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RESUMEN 

El Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa (RVSPV) presenta gran diversidad de 

microorganismos halotolerantes, la cual ha sido poco estudiada. La investigación tuvo como 

objetivo caracterizar, seleccionar y evaluar cepas bacterianas halotolerantes con potencial 

de disminuir la concentración de iones de Ca2+ en aguas de alta dureza; para ello, se evaluó 

la producción de la enzima ureasa, que facilita la remoción de esta por biomineralización. 

Se caracterizaron 53 cepas bacterianas halotolerantes y se seleccionaron 26 cepas 

representativas para evaluar la actividad ureasa, de las cuales, 6 cepas fueron ureasa 

positiva y estas últimas fueron seleccionadas para evaluar su capacidad de remover iones 

de Ca2+ en aguas con alta dureza, similar a la encontrada en el agua de mar. La 

concentración de calcio se midió utilizando el Test kit Calcium de la marca Aquaforest, 

posteriormente se usaron reactivos utilizados en las valoraciones complejométricas, como 

el indicador colorimétrico ácido calcón carboxílico y EDTA como el agente quelante. Las 

cepas ureasa positivas fueron cocos Gram positivos con un rango de tolerancia desde 0 

hasta 20% de NaCl, y todas removieron exitosamente el calcio soluble del medio de cultivo, 

de 447.5 ± 2.5 ppm a 37.2 ± 4.2 ppm. La mayor eficiencia en la remoción de Ca2+ ocurrió 

en el día 14, logrando una tasa de remoción del 92% en promedio, siendo la cepa II3BR la 

que presentó la mayor tasa de remoción (93.1%). No se pudo observar una relación 

significativa entre la producción de biopelícula y la tasa de remoción de calcio, lo cual 

sugiere que no actúa como sitio de nucleación para la biomineralización del calcio soluble. 

Se observó precipitados blanquecinos, probablemente carbonato de calcio, en los cultivos 

tratados. Estos resultados demuestran que la biomineralización mediada por hidrólisis 

bacteriana de la urea es factible en aguas de alta dureza, y se propone su aplicación como 

tecnología alternativa para mejorar la calidad del agua para riego y/o uso industrial.  

Palabras clave: Bacterias halotolerantes; desalinización parcial; remoción de calcio; 

biomineralización; ureasa; agua dura, biopelícula.  



ABSTRACT 

The Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa (RVSPV) has a great diversity of 

halotolerant microorganisms, most of which hasn't been studied yet. The objective of this 

research was to characterize, select and evaluate halotolerant bacterial strains with the 

potential to reduce the concentration of Ca2+ ions in high hardness waters; for this, the 

production of the enzyme urease was evaluated, because it facilitates its removal by 

biomineralization. 53 halotolerant bacterial strains from RVSPV were characterized, and 26 

representative strains were selected to evaluate the urease activity, of which, 6 strains were 

urease positive and selected to evaluate their ability to remove Ca2+ ions in waters with high 

hardness; like that found in sea water. The calcium concentration was measured using the 

Calcium Test kit from the Aquaforest brand, subsequently reagents used in complexometric 

titrations were used, such as the colorimetric indicator calcon carboxylic acid and EDTA as 

the chelating agent.  The urease positive strains were Gram positive cocci with a tolerance 

range from 0 to 20% NaCl, and all of them remove successfully soluble calcium from the 

culture medium, from 447.5 ± 2.5 ppm to 37.2 ± 4.2 ppm. The highest efficiency in Ca2+ 

removal occurred on day 14, achieving a removal rate of ~92% on average, with strain II3BR 

having the highest removal rate (93.1%). No significant relationship could be observed 

between biofilm production and calcium removal rate, suggesting that biofilms do not act as 

a nucleation site for the biomineralization of soluble calcium. Whitish precipitates, probably 

calcium carbonate, were observed in the treated cultures. These results demonstrate that 

biomineralization mediated by bacterial hydrolysis of urea is feasible in high hardness 

waters, and its application is proposed as an alternative technology to improve water quality 

for irrigation and/or industrial use.  

Keywords: Halotolerant bacteria; Partial desalination; Calcium removal; Biomineralization; 

Urease; Hard water; Biofilm.   
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I. INTRODUCCIÓN  

Las aguas ricas en Ca2+ generan problemas operativos con implicaciones económicas 

generalizadas en las industrias ya que generan sarro en tuberías, reactores y equipamiento, 

debido a su precipitación en forma de cristales de fosfatos y/o carbonatos (Van Langerak 

et al., 1997; Arias et al., 2020). Desde el punto de vista sanitario, las aguas duras, ricas en 

iones de Ca2+ y Mg2+, son usadas para el consumo humano como las aguas blandas. Sin 

embargo, el agua dura requiere demasiado jabón para la formación de espuma y crea 

problemas en el lavado; además deposita sarro sobre las superficies con las cuales entra 

en contacto, así como en los recipientes, calderas o calentadores. En el caso del agua dura 

utilizada para regadío, los iones de Ca2+ y Mg2+ presentes son micronutrientes esenciales 

para las plantas, siendo por tanto beneficioso; sin embargo, cuando la dureza del agua es 

demasiado elevada, en el sistema de riego podrían producirse precipitaciones de estos 

iones, los cuales crean capas blanquecinas en la superficie de la tierra, que afecta la 

asimilación de nutrientes por las plantas y la actividad microbiana del suelo (Vargas Rojas 

et al., 2018), por lo cual es importante retirar el exceso de estos iones. 

La desalación, que es la eliminación de sales contaminantes y otros iones indeseables, es 

un proceso ampliamente aceptado como una alternativa viable para suministrar agua dulce 

en regiones áridas ya que casi el 98% del suministro de agua disponible proviene del mar 

o de recursos salobres (Alaei Shahmirzadi et al., 2018). Se han desarrollado varias 

tecnologías para la eliminación de la sal de los recursos hídricos; como, por ejemplo, a) los 

diversos métodos de destilación, entre los que está incluido el flash multietapa, la 

destilación múltiple efecto y la destilación con compresión de vapor; b) el intercambio de 

iones; c) los procesos de membrana como la ósmosis inversa, nanofiltración, electrodiálisis, 

etc. Respecto a la osmosis inversa, tecnología más utilizada actualmente (Wittholz et al., 

2008; González et al., 2015), el consumo energético actual en una planta desaladora de 
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agua de mar es alto, siendo de 3 kWh/m3 (Gude, 2016); en contraste, el consumo de las 

estaciones de tratamiento de agua potable convencionales, que desaliniza aguas de 

embalses y de otras fuentes superficiales y subterráneas, está entre 0.1 y 1 kWh/m3 

(Wittholz et al., 2008; González et al., 2015).  Otra forma de separar las sales disueltas del 

agua es a través de su precipitación en minerales no solubles, proceso llamado 

mineralización; en la naturaleza esto ocurre principalmente mediante la biomineralización. 

La biomineralización es el proceso que involucra la formación de minerales por parte de los 

organismos vivos, como resultado de la actividad celular, que promueve las condiciones 

fisicoquímicas requeridas para favorecer la formación y precipitación de biominerales, 

siendo esta una forma de separar los iones del agua. Este conocimiento ha motivado a los 

científicos de todo el mundo a su aplicación en procesos de bioingeniería. Dentro de este 

último punto, se han identificado varios procesos biológicos que crean las condiciones 

necesarias para la precipitación del mineral; estos incluyen vías metabólicas de los 

microorganismos desnitrificantes, reductores de hierro, reductores de sulfato y la acción de 

las enzimas anhidrasa carbónica (AC) y ureasa (Bachmeier et al., 2002; Hammes et al., 

2003; Achal y Pan, 2011; Zhao et al., 2019). Para biomineralizar las sales de un cuerpo de 

agua salada, se necesita que el microorganismo utilizado tenga tolerancia al ambiente 

salino, pueda crecer adecuadamente y realizar la actividad metabólica requerida, como es 

el caso de los microorganismos halotolerantes o halófilos. 

Las bacterias halotolerantes, así como las halófilas, son aquellas que se encuentran en 

ambientes salinos; no obstante, las halotolerantes son capaces de reproducirse y realizar 

sus funciones metabólicas tanto en presencia como en ausencia de sal (Kushner, 1978); 

por lo que ya están adaptadas a los entornos salinos, como las aguas salobres, y esto las 

hace excelentes candidatas para estudiar su capacidad de desalinizar el agua. Por lo 

descrito, el presente estudio propone una solución para disminuir los costos de la 
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desalinización del agua salobre por la falta de agua apta para riego o para los diversos 

procesos industriales en la costa peruana mediante el uso de diversos microorganismos 

con capacidad de desalinizarla. Actualmente se presenta un escenario para la 

desalinización parcial de aguas duras, cuyos costos de inversión y operación son muy altos, 

para convertirlos en proyectos más sostenibles (Bayoumi et al., 2007), esta investigación, 

se enfoca en estudiar la capacidad de las bacterias halotolerantes aisladas del RVSPV para 

remover Ca2+ de aguas con alta dureza, como aguas residuales de determinados procesos 

industriales o agua de mar, donde la concentración de Ca2+ es alrededor o superior a los 

400 ppm  (Hammes et al. , 2003; Castro et al., 2016). 
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II. MARCO TEÓRICO 

2.1. EL REFUGIO DE VIDA SILVESTRE LOS PANTANOS DE VILLA 

El Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa (RVSPV) está situado en el 

Departamento de Lima, Provincia de Lima, Distrito de Chorrillos, a 18 km al sur de Lima, 

tiene 263 hectáreas (Pulido, 2018; Eyewitness, 2023) y forma parte del cono de eyección 

hidrológica de la cuenca del río Rímac. Su altitud varía entre los 0 y 5 m.s.n.m. Las aguas 

subterráneas provenientes del río Rímac afloran en una depresión natural de humedales 

moderadamente profundos, con suelos de drenaje pobre, afloramiento de la capa freática 

muy cerca de la superficie y con escurrimiento superficial lento, siendo susceptibles de 

inundación (León, et al., 1995). Los espejos de agua del RVSPV varían con relación a la 

salinidad dependiendo de la cantidad de agua dulce almacenada y de su proximidad al 

litoral marino. En el caso del espejo grande se registró una concentración de sales que varió 

de entre 60 a 110 ppm, por lo que se las consideraba aguas ligeramente salobres (León et 

al., 1995). También, se determinó que los valores promedio del pH del agua fluctuaban 

entre 7,3 y 7,8 (CDC - UNALM 1996). Mediciones más recientes realizadas en el 2017 por 

Paredes Contreras (2022) revelaron variaciones significativas en las condiciones 

ambientales de las lagunas. Los resultados indican que la conductividad eléctrica (CE) 

oscilaba entre 3.14 dS/m y 16.29 dS/m. La concentración de sales del agua varió en un 

amplio rango, desde 1520 ppm hasta 8180 ppm, clasificándose estas aguas como de 

salinidad muy alta según la clasificación de Álvarez et al. (2004). En cuanto al pH, se 

registraron valores que oscilaron entre 7.54 y 9.29, y en lo que respecta a la temperatura, 

fluctuaron entre 19.6 °C y 32.3 °C. 

 

El RVSPV es una zona de reserva que se estableció el 29 de mayo de 1989, y a partir de 

1997 la Convención de Ramsar reconoció esta zona como Humedal de Importancia 
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Internacional para Aves Acuáticas (Díaz Solano, 2012). Posteriormente, fue declarado Área 

Natural Protegida por la SERNANP (2006). En la actualidad sigue siendo la única área 

natural protegida de la ciudad de Lima (IDEAS, 2005; El comercio, 2022). 

Respecto a los estudios relacionados a los microorganismos procariotas heterótrofos 

aislados del RVSPV, se aislaron microorganismos del orden Myxococcales a partir de 

muestras del suelo (Díaz Solano, 2012), Bacillus thuringiensis de agua estancada para 

evaluar su actividad larvicida frente a Aedes aegypti (L) (Ramirez Ortiz, 2019). Sin embargo, 

hasta la fecha, solo se ha llevado a cabo un estudio relacionado con la diversidad de 

procariotas heterótrofos halotolerantes y halófilos presentes en las lagunas que conforman 

el RVSPV (Paredes Contreras, 2022). En dicho estudio, se observó que prácticamente la 

totalidad de los microorganismos encontrados son halotolerantes. 

2.2. MICROORGANISMOS HALOTOLERANTES  

2.2.1. CLASIFICACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS HALOTOLERANTES 

En la mayoría de los casos, los microorganismos tienen un rango restringido en la 

concentración de sal que permite su crecimiento. A pesar de que varios iones están 

involucrados en la nutrición de los halófilos, su principal requerimiento tanto para el 

crecimiento como para el mantenimiento de su estabilidad celular es el NaCl (Stanier, 

2005). Algunas bacterias viven solo en salmueras saturadas y casi saturadas y no pueden 

crecer en concentraciones de NaCl por debajo de 15-20% (p/v), denominándolos como 

halófilos. Algunas otras son capaces de crecer a altas concentraciones de NaCl y otras 

sales, pero con un crecimiento óptimo en ausencia de NaCl. Este último grupo se denomina 

microorganismos halotolerantes y las especies de Staphylococcus son un ejemplo bien 

conocido de ellos. Los microorganismos halotolerantes pueden crecer en ausencia o 

presencia de NaCl, con concentraciones superiores al 10-15% de NaCl o incluso más, y 
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esta característica es una propiedad importante a menudo explotada en forma selectiva en 

el diseño y diagnóstico de medios de cultivo (Horstmann, 2021). Cabe señalar que la 

tolerancia y el requerimiento de sal pueden depender de la temperatura. De hecho, hay 

muchas investigaciones que informan la mejora de la tolerancia y el requisito de sal para 

mejorar su termotolerancia (Vreeland y Martin, 1980; Oren, 2006).  

La clasificación de los microorganismos halófilos y halotolerantes es algo variable según el 

autor. La primera clasificación fue propuesta en 1962 por Larsen, quien definió tres 

categorías de microorganismos halófilos según el rango de concentraciones de NaCl 

exigido para un crecimiento óptimo: de 2 a 5% NaCl, de 5 a 20% y del 20 a 30% para 

bacterias débilmente halófilas, halófilas moderadas y halófilas extremas, respectivamente 

(Larsen, 1962; Daoud y Ben Ali, 2020). Gibbons (1969) considera que los microorganismos 

débilmente halófilos, halófilos moderados y extremos son aquellos que crecen a 3%, de 3 

a 15%, y mayor al 15% de NaCl, respectivamente. Los parámetros entre las 

concentraciones de NaCl han sido refinados desde entonces por Kushner (1978, 1985) y la 

clasificación obtenida fue entonces la más aceptada. La Tabla 1 presenta esta clasificación 

con pocas modificaciones propuestas por Oren (2006). 

Tabla 1. Clasificación de microorganismos halófilos (Oren, 2006; Daoud y Ben Ali, 

2020). 

Categoría 
NaCl (M) NaCl (g/L) 

Rango Óptimo Rango Óptimo 

No halófilo 0-1 <0.2 0-60 <10 

Débilmente halófilo 0.2-2 0.2-0.5 10-115 10-30 

Moderadamente halófilo 0.4-3.5 0.5-2 25-200 30-115 

Limítrofe extremo halófilo 1.4-4 2-3 80-230 115-175 

Extremadamente halófilo 2-5.2 >3 115-300 >175 

Halotolerante 0-1 <0.2 0-60 <10 

Haloversátil 0-3 0.2-0.5 0-175 10-30 
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2.2.2. APLICACIONES DE LOS MICROORGANISMOS HALÓFILOS Y 

HALOTOLERANTES 

El uso de los microorganismos halófilos y halotolerantes en procesos biotecnológicos tiene 

muchas ventajas por su bajo potencial de patogenicidad (Stabnikov et al., 2013) y que no 

se vean afectadas por el efecto inhibitorio del magnesio, a diferencia de los 

microorganismos no halotolerantes (Angustias Rivadeneyra et al., 2006). 

