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Resumen

La presente propuesta de investigacion surgié ante la ascendente preocupacion por el
agotamiento de las fuentes de agua superficial utilizadas para el tratamiento de agua potable. En
respuesta a esta problematica, se propuso estudiar la aplicacion de bacterias modificando su
ambiente para la biorremediacion de metales pesados, como el hierro, en aguas subterraneas. Estas
aguas representan un porcentaje importante del recurso hidrico mundialmente y enfrentan una
creciente contaminacion, debido a actividades humanas como la industria, la agricultura y la
mineria. La presencia de estos contaminantes plantea un desafio ambiental y de salud publica de

gran relevancia.

La propuesta de investigacion se desarrollo en tres fases; La primera se llevo a cabo una
caracterizacion fisicoquimica detallada de las aguas subterraneas en el municipio de Sutamarchan,
Boyaca con el objetivo de identificar cudles son los valores y presencia de contaminantes en las
tomas de muestra. La segunda fase se centrd en la seleccion y modificacion de cepas bacterianas
especificas. Finalmente, en la tercera fase, se optimizé su capacidad para capturar metales pesados
como el hierro, empleando técnicas avanzadas de biotecnologia que garantizaran la eficacia de las

bacterias tanto en condiciones de laboratorio como en entornos reales.

Los resultados obtenidos impactaran positivamente las politicas publicas relacionadas con
la gestion del agua y la proteccion ambiental, ofreciendo nuevas estrategias para la restauracion de

ecosistemas acuaticos y promoviendo practicas sostenibles en el manejo de los recursos hidricos.
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Ademas, este estudio podrd servir como referencia para futuras investigaciones y para la

formulacion de politicas enfocadas en la conservacion del agua y la proteccion del medio ambiente.

Palabras Claves: Biorremediacion, bacterias, metales pesados, aguas subterraneas.

Abstract

The present research proposal arose from the growing concern about the depletion of
surface water sources used for the treatment of drinking water. In response to this problem, it was
proposed to study the application of bacteria modifying their environment for the bioremediation
of heavy metals, such as iron, in groundwater. These waters represent a significant percentage of
the world's water resources and face increasing contamination due to human activities such as
industry, agriculture and mining. The presence of these contaminants poses a highly relevant

environmental and public health challenge.

The research proposal was developed in three phases; The first was a detailed
physicochemical characterization of groundwater in the municipality of Sutamarchan, Boyacéa with
the aim of identifying the values and presence of contaminants in the sample collections. The
second phase focused on the selection and modification of specific bacterial strains. Finally, in the
third phase, their capacity to capture heavy metals such as iron was optimized, using advanced
biotechnology techniques that will guarantee the effectiveness of the bacteria both in laboratory

conditions and in real environments.



REMOCION DE HIERRO EN AGUAS SUBTERRANEAS 14

The results obtained will positively impact public policies related to water management
and environmental protection, offering new strategies for the restoration of aquatic ecosystems and
promoting sustainable practices in the management of water resources. In addition, this study may
serve as a reference for future research and for the formulation of policies focused on water

conservation and environmental protection.

Keywords: Bioremediation, bacteria, heavy metals, groundwater.
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1. Introduccion

A nivel mundial se observa una disminucion en el porcentaje de agua dulce de los rios y en
gran parte se debe al uso intensivo de este recurso, tanto por industria como el efecto de las
actividades antropicas, que han deteriorado la calidad del agua afectando los factores
fisicoquimicos y microbiologicos. El aumento poblacional y el cambio climatico también han
tenido un efecto negativo sobre el recurso hidrico, por tanto, surge la necesidad de buscar
estrategias sostenibles para el tratamiento de aguas, (Bermudez & Ortiz, 2017). La inaccesibilidad
del agua potable en algunas partes del mundo ha generado problemas de salubridad, aumentado la
propagacion de enfermedades y afectacion en la calidad de vida de las comunidades (UNESCO,

2023).

Es crucial garantizar el acceso al agua potable de calidad mediante estrategias que
minimicen el uso de productos quimicos nocivos para el medio ambiente. A nivel mundial, el
Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) niimero 6 de la Agenda 2030 tiene como meta asegurar
la disponibilidad y gestion sostenible del agua y el saneamiento para todos, Sin la implementacion
de acciones efectivas se estima que para el afio 2030, parte importante de la poblacion podria
continuar sin acceso a servicios basicos en lo que concierne al agua potable (Naciones Unidas,

2024).

América Latina, enfrenta serios desafios en el tratamiento del agua, agravados por la
contaminacion por metales pesados, como plomo y mercurio, que afecta no solo aguas
superficiales sino también las subterraneas, especialmente en paises como Perti y Bolivia
(Organizacion de las Naciones Unidas, 2021). La falta de infraestructura y escasez de recursos

complican atin mas la situacion. En este contexto, es importante encontrar nuevos tratamientos de
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aguas, que sean accesibles evitando asi, la necesidad de extensas redes de tuberias y plantas de
tratamiento centralizadas (Franco ef al., 2023), de esta forma se podria mejorar la gestion del agua

en la region.

La contaminacion de las aguas en Colombia por metales pesados, se da principalmente por
mercurio sin embargo, (Torregroza-Espinosa et al., 2018) reportan también la presencia de plomo
(Pb), zinc (Zn) y cadmio Cd, con concentraciones que alcanzan los maximos permitidos, los
cuales monitoreado bajo en el Indice de Riesgo de Calidad de Agua para el Consumo Humano
(IRCA), este indice considera el analisis de las caracteristicas fisico quimicas y microbiologicas a
nivel nacional reportadas por las Direcciones de Salud (DTS) y el sistema de informacion para la
vigilancia de la Calidad de Agua para el Consumo Humano (SIVICAP), Para el afio 2021 se reporto
una mayor de metales pesados como contaminantes en aguas, y se resalta el magnesio, aluminio,
manganeso y plomo, en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca y Boyaca (Ministerio De

Salud y Proteccion Social, 2021).

El Departamento de Boyaca enfrenta un alto riesgo en el abastecimiento de agua potable;
en gran parte por la contaminacion y la presencia de metales pesados. Sutamarchan uno de los
municipios que se han visto afectados, pues dejo de ser atendido por municipios prestadores
directos, en este caso el municipio de Tunja en acueducto, alcantarillado y aseo (Ministerio de
Vivienda, 2022).La problematica de la escasez de agua en Sutamarchan es alarmante, ya que la

comunidad depende en gran medida del uso de pozos subterraneos, lo que a largo plazo puede
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agravar la disminucion de los acuiferos y la calidad del agua disponible a largo plazo (Derly Lorena

Molano Rodriguez, 2023).

Los problemas de agua en la region no son nuevos; durante el Fenomeno del Nifo, ya se
habian experimentado crisis similares. Sin embargo, el desabastecimiento no solo afecta a los
habitantes del casco urbano, si no también afecta negativamente la actividad agricola y pecuaria

local, un sector crucial para de la economia del municipio (Gaitén, 2020).

La falta de infraestructura municipal ahonda la situacion, ya que muchas zonas no cuentan
con acueductos, y los habitantes dependen de reservorios privados que estan agotados por la
sequia. Aunque existe un pozo profundo construido hace varios afios, no se ha conectado a una red
de distribucion efectiva; lo que resalta la necesidad de acciones a corto y mediano plazo, como la
implementacion de estrategias que minimicen el impacto en la salud de la poblacién (Gaitan,

2020).

El uso de agua de baja calidad puede reducir la productividad y aumentar los costos
operativos. Las impurezas como metales pesados, pesticidas, bacterias y virus, pueden tener
consecuencias graves si no se remueven eficazmente del agua antes de su consumo. Un sistema
eficiente de tratamiento de agua ayuda a preservar los recursos hidricos, asegurando su

disponibilidad para las futuras generaciones (Manuel et al., 2023).
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Los andlisis realizados por Rivas Johandra, (2021) destacan la presencia de hierro y
manganeso en aguas subterraneas, dos contaminantes comunes que, en altas concentraciones,
pueden afectar la calidad del agua potable, provocando no solo problemas estéticos, sino también
de salud publica; este estudio también compara varias metodologias para remover estos dos

contaminantes, explorando tanto tecnologias convencionales como innovadoras.

Entre las tecnologias convencionales mas usadas esta para la eliminacion de Mn y el Fe se
encuentra una combinacién de oxidacion, precipitacion y filtracion utilizando una variedad de
agentes oxidantes como oxigeno, cloro, permanganato de potasio didxido de cloro y ozono.
También se emplea el ablandamiento por zeolita que favorece el intercambio de iones: catidonicos

o anionicos (Rivas Johandra, 2021).

Los medios filtrantes también son estrategias utilizados para diferentes procesos incluida
la remocion de metales pesados en las aguas tanto superficiales como subterraneas; Las
membranas empleadas permiten la eliminacion de estos contaminantes como el arsénico, pero
generan grandes volumenes de aguas residuales (Esteban Manuel Villena Martinez, 2022) Las
técnicas de membranas y microfiltracion y ultrafiltracion se basan en el tamafio de los poros,
mientras que en nanofiltracion y Osmosis inversa que logra desalinizar y remover los
contaminantes mediante flujo capilar o difusion. La eliminacion de otros metales como zinc, hierro
y manganeso aun requiere mas investigacion. Recientemente, los procesos hibridos, como el uso

de Biorreactores de Membranas (MBRs) (Mulyati & Syawaliah, 2018).

La coagulacion -floculacion es uno de los tratamientos mas empleados. Este proceso

consiste en la eliminacion de la doble capa eléctrica de las particulas coloidales suspendidas, lo
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que permite su aglomeracion. Se emplean sustancias quimicas como sulfato de aluminio, cloruro
férrico o algunos polimeros sintéticos que permiten unir estos solidos, Posteriormente las
particulas son retiradas por gravedad o filtracion, eliminando asi las bacterias que causan color y

turbiedad al agua. (Valeriano-Mamani & Matos-Chamorro, 2019).

Estos procesos