quimicos
y biologicos; dentro del grupo de métodos biologicos se encuentra
la Biorremediacion, que hace referencia a todos los procesos
bioldgicos que se pueden usar para minimizar un impacto negativo
en el ambiente. La biorremediacion es actualmente considerada
como la alternativa menos costosa para remover los contaminantes
a través de la biodegradacion, que involucra la accién microbiana
capaz de transformar fisica y quimicamente los contaminantes
presentes tanto en el agua como en el suelo (Prince, 1996).

En el caso de los hidrocarburos, la degradacion de estos
compuestos ocurre de forma natural y se ven involucrados procesos
de dilucion, volatilizacion, dispersion, oxidacion y actividad
microbiana (Daane et al., 2001). La habilidad de las poblaciones
nativas para degradar los hidrocarburos, constituye uno de los
mecanismos principales con el que cuentan determinados
ambientes para mitigar el impacto causado por la presencia del
petroleo crudo y sus derivados (Marquez et al., 2001), y es el
mecanismo primario por el cual son removidos de ciertos ambientes
(Leahy y Colwell, 1990; Delille et al., 2002). De igual forma con los
plaguicidas organoclorados, se aprovecha la maquinaria enzimatica
de los microorganismos para convertir de forma aerdbica el aldrin a
dieldrin mediante la monooxigenacion hasta un epoxido por parte
de hongos y bacterias heterotrofas, fosfato solubilizadoras,
nitrificantes y denitrificantes (Khan, 1980 y Lopez et al., 2002).
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1.1 ; QUE ES UNA BACTERIA?

El término bacteria se emplea para denominar a todos los organismos
unicelulares microscopicos, relativamente sencillos que carecen de
nucleo y de los orgdnulos de las células méds complejas como las del ser
humano. Sus dimensiones son muy reducidas pues son un millén de
veces mds pequenas que un centimetro y por tal razon, para poderlas
observar es necesario utilizar un microscopio (Figura 1). Desde el punto
de vista ecologico, las bacterias son las principales responsables de
mantener el equilibrio entre el material vivo y muerto en suelo y agua,
pero también representan un alimento disponible para otros
organismos. Un grupo significativo de ellas son responsables de los
procesos de fermentacion, ademas de producir determinadas sustancias
quimicas de gran utilidad en la industria y la medicina, por ejemplo
etanol, insulina, antibioticos, etc. (Madigan, 2004).

En suelo o en agua, las bacterias en su crecimiento y metabolismo
(el total de todas las reacciones quimicas en la célula) interactdan
con cada uno de los ciclos de los nutrientes como el carbono,
nitrogeno, azufre, fosforo, hierro y manganeso. El ciclo de los
nutrientes es llamado ciclo biogeoquimico, ya que en el ambiente
estan involucrados procesos quimicos y biologicos. Estos nutrientes
son transformados por reacciones de oxidacion y reduccion que
pueden cambiar las caracteristicas fisicas y quimicas de estos
elementos (Tabla 1). Todos los ciclos biogeoquimicos estin
vinculados, y el metabolismo relacionado con las transformacion de
esos nutrientes tiene impactos a escala global (Prescott et al., 2002).

Figura 1.Bacterias de género Shigella (color naranja) ampliadas un millén de veces. Imagen obtenida
en un microscopio electrénico de barrido. Fuente: Max-Planck-Institut fiir Infekfionsbiologie. 2005

En los océanos, la materia organica e inorgdnica es transportada por
el flujo o el movimiento del agua y eventualmente se deposita en una
capa de particulas solidas conformando el sedimento marino. Su
composicion es muy variada y rica, principalmente en carbono
organico, nitrbgeno, azufre y otros elementos como silicio, aluminio,
hierro, manganeso, calcio, magnesio, fosforo y bario (Lyle et al., 2002).
Esta composicion puede diferir dependiendo del tipo de compuestos
presentes en el mar, donde pueden llegar los hidrocarburos del
petroleo o compuestos xenobioticos (sustancias creadas por el hombre
de interés agricola e industrial y que nunca se forman por via natural).
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Tabla 1. Las mayores formas de carbono, nitrogeno y azufre en los ciclos biogeoguimicos. Fuente: Prescott ef al, 2002.