En el Perú, los estudios sobre aplicaciones de las bacterias halófilas se han hecho en 

salinas. Se ha investigado la producción de amilasas por bacterias aisladas de suelos 

salinos costeros de Lima (Alcarraz Curi y Vásquez D., 2014), ambientes salinos de Pilluana, 

Huacho, Maras, Chilca, Paracas y ventanilla (Flores et al., 2010); y las salinas de San Blas 

en Junín (Mormontoy et al., 2014). También se estudió la producción de proteasas y lipasas 

(Flores et al., 2010; Alcarraz Curi y Vásquez D., 2014), exopolisacáridos de bacterias 

halófilas aisladas de melaza de caña de azúcar (Fuentes et al., 2013); y 

polihidroxialcanoatos producidos por halófilos aislados de salinas en Lambayeque, San 

José (Cardinali-Rezende et al., 2016; Guzmán et al., 2017), Santa Rosa (Guzmán et al., 

2017) y Morrope (Flores Vásquez et al., 2018). Respecto a las bacterias halotolerantes, se 

ha estudiado la producción de hidrolasas termoestables de microorganismos aislados de 

aguas termales en Tarapoto (Borja et al., 2012) y lipasas de microorganismos aislados de 

las Salinas de Pilluana, San Martín (Flores-Fernández et al.,  2010). En una reciente 

investigación, se utilizó bacterias halotolerantes ureolíticas aisladas de suelos arcillosos 

para la fabricación de biomateriales de construcción por biomineralización (García Avelino, 

2021). Sin embargo, aún falta investigar aplicaciones de microorganismos halotolerantes y 

halófilos de otros ambientes salobres como los humedales y si tienen un papel en la 

remoción selectiva de iones del medio líquido.  

https://www.zotero.org/google-docs/?ckadPw
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Una de las aplicaciones actuales más destacadas es la biomineralización, que se utiliza 

tanto para aprovechar los minerales formados debido a sus características únicas en 

comparación con los minerales producidos de manera inorgánica, como para eliminar estos 

iones solubles del entorno. 

2.3. RELACIONES ENTRE LOS MICROORGANISMOS HALOTOLERANTES Y 

OTROS IONES 

Los compuestos químicos que contienen Ca2+ están presentes en varios tipos de rocas, 

liberándose en solución acuosa, detectándose comúnmente en las aguas de entornos 

naturales donde a menudo precipitan como minerales de carbonato de calcio (CaCO₃), 

como la calcita y dolomita. Estudios previos de tales precipitados de carbonato sugirieron 

tanto la presencia de bacterias e interacciones específicas de estos microorganismos con 

los minerales precipitados (Riding, Awramik, 2013).  

La dureza total del agua es básicamente la suma de las concentraciones de los iones Ca2+ 

y Mg2+ que se encuentran disueltas en el agua y son expresadas en ppm (partes por millón) 

de CaCO3. La clasificación del agua según su dureza total se presenta en la Tabla 2 (World 

Health Organization, 2004; Zamora, 2009; Mora-Alvarado et al., 2015; OMS, 2017).  

Tabla 2. Clasificación de la dureza por CaCO3 en el agua, según la World Health 

Organization (2004). 

Tipo [CaCO3] ppm [Ca2+] ppm 

Blanda 0-60 0-24 

Moderadamente dura 61-120 25-48 

Dura 121-180 49-72 

Muy dura >180 >73 
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2.4. PROBLEMÁTICA DEL USO DE AGUAS CON ALTA DUREZA 

De acuerdo a la norma establecida por la OMS, la dureza total expresada en la 

concentración de CaCO3, es aceptable hasta los 180 ppm como límite máximo, ya que 

superior a 200 ppm comienzan a formarse sarro en las cañerías (Galvín, 2012). Si se 

obtuvieran valores mayores al máximo permitido; por un lado, es bueno para el consumo 

humano ya que el cuerpo necesita Ca2+ y Mg2+ para los procesos metabólicos, pero en 

exceso los beneficios o consecuencias son todavía tema de discusión, argumentándose 

que podría desarrollar desde una dermatitis atópica (S. Chan y Y. Shi, 2023) hasta cálculos 

renales (Alvarado, 2009); sin embargo, otros estudios no han encontrado una relación 

significativa entre el consumo de agua dura y la formación de cálculos (Alan J. Wein, 2008).  

Por lo descrito anteriormente, desde el punto de vista sanitario, las aguas duras son tan 

satisfactorias para el consumo humano como las aguas blandas; sin embargo, el agua dura 

requiere demasiado jabón para la formación de espuma y crea problemas en el lavado 

(Dickerson, 1992); además deposita sarro sobre las superficies con las cuales entra en 

contacto, así como en los recipientes, calderas o calentadores. El límite de dureza en el 

agua potable, de caldera de presión intermedia, de caldera de presión alta y de enfriamiento 

es de 160 (64 ppm de Ca2+), 1, 0.07 y 650 mg/L de CaCO3 (260 ppm de Ca2+), 

respectivamente (Carlos Hernán y  Rocio del Pilar, 2007). 

La dureza del agua, cuando supera aproximadamente 200 ppm y dependiendo de la 

interacción con otros factores, como el pH (la alcalinidad), puede provocar la formación del 

sarro en los sistemas de tratamiento y distribución de aguas, tuberías (ver Figura 1), 

tanques de los edificios (OMS, 2017), así como en los reactores anaerobios (van Langerak 

et al., 1997). Específicamente, las aguas ricas en Ca2+ generan problemas operativos con 

implicaciones económicas generalizadas en las industrias. Esto se debe a la formación de 

sarro en tuberías, reactores y equipamiento, debido a la precipitación de diversas sales 
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(Hammes et al., 2003; Arias et al., 2020) de sulfato de calcio (CaSO4), carbonato de calcio 

(CaCO3) fluoruro de calcio (CaF2) y fosfato de calcio [Ca3(PO4)2] (Arias et al., 2020). 

 

Figura 1. Tubería afectada por los precipitados de calcio y magnesio, debido al paso de 

aguas de alta dureza. 

Las aguas residuales ricas en calcio Ca2+ (500–1500 mg/L) provienen de diversas industrias 

como la del reciclaje del papel, el procesamiento de huesos, la producción de ácido cítrico 

y de los lixiviados en vertederos (Habets y Knelissen, 1997; Hammes et al., 2003). La 

industria minera realiza procesos de concentración de minerales a través de la flotación por 

espuma (ver Figura 2) para obtener cobre (Cu) y molibdeno (Mo) a partir de minerales de 

sulfuro de Cu-Mo (minerales hidrofóbicos), por lo que requiere gran cantidad de agua. La 

calidad de este es un factor importante para lograr un alto enriquecimiento de los minerales 

y alto rendimiento de estos procesos. El Ca2+ y Mg2+ forman hidroxicomplejos que se 

adhieren a los metales de interés, interfiriendo en su flotación y también desestabilizan las 

burbujas de aire (Castro et al., 2016). 
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Figura 2. Esquema del funcionamiento de una celda de flotación. Las partículas minerales 

se adhieren a las burbujas de aire y son llevadas a la superficie.  

Algunas plantas mineras utilizan el sistema de ósmosis inversa para la obtención de 

grandes volúmenes de agua y de buena calidad. Sin embargo, este proceso requiere la 

quema de 10 000 toneladas de carbón por año para producir 1000 m3/día de agua 

desalinizada, lo que genera gases de efecto invernadero y causa un impacto en el 

ecosistema marino debido al derrame de salmueras dentro del mar (Arias et al., 2020).  

Los metales iónicos de Ca2+ y Mg2+ solubles en agua pueden convertirse en metales 

insolubles o carbonatos por mineralización, esto se realiza en los reactores de cristalización 

química y se basan en la adición de un agente alcalino [NaOH o Ca(OH)2] en presencia de 

sitios de nucleación (granos de arena); sin embargo, tales reactores son a menudo 

costosos, complejos y algunas veces dan lugar a efluentes altamente alcalinos, con pH 

alrededor de 11 (Arias et al., 2017; Nikolenko et al., 2020). La mineralización química es 

una tecnología bien establecida actualmente, con disponibilidad de equipamiento y muchos 

reactivos químicos; sin embargo, conlleva ciertas desventajas, las cuales mencionaremos 

a continuación (Litz y Taylor, 2000): 

 Las reacciones competitivas, los niveles variantes de alcalinidad y otros factores hace 

que calcular los dosajes de los reactivos químicos a un nivel adecuado sea muy difícil; 

por esta razón, se hace necesario efectuar frecuentes pruebas para confirmar las 
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condiciones óptimas de tratamiento. Agregar más reactivos químicos de lo debido 

puede disminuir la efectividad del tratamiento.  

 La precipitación química puede requerir trabajar con químicos corrosivos, 

incrementando las preocupaciones sobre la seguridad del operador. 

 La adición de químicos, especialmente cal, puede incrementar el volumen de lodos 

residuales a más del 50%. 

 Grandes cantidades de químicos pueden necesitar ser transportados a la locación 

donde se hace el tratamiento. 

 Los polímeros utilizados pueden ser caros. 

Ante esto, existen otros procesos de mineralización en el que participan diversos tipos de 

microorganismos halófilos, llamado biomineralización. 

2.5. BIOMINERALIZACIÓN Y REMOCIÓN DEL CALCIO SOLUBLE 

El concepto de biomineralización se define como el proceso que involucra la formación de 

minerales por parte de organismos vivos como resultado de la actividad celular que 

promueve las condiciones físico-químicas requeridas para llevar a cabo su formación 

(DeJong et al., 2010). Cada biomineral tiene propiedades específicas, como tamaño único, 

estructura cristalina y composición isotópica de oligoelementos (Arias et al., 2019). Los 

procesos de biomineralización se basan en dos tipos según el grado de control biológico 

existente (Reddy, 2013): 

 Mineralización biológicamente controlada (MBC). Los minerales se sintetizan 

directamente en un lugar específico dentro o sobre la célula y sólo bajo ciertas 

condiciones. 

 Mineralización biológicamente inducida (MBI). Los minerales se forman 

extracelularmente como resultado de la actividad metabólica del organismo (Achal et al., 
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2015). La producción extracelular de estos biominerales invitó a científicos de todo el 

mundo a aprovechar esta capacidad de los microorganismos para diversas aplicaciones 

en bioingeniería. Dentro de este último punto, se han identificado varios procesos 

biológicos que crean las condiciones necesarias para la precipitación de estos 

minerales, estos incluyen vías metabólicas de los microorganismos desnitrificantes, 

reductores de hierro y sulfato y la acción de las enzimas anhidrasa carbónica (AC) y 

ureasa (Bachmeier et al., 2002; Hammes et al., 2003; Achal y Pan, 2011; Zhao et al., 

2019). La precipitación de carbonato de calcio inducida por microorganismos es un 

proceso químico bastante sencillo regido principalmente por cuatro factores clave: (1) 

la concentración de calcio, (2) la concentración de carbono inorgánico disuelto, (3) el 

pH y (4) la disponibilidad de sitios de nucleación (Hammes y Verstraete, 2002). 

 

En condiciones naturales, la precipitación de carbonatos ocurre muy lentamente durante 

tiempos geológicos prolongados, pero para producir grandes cantidades de carbonatos en 

poco tiempo, es necesario buscar microorganismos con la capacidad de crear condiciones 

para su precipitación en tiempos más breves. Diferentes especies bacterianas precipitan 

carbonatos en ambientes alcalinos ricos en Ca2+ y se han propuesto varios mecanismos 

que podrían inducir la precipitación por bacterias en hábitats naturales (Ehrlich, 1996; 

Rivadeneyra et al., 2004). 

Se ha descrito ampliamente que las bacterias pueden servir como núcleos de precipitación 

de carbonato al absorber los cationes de Ca2+ y Mg2+ en su superficie debido a que poseen 

una carga neta superficial negativa (Stocks-Fischer et al., 1999; Achal y Pan, 2011). Como 

consecuencia de estos cambios en la carga iónica general, las bacterias se agregan para 

aumentar el tamaño del biomineral, convirtiéndose en su núcleo (Rivadeneyra et al., 1998). 

Las bacterias presentan diversos componentes químicos en su superficie celular que da 
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como resultado una carga superficial diferente entre estas. La formación del complejo 

mediado por el ion amonio y Ca2+, junto con el aumento del pH, favorece la unión de las 

células (cargadas negativamente) con el Ca2+, ya que se absorbe con mayor selectividad, 

por sobre el Mg2+ (Maier et al., 2000; Arias, 2017). Las sustancias poliméricas extracelulares 

(SPE) también juegan un papel importante en los cambios en la carga iónica general, se ha 

demostrado que las SPE producidas por bacterias están involucradas en el proceso de 

precipitación de carbonatos microbiológicamente inducida (PCMI) al atrapar y servir como 

sitio de nucleación, ya que influyen positivamente en la precipitación del carbonato de calcio 

(Merz-Preiß y Riding, 1999; Tsuneda et al., 2003). Las SPE desempeñan un papel 

importante en la cobertura de la superficie por biopelículas (Achal et al., 2009), la adhesión 

celular y la precipitación, ya sea mediante inmovilización y concentración de los iones o 

mediante la acción de proteínas específicas en su composición que influyen en la 

precipitación (Reddy, 2013). Se ha demostrado que la capacidad de biomineralizar 

carbonato está directamente relacionada en la formación de biopelículas en 

microorganismos como Mycobacterium abscessus y Pseudomonas aeruginosa, y la 

inhibición de la ureasa y AC inhibe la formación de biopelícula (Cohen-Cymberknoh et al., 

2022). Los iones de calcio en la solución son atraídos hacia la pared celular bacteriana 

debido a la carga negativa de esta. Tras la adición de urea en el microambiente de las 

bacterias, el carbono inorgánico disuelto y el amonio liberado, sumado con la presencia de 

iones de Ca2+, pueden resultar en una sobresaturación local y, por lo tanto, la precipitación 

heterogénea de carbonato de calcio en la pared celular bacteriana (Achal y Pan, 2011). 

Esto demuestra claramente que las bacterias no actúan simplemente como sitio de 

nucleación para la biomineralización, sino que actúan como mediadores activos en el 

proceso (Sánchez-Román et al., 2007; Silva-Castro et al., 2013). 
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El uso de procesos biológicos, como la biomineralización, realizada por bacterias ureolíticas 

productoras de ureasa, son capaces de formar diferentes precipitados a partir de aguas 

residuales, subterráneas y de mar, a través de la PCMI propuesta como una valiosa y eco 

sustentable alternativa a los pretratamientos químicos de remoción de Ca2+ y Mg2+ (Arias, 

2017; Arias et al., 2020).  

2.5.1. ENZIMA UREASA 

La ureasa (urea amidohidrolasa; EC 3.5.1.5) es una enzima que cataliza la hidrólisis de la 

urea, descomponiéndola en amoníaco (NH3) y CO2. Esta enzima, catalíticamente activa, 

requiere la incorporación de dos átomos de níquel para su expresión (McGee et al., 1999; 

Van Vliet et al., 2001). El níquel participa en el metabolismo de los compuestos que 

contienen nitrógeno (Carter et al., 2009; Rodríguez-Jiménez et al., 2016). Esta enzima 

muestra una mayor afinidad por la urea en un entorno alcalino, donde la precipitación de la 

calcita (CaCO3) es más favorable (Stocks-Fischer y Galinat, Bang, 1999).  

La formación de la ureasa en bacterias diferentes a Helicobacter pylori rara vez es 

constante, cualesquiera sean las condiciones externas (constitutiva), sino que se regula en 

respuesta a cambios en el entorno, como el pH, la disponibilidad de urea, la disponibilidad 

de nitrógeno o la fase de crecimiento (Van Vliet et al., 2001). Las bacterias ureolíticas 

utilizan la urea como fuente de nitrógeno y de energía, aumentando el pH del entorno (Burne 

y Chen, 2000; Mobley, 2001). Producen amoniaco, molécula que se une a los H+ presentes 

en el entorno para formar ion amonio, lo cual hace que incremente el pH del medio e induce 

la precipitación de diferentes elementos cristalinos formados por los iones presentes (Arias 

et al., 2020). La urea representa una fuente de nitrógeno asimilable para las bacterias que 

pueden colonizar el cuerpo animal, hay evidencia que sugiere que la asimilación de 

amoníaco a partir de la urea se produce in vivo; como ilustración, una proporción 
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significativa de la urea producida en el hígado termina en los intestinos, donde puede ser 

hidrolizado y asimilado por varias especies diferentes de bacterias anaeróbicas, ureolíticas 

(McLean et al., 1988; Mobley y Hausinger, 1989), estimándose que solo el 17-30% de los 

microorganismos aerófilos, microaerófilos o anaerobios son capaces de hidrolizar la urea 

(Lloyd y Sheaffe, 1973). En la Figura 3 se observa la capacidad de las bacterias ureolíticas 

para hidrolizar la urea, liberando amoniaco, por acción de la enzima ureasa. 

