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1. INTRODUCCION

El transporte maritimo traslada alrededor del 80% de las mercancias que se mueven
por el mundo (Garcia-Alvarez, 2018) y juega un papel fundamental en las cadenas
de suministro internacional llegando a ser considerado como la columna vertebral
del comercio internacional, por las condiciones de carga y volumen que permite

transportar (Pineda-Poveda, 2022).

Particularmente para el afio 2021, la demanda mundial del transporte maritimo
presentd un crecimiento del 3.9% (Pineda-Poveda, 2022) y representd un aumento
del riesgo potencial de contaminacién bioldgica, debido a la transferencia implicita
de organismos entre diferentes ecosistemas a nivel mundial a través de la carga y
descarga de aguas de lastre y del material en suspension. Se estima que
anualmente se trasfieren diez billones de toneladas de agua de lastre y que
alrededor de 10000 especies se encuentran en transito entre distintas partes del

mundo (Garcia-Alvarez, 2018).

En cumplimiento a la normativa impartida por la OMI (2004) y de la resolucion
0477/2012, la Direccidon General Maritima a través del proyecto “Producir
informacion técnico-cientifica para la proteccion del medio marino en areas marinas
y zonas portuarias” evalua la gestion del agua de lastre en los puertos de Turbo y
Barranquilla durante 2023, determinando la presencia de organismos planctonicos
viables pertenecientes a dos fracciones de tamafo diferentes (10-50 pm y > 50 pum)
y los recuentos de tres microrganismos indicadores (Escherichia coli, Enterococcus
intestinales y Vibrio cholerae). El presente documento recopila la informacion
obtenida en el afio 2023 por el Centro de Investigaciones Oceanograficas e
Hidrogréaficas del Caribe a partir de los muestreos realizados al agua de lastre de
buques de trafico internacional en las zonas portuarias de Turbo y Barranquilla en

el Caribe colombiano.



2. METODOLOGIA

2.1. Zonas Portuarias

2.1.1. Turbo

El puerto de Urabé& se encuentra localizado en la zona suroriental del golfo, dentro
de la bahia Colombia en un sector conocido como “Punta de las Vacas”. La
infraestructura portuaria en esta region tiene como funcién exclusiva atender las
necesidades de la industria bananera moviendo cerca de 1.8 millones de toneladas
anuales. Se estima que alrededor de 500 barcos llegan cada afio a Uraba para
cargar banano y dejar insumos, fertilizantes y papel (Arbelaez-Rivera et al., 2014).
A la fecha se encuentran en construccion dos ambiciosos proyectos portuarios
(Puerto Antioquia y Puerto Pisisi) que potenciaran la economia regional y
movilizaran en conjunto cerca de 8.3 millones de toneladas de carga anualmente

(Ministerio de Transporte, 2019).

2.1.2. Barranquilla

Esté ubicada a 7.5 km del mar Caribe sobre el margen occidental del rio Magdalena,
por lo cual no soélo ofrece el servicio de puerto maritimo, sino que también es puerto
fluvial (Otero et al, 2012). Este puerto se ubica a 22 Km de la desembocadura del
rio y cuenta con las instalaciones mas extensas el pais con alrededor de 200 Ha.
Se cataloga como el puerto multipropésito mas importante de la region Caribe al
manejar cuatro tipos de carga: general, a granel, refrigerada y congelada. Respecto
al volumen de carga trasportada ocupa el cuarto lugar a nivel nacional (Vasquez-

Quiroz y Hoyos-Escalante, 2019).