Ciclo Forma reducida Estados de oxidacion intermedios de los elementos Forma oxidada
Carbono (C) (H 0 (0:
Nitrogeno (N) NH: N2 N:0 NO= NO=

Azufre (S) HzS, grupos SH en la materia orgdnica S Si0s S0s* S0~

En estos sedimentos, la mayoria de las bacterias que
comunmente se desarrollan en un ambiente libre de contaminantes
mueren, pero se ven favorecidas aquellas poblaciones que pueden

tolerarlos y usarlos como fuente de carbono para su crecimiento,
de esta manera se logra su biodegradacion por accion microbiana
(Tabla 2).

Tabla 2. Algunos géneros bacterianos que tienen especies conocidas como degradadoras de hidrocarburos. Fuente: Prince, 2002.

GENEROS
Achromobacter Anabaena Brevibacterium Enterobacter Micrococcus Phormidium Stenotrophomonas
Acidovorax Aphanocapsa Brevundimonas Erwinia Microcoleus Proteus Streptomyces
Acinetobacter Arthrobacter Clavibacter Escherichia Moraxlela Pseudomonas Thermoleophilum
Actinomyces Aureobacterium Clostridium Flavobacterium Mycobacterium Rhodococcus Vibrio
Aeromonas Azospilrillum Comamonas Gordona Nocardia Sarcin Xanthobacter
Agmenellum Azotobacter Crynebacterim Klebsiella Nostoc Serratia Xanthomonas
Agrobacterium Bacillus Curtobacterium Lactobacillus Oscillatoria Spherotilus
Alcaligenes Beijerinckia Cycloclasticus Leucothrix Pasteurella Sphingomonas
Alteromonas Beneckea Cytophaga Marinobacter Peptococcus Spirillum

1.1.1 Caracteristicas de las Bacterias

Hay que tener en cuenta que las bacterias exhiben ciertas
caracteristicas que hacen posible su identificacion. Para los
microbidlogos, éstas son necesarias para describir las especies
bacterianas ya que pueden presentar diversas formas, colores, tamanos
u otros caracteres que las pueden distinguir unas de otras; esas
diferencias entre las bacterias equivalen a criterios taxonémicos,
fundamentales para su clasificacion, el desarrollo de la genética y otras

disciplinas relacionadas. Una bacteria, a escala microscopica
generalmente se puede diferenciar por tener forma de coco, bacilo o
espiral (Figura 2b), que se determina basicamente por la tincion de
Gram, técnica empleada para diferenciarlas por la composicion de su
pared celular.

A escala macroscopica, cuando las bacterias crecen sobre un medio
solido, su crecimiento se evidencia por la formacion de “colonias” que
se caracterizan por tener formas que las hacen distinguibles unas de
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otras, estas pueden ser redondeadas filamentosas, arrugadas o rizoides

también, desarrollindose bordes ondulados, o irregulares, entre otros
(Figura 2a); los bordes y la elevacion de las colonias pueden diferir

(Figura 3a), y su elevacion puede ser plana, abultada, etc. (Figura 3b).

a) Formas b) Morfologia

Cocos Bacilos Espiral

OO o o

- ‘ Diplococcus Simple Espiral
A. Redonda B. Redonda con C. Redonda con

mdrgenes festonados mdrgenes rizoides m
Steptocacys e ne——

Diplobacilos Espiroqueta
F. Redonda con Tétrada Cadena E
mdrgenes radiales
@ (;/\—) Vibrio
Cocobacilos

Paquetes cibicos
G. Irregulary
expansiva %
Stuphylococcus ’ \ ’
. 4
J. Filiforme K. Concentrica L. Compleja N

Figura 2. a) Formas tipicas de las colonias. b) Morfologia de las bacterias.
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Los microbiologos tienen en cuenta estas caracteristicas que sirven
de base para desarrollar trabajos de investigacion mucho mas
complejos sobre los posibles usos de las bacterias en diferentes

para mejorar las habilidades metabdlicas de una bacteria en busca
del beneficio humano o del medio ambiente, o para el desarrollo de
proyectos de biorremediacion que permitan eliminar la presencia de

campos, por ejemplo, en el tratamiento de aguas residuales para los contaminantes en el ambiente, etc.

remover una gran variedad de compuestos, en ingenieria genética

a) Bordes M‘ﬂt‘
A. Entero B. Ondulado C. Irregulor D. Lobulado E. Dentado
F. Ciliado G. Hilo o Hebra H. Lanoso l. Ramificada J. Pilosa

b) Elevacién

A. Plana B. Convexa (. Abultada

—“AL

(. Umbonada

G. Crateriforme

F Metidaen el
medio

E. Montuosa

Figura 3. a) Bordes tipicos de las colonias. b) Tipos de elevacién caracteristica de las colonias.