 

Figura 3. Principio de la prueba de la ureasa. Se determina la capacidad de una bacteria de 

hidrolizar la urea en amoníaco y CO2. (Frías-Ordoñez y Regino, 2017). 

Las bacterias ureolíticas producen ATP a través de la hidrólisis de la urea, liberando así 

amoniaco (NH3) y ácido carbónico (H2CO3) en el ambiente, de acuerdo con las ecuaciones 

() y () 

CO(NH2)2 + H2O → NH2COOH + NH3 (1) 

NH2COOH + H2O → NH3 + H2CO3  (2) 

  

Ambos productos alcanzan condiciones de equilibrio químico en el ambiente acuoso 

formando ion amonio (NH4
+) e iones hidroxilo (OH−) a partir del NH3, bicarbonato (HCO3

–) y 
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los iones H+ a partir del H2CO3, de acuerdo con las siguientes dos ecuaciones (3) y (4), de 

esa forma aumentan los iones OH- en medio acuoso, elevando el pH: 

2NH3 + 2H2O ↔ 2NH4
+ + 2OH- (3) 

H2CO3 ↔ HCO3 - + H+ (4) 

El proceso global regido por las ecuaciones (2) a (4) da como resultado el aumento del pH. 

El pH alto, junto con la disponibilidad de HCO3
– [cuya conversión a carbonato (CO3

2-) en 

agua ocurre a pH alcalino] y OH–, promueve la precipitación de Ca2+ y Mg2+ de acuerdo con 

las siguientes tres ecuaciones (5) a (7) (Achal y Pan, 2011): 

HCO3 - + H+ + 2(OH)- ↔ CO3
2- + 2H2O (5) 

Ca2+ + CO3
2- ↔ CaCO3↓ (6) 

5Mg2+ + 4CO3
2- + 2OH- + 4H2O ↔ Mg(CO3)4(OH)2 × 4H2O(s)↓ (7) 

Respecto a los estudios relacionados a la utilización de bacterias ureolíticas para la 

biomineralización del calcio, los cuales se han realizado en condiciones de laboratorio 

utilizando un medio de cultivo con dureza similar al agua de mar, se ha demostrado que el 

aumento del pH a medida que aumenta la concentración de urea no supera el valor de 9.3 

debido al equilibrio del tampón de amonio; también se comprobó que existe una relación 

directa entre la concentración de la urea, la producción de amonio y la eliminación de los 

iones de interés (Arias et al., 2020). Además, hay una tendencia a precipitar primero iones 

de Ca2+, y luego los de Mg2+, posiblemente debido a que el primero es absorbido más 

frecuentemente en la envoltura celular cargada negativamente (selectividad iónica) que el 

segundo (Rivadeneyra et al., 1998; Arias et al., 2019). Como resultado de la precipitación 

de cristales a base de Ca2+ y Mg2+, las concentraciones de estos iones disueltos en el medio 

líquido disminuyen progresivamente. La utilidad de usar urea para la precipitación de calcio 
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es la disponibilidad directa de iones de carbonato, lo cual promueve su precipitación, incluso 

a valores de pH moderados (Hammes et al., 2003).  

Existen  numerosos estudios con la bacteria Gram positiva Sporosarcina pasteurii, la cual 

fue aislada en muestras de suelo, en el proceso de biomineralización y coprecipitación de 

CaCO3, debido a que no es patógena y tiene alta actividad ureasa (Whiffin et al., 2007; 

Achal et al., 2009; DeJong et al. 2010; Al-Thawadi, 2011). Sin embargo, los estudios de 

especies alternativas son escasos, especialmente las microbianas ecológicamente 

relevantes capaces de subsistir en determinados lugares negativamente afectados para la 

biorremediación. En la Figura 4 se muestra una descripción general de la precipitación de 

calcita por S. pasteurii mediada por la hidrólisis de la urea. 

 

Figura 4. Descripción general de la precipitación de calcita mediada por ureólisis. S. 

pasteurii sirve como sitio de nucleación para la precipitación de CaCO3 en las partículas de 

arena, la urea se descompone dentro del microorganismo. El NH3 y CO2 se difunden a 

través de la pared celular hacia la solución circundante (DeJong et al., 2010). 
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2.6. ANTECEDENTES 

En el Perú, la investigación sobre biomineralización bacteriana de Ca2+ y Mg2+ es aún 

limitada. Alhuay Torres (2011) se enfocó en comprender los principios fundamentales 

necesarios para la formación de biominerales, con el objetivo de aplicar estos 

conocimientos en la química sintética. Esto es relevante ya que los biominerales presentan 

propiedades distintas a los minerales producidos mediante procesos geológicos. En una 

línea similar, García Avelino (2021) evaluó la precipitación bacteriana de carbonato en un 

medio de biomineralización que contenía por litro 10 g de CaCO3 y 30 g de urea, a pH 8, y 

agitando la solución durante 21 días, con el fin de elaborar piezas de concreto con mejores 

propiedades mecánicas. Los cristales obtenidos fueron caracterizados por microscopia 

electrónica de barrido y espectroscopía de energía dispersa de rayos X, confirmando que 

dichos cristales estaban formados por carbonato de calcio.  

A nivel internacional, Bachmeier et al. (2002) utilizaron una cepa de E. coli recombinante, 

la cual contenía el plásmido pBU11, que contenía el gen de la ureasa de Sporosarcina 

pasteurii (antes conocido como Bacillus pasteurii) para precipitar calcita. Aunque la 

precipitación de calcita por la cepa recombinante no fue tan eficiente en comparación con 

S. pasteurii, la adición de níquel (5-100μM), cofactor de la ureasa, aumentó la precipitación 

de calcita por parte de la cepa recombinante, esto es debido a la baja afinidad del sistema 

transportador de níquel en la membrana citoplasmática de E. coli, comparado con S. 

pasteurii. Se confirmó la inhibición de la precipitación de calcita cuando se utilizó el ácido 

acetohidroxámico (AHA), un inhibidor de la enzima ureasa. Posteriormente, la ureasa 

parcialmente purificada de S. pasteurii fue inmovilizada en espuma de poliuretano para 

comparar la eficacia de la precipitación de la calcita entre las enzimas libres e inmovilizadas. 

La ureasa inmovilizada mostró mayor Km y menor Vmax, que se reflejaron en la precipitación 

más lenta de la calcita, posiblemente debido a la limitación en la difusión dentro de las 
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matrices. La microscopia electrónica de barrido mostró que la precipitación de calcita 

ocurría dentro y en la superficie del polímero, pero debido a que la estructura molecular de 

los cristales dentro de este es más organizada, esta funciona como sitio adicional de 

nucleación. Por último, la ureasa inmovilizada mantuvo alta actividad enzimática a altas 

temperaturas y en presencia de la alta concentración de pronasa (proteasa), lo que indica 

que la inmovilización protege la actividad enzimática de la ureasa de los factores 

ambientales. 

Como señalaron Arias et al. (2020), a pesar de la existencia de investigaciones previas 

relacionadas al empleo de bacterias ureolíticas en la biomineralización de suelos y 

restauración del concreto (Bachmeier et al., 2002), el proceso de PCMI basado en 

microorganismos ureolíticos, pocas veces se ha utilizado para eliminar iones del agua. Uno 

de los primeros intentos exitosos fue realizado por Hammes et al. (2003), quienes realizaron 

sus estudios en aguas residuales municipales ricas en calcio y urea a diferentes 

concentraciones, obteniendo una tasa de eliminación del 90% de los iones de Ca2+ 

haciendo funcionar un biorreactor en modo semicontinuo durante 6 días. El agua residual 

sin tratar utilizada en estos experimentos contenía aproximadamente 12 mM (equivalente a 

489 ± 39 mg/L) de Ca2+. En base a las ecuaciones teóricas, se pudo argumentar que se 

requiere un mínimo de 12 mM de urea (equivalente a 0.72 g/L) para precipitar 12 mM de 

Ca2+, lo cual se pudo reflejar en la práctica. El pH aumentó debido a las altas 

concentraciones de urea pero no fue mayor a 9.3, debido al efecto tamponante del amonio 

(pKa = 9.25 a 25 °C) (Hammes et al., 2003). 

En relación con el proceso de desalinización en medios acuosos sin la adición de urea, 

Bayoumi et al. (2007) llevaron a cabo un estudio en el que seleccionaron tres cepas 

bacterianas halotolerantes aisladas del agua y suelo. Las cepas fueron capaces de 

desalinizar el agua de mar, tanto en cultivos puros como en consorcios microbianos. El 
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equipo de investigación también confirmó que usando extracto de levadura como 

suplemento mejoró el proceso de desalinización.  

En el contexto de la biomineralización bacteriana, es fundamental comprender el papel de 

las enzimas ureasa y AC en el proceso de precipitación de la calcita inducido por 

microorganismos. Un estudio relevante realizado por Achal & Pan (2011) arroja luz sobre 

esta cuestión. En su investigación, caracterizaron tres cepas de Bacillus aisladas del suelo 

que demostraron ser productoras de ureasa y AC. Los resultados de su estudio sugieren 

que la precipitación de carbonato de calcio no depende exclusivamente de la actividad de 

la ureasa, sino que también la AC juega un papel importante, ya que la producción de 

ureasa y AC intracelular fue hasta las 120 horas de incubación, aumentando la eficiencia 

en la precipitación de la calcita.  

En el ámbito de la investigación, sobre biomineralización por bacterias ureolíticas en 

Latinoamérica, destaca el trabajo realizado en Chile por Arias et al. (2017), quiénes llevaron 

a cabo un estudio centrado en la precipitación de cristales de calcio y magnesio, mediada 

por bacterias ureolíticas, con el propósito de aplicar estos procesos en la industria. En sus 

experimentos, se observó que todas las cepas con actividad ureolítica fueron capaces de 

inducir la formación de cristales en medio LB suplementado con NaCl, urea y CaCl2. Esto 

contrastó con los grupos de control, donde no se observó formación de cristales. De manera 

destacable, Rhodococcus erythropolis logró precipitar aproximadamente el 95% de calcio 

soluble en 7 días de bioensayo. Posteriormente, Arias et al. (2019) ampliaron la 

investigación evaluando la capacidad de precipitación de sales en cepas ureolíticas 

halotolerantes en géneros bacterianos como Bacillus, Porphyrobacter, Pseudomonas, 

Salinivibrio y Halomonas, aislados de la Laguna Salada en Chile. En condiciones de cultivo, 

en agua dulce con urea y CaCl2, todas las especies demostraron la capacidad de 

biomineralizar carbonato de calcio a diferentes concentraciones. Con agua de mar, tanto 



22 

 

Bacillus subtilis LN8B como Halomonas sp. lograron precipitar iones de calcio en un rango 

de 96-97% en un lapso de 5 días, destacando la viabilidad de la biomineralización 

bacteriana en ambientes marinos. Además, se confirmó que el uso de células inmovilizadas 

en perlas de alginato facilita la precipitación de las sales, la separación de la biomasa y su 

aplicación en reactores de flujo continuo, lo cual es de gran relevancia en aplicaciones 

industriales. 

Arias et al. (2020) continuaron su investigación enfocándose en la desalinización parcial del 

agua de mar para aplicaciones mineras a través del uso de un biorreactor de lecho 

fluidizado llenado con células inmovilizadas de la cepa ureolítica Bacillus subtilis LN8B. El 

estudio operó en modo Batch y logró mayor eficiencia en la remoción del 100% de Ca2+ en 

el cuarto día. Los controles sin bacterias inmovilizadas y urea no mostraron signos de 

precipitación de iones, manteniendo sus niveles constantes.  

Estos estudios resaltan la importancia de las bacterias ureolíticas en la precipitación de 

sales y ofrecen valiosas perspectivas sobre su aplicación en la desalinización y el 

tratamiento de aguas en diversos ambientes industriales. 

III. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVOS GENERALES 

● Seleccionar microorganismos halotolerantes provenientes del Refugio de Vida 

Silvestre Los Pantanos de Villa con la capacidad de remover iones de calcio. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Verificar la pureza, seleccionar y caracterizar aislados bacterianos provenientes de los 

cuerpos de agua del Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa.  
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● Clasificar las cepas de acuerdo con su halotolerancia. 

● Evaluar la capacidad de remoción de iones de sodio por las cepas halotolerantes. 

● Seleccionar a las cepas productoras de la enzima ureasa. 

● Determinar la capacidad de remoción de iones de calcio en las cepas halotolerantes 

seleccionadas.  

IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

Se utilizaron 53 cepas bacterianas halotolerantes aisladas de diversas muestras de agua 

provenientes de 7 puntos de muestreo, en 4 temporadas diferentes, del Refugio de Vida 

Silvestre Los Pantanos de Villa y almacenadas en el Laboratorio de Microbiología Acuática 

y Aplicaciones Tecnológicas-UNMSM.  

4.1. VERIFICACIÓN DE LA PUREZA EN LOS AISLADOS BACTERIANOS  

Se utilizó el medio Sehgal & Gibbons (SG), cuya composición se describe en el Anexo 1, el 

cual es utilizado para el aislamiento de arqueas, bacterias halófilas y halotolerantes 

(Gibbons 1969; Lizama et al., 2001; Schneegurt, 2012). Los cultivos fueron incubados a 

temperatura ambiente (23.5 ± 0.5°C). Se trabajó con cepas que crecieron de 1 a 7 días en 

placa, en condiciones de aerobiosis. Después del tiempo de incubación se seleccionaron 

dos o tres colonias con las mismas características culturales, las cuales fueron 

almacenadas en cepario, a temperatura ambiente hasta su posterior reactivación. Se realizó 

previamente la tinción de Gram para verificar la pureza de las cepas. Posteriormente se 

criopreservaron a -80 °C en medio LB con 20% de glicerol.  

4.1.1. CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS 

Las cepas fueron caracterizadas taxonómicamente observando las características 

culturales de las colonias, la morfología microscópica (forma, tinción de Gram), la motilidad, 
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prueba de KOH (Gilchrist et al., 2005) y la producción de las enzimas catalasa y oxidasa, 

siguiendo los criterios establecidos en el Manual de Bacteriología Determinativa de Bergey 

(Holt et al., 1993). 

● Descripción cultural: Las colonias previamente seleccionadas fueron descritas de 

acuerdo con caracteres como tamaño (mm), color, superficie, forma, borde, elevación, 

luz transmitida y luz reflejada. 

● Crecimiento en medio líquido: Se describió el tipo de crecimiento de cada cepa en 

medio SG, considerando la apariencia de la superficie, turbidez y/o sedimento, según 

el tiempo de incubación descrito para cada cepa (Pérez Davó, 2014).  

● Prueba de la Catalasa: Se determinó si las cepas poseen la capacidad de  reducir el 

H2O2 hasta O2 y H2O (Vanegas et al., 2014). La prueba se realizó a partir de colonias 

reactivadas y se consideró como resultado positivo cuando hubo formación de burbujas 

al contacto de la colonia con el H2O2 (Pérez Davó, 2014). 

● Prueba de la Oxidasa: Se examinó si las cepas sintetizan la enzima citocromo c 

oxidasa en la cadena transportadora de electrones. La prueba se efectuó con colonias 

reactivadas. Se utilizó tiras de oxidasa comercial (Microbiology Bactident® Oxidase, 

Merck) y se consideró como resultado positivo cuando se confirmó el cambio de color 

de la tira al azul o púrpura a los 20-60 segundos debido a la reducción del reactivo NaDi 

(α-naftol y dimetil-para-fenilendiamina) por el sistema citocromo c oxidasa de las 

bacterias, con formación de la molécula de condensación, azul de indofenol. (Pérez 

Davó, 2014).  