2.2. Mediciones in situ y colecta de muestras

Se realiz6 inspeccion de aguas de lastre en tres buques de bandera internacional

en Turbo y uno en Barranquilla. La informacién correspondiente a las

particularidades de los buques, el nimero de tanques muestreados y el volumen de

agua filtrado es mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1. Informacién de los bugues monitoreados durante 2023

Zona Nombre  Bandera Sistema de tratamiento Tanques Abreviatura H* Vol.
filtrado
Gardiner - . o 3DBWB Garl
Turbo Monrovia Liberia UV + Filtracion ADBWEB Gar? 1m(6) 0.42
AS.’ Portugal Sin sistema 3DBWB AsP i 0.06
Paulina
. UBC . . i L AWTP Savl
Barranquilla Savannah Chipre  Filtracion+Electroclorinacién AWTS Sav2 4m (5) 1.41
Turbo Hammonia Liberia UV + Filtracion HTP Hamm 2m (6) 0.85
Husum

* H corresponde a la profundidad del arrastre realizado para la colecta de las muestras biolégicas, el
namero entre paréntesis corresponde al nimero de lances de red realizados.

** En este muestreo se filtraron 60 L de agua con ayuda de un balde de 5 L de capacidad.

En cada tanque previo a la colecta de muestras se midieron in situ salinidad y

conductividad (mS/s) empleando un conductimetro WTW 1330 (Figura 1a).

Posteriormente, con una botella Niskin de 5 L se colecté una muestra microbiolégica

en una botella schott estéril de 500 ml (Figura 1b). En la colecta de muestras

bioloégicas se emplearon redes de 20 um para la fraccion entre 10-50 um y de 80

um, para la fraccion > 50 um (Figura 1c). Para ambas fracciones se realizaron una

serie de arrastres verticales de acuerdo con la profundidad del tanque. Cada

muestra fue almacenada en botellas tipo nalgene ambar de 500 ml.

En el caso de la muestra de la fraccién > 50 um se adicionaron, con ayuda de una

transferpipeta, 5 ml de solucién de rojo neutro al 0.5 % p/v. Pasada media hora de

la adicion del colorante, se agreg6 formol neutralizado al 37% para alcanzar una



concentracion final del 4 %. Todas las muestras fueron refrigeradas hasta su

procesamiento.

Figura 1. De izquierda a derecha (a) Medicion de parametros in situ (b) colecta de
muestras microbiolégicas y (c) colecta de muestras biolégicas empleando red de
plancton.

2.3. Procesamiento

2.3.1. Muestras microbiologicas

Para el andlisis de los parametros microbiolégicos, las muestras fueron filtradas a
través de membrana y se siguieron diferentes metodologias (Tabla 2). Para Vibrio
cholerae se utiliz6 la metodologia descrita en el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (SM) 9260H modificado. En el caso de la
determinacion cuantitativa de Escherichia coli, se empleé la metodologia descrita
en la ISO 9308-1:2014/A1:2017 “modificado” mientras que para Enterococcus
intestinales, se utilizé lo planteado en UNE-EN ISO 7899-2:2000.



Tabla 2. Técnicas de analisis utilizadas para parametros microbiolégicos y maximo
admisible segun articulo 6 de la Resoluciéon DIMAR 477/2012.

. I Norma de L Maximo
Parametro Técnica . Descripcion general L
referencia admisible

Enriquecimiento: Agua peptona
alcalina al 1%.

Agar: TCBS, BHI, CromoAgar.
Temperatura de incubacion: 35£2°C

Standard
Methods for the
examination of

Vibrio Filtracion por Tiempo de incubacién: 18 a 24 < 1 UFC/100
water and
cholerae membrana horas. mi
wastewater
“(SM)..9260|_,,| Pruebas bioquimicas:
modificado !
Cuerda y oxidasa.
Agar: CCA
Temperatura de incubacién: 36£2°C
Tiempo de incubacién: 21-24 horas
Escherichia Filtracién por . ISO 9398' < 250 UFC/
: 1:2014/A1:2017 . o
coli membrana o » Pruebas bioquimicas 100 ml
modificado
Produccién de Indol: Incubar a 36 +
2°C durante 4-6 horas
Agar: Slanetz & Bartley
Temperatura de incubacién: 36£2°C
Tiempo de incubacién: 44+ 4 horas.
Enterococcus Filtracién por UNE-EN ISO Confirmatorias en: <100
intestinales membrana  7899-2:2000 UFC/100 ml

Agar Bilis Esculina: Incubar a 44 °C +
0.5 °C por 2 horas.