1.2 ; QUE ES LA BIORREMEDIACION?

La biorremediacion hace referencia a todos los procesos bioldgicos
que se pueden usar para minimizar un impacto negativo en el
ambiente; usualmente, es la remocion de un contaminante presente
en el suelo, el agua o el aire. Algunos microorganismos,
especialmente ciertas bacterias tienen la habilidad de convertir las
moléculas de un contaminante organico en diéxido de carbono, agua

e iones inorganicos necesarios para los ciclos biogeoquimicos, como
también oxidar o reducir los agentes inorganicos que contaminan un
ambiente, esto permite que se regeneren los ecosistemas que han
sido afectados por el vertimiento de sustancias organicas como el
petroleo y sus derivados (hidrocarburos), plaguicidas (compuestos
alifiticos y aromdticos halogenados); sustancias inorgdnicas
(compuestos nitrogenados), y también algunos contaminantes
metalicos (Figura 4) (Prince, 2002; En: Bitton, 2002).
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Figura 4. Derrame de petréleo en Alaska en 1981 por el buque Exxon Valdez. Fuente: Kvenvolden, 2004.

Para que las bacterias puedan remover los contaminantes a gran
escala existen diferentes técnicas de biorremediacion, a
continuacion se mencionan algunas de ellas:

1.2.1 Bioestimulacion

Esta técnica se caracteriza por optimizar las condiciones para el
crecimiento de los microorganismos nativos de la region afectada
por el contaminante con el fin de lograr su degradacion. Puede darse
por medio de fertilizantes organicos o inorganicos y ha demostrado
ser una estrategia efectiva especialmente en lugares donde la
cantidad de nutrientes es escasa para el crecimiento de los

- .4&"‘“’&-

Figura 5. Inyector de aire y nutrientes para el tratamiento de suelo contaminado con MTBE (metil-fer-
butil-eter). Fuente: Azodpour-Kee|ey, A. 2002.

microorganismos (Figura 5), con esta técnica se aumenta de tres a ‘
cinco veces la tasa de degradacion (Narvdez, 2005).
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1.2.2 Bioaumentacion

Se relaciona con la adicion de microorganismos en lugares
donde las poblaciones degradadoras no estin presentes o son
muy bajos los niveles encontrados; o también se refiere al indculo
de los microorganismos propios de la region contaminada que se
han obtenido abundantemente a través de una fermentacion. El
cultivo de las bacterias degradadoras es adicionado sobre la zona
afectada por el contaminante, ya sea suelo o agua superficial, o
puede inyectarse bajo la superficie cerca de los acuiferos cuando
se ha presentado una infiltracion del contaminante. Para hacer
mas efectiva la biorremediacion puede combinarse la
bioaumentacion con la bioestimulacion inyectando nutrientes
para el desarrollo de las bacterias (Figura 6) (Prince, 2002; En:

Bitton, 2002).
oot ——
Inyeccién
de bacterias
E*g

Generador
de Oxigeno
SERVICIO "

= I

:

Agua contaminada
con hidrocarburos

Infiltracion
de gasolina

Barrera bacteriana

. Agua subterranea

Figura 6. Biorremediacién por bioaumentacién y bioestimulacién de derivados del petréleo. Modificado

de: Spinnler y Johnson, 2001

1.2.3 Atenuacion natural (Biorremediacion intrinseca)

Es un método simple que consiste en monitorear la concentracion
del contaminante para asegurar que el proceso de degradacion esta
activo y es realizado en forma segura (Kaplan y Kitts, 2004). Su
principal caracteristica es el empleo de los procesos fisico-quimicos
de interaccion contaminante-ambiente y los procesos de
biodegradacion que tienen lugar de forma natural en el medio,
conocidos de forma conjunta como procesos de biotransformacion
(Figura 7). Entre estos procesos se encuentran los efectos de
dilucion, dispersion, volatilizacion, adsorcion y biodegradacion

(Narvaez, 2005).

 Biodegradacion Absorcién
Proceso de
Atenuacion
Natural
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Figura 7. Procesos de biotransformacién. Fuente: Environmental Proteccion Agency, 1999

INVEMAR ¢ COLCIENCIAS m UNIANDES o CEBIMAR



1.2.4 Landfarming

Es una tecnologia de biorremediacion para los suelos que reduce
la concentracion de un contaminante (especialmente el petroleo) a
través de la biodegradacion. Esta tecnologia usualmente involucra el
esparcimiento de una delgada capa de suelo contaminado sobre un
terreno en Optimas condiciones (Figura 8). Con ello se estimula la
actividad microbiana en el suelo afectado a través de la aireacion y/o
la adicion de minerales, nutrientes y humedad. La actividad
microbiana aumenta y conlleva a la degradacion del contaminante,
debido a la respiracion de los microorganismos (EPA, 1994).