● Prueba de KOH: Se corroboró si las cepas son presuntivamente Gram negativas; es 

decir, si hubo rompimiento de la pared celular y liberación de ADN debido al KOH. La 

prueba se llevó a cabo utilizando colonias reactivadas y una solución de KOH 3%; se 

mezcló la solución con las colonias en láminas portaobjetos. Se consideró como 
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resultado positivo cuando, después de unos segundos, se formó una solución viscosa 

y un hilo; de 0.5 a 2 cm o más, al levantar dicha solución con el uso del asa de siembra 

(Gregersen, 1978; Gilchrist et al., 2005; Pérez Davó, 2014). 

● Tinción de Gram: El procedimiento se realizó con cultivos reactivados de cada cepa. 

Luego de realizar el procedimiento estándar de tinción, se observó la pared celular, la 

morfología y la agrupación celular. Los resultados de la tinción de la pared se 

corroboraron con la prueba de KOH 3% (Dussault, 1955; Birbir et al., 2004; Tortora et 

al., 2007; Davó, 2014). 

4.2. CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS SEGÚN CRECIMIENTO A DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE CLORURO DE SODIO 

Se prepararon placas con agar SG (Anexo 1) a diferentes concentraciones de NaCl (0%, 

2%, 4%, 6%, 8%, 10% y 20%) para clasificar los aislados según su crecimiento en 

condiciones salinas. Los cultivos fueron incubados hasta por una semana a 24 °C. 

Las cepas bacterianas se clasificaron basándose en los criterios de Kushner (1978, 1985), 

el cual se basa en la concentración de NaCl que permite el crecimiento óptimo de los 

microorganismos halófilos, estas fueron clasificadas según estos cuatro criterios: 

 No halotolerante, ˂0.2M (aproximadamente <1%) NaCl 

 Ligeramente halotolerante, 0.2-0.5M (≈1-3%) NaCl 

 Moderadamente halotolerante, 0.5-2.5 (≈3-15%) NaCl 

 Halotolerante extremo, 2.5-4.0M (aproximadamente >15%) NaCl 
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4.3. PRUEBA DE REMOCIÓN BIOLÓGICA DEL ION SODIO 

4.3.1. SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO MÁS APROPIADO PARA LA MEDICIÓN 

DE LA CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA (CE) 

Se probaron dos medios de cultivo, el medio SG (Anexo 1), y el medio Luria Bertani (LB) 

(Anexo 2).  Ambos fueron suplementados con una concentración determinada de NaCl. El 

medio utilizado para la preparación de las soluciones fue esterilizado en autoclave a 121 °C 

y 15 Psi por 15 minutos. Se utilizaron matraces de 250 mL y el volumen inicial del medio 

para el ensayo fue de 50 mL. La CE presente en el medio SG se debe sobre todo a la 

concentración de NaCl, la cual se preparó similar a la concentración encontrada en el agua 

de mar (aproximadamente 50 dS/m). 

4.3.2. PREPARACIÓN DE LOS INÓCULOS 

Se reactivó cada cepa seleccionada para el ensayo en el medio SG y LB; luego, un inóculo 

del cultivo fue estriado en placa con agar SG y LB, y se incubó a temperatura ambiente, el 

tiempo de incubación de las colonias en placa dependió de la velocidad de crecimiento de 

cada cepa. Para preparar el inóculo, se resuspendieron colonias reactivadas de cada cepa 

en tubos de 16x100 mm con solución PBS 1X estéril, previa agitación del tubo con agitador 

vórtex por 15 segundos, se midió la densidad celular usando un densitómetro McFarland, 

hasta alcanzar una turbidez del tubo 1 de la escala McFarland (3x108 células/mL). Se 

transfirió 1000 µL del tubo a un microtubo de 1500 µL y se centrifugó a 13000 rpm por 10 

minutos. Luego, se descartó el sobrenadante, se resuspendió el pellet en 1000 µL del medio 

a tratar y se inoculó en los 49 mL del medio SG y LB modificado dispensado en matraz de 

250 mL. El medio terminó con una concentración bacteriana inicial de 3×106 células/mL. 
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4.3.3. LECTURA DE LA CONDUCTIVIDAD ELÉCTRICA (CE) 

Para medir la CE, se utilizó el multiparámetro portátil HANNA de pH/TDS/Conductividad de 

rango bajo (HI98129) que tiene un rango de CE de 0 a 3999 µS/cm, previamente calibrado 

con el estándar de conductividad H7031 marca HANNA de 1413 µS/cm ± 5 µS/cm. La 

calibración y la medición de la CE se realizó siguiendo el protocolo indicado en el Manual 

de Instrucciones del modelo HI 98129 (Hanna Instruments, 2012). Previamente se diluyó el 

medio tratado para que esté dentro del rango de lectura del conductímetro (Gan et al., 2016; 

Aristizabal et al., 2019). 

Para el procesamiento de la muestra antes de la lectura, se vertió la totalidad del medio 

inoculado en el matraz en un tubo Falcon estéril de 50 mL y se centrifugó a 7500 rpm por 

20 minutos. A partir del sobrenadante se extrajo una muestra de 1000 µL y se dispensó en 

una fiola de 25 mL, la cual se enrasó, de modo que se diluyó en una fracción de 1:25. Luego 

se vertieron 20 mL de la dilución en un vaso de precipitado de plástico de 50 mL 

(previamente lavado 3 veces con agua desionizada y una vez con la muestra problema) y 

se sumergió completamente el sensor del multiparámetro portátil. Se midió la CE del medio 

tratado y como blanco se utilizó el medio sin inocular. La lectura de la CE se realizó cada 

siete días por 2 semanas. 

4.4. SELECCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD UREASA 

Para determinar la presencia de actividad de la enzima ureasa, las cepas bacterianas 

fueron cultivadas en tubos con medio de agar urea modificado de Christensen (20 g/L de 

urea, 1 g/L de peptona, 5 g/L de cloruro de sodio, 2 g/L de fosfato dihidrógeno de potasio, 

20 g/L de agar, 1 g/L de glucosa y 0.012 g/L de rojo fenol, pH 6.5), la urea fue esterilizada 

por filtración utilizando un filtro estéril con tamaño de poro de 0.22 µm. Este medio de cultivo 

permite la detección rápida de la actividad de la enzima ureasa, las bacterias que hidrolizan 
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la urea liberan NH3 y CO2, estos productos alcalinizan el medio de cultivo haciendo virar el 

indicador rojo de fenol del color amarillo al fucsia. Las 26 cepas bacterianas fueron 

sembradas en la superficie del medio de cultivo, se incubaron a 24 °C durante 6 días y se 

observó si se producía o no el cambio de color en el medio de amarillo a rosa-fucsia 

(MacFaddin, 2003; Silva García y Garcia Bermejo, 2004). El ensayo se realizó por 

duplicado. Se utilizó Proteus mirabilis ATCC 43071 como control positivo y Escherichia coli 

ATCC 25922 como control negativo. 

4.5. PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

Se realizaron diferentes pruebas bioquímicas para diferenciar y caracterizar a las 6 cepas 

ureasa positivas seleccionadas. Se utilizaron los medios MIO, LIA, TSI, citrato de Simmons, 

gelatina nutritiva, caldo RM-VP, medio para hidrólisis del Tween 80, caldo nitrato y agar 

manitol salado. 

4.6. PRUEBA DE REMOCIÓN BIOLÓGICA DEL ION CALCIO 

Para calcular el porcentaje de remoción del Ca2+ durante las pruebas se utilizó la ecuación 

(8), la cual es utilizada por varios autores (Bayoumi et al., 2007; Arias et al., 2020). En esta 

ecuación, ppmi y ppmf representan la concentración inicial y final de Ca2+ en ppm, 

respectivamente: 

Tasa de remoción de Ca2+= (1-
ppmf
ppmi

) ×100   
(8) 

4.6.1. PREPARACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO 

Para preparar el medio LB a una determinada concentración de Ca2+ se realizaron los 

siguientes cálculos: 
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Se partió de la base teórica según la cual 10 mg/L de CaO equivale a 1 grado de dureza 

total del medio, °GH o grado alemán de dureza (Soffiantini, 2013); lo cual equivale a 17.848 

mg/L de carbonato de calcio (CaCO3) ya que tiene una masa molar de 100.09 g/mol; 

entonces, de la misma forma se puede calcular la concentración de Ca2+ a la cual equivale 

1 °GH como se ve en la siguiente relación: 

17.848 mg/L de CaCO3→7.144 mg/L Ca2+ 

El componente utilizado como fuente de calcio fue el cloruro de calcio dihidrato 

(CaCl2x2H2O), el cual se descompone en medio acuoso en las siguientes moléculas 

representadas en la ecuación (9): 

CaCl2 × 2H2O → Ca2+ + 2Cl- + 2H2O (9) 

Por lo que se puede calcular cuántos miligramos de CaCl2x2H2O se necesita para subir 1 

°GH por litro de medio. 

7.144 mg/L de Ca2+→26.2049 mg/L de CaCl2 × 2H2O 

Teniendo en cuenta lo anterior, se preparó una solución madre de concentración de Ca2+ 

conocida. Para la preparación se diluyó 9827 mg de CaCl2x2H2O con agua destilada en una 

fiola de 100 mL, obteniéndose una solución madre con concentración de Ca2+ final de 98270 

mg/L de CaCl2x2H2O. 

98270mg/L de CaCl2×2H2O→26790.44 mg/L de Ca2+ 

Utilizando la denominada ecuación de la dilución, V1C1=V2C2 , se determinó el volumen de 

la solución madre (Vsol. madre) que se necesita agregar para preparar un determinado 

volumen de medio (Vmedio) a una determinada concentración de calcio (CCa2+  medio), esta se 

ve representada en la ecuación (10). 
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(Vsol.  madre)(26790.44 ppm de Ca2+)=(Vmedio)(CCa2+ medio) (10) 

Se verificó la concentración de Ca2+ en el medio preparado utilizando el kit comercial 

Aquaforest® (Referencia AFPTCA00). Siguiendo las siguientes instrucciones de uso 

(Figura 5): 

1. Se centrifugó 4 mL del medio inoculado en tubos Falcon de 15 mL a 7830 rpm x 10 

minutos. Luego, se recolectó una muestra de 2 mL del sobrenadante utilizando una 

pipeta de 1000 µL y se transfirió a un vaso de prueba.  

2. Se agregó alrededor de 0.05 g del reactivo A (indicador) con una cucharita medidora, 

sin agitar. Posteriormente se agregó 0.4 mL del reactivo B (hidróxido de sodio) con una 

jeringa de 1 mL para elevar el pH a 10, se agitó la muestra unos 10 segundos; la cual 

adquirió un color rosado por la presencia del Ca2+.  

3. Se tituló agregando gota a gota el reactivo C con una jeringa de 1mL, previamente 

enrasada, hasta que el medio cambió de color de rosado a azul estable, lo que indicó 

el final de la valoración. Por último, se comparó el volumen de reactivo C que 

permaneció en la jeringa con una tabla que lo correlaciona con la concentración de Ca2+ 

en el medio en ppm. 
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Figura 5. Procedimiento para la valoración complejométrica de iones de Ca2+, utilizando el 

Kit comercial Aquaforest. 

4.6.2. PREPARACIÓN DE LOS INÓCULOS 

Las cepas se reactivaron en medio LB y se incubaron a 24 °C hasta que alcanzaron la 

turbidez correspondiente al tubo 1 de la escala de McFarland, equivalente a la 

concentración de 3x108 células/mL. A continuación, se centrifugó 2 mL de cada tubo con la 

cepa reactivada a 13000 rpm por 10 minutos. Después, la biomasa se resuspendió en 2 mL 

del medio de cultivo a tratar y se inoculó en los tubos o matraces en una concentración del 

0.5%, lo que resultó en la concentración final de 1.5x106 células/mL. 
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4.6.3. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO SIN UREA 

Se empleó el medio LB suplementado con CaCl2x2H2O para obtener una concentración de 

Ca2+ de 140 ± 10 ppm. Se evaluó la capacidad bacteriana de remover el Ca2+ en solución 

acuosa sin la presencia de urea. Para esto, se inocularon por duplicado tubos de 16x150 

mm que contenían 15 mL de este medio, con 75 µL de cultivo joven previamente reactivado 

en LB. A lo largo de 21 días de incubación, se midió la concentración de Ca2+ cada 7 días. 

Esta medición se realizó utilizando el Kit comercial Aquaforest (Figura 5), utilizando como 

blanco el medio no inoculado. Para la prueba se utilizaron 2 cepas ureasa positivas (5EL, 

II3KR) y 5 cepas ureasa negativas (I2QR, II2SR, II3KR, III2LR y III3FR). 

4.6.4. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO CON UREA 

4.6.4.1. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO LN A 140 PPM DE CALCIO 

Se usó el medio LN, el cual se compone del medio LB suplementado con CaCl2x2H2O y 

urea (Arias et al., 2017; Arias et al., 2019). Con el propósito de evaluar la capacidad 

bacteriana para la remoción del Ca2+ soluble en solución acuosa, debido a la actividad de 

la enzima ureasa, se inocularon 5 cepas ureasa positivas (1QL, 5EL, II3KR, II3OR y III4VR) 

en medio LB suplementado con CaCl2x2H2O y urea filtrada (20 g/L), obteniéndose una 

concentración de Ca2+ final de 140 ± 10 ppm. Se inocularon, por duplicado, tubos de 

16x150mm conteniendo 15 mL de medio con 75 µL de cultivo joven reactivado en LB. La 

medición de la concentración de Ca2+ se llevó a cabo a los 7 días de incubación utilizando 

el Kit comercial Aquaforest (Figura 5), el blanco utilizado fue el medio no inoculado. 
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4.6.4.2. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO LN A 400 PPM DE CALCIO 

Se elevó la concentración de Ca2+ en el medio LN a 400 ppm, debido a que es una 

concentración cercana a la encontrada en el agua de mar (Castro et al., 2016) y a las aguas 

residuales de alta dureza (Hammes et al., 2003; Castro, 2016). 

Se inocularon las 6 cepas ureasa positivas (1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR) en 

medio LB (HIMEDIA M1245) suplementado con CaCl2x2H2O y urea filtrada (20 g/L), 

obteniéndose una concentración de Ca2+ final de 400 ± 10 ppm. Se inocularon matraces 

con 80 mL - 400 µL de medio LN con 400 µL de cultivo joven que se resuspendió en medio 

LN (3x108 células/mL), por triplicado. Se midió la concentración de Ca2+ a los 2, 6, 7,10 y 

14 días de incubación, el blanco utilizado fue el medio LN sin inocular. 

La determinación del Ca2+ se realizó mediante valoración complejométrica según (Vogel y 

Jeffery, 1989), método que ha sido utilizado por otros autores (Bayoumi et al., 2007; Arias 

et al., 2019). Como se observa en la Figura 6, se recolectó 14 mL del medio y se centrifugó 

a 7830 rpm x 10 minutos para separar la biomasa, luego se tomó una muestra de 10 mL 

del sobrenadante y se pasó a un matraz de capacidad de 100 mL. Los iones de calcio se 

determinaron utilizando aproximadamente 0.01 g de ACC, indicador para valoraciones de 

calcio. Previo a la valoración, la muestra se acondicionó a pH 12 mediante la adición de 

NaOH (1 M), verificando el pH con tiras reactivas, y se valoró con EDTA 0.01 M. El volumen 

de EDTA consumido fue directamente proporcional a la concentración de Ca2+ en el medio. 