2.3.2. Fraccion 10-50 pm

En laboratorio, todas las muestras colectadas para esta fraccion fueron nuevamente
filtradas a través de mallas con tamafios de poro de 20 y 50 um, con el fin de evitar
un posible taponamiento de la celda de flujo por saturacién de particulas. A partir de

las muestras post-filtradas se tomaron submuestras por triplicado para los ensayos.

Se utilizo el reactivo FDA (Diacetato de fluoresceina) como método biologico para
la discriminacion entre el estado ‘vivo’ 0 ‘muerto’ a través de la técnica de citometria
de flujo usando el equipo FlowCAM perteneciente a la serie VS-4 de la marca Fluid
Imaging; equipado con un laser azul de 488 nm, dos canales de filtros (Ch1l = 650

nmy Ch2 =525 + 15 nm) y el software Visual Spreadsheet version 3.2.3. Se preparé



una soluciéon madre de FDA diluyendo 25 mg en 5 mL de dimetil sulfoxido (DMSO);
a partir de esta, se prepar6 una solucién de trabajo diluyendo la solucion madre 100

veces con agua destilada. Estas soluciones fueron almacenadas a 4°C.

Las muestras se prepararon a una concentracion de 1.7 pug/ml, afiadiendo 100 pL
de la solucion de trabajo en 3 mL de submuestra. Las muestras tefidas se

mantuvieron en oscuridad durante 10 minutos antes de la lectura.
2.3.3. Fraccién > 50 um

La totalidad de la muestra fue pasada a traveés de un tamiz de 34 um. El material
retenido en el tamiz fue lavado y almacenado en tubos falcon de 50 ml. Para el
andlisis, previo a la extraccion de las alicuotas de 1 mL, la muestra fue sometida a
agitacion durante 1 minuto a 5 rpm. Empleando un microscopio 6ptico invertido
(Olympus IX73) y una camara de conteo Sedgwick-Rafter, se realizé cuantificacion
de organismos con tamafio mayor a 50 pum positivos a tincién con rojo neutro, los
cuales fueron considerados como viables. Los organismos que no mostraban
coloracion rojiza o rosa no fueron considerados en los conteos. Se cuantificaron los

organismos viables en siete alicuotas por muestra.

2.4. Anélisis de resultados

Los datos de salinidad y conductividad fueron graficados y contrastados con los
valores de referencia indicados por la regla D1. Los resultados microbiolégicos y
biolégicos (para las dos fracciones de tamafo) fueron comparados con los valores

de descarga permitidos y sefialados en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores permitidos para cada pardmetro segun la Resolucién DIMAR

477/2012.
Pardmetro Valor permitido
Microbiolégico
Vibrio cholerae <1UFC/ 100 ml
Escherichia coli < 250 UFC/100 ml
Enterococcus intestinales <100 UFC/100 ml
Biolégico
Organismos con tamafio entre 10-50 um < 10 organismos viables / ml
Organismos con tamafio = 50 ym < 10 organismos viables / m?




3. RESULTADOS

3.1. Parametros in situ

Los valores de salinidad en los seis tanques monitoreados oscilaron entre
31.1y 35.1 y los de conductividad entre, entre 47.6 y 52.8. Los valores mas
bajos en los dos parametros corresponden al Unico tanque monitoreado en
AsP y los mas altos al tanque Sav2 (Fig. 2). Los valores de salinidad en todos
los tanques fueron superiores al limite inferior establecido por la regla D1
(Salinidad =30).
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Figura 2. Salinidad y conductividad en tanques monitoreados. La linea verde indica
el limite inferior de salinidad permitido por la regla D1.

3.2. Paradmetros microbioldgicos

Para Vibrio cholerae en todos los buques y tanques se registraron valores < 1
UFC/100 mL (Figura 3a). En cuanto a Escherichia coli, Unicamente en el tanque
Sav1l se evidenciaron crecimientos bacterianos > 1 UFC/ 100 mL; sin embargo, no
superaron el limite superior establecido por la regla D2 (Figura 3b). Para

Enterococcus intestinales (Figura 3c), se registraron crecimientos de 15 UFC/100
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mL en el tanque Savl y de 158 UFC/100 mL en Sav2, excediendo este ultimo el
valor permitido por D2 (100 UFC/ 100 mL).
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Figura 3. Parametros microbiol6gicos en tanques monitoreados. La linea verde

indica los limites superiores permisibles para cada microorganismo segun la regla
D2.

