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V. RESUMEN

En este estudio, se caracterizaron bacterias nativas a partir de suelos hipersalinos
del Norte de Colombia identificandolas microscépicamente por tincion de Gram y
bioquimicamente mediante el sistema BBL™ Crystal™ Kit ID para bacterias Gram
negativas y Gram positivas, permitiendo asi caracterizar tres géneros de bacterias:
Vibrio sp., Bacillus sp., y Escherichia coli. Ademas, se realizaron pruebas de
susceptibilidad al cloruro de sodio, comprobando que las bacterias aisladas son
haldfilas. Basado en los resultados obtenidos se concluye que los géneros Vibrio
sp. y Bacillus sp. ser bacterias haléfilas y tolerar grandes concentraciones de sal.

VIl



VI.  ABSTRACT

In this study, native bacteria were characterized from hypersaline soils of the
Colombian Caribbean, identified microscopically by Gram staining and biochemically
by the BBL™ Crystal™ Kit ID System for Gram negative and Gram positive bacteria,
allowing to characterize three bacteria genera: Vibrio sp., Bacillus sp., and
Escherichia coli. Also, sodium chloride and potassium perchlorate susceptibility tests
were performed, checking that the bacteria isolated are halophiles and tolerate
concentrations up to 1500 ppm of potassium perchlorate, with exception of the
Escherichia coli, which was susceptible to testing. Based on the results obtained, it
is concluded that the genera Vibrio sp. and Bacillus sp. are reducing potential
perchlorate, being halophiles bacteria and tolerating high perchlorate
concentrations.






1. DESCRIPCION DEL PROYECTO

1.1. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA, PROBLEMA DE INVESTIGACION E
HIPOTESIS

La contaminacion ambiental es un problema de gran repercusion mundial. El
deterioro de los diversos ecosistemas trae consigo la pérdida de la calidad
ambiental, la cual se sigue incrementando cada dia mas con la actividad humana
(Bonaventura & Johnson, 1997). El uso indiscriminado de sustancias quimicas
produce la acumulacion de estos contaminantes en los ecosistemas afectando la
salud humana vy la biota, debido a su toxicidad.

Este panorama motiva la realizacion de estudios relacionados con diversos
contaminantes ambientales, los cuales han permitido tomar medidas en la
regulacion del uso de ellos y proponer tratamientos que permitan su remediacion.
No obstante, existen pocos reportes del impacto ecotoxicolégico de sales
inorganicas las cuales son extremadamente toxicas; entre las que se encuentran
las sales del contaminante (Srinivasan & Viraraghavan, 2009), a pesar de que ha
sido oficialmente reconocido como contaminante ambiental (Logan et al., 2001a;
Motzer, 2001).

El i6bn perclorato es un contaminante inorganico persistente por sus propiedades
guimicas (Cafas et al., 2006; Gupta et al., 2014; Eck, 2015) y posee propiedades
de disrupcién endocrina. Su toxicidad se evidencia principalmente en la inhibicién
de la captaciéon de yodo en la glandula tiroides, conduciendo a trastornos como el
bocio y trastornos mentales producidos por el hipotiroidismo (Lumen et al., 2013;
Chen et al., 2014a).

La principal forma de exposicion reportada es el consumo de alimentos y agua que
contiene el contaminante (ATSDR, 2008); se absorbe facilmente después de la
exposicion oral y puede migrar desde el estbmago y los intestinos a la circulacion
sanguinea (ATSDR, 2008). También se puede ingerir el contaminante en alimentos
contaminados como huevos, tomates, lechugas, frutas, zanahorias y espinacas
(Government Accountability Office, 2005). Cuando se usa agua que lo contiene para
regar las plantas, quedan residuos de este contaminante en los cultivos,
acumulandose en las hojas cuando el agua se evapora (ATSDR, 2008; Seyfferth &
Parker, 2008) o en la leche del ganado que consume pasto con concentraciones de
este contaminante (Okeke et al., 2002; Kirk, 2006; Dyke et al., 2007; Okeke et al.,
2007; Murray et al., 2008).

Estudios de Gan y colaboradores (2014) y Chen y colaboradores (2014a) indican
gue la inhalacién y exposiciéon de polvo en interiores y la exposicidon por contacto
dérmico de nifilos y adultos con tierra y polvo contaminados con el contaminante
constituyen otras vias de exposicién importantes. lgualmente, se ha determinado
que la exposicion aguda al ion puede producir irritacion en ojos, piel y vias
respiratorias, tos, nauseas, vomitos y diarrea (EPA, 1999 ; Dozier et al., 2005). De



igual forma, este agente también puede causar cancer de tiroides (Gholamian et al.,
2011) y producir teratogénesis en embarazadas (Thrash et al., 2007).

Es amplia la distribucion del ién en los ecosistemas, encontrandose en todas las
matrices ambientales, leche materna, fertilizantes, plantas, alimentos y orina
humana (Cafias et al., 2006; Gupta et al., 2014) y puede formarse naturalmente en
nuestro planeta Tierra, fundamentalmente en zonas aridas, ambientes hipersalinos,
volcanes, durante tormentas y durante la ozonizacion de cloruro (Cl-) (Plummer et
al., 2006; Rao et al., 2007; Murray et al.,, 2008; Parker, 2009; Srinivasan &
Viraraghavan, 2009; Chen et al., 2014a; Gupta et al., 2014). Su presencia en suelos
hipersalinos se debe a que las precipitaciones en estos lugares son poco frecuentes
y se reduce la posibilidad de que el contaminante se disuelva y migre a las aguas
subterrédneas. Por lo tanto, este idbn se mantendria en estos depdsitos en cantidades
mas grandes que los que se encuentran en regiones de mayor precipitacion
(Srinivasan & Viraraghavan, 2009).

Sin embargo, la produccién natural del ion no es el principal aportante del aumento
de su contaminacion (London et al., 2011). Las actividades antropogénicas en los
altimos 100 afios (Bruce et al., 1999; EPA, 2007; Thrash et al., 2007) han sido
principales responsables de su amplia difusion de la contaminacion de este
contaminante en agua potable, aguas superficiales, aguas subterraneas,
sedimentos y suelos (Gullick et al., 2001; Bardiya & Bae, 2011). Puede formarse
como producto de la descomposicion del hipoclorito de sodio, ampliamente utilizado
como agente de blanqueo y también se forma accidentalmente en aplicaciones de
control de la corrosion (Bruce et al., 1999; EPA, 2007; Thrash et al., 2007; Srinivasan
& Viraraghavan, 2009; Bardiya & Bae, 2011). Tiene una amplia gama de
aplicaciones industriales tales, como agente de blanqueo de la pasta de papel,
fabricacion de fosforos, tintes, cauchos, aceites lubricantes, bolsas de aire para
automoviles, desinfectantes, entre otros (Gupta et al., 2014) y también se ha
utilizado como promotor del crecimiento y medicamento tireostatico en engorde de
ganado (Gholamian et al., 2011).

Los tratamientos quimicos, basados fundamentalmente en el intercambio ionico,
utilizados en la actualidad para su degradacién son poco eficientes, no selectivos, y
son incompletos, generando resinas o salmueras contaminadas que deben ser
tratadas posteriormente, llegando a ser en algunos casos mas téxicas que el
compuesto original (Wang et al., 2014), lo cual conlleva a la necesidad de proponer
tratamientos biol6gicos alternativos para depurar ambientes contaminados con elm
ion; encontrandose en la biorremediacién una solucion prometedora, efectiva,
econdémica y viable (Logan et al., 2001a; Bardiya & Bae, 2005; Srinivasan &
Viraraghavan, 2009; Chen et al., 2014a; Gupta et al., 2014).

La biorremediaciéon constituye un método ideal y prometedor para eliminar el
contaminante de los ecosistemas (Logan et al., 2001a), debido a que los ensayos
con bacterias degradadoras son muy eficientes, econémicos, reproducibles, y sus



cultivos son de facil manipulacion (Bardiya & Bae, 2005; Xiao et al., 2010; London
et al., 2011).

En el Caribe colombiano existen suelos hipersalinos,, donde es factible aislar y
caracterizar bacterias con capacidad de degradar el contaminante. La razon de
seleccionar este tipo de ambientes se debe a que se ha demostrado que existe
formacién natural de este contaminante en cantidades significativas (Parker, 2009)
en ambientes hipersalinos (Cang et al., 2004; Park & Marchand, 2006; Lehman et
al., 2008; Van Ginkel et al., 2008; Ryu et al., 2012; Murray & Bolger, 2014), lo
queposibilita la presencia de bacterias con potencial capacidad de degradar el
contaminante, debido a que la habilidad de reducir este contaminante se incrementa
en bacterias tolerantes a la sal (Cang et al., 2004; Park & Marchand, 2006; Lehman
et al., 2008; Van Ginkel et al., 2008; Srinivasan & Viraraghavan, 2009; Ryu et al.,
2012).

La necesidad de identificar bacterias nativas surge del incipiente conocimiento
sobre la diversidad microbiana de ambientes naturales con potencialidades
biotecnolégicas para degradar contaminantes ambientales, por lo tanto, se
constituyen como una fuente importante para la investigacién en biorremediacion y
el desarrollo de un modelo bioldgico eficiente para las condiciones de la region en
la degradacion del ion Las tecnologias bioldgicas requieren la identificacion de
bacterias nativas y sus mecanismos bioquimicos, por ello surge la siguiente
pregunta de investigacion: ¢Que bacterias nativas de ambientes hipersalinos del
Caribe colombiano tienen potencial capacidad para degradar el contaminante?

1.2.  JUSTIFICACION

El ion es una sal contaminante persistente que causa dafos irreversibles en el
crecimiento y desarrollo de muchas especies y altera la absorcién de yodo en la
glandula tiroides (Xiao et al., 2010; Gholamian et al., 2011; Ghosh et al., 2011). Este
se libera al medio ambiente por fuentes naturales y antrépicas (EPA, 2007; Vigliotta
et al., 2010; Ye et al., 2012), siendo esta ultima la mayor aportante al aumento de
contaminante en el ambiente (London et al., 2011), por la amplia gama de
aplicaciones industriales, encontrandose asi en todas las matrices ambientales, en
leche materna, alimentos y orina humana (Murray et al., 2008; London et al., 2011).
Por lo anterior, distintos autores han estudiado el comportamiento y los efectos a la
salud que pueden generar estas sales contaminantes.

Los ambientes hipersalinos del Caribe colombiano, , presentan condiciones y
caracteristicas especificas que posibilitan la presencia de bacterias endémicas con
potencial capacidad de degradar el contaminante, debido a que las tasas de
reduccion de ion son directamente proporcionales al aumento de la salinidad (Cang
et al., 2004; Park & Marchand, 2006; Van Ginkel et al., 2008; Srinivasan &
Viraraghavan, 2009; Ryu et al., 2012).



Ademas, los estudios han demostrado que existe formacion natural del
contaminante en cantidades significativas (Parker, 2009) en este tipo de ambientes
hipersalinos (Cang et al., 2004; Park & Marchand, 2006; Lehman et al., 2008; Van
Ginkel et al., 2008; Ryu et al., 2012), encontrandose cantidades desde 25 a 2700
mg/kg, dado que, las precipitaciones en estos lugares son poco frecuentes y se
reduce la posibilidad de que el contaminante se disuelva y migre a las aguas
subterraneas. Por lo tanto, este idbn se mantendria en estos depdsitos en cantidades
mas grandes que los que se encuentran en regiones de mayor precipitacion
(Srinivasan & Viraraghavan, 2009).

La necesidad de identificar y caracterizar las bacterias nativas de este tipo de
ambientes nace de la escasez de conocimiento sobre la diversidad microbiana de
ambientes naturales con potencialidades biotecnoldgicas para degradar
contaminantes ambientales; por lo tanto, la investigacion se establecera como una
fuente cientifica y marcard las bases en biorremediacion, en la busqueda y
desarrollo de modelos biologicos eficientes para la regidn, que permitan la
degradacion del ion. Puesto que los actuales sistemas de tratamiento quimicos para
este contaminante son poco eficientes, no son selectivos ni completos, generando
subproductos, resinas o0 salmueras contaminadas que deben ser tratadas
posteriormente, llegando a ser en algunos casos mas téxicas que el compuesto
original (Wang et al.,, 2014); lo cual conlleva a la busqueda de alternativas de
tratamiento como lo es la biorremediacion, que promete ser una solucién efectiva,
econOmica y viable (Logan et al., 2001a; Logan et al., 2001b; Bardiya & Bae, 2005;
Srinivasan & Viraraghavan, 2009; Chen et al., 2014a; Gupta et al., 2014), en
especial la biosorcion pues resulta méas eficiente, econdémica, reproducible y
manejable (Bardiya & Bae, 2005; Xiao et al., 2010; London et al., 2011).

Por otro lado, con los resultados de la investigacion se aportaran nuevos
conocimientos en la identificacion y caracterizacion de bacterias nativas, puesto
gue no existen bacterias estandarizadas para la reduccion del contaminante
aplicables de manera universal, y no existe garantia de cuan eficientes sean las
bacterias reportadas en otras partes del mundo en ambientes tropicales, como los
del Caribe colombiano. Incluso, es probable que puedan afectarse los suelos en los
gue se implementen biotecnologias que utilicen bacterias no nativas, dado que se
esta perturbando su equilibrio, siendo este Ultimo aspecto el que define la calidad
ambiental de los suelos segun Cruz et al. (2004).



2. MARCO TEORICO
2.1. GENERALIDADES DEL CONTAMINANTE

El contaminante es un oxianion de cloro cargado negativamente, compuesto de un
atomo de cloro rodeado por cuatro atomos de oxigeno, dispuestos en geometria
tetraédrica. El aniobn se combina con cationes como el sodio, potasio, amonio, litio,
y magnesio para formar sales (Dasgupta et al., 2005; Murray & Bolger, 2014); Estas
sales son facilmente solubles en el agua, interactian con sus moléculas a través de
enlaces de hidrégeno débiles (Isobe et al., 2013; Xie et al., 2014), por lo que en los
sistemas acuaticos se disocia facilmente en anion y en sus cationes asociados
(Urbansky, 1998). Por otro lado, el contaminante que se encuentra en el suelo se
puede lixiviar a los cuerpos de agua, ser absorbido por plantas y acumularse en sus
tejidos vegetales (Ellington & Evans, 2000; Urbansky et al., 2001), llegando a los
humanos a través de la cadena alimenticia (Sanchez et al., 2006; Voogt & Jackson,
2010; Lee et al., 2012)

Por lo anterior, el contaminante se conoce como un contaminante persistente
(Fisher et al., 2000; Motzer, 2001; Cafias et al., 2006; Gupta et al., 2014) , y difundido
en los ecosistemas (Fisher et al., 2000; Motzer, 2001), permaneciendo estable
durante largos periodos de tiempo bajo condiciones ambientales tipicas (Ellington
& Evans, 2000; Urbansky et al., 2001). Otra caracteristica que hace Unico a este
contaminante es su reduccidén extremadamente lenta en el ambiente, y que por lo
general solo es observada ante la accidn de fuertes &cidos concentrados, esta poca
capacidad se le atribuye a la estructura quimicamente estable del ion por lo que los
agentes fisico-quimicos reductores comunes no son capaces de reducirlo a formas
menos toéxicas de manera eficiente en condiciones ambientales. En otras palabras,
la reduccién quimica del contaminante no es una opcion viable (Motzer, 2001; Xu &
Logan, 2003; Gholamian et al., 2011; Ghosh et al., 2014). De hecho, su
comportamiento redox es raramente observado en sistemas quimicos. Por otro lado,
se han realizado investigaciones significativas en el campo de la reduccién
microbiana de este contaminante, concluyendo que esta tecnologia resulta mas
prometedora para su reduccién (Motzer, 2001; Xu & Logan, 2003; Bardiya & Bae,
2011; Wang et al., 2014).

2.1.1. Vias De Exposicién

Las actividades humanas y las fuentes naturales han incrementado la presencia del
contaminante en el medio ambiente. Por lo tanto, este contaminante podria entrar
al organismo a través de la transferencia tréfica, dado que los vegetales y cultivos
pueden acumular el ion proveniente de suelos contaminados o del agua de riego
(Srinivasan & Viraraghavan, 2009; Chen et al., 2014b). Frente a este panorama, la
amplia presencia de contaminante en los alimentos ha sido estudiada y bien
documentada al ser una importante via de exposiciéon (Kirk et al., 2005; Sanchez et
al., 2005; Blount et al., 2006; Dyke et al., 2006; Blount et al., 2007; Kannan et al.,
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2009; Oldi & Kannan, 2009; Zhang et al., 2010; Borjan et al., 2011; Lee et al., 2012),
reportandose contaminante en ciertos cultivos (Yu et al., 2004; Sanchez et al., 2005;
Seyfferth & Parker, 2006; Tefera et al., 2007), como la lechuga (Krynitsky et al.,
2004), y alimentos como frutas, zanahorias, arroz (Shi et al., 2007) y espinacas
(Government Accountability Office, 2005; USFDA, 2008). Ademas, se ha detectado
ionen la leche del ganado que ha consumido pasto con concentraciones de este
contaminante (Okeke et al., 2002; Kirk et al., 2003; Kirk et al., 2005; Kirk, 2006;
Dyke et al., 2007; Okeke et al., 2007; USFDA, 2008), en salchichas, jamon, fideos
instantaneos, pescados (Theodorakis et al., 2006), carnes y bebidas (Lee et al.,
2012), té, refrescos (Asami et al., 2009), muestras de algas (Martinelango et al.,
2006), plantas de tabaco y productos del tabaco (Jackson et al., 2005; ATSDR,
2008).

Estudios recientes detectaron contaminante en la leche materna de las mujeres
embarazadas y lactantes (Kirk et al., 2005; Pearce et al., 2007), En consecuencia,
los lactantes y nifilos menores de 7 afios presentan la mayor exposicion esperada
(Blount et al., 2006; Blount et al., 2007), con afectaciones en el sistema esquelético
y sistema nervioso central (USFDA, 2008; Wang et al., 2008; Ye et al., 2012).

Otra via de exposicidén a ion es la ingestion e inhalacion de polvo (Rudel et al., 2003),
dado que el suelo o polvo procedentes de actividades humanas o por deposiciones
atmosféricas puede actuar como portador de contaminantes (Christoforidis &
Stamatis, 2009; Shi et al., 2011), afectando la salud de nifios y adultos, de aqui el
interés investigativo para evaluar las concentraciones del contaminante y la
exposicién humana por ingestion, inhalacion y contacto dérmico con tierra y polvo
(Gan et al., 2014).

2.2. ORIGEN DEL CONTAMINANTE
2.2.1. Origen Natural

La formacién en el medio ambiente del contaminante genera cierto interés (Smith et
al., 2004; Furdui & Tomassini, 2010; Kim et al., 2013). Los hallazgos recientes
indican que este se forma continuamente de manera natural en la atmésfera, y los
mecanismos propuestos van desde procesos desencadenados fotoquimicamente
(Plummer et al., 2006) hasta descargas eléctricas durante tormentas (USFDA, 2008;
Parker, 2009) y la reaccion de cloro con ozono (Dasgupta et al., 2005). Otras fuentes
consideradas son la erupcion de volcanes (Simonaitis & Heicklen, 1975; Gu &
Brown, 2006) y el movimiento de placas tectdnicas (Noble & Mansfield, 1922).

Se ha demostrado que existe formacién natural del ion en cantidades significativas
(Parker, 2009) en ambientes aridos (Murray & Bolger, 2014) y/o hipersalinos (Cang
et al., 2004; Park & Marchand, 2006; Lehman et al., 2008; Van Ginkel et al., 2008;
Ryu et al., 2012), dado que la reaccion fotoquimica para su formacion involucra
cloruro de sodio (NaCl) de la tierra o de mar, el cual es elevado en la atmdsfera.



Este NaCl reacciona con el ozono para asi formar sales del contaminante. Posterior
su formacion, la sal se disuelve en las precipitaciones, regresando asi a la superficie
de los suelos. Luego de un periodo de tiempo, la tasa de deposicion de sal de ion
en la superficie se hace mayor que la tasa de sal del contaminante en disolucién.
Como resultado, las sales de contaminante quedan incorporadas en la composicion
de suelo (Murray & Bolger, 2014) o las fuentes hidricas. Ademas, por la poca
frecuencia de lluvias en estos lugares, se reduce la posibilidad de que el
contaminante se disuelva y migre a las aguas subterrdneas. Por lo tanto, este ion
se mantendria en estos depdsitos en cantidades mas grandes que los que se
encuentran en regiones de mayor precipitacion (Srinivasan & Viraraghavan, 2009).
También se ha demostrado la formacion natural de este contaminante en zonas
aridas a partir de algunos fertilizantes por causa del calentamiento global (Plummer
et al., 2006; Rao et al., 2007).

Los mayores depédsitos de contaminante se forman en las regiones aridas de
Sudamérica, especificamente en Chile, Pera y Bolivia. En el desierto de Atacama
en Chile se ha reportado la presencia de rocas compuestas por carbonato de calcio
(Schumacher, 1960; Ericksen, 1983; Kounaves et al., 2010), yeso, sodio y sales
(nitrato de sodio, nitrato potasio y perclorato como contaminante). Este tipo de rocas
con el contaminante también se han encontrado en el Valle de la Muerte en los
EE.UU en concentraciones de 1700 pg/kg (Rajagopalan et al., 2006; Rao et al.,
2007; Jackson et al., 2010). De acuerdo a este panorama, Urbansky et al. (2001)
informan que el ion también se puede formar de manera natural en algunos
fertilizantes, dado que gran parte del nitrato utilizado en estos abonos proviene del
desierto de Atacama. Estas rocas compuestas con nitrato de sodio, nitrato potasio
y perclorato han sido extraidas y exportadas a todo el mundo durante casi 200
afos, por este motivo la formacion natural del contaminante en este desierto ha
tenido mayor interés (Murray & Bolger, 2014).

Asi mismo, se han reportado sales de ion en bosques de algas marinas Kelp (Orris
et al., 2003) y en la Antartida (Kounaves et al., 2010), donde la concentracién de
este contaminante en suelos es de aproximadamente 1100ug/kg. Igualmente, hay
presencia de estas sales en la potasa, la cual es carbonato de potasio derivado de
cenizas de madera y varios minerales disueltos, formada en depdésitos de
evaporacion y es utilizada como materia prima en la fabricacion de fertilizante, en la
elaboracion de algunos detergentes y productos farmacéuticos (Murray & Bolger,
2014).

2.2.2. Origen Antropogénico

Gran parte del contaminante que se encuentra distribuido en las diferentes matrices
ambientales es el resultado de actividades antropogénicas. La literatura cientifica
cada vez ha reportado mas fuentes antropogénicas del contaminante, con
concentraciones por debajo de 0.1 ug/L a 35 pg/L en el agua potable (Quinones et
al., 2007; Kannan et al., 2009; Blount et al., 2010), por debajo de 0.1 a 22.1 ug/L en
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el agua subterranea (Kannan et al., 2009; Wu et al., 2010), por debajo de 1 a 2300
Mg/L en agua superficial L en agua superficial (Kosaka et al., 2007; Kannan et al.,
2009; Wu et al., 2010), por debajo de 1 a 13 uyg/kg en el suelo (Rao et al., 2007;
Jackson et al., 2010; Ye et al., 2013).

De acuerdo con el informe “Perchlorate: A system to track sampling and cleanup
results is needed” del gobierno de los Estados Unidos (2005), el 65% de la
contaminacion por el contaminante se encuentra en aguas subterraneas vy
superficiales asociadas con actividades militares, aeroespaciales, explosivas entre
otras (Government Accountability Office, 2005; Dasgupta et al., 2006; Parker, 2009;
Attanasio et al., 2011; Murray & Bolger, 2014)

Por otro lado, los fuegos artificiales también son una de las principales fuentes de
contaminacion de este contaminante en el ambiente (White, 1996; SERADP, 2005;
Dasgupta et al., 2006), porque contienen quimicos como nitrato de potasio, cloruro
de potasio, perclorato de potasio o perclorato de amonio, carbon, azufre,
manganeso, oxalato de sodio, aluminio y hierro en polvo, nitrato de estroncio, y
nitrato de batio (McLain, 1980; Thompson & Potter, 2000; Motzer, 2001; Zoeller &
Rovet, 2004; SERADP, 2005; Wang et al., 2007; Wu et al., 2011).

El ion también esta presente en el PVC y en las baterias de ion-litio como material
dopante (Interstate Technology & Regulatory Council, 2005) , por lo que es probable
gue los residentes y trabajadores de sitios de reciclaje de desechos electronicos
estén expuestos a dicha contaminacion (Eguchi et al., 2014). Ademas, este fuerte
oxidante es utilizado como agente de limpieza para la produccion de pantallas LCD
(Kim et al., 2009; Her et al., 2011).

Para la fabricacién de infladores de bolsas de aire para automoviles y herbicidas se
utiliza el contaminante de amonio, litio, magnesio y potasio. Esta ultima sal se ha
empleado como medicina y principalmente entre los afios 1950 y 1960 para tratar
el hipertiroidismo (Murray & Bolger, 2014). Del mismo modo, se ha implementado el
contaminante en la fabricacién de fésforos, tintes, caucho, aceites lubricantes (EPA
Federal Facilities Restoration And Reuse Office, 2005; ITRC. Interstate Technology
Regulatory Council, 2005), y se han detectados otras fuentes antropogénicas como
fundidoras, bengalas para sefializacion vial, agentes de secado y grabado, polvora,
pilas o baterias de magnesio (Wang et al., 2014), en componentes de algunos
desinfectantes, blanqueadores, limpiadores a base de cloro y sustancias quimicas
de cloracién para piscinas, tubos electronicos, pinturas, esmaltes, fertilizantes y
reactores nucleares (Government Accountability Office, 2005) y otros materiales
usados en aplicaciones comerciales (ITRC. Interstate Technology Regulatory
Council, 2005; Kirk, 2006; ATSDR, 2008; Nerenberg et al., 2008). El contaminante
también se ha utilizado como promotor del crecimiento y medicamento tireostatico
en el engorde de ganado (Gholamian et al., 2011).
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2.3. EFECTOS DEL CONTAMINANTE EN EL MEDIO AMBIENTE.
2.3.1. Efecto En La Biota

Varios estudios han encontrado que el ion puede ser facilmente acumulado por las
plantas (Yu et al., 2004; Jackson et al.,, 2005; Voogt & Jackson, 2010). La
investigacion realizada por Xie et al. (2014) con la planta de arroz (Oryza sativa L)
demostrd que esta es facilmente contaminada por el contaminante, sugiriendo que
puede inhibir el crecimiento en plantas (Xie et al., 2009; He et al., 2013a; Xie et al.,
2014). En otra investigacion se comprobo que el contaminante afecta el contenido
de clorofila y las raices de A. calamus, C. indica, T. dealbata y E. crassipes (He et
al., 2013b), sin embargo, no esté claro cémo el ion dafia el sistema fotosintético, por
lo que es necesario investigar los mecanismos de accion del contaminante en las
plantas (Xie et al., 2014).

También se sabe que el ion a concentraciones ambientales de 200-500 ppm
perturba la metamorfosis de anfibios (Goleman et al., 2002) y algunos peces (Miwa
& Inui, 1987; Shi, 2000; Einarsdéttir et al., 2006). También se comprob6 que
disminuye el namero total de huevos desovados por las hembras de la medaka
japonesa (Oryzias latipes) (Lee et al., 2014), modifica la proporcion sexual del pez
cebra (Mukhi & Patifio, 2007; Sharma & Patifio, 2013) y causa el hermafroditismo
funcional de la hembra del Gasterosteus aculeatus, lo cual lleva a la hipétesis de
gue el contaminante tiene efectos androgénicos (Bernhardt et al., 2006). Otros
efectos en los peces incluyen el desarrollo anormal de la placa lateral, disminucion
del rendimiento de nado, tasas de crecimiento mas lentas y reduccién de la
pigmentacion (Bernhardt et al., 2006; Bernhardt & von Hippel, 2008; Bernhardt et
al., 2011).

Por otro lado, la exposicion al contaminante conduce al hipotiroidismo embrionario
a especies de aves como la codorniz japonesa (Chen et al., 2008). y afecta la
tiroides en especies como la Colinus virginianus (McNabb et al., 2004)y el Anas
platyrhynchos (McNabb, 2003) de igual modo afecta a reptiles y mamiferos como
lagartijas, ratones, ratas, y conejos (Redick-Harris, 2006; USCHPPM, 2007).

2.3.2. Efectos En Los Humanos

El ion es ampliamente conocido por ser un potente disruptor endocrino inorganico
(Leung et al., 2010) debido a que afecta el funcionamiento normal de la glandula
tiroides, inhibiendo la fijacion de yodo (Snyder et al., 2003), el cual garantiza la
produccion necesaria de hormonas tiroideas, las cuales desempefian un papel
importante en la regulacion del metabolismo y es fundamental para el crecimiento
normal y el desarrollo de los fetos, bebés y nifios (Bruce et al., 1999; Shrout &
Parkin, 2006; Okeke et al., 2007; ATSDR, 2008; USFDA, 2008; Kucharzyk et al.,
2010; Bardiya & Bae, 2011; EPA, 2012a, 2012b; Chen et al., 2014a). La capacidad
del contaminante para alterar la produccion de hormonas de la tiroides (Wu et al.,
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2012) ha conducido a su uso medicinal como agente antitiroideo (Martino et al.,
1986; Newnham et al., 1988; Van Dam et al., 1993; BRUCKER-DAVIS, 1998).

Por otra parte, se ha demostrado que produce cancer de tiroides (Gholamian et al.,
2011) afecta el sistema nervioso, reproductivo, e inmunoldgico (Bernhardt et al.,
2006; Gilbert & Sui, 2008; USATSDR, 2008) produciendo teratogénesis en mujeres
embarazadas (Thrash et al., 2007), y ha sido documentado en muestras humanas
de sangre, saliva, leche materna y orina (Kirk et al., 2005; Blount et al., 2006; Blount
et al., 2007; Pearce et al., 2007; Kannan et al., 2009; Oldi & Kannan, 2009; Zhang
et al., 2010). La exposicién aguda a ion puede producir irritacion en ojos, piel y vias
respiratorias, tos, nauseas, vomitos y diarrea. Asi por ejemplo, el acido perclérico
es corrosivo para los 0jos, la piel y el tracto respiratorio y la exposicion a corto plazo
a dosis elevadas puede causar dolor de garganta, tos, dificultad respiratoria,
quemaduras, pérdida de la vision, dolor abdominal, vomitos y diarrea (EPA, 1999 ;
Dozier et al., 2005).

La contaminacion de contaminante representa un peligro especial para madres
lactantes y nifios pequefios porque puede transmitirse a través de la leche materna,
afectando la funcion de la tiroides y causando discapacidades fisicas y mentales,
como retraso mental, problemas de audicién y deficiencias en el lenguaje (Morreale
de Escobar et al., 2000). Estudios recientes detectaron ion en la leche materna (Kirk
et al., 2005; Pearce et al., 2007) y orina (Pearce et al., 2010) de nifios (Blount et al.,
2006; Blount & Valentin-Blasini, 2006) y mujeres embarazadas y lactantes..

2.4. TECNOLOGIAS DE TRATAMIENTO DEL CONTAMINANTE
2.4.1. Métodos Fisico-Quimicos.

Se pueden dividir en reacciones de secuestro y transformacion. Las reacciones de
secuestro incluyen sorcién, precipitacion, reacciones de intercambio iénico y
diferentes separaciones basadas en membranas, mientras que las reacciones de
transformacion incluyen reduccién quimica y electroquimica (Coates & Jackson,
2009; Ghosh et al., 2014).

2.4.1.1. Tecnologias De Membranas

Las técnicas basadas en membranas pueden ser eficaces para la remocion delL
contaminante, sin embargo generan incrustaciones en las membranas y tiene altos
costos. Ademas, el agua tratada con este sistema tiene que ser remineralizada con
cloruro de sodio, bicarbonato de sodio y otras sales inocuas para prevenir la
degradacion de los sistemas de distribucion y hacer el agua apetecible, ya que el
agua desionizada presenta un sabor desagradable (Ghosh et al., 2014). Aunque los
sistemas de membrana tienen diversos niveles de remocién, todos producen
residuos, en algunos casos estos residuos pueden ser mas toxicos que el
compuesto original y contienen concentraciones del ion y de otros componentes
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disueltos, los cuales aun requieren tratamiento (Coates & Jackson, 2009; Lin et al.,
2014).

2.4.1.2. Intercambio lénico

Estas reacciones pueden llevarse a cabo utilizando resinas tradicionales o carbén
activado. La eficiencia de este tratamiento depende principalmente de la matriz de
intercambio idnico utilizada y de la concentracion de otros iones en el agua (Tripp &
Clifford, 2006; Coates & Jackson, 2009). En el tratamiento de aguas, esta tecnologia
puede producir resinas de sal en presencia de otros aniones, lo cual seria un gran
inconveniente (Lin et al., 2014). Por este motivo, para implementar tratamientos de
intercambio i6nico es necesaria la desmineralizacion y remineralizacion del agua
dependiendo de su contenido de aniones (Ghosh et al., 2014).

2.4.1.3. Precipitacion

Esta técnica separa el contaminante de soluciones acuosas y lo concentra en otras,
requiriendo de un gran espacio para clarificar el agua y la implementacion de filtros
para la fase de acabado del proceso, por lo que genera inconvenientes en términos
de costos y post-tratamiento (Ghosh et al.,, 2014). Igualmente, produce mucha
humedad y lodo, que conduce a problemas de disposicién de residuos (James,
2008).

2.4.1.4. Reduccion Quimica

La reducciéon quimica de contaminante se ha estudiado extensamente, por lo que
se conoce un numero de metales con capacidad de reducir esta sustancia a cloruro.
Sin embargo, ningun reductor fisico-quimico tipico es capaz de llevarlo a
concentraciones tipicas ambientales en condiciones in situ (Coates & Jackson,
2009).

El hierro es uno de los reductores metalicos méas estudiados y se ha reportado que
reduce rapidamente el ion a altas temperaturas, presiones y pH acido (Gu et al.,
2003), aunque el uso de hierro cero valente a temperaturas elevadas o ante
radiacion ultravioleta puede incrementar la velocidad de reaccién. Otros metales
como el titanio, y metales de transicion como vanadio, molibdeno, renio y rutenio
son capaces de reducir el contaminante (Gu & Brown, 2006). Sin embargo, la
implementacion de esta tecnologia resulta poco practica bajo condiciones
ambientales, dada la lentitud del proceso de reaccion (Cao et al., 2005; Coates &
Jackson, 2009; Ghosh et al., 2014).

Actualmente se utiliza ampliamente esta técnica para la descontaminacion de
ecosistemas afectados por la presencia del contaminante, sin embargo, la
aplicacién de tales procesos se ve restringida por factores econémicos y técnicos
(Jansson-Charrier et al., 1995).

13



2.4.1.5. Reduccion Electroquimica

El contaminante puede ser reducido por materiales utilizados para electrodos
incluyendo platino, iridio, rodio, rutenio, wolframio, renio y tecnesio (Brown, 1986).
La dificultad de utilizar este proceso se debe a su uso histoérico como electrolito
inerte en corrosion y en estudios electroquimicos Una vez mas, en condiciones
ambientales, estas reacciones son bastante lentas, requirieren superficies muy
grandes, y se verian afectadas por las presencias de otras especies (reactivas o no
reactivas) en solucion. No tiene aplicacion in situ pero puede ser utilizada para
residuos concentrados o para la regeneracion de salmueras (Coates & Jackson,
2009).

2.4.2. Tratamientos biologicos de contaminante

Esta tecnologia implementa sistemas biolégicos (bacterias, algas, hongos,
levaduras y plantas superiores e inferiores) para remover los contaminantes de la
matrices ambientales (Nagase et al., 1994; Bonaventura & Johnson, 1997). Puede
ocurrir mediante fitorremediacion y biosorcién, utilizando plantas y microorganismos
respectivamente para la remocion y/o recuperacion de contaminantes (Chaney et
al., 1997; Xiao, 2012).

En 1995, Plaza y colaboradores estudiaron la reduccién del ion por diferentes
especies de hongos aislados del suelo (Aspergillus niger, Aspergillus nidulans,
Rhizopus rhizopodiformi, Rhizopus oryzae y Rhizopus pusillus), comprobando que
la biosorcién fue similar para todos los hongos y la acumulacién del compuesto
aumentd con el incremento de las concentraciones del contaminante. También se
ha encontrado que las algas marinas son potenciales biosorbentes (Leusch et al.,
1997).