MCa2+ =
V2×MEDTA

Vmuestra
 

Dureza cálcica (ppm)=MCa2+×
100.091 g CaCO3

1 mol ×
1000 mg

1 g  

A partir de las ecuaciones anteriores (Rigalli y Lupo, 2021) se puede calcular la 

concentración de Ca2+ utilizando la ecuación (11): 
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[Ca2+]=MCa2+×
40.0769g Ca2+

1 mol ×
1000 mg

1g  

 

[Ca2+]= 0.01×VEDTA×40076.9
Vmuestra

              (11) 

 

El ACC libre es de color azul, pero cambia a rosa/rojo cuando forma un complejo con los 

Ca2+. El EDTA forma un complejo más estable con el calcio que el ACC, por lo que la adición 

de EDTA al complejo Ca-ACC provoca la formación de Ca-EDTA, lo que lleva a la reversión 

al color azul del ACC libre (Figura 6).  
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Figura 6. Metodología en valoración complejométrica para evaluar la remoción del ion 

calcio. (1) Preparación de la muestra y (2) Valoración con EDTA. En la parte inferior se 

observa el matraz izquierdo (último rastro de color púrpura justo antes del punto final) y el 

matraz derecho (color azul claro en el punto final). 
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4.7. CINÉTICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN DE BIOPELÍCULA 

4.7.1. PREPARACIÓN DE LA MICROPLACA 

Se reactivaron las 6 cepas ureasa positivas, previamente criopreservadas, en tubos de 

16x100 mm con 10 mL de medio LB y se incubaron a 24 °C en agitación hasta que la 

turbidez llegó a la escala 1 de McFarland (3x108 células/mL). Inmediatamente después, se 

inoculó 25 µL del cultivo reactivado en tubos de 12x75 mm con 5 mL del medio de prueba, 

por triplicado. Para la prueba de tinción de biopelícula se prepararon dos microplacas 

iguales, una se coloreó a las 48 horas y la otra a las 72 horas de incubación. Como control 

negativo a la formación de biopelícula se utilizó la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 

12600, que carece de los genes icaA e icaB, los cuales están fuertemente asociados a la 

síntesis de exopolisacáridos, el gen icaA codifica la N-acetilglucosaminil-transferasa, 

mientras que el gen icaB codifica la desacetilasa de adhesina intercelular de polisacáridos 

(Senobar Tahaei et al., 2021; Abdel-Shafi et al., 2022; Donadu et al., 2022). E. coli ATCC 

25922 fue utilizada como control positivo en base a investigaciones previas (Martínez et al., 

2021) que lo identificaron como un modelo de formación de biopelícula. 

4.7.1.1. CINÉTICA DE CRECIMIENTO EN MICROPLACA 

Los medios utilizados fueron LB y LN. En ausencia de mención adicional, el inóculo en los 

medios fue del 0.5% (1.5x106 células/mL), y la concentración de Ca2+ en el medio LN fue 

400 ppm. Los medios tenían pH inicial de 7.0. 

Las pruebas se llevaron a cabo en los siguientes medios bajo diferentes condiciones: 

 Medio LB a diferente concentración de inóculo (0.5%-2.5%). 

 Medio LN a diferente concentración de Ca2+ (140 ppm-400 ppm). 

 Medio LN, LN sin CaCl2x2H2O y LN sin urea.  
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Inmediatamente después de inocular los pocillos, se colocó la microplaca en el 

espectrofotómetro para microplacas Epoch 2 (Marca BioTek Instruments), previamente 

configurado en el modo de cinética. Se programó una incubación a 24 °C durante 48 horas, 

tomando lecturas a intervalos de media hora a densidad óptica (DO) de 600 nm, previa 

agitación de 6 segundos antes de cada lectura. 

4.7.1.2. PRODUCCIÓN DE BIOPELÍCULA 

Para cuantificar la formación de biopelícula en microplaca, se realizó el siguiente 

procedimiento (Coffey y Anderson, 2014; Philips et al., 2017; López Pérez et al., 2019). A 

las placas incubadas estáticamente durante 48 y 72 horas, se les realizaron 3 lavados 

suaves con PBS 1X para retirar las células planctónicas no adheridas. Luego, la placa fue 

invertida y secada en la estufa a 56 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se añadió 200 

µL de la solución de cristal violeta al 1% (p/v) a cada pocillo utilizando una micropipeta 

multicanal de 200 µL. Tras permitir que el colorante se fije a la biopelícula durante 30 

minutos, se retiró el exceso de cristal violeta y se lavó suavemente los pocillos tres veces 

con agua desionizada estéril. Finalmente, se agregó 200 µL de la solución etanol:acetona 

al 80:20 (v/v) a cada pocillo para solubilizar el cristal violeta adherido a la biopelícula. La 

cantidad de biopelícula sintetizada fue cuantificada midiendo la absorbancia máxima del 

cristal violeta, a 590 nm (Leyton et al., 2015; Salcedo, 2017), previa agitación de 10 

segundos dentro del lector de microplaca. Las cepas se clasificaron según su capacidad de 

producir biopelículas, comparando su DO con la del control negativo S. aureus ATCC 12600 

(DOc), como: débil (DO < 2DOc), moderado (2DOc < DO < 4DOc) y fuerte (4DOc < DO).  

En la Figura 7 se describe de manera gráfica este procedimiento. 
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Figura 7. Procedimiento de tinción de microplaca para evaluar la formación de biopelícula. 

4.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para determinar la significancia estadística de las comparaciones de la tasa de remoción 

media de calcio entre las cepas bacterianas seleccionadas con respecto al control negativo 

(E. coli ATCC 25922), se realizaron pruebas utilizando el software GraphPad mediante 

ANOVA unidireccional y bidireccional y prueba de Tukey a posteriori. En todos los casos, 

se consideraron significativas las comparaciones en las que p < 0.05, y los asteriscos fueron 

utilizados para resaltar estas diferencias estadísticamente significativas. Las desviaciones 

estándar de cada conjunto de experimentos se representan en la figura correspondiente 

como barras de error. 
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V. RESULTADOS 

5.1. VERIFICACIÓN DE LA PUREZA DE LOS AISLADOS BACTERIANOS 

Se trabajó con 53 aislados provenientes del Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de 

Villa. Para verificar su pureza se sembraron en medio SG, que contiene NaCl 4%, lo que 

da cierta selectividad, y se realizaron tinciones de Gram de las colonias aisladas en placa 

para comprobar su pureza. 

5.1.1. CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS 

En términos generales, se observó gran diversidad en la morfología y coloración de las 

colonias aisladas, el más frecuente fue el color crema (59%) que se considera no 

pigmentado, seguido del naranja (35%), amarillo (3%) y blanco (3%) (ver Figura 8-A). En 

cuanto a la morfología microscópica de las células, la mayoría de los aislados fueron bacilos 

Gram positivos (43%), seguidos de los cocos Gram positivos (36%), bacilos Gram negativos 

(19%) y cocobacilos Gram negativos (2%), (ver Figura 8-B). 

 

Figura 8. Diagrama en pastel de la característica macroscópica del color (A) y la forma 

microscópica (B) de las 53 cepas aisladas del RVSPV. 

Todas las cepas ureasa positivas seleccionadas son cocos Gram (+) de crecimiento en 

racimo, como se puede observar en la Figura 9. 
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Figura 9. Tinción de Gram de las cepas ureasa positivo a 1000X de aumento. Se pueden 

observar que todas las cepas son cocos Gram (+) en racimo. 
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5.2. CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS SEGÚN CRECIMIENTO A DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE CLORURO DE SODIO 

De las 53 cepas, el 1.89% (n=1); 5.66% (n=3); 7.55% (n=4); 45.28% (n=24) y 39.62% 

(n=21), crecieron en rangos de hasta 4%, 6%, 8%, 10% y 20% de NaCl, respectivamente. 

La mayoría de las cepas crecieron en el rango de hasta 10% de NaCl, mientras que un 

menor porcentaje de cepas mostraron crecimiento en los otros rangos. 

De las 26 cepas seleccionadas, el 3.85% (n=1); 7.69% (n=2); 15.38% (n=4); 38.46% (n=10) 

y 34.62% (n=9), crecieron en rangos de hasta 4%, 6%, 8%, 10% y 20%, respectivamente 

(Anexo 3). El mayor porcentaje de las cepas también crecieron en el rango de hasta 10% 

de NaCl, mientras que el porcentaje de cepas que creció en los otros rangos fue menor. 

Todas las 6 cepas ureasa positivas estudiadas crecían en el rango de hasta 20% de NaCl 

(Figura 10 y Anexo 3). 
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Figura 10. Caracterización de las 6 cepas bacterianas ureasa positiva respecto a un 

gradiente de concentración de NaCl con lectura a las 24 horas de incubación, a excepción 

de la placa a 20% NaCl, la cual se leyó también a las 72 horas y 5 días de incubación.  Cada 

cepa bacteriana se replicó en el mismo número de posición de cada cuadrícula de la placa 

1QL (1), 5EL (2), II3BR (3), II3KR (4), II3OR (5), III4VR (6), las ultimas 3 placas de abajo 

corresponden a crecimiento a 20% de NaCl, todas las placas se replicaron por duplicado.  
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5.3. PRUEBA DE REMOCIÓN BIOLÓGICA DE SODIO 

Antes de llevar a cabo el experimento, se realizó una curva de calibración que relaciona la 

CE (dS/m) del medio SG con la concentración de NaCl agregada (Anexo 7). Se observó la 

relación directa que existe entre ambos, lo que significa que cualquier disminución en la CE 

podría atribuirse a una reducción en la concentración de Na+ soluble. 

Los resultados de las pruebas de remoción biológica de sodio muestran que no hubo una 

disminución significativa de la CE durante los 14 días de incubación por ninguna de las 

cepas en medio SG (p > 0.05) (ver Figura 11¡Error! No se encuentra el origen de la 

referencia.) ni en medio LB (ver Figura 12) suplementados con NaCl.  
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Figura 11. Comparación de los tratamientos con diferentes cepas respecto a los valores de 

CE (dS/m) para cada 7 días de medición en medio SG (CE inicial 43.9 dS/m). El blanco es 

el medio SG no inoculado. 

Posteriormente, se empleó un medio diferente, el medio comercial LB (marca HIMEDIA), 

que contiene solo NaCl en baja concentración en su composición, con el fin de verificar si 

la CE disminuía sin la interferencia de otros iones. También, se suplementó con menor 

concentración de NaCl (CE inicial 10.4 dS/m) para determinar si las cepas eran capaces de 

reducir la CE en estas condiciones. Sin embargo, los resultados no mostraron una 



44 

 

disminución significativa de la CE en comparación con el valor inicial (p > 0.05) para ninguna 

de las cepas utilizadas (ver Figura 12). 
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Figura 12. Comparación de los tratamientos con diferentes cepas respecto a los valores de 

CE (dS/m) para cada 7 días de medición en medio LB (CE inicial 10.4 dS/m). El blanco fue 

el medio no inoculado. 

5.4. SELECCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD UREASA. 

Del total de las cepas, 6 (1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR) demostraron ser fuertes 

productoras de ureasa (Figura 13). Esto se evidenció por el cambio de color del medio de 

cultivo, que pasó de amarillo a fucsia en las primeras 24 horas de incubación en el medio 

urea de Christensen. El medio se mantuvo en observación hasta los 6 días de incubación, 

por si los microorganismos hidrolizaban la urea lentamente. 
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Figura 13. Tubos inoculados con 11 cepas en medio urea de Christensen incubados por 72 

horas; se encuentran ubicadas de izquierda a derecha las cepas 1QL, 5EL, I2QR, II2SR, 

II3KR, II3OR, III2LR, III3FFR, III4VR, III5WWR y IV2YR. Las cepas ureasa positivas son la 

1QL, 5EL, II3KR, II3OR y III4VR. La cepa II3BR no aparece en la imagen debido a que se 

identificó posteriormente como ureasa positiva. 

Las cepas ureasa positivas fueron sembradas en medio TSA por 24 horas, se registraron 

sus características culturales, y se realizaron algunas pruebas bioquímicas (Anexo 4).  

Las colonias también fueron sembradas en placas con agar LB. A las 24 horas de 

incubación, las colonias de las 6 cepas fueron puntiformes y no pigmentadas. Por lo tanto, 

se incubaron hasta los 4 días para observar sus características culturales y si formaban 

pigmentos (Tabla 3). De las cepas ureasa positivas, las cepas 1QL, II3BR y II3OR (50%) 

formaron un pigmento naranja a los 4 días de incubación (Figura 14). 
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Tabla 3. Características culturales de las cepas en medio LB a los 4 días de incubación. 

Característica 
Cepa 

1QL 5EL II3BR II3KR II3OR III4VR 

Tiempo de 

crecimiento 
4 días 4 días 4 días 4 días 4 días 4 días 

Tamaño 2.2 mm 2.5-3.0 mm 4.0 mm 3.0-4.0 mm 3.5-4.0 mm 5.0 mm 

Color 
naranja 

claro 
blanco perla 

blanco 

marfil 

ligeramente 

naranja 

ligeramente 

naranja 

blanco 

marfil 

Superficie lisa lisa lisa lisa lisa rugosa 

Forma circular circular circular circular circular Irregular 

Borde entero entero entero entero entero aserrado 

Elevación  convexa convexa convexa convexa convexa elevada 

Luz transmitida opaca opaca semitraslúcida opaca opaca opaca 

Luz reflejada brillante brillante brillante brillante brillante brillante 

 

 

Figura 14. Cepas de estudio en placas con medio agar LB después de 4 días de incubación 

a 24 °C; se puede observar la formación de pigmentos naranjas en las cepas 1QL, II3KR y 

II3OR; las cepas 5EL, II3BR y III4VR no evidencian formación de pigmentos. 
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5.5. PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

Se realizaron pruebas bioquímicas a las 6 cepas ureasa positivas (Figura 15 y Anexo 5), se 

corroboró que todas las 6 cepas seleccionadas fueron ureasa positivas repitiendo la prueba 

de la ureasa junto a las demás. 

En medio LIA todas se leen como A/NC (superficie ligeramente ácida/ profundidad alcalina 

o púrpura) y ninguna produce ácido sulfhídrico (sin ennegrecimiento del medio). En el medio 

MIO, todas mostraron las mismas características a las 24 horas de incubación: a) no son 

móviles (no se desplazan fuera del área de puntura), b) son indol negativas (no se formó el 

anillo rojo con la adición del reactivo de Kovacs) y se leen como K/NC (superficie alcalina o 

purpura/ profundidad alcalina o purpura). En medio TSI todas crecieron en la superficie en 

plano inclinado a las 24 horas de incubación, ninguna fermentaba alguno de los 3 azúcares 

(NC/NC), no creciendo en el área anaeróbica. A las 48 horas de incubación todas mostraron 

un cambio de color a amarillo en la superficie y el fondo no cambió de color (A/NC) por lo 

que se interpretaría que acidifican el medio por la utilización de los azúcares, pero no crecen 

en la zona anaeróbica. La no alcalinización (rojo) del medio indica que no utilizan las 

peptonas presentes. Cabe señalar que el medio TSI fue diseñado para enterobacterias por 

lo que las cepas ureasa positivas, al no ser enterobacterias, no suelen realizar las 

reacciones que el medio TSI está diseñado para detectar. Los controles, E. coli (A/A) y 

Enterococcus faecalis (A/K) coinciden con lo descrito por la literatura (Millipore, 2018). En 

medio Citrato de Simmons, todas fueron citrato permeasa negativo (no hubo crecimiento). 

En agar manitol salado, todas fueron manitol positivas a las 24 horas (las zonas alrededor 

de la colonia viraron a amarillo). En caldo nitrato todas redujeron los nitratos a nitritos (color 

rojo al agregar unas gotas de los reactivos A y B de Peter Griess). En medio Tween 80 

ninguna hidrolizaba el Tween 80 hasta los 10 días de incubación (no se formó un halo opaco 

alrededor del área de estriado). Todas las cepas son Rojo de Metilo negativas a las 48 
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horas de incubación, lo cual indica que no sigue la ruta ácido-mixta de la fermentación. En 

medio Gelatina nutritiva todas las cepas seleccionadas mostraron ser gelatinasa negativas 

hasta los 14 días que se dejó en incubación, a excepción de la cepa III4VR, la cual mostró 

actividad gelatinasa a las 48 horas de incubación. 

 

Continuación en la siguiente página. 