3.3. Parametros biol6gicos

3.3.1. Fraccién 10-50 pm

De manera general, en los analisis realizados se observo una baja fluorescencia en
el Ch2, posiblemente por la poca adherencia de la tincidn en las células. Con una
fluorescencia media de 200,00 nm se infiere ausencia de viabilidad en las células.
Entretanto, para particulas no identificadas, se observaron valores superiores al
valor de referencia (1953.14 nm) indicando que no se trataba de organismos
fitoplanctonicos (Fig. 4).
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Figura 4. Imdgenes de particulas tefiidas con FDA capturadas por el FlowCAM en
modo fluorescencia.

Las embarcaciones atracadas en el puerto de Turbo utilizaron la combinacién de luz
ultravioleta (UV) vy filtracion como sistema de tratamiento para garantizar la
desinfeccion y eliminacion de organismos. En los analisis desarrollados se
evidencié que el sistema de tratamiento empleado fue Optimo dado que se

observaron fluorescencias inferiores a los 200.00 nm en el Ch2 (Fig. 5).

Las imagenes obtenidas de los analisis de agua de lastre ademas de incluir fibras y
materia organica, registraron la presencia de fragmentos de organismos
fitoplanctonicos asociados a materiales inertes. Pese a que estos organismos no
emitieron fluorescencias indicadoras de viabilidad fue necesaria su identificacion
mediante observacion de personal especializado, debido a que las propiedades
Opticas del equipo no son suficientes para la identificacion automatizada de

especies.
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Figura 5. Histograma de clorofila (Chl) y fluorescencia (Ch2) de particulas y/o
células presentes en muestras de agua de lastre de embarcaciones atracadas en la
bahia de Turbo. (a). AS Paulina, (b) Gardiner Monrovia y (c) Hammonia Husum.

El tratamiento de la embarcacion analizada en Barranquilla (UBC Savannah),
combina la filtracion con la electroclorinacion para garantizar el sistema de gestién
de agua de lastre. A pesar de presentar un sistema de tratamiento distinto a los
demas buques reportados, los resultados de viabilidad fueron satisfactorios para la
faccion 10 — 50 um, registrando valores inferiores a los 315 nm (Fig. 6). Se
observaron fluorescencias superiores a los 400 nm, por lo que se infiere que dichas

emisiones provenian de particulas como materia organica.
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Figura 6. Histograma de clorofila (Chl) y fluorescencia (Ch2) de particulas y/o
células presentes en muestras de agua de lastre de la embarcaciéon UBC Savannah
atracada en Barranquilla.

3.3.2. Fracciéon > 50 um

Figura 7. Organismos viables observados en los buques ‘Gardiner Monrovia’ (a'y
b)y ‘AS Paulina’ (cy d).
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Las muestras analizadas en tanques de aguas de lastre de los buques ‘Gardiner
Monrovia’ y ‘AS Paulina’, contaban con una gran carga de detritus y otras particulas
gue dificultaban la observacion (Fig. 7a). En los tanques de estos buques se
observaron organismos positivos a tincion con rojo neutro como copépodos (Fig.
7b), nauplios (Fig. 7c) y larvas de crustaceos (Fig. 7d). En el buque ‘Hammonia’ no
se observo presencia de organismos viables. En Barranquilla, si bien, en el buque
‘UBC Savannah’ el agua de lastre se encontraba libre de particulas de interferencia,
también se encontraron copépodos y nauplios viables en uno de los tanques (Fig.
8a). En este buque, se pudo observar con claridad la diferencia entre los organismos

viables y los no viables (Fig. 8b).

Figura 8. Organismos viables (a) y no viables (b) observados en el bugue UBC
Savannah (Barranquilla).