1.2.5 Biosparging

Es el uso de los microorganismos nativos de una region para
biodegradar los constituyentes orgdnicos en la zona vadosa, que es
definida como la zona de suelo comprendida entre la superficie del
terreno y la tabla de agua (Figura 9). En el biosparging, el aire y los
nutrientes se inyectan en la zona vadosa para incrementar la
actividad biologica de dichos microorganismos con el fin de reducir
las concentraciones de los constituyentes del petroleo que podrian
posteriormente disolverse en el agua subterrdnea (EPA, 1994).

1.2.6 Bioventing

Al igual que el Biosparging, se usan microorganismos nativos de
la region para biodegradar los compuestos organicos presentes en la
zona vadosa. En este caso, la actividad de la poblacion microbiana
es estimulada por el flujo del aire generado por un equipo de
extraccion al vacio (Figura 10), el cual permite también obtener la
fraccion volatil del contaminante (EPA 1994).

Figura 8. Adecuacién de terreno para el esparcimiento de suelo contaminado. Fuente: Environmental
field services Inc. 2004

Infiltracion
de petréleo (

Zona vadosa

Franja cupilur—‘
| .
Agua subterrdnea Tobla de agua

contamindndose

Figura 9. Contaminacién de agua subterranea por infiltracion de petrsleo. Modificado de: Idaho

museum natural history, 2002.
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Figura 10. Equipo de extraccién al vacio para realizar Bioventing (Fuente: Applied Hydrology
Associates Inc, 2004)

1.2.7 Compostaje

Es definido como la descomposicion de la materia organica por
una mezcla de poblaciones microbianas bajo condiciones
controladas (aire y temperatura). El compostaje es una forma de
estabilizacion de los desechos que requiere condiciones
especiales, particularmente de humedad y aireacion, para producir
temperaturas mayores a 50°C favorables para el crecimiento de
microorganismos termofilicos (Figura 11A y 11B). El producto sano
y estable obtenido del compostaje se denomina compost que tiene
muchas aplicaciones (Figura 11C), entre ellas la remediacion y
restauracion de suelos contaminados (Dosoretz et al., 2002).
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Figura 11. a y b) Desechos
sélidos usados para realizar
compostaje. Fuente:
Buckinghamshire County
Council, 2005. c) Compost.
Fuente: The Victory Garden,
2005.




entro de la gran variedad de contaminantes que afectan los

suelos y las aguas en los diferentes ambientes tienen gran

importancia el petroleo y los plaguicidas, clasificados como
compuestos organicos persistentes (COP) por su prolongado tiempo
de permanencia en la naturaleza, influyendo principalmente de manera
negativa sobre gran parte de los organismos de los ecosistemas.

2.1 PETROLEO Y SUS DERIVADOS

2.1.1 Composicion

El petroleo se compone de hidrocarburos, compuestos organicos
que en términos de cantidad, representan uno de los contaminantes
mas significativos de los ecosistemas marinos, calculindose que en
promedio millones de toneladas impactan anualmente las aguas
marinas y estuarinas del mundo (Head y Swanell, 1999). En el petroleo,
los hidrocarburos pueden ser parafinas (alcanos lineales), isoparafinas
(parafinas ramificadas) y naftenos (alcanos ciclicos); también hay
cantidades significativas de hidrocarburos aromdticos y presencia de
atomos de oxigeno, nitrogeno y sulfuro conformando moléculas
polares (Prince, 2002; En: Bitton, 2002). En la Figura 12 se observan
estructuras tipicas de algunas moléculas que componen el petroleo.

En la Figura 13 se observa la secuencia de reacciones que tienen
lugar en el proceso de degradacion de los hidrocarburos del
petrdleo por accion de una bacteria (Pseudomonas oleovorans)
como agente degradador del hexadecano.

Parafina

NANANNNANNNN  Hexadecano

Isoparafina

Y\/Y\/Y\/Y\ pristano (2,6,10,14-tetrametil pentadecano)
Alcano ciclico CO:) 2-metil-3-etil-perhidronaftaleno

OO Fenantreno
o
N\/éO:'\ 0 Acido nafténico

Figura 12. Estructuras quimicas de algunos de los hidrocarburos que conforman el petréleo. Tomado
de: Prince, 2002. En: Bitton, 2002.