49 

 

 

Figura 15. Pruebas bioquímicas realizadas para las cepas 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y 

III4VR. Todas son ureasa (+); A/NC y SH2 (-) en medio LIA; Motilidad (-), Indol (-) y K/NC en 

medio MIO; A/NC y sin producción de gas en TSI; citrato permeasa (-); manitol (+); nitrato 

reductasa (+); rojo de metilo (-); ninguna hidroliza el Tween 80 (-); y son gelatinasa (-), a 

excepcion de la cepa III4VR (+). 
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5.6. PRUEBA DE REMOCIÓN BIOLÓGICA DEL ION CALCIO 

5.6.1. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO SIN UREA 

En primer lugar, se llevó a cabo un experimento utilizando la cepa II2SR (ureasa negativa) 

en medio LB suplementado con CaCl2x2H2O, con el propósito de evaluar la remoción de 

Ca2+ a diferentes concentraciones iniciales (70 ppm y 140 ppm). Se pudo observar que la 

tasa de remoción de Ca2+ aumenta cuando la concentración de este es alta en el medio de 

cultivo. En particular, se consiguió la disminución del calcio soluble de 140 ppm a 30 ppm 

en un período de 21 días, lo que representó una tasa de remoción del 78.57%. Cabe 

destacar que la concentración de calcio en el blanco del medio se mantuvo inalterada ( 
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Figura 16). 
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Figura 16. Remoción de calcio por la cepa II2SR en medio LB suplementado a diferentes 

concentraciones de Ca2+ (70 ppm y 140 ppm). La línea punteada representa la tasa de 

remoción del 78.57% de Ca2+ cuando la concentración inicial era de 140 ppm en un periodo 

de 21 días. 

Posteriormente, se realizó una prueba incluyendo a las cepas 5EL, II3KR (ureasa positiva), 

y I2QR, III2LR, III3FFR (ureasa negativa) en medio LB suplementado con CaCl2x2H2O para 

probar su tasa de remoción a 140 ppm de Ca2+ (Figura 17). En comparación con las demás, 

la tasa de remoción a los 21 días fue mayor para la cepa II2SR (78.57%); en segundo lugar, 

las cepas I2QR, III2LR y III3FFR, tuvieron en promedio una disminución de la concentración 

de Ca2+ de 140 ppm a 72.5 ± 2.5 ppm, alcanzando una tasa de remoción promedio del 48.2 

± 1.8%; en tercer lugar, las cepas 5EL y II3KR, tuvieron en promedio una disminución de la 

concentración de Ca2+ de 140 ppm a 102.5 ± 5 ppm y alcanzaron una tasa de remoción 

promedio del 26.79 ± 3.58%. La concentración de Ca2+ del blanco prácticamente no 

experimentó cambios. 
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Figura 17. Remoción de calcio en medio LB suplementado con CaCl2x2H2O. Se utilizaron 

cepas ureolíticas (5EL y II3KR) y no ureolíticas (I2QR, II2SR, III2LR y III3FFR). La 

concentración de Ca2+ inicial fue de 140ppm. 

5.6.2. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO EN MEDIO CON UREA 

Previamente se realizó una curva de calibración para medir la concentración de Ca2+ en 

medio LN (Anexo 8). Se usó el kit comercial Aquaforest para realizar la curva de 

concentración de Ca2+, y se empleó como referencia para ajustar y corregir los datos 

obtenidos a través del otro método complejométrico.  

Para esta prueba, realizada en matraces con 25 mL de medio, todas las cepas ureasa 

positivas mostraron una tasa de remoción de calcio del 100% para el día 7 (Tabla 4); sin 

embargo, no se midió la concentración de Ca2+ en días anteriores por lo que no se sabe 

cuánto tiempo exactamente les tomó remover totalmente el calcio soluble del medio. El 

blanco permaneció con casi la misma concentración de calcio inicial (130 ppm).  
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Tabla 4. Remoción de calcio en medio LN. 

Cepa 
Tasa de remoción de calcio (%) 

0 días 7 días 

1QL 0 100 

5EL 0 100 

II3KR 0 100 

II3OR 0 100 

III4VR 0 100 

Blanco 0 0 

 

En los matraces tratados se pudo observar dos fases, una cristalina y otra blanquecina 

(Figura 18). 

 

Figura 18. En todos los matraces se vieron dos fases, en el fondo se pudo evidenciar una 

precipitación blanquecina con la biomasa. 
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Posteriormente, se realizó otra prueba en matraces con 80 mL de medio LN con una 

concentración de Ca2+ de 400 ppm. A los 6 días de incubación se observó una mayor 

diferencia significativa entre las cepas respecto a la tasa de remoción de calcio con un p < 

0.05 (Figura 19), siendo la cepa II3OR la que obtuvo mayor tasa de remoción de Ca2+ 

(78.3%), seguido por la cepa II3BR (74.7%), 1QL (68.7%), III4VR (64.7%), II3KR (64.0%) y 

la 5EL (62.8%).  
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Figura 19. Tasa de remoción de calcio de las 6 cepas ureasa positivo. Las bacterias fueron 

cultivadas en medio LN a 24 °C en condiciones estáticas. En la gráfica se representa la tasa 

de remoción de calcio según la fórmula (8). Cada símbolo representa la media de remoción 

de calcio (%), con su respectiva desviación estándar como barras de error, realizada por la 

cepa 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR, respectivamente. El grupo control es la cepa 

E. coli ATCC 25922, y el blanco es el medio de cultivo sin bacteria. Se realizó la prueba de 

ANOVA unidireccional de la remoción de calcio (%), cuyo **** representa una diferencia 

significativa cuyo valor de p es < 0.0001. Todas las cepas se diferencian significativamente 

(p < 0.0001) respecto al control negativo. 
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En cuanto a la variación del pH a lo largo del tiempo, se pudo observar que en promedio 

todas las cepas ureasa positivas modificaron este factor fisicoquímico en el medio de cultivo 

hasta pH 9.33 (Figura 20). El control negativo E. coli, también elevó el pH del medio hasta 

8.78, y el pH del blanco permaneció prácticamente inalterado. 
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Figura 20. Variación del pH con respecto al tiempo para las cepas ureasa positiva incubadas 

en matraz para la prueba de remoción biológica de Ca2+. En promedio el pH se elevó hasta 

9.33. 

En todos los matraces tratados se observó la presencia de precipitados blanquecinos, 

probablemente de carbonato de calcio (Figura 21). 
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Figura 21. Matraces de las cepas E. coli (izquierda) y III4VR (derecha) después de 14 

dias de incubación a 24 °C. Se puede apreciar la precipitacion de cristales en el matraz 

III4VR, probablemente debido a la biomineralización. En cambio, en el matraz inoculado 

con E. coli ATCC 25922 (ureasa negativa) no se observa ninguna precipitación. 

5.7. CINÉTICA DE CRECIMIENTO EN MICROPLACA DE LAS CEPAS UREASA 

POSITIVAS 

Para el análisis estadístico, se usó la prueba de múltiples comparaciones de Tukey (p < 

0.05) y el análisis de varianza de una vía (ANOVA) ordinario (p < 0.05). Las barras de error 

representan la desviación estándar. 

5.7.1. CRECIMIENTO EN MEDIO LB Y LN 

Las cepas fueron inoculadas al 0.5% (1.5x106 células/mL) del volumen total. En la  

Figura 22 se puede observar que la cepa III4VR muestra mayor constante específica de 

crecimiento (2.087 h-1, 1.249 h-1), seguida de la cepa II3BR (1.149 h-1, 0.773 h-1), 5EL (0.622 

h-1, 0.458 h-1), II3KR (0.272 h-1, 0.334 h-1), II3OR (0.149 h-1, 0.190 h-1) y 1QL (0.062 h-1, 

0.159 h-1) en medio LB y LN, respectivamente (Anexo 6). Sin embargo, todas las cepas 

muestran un crecimiento robusto en menos de 24 horas, la cepa 1QL, con menor tasa de 
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crecimiento, alcanza una densidad celular de 8.5x108 células/mL en medio LB, a las 24 

horas de incubación.  
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Figura 22. Cinética de crecimiento en medio LB (A) y LN (B), las cepas 1QL, 5EL, II3BR, 

II3KR, II3OR y III4VR fueron inoculadas al 0.5% (1.5x106 células/mL). 

5.7.2. CRECIMIENTO EN MEDIO LB A DIFERENTE CONCENTRACIÓN DE INÓCULO 

Y MEDIO LN A DIFERENTE CONCENTRACIÓN DE CALCIO 

En relación con la cepa 1QL (Figura 23-A), se observó que el medio LN con 400 ppm de 

Ca2+ promueve su crecimiento de manera significativa (p < 0.05). Además, se observó que 

el crecimiento en medio LB es ligeramente más rápido a concentraciones más altas de 

inóculo, pero esta diferencia no resulta significativa (p > 0.05). 

En relación con la cepa 5EL (Figura 23-B), durante su fase exponencial se observó un 

mayor crecimiento a una menor concentración de Ca2+ (p < 0.05); por lo tanto, el calcio no 

favoreció su crecimiento. A las 10 horas de incubación, se pudo observar que la cepa crece 

más rápido en el medio LB que en el medio LN (p < 0.05); por lo tanto, el medio que más 

favoreció su crecimiento fue el LB. Durante su fase exponencial, se observó un mayor 

crecimiento a una concentración de inóculo mayor (p < 0.05). 
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En relación con la cepa II3BR (Figura 23-C), no se observó una diferencia significativa en 

su crecimiento a diferentes concentraciones de calcio (p > 0.05); por lo tanto, una mayor 

concentración de Ca2+ no favoreció el crecimiento en medio LN. A las 6 horas de incubación, 

el crecimiento en medio LB fue mayor que su crecimiento en medio LN (p < 0.05). Durante 

su fase exponencial, se observó un mayor crecimiento a una mayor concentración de 

inóculo (p < 0.05). 

Con respecto a la cepa II3KR (Figura 23-D), hasta las 20 horas se evidenció mayor 

crecimiento en medio LN en comparación con su crecimiento en medio LB (p  < 0.05); 

además, se observó un mayor crecimiento en medio LN a 400 ppm de Ca2+ que en el medio 

LN a 140 ppm de Ca2+ (p < 0.05), creciendo más rapido a una mayor concentración de Ca2+. 

No se observó un crecimiento significativo mayor a 2.5% de inóculo en comparación con 

0.5% de inóculo (p > 0.05).   

Respecto al crecimiento de la cepa II3OR (Figura 23-E) no se observa diferencia 

significativa entre su crecimiento en medio LB a 2.5% de inóculo y en medio LB a 0.5% de 

inóculo (p > 0.05). Tampoco se encontró diferencia significativa entre su crecimiento en 

medio LN a 140 ppm y a 400 ppm de Ca2+, por lo que el calcio no favoreció 

significativamente su crecimiento (p > 0.05). A las 30 horas de incubación, se evidencia un 

mayor crecimiento en medio LN que en medio LB (p < 0.05). 

En relación con la cepa III4VR (Figura 23-F), no se evidencia diferencia significativa en el 

crecimiento en medio LN a diferentes concentraciones de calcio, por lo que una mayor 

concentración de Ca2+ no favoreció su crecimiento en medio LN (p > 0.05). Además, no 

existe una diferencia significativa en el crecimiento en medio LB con respecto al medio LN 

(p > 0.05). A las 6 horas de incubación, en la fase exponencial, su crecimiento es mayor al 

utilizar una mayor concentración de inóculo (2.5%) (p < 0.05). 
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Figura 23. Cinética de crecimiento de las cepas 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR 

en medio LB a diferente concentración de inóculo (0.5-2.5%) y medio LN a diferente 

concentracion de calcio (140-400 ppm). 
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A partir de las interpretaciones de la Figura 23, se crea la Tabla 5, que resume los resultados 

obtenidos. 

Tabla 5. Condiciones que favorecieron el crecimiento de las cepas ureolíticas 

en medio LB y medio LN. 

Cepa 

Concentración de 

inóculo en medio LB 

(células/mL) 

Concentración de 

Ca2+ en medio LN 

(ppm) 

Medio 

1QL 7.5x106 400* LN* 

5EL 7.5x106* 140* LB* 

II3BR 7.5x106* 140 LB* 

II3KR 7.5x106 400* LN* 

II3OR 7.5x106 140 LN* 

III4VR 7.5x106* 140 LB 

*Diferencia estadísticamente significativa (p <0.05). 

5.7.3. CRECIMIENTO EN MEDIO LN, LN SIN CALCIO Y LN SIN UREA 

Respecto al crecimiento de la cepa 1QL (Figura 24-A), a las 38 horas de incubación, se 

observó mayor crecimiento en el medio LN sin CaCl2 que en LN sin urea (p < 0.05); lo cual 

significa que en el medio LN, la presencia de urea favoreció el crecimiento de la cepa más 

que el CaCl2. Además, el crecimiento en el medio LN, que contiene urea y calcio, es mayor 

en comparación al crecimiento en LN sin CaCl2 y LN sin urea (p < 0.05). 

Respecto al crecimiento de la cepa 5EL (Figura 24-B), no existe diferencia significativa entre 

su crecimiento en medio LN, LN (sin urea) y LN (sin CaCl2) (p > 0.05); por lo tanto, 

concordando con la Figura 23-B respecto a la concentración de Ca2+, ni el calcio ni la urea 

favorecen su crecimiento en medio LN. 

Respecto al crecimiento de la cepa II3BR (Figura 24-C), a las 16 horas de incubación, la 

cepa muestra un mayor crecimiento en medio LN sin CaCl2 que en LN sin urea (p < 0.05); 
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por lo tanto, en medio LN, la urea favorece su crecimiento más que el calcio. A las 18 horas, 

se observa un mayor crecimiento en medio LN sin CaCl2 que en medio LN (p <0.05), lo cual 

significa que el CaCl2 presente en el medio LN disminuye su crecimiento. 

Respecto al crecimiento de la cepa II3KR (Figura 24-D), a las 32 horas creció mejor en 

medio LN sin CaCl2 que en medio LN sin urea (p < 0.05); por lo tanto, la urea favorece más 

su crecimiento que el calcio en el medio LN. También se pudo evidenciar un mayor 

crecimiento en medio LN, el cual contiene calcio y urea, que en el medio LN sin alguno de 

los dos componentes (p < 0.05). 

No existe diferencia significativa entre el crecimiento de la cepa II3OR (Figura 24-E) en 

medio LN sin calcio y LN sin urea, tampoco entre su crecimiento en medio LN sin calcio y 

medio LN (p > 0.05). Se puede observar a las 24 horas un mejor crecimiento en medio LN 

sin urea lo que puede indicar que la urea presente en el medio LN disminuye su velocidad 

de crecimiento a diferencia de lo que ocurre con las otras cepas estudiadas, pero esta 

diferencia no es significativa (p > 0.05). 

No existe diferencia significativa entre el crecimiento de la cepa III4VR en medio LN, LN 

(sin urea) y LN (sin CaCl2) (p > 0.05). Estos resultados evidenciados en la Figura 24-F 

concuerdan con los mostrados en la Figura 23-F, donde se observa que el medio LN no 

favorece su crecimiento a comparación con el medio LB. 
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Figura 24. Cinética de crecimiento de las cepas 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR en 

medio LN, LN sin CaCl2 y LN sin urea. 

 

A partir de las interpretaciones de la Figura 24, se crea la Tabla 6, que muestra la relación 

entre el componente que más favorece el crecimiento de la cepa en medio LN con relación 

al medio donde crece más rápido. 

Tabla 6. Condiciones que favorecieron el crecimiento de las cepas ureolíticas en 

medio LN, LN sin CaCl2 y LN sin urea. 

Cepa Componente del medio LN Medio 

1QL Urea* LN* 

5EL Crece igual Crece igual 

II3BR Urea* LN sin CaCl2* 

II3KR Urea* LN* 

II3OR CaCl2 LN sin urea 

III4VR Crece igual Crece igual 

*Su diferencia es estadísticamente significativa (p < 0.05). 
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5.8. PRODUCCIÓN DE BIOPELÍCULA 

Los resultados mostraron que las cepas 1QL, 5EL, II3KR y II3OR son fuertes formadoras 

de biopelícula; por el contrario, las cepas II3BR y III4VR no mostraron adherencia a la pared 

del pocillo de la microplaca hasta las 72 horas (Figura 25 y Tabla 7). Esto se confirmó a 

partir de los valores de absorbancia obtenidos de las lecturas a las 48 horas, tiempo en el 

que se evidenció la mayor formación de biopelícula por parte de las cepas estudiadas; como 

control negativo se usó la cepa S. aureus ATCC 12600 por ser una cepa sin capacidad de 

sintetizar biopelículas y como control positivo a la cepa E. coli ATCC 25922. 