En términos de densidad, Unicamente dos de los tanques muestreados mostraron
densidades dentro del intervalo permitido por la regla D2. Los tanques del buque
‘Gardiner Monrovia’ (Gardl y Gard2) exhibieron densidades de 850 y 36 Org*m?,
mientras que en el buque ‘AS Paulina’ las cifras fueron dos érdenes de magnitud
mayores al criterio permitido (2643 Org*m?3). En el tanque Savl se registraron 11
Org*m3, valor justo por encima del limite. En contraste, en los en los tanques Sav2

y Hamm la densidad fue de 0 Org*m?3 (Fig. 9).
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Figura 9. Densidad de organismos (> 50 um) en los tanques monitoreados. La linea
verde corresponde al limite de descarga permitido en la regla D2.

4. DISCUSION

4.1. Parametros in situ

De los bugues monitoreados Unicamente el ‘AS Paulina’ no poseia sistema de
tratamiento a bordo, por lo que debia acogerse a lo establecido en la regla D1
realizando el recambio del 95 % del agua de lastre a 200 millas nauticas de la costa
y 200 m de profundidad (OMI, 2004). Empleando la salinidad como parametro
indicador de que el recambio se realizé en aguas oceanicas, este buque cumple con

el criterio pues en el tanque monitoreado la salinidad fue superior a 30 (Fig. 2).

4.2. Parametros microbioldgicos

Segun los resultados plasmados en la Figura 3, los buques monitoreados cumplen
con los criterios establecidos por la regla D2 para Vibrio cholerae y Escherichia coli.
No obstante, uno de los tanques muestreados en el buque UBC Savannah
(Barranquilla), mostré crecimientos bacterianos superiores a los permitidos para
Enterococcus intestinales (158 UFC / 100 ml, Tabla 3). Lo anterior cuestiona la

eficacia del tratamiento del buque (Filtracion + electroclorinacion, Tabla 1), teniendo

16



en cuenta que al parecer la combinacion de métodos mecéanicos como la filtracion
con radiacion UV proporciona mejores resultados en términos de inactivacion
microbiana (Hess-Erga et al., 2019; Romero-Martinez et al., 2014); por esta razén
el componente Optico es incluido en la mayoria de los sistemas de tratamiento a
bordo (Nanayakkara et al., 2011). Otro factor que pudo incidir en el resultado es la
fecha de aplicacion del tratamiento, pues de haber sido reciente es entendible que
al realizar el monitoreo aun se encontraran microorganismos funcionales en el

tanque.

4.3. Paradmetros bioldgicos

4.3.1. Fraccion entre 10-50 um

Al mezclar una muestra de agua de mar y/o estuarina con el FDA, se produce un
precipitado que también es fluorescente (Tsukiyama et al., 1984; Lee et al.,2015 y
Romero-Martinez et al., 2017). Este fendmeno pudo observarse tanto en muestras
de aguas de lastre como en muestras de aguas de mar sintética (utilizada como
blanco de ensayo), en las cuales se registraron emisiones de fluorescencia pese a
gue las imagenes capturadas no mostraban la presencia de células sino de algunas
fibras (Fig. 4). Dichas fibras pueden constituir un falso positivo, por lo que se
recomienda hacer verificaciones microscépicas para comprobar los resultados

emitidos en las lecturas automaticas (Ormachea y Villazén, Garvey 2017).

De acuerdo con el criterio de viabilidad establecido, la ausencia de células viables
confirma el buen funcionamiento de los sistemas de tratamiento empleados por las
diferentes embarcaciones monitoreadas. Ante la ausencia de células viables, se
registraron emisiones de fluorescencia en todos los buques sin importar el sistema
de tratamiento empleado (Fig. 5y Fig. 6). Lo anterior coincide con reportes de otros
autores (Garvey et al., 2007 y Romero-Martinez et al., 2017), quienes evidenciaron

diferentes intensidades de fluorescencia en diversos sistemas.