2.1.2 Impacto de los hidrocarburos de petroleo en el mar

Los diferentes componentes del petroleo y sus derivados presentan
diversos grados de toxicidad en el medio marino; asi las parafinas a
niveles muy bajos producen anestesia y narcosis en los organismos,
mientras que a altas concentraciones causan dano celular y muerte;
por su parte, los naftenos pueden alterar la conducta relacionada con
la busqueda de alimento, escape de depredadores y atraccion sexual.
En las zonas costeras cercanas a lugares donde se realizan actividades
relacionadas con la movilizacion del petroleo se pueden ver
afectadas las tasas de fotosintesis y respiracion (Jacobson & Boylan
1973; Pullich et al., 1974). A muy bajas concentraciones la division
celular y el crecimiento planctonico también se ven afectados,
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Figura 13. A. Diagrama de la biodegradacién de hidrocarburos de petréleo. Modificado de: Environmental Protection Agency, 2001. B. Secuencia abreviada de la biodegradacién del hexadecano redlizada por

Pseudomonas oleovorans. Fuente: Prince, 2002

incluso pueden provocar la muerte de gran cantidad de larvas de
peces (Mironov, 1970).

2.2 PLAGUICIDAS

2.2.1 Composicion

Un plaguicida se refiere a una sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a destruir cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, especies no deseadas de
organismos que causan petjuicio o que interfieren de cualquier otra

forma con la produccion y comercializacion de alimentos y productos
agricolas. Generalmente un plaguicida se considera como un
compuesto xenobidtico, sustancia creada por el hombre de interés
agricola e industrial y que nunca se forma por via natural (Smidt, 2000).

Los plaguicidas se clasifican principalmente en compuestos
organoclorados, organofosforados y carbamatos. De los tres grupos,
los organoclorados son los mds altamente persistentes en los
ecosistemas acudticos por su baja biodegradabilidad y notable
amplificacion en las cadenas alimenticias de los ecosistemas
acudticos, siendo reconocidos entre los contaminantes mas agresivos
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para el medio ambiente, debido a su gran capacidad de acumulacion
en los sedimentos y en los organismos (Narvaez, 2005).

Los organoclorados de mayor uso a nivel mundial son el DDT
(1,1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofeniDetano) (Figura 14), los bifenilos
policlorados, los ciclodienos como aldrin, dieldrin y endrin, los
isomeros del hexaclorociclohexano como el lindano y los terpenos
clorados como el toxafeno y estrobeno (Addison, 1976).

Cl

Cl Cl

Figura 14. DDT (1,1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofenil)etano). Tomado de: Prince, 2002.
2.2.2 Impacto de los Plaguicidas en el Mar

Estos compuestos llaman la atencion de la comunidad cientifica por
su persistencia en el ambiente, en la cadena alimenticia del ecosistema
acuatico y por su continua presencia en alimentos y agua potable
(Snedeker, 2001). También, se ha reportado en los Gltimos afios que
la exposicion a pesticidas organoclorados puede ser el factor
responsable de la disminucion en conteo de esperma y la capacidad
reproductiva masculina (Safe, 2000). Cuando los organismos estin
expuestos a muy altos niveles de este tipo de compuestos se
producen enfermedades endocrinas (Vos et al., 2000). Se sabe que los
plaguicidas organoclorados como el dieldrin y el lindano pueden
alterar el desarrollo de los mamiferos y los invertebrados marinos,

cuando se exponen a dosis muy elevadas. Aunque es muy dificil
encontrar tales concentraciones en dreas contaminadas, diferentes
reportes indican que los organismos acudticos pueden acumular esos
compuestos. El envenenamiento con estos pesticidas podria ocurrir
también, particularmente en los paises en desarrollo de Asia,
Sudamérica o Africa, donde el control es poco y son usados
abundantemente (Picard et al., 2003).

2.3 COMPUESTOS ORGANICOS PERSISTENTES EN COLOMBIA

El Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras -INVEMAR a través
de su Programa Calidad Ambiental Marina y con el apoyo de
COLCIENCIAS llevo a cabo durante los afios 2004 y 2005 el proyecto
denominado “Seleccion y aplicacion de bacterias marinas nativas con
capacidad degradadora de compuestos organicos persistentes (COP)
en el Pacifico y Caribe colombiano”. Con la realizacion de este
proyecto fue posible determinar la concentracion de este tipo de
contaminantes en los sedimentos marinos de las zonas costeras de
nuestro pais INVEMAR, 2005).