 

Figura 25. Biopelícula en microplaca teñida con cristal violeta. Las filas A-F fueron 

inoculadas con las cepas 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, II3OR y III4VR, respectivamente. La 

columna 1-3, 4-6, 7-9 y 10-12, contiene los medios que fueron previamente inoculados que 

son LB, LN, LN sin CaCl2 y LN sin urea, respectivamente. La fila G1-3 y G7-9 contienen al 

control positivo (Escherichia coli ATCC 25922) y la fila G4-6 y G10-12 al control negativo 

(Staphylococcus aureus ATCC 12600) inoculados en LB (G1-6) Y LN (G7-12). La fila H 

contiene a los medios sin inocular (blancos), la prueba se realizó por triplicado. 
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Tabla 7. Clasificación según la producción de biopelículas de las cepas a 24 °C, a las 

48 y 72 horas de incubación estacionaria. 

Cepa LB LN LN sin CaCl2 LN sin urea 

1QL Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte 

5EL Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte 

II3BR No productora No productora No productora No productora 

II3KR Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte 

II3OR Fuerte Fuerte Fuerte Fuerte 

III4VR No productora No productora No productora No productora 

 

Es importante resaltar que fue comparada la DO de los aislados con el control negativo y 

se consideró formadora de biopelícula cuando la absorbancia fue superior a 0.4. En cuanto 

a la comparación del comportamiento, la mayoría de las cepas disminuyeron la biomasa de 

las 48 a las 72 horas, a excepción de la cepa II3KR en medio LB (Figura 26-A). Las 

diferencias significativas que se muestran en la siguiente gráfica corresponden a las cepas 

1QL, 5EL, II3KR y II3OR respecto al control negativo (p < 0.05) a las 48 horas. 
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Figura 26. Formación de la biopelícula a 48 y 72 horas de las cepas 1QL, 5EL, II3BR, II3KR, 

II3OR y III4VR utilizando la cepa S. aureus ATCC 12600 como control negativo. Los medios 

utilizados fueron (A) LB, (B) LN, (C) LN sin calcio y (D) LN sin urea. Las barras representan 

± 1 desviación estándar. Los asteriscos diferencias significativas entre las cepas y el control, 

para las 48 horas de incubación (p < 0.05). 

 

Respecto al comportamiento de cada cepa en diferentes medios (Figura 27), la cepa 1QL 

no evidencia diferencia significativa en la formación de biopelícula entre los diferentes 

medios probados (p > 0.05). En el caso de la cepa 5EL, a las 48 y 72 horas existe una 

mayor producción de biopelícula en el medio LN (sin urea) que en el medio LB y en el medio 

LN (sin CaCl2) (p < 0.05). Para la cepa II3BR, a las 48 horas, no se evidencia diferencia 

significativa en la formación de biopelícula entre los diferentes medios (p < 0.05). En cuanto 

a la cepa II3KR, a las 48 horas hay una mayor formación de biopelícula en medio LN y LN 

(sin urea) que en el medio LB (p < 0.05), cosa que cambia a las 72 horas, donde hay una 

mayor formación de biopelícula en el medio LB con respecto a los demás medios probados. 

En el caso de la cepa II3OR, a las 48 horas, hay diferencia significativa en la formación de 

biopelícula entre los medios LB y LN, entre el LN y LN (sin CaCl2) y entre el LN y LN (sin 

urea) (p < 0.05). Para la cepa III4VR, no existe diferencia significativa en la formación de 

biopelícula entre los diferentes medios (p > 0.05). 
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Figura 27. Formación de biopelícula para las cepas (A)1QL, (B)5EL, (C)II3BR, (D)II3KR, 

(E)II3OR y (F) III4VR a las 48 y 72 horas de incubación. 

VI. DISCUSIÓN 

Con el objetivo de abordar la problemática de la remoción de calcio en aguas de alta dureza, 

esta investigación se enfocó en caracterizar, seleccionar y evaluar cepas bacterianas 

halotolerantes del Refugio de Vida Silvestre Los Pantanos de Villa (RVSPV) con el potencial 

de mitigar la concentración de Ca2+. Este es el primer estudio realizado en Perú sobre la 

remoción biológica del Ca2+ presente en el agua, por biomineralización, mediante el uso de 

bacterias halotolerantes heterótrofas provenientes de muestras de aguas superficiales de 

las lagunas del RVSPV. Hay trabajos, realizados en el Perú, que mencionan también la 

relación entre la biomineralización bacteriana y la precipitación de calcio mediante el uso 

de consorcios bacterianos, aislados de suelos arcillosos para la fabricación de piezas de 

concreto no estructurado, mejorando sus propiedades mecánicas de resistencia a la 

compresión (García Avelino, 2021). En ese estudio se evaluó la actividad ureolítica de todas 

sus cepas para seleccionar a las que precipitaban carbonato de calcio, siendo el 25% (n=6) 

de las cepas ureasa positivas, resultado semejante al porcentaje obtenido en este trabajo 
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(23%); siendo de sus cepas, 8 bacilos y 1 coco Gram positivos, diferente a lo encontrado 

en esta investigación donde todas las cepas son cocos Gram positivos, todas las cepas 

seleccionadas hidrolizaban la urea en menos de 24 horas. Las cepas fueron aisladas de 

cuerpos de agua, las cuales, como se demostró en otras investigaciones (Bayoumi et al., 

2007), son las que tienen mejor potencial de desalinización debido a que están mejor 

adaptadas al entorno acuoso. 

6.1. CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS 

En relación a la tolerancia a diversas concentraciones de NaCl, la mayoría de las cepas de 

estudio (n=53) crecieron en el rango de 0-10% de esta sal, coincidiendo con lo obtenido por 

Paredes Contreras (2022). En cambio, menos cepas de estudio crecieron hasta el 20% de 

NaCl y en los rangos inferiores de salinidad. Según Kushner (1978, 1985) las cepas 

halotolerantes que crecen a una salinidad superior al 15% de NaCl son considerados 

halotolerantes extremos; por lo tanto, si crecen en un rango de 0-10% de NaCl estos son 

considerados halotolerantes moderados, por lo que se puede decir que en las muestras de 

agua provenientes del RVSPV predominan bacterias halotolerantes moderadas. Todas las 

cepas ureasa positivas (n= 6) crecían a un rango de salinidad del 0-20% por lo que son 

consideradas halotolerantes extremas, respecto a sus características culturales, el 50% de 

estas cepas mostraron coloración cultural desde los 4 días de incubación en medio SG y 

en medio LB, probablemente debido a la formación de pigmentos carotenoides (amarillas, 

rojas, y anaranjadas). Esta característica, según Müller & Köcher (2011), postula que la 

síntesis de pigmentos son un mecanismo de adaptación contra el estrés en ambientes 

salinos. Según Armstrong (1997) y Mohana et al. (2013) los pigmentos carotenoides brindan 

protección al daño foto-oxidativo. Es importante señalar, que el registro de la coloración de 

las colonias se realizó bajo las mismas condiciones de crecimiento en medio LB (0.5% 

NaCl), pero cuando se sembró la misma cepa en medio SG bajo diferentes concentraciones 
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de NaCl, se observó una clara variación en el color, ya que las colonias perdían su 

pigmentación naranja conforme crecían en medio de cultivo con concentración de NaCl 

entre el 10-20%. Esto es debido al estrés al que las cepas eran sometidas conforme 

aumentaba la concentración de NaCl, resultados similares fueron encontrados por otros 

autores para la producción de pigmentos por cepas halotolerantes, viéndose que estas 

perdían su capacidad de formar pigmentos carotenoides cuando la concentración de sal 

excedía el 15% de NaCl, caso contrario a lo que pasa con una cepa halófila estricta donde 

su mayor producción de pigmentos ocurre cuando la concentración de NaCl es mayor 

(Khanafari et al., 2010), pero también se vio que la actividad eliminatoria de radicales es 

mayor en los pigmentos producidos por las bacterias halotolerantes (Subramanian y 

Gurunathan, 2020).  

Las cepas ureasa positivas seleccionadas para la prueba de remoción de Ca2+ son cocos 

Gram positivos de crecimiento en racimo, catalasa positivas, con alto rango de 

halotolerancia al NaCl (20%), no productoras de gas en el metabolismo de los azúcares 

como se puede observar en el medio TSI. Estos resultados indican que las cepas pueden 

pertenecer al género Staphylococcus o Micrococcus según lo mencionado por Cervantes 

García et al. (2014), los cuales son géneros ampliamente conocidos por su halotolerancia, 

microscópicamente son muy similares pero filogenéticamente no están relacionadas entre 

sí (McSweeney y McNamara, 2022). Si nos basamos en la descripción general de ambos 

géneros, la reacción oxidasa c negativa y fermentación del manitol hacen suponer que 

podrían no ser Micrococcus spp. debido a que es considerado manitol negativo y oxidasa c 

positivo; sin embargo, hay excepciones (Batt, Tortorello, 2014; Hayaloglu, 2016), existen 

cepas del género Micrococcus que son oxidasa c negativas y manitol positivas (Mohana et 

al., 2013; Munawar et al., 2021). El metabolismo aerobio estricto, debido a la falta de 

crecimiento en el fondo del tubo del medio TSI, LIA y MIO apuntan a que probablemente 
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pertenezcan al género Micrococcus, el cual actualmente contiene 17 especies (Batt y 

Tortorello, 2014; Public Health England (PHE), 2019). En este género, se encuentran 

especies que pueden ser débilmente positivas a la prueba de la citocromo c oxidasa o 

negativa a esta (Boswell et al., 1972); inmóviles o raramente móviles, gelatinasa positiva o 

negativa, y tienen un metabolismo respiratorio con poca o nula producción de ácidos a partir 

de los carbohidratos (Mohana et al., 2013; Public Health England (PHE), 2019), lo cual 

coincide con lo descrito para las cepas de estudio, las cuales son citocromo c oxidasa 

negativas, inmóviles, gelatinasa negativas (excepto para la cepa III4VR) y de metabolismo 

aerobio sin producción de gas. Este género es raramente vinculado a enfermedades 

clínicas (Schlegel y Zaborosch, 1993; Public Health England (PHE), 2019) siendo solo 2 

especies vinculadas a infecciones oportunistas en el ser humano; por lo cual, su utilización 

en la desalinización de aguas duras tiene bajas posibilidades de representar un peligro para 

la salud pública (Smith et al., 1999; Miltiadous y Elisaf, 2011). Un análisis molecular 

despejaría dudas al respecto. 

6.2. REMOCIÓN BIOLÓGICA DE CALCIO 

Con relación a las cepas ureasa negativas, algunas de estas han podido remover gran 

porcentaje de calcio soluble en medio LB suplementado con 140 ppm de Ca2+, aunque 

demoraron más tiempo en conseguirlo en comparación a las cepas ureasa positivas. Las 

cepas I2QR, II2SR, III2LR y III3FFR, no poseían actividad ureasa; sin embargo, han podido 

remover el calcio soluble del medio llegando a tener una tasa de remoción promedio del 

12.5% de Ca2+ a los 7 días de tratamiento, aunque por debajo del valor promedio obtenido 

por Bayoumi et al. (2007) para sus 3 cepas (BEW 45, BAS 47 y BAW 48) en un medio sin 

presencia de urea en el mismo tiempo (25%). A los 21 días, la tasa de remoción promedio 

en las cepas de estudio subió entre el 46.43% y 78.57% (56.25% en promedio), valores que 

estuvieron por debajo del obtenido en el mismo tiempo por el consorcio formado por las 3 
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cepas de Bayoumi, el cual fue del 88% (Bayoumi et al., 2007). Sin embargo, comparando 

los resultados obtenidos por la cepa de estudio II2SR, con mayor tasa de remoción de Ca2+, 

con las cepas BEW 45, BAS 47 y BAW 48, a los 7 días, la tasa de remoción promedio 

obtenida por la cepa II2SR y las otras tres cepas fueron cercanos, siendo del 21.43% y 

25%, respectivamente. A los 21 días de tratamiento, la tasa de remoción obtenida por la 

cepa de estudio (II2SR) y las cepas BEW 45, BAS 47 y BAW 48 en consorcio fueron de 

78.57% y 88%, respectivamente. Por lo tanto, una combinación de las cepas estudiadas en 

esta investigación podría dar una tasa de remoción de Ca2+ mayor que la realizada por las 

cepas en separado. Es posible que esta disminución del calcio soluble en agua se deba a 

la actividad de alguna enzima relacionada a la biomineralización, como la AC, que cataliza 

la conversión reversible del CO2 a bicarbonato, lo cual eleva el pH del medio de cultivo 

(Agudelo R. et al., 2010; Achal y Pan, 2011). Las cepas 5EL y II3KR poseen actividad 

ureasa, pero incluso en un medio sin urea pueden remover cierta cantidad del calcio soluble, 

teniendo una tasa de remoción del 23.21 y 30.36% en 21 días de tratamiento; esto 

probablemente debido a la producción de la enzima AC, ya que en consorcio con la enzima 

ureasa están relacionadas entre sí y tienen en conjunto un papel importante en la 

biomineralización (Achal et al., 2009a; Achal et al., 2009b; Achal y Pan, 2011; Cohen-

Cymberknoh et al., 2022). 

La evaluación de la capacidad de las cepas ureasa positivas para remover iones de calcio 

en aguas de alta dureza se realizó en el medio LN, compuesto por el medio LB disuelto en 

agua destilada y suplementado con CaCl2 y urea (20g/L), el cual también fue utilizado en 

otras investigaciones (Arias, 2017; Arias et al., 2019). Sin embargo, se podría utilizar aguas 

residuales (Hammes et al., 2003) o agua de mar (Arias, 2017) suplementado con urea para 

simular mejor las condiciones de campo y evaluar mejor su efectividad en la desalinización 

de aguas duras de diversa composición. El extracto de levadura del medio LB es una buena 
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fuente de nitrógeno para la desalinización (Bayoumi et al., 2007) por lo que en futuras 

investigaciones se puede utilizar el medio LB disuelto en agua de mar y suplementado con 

urea en una concentración mínima óptima a la utilizada (20 g/L). También, para una mayor 

eficiencia en la remoción de Ca2+, se puede utilizar perlas de alginato o algún otro agente 

protector que pueda aumentar la viabilidad de las células con respecto a los cambios 

mecánicos de su entorno (Bachmeier et al., 2002; Arias et al., 2019). La agitación o 

aireación continua es también otro parámetro a tener en cuenta, ya que se ha observado 

que influye positivamente en el proceso de desalinización (Arias et al., 2020). 

En el contexto de las pruebas de remoción de calcio en presencia de urea en el medio LN, 

se observó que la eficiencia alcanzó el 100% en un plazo de 7 días de tratamiento cuando 

se trabajó con una concentración de Ca2+ inicial de 140 ppm. Esta eficacia notable podría 

explicarse en parte debido al volumen relativamente pequeño del medio de cultivo (25 mL) 

y a la menor concentración de Ca2+ inicial a remover (140 ppm). En estas condiciones, las 

cepas bacterianas pudieron captar oxígeno de manera más eficiente para llevar a cabo la 

biomineralización del calcio soluble y promover la precipitación de este. En pruebas 

posteriores, al aumentar la concentración de Ca2+ del medio LN a 400 ppm, se observó una 

diferencia estadísticamente significativa (p < 0.0001) en la tasa de remoción de calcio entre 

las 6 cepas estudiadas y el control negativo (E. coli ATCC 25922). Este resultado indica 

que las cepas seleccionadas demostraron una capacidad notable para remover iones de 

calcio en condiciones de alta concentración, lo que es particularmente relevante en el 

contexto de aguas de alta dureza como las encontradas en el agua de mar (Hammes et al., 

2003; Arias, 2017; Arias et al., 2019). En el sexto día de tratamiento, se llevó a cabo un 

análisis estadístico para evaluar las diferencias en la remoción de calcio entre las cepas. 