17



La combinacion de luz ultravioleta y filtracion ha demostrado ser una estrategia
efectiva para el control de microorganismos en el agua de lastre de los buques
(Romero-Martinez et al., 2017). De acuerdo con la observacion de muestras de
agua tratadas con este método, se evidencia que la aplicacién de luz UV provoca

deformacion celular incluso la eliminacion de la célula (Fig. 4).

4.3.2. Fraccion > 50 um

Organismos pertenecientes a los artropodos, anélidos, quetognatos y moluscos
aparecen con frecuencia en ambientes marinos o costeros (Jang et al., 2020), por
lo que tanto, la composicibn como la densidad de organismos con tamafios
superiores a 50 um registrada (Figs. 7 y 9) para los buques ‘Gardiner Monrovia’ y
‘AS Paulina’ son comunes en aguas sin tratar. Para el caso especifico del buque
‘AS Paulina’, la elevada densidad (2640 Org * m®) puede ser atribuida a la ausencia
de sistema de tratamiento a bordo (Tabla 1). Segun algunos experimentos
realizados, generalmente los filtros suelen remover gran parte de esta fraccidén de
tamafo (Waite et al., 2003) y tras la aplicacion de luz UV o electrolisis no se detecta
presencia de organismos viables en el agua tratada (Jang et al., 2020). No obstante,
una investigacion reciente de Garcia-Garay et al. (2018) mostrd que la aplicacion
de diferentes combinaciones de luz UV con procesos avanzados de oxidacion no
son los suficientemente efectivos para inactivar a la fraccion zooplanctonica. En este
sentido, posiblemente el componente mecénico de los sistemas de tratamiento de
los buques ‘Gardiner Monrovia’ y ‘UBC Savannah’ presentd alguna falla por
colmatacion, lo cual impidié la retencion de la totalidad de organismos de esta
fraccion mas no altero6 el efecto de la radiacién UV o del proceso de electrolisis sobre
los microorganismos y la fraccion de 10-50 um. Se hace necesario entonces obtener
mas informacién sobre los sistemas de tratamiento a bordo empleados (por ejemplo:
tamafio del filtro y fecha de aplicacion del tratamiento) con el fin de hacer mayores
inferencias sobre los resultados obtenidos. De igual modo se requiere continuar con
el ejercicio de inspeccién de tanques de aguas de lastre pues la existencia de un
sistema de tratamiento a bordo no garantiza la reduccién del riesgo de

contaminacién biolégica.
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5. CONCLUSIONES

La eficacia de los tratamientos parece ser diferente entre microorganismos,
la fraccion entre los 10-50 pum vy la fraccion > 50 pm.

Uno de los tanques del buque ‘UBC Savannah’ no cumplié con los limites
permisibles establecidos por la regla D2 para Enterococcus intestinales (158
UFC/ 100 ml vs 100 UFC/100 ml), sin embargo, los valores de salinidad
registrados in situ concluyen adecuada gestion del agua de lastre para el
cumplimiento de la regla D1 con vigencia de cumplimento.

Considerando que la regla D2 entra en vigor en septiembre de 2024, para
fines de investigacion cientifica, el presente trabajo incluyo ademas la
verificacion de cumplimiento de los limites de descarga para
microorganismos y patdogenos en el agua de lastre para buques que
presentaran sistema de tratamiento abordo, evidenciando que algunos
tanques sobrepasaron los valores plasmados en la regla D2 para la fraccion

> 50 uM (< 10 Org * m3) al poseer cifras hasta un orden de magnitud mayor.

6. RECOMENDACIONES

Con el fin de ampliar el andlisis de los resultados obtenidos en las
inspecciones pormenorizadas, es necesario tener mas informacién respecto
a los sistemas de tratamiento a bordo tal como el tamafio del filtro y fecha de
aplicacion del sistema, esto permitird concluir la eficiencia de la gestion de

agua de lastre realizada y tomar decisiones acertadas al respecto.

Se considera necesario realizar seguimiento a la gestion del agua de lastre
a través de inspeccién tanto documental como pormenorizada, pues pese a
gue el agua de lastre sea tratada antes de la descarga aun existe riesgo de

contaminacioén biolégica.
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