2.3.1 Petroleo y sus derivados

El impacto de los hidrocarburos en los sedimentos marinos
monitoreados tanto del Caribe como del Pacifico colombiano, muestra
sectores afectados adversamente por los residuos liquidos industriales
vertidos por los muelles petroleros, refinerias o trifico de cabotaje, por
ejemplo, la estacion ubicada en el terminal de ECOPETROL en el
departamento de Bolivar reportd una concentracion de 2161.53 pg/g
(Figura 15). El segundo valor en magnitud, fue para la estacion ubicada
en el Muelle de Cabotaje en el departamento del Magdalena con 82.7
ng/g y en tercer lugar se situd la estacion frente a Cispatd con 4.9 pg/g.
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Figura 15. Valores de hidrocarburos disueltos y dispersos encontrados en los sedimentos marinos de la
zona costera del Caribe y Pacifico colombiano.

La Administracion Nacional Ocednica y Atmosférica (NOAA, 1990)
califica un valor de 3.9 pg/g de hidrocarburos como una
concentracion alta en sedimentos, donde involucra la suma de 18
compuestos aromdticos policiclicos con alto poder de toxicidad.
Tomando como referencia este criterio se puede calificar como
sectores con alta contaminacion por hidrocarburos las estaciones
monitoreadas en el Terminal de ECOPETROL (Bolivar) y Muelle
Cabotaje (Magdalena).

2.3.2 Plaguicidas

En Colombia, los resultados revelan que los niveles mas altos de

Figura 16. Valores de plaguicidas organoclorados en los sedimentos marinos monitoreados en la zona
costera del Caribe y Pacifico colombiano.

plaguicidas organoclorados se obtuvieron de los sedimentos
marinos provenientes del Pacifico colombiano, en las estaciones
ubicadas en el Muelle Petrolero en el departamento del Valle del
Cauca con valores de 12.33 ng/g y en la Boca del Rio Tapaje en el
departamento de Narifio con concentraciones de 10.89 ng/g.
Mientras, en la region del Caribe se reportaron menores
concentraciones de plaguicidas organoclorados en relacion con el
Pacifico, destacindose las estaciones ubicadas en el Terminal de
Ecopetrol en el departamento de Bolivar y Muelle de Cabotaje en el
departamento del Magdalena, por los mayores niveles de
plaguicidas organoclorados totales con rangos entre 3,74 - 3,46 ng/g
respectivamente (Figura 10).
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urante los Ultimos afnos, en nuestro pais se ha visto la

biorremediacion como solucion parcial a los problemas de

contaminacion generados no solo por el vertimiento de
hidrocarburos del petroleo y plaguicidas, sino también por otros
contaminantes tanto en suelo como en agua. Debemos mencionar
por ejemplo que en el laboratorio de biotecnologia de la empresa
colombiana de petroleos ECOPETROL, se adelantan trabajos de
investigacion de biorremediacion para diagnosticar y descontaminar
suelos y aguas subterraneas con hidrocarburos, a la vez estin
desarrollando un producto llamado ECOBIOL-TPH constituido por
una combinacion de bacterias nativas, no modificadas
genéticamente, con capacidad degradadora de compuestos
hidrocarbonados para la biorremediacion de suelos y residuos
contaminados con hidrocarburos (ECOPETROL, 2003).

Algunas universidades como la Pontificia Universidad Javeriana, la
Universidad Nacional y la Universidad de los Andes principalmente,
han estado vinculadas con proyectos de este tipo, impulsando en
algunos casos la técnica de Landfarming para la biorremediacion de
lodos aceitosos provenientes del fondo de tanques de
almacenamiento de petroleo en el campo petrolero Campo-Dina,
Huila (Quijano, 2000). También, en la Bahia de Cartagena se ha hecho
aislamiento e identificacion de bacterias de género Staphylococcus,
Bacillus y Pseudomonas que remueven cantidades importantes de
mercurio presente en el agua (Calderon, 1999); ademas, se ha logrado
identificar y evaluar bacterias del género Serratiay Pseudomonas que
degradan el Malathion, un plaguicida altamente perjudicial para el

medio ambiente (Acero y Antolinez, 1999). Incluso, ha sido posible
aislar e identificar especies bacterianas con la habilidad de degradar
gasolina (Salamanca, 1999), tolueno y xileno (Sudrez, 2004).

Un gran avance para el desarrollo de la biorremediacion en
Colombia lo constituye el proyecto “Seleccion y aplicacion de
bacterias marinas nativas con capacidad degradadora de
compuestos organicos persistentes (COP) en el Pacifico y Caribe
colombiano”, desarrollado en el INVEMAR, con el cual fue posible
conformar la primera coleccion de bacterias marinas con una gran
capacidad degradadora de este tipo de compuestos.

Figura 17. Suelo afectado por un atentado al oleoducto de Cafio-Limén Covefias. Fuente: Vargas et
al., 2004.
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Figura 18. Cultivos puros de bacterias aisladas de una muestra contaminada con

petréleo, obtenidas en el Centro de Investigaciones Microbiolégicas CIMIC
(Universidad de los Andes).Fuente: Vargas et al., 2004.

3.1 BACTERIAS MARINAS NATIVAS CON POTENCIAL
PARA LA BIORREMEDIACION EN COLOMBIA

Teniendo en cuenta la necesidad de contrarrestar la accion de
estos toxicos quimicos que afectan algunos sectores costeros del
pais, con la realizacion de este proyecto se aislo y caracterizO un
grupo de microorganismos asociados a sedimentos marinos en
zonas con concentraciones significativas de hidrocarburos y
plaguicidas organoclorados. El estudio se desarroll6 durante los
anos 2004 y 2005 con un total de 15 estaciones en los departamentos
de Bolivar, Magdalena, Sucre y Cordoba en el Mar Caribe, asi
mismo, Narifio y Valle del Cauca en el Océano Pacifico (Figura 20).

Figura 19. Trabajo de Landfarming. Fuente: Vargas et al., 2004.

Con los sedimentos recolectados en estas estaciones se aislaron 145
cepas bacterianas entre Gram negativos y Gram positivos con
morfologias bacilares y cocoides. La presencia de estas bacterias en
ambientes marinos impactados por contaminantes organicos
persistentes pone de manifiesto que éstas se han adaptado para
tolerar estas sustancias y pueden tener la capacidad de degradarlos.

3.1.1 Metodologia de aislamiento, recuento y conservacion
Las muestras de sedimentos recolectadas en las diferentes

estaciones de muestreo se trasladaron al laboratorio de
microbiologia del INVEMAR con el fin de aislar bacterias nativas
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tolerantes a hidrocarburos con pases sucesivos en medios frescos
con ACPM y Crudo (Figura 21). De igual forma se realizaron pases
sucesivos en medios frescos con plaguicidas organoclorados (DDT

microorganismos es de gran importancia ya que los que se
encuentren en mayor nimero poseen la capacidad de sobrevivir a
las presiones selectivas y pueden usar esos contaminantes como

y aldrin) para aislar morfotipos tolerantes a estos compuestos fuente de energia y carbono.

(Figura 22). También, se efectuaron recuentos de morfotipos

tolerantes a hidrocarburos (Figura 23) y a plaguicidas Estos morfotipos son de gran interés ambiental por su capacidad

organoclorados (Figura 24). Llevar a cabo la técnica de recuentos de de crecer en lugares impactados con contaminantes orgdnicos

COLOMBIA

Y Estaciones de Muestreo
1. Boca del Rio Manzanares

2. Muelle de Cabotaje

3. Frenta ario Gaira

4. Frente ario Sevilla

5. Terminal de ECOPETROL

6. Desembocadura del Canal del Dique
7. Frente a Cispata

8. Boya de ECOPETROL

9. Frente arii tapaje [3°
10. Estero Pajal

11. Frente rio Mataje

12. Frente rio Mira

13. Muelle Petrolero

14. Frente ario Anchicaya
15. Frente ario Dagua
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Figura 20. Estaciones donde se recolectaron las muestras de sedimento para el aislamiento de las bacterias nativas de Colombia.
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS TOLERANTES A HIDROCARBUROS

? ? Presion selectiva con Hidrocarburos
& & Mezda

_) 450 ml de agua _)l Shaker 250 rpm I > | Decantar 10min > decantada
sedimeto marina esteril 15 min.

9ml de caldo N 9ml de caldo N
[doery [t
Siete (7) dias )
Tml k/J\ ﬁl
9ml de Medio Mini 9ml de Medio Minii
"™ | M | ~

)
Shaker 250 rpm
a5

con Crudo 1%

con ACPM 1% Siete (7) dios
Tml (,J\ Tml
9ml de Medio Minimo 9ml de Medio Minimo Shaker 250 rpm
de sales (MMS) de sales (MMS) 35°C
con ACPM 1% con Crudo 1% Siete (7) dios

Figura 21. Aislamiento de bacterias tolerantes de hidrocarburos del petroleo

persistentes. Ellos se sometieron a ensayos de degradacion, con el Por consiguiente, los microorganismos con capacidad de tolerar y
fin de conformar consorcios o pool de microorganismos degradadar COP fueron seleccionados para conformar la Coleccion
degradadores de hidrocarburos y plaguicidas para ser usados a de Bacterias Marinas, estos fueron previamente caracterizados a
futuro en el campo de la Biorremediacion. Estos microorganismos nivel macroscopico, microscopico, bioquimico y molecular. Para la
se deben conservar con técnicas que aseguren el sostenimiento de conservacion de las cepas se escogieron dos técnicas, la primera de
las cepas, de tal forma que mantengan sus caracteristicas tipicas a ellas fue el Subcultivo, usando aceite mineral para prolongar la
largo plazo y se puedan replicar posteriormente. utilidad de los cultivos de microorganismos (Figura 25a). El aceite
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AISLAMIENTO DE BACTERIAS TOLERANTES A PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS
Presion selectiva con [ Tiempo Cero |
Plaguicidas organoclorados \ ~ E a
Mezda
. : . Shaker 250 rpm | 450 ml de agua 50gde
Decantar 10 - ¢
ochoiay i 15 min. marina estéril w
Iml il
Shaker 250 rpm 9ml de caldo 9 ml de caldo
- 35°C plaguicida con plaguicida con
Cuatro (4) dias DDT (300 ng/L) Aldrin (300 ng/L
Tml 1ml
Shaker 250 rpm 9ml de caldo 9 ml de caldo
— 35°C plaguicida con plaguicida con
Cuatro (4) dias DDT (300 ng/)L) Aldrin (300 ng/L)
\iml 1 ﬁ
Shaker 250 rpm 9ml de caldo 9 ml de caldo
35° C plaguicida con plaguicida con
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Figura 22. Aislamiento de bacterias tolerantes de plaguicidas organoclorados

mineral sirve para prevenir la evaporacion del cultivo y para
disminuir la tasa metabolica de las bacterias al limitar el suministro de
oxigeno (Buell and Weston, 1947).

El segundo método empleado fue la Crioconservacion, en el cual
los microorganismos se mantienen a -70°C de 1 a 2 anos por

congelamiento de los cultivos o suspensiones celulares en pequenos
tubitos de pléstico denominados crioviales (Figura 25b). Para realizar
una adecuada crioconservacion se uso6 un agente protector de las
células llamado “crioprotectante”, en este caso fue el glicerol, que
evita la formacion de cristales al interior de la célula cuando se llega
a tan bajas temperaturas (Hwang, 1968).
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Figura 23. Recuento de bacterias tolerantes de hidrocarburos

3.1.2 Bacterias Obtenidas en el Proyecto

Las bacterias nativas aisladas de los sedimentos marinos del Caribe
y Pacifico colombiano se enfrentaron a presiones selectivas en
diferentes concentraciones de los contaminantes persistentes

seleccionados en el estudio (ACPM, Crudo, DDT vy aldrin), con el fin
de escoger bacterias competitivas para conformar cultivos mixtos
definir y evaluar su capacidad de degradacion en ensayos con
hidrocarburos o plaguicidas organoclorados. Con estos procesos de
seleccion se obtuvo un cultivo mixto degradador de Hidrocarburos
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Figura 24. Recuento de Bacterias tolerantes de plaguicidas organoclorados

con las cepas provenientes del Caribe colombiano y otro cultivo con
las bacterias provenientes del Pacifico, los cuales estuvieron
conformados principalmente por los géneros Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp., Flavimonas sp., Kluyvera sp., Ralstonia sp.,
Achromobacter sp., Brevibacillus sp. y Bacillus sp. (Figura 26).

De igual forma, se lograron cultivos mixtos degradadores de
plaguicidas organoclorados para ambas regiones constituidos por
los géneros bacterianos Acinetobacter sp., Rabmnella sp.,
Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp., Brevibacillus sp.
(Figura 27).
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Ralstonia sp

Bacillus sp

Kluyvera sp Achromobacter

Figura 26. Fotografias macroscépicas y microscopicas de las cepas bacterianas pertenecientes al cultivo mixto degradador de hidrocarburos del petréleo.
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Figura 27. Fotografias macroscépicas y microscopicas de las cepas bacterianas pertenecientes al cultivo mixto degradador de plaguicidas organoclorados.
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