Los resultados revelaron una diferencia significativa (p < 0.05).  
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La tasa de remoción promedio observada en las seis cepas, ureasa positivas seleccionadas 

en este estudio, fue del 92%, con la cepa II3BR destacando con una tasa de remoción del 

93.1% a los 14 días de prueba. Es fundamental destacar que, según las directrices de 

calidad del agua, la concentración de Ca2+ entre 25 y 48 ppm se considera agua 

moderadamente dura (World Health Organization, 2004), y el límite de dureza en el agua 

potable se sitúa en 64 ppm de Ca2+ (Carlos Hernán y Rocio del Pilar, 2007). Por lo tanto, el 

agua tratada mediante las cepas ureasa positivas, con una concentración de Ca2+ final entre 

31 y 42 ppm (37 ppm en promedio), cumple con los estándares aceptables para el riego de 

plantas. Estos resultados son consistentes con la hipótesis sostenida y respaldan la eficacia 

de estas cepas en la remoción de calcio en aguas de alta dureza. Sin embargo, es 

importante destacar que, en estudios previos realizados por Arias et al. (2019), las cepas 

B. subtilis LN8B y Halomonas sp. LM12ABN lograron remover iones de calcio en un rango 

similar (96-97%) durante 5 días de prueba y al inmovilizar las células de B. subtilis LN8B en 

perlas de alginato, obtuvieron una tasa de remoción del 100% a los 8 días, similar a la tasa 

encontrada en las células libres. Estos resultados superiores podrían deberse a la agitación 

continua del medio de cultivo y la optimización de algunos parámetros. En un estudio 

subsiguiente también realizado por Arias et al. (2020), la utilización de un biorreactor de 

lecho fluido relleno de células inmovilizadas de la cepa B. subtilis LN8B, en perlas de 

alginato, lograron una tasa de remoción del 100% en solo 4 días, esto puede sugerir que la 

interacción entre los iones y la superficie de las bacterias puede no ser esencial para la 

precipitación del calcio, bajo la forma de calcita, una observación que también se respalda 

en esta investigación y en otros trabajos (Kim et al., 2018).  

Uno de los efectos notables observados durante el tratamiento con las cepas ureasa 

positivas en el presente estudio fue el aumento del pH del medio de cultivo, que alcanzó un 

valor promedio de 9.33. Estos resultados concuerdan con las observaciones realizadas por 
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Hammes et al. (2003) y Arias et al. (2019), donde se explicó que el pH no sube a más de 

9.3 debido al efecto amortiguador amoníaco/amonio producido por la actividad de la ureasa. 

Este hallazgo respalda que el amoníaco generado por la hidrólisis de la urea puede actuar 

como regulador de pH, en un rango razonable para un efluente, como menciona Hammes 

et al. (2003). Estos resultados refuerzan la viabilidad de la aplicación de estas cepas en 

procesos para el tratamiento de agua. Si comparamos estos resultados con los obtenidos 

por Achal et al., (2009a, 2009b) realizado con la cepa halotolerante Sporosarcina pasteurii, 

donde el pH máximo alcanzado fue de 11 a las 30 horas de tratamiento, podemos concluir 

que el pH óptimo obtenido en este estudio (alrededor de 9.33) es adecuado para procesos 

de tratamiento de aguas residuales o agua de mar, lo que sugiere que estas cepas podrían 

ser una alternativa efectiva en dichos tratamientos.  

6.3. CINÉTICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN DE BIOPELÍCULA 

La cinética de crecimiento de las seis cepas ureasa positivas se evaluó hasta las 48 horas 

de incubación, y los resultados indicaron que todas ellas demostraron un crecimiento 

robusto en menos de 24 horas. Sin embargo, cabe resaltar que las cepas III4VR, II3BR y 

5EL, exhibieron mayor velocidad de crecimiento y por tanto mayor densidad celular en 

comparación a las demás. Este resultado fue mayor a los obtenidos por Arias (2017), 

aunque el medio utilizado por esta autora difiere al utilizado en esta investigación debido a 

que utilizó agua de mar como diluyente del medio LB. Observación que es de gran utilidad 

en el contexto de esta investigación, ya que una mayor velocidad de crecimiento, que 

permite mayor densidad celular, permite la producción de una mayor cantidad de biomasa 

en un período de tiempo más corto y por tanto mayor producción de ureasa. Achal et al. 

(2009b) mencionan que la síntesis de ureasa y el aumento de pH son necesarios para llevar 

a cabo la biomineralización del medio en un tiempo más reducido. Es notable que estas 

cepas, cuya velocidad de crecimiento es casi constante incluso en concentraciones de 
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hasta 10% de NaCl, demuestran una excelente halotolerancia, lo que sugiere que podrían 

ser fácilmente utilizadas para el tratamiento de aguas de alta salinidad, como el agua de 

mar. 

Un aspecto interesante de las observaciones realizadas es cómo las cepas muestran 

diferencias en su preferencia por las condiciones del medio de cultivo. En este sentido, las 

cepas 5EL, II3BR y III4VR, que muestran un mejor crecimiento en concentraciones más 

bajas de calcio (140 ppm), también crecen mejor en el medio LB. Por otro lado, las cepas 

1QL, II3KR y II3OR, que prosperan a concentraciones más altas de calcio (400 ppm), 

muestran un crecimiento más rápido en el medio LN. Este hallazgo sugiere que la velocidad 

de crecimiento de estas cepas parece depender de su preferencia por la urea (como fuente 

de nitrógeno) o el CaCl2, o incluso ninguna de las dos. Para ilustrar esto, las cepas 1QL, 

II3BR y II3KR parecen beneficiarse de la presencia de urea en el medio, mientras que la 

cepa II3OR crece mejor en presencia de CaCl2 en lugar de urea. En contraste, las cepas 

5EL y III4VR crecen igual de bien sin importar la presencia o ausencia de CaCl2 y urea. 

Estos resultados demuestran que cada tipo de cepa tiene un comportamiento único en 

respuesta a los parámetros estudiados. Este conocimiento es fundamental para 

comprender sus condiciones óptimas de crecimiento y podría ser esencial en la selección 

y aplicación futura de estas cepas.  

La capacidad de formar biopelículas es un aspecto relevante en la biomineralización 

mediada por bacterias, ya que los exopolisacáridos de los cuales están principalmente 

compuestos las biopelículas actúan como sitios de nucleación para la precipitación de 

minerales (Senobar Tahaei et al., 2021; Donadu et al., 2022). Observamos que la formación 

de biopelículas exhibió un comportamiento cíclico de formación y desprendimiento de esta 

a lo largo de un período de incubación (Kaplan, 2010), ya que la mayoría de las cepas 

formaron biopelículas más densas a las 48 horas en comparación con las 72 horas. Cuatro 
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de las seis cepas (1QL, 5EL, II3KR, II3OR) mostraron una diferencia significativa en 

comparación con el control negativo (S. aureus ATCC 12600) para la formación de 

biopelículas (p < 0.0001), lo que las clasifica como fuertemente formadoras de biopelículas. 

Sin embargo, es importante destacar que los exopolisacáridos encontrados en la biopelícula 

no parecen estar directamente relacionados con la tasa de remoción de calcio, como se 

demostró en esta investigación y al contrario de lo que postula Decho (2000) y Cohen-

Cymberknoh et al. (2022), estos últimos encontraron que la producción de carbonato de 

calcio, por la ureasa y AC, promueve la formación de biopelículas en Mycobacterium 

abcessus y Pseudomonas aeruginosa. Incluso hubo cepas que no producían biopelículas 

en las 72 horas de cultivo, como II3BR y III4VR, pero que pudieron remover exitosamente 

el Ca2+ del medio en porcentajes similares o incluso superiores (como la cepa II3BR) en 

comparación a las cepas fuertemente formadoras de biopelículas. Es relevante mencionar 

que no se descartó que estas cepas hayan formado biopelículas después de las 72 horas 

de incubación, ya que no se realizó una tinción de biopelículas en un período más largo, 

como 14 días. Estos resultados indican que, aunque la capacidad de formar biopelículas 

pueda ser un aspecto relevante en la biomineralización, la relación puede ser compleja y 

no necesariamente directa; además, no es el único factor que influye en la eficiencia de la 

remoción de calcio. Otros mecanismos o factores pueden estar presentes, y se requiere 

investigaciones adicionales para comprender completamente las interacciones 

involucradas en este proceso. 
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VII. CONCLUSIONES 

● Las cepas bacterianas halotolerantes y ureolíticas procedentes del Refugio de Vida 

Silvestre Los Pantanos de Villa tienen la capacidad de remover Ca2+ en los medios 

líquidos usados y pueden ser utilizados en el tratamiento de aguas de alta dureza.  

● Las cepas con actividad de remoción de calcio están relacionadas a cocos Gram 

positivos.  

● La capacidad de remoción de calcio no necesariamente está relacionada con la 

formación de biopelículas. 

● La cepa II3BR presenta mayor capacidad de remover calcio en aguas de alta 

dureza. 

VIII. RECOMENDACIONES 

✔ Realizar investigaciones orientadas a la búsqueda de nuevas especies nativas, de 

otras regiones, con halotolerancia y halofilia para mejorar la selección. 

✔ Es posible que existan otros mecanismos bioquímicos, además de la hidrólisis de la 

urea, por los cuales las cepas halotolerantes pueden remover iones de calcio del 

medio acuoso, como la actividad de la enzima Anhidrasa Carbónica, por lo que se 

necesita mayor investigación en el papel que desempeñan. 

✔ Investigar parámetros de escalamiento a nivel planta prototipo con las mejores 

cepas analizadas para demostrar su factibilidad y potencial uso en la desalinización 

parcial del agua. 

✔ Estudiar a más profundidad sobre los parámetros fisicoquímicos para optimizar la 

remoción de Ca2+ por las cepas en estudio. 

✔ Es esencial encontrar una combinación de la concentración de urea más eficiente y 

la más baja posible para la remoción de calcio.   
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X. ANEXO 

Anexo 1. Composición del medio Sehgal and Gibbons (SG) 

(Sehgal and Gibbons, 1960). 

Componente Concentración (g/L) 

NaCl 40.0 

KCl 2.0 

MgSO4 × 7H2O 20.0 

Extracto de levadura 10.0 

Triptona 5.0 

Trisodio citrato di hidrato 3.0 

Caseína hidrolizada 5.0 

El pH fue ajustado a 7.0 

 

Anexo 2. Composición del medio LB (HIMEDIA 2019). 

Componente Concentración (g/L) 

Peptona de caseína 10.0 

Extracto de levadura 5.0 

NaCl 5.0 

pH de 7.5 ± 0.2 

 

  



93 

 

Anexo 3. Crecimiento de las 26 cepas seleccionadas a diferentes rangos de salinidad. 

N° Cepa 
Rango de salinidad (% NaCl) 

Halotolerancia 
0-4% 0-6% 0-8% 0-10% 0-20% 

1 1ER - - - Sí - Moderada 

2 1QL - - - - Sí Extrema 

3 1TL Sí - - - - Ligera 

4 5EL - - - - Sí Extrema 

5 7JL - - - Sí - Moderada 

6 I2QR - - - Sí - Moderada 

7 II1ER - - Sí - - Moderada 

8 II2SR - - Sí - - Moderada 

9 II3AAR - Sí - - - Moderada 

10 II3BR - - - - Sí Extrema 

11 II3KR - - - - Sí Extrema 

12 II3OOR - - Sí - - Moderada 

13 II3OR - - - - Sí Extrema 

14 II6ER - - - Sí - Moderada 

15 III2LR - - - Sí - Moderada 

16 III3FFR - - - Sí - Moderada 

17 III4DDDR - - - Sí - Moderada 

18 III4RRR - - - - Sí Extrema 

19 III4VR - - - - Sí Extrema 

20 III5BBR - Sí - - - Moderada 

21 III5WWR - - - Sí - Moderada 

22 III6JR - - Sí  - Moderada 

23 III7UUR - - - Sí - Moderada 

24 IV2YR - - - - Sí Extrema 

25 IV4JR - - - - Sí Extrema 

26 IV6TR - - - Sí - Moderada 

Número total 1 2 4 10 9 
 

Porcentaje (%) 3,85 7,69 15,38 38,46 34,62 
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Anexo 4. Características culturales en medio TSA a las 24 horas de incubación. 

Característic

as 
1QL 5EL II3BR II3KR II3OR III4VR 

Origen de la 

cepa 

Laguna 

mayor centro 

Laguna 

Genesis 
Laguna sur Laguna sur Laguna sur 

Laguna 

refugio 

Tiempo de 

crecimiento 
24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 24 horas 

Tamaño 1.0 mm 2 mm 1.0 mm 1.0 mm 1.0 mm 3 mm 

Color Crema 
blanco 

cremoso 

blanco 

cremoso 

blanco 

cremoso 

blanco 

cremoso 

blanco 

cremoso 

Superficie lisa lisa lisa lisa lisa rugosa 

Forma circular circular circular circular circular irregular 

Borde entero entero entero entero entero aserrado 

Elevación  convexa convexa convexa convexa convexa convexa 

Luz 

transmitida 

semitraslúcid

a 

semitraslúci

da 

semitraslúci

da 

semitraslúci

da 

semitraslúci

da 
opaca 

Luz reflejada brillante brillante brillante brillante brillante brillante 

Forma 

microscópica 
coco coco coco coco coco coco 

Motilidad - - - - - - 

Catalasa + + + + + + 

Oxidasa - - - - - - 

KOH (3%) - - - - - - 

Tolerancia al 

NaCl (%) en 

SG 

0-20 0-20 0-20 0-20 0-20 0-20 

 
+ Positivo 

- Negativo 
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Anexo 5. Resultados de las pruebas bioquímicas realizadas a las 6 cepas bacterianas 
ureasa positiva. 

Prueba 
bioquímica 

Cepas de estudio 

1QL 5EL II3BR II3KR II3OR III4VR 

Motilidad - - - - - - 

Producción de 

indol 
- - - - - - 

MIO K/NC K/NC K/NC K/NC K/NC K/NC 

Fermentación del 

Manitol 
+ + + + + + 

LIA A/NC A/NC A/NC A/NC A/NC A/NC 

Producción de 

SH2 
- - - - - - 

Citrato permeasa - - - - - - 

Gelatinasa - - - - - + (48 h) 

Rojo de metilo - - - - - - 

Crecimiento en 

TSI (48 horas) 

*A/NC 

Gas - 

*A/NC 

Gas - 

*A/NC 

Gas - 

*A/NC 

Gas - 

*A/NC 

Gas - 

*A/NC 

Gas - 

Nitrato reductasa + + + + + + 

Hidrólisis del 

Tween 80 
- - - - - - 

*En medio TSI superficie A (acidez) y fondo NC (no crecimiento), utiliza los azúcares, pero 
no crece en el ambiente anaerobio. 

 

Anexo 6. Constante especifica de crecimiento de las cepas ureasa positivas en medio 
LB y LN. 

Cepa Constante específica de crecimiento o µ (h-1) 

Medio LB Medio LN 

1QL 0.062 0.159 

5EL 0.622 0.458 

II3BR 1.149 0.773 

II3KR 0.272 0.334 

II3OR 0.149 0.190 

III4VR 2.087 1.249 
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Anexo 7. Curva de calibración del medio SG a diversas concentraciones de NaCl. La CE 

tiene una relación directamente proporcional (lineal) con la concentración de NaCl. Los 

puntos representan el promedio de los triplicados. 

0 100 200 300 400 500
0

100

200

300

400

500

[Ca2+] medida con kit (ppm)

[ C
a2+

] m
ed

id
a 

co
n 

m
ét

od
o

co
m

pl
ej

om
ét

ric
o 

(p
pm

) y = 0.8487x + 2.769

R2 =0.9991

Curva de calibración de la concentración de Ca2+ en medio LN

 

Anexo 8. Curva de calibración para la medición de calcio utilizando el método 

complejométrico, utilizando como referencia un kit comercial. 
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