Debido a que el contaminante es cinéticamente estable e inerte a baja
concentracion, la mayoria de los procesos fisico-quimicos tradicionales no son
aplicables a la eliminacion y la descomposicién del ion (Logan et al., 2001a).
Sumado a ello, presentan altos costos de mantenimiento, operacion vy
requerimientos energéticos muy elevados (James, 2008) y generan gran cantidad
de salmueras y resinas con altas concentraciones de contaminante. Frente a este
panorama, la biorremediacion ofrece la mejor solucion (Ghosh et al., 2011),
demostrando ser eficaz y econdmicamente atractiva (Hatzinger, 2005).

2.5. BIOSORCION CON BACTERIAS REDUCTORAS DEL CONTAMINANTE

La biosorcion es un método que contribuye al saneamiento ambiental, ya que
remueve el contaminante usando microorganismos para retener selectivamente los
cationes que se encuentran en la solucion (Mattuschka & Straube, 1993; Volesky &
May-Phillips, 1995; James, 2008) y degradarlo hasta convertirlo en formas menos
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toxicas o eliminarlo por completo (Lovley & Coates, 1997; Bender et al., 2005; Xiao,
2012).

Esta tecnologia incluye procesos de biorremediacion in situ y ex situ, asi como la
biodegradacion natural. El proceso de tratamiento ex situ es adecuado para
desechos con altas concentraciones del ion, como las aguas procedentes de
instalaciones que manipulan municiones. La biorremediacion in situ es adecuada
para reducir concentraciones del contaminante en zonas poco profundas (menos de
15 m de profundidad) o estrechas (Stroo & Norris, 2009), como aguas subterraneas,
y resulta beneficiosa en términos de costos de transporte de materiales y riesgo por
accidentes, y no requiere bioaumentacion, pues la microflora nativa se estimula
mediante la adicion de fuentes de carbono baratas y donantes de electrones
(Bardiya & Bae, 2011), haciéndola menos costosa que la biorremediacion ex situ
(Ye etal., 2012).

Las bacterias reductoras del ion son filogenéticamente diversas (Wallace et al.,
1996; Coates et al., 1999b; Michaelidou et al., 2000), Se han identificado bacterias
reductoras del contaminante delas clases alphaproteobacteria, betaproteobacteria,
gammaproteobacteria y deltaproteobacteria, donde las betaproteobacterias son las
mas comunmente detectadas (Wallace et al.,, 1996; Coates et al., 1999b;
Michaelidou et al., 2000; Achenbach et al., 2001; Coates & Achenbach, 2004; Waller
et al.,, 2004). Muchas de estas bacterias son representantes de los géneros
Pseudomonas, Magnetospirillum, Wolinella, Dechloromonas y Azospira (Wallace et
al., 1996; Coates et al., 1999b), esta dos Ultimas se encuentran en distintos
ambientes (Coates et al., 1999b), incluyendo muestras de campo, aguas cristalinas
(Coates et al., 1999a; Coates et al., 1999b; Logan et al., 2001a; Bender, 2003) e
incluso en muestras de suelo y lacustres de la antértica, por lo que estos dos grupos
bacterianos son los mas dominantes (Coates et al., 1999b; Achenbach et al., 2001;
Coates, 2005). En la tabla 1 se muestra las bacterias reportadas en distintas
investigaciones, demostrando la variedad de especies reductoras del contaminante
existentes.

Tabla 1: Principales clases, géneros y especies de bacterias reductoras del ion

Géneroy % De
Especies De |Degra- Referencia Observaciones
Bacterias dacion

Degradacion bajo condiciones de
alta salinidad (3%)
Degradacion bajo condiciones de
alta salinidad (3%)

Oceanicolasp | 7-11 (Ahn et al., 2009)

Nitratireductor sp | 7 - 11 (Ahn et al., 2009)

(Coates et al., 1999b;
S 70 Bardiya & Bae, 2008;
P Vigliotta et al., 2010)

Degradacion en condiciones
aerobias; temperatura 37°C

Dechlorospirillum
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Dechlorospirillum

Degradacion en condiciones

anomalous strain| ND (Coates et al., 1999hb) .
aerobias
WD
. Degradacion en condiciones
Azospirillum sp 100 (Waller et al., 2004) anaerdbicas; temperatura 22°C
Rhodobacter 80 (Bruce et al., 1999) Temperatu_ra_l 30°C; degradauon en
capsulatus condiciones facultativas
Rhodoba_lcter 80 (Bruce et al., 1999) Temperatu_ra_t 30°C; degraplauon en
sphaeroides condiciones facultativas
Magnetospirillum Temperatura 37°C; degradacién en
magnetotacticum 70 (Xu & Logan, 2003) condiciones aerobias
Rhodocyclus Reduccion éptima con salinidad del
tenuis 60 (Bruce et al., 1999) 1%; temperatura de 35°C, pH 7.5
. Degradacion en condiciones
Burkholderia sp ND (Ghosh et al., 2011) aerobias, temperatura 30°C, pH 7
La enzima clorato reductasa mostro
Ideonella (Bruce et al., 1999; apro>(§|maq,amente' |2(|)0 v_ecées.:jnayor
Dechloratans 90 Lindqvist et al., 2012) reduccion en celuias inaucidas
v anaerobicamente. Condiciones
anaerobias; temperatura 30°C
Serratia (Vijaya Nadaraja et al., Degradacion en condiciones
Marcescens 100 2013; Sankar et al., extremas de salinidad (mas del
2014) 15%); pH de 4.0a 9.0
Dechlorobacter Crecimiento 6ptimo a 37°C con 0%
hydrogenophilus 100 | (Thrash etal., 2007) de salinidad; pH 6.5
Propionivibrio Crecimiento 6ptimo a 30°C con 0%
militaris 100 | (Gu & Brown, 2006) de salinidad; pH 6.8
(Rikken et al., 1996;
Coates et al., 1999b;
Michaelidou et al., Degradacion de clorato en
Dechloromonas 100 2000; Achenbach et | condiciones facultativas anaerobias
al., 2001; Coates &
Achenbach, 2004)
Requiere CO2 como fuente de
Dechloromonas 100 (Zhang et al., 2002) carbon_o. Pueden degradar el
sp. HZ contaminante en presencia de
Hidrogeno
Dechloromonas Degradacion en presencia de
92 (Shrout et al., 2005) Hidrogeno; Temperatura 30°C; pH
sp. JDS5 70
(Bruce et al., 1999;
Chaudhuri et al., 2002; L -
Dechloromonas Degradacion en condiciones
agitata 100 Nozawa-Inoue et al., aerobias
g 2005; Sun et al., 2009;
Vigliotta et al., 2010)
Dechloromonas ND (Nerenberg et al., Puede crecer autétrofamente con

PC1

2006)

Hidrégeno como donador de
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electrones, o heterétrofamente con
acetato

Dechlorosoma

(Rikken et al., 1996;
Coates et al., 1999b;
Michaelidou et al.,
2000; Achenbach et
al., 2001; Tan &

Temperaturas de 20 °C a 37 °C; pH
de 6.0 a 8.0; Degradacion en

X 20 . .| condiciones aerobias. Acumulacion
sp (Azospira) Reinhold-Hurek, 2003; méxima. de clorato de 41 a 279
Coates & Achenbach, mg/L. Agitacion a 200 rpm
2004; Waller et al., giLt- A9 P
2004; Guan et al.,
2014)
Dechlorosoma Resulta efectivo para la degradacion
20 (Dudley et al., 2008) de altas concentraciones del
sp. HCAP-C .
contaminante
Dechloro_soma 100 Zhang et al, 2005 Degrada0|or_1 del contaminante,
sp. strain KJ clorato y nitrato en reactores
Se encuentran en condiciones
ambientales de 30 °C. La
Dezzl;lgsroisrgr)na 30 (Chaudhuri et al., respiraciéon microbiana del
suiIILFJJm 2002; Sun et al., 2009) contaminante se ve afectada
significativamente por variacion en
la temperatura.
la remocion del ion oscilo entre
Halomonas sp. | 7-11 (Ahn et al., 2009) 0.014 y 0.020 g/m2 por dia
(Logan et al., 2001a; Reduce el contaminante en
Halomonas Okeke et al., 2002; . )
o ND : ! concentraciones de sal por encima
halodenitrificans Martinez-Espinosa et
de las del mar
al., 2007)
Dechloromarinus . Condiciones ambientales de: 37-42
cepa NSS ND | (Bardiya & Bae, 2011) °C, pH 7.5,y 1.5-2.5 % NaCl
Marinobacter s 711 (Ahn et al., 2009; Reductora de iontolerante a la sal,
P- Stepanov et al., 2014). 5.6% NacCl soluciones NaCl
: aerobia capaz de crecer en
Alcanivorax sp. | 7-11 (Ahn et al., 2009) salinidades de of 0.46-20 3% NaCl
Vibrio En concentraciones de 1, 5, 25, 50,
; 20 (Wang et al., 2008) 75, 100, 125, 150, 175, 200 mg/L.
dechloraticans
Donador de aceptadores
Se encuentra en condiciones
. . | ambientales de temperatura 30 °C y
Citrobacter sp. 32 (Rikken et al., 1996; pH 7. Reductora del perclorat
Okeke et al., 2002) .
contaminante, tolerante a la sal, 0-5
soluciones NacCl.
Escherichia Se encuentra en condiciones
coli K-12 90 (Vigliotta et al., 2010) ambientales de temperatura 37 °C,

cepa NAR gen G

Degradacion en condiciones
aerobias
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Acinetobacter ND (Wang et al., 2008) Degradau_on en condlslones
sp. facultativas y aerobias.
Alteromonadace reduce el ion en presencia de nitrato
ae ND | (Stepanov etal., 2014) en los ambientes salinos
Se encuentra en condiciones
Proteus mirabilis | 90 | (Bruce etal, 1999) | ampientales de temperatura 30 °C,
Degradacion en condiciones
facultativas y anaerobias.
Bacteria anaerobia. Pueden
] degradar del contaminante en
Wolinella sp. 99.9 gt&fg s,;[ :II" 11332) presencia de hidrogeno. Capaz de
" reducir 3000 mg/L del ion a 0,5
mg/L.
Wolinella o L
succinogenes 60 (Wallace et al., 1996) Temperatura 30 °C, Degrqdamon en
condiciones facultativas
cepa HAP-1
Sulfuricurvum (Ahn et al., 2009; Sahy| Hacultativa y anaerobia. Bacteria
7-11 sulfuro oxidante descubierta en
sp. et al., 2009) -
reactores de lecho fijo
Condiciones anaerobicas,
Haloferax (Martinez-Espinosa et | Temperatura 40 °C, pH de 8. Los
. . ND . :
mediterranei al., 2015) aniones del contaminante pueden
ser eficientemente removidos.
Hipertermofilica, el mecanismo de
Archaeoalobus (Liebensteiner et al., reduccion del ion no involucra la
ful idgus ND | 2013; Liebensteiner et | enzima clorito dismutasa, por lo que
9 al., 2014) su reduccién no es llevada de clorito
a cloruro y oxigeno.
Para reduccién del contaminante no
. . . involucra la enzima clorito
Hyperthermophili ND (Liebensteiner et al., dismutasa, por lo que la reduccién
c archaea 2013) .
del contaminante no es llevada de
clorito a cloruro y oxigeno.
Temperatura 37 °C, Se requiere
(Nozawa-Inoue et al., enriguecimiento de Hidrogeno
Clostridium sp. 80 2005; Chung et al., d - geno,
Degradacion en conducciones
2009) .
facultativas.
Reduccién en condiciones aerobias,
(Hackenthal et al., pueden tolerar altas
Bacillus sp. ND 1964; Rainey, 2012; concentraciones de ion y son
Oren et al., 2014) capaces de reducirlo a una tasa de
71.04 mg/dia por gramo de biomasa

-ND: No determinado

La reduccion del contaminante a cloruro es termodindAmicamente favorable y puede
ser bastante rapida cuando se suministran suficientes donantes de electrones.
Diversos estudios de laboratorio han demostrado la efectividad de cepas y cultivos
mixtos en cuestion de horas, en algunos casos implementando hidrogeno (Xu &
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Logan, 2003; Shrout et al., 2005; Shrout & Parkin, 2006). También se ha demostrado
la resistencia al ion por comunidades microbianas, demostraron que se adaptan
facilmente a ambientes con elevados niveles del contaminante (Mergeay, 1995). Por
lo anterior, numerosos investigadores han llevado adelante el desarrollo de la
biosorcidn, ya que presentan grandes ventajas con respecto a los demas sistemas
de tratamiento, como alta eficiencia a bajas concentraciones del contaminante, pH
y temperatura, facil recuperacion de iones en solucion, es asequible y barata, y
puede utilizarse para purificar suelos y aguas (Arshady, 1991; James, 2008).

2.5.1. Metabolismo Bacteriano en la degradacion del Contaminante

Las bacterias reductoras del contaminate son ubicuas, facilmente obtenibles en el
medio ambiente (Coates et al., 1999b), y la mayoria tienen una amplia gama de
capacidades metabdlicas (Chaudhuri et al., 2002). Pueden llevar a cabo el proceso
de degradacion en el sitio de contaminacion, causando el minimo disturbio fisico
alrededor del area tratada, a diferencia de otros métodos (Volesky, 1999).

Por este motivo la caracterizacion de bacterias degradadoras del contaminante se
ha incrementado dramaticamente en los Ultimos afios. Se sabe que utilizan dos
enzimas claves (Kengen et al., 1999) que pueden reducir la energia de activaciéon
requerida para la reduccion de este contaminante, usando para ello el contaminante
como un aceptor de electrones para su metabolismo (Coates et al., 2000). La
enzima reductasa es la encargada de reducir el contaminante a clorato y de clorato
a clorito, mientras que la enzima clorito superoxido transforma el clorito a cloruro y
oxigeno molecular (Rikken et al., 1996; Coates et al., 1999b; Stenklo et al., 2001;
Hagedoorn et al., 2002; Xu & Logan, 2003; Shrout & Parkin, 2006); por lo que la via
de reduccion metabdlica ampliamente aceptada por los investigadores es la
siguiente (Logan et al., 2001a; Xu & Logan, 2003; Nozawa-Inoue et al., 2005;
Nerenberg et al., 2006):

CIlOa4 - (perclorato) — CIOs - (clorato) — CIlOz2 - (clorito) — CI- (cloruro) + O2

Las bacterias reductoras del contaminante son facultativas anaerobias o
microaerofilicas, lo cual es razonable dado que el oxigeno molecular se produce
como un intermedio de la reduccion microbiana del contaminante (Rikken et al.,
1996; Wallace et al., 1996; Bruce et al., 1999; Coates et al., 1999a; Michaelidou et
al., 2000). También se han reportado bacterias reductoras del ion que respiran
nitrato (Bruce et al., 1999; Coates et al., 1999a; Chaudhuri et al., 2002; Coates &
Achenbach, 2006).

2.5.2. Requerimientos Ambientales De Las Bacterias Degradadoras

El proceso de biosorcion esta regulado por diferentes factores que determinan la
méaxima capacidad de sorcion de iones del contaminante por los sistemas
microbianos (Chong & Volesky, 1995). Dentro de estos se encuentran factores
ambientales como el pH, temperatura, concentracion de sal (Coates & Achenbach,
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2006), inhibidores metabdlicos o presencia de aceptores de electrones, condiciones
nutricionales y tiempo de contacto. También existen factores fisiol6gicos, como el
tipo de microorganismo, edad fisioldgica, estado de la biomasa, concentracion
celular y mutaciones (Bruce et al., 1999; Coates et al., 1999b; Michaelidou et al.,
2000; Logan et al., 2001a; Chaudhuri et al., 2002; Wang et al., 2008).

.Habitat De Bacterias Reductoras

Estudios de caracterizacion fenotipica han demostrado que las bacterias reductoras
del contaminante conocidas exhiben una amplia gama de capacidades metabdlicas
y pueden prosperar en ambientes adversos que van desde suelos virgenes hasta
sedimentos del drenaje de minas de oro, aguas termales, plantas de tratamiento de
aguas residuales municipales, suelos de jardines, instalaciones subterrdneas de
almacenamiento de gas y en ambientes extremos como la Antartida (Malmqvist et
al., 1994, Rikken et al., 1996; Wallace et al., 1996; Bruce et al., 1999; Coates et al.,
1999b; Achenbach et al., 2001; Logan et al., 2001b; Zhang et al., 2002; Coleman et
al., 2003; Bardiya & Bae, 2004; Bardiya & Bae, 2005; Wolterink et al., 2005; Coates
& Achenbach, 2006; Balk et al., 2008; Bardiya & Bae, 2008; Gal et al., 2008; Weelink
et al., 2008; Balk et al., 2010; Thrash et al., 2010), hipertermofilicos e hipersalinos.
En este ultimo ambiente se han encontrado presencia del contaminante (25 a 2700
mg/kg), el cual se deposita por la escasez de lluvias, y ademéas se han reportado
bacterias halofilas con potencial éxito en la degradacion del ion, el cual se ve
incrementado en bacterias tolerantes a la sal (Cang et al., 2004; Park & Marchand,
2006; Lehman et al., 2008; Van Ginkel et al., 2008; Srinivasan & Viraraghavan,
2009; Ryu et al., 2012).
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3. ESTADO DEL ARTE Y ANTECEDENTES

En el ambiente existen muchos contaminantes originados de manera natural o por
accion antrépica, que por las repercusiones que causan al medio ambiente es
necesario su estudio para poder generar alternativas de solucion. Durante las
Ultimas décadas se ha investigado el impacto ecotoxicolégico que pueden generar
distintas sustancias quimicas y compuestos, dentro de estos contaminantes
recientemente estudiados, se encuentran las sales del ion, de las que se tiene
reporte de contaminacién ambiental desde el afio 1985 (Calderon et al., 2014).
Estas sales del contaminante pueden permanecer en las matrices ambientales por
muchos afios debido a su alta estabilidad y persistencia, ademas este
contaminantes puede generar una grave problematica, dado que, por sus
caracteristicas quimicas, puede representar una potencial amenaza para la biota y
los ecosistemas (Calderon et al., 2014).

Segun busqueda realizada el 29 de agosto del 2015 en las bases de datos
ScienceDirect (www.sciencedirect.com) y SpringerLink (http://link.springer.com/),
utilizando las palabras claves “Perchlorate reduction bacteria”, se evidencié un
aumento de articulos publicados desde el 2005 hasta la actualidad (figura 1, figura
2), esto se debe al interés e importancia de la tematica, debido a que las
investigaciones en los ultimos afios han considerado la biorremediacion como una
tecnologia biologica, eficiente, econémica y de facil reproducibilidad para removery
eliminar los contaminantes de las diferentes matrices ambientales (Bonaventura &
Johnson, 1997).

Articulos ScienceDirect
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llustracion 1: Namero de articulos sobre bacterias degradadoras del contaminante en el medio ambiente por
afios segun registro de ScienceDirect.
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llustracién 2: Nimero de articulos sobre bacterias degradadoras del contaminante en el medio ambiente por
afios segun registro de SpringerLink.
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4.1.

4.2.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar bacterias nativas a partir de suelos hipersalinos del Caribe
colombiano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar bacterias nativas provenientes de suelos hipersalinos del Caribe
colombiano.

Identificar microscOpicamente las bacterias aisladas por tincion de Gram.

Determinar bioquimicamente las bacterias aisladas mediante el sistema
BBL™ Crystal™ Kit ID para bacterias Gram negativas y Gram positivas.
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5. METODOLOGIA

5.1. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y PRESERVACION DE BACTERIAS
HALOFILAS

Las técnicas de aislamiento, purificacion y preservacion de las cepas bacterianas
fueron empleados segun la metodologia planteada por Castafieda et al. (2009).

5.1.1. Recoleccidon de muestras

Las muestras de suelos se tomaron en las minas de sal de Bolivar (10°36'14"N
75°17'16"W), Guaijira (11°46'30"N 72°26'40"W), y en carretera Ciénaga-Barranquilla
(10°56'N 74°27'W) (llustracion 5). Las muestras de suelos se colectaron a una
profundidad aproximada de 1 a 10 cm usando cuchara metélica de laboratorio. Se
registré el pH “in situ” para cada muestra.

Todas las muestras fueron rotuladas, inoculadas y transportadas en tubos Falcén
de 50 ml previamente estériles, conservadas en refrigeracion a 4°C, y transportadas
al Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias Béasicas de la Universidad
Tecnologica de Bolivar para su procesamiento.

5.1.1.1. Distribucion geografica de los sitios de muestreo.

llustracién 3: Ruta de muestreo.

5.1.1.1.1. Primer muestreo: Bolivar (26 de Noviembre de 2014).

0

Atlantic

| 1,km La Reforma

llustracion 4: Mapa de las salinas de suelos salinos de Bolivar.
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llustracion 5: Lugar de toma de muestras ().

Tabla 2: Coordenadas de los puntos de muestreo en Bolivar

Muestra Norte Oeste
1 10°47'41.3"N | 75°15'37.7"W
2 10°47'42.4"N | 75°15'37.3"W
3 10°47'44.8"N | 75°15'33.2"W
4 10°47'45.7"'N | 75°15'31.8"W
5 10°47'45.5"N | 75°15'30.2"W
6 10°47'44.7"'N | 75°15'30.3"W
7 10°47'42.8"N | 75°15'30.3"W
8 10°47'42.7"N | 75°15'28.4"W
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5.1.1.1.2. Segundo muestreo: Guajira (15 de Mayo de 2015).

llustracion 6: Mapa de las salinas de la Guajira

llustracién 7: Lugar de toma de muestras (Cristalizadora de las salinas de Guajira).
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5.1.1.1.3. Tercer muestreo: en carretera Ciénaga-Barranquilla (15 de Mayo de

2015).

Tabla 3: Coordenadas de los puntos de muestreo en Guajira.

Muestra Norte Oeste
1 11°46'10.9524"N | 72°28'24.3804"W
5 11°46'20.568"N | 72°28'25.7916"W
2 11°46'17,4396"N | 72°28'24,6578"W
3 11°46'04.5124"N | 72°28'20.7103"W
4 11°46'05.5915"N | 72°28'08.3525"W
6 11°46'22.1808"N | 72°28'27.0192"W
7 11°46'22.1736"N | 72°28'26.7312"W
8 11°46'25.4064"N | 72°28'18.4656"W
9 11°46'24.2688"N | 72°28'20.928"W
10 11°46'14.1558"N | 72°28'09.6572"W
11 11°6'25.3596"N | 72°28'18.4908"W
12 11°46'26.3470"N | 72°28'03.8296"W
13 11°46'23.8025"N | 72°27'52.0477"W
14 11°46'12.3845"N | 72°27'47.0806"W

Mar
Caribe

Salamanca

Via
Parque
Isla

Cienaga Grande de
Santa Marta

llustracion 8: Puntos de muestreo en carretera Ciénaga-Barranquilla.
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Tabla 4: Coordenadas de los puntos de muestreo en la carretera Ciénaga-Barranquilla .

Muestra

Norte

Oeste

1

10°59'19.4"N

74°17'45.5"W

10°59'03.3"N

74°18'22.9"W

10°58'52.4"N

74°19'11.3"W

10°58'42.7"N

74°20'07.4"W

10°58'38.0"N

74°20'38.7"W

10°58'34.8"N

74°21'01.8"W

10°58'29.0"N

74°25'38.0"W

N[O | |W|N

11°00'40.0"N

74°36'29.6"W

5.1.2. Aislamiento, purificacion y preservacion de cepas bacterianas

Un hisopo estéril se roto en el interior a cada muestra de suelo, que luego se
suspendi6 en Caldo Luria Bertani© (LB) su composicion para 1 L es: 10 g Triptona,
5 g Extracto de levadura, 10 g NaCl y 1000 mL de agua de mar previamente filtrada
en 0.45 um y esterilizada y posteriormente incubadas a 37°C durante 24 horas en
condiciones aerobias (Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, 2005)(Manual
de Bergys 2008). Transcurrida 24 horas después de la siembra en Caldo LB se
realizd un repigque en Agar, Luria Bertani© (LB) modificado con agua de mar su
composicién para 1 L es: 10 g Triptona, 5 g Extracto de levadura, 10 g NaCl y 1000
mL de agua de mar previamente filtrada en 0.45 um y esterilizada) y posteriormente
se incubaron a 37°C durante 24 horas en condiciones aerobias (Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology, 2005)(Manual de Bergys 2008). Transcurrida 24 horas
después de la siembra en la medio LB modificada, se verificd el crecimiento
bacteriano mediante la observacion de colonias. Luego de comprobar el crecimiento
bacteriano, se tom6 una azada (aprox. 50uL) de cada colonia representativa para
realizar la siembra masiva en Agar LB modificado.

5.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MICROSCOPICA,
PURIFICACION Y CONSERVACION DE LAS BACTERIAS.

5.2.1. Identificacién Microscopica

Las colonias bacterianas aisladas en medio LB modificado fueron tomadas y
replicadas en tres oportunidades utilizando la técnica por agotamiento, garantizando
asi el aislamiento de cada una. Después del tercer replique, se realizd la
identificacidon microscoépica de las colonias bacterianas representativas mediante la
técnica de tincion de Gram para bacterias Gram positivas y Gram negativas,
empleando un microscopio Olympus BX41, de acuerdo con las claves taxonémicas
sugeridas por el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 2005) Manual de
Bergys (2008) y el Atlas Microbiol6gico de Koneman y Allen (2008). En cada caso
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se registraron las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de cada grupo
bacteriano identificado.

5.2.2. Purificacion Bacterias Aisladas.

Una colonia de las cepas aisladas fue transferida finalmente en Agar Luria Bertani©
(LB) modificado con agua de mar su composicion para 1 L es: 10 g Triptona, 5 g
Extracto de levadura, 10 g NaCl y 1000 mL de agua de mar previamente filtrada en
0.45 um y esterilizada e incubadas a 37 °C durante 24 horas para posteriores
ensayos.

5.2.3. Preservacion.

Una colonia bacteriana se transfirio a 50 mL caldo LB modificado, incubada a 37°C
en condiciones aerobias durante 12 horas a 120 rpm ajustandose su densidad
celular de 0.8 - 1.0 a un O.D. de 620 nm. Transcurrido este periodo de incubacion,
720 pL de cada suspension se transfirid a crioviales con 80 pL de glicerol al 10%,
los cuales fueron almacenados a -80°C. Asi mismo, se implementé como método
de conservacioén a largo plazo la liofilizacion, manteniéndose cada cepa a -20 °C,
en el laboratorio del Grupo de Quimica Ambiental y Computacional de la
Universidad de Cartagena.

5.2.4. Identificacion Bioquimica.

El perfil metabdlico de las bacterias se determind empleando el sistema de
identificacion BBL Crystal™ Kit ID para bacterias Gram negativas y Gram positivas,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial y Mostafa et al. (2011). Ademas, se
realizaron pruebas de Oxidasa y Catalasa (Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, 2005)(Manual de Bergys, 2008)

5.3. ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD
5.3.1. Ensayos de susceptibilidad al NaCl

Una colonia de 24 de incubacion fue suspendida en caldo LB a 0.5 en la escala de
Mac Farland, luego con un hisopo previamente estéril la suspension fue inoculado
por siembra masiva en caldo LB con diferentes concentraciones de NaCl (35000
ppm, 50000 ppm, 75000 ppm, 150000 ppm, 300000 ppm); posteriormente se
identificaron como bacterias resistentes a NaCl, aquellas que presentaron turbidez
a las 24 horas de inoculado en el caldo LB con las diferentes concentraciones de
NaCl. Luego de esto se sembraron en Agar LB a 37 °C por 24 horas para descripcion
de colonias y realizacién de tincién de Gram para confirmar la pureza de la cepa.
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6. RESULTADOS

6.1. PRIMER MUESTREO (BOLIVAR).

Un total de 2 géneros de bacterias marinas haldfilas fueron aisladas de sedimentos
de las minas de sal de (Bolivar), de los cuales corresponden a un género de
bacterias Gram negativas (Vibrio sp) y a 1 un género de bacterias Gram positivas

(Bacillus sp), representadas en latablas 5y 6

Tabla 5: Aislamiento de bacterias Hal6filas en sedimentos salinos de Boliivar. .

Codigo Muestra Coordenadas Método de Génerof
Geograficas Aislamiento
Sedimentos 10°47'41.3"N LB-caldo -
G001 marinos 75°15'37.7"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'42.4"N LB-caldo .
G002 marinos 75°15'37.3"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'42.4"N LB-caldo -
G003 marinos 75°15'37.3"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'44.8"N LB-caldo .
G004 marinos 75°15'33.2"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'45.7"N LB-caldo -
G005 marinos 75°15'31.8"W agua de mar Vibrio sp
G007 Sedimentos 10°47'45.5"N LB-caldo Bacillus s
marinos 75°15'30.2"W agua de mar P
G008 Sedimentos 10°47'45.5"N LB-caldo Bacillus s
marinos 75°15'30.2"W agua de mar P
G009 Sedimentos 10°47'44.7"'N LB-caldo Bacillus s
marinos 75°15'30.3"W agua de mar P
G010 Sedimentos 10°47'44.7"N LB-caldo Bacillus s
marinos 75°15'30.3"W agua de mar P
Sedimentos 10°47'42.7"N LB-caldo .
G011 marinos 75°15'28.4"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'42.7"N LB-caldo .
G012 marinos 75°15'28.4"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°47'42.7"N LB-caldo .
G013 marinos 75°15'28.4"W agua de mar Vibrio sp

1 La identificacion de los caracteres morfolégicos y taxonémicos basados en el Manual de Beryis (2008) y Atlas

Microbiolégico de Koneman (2008).
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Tabla 6: Caracterizacion Microscopica y Bioquimica de las bacterias haléfilas aisladas de (Bolivar), Caribe colombiano. .

o ©
P . . . ., N 2] S
Cddigo Nom'b_re Ewderlc_la D_escnpgc_m ki ng 3 Habitat Observaciones
cepa cientifico | Fotografica | Microscopica | 5 | | (5
O] O
Forma: Bacilos rectos o curvos, no esporulados, 2
G001 Vibrio sp Bacilos + - - Halofilo y 3 im de largo, moviles, facultativos,
curvados dotados d(_e un Unico flagelo po_Igr qgue les
permite una elevada movilidad.
Forma: Halo6filo.Puede
G002 Vibrio sp : Baciloé | _ | _ | creceren medios Bacilo pequefio, movil, no presenta
curvados ligeramente capsula ni espora.
bésicos.
Vibrio sp Fo”."ai . Bacilo pequefio, mavil, no presenta
G003 Bacilos -l -] - Haldfilo 4 T
curvados capsula ni espora.
Eorma: La cepa oxida hidratos de carbono,
G004 Vibrio sp. | .7 Bacilos - | + | - | Lago hipersalino nuclgo§|dos, amlryoamd.os y_amdos
A curvados organicos, y enzimas _Ilpo_lltlcas y
2 proteoliticas constitutivas.
Forma: Bacilos rectos o curvos, no esporulados, 2
G005 Vibrio sp Bacilos -+ - - y 3 um de largo, moviles, facultativos,
Halofilo .
curvados dotados de un unico flagelo polar.
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G006

Vibrio sp

Forma:
Bacilos
curvados

Haldfilo

Bacilos rectos o curvos, no esporulados, 2
y 3 um de largo, moviles, facultativos,
dotados de un anico flagelo polar.

G007

Bacillus sp

Forma:
Bacilos.
Colonias
opacas,
suaves y
circulares

Suelos salinos

Bacilos grandes, moviles, aerobio, crece
entre los 5 y 50 °C, reducen nitrato,
hidrolizan caseina y almidon, producen
acido a partir de L-Arabinosa, celobiosa,
fructosa, galactosa, D-glucosa, maltosa,
D-Manitol, D-manosa, ramnosa, ribosa,
sorbitol y sacarosa, trehalosa, salicina 'y
D-xilosa.

G008

Bacillus sp

Forma:
Bacilos

Suelos salinos

Bacilos grandes, mdéviles, aerobios,
crecen entre 5y 50 °C, reducen nitrato,
hidrolizan caseina y almidén, producen
acido a partir de L-Arabinosa, celobiosa,
fructosa, galactosa, D-glucosa, maltosa,
D-Manitol, D-manosa, ramnosa, ribosa,
sorbitol y sacarosa, trehalosa, salicina y

D-xilosa.

G009

Bacillus sp

AR
SRR
9
»‘\“ \: /{4
ara W %
B A

Forma:
Bacilos,
Colonias
blanco
Cremoso

Suelos salinos

Bacilos pequefios (de 0.6 a 0.7um),
flagelacion peritrica, moviles, crecen entre
10y 47 °C, y pH de 9 a 10, tolerantes a
las sal, reductoras de nitrato, hidrolizan la
caseina, almidén y la beta
galactosidasa.No desaminan fenilalanina
ni hidrolizan Urea.




Bacilos gruesos, de 0.9 pm, gram
variables, aerobios, crecenentre 17 y 37°C

Ghevy 4 Forma y pH de 4,5, hidrolizan urea,
2 E s K Bacilos, . , ;
. ! TN : . betagalactosidasa, caseina, almidon, con
G010 Bacillus sp I o Colonias + Suelos salinos : L .
r ¥ &% citrato +, producen &cido a partir de D-
WM opacasy : :
| ST u'}',f's% Glucosa, D-Manitol, glicerol, fructosa,
18 suaves
é} 43 .,i galactosa, rabonosa, sacarosa, trehalosa,
'}_‘ PN negativo a esculina, fenilalanina.
e B 0 Forma:
I ’;e.b VA", -{~ A Bacilos
v ) o 3 curvados. Bacilos monotricos de 0.5-0.6 pm, no
'L . N Colonias Suelos esporulados, gram variables, facultativos
G011 Vibrio sp .k, %,.| cremosas, - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
2-‘:.- bt e opacas, salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5, indol
AP, 3 € 9. circulares, negativo.
;C"t'" “ - '" | convexas,
' ’:’ I
’ \ isas
Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
Forma; Suelos esporulados, gram variables, facultativos
G012 Vibrio sp Bacilos - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5, indol
negativo.
. Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
A Forma; Suelos esporulados, gram variables, facultativos
G013 Vibrio sp " i Bacilos - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5, indol

negativo.
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6.1.1. Identificacion bioquimica de las bacterias aisladas.

El analisis bioquimico fue realizado mediante kit BD Crystal™ para bacterias Gram negativas (Tabla 7) y Gram

positivas (Tabla 8).

Tabla 7: Actividad bioquimica de bacterias Gram negativas aisladas en Bolivar. .
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Tabla 8: Actividad bioquimica de bacterias Gram positivas aisladas en Bolivar .
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6.1.2. Pruebas de susceptibilidad al NaCl

Las bacterias aisladas presentaron grado de resistencia frente al NaCl observados
en la tabla 9.

Tabla 9: Prueba susceptibilidad a diferentes concentraciones de NaCl de bacterias aisladas de (Bolivar).

. Concentraciones (ppm)
o, Observaciones
bacteria | 300000 | 150000 | 75000 | 50000 | 35000
001 RIRIR* | RIRIR | RIRIR | RIRIR | RIRR Crecimiento
normal
002 RIRIR* | RIRIR | RIR/IR | RRIR | RIRR Crecimiento
normal
003 R/R/IR* R/R/R R/R/R R/R/R R/R/R Crecimiento
normal
004 RIRIR* | RIRIR | RIR/IR | RRIR | RIRR Crecimiento
normal
005 R/R/R* R/R/R R/R/R R/R/R R/R/R Crecimiento
normal
006 R/R/R* R/R/R R/R/R R/R/R R/IR/R Crecimiento
normal
007 | RRR* | RRIR | RRR | RRR | RRR | Crecimento
masivo
008 R/R/R* R/R/R R/R/R R/R/R R/IR/R Crecimiento
normal
009 R/R/R* R/R/R R/R/R R/R/R R/IR/R Crecimiento
normal
010 RIR/IR* | RIRIR | RIRIR | RIRIR | RIRR Crecimiento
masivo
011 R/R/R* R/R/R R/R/R R/R/R R/IR/R Crecimiento
normal
012 RIR/IR* | RIRIR | RIRIR | RIRIR | RIRR Crecimiento
normal
013 | RRR* | RRR | RRR | RRR | RRR | Ccrecimento
masivo

*: formacion de biopeliculas en la parte superior del medio
S: sensible (no se observa crecimiento)
R: resistente (se observa crecimiento)
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Tabla 10: Calculos para experimento de susceptibilidad de bacterias al NaCl.

LB volumen Final

LB (mL) | 600000 | - (mL) NaCl
ppm (mL) (Ppm)
0 5 5 300.000
2.5 2.5 5 150.000
1.25 3.75 5 75.000
0.83 4.17 5 50.000
0.58 4.42 5 35.000

3.7g LB+ 60 g NaCl para 100 mL de Agua destilada.
14.8 g LB+ 240 g NaCl para 400 mL de Agua destilada.
10uL de Inoculo

En las concentraciones de 300000 ppm se observé la formacion de biopeliculas en
los 4 géneros bacterianos aislados a partir de sedimentos marinos de (Bolivar),
donde se observé crecimiento en concentraciones de NacCl (llustracion 11).

il
) , P e:t

llustracion 9: Presencia de biopeliculas e Género
sedimentos marinos de (Bolivar).

- *: formacion de biopeliculas en la parte superior del medio
- R resistente (se observa crecimiento)
- S:sensible (no se observa crecimiento)
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6.2.

Un total de 2 géneros de bacterias marinas haldfilas fueron aisladas de sedimentos
de las minas de sal de (Guajira), de los cuales uno corresponde al género de
bacterias Gram negativas (Vibrio sp) y uno al género de bacterias Gram positivas

(Bacillus sp), representadas en la tabla 13y 14.

SEGUNDO MUESTREO: MINAS DE SAL DE LA GUAJIRA.

Tabla 11: Aislamiento de bacterias Haléfilas en sedimentos salinos de Guajira .

Coordenadas

Método de

citlge IS Geograficas Aislamiento Génerof
MO01 | Sedimentos marinos 71;(,;321238552\/'\\'/ agLulz-((:jael?gar Vibrio sp
MO002 | Sedimentos marinos 712%2‘;6225075961%'\\/1\/ agLuIZ_?jaelc::\)ar Vibrio sp
M003 | Sedimentos marinos 71210332113332\/,\\'/ agLulz-((:j?elcir?ar Vibrio sp
MO004 | Sedimentos marinos 712103863375113;\% agLuIZ_?jaelc::\)ar Vibrio sp
MO05 | Sedimentos marinos 7121:328855321?\/'\\'/ agLulz-((:j?elcir?ar Vibrio sp
MO06 | Sedimentos marinos 7121038688522212\% agLuIZ_?jaelc::\)ar Vibrio sp
MO07 | Sedimentos marinos 7121:3222723;383\/'\\'/ agLulz-((:j?elcir?ar Bacillus sp
MO008 | Sedimentos marinos 7121:38622271;132\/'\\'/ agLuIZ_?jaelc::\)ar Bacillus sp
MO09 | Sedimentos marinos 1712002%22%%62%8\3 agLulz'(ézlﬁar Bacillus sp
MO010 | Sedimentos marinos 7121:;1866[3;5?7533\'/ agLuIz_(c:jaeI(:r?ar Bacillus sp
MO11 | Sedimentos marinos 712%;%21%3;%%%'\\1/\/ agLuIZ_((;aeI(::w)ar Vibrio sp
M012 | Sedimentos marinos 7121:;1353?3;972\?'\/ agﬂi“éi'ﬁar Vibrio sp
M013 | Sedimentos marinos 7121:;1;55233272?\'/\'\/ agﬂi“éi'ﬁar Vibrio sp
M014 | Sedimentos marinos 7121:;76:72388365\/'\\'/ agLuIz_(c:jaeI(:r?ar Vibrio sp
M015 | Sedimentos marinos 7121:;1;5:7238832\'/\'\/ agLuBa_((:jaclelorI]?ar Vibrio sp

1 Basado en el Manual de Beryis (2008) y Atlas Microbiolégico de Koneman (2008).
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Tabla 12: Caracterizacion Microscépica y Bioquimica de las bacterias haldfilas aisladas de (Guajira), Caribe colombiano. .

© ©
n (7]
7 . . . . e (G E
Caodigo Nom,b_re Ewderlc_la D_escnpgqn i =l @ Habitat Observaciones
cepa | cientifico | Fotografica | Microscopica | x| | &
O| O
Forma: Bacilos rectos o curvos, no esporulados,
. L Suelos 2 y 3 um de largo, facultativos, moviles,
+ - - . . S
M001 Vibrio sp CIS?VC;E)SS hipersalinos dotados de un unico flagelo polar que les
2 permite una elevada movilidad.
. ; Forr_na: Suelos Bacilos moviles, no presenta capsula ni
M002 Vibrio sp i Bacilos - -] - hi .
: ipersalinos espora.
B curvados
Forma: . " . .
M003 | Vibrio sp Bacilos ] . Suelos Bacilos moviles, no presenta capsula ni
ipersalinos espora.
curvados
o Forma: La cepa oxida hidratos de carbono,
. WL L Suelos nucledsidos, aminoacidos y acidos
" a - + - . . L, . . . e
M004 Vibrio sp. WA e CE?;ES’S hipersalinos organicos, y enzimas lipoliticas y
St proteoliticas constitutivas.
TR Forma: Suelos Bacilos rectos o curvos, no esporulados,
MO005 Vibrio sp S Bacilos -+ - hipersalinos 2y 3 um de largo, facultativos, méviles,
3 curvados P dotados de un unico flagelo polar.
R : ' Forma: Suelos Bacilos rectos o curvos, no esporulados,
MO0O06 Vibriosp | & Bacilos - |+ |- hipersalinos 2y 3 um de largo, méviles, facultativos,
K 4 curvados P dotados de un Unico flagelo polar.
Tk s 4
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Bacilos grandes, moviles, aerobios,

Forma: crece entre los 5y 50 °C, reductoras de
Bacilos nitrato, hidrolizan caseina y almidon,
MOO7 Bacillus Colonias + _ Suelo_s producen acido a partir de L-Arabinosa,
sp opacas hipersalinos celobiosa, fructosa, galactosa, D-
suaves 'y glucosa, maltosa, D-Manitol, D-manosa,
circulares ramnosa, ribosa, sorbitol y sacarosa,
trehalosa, salicina y D-xilosa
Bacilos grandes, méviles, aerobios,
crece entre los 5y 50 °C, reductoras de
nitrato, hidrolizan caseina y almidon,
MO008 Bacillus Forma: + _ Suelo_s produce_n acido a partir de L-Arabinosa,
sp Bacilos hipersalinos celobiosa, fructosa, ga}lactosa, D-
glucosa, maltosa, D-Manitol, D-manosa,
ramnosa, ribosa, sorbitol y sacarosa,
trehalosa, salicina y D-xilosa
Bacilos pequefios (de 0.6 a 0.7um),
Forma: flagelacion peritrica, méviles, crecen
Bacillus Ba_cilos . entre 10y 47 °C,ypHde9a 1Q,
M009 S Colonias color + Suelos salinos | tolerantes a las sal, reductoras de nitrato,
P blanco hidrolizan la caseina, almidén y la beta
cremoso galactosidasa. No desaminan
fenilalanina ni hidrolizan Grea.
Bacilos gruesos, de 0.9 um, gram
Forma: variables, aerobios, c_rece_nentre 17y
Bacilos 37°Cy pH de 4,5, hlqlrollzan urea,
Bacillus Colonias . beftagalacto&dasa, caseina, alml_don, con
MO010 + Suelos salinos citrato +, producen &cido a partir de D-
sp opacas y ) :
suaves Glucosa, D-Manitol, glicerol, fructosa,

galactosa, rabonosa, sacarosa,
trehalosa, negativo a esculina,
fenilalanina.
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Forma:

Bacilos
curvados. Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
Colonias Suelos esporulados, gram variables, facultativos
MO11 Vibrio sp cremosas, - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
opacas, salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5,
circulares, indol negativo.
convexas,
lisas
Bacilos monétricos de 0.5-0.6 pm, no
Forma: Suelos esporulados, gram variables, facultativos
MO012 Vibrio sp Bacilos - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5,
indol negativo.
Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
Forma: Suelos esporulados, gram variables, facultativos
MO013 Vibrio sp Bacilos - hipersalinos y moviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5,
indol negativo.
Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
Forma: Suelos esporulados, gram variables, facultativos
MO014 Vibrio sp Bacilos - hipersalinos y moéviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5,
indol negativo.
Bacilos monétricos de 0.5-0.6 um, no
Forma: Suelos esporulados, gram variables, facultativos
MO015 Vibrio sp Bacilos - hipersalinos y moéviles, crecimiento entre los 20 y 50°C
curvados. salmueras (optimo a 37°C) y pH entre 5.5y 8.5,

indol negativo.
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Tabla 13: Actividad bioquimica de bacterias Gram negativas aisladas en la Guajira .
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El analisis bioquimico fue realizado mediante kit BD Crystal™ para bacterias Gram negativas (tabla 15) y Gram

positivas (tabla 16).

6.2.1. Identificacion bioquimica de las bacterias aisladas.
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Tabla 14: Actividad bioquimica de bacterias Gram positivas aisladas en la Guajira.
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6.2.2. Pruebas de susceptibilidad al NaCl

Las bacterias aisladas presentaron grado de resistencia frente al NaCl observados
en la tabla 17.

Tabla 15: Prueba susceptibilidad a diferentes concentraciones de NaCl de bacterias aisladas de la Guajira.

Codigo Concentracién (ppm) Obeervaciones
bacteria | 300000 | 150000 [ 75000 | 50000 | 35000
001 RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | RIRR | Crecimiento
normal
002 | RRIR | RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | Crecimiento
normal
003 RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | RIRR | Crecimiento
normal
004 | RRIR | RIRR | RIRIR | RIRIR | RIRR | Crecimiento
normal
005 RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | RIRR | Crecimiento
normal
006 | RIRIR | RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | ~Crecimiento
normal
007 | RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRIR | RIRR | Crecimiento
masivo
008 | RRIR | RIRR | RIRIR | RIRIR | RIRAR | Crecimiento
normal
009 RIRIR | RIRIR | RIRIR | RIRR | RIRR | Crecimiento
normal
010 | RRIR | RIRR | RIRR | RIRR | RRR | Crecimiento
masivo
Crecimiento
011 | RIR/R | RIRIR | RIRIR | RIRR | RIRR iy
012 RIRIR | RIRIR | RIRIR | RIRR | RIRR | Crecimiento
normal
013 | RRR | RIRIR | RIRR | RIRIR | RIRR | Crecimiento
masivo
014 | RRIR | RIRR | RIRR | RIRR | RIRR | Crecimiento
masivo
015 | RRIR | RIRR | RIRIR | RIRIR | RIRAR | Crecimiento
masivo

* . formacién de biopeliculas en la parte superior del medio
S: sensible (no se observa crecimiento)
R : resistente (se observa crecimiento)

6.3. TERCER MUESTREO: VIA PARQUE ISLA DE LA CARRETERA
CIENAGA-BARRANQUILLA

Un total de 3 géneros de bacterias marinas haldfilas fueron aisladas en suelos

salinos de la Carretera Ciénaga-Barranquilla, De Los Cuales Corresponden A Dos
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Géneros De Bacterias Gram Negativas (Vibrio sp, Eschericha coli) y a 1 un género

de bacterias Gram positivas (Bacillus sp), representadas en la tabla 20 y 21.

Tabla 16: Aislamiento de bacterias Haléfilas en suelos salinos de la Carretera Ciénaga-Barranquilla. .

Codigo Muestra Coordenadas SR Génerof
Geograficas Aislamiento
Sedimentos 10°59'19.4"N LB-caldo -
S001 marinos 74°17'45.5"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°59'03.3"N LB-caldo -
S002 marinos 74°18'22.9'W |  agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°58'52.4"N LB-caldo -
S003 marinos 74°19'11.3"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°58'42.7"N LB-caldo .
S004 marinos 74°20'07.4"W agua de mar Vibrio sp
Sedimentos 10°59'19.4"N LB-caldo : :
S005 marinos 74°17'45.5"W agua de mar Eschericha coli
Sedimentos 10°58'34.8"N LB-caldo .
S006 marinos 74°21'01.8'W |  agua de mar Vibrio sp
S007 Sedimentos 10°58'29.0"N LB-caldo Bacillus s
marinos 74°25'38.0"W agua de mar b
S008 Sedimentos 11°00'40.0"N LB-caldo Bacillus s
marinos 74°36'29.6"W agua de mar b
S009 Sedimentos 10°47'44.7"N LB-caldo Bacillus s
marinos 75°15'30.3"W agua de mar b
Sedimentos 10°59'19.4"N LB-caldo , .
S010 marinos 74°17'45.5"W agua de mar Eschericha coll

1 Basado en el Manual de Beryis (2008) y Atlas Microbiolégico de Koneman (2008)
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Tabla 17: Caracterizacién Microscopica y Bioquimica de las bacterias haléfilas aisladas de de la Carretera Ciénaga-Barranquilla, Caribe colombiano.

o ©
. . . . . (%] n
5 5 c| ©| € -~ .
Caddigo Nom,b_re EV|deqc_la D_escnpgqn Sl 5| s Habitat Observaciones
cepa cientifico | Fotografica | Microscopica | X | 5| &
Oo| O
. Bacilos rectos o curvos, no esporulados, 2 y
. Forma: - 3 um de largo, moviles, facultativos, dotados
S001 Vibrio sp Bacilos + - | - Haléfilo , 2 ’ ' :
de un Unico flagelo polar que les permite
curvados (t
una elevada movilidad.
g _ Haléfilo. Puede
OE R Forma: crecer en medios | Bacilo pequefio, movil, no presenta capsula
S002 Vibrio sp 3 Bacilos - - - ) Peq PR P P
N, ligeramente ni espora.
SN curvados ,
5 basicos.
Forma: Bacilo pequeio, movil, no presenta capsula
S003 Vibrio sp Bacilos - - Hal6filo pequeno, movll, no p P
ni espora.
curvados
) La cepa oxida hidratos de carbono,
Forma: nucleésidos, aminoacidos y acidos
S004 Vibrio sp. Bacilos -+ - Haldfilo . ' . OS Y
, organicos, y enzimas lipoliticas y
curvados 2. L
proteoliticas constitutivas.
. i ; Forma: Habitat .
Eschericha | - . . Bacilos rectos o curvos, no esporulados,
S005 . : Bacilos - | + | - | contaminados con ;
coli A . facultativos
g curvados materia fecal
S006 Vibrio sp Forma; Bacilos rectos o curvos, no esporulados, 2 y
Bacilos -+ |- Haldfilos 3 um de largo, méviles, facultativos, dotados
curvados de un unico flagelo polar.
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Bacilos grandes, moviles, aerobio, crece
Forma; entre los 5 y 50 °C, reducen nitrato,
Bacilos. hidrolizan caseina y almidon, producen
. Colonias . acido a partir de L-Arabinosa, celobiosa,
S007 Bacillus sp + Suelos salinos P
opacas, fructosa, galactosa, D-glucosa, maltosa, D-
suaves y Manitol, D-manosa, ramnosa, ribosa,
circulares sorbitol y sacarosa, trehalosa, salicina y D-
xilosa.
Forma: Bacilos pequefios (de 0.6 a 0.7um),
Baciloé flagelacion peritrica, moéviles, crecen entre
: 5y . 10y 47 °C, y pH de 9 a 10, tolerantes a las
S008 Bacillus sp Colonias + Suelos salinos y yp . o
sal, reductoras de nitrato, hidrolizan la
blanco . L ,
caseina, almidén y la beta galactosidasa.No
cremoso ; : . A By
desaminan fenilalanina ni hidrolizan Urea.
Forma: Bacilos pequefios (de 0.6 a 0.7um),
o flagelacion peritrica, moviles, crecen entre
. Bacilos, o
S009 Bacillus sp Colonias + Suelos salinos 10y 47°C,ypHde9 a 10, tol_eraqtes alas
ey, ) sal, reductoras de nitrato, hidrolizan la
eAd ot blanco . L :
<Xl e caseina, almidén y la beta galactosidasa.No
\‘\’{:s{ IR cremoso desaminan fenilalanina ni hidrolizan Grea
Fan s :
Eschericha 4 i Forma Habitat Bacilos rectos o curvos, no esporulados
S010 . : Bacilos - | contaminados con > P '
coli i . facultativos
ool curvados. materia fecal
oo

48




6.3.1. Identificacion bioquimica de las bacterias aisladas.

El analisis bioquimico fue realizado mediante kit BD Crystal™ para bacterias Gram negativas (Tabla 22) y Gram
positivas (Tabla 23).

Tabla 18: Actividad bioquimica de bacterias Gram negativas aisladas en Via Isla de Parque de de la Carretera Ciénaga-Barranquilla

©

.E_fg = o

o| =2 © o
ol o w ol ©| S| | = = S o
S| T| | © Sl |l 8| 8| § = ol © Q
o o o|zlglZ| 8|88 5|5 gl s g 2| 8 8

c| o S © | _| _| = | 8 =l S| 2| & S| = E| o| S Sl = ®

< | 8| 2|8 8| 5|4l 5|2|s|88|2|n|l58 8 |85 T|32E|E|lE o 8l Ll
& | S| sl S| el gla|lc|E|ElSlsl @l el el o=l alS|e ea|8 e gs
6 | x| =8| 8| ¢|35| 55|82 S2lalelpslslal i 2=lz|2 235 8 of =2 32
O|C| 2|2\ 2| & |9 2 <|8| 5|82 222228 5|%3 |°° 2= "]|¢
al|l 2| 25| | & 2| 2| 2| | = o = =
c|l | 2| & c|l g | 2| 2 = < | 2 (9]
al af & al ol &| 3| ® = = E
<l T < = Q

Z O
01 |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+]|+|+|+]|+|+]-]-|-]-]-]-|+[-1-1-1--[+|-]-1H+
02 |- |- | -|+|+]|-]-|-|-1-14|-|-|+|-|+|+]-|+]|+]-|-1+|-|-|-|-]-[+|+]-|-]-
03 | - |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ +]|+][+]| -] -1-1-1-1-1-1-1-1--1+|-1-1-1-/-1-1]-/-+-
04 |- |-+ |+ |+|-|-|-|+|-]-]-]1++|-|+[+|-f-|-1-1+|-A-1-'-1-'-1-1+-|-1-
05 [+ |- |-+ |+|-|-|-|+|-]-]-]+|-|-|+|+|+]|-|-|+|-+|+|-|-|+|-|-|+|+]|-]-
06 |+ |- |-+ |+ |- - |- +|-1-]-]1+|-|-|+|+|+]|-|-|+]-+|+|- - +|-|-|+|+]|-]-
Q10 |+ | - | = |+ |+ | -] = |- +|-|-]-]+-|-|+|+|+]-|-|+]-f+|+|- -+ - *+|+]|-]-

001. Vibrio sp. 002. Vibrio sp. 003. Vibrio sp. 004. Vibrio sp..005. Eschericha coli. 006. Vibrio . 010. Eschericha coli
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Tabla 19: Actividad bioquimica de bacterias Gram positivas aisladas en Via Parque de de la Carretera Ciénaga-Barranquilla
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6.3.2. Pruebas de susceptibilidad al NaCl

Las bacterias aisladas presentaron grado de resistencia frente al NaCl observados
en la tabla 24.

Tabla 20: Prueba susceptibilidad a diferentes concentraciones de NaCl de bacterias aisladas de de la
Carretera Ciénaga-Barranquilla

Codigo Concentracién (ppm) Obeervaciones
bacteria | 300000 | 150000 | 75000 | 50000 | 35000
001 RRIR | RRR | RRR |RRR | RRR | Crecimiento
normal
002 RRR | RRR | RRR |RRR| RRR | Crecimiento
normal
003 RRIR | RRR | RIRR |RRR | RRR | Crecimento
normal
004 RRIR | RRR | RRR |RRR | RRR | Crecimento
normal
005 | SiSIS | sisis | sisis | sisis | sisis | NOseobserva
crecimiento
006 RRR | RRR | RRR |RRR| RRR | Crecimiento
normal
007 RRIR | RRR | RRR |RRR | RRR | Crecimento
masivo
008 RRR | RRR | RRR |RRR| RRR | Crecimiento
normal
009 RRIR | RRR | RIRR |RRR | RRR | Crecimento
normal
010 sisis | sisis | sisis | sisis | sisis | NOseobseva
crecimiento

S: sensible (no se observa crecimiento)
R : resistente (se observa crecimiento)
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Con las pruebas microscépicas y bioquimicas se lograron caracterizar tres géneros
de bacterias Vibrio sp., Bacillus sp., y Escherichia coli, las cuales ya han sido
previamente reportadas por la literatura como bacterias reductoras de
contaminante. Korenkov et al. (1976) demostr0 que la especie de Vibrio
dechloraticans Cuznesove B-1168 era capaz de reducir 300 mg/L de esta sustancia
a cloruro, a una tasa de 1677 mg/dia por gramo de biomasa bajo condiciones
anaerobias; mientras que Hackenthal et al. (1964) reportdé la reduccion de
contaminante por parte de las cepas de Bacillus cereus, primera especie registrada
en preferir al ion como aceptor de electrones por encima del nitrato. Ademas, las
bacterias pertenecientes a este género pueden tolerar altas concentraciones de
contaminante (Rainey, 2012; Oren et al., 2014) y son capaces de reducirlo a una
tasa de 71.04 mg/dia por gramo de biomasa (Hackenthal et al., 1964).

De igual modo, se ha reportado que la E. coli es capaz de reducir concentraciones
del contaminante (De Groot & Stouthamer, 1969; Roldan et al., 1994) a una tasa de
83.04 mg/dia por gramo de biomasa (Hackenthal et al., 1964; Smith, 1995). A pesar
de esto, las cepas mueren luego de producir clorito al final del proceso metabdlico
(Coates, 2005), por lo que resulta una alternativa poco eficiente para sistemas de
tratamiento bioldgico. Lo anterior explica la poca tolerancia de estas bacterias ante
la exposicion a distintas concentraciones dei ion realizada en el presente estudio.

Por otro lado, los resultados de las pruebas de susceptibilidad confirmaron que la
mayoria de bacterias aisladas son haldfilas, pues sobrevivieron a concentraciones
de NaCl mayores a las del agua de mar (35000 ppm NaCl). Esto resulta favorable
para las bacterias Vibrio sp y Bacillus sp caracterizadas, dado que la salinidad es
un factor determinante para estas, pues la primera necesita iones de sodio para
mantener la integridad de su pared celular y membrana (Hidalgo et al., 2012),
mientras que para la Ultima, varias de sus especies crecen a grandes
concentraciones de sal (70000 ppm- 75000 ppm NacCl, en algunos casos hasta
10000 ppm) (Granum et al., 2014), por lo que no resulta inusual la presencia de
estas bacterias en ambientes hipersalinos. Sin embargo, las cepas de E. coli
aisladas de de la Carretera Ciénaga-Barranquilla resultaron susceptibles a las
condiciones de alta salinidad, por lo que su presencia es atribuida a las actividades
antropicas de la zona.

Ademas, en los sitios de muestreo se reportaron indicadores de la alta salinidad y
aridez, tales como presencia de Batis maritima suelos salinos de Bolivar, Guajira 'y
de la Carretera Ciénaga-Barranquilla) y suelos quebradizos y erosionados Ademas,
cabe destacar que de las tres zonas de muestreo suelos salinos dela Guajira
presenta las condiciones ambientales mas extremas. Este factor predispone a que
las bacterias aisladas en este lugar tengan mayor resistencia a la hipersalinidad, lo
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gue hace que estas cepas sean mas halofilas que aquellas obtenidas en Bolivar y
de la Carretera Ciénaga-Barranquilla.
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8. CONCLUSIONES

Los géneros bacterianos Vibrio sp., y Bacillus sp., aislados a partir de ambientes
hipersalinos del Caribe colombiano (Bolivar; Guajira; de la Carretera Ciénaga-
Barranquilla) son haldfilos, ya que soportan condiciones de alta salinidad (hasta
35000 ppm). Sumado a ello se comprob6d que estos géneros (Vibrio sp. y Bacillus
sp). Pueden sobrevivir a grandes concentraciones de este contaminante. Sin
embargo la especie Escherichia coli caracterizada no es haldfila.

9. RECOMENDACIONES

Se aconseja realizar mas estudios que tengan como objetivo la identificacién de
nuevos géneros y especies bacterianas en ambientes hipersalinos del caribe, no
solo colombiano sino de demas zonas del continente, que presenten las condiciones
ambientales que posibiliten su crecimiento. De igual forma, resulta necesario
comprobar la eficiencia degradadora de estas bacterias mediante modelos
bioldgicos y analizar los mecanismos metabdlicos que las hacen resistentes a este
contaminante y les permita degradarlo. Posteriormente, se deben implementar las
bacterias que presenten tasas degradadoras Optimas en tratamientos de
biorremediacion alternativos que permitan mejorar la calidad de las matrices
ambientales.
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11.ANEXOS

11.1. MUESTRO SUELQOS SALINOS DE BOLIVAR.

llustracion 10: Nodrizas de Bolivar

llustracion 11: Muestras de suelos salinos de Bolivar tomadas en tubos Falcén
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11.2. MUESTREO SUELOS SALINOS DE LA GUAJIRA

+7 R

IlustraC|on3:‘SueIds Salinos de la Guajira.
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llustracion 14: Cristales de sal de la Guajira

11.3. MUESTREO De La Carretera Ciénaga-Barranquilla

llustracion 15: Suelos de de la Carretera Ciénaga-Barranquilla, Sector Tasajeras.
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