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RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron los niveles microbianos para los indicadores coliformes totales,
coliformes fecales (Escherichia coli), Enterococcus spp y el agente patégeno Vibrio spp. Asi mismo para
algunas variables fisicoquimicas (pH, temperatura, conductividad, salinidad, nutrientes y oxigeno disuelto)
con base en el monitoreo realizado al agua contenida en los tanques de lastre de once (11) buque-tanques
de trafico maritimo internacional, que arribaron al Terminal Multiboyas de Ecopetrol de Tumaco durante
2013. Los resultados microbioldgicos revelaron la presencia de indicadores bacterianos en todos los tanques
de lastre: en el 73.9 % de los tanques el recuento microbiano para el grupo coliformes sobrepasé las 250
UFC/100ml y el género Enterococcus spp excedié las 100 UFC/100ml en el 8.7 %. Asimismo se registro
la presencia del género Vibrio spp en el 52.2 % de los tanques examinados. Esto implica que el agua de
lastre evaluada, la cual es descargada en la bahia, genera un riesgo potencial tanto para el ecosistema
marino como para la salud humana, constituyendo un vector para la introduccion de especies invasoras y
organismos patdgenos. Los niveles de las variables fisicoquimicas se encontraron dentro de los intervalos
reportados para la bahia de Tumaco y, por ende, no alteran las caracteristicas del agua de la bahia.

PALABRAS CLAVES: agua de lastre, bahia de Tumaco, indicadores bacterianos, Pacifico colombiano,
parametros fisicoquimicos.

ABSTRACT

In the present study microbial levels for total coliforms, fecal coliforms (Escherichia coli), Enterococcus spp
and Vibrio spp pathogen indicators were evaluated; likewise, some physicochemical variables (pH, tempe-
rature, conductivity, salinity, nutrients and dissolved oxygen) were determined from monitoring carried to
the water in the ballast tanks of 11 tankers of international maritime traffic, arrived on Ecopetrol Terminal in
Tumaco during 2013. The microbiological results revealed the presence of bacterial indicators in all ballast
tanks; in 73.9% of the tanks, the microbial count for coliform group surpassed the 250 CFU/100 mL; the
genus Enterococcus spp exceeded 100 CFU/100 mL at 8.7%. Also, the presence of Vibrio spp in 52.2% of
examined tanks were recorded. This implies that the tested ballast water, which is discharged in the bay, can
be considered a risk to the marine ecosystem and to human health, becoming a vector for the introduction
of invasive species and pathogens. The levels of physicochemical variables were within the ranges reported
for the Tumaco Bay and therefore do not alter the characteristics of the water in the bay.

KEYWORDS: water ballast, Tumaco Bay, bacterial indicators, Colombian Pacific, physicochemical
parameters.
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INTRODUCCION

La economia mundial se mueve a través
del transporte maritimo, proporcionando el
medio para el traslado de mercancias entre
cientos de kildmetros de un lugar a otro y con
la mejor relacion costo-beneficio. Mas del 90%
del comercio en el mundo se realiza a través
de buques, los cuales atraviesan los diferentes
océanos con mas de un billon de toneladas de
productos [1] que aportan significativamente a
la economia de un pais.

Los buques son disefiados y construidos para
movilizarse en forma segura a través del agua
mientras llevan la carga. Sin embargo, cuando un
bugue navega sin carga debe contar con un peso
adicional para que pueda operar con seguridad
y mantener el proceso de navegaciéon eficiente.
El material empleado como suplemento de carga
se llama lastre. El lastre ha sido definido como
piedra, arena, agua u otro elemento de peso que
se pone en el fondo de la embarcacion a fin de
permitir la navegabilidad [2]. Entre los materiales
0 elementos empleados como lastre, el agua
juega un papel importante y empezé a utilizarse
desde 1880, por ser mas asequible y facil de
cargar, dado que es mas eficiente y econdémica
que el lastre solido. Debido al riesgo que genera
el deslastre, la transferencia de organismos por
este tipo de descarga se investigd en forma
esporadica hasta finales de 1980. La introduccidn
de especies invasoras en ambientes acuaticos es
un fendmeno que el sector salud y la industria
naviera han reconocido como una problematica
para la salud publica [3].

La Organizacion Maritima Internacional (OMI)
considera que la transferencia de organismos
nocivos via agua de lastre se identifica como
una de las cuatro amenazas de contaminacion al
medio marino, asi como causante de la pérdida de
biodiversidad, desplazamiento de comunidades
nativas, perjuicio a la salud humana y a los
ecosistemas costeros. A diferenciadelosderrames
de hidrocarburos y otras contaminaciones
marinas asociadas con actividades maritimas
y portuarias, los organismos y las especies
marinas exdticas no pueden ser depurados ni
absorbidos por los océanos [4]. El agua de lastre
actlia también como reservorio de muchas otras
especies micro y macroscopicas [5].

Laintroduccion de bacterias patdgenas a través
del agua de lastre recibi6 mayor importancia
en los afios 90, cuando la Administracién de
Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en

inglés) y el Centro para el Control y la Prevencion
de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés)
de Estados Unidos detectaron Vibrio cholerae.
Peru fue el primer pais de América en presentar
un brote de célera en 1991. Un afo después
el microorganismo fue detectado en Estados
Unidos, en tanques de lastre de buques que
provenian de América del Sur [6]. Por otro lado,
la presencia de bacterias de origen fecal en los
tanques de lastre se debe principalmente a que
los buques toman el agua en puntos cercanos
a puertos o bahias contaminados con aguas
residuales domeésticas e industriales, que son
descargadas a estos cuerpos de agua, lo que es
considerado un riesgo, tanto para la salud como
para los ecosistemas marinos.

Es por esta razéon que OMI, en conjunto con
el Fondo para el Medioambiente Mundial (GEF,
por sus siglas en inglés) y el Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD),
desde 1994, implementan medidas para el
control y manejo del agua de lastre, con el fin
de minimizar la transferencia de organismos
acuaticos perjudiciales y patégenos. Esto permite
proveer asistencia técnica a los paises en via de
desarrollo a través del proyecto GloBallast, cuyo
objetivo principal es ayudar a paises y/o regiones
vulnerables a reducir los riesgos y el impacto que
provoca la introduccidon de especies invasoras
y organismos patogenos, a través del agua de
lastre de los buques que realizan navegacion
internacional [7].

En Colombia, la Direccion General Maritima
(Dimar), desde 2002, a través de sus centros
de investigaciones cientificas marinas del
Caribe (CIOH) y del Pacifico (CCCP), inicid
el levantamiento de informacion en algunos
puertos del pais, con el fin de evidenciar la
vulnerabilidad de las zonas costeras ante este
tipo de contaminacion bioldgica; buscando
ademas establecer lineamientos para orientar
procedimientos que permitan controlar vy
minimizar el riesgo de introduccion de especies
por el agua de lastre [3]. Tras esta consideracion,
el CCCP establecié el monitoreo de los buques
con agua de lastre que arriban a los puertos de
Tumaco y Buenaventura.

En el marco anterior, el presente estudio
permite evaluar los niveles de algunas variables
fisicoquimicas e indicadores microbioldgicos del
agua de lastre en buques de trafico maritimo
internacional que arribaron al Terminal Multiboyas
de Ecopetrol en el puerto de Tumaco durante
2013.
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AREA DE ESTUDIO

La ubicacién geografica del presente estudio
corresponde a las coordenadas 78948"13.50" W

Mar Caribe” "

Océano
Pacifico

« COLOMBIA

y 01051"8.50’ N en la bahia de Tumaco, Pacifico
colombiano, a una distancia de 5.26 m de la
costa; lugar de arribo de buque tanques de
trafico internacional que permite las operaciones
de cargue de petrdleo (Figura 1).

Océano Pacifico

TME

Bahia de
®Tumaco

Figura 1. Localizacién del Terminal Multiboyas de Ecopetrol, bahia de Tumaco, Pacifico colombiano.

METODOLOGIA

En cada buque se tomaron muestras de
agua en dos tanques de lastre, accediendo
directamente a través de la apertura de escobillas
(manholes).

Parametros microbiologicos y
fisicoquimicos

Las muestras destinadas a los ensayos
fisicoquimicos fueron preservadas y transportadas
al Laboratorio de Quimica del CCCP para su
posterior analisis. La variables relacionadas con
la temperatura y la conductividad se midieron in
situ, por medio de una sonda multiparamétrica
YSI modelo 85. Los analisis tendientes a

determinar los niveles de nutrientes y oxigeno
disuelto se realizaron siguiendo los métodos
validados y acreditados en el Laboratorio de
Quimica del CCCP y hacen parte del alcance de la
acreditacién lograda bajo Resolucion 6561 ante
la Superintendencia de Industria y Comercio
(SIC), y actualmente bajo vigilancia por parte del
Organismo Nacional de Acreditacién de Colombia
(ONAQ).

La determinacion de nitritos se realizo
siguiendo el método colorimétrico, descrito por
[8] ; para los nitratos se empled el método
colorimétrico de reduccidn con cadmio-cobre,
descrito por [9], y para fosfatos el método del
acido ascoérbico de [10]. La determinacién de
oxigeno disuelto se realiz6 aplicando el método
yodométrico 4500-0 B, descrito en el Standard
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Methods for the Examination of Water and
Wasterwater [11].

Las muestras microbioldgicas fueron
tomadas en frascos Schott x 500 ml de vidrio
previamente esterilizados; se procesaron vy
analizaron empleando la técnica de filtracién por
membrana descrito en el Standard Methods for
the Examination of Water and Wasterwater 22ND
Edition [11].

El aislamiento e identificacion del grupo de
coliformes tanto totales como fecales (Escherichia
coli) se realizé6 mediante dilucion de las muestras
1:30 (muestra: Agua Destilada Estéril ~ADE); los
filtros de membrana fueron sembrados en Agar
Chromocult y Agar m-Endo LES. Una vez obtenido
el crecimiento tipico se realizd6 siembra sobre
Agar Eosina Azul de Metileno-Lactosa-Sacarosa
(EMB) y Agar Violeta Cristal-Rojo Neutro-Bilis
(VRB). Este grupo microbiano fue identificado
bioquimicamente empleando Agar Triple Sugar
Iron (TSI), Agar Lisina Hierro (LIA), Agar Citrato,
Caldo Rojo de Metilo-Voges y Proskauer (RM-
VP), Urea e Indol. Adicionalmente, se realizé la
deteccion de la enzima citocromo-oxidasa.

En la identificacion del grupo Enterococos
se filtraron 50 ml de muestra, los filtros
fueron sembrados directamente sobre Agar
Enterocossel; tras la incubacion se comprobd
su reaccion bioquimica empleando el reactivo
Catalasa. De forma similar, para el aislamiento
e identificacion de bacterias pertenecientes al
género Vibrio, se filtraron 100 ml de muestra.
Los filtros fueron sembrados en Agua Peptona
Alcalina al 1 %, con el fin de enriquecer su
crecimiento. Tras el tiempo de incubacién (6 a
10 horas) se sembrd por agotamiento en Agar
Tiosulfato Citrato Sales Biliares (TCBS) y las
colonias representativas fueron sembradas sobre
Agar Infusion Cerebro Corazoén (BHI). Este grupo
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microbiano fue identificado bioquimicamente
empleando agar TSI y LIA; adicionalmente, se
realizaron la deteccién de la enzima citocromo-
oxidasa y la prueba de la cuerda, esta ultima
tomando colonias representativas de este tipo de
bacterias, las cuales se emulsificaron sobre una
[amina porta objetos en una gota de suspension
al 0.5 % de desoxicolato de sodio.

Todos los grupos microbianos fueron
aislados en Agar Nutritivo para la identificacidon
microscépica, empleando la tincién de Gram.

RESULTADOSY DISCUSION

Temperatura

Los registros de temperatura del agua en los
tanques de lastre variaron entre 23.2 y 31.0°C,
con un valor promedio de 27.5+2.0, lo que
favorece el crecimiento de una gran variedad
de microorganismos meséfilos que toleran
temperaturas entre 25 y 40°C.

La maxima temperatura registrada fue de
31.0°C, correspondiente al buque aceitero
MAEMI (tanque 9) que arribd el 18 de junio de
2013, procedente de Esmeraldas, Ecuador; esta
condicién favorece el crecimiento de algunos
microorganismos como los coliformes totales y
fecales. No obstante, a temperaturas menores,
también es posible obtener recuentos elevados,
como se evidencié en el buque tanque ICE BLADE
(tanques 11 y 12). En contraste, las temperaturas
mas bajas con valores de 23.4 y 23.2°C se
presentaron en los tanques del buque ATHENS
STAR (tanques 20 y 21), acompafiadas de un
crecimiento notable para los coliformes totales,
mientras que los fecales presentaron recuentos
por debajo de las 250 UFC/100ml, dado que
estos se caracterizan por ser mas estables en
temperaturas superiores [12] (Figura 2).
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Figura 2. Comportamiento de la temperatura, pH y salinidad vs. concentracidon de coliformes totales

y fecales obtenidos en los tanques de lastre.

La temperatura es una variable de alta
influencia en la solubilidad de las sustancias y
de los equilibrios en los procesos biogeoquimicos
y, por ende, de las condiciones naturales de
un ecosistema acuatico [4]. Cada grupo de
bacterias tiene una temperatura de crecimiento
caracteristica: minima, maxima y Optima;
Ilamadas temperaturas cardinales [13], las
cuales se presentan independientemente
del medio o matriz en donde quiera crecer
el microorganismo. Estudios del efecto de la
temperatura sobre el crecimiento bacteriano han
reportado que mas del 50 % de la variabilidad del
crecimiento bacteriano puede ser explicada por
la temperatura, por ser ésta un factor limitante
potencial que afecta tanto al catabolismo como al
anabolismo en las bacterias y, en consecuencia,
a la eficiencia de crecimiento. La temperatura de
crecimiento puede afectar el estado fisioldgico
de las bacterias y en respuesta a la variacion
de la temperatura, éstas alteran la sintesis
de proteinas, membranas y una variedad de
otras estructuras celulares como resultado de
adaptacién a las nuevas condiciones ambientales
[14].

pH

El agua de lastre registré un pH promedio de
8.10 £ 0.09, con un intervalo entre 7.79 y 8.22,
permitiendo el crecimiento de microorganismos
capaces de tolerar rangos elevados de pH (Figura
2). El pH del agua de mar fluctia entre 8.0 y
8.3, debido a sus propiedades quimicas y varia
en funcion la temperatura; si ésta aumenta,
el pH disminuye y tiende a la acidez; también
puede variar en funcién de la salinidad, de la
presion o profundidad y de la actividad vital de
los organismos marinos [15].

Salinidad

La salinidad vari6 en el intervalo
comprendido entre 29.3 y 35.4 psu (unidades
practicas de salinidad), el valor promedio fue
de 33.3 £ 1.6 psu. El 95.7 % de los tanques
presenté valores de salinidad por encima de los
30.0 psu, indicando una adecuada gestién por
parte de los buques con relacién al manejo del
agua de lastre. Sin embargo, algunos valores
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de salinidad (30.3 y 30.9 psu) en los tanques
del buque ICE BLADE (Figura 2), acompafada
con la elevada concentracion microbiana,
permite inferir que el recambio posiblemente
no se realizé en su totalidad o se llevé a cabo
en una zona de influencia continental; no
obstante, otros factores como la precipitacion
pluvial y las escorrentias también ocasionan
disminucién de la salinidad.

Con relacién a lo anterior, merece mencionar
que la Resolucion 0477/DIMAR 2012 establece
“que las naves y artefactos navales de navegacion
maritima internacional que procedan de puerto
extranjero y pretendan deslastrar en aguas o
puertos colombianos, deberan hacerlo o cambiar
totalmente su agua de lastre en aguas oceanicas
a una distancia no menor de 200 millas nauticas
y a una profundidad no menor de 200 metros”,
con el fin de disminuir los efectos adversos y la
introduccion de nuevas especies en el ecosistema
marino. Por esta razdn, la salinidad es uno de los
indicadores fisicoquimicos mas importantes en la
gestion y control del agua de lastre permitiendo
inferir el lugar de recambio.

Oxigeno disuelto (OD)

Los niveles de oxigeno disuelto (OD)
obtenidos en los buque tanques corresponden
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a condiciones normales, los cuales estuvieron
comprendidos entre 4.15 y 7.70 mg O,/L con un
promedio de 6.49 mg O,/L, siendo similares con
los niveles de referencia en la cuenca Pacifica
colombiana, teniendo en cuenta que la mayoria
de las coordenadas reportadas en los registros
de recambio de los buques corresponden a esta
zona. Aunque la concentracidn mas baja para
esta variable se reporté en el buque tanque
MONTE ROSA (4.15 mg O,/I, ver Tabla I) no es un
indicativo de afectacion para la vida microbiana,
es asi como se encontraron concentraciones del
grupo coliforme porencima de las 250 UFC/100ml,
establecido como limite maximo para coliformes
fecales, segun la Resolucion 0477 Dimar/2012
(Figura 3).

Niveles de OD por encima de 4.0 mg O,/I
favorecen el crecimiento de especies marinas,
mientras que niveles entre 1.0 y 3.0 mg O,/I
indican condiciones de hipoxia perjudiciales
para las mismas. Niveles por debajo de 1.0 mg
02/! indican anoxia, una condicién en la cual
ninguna vida que requiere de oxigeno puede
soportar [4]. Finalmente, las concentraciones
registradas para el OD en los tanques de lastre
de los buques reflejaron un ambiente favorable
para el crecimiento microbiano de tipo aerdbico,
siendo uno de los pardmetros mas importantes
para evaluar la calidad del agua.

Coltfmas Tolaled
= Colifedmas Fecabas
= Pidad uld

== 0Dimg S

 MitTgang ined gasicn
Tokal rapaedantads an
Hilkors y Milrakos

2

-]

“Tarvgues da Lasdee - Bugim - Fecha de Fondes

Figura 3. Comportamiento de los nutrientes (nitrégeno inorgdanico total y fosfatos), oxigeno disuelto
vs. concentracion de coliformes totales y fecales obtenidos en los tanques de lastre.
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Nutrientes (nitritos, nitratos y fosfatos)

La concentracion promedio para los nitritos
fue de 0.16 pg at N-(NO,)-/I, relativamente
baja, obedeciendo a la inestabilidad quimica de
este ion asociada a la oxidacion rapida a nitrato,
conllevando a que en varias ocasiones éste se
encuentre por debajo del limite de deteccidn
del método (0.02 pg at N-(NO,)-/I); los niveles
de nitratos estuvieron comprendidos dentro del
intervalo de 0.12 y 15.60 pg at N-(NO,)-/I.

En el buque MONTE ROSA (Figura 3) los valores
altos para la fraccion de Nitrogeno Inorganico
Disuelto (NID), correspondiente a (Z[NO2]-
+[NO3]-), vy los niveles relativamente bajos de
oxigeno disuelto denotan un proceso tipico de
ambientes donde se lleva a cabo la nitrificacion.
Un comportamiento analogo se observo en
el buque tanque ANDES, cuya concentracion
microbiana maxima registrd las 2600 UFC/100ml
(Tabla I, Figura 3).

Los niveles de fosfatos determinados en
los tanques de lastre estuvieron entre 0.13

y 1.62 ug at P-(PO,)3/Il. Las concentraciones
relativamente altas se determinaron en
los buque tanques MAEMI, MONTE ROSA,
COTOPAXI y ANDES; las concentraciones
de fosfatos estuvieron dentro valores
referenciados por la Administracion Nacional
Oceanica y Atmosférica (NOAA, por sus siglas
en inglés) (2.0 pg at P-(PO,)3/I) a nivel
superficial para el océano Pacifico Ecuatorial.
Asimismo, son similares a las reportadas para
la bahia de Tumaco.

Enterococcus spp

Pese a que el género Enterococcus spp.
presenta alta tolerancia a condiciones ambientales
adversas (altas o bajas temperaturas,
deshidratacidn, salinidad, luz solar, entre otros
factores) [12], solo el 8.7 % de los tanques
de lastre presentd recuentos por encima de las
100 UFC/100ml (Figura 4), lo que puede estar
relacionado con un lugar de recambio no acorde
con lo establecido por la Resoluciéon 0477/Dimar
2012 (>200 mn).

Enterococcus spp

<100 ufc/100mL
®>100 ufc/100mL

Figura 4. Comportamiento del género Enterococcus spp. en los tanques de lastre.
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Tabla I. Resultados evaluacidon microbioldgica y fisicoquimica del agua de lastre de buques en el

puerto de Tumaco, 2013.
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Vibrio spp

El género Vibrio spp se encuentra de forma
natural en ambientes marinos, especialmente
en columnas de agua que presentan amplio
rango de salinidad y disponibilidad de nutrientes
y aunque es posible encontrar algunas especies
en aguas dulces, muchas de éstas son haléfilas
con requerimientos minimos de 0.5 % de
NaCl para su crecimiento. La concentracidn
y la dindmica de las poblaciones del género
Vibrio se ven influenciadas por gradientes
de factores abidticos como temperatura,

salinidad, disponibilidad de nutrientes, entre
otros [16].

Durante la evaluacion microbioldgica del agua
de lastre de los buques que arriban al Terminal
Multiboyas de Ecopetrol, en el puerto de Tumaco,
se registroé la presencia del género Vibrio spp. en
el 52.2 % de los tanques muestreados (81.8 %
buques) (Figura 5); lo que indica que existen las
condiciones medioambientales que favorecen
el desarrollo de este grupo microbiano, siendo
potencial el riesgo de introduccion de este
patdgeno a través de este vector.

Vibrio spp

B Ausencia

M Presencia

Figura 5. Comportamiento del género Vibrio spp en los tanques de lastre.

Finalmente, soportado en las determinaciones
tanto fisicoquimicas como microbioldgicas, es
importante establecer que cada tanque de lastre
al ser cargado se constituye como un nuevo
sistema, donde el componente bioldgico presente
difiere en cada tanque de un mismo buque.

CONCLUSIONES

e El agua de lastre de los buques que arribaron
al Terminal Multiboyas de Ecopetrol en el
puerto de Tumaco durante 2013 presenta
elevada carga microbiana; sin embargo, la
norma es clara respecto a las concentraciones
establecidas para el grupo coliforme fecal
(>250UFC/100ml) y desde el punto de vista
fisicoquimico los buques analizados muestran
condiciones favorables de temperatura, pH,
nutrientes y oxigeno para su desarrollo y
crecimiento.

e Aunque se determind la presencia del género
Vibrio spp. en el 52.2 % de los tanques
evaluados, se considera importante definir la
especie con el fin de establecer el riesgo para el
ecosistema marino y la salud humana, debido
a que especies patdgenas como Vibrio cholerae
son causa importante de enfermedades
consideradas de salud publica, con graves
casos de morbimortalidad en la poblacién y
grandes pérdidas econémicas en las industrias
procesadoras de productos marinos.

e Las variables fisicoquimicas registraron
concentraciones dentro de los intervalos
normales en aguas de mar. Se registraron
algunos incrementos en el NID debido a
procesos de nitrificacion por parte de bacterias
de este tipo.

e La caracterizacién del agua de lastre evidencia
el compromiso nacional e internacional que
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tiene Colombia como pais lider en el Pacifico
Sudeste en cuanto a la gestion y control de este
vector; se espera aportar a la implementacion
de la Resoluciéon 0477 de 2012, asi como al
alcance de los objetivos internacionales OMI,
los cuales permiten concretar y establecer
directrices claras y cumplibles para mitigar tal
problematica, y riesgo permanente para todos
los puertos.

El trabajo conjunto con las diferentes
capitanias de puerto aporta al proceso de
investigacién desarrollado por los centros
de investigacidon cientifica de la Autoridad
Maritima Colombiana, asi como a la gestién
y control del agua de lastre en el pais; la
verificacidon de la informacion registrada en
la ‘Notificacién del agua de lastre’ evidencia
la gestion a bordo de la embarcacién,
con lo cual fue posible observar algunas
irregularidades en los puntos de recambio
registrados, donde las coordenadas
reportadas correspondian a puntos en tierra,
a recambios a menos de 30 mn de la costa,
asi como a la ausencia de recambio del agua
con deslastre en puerto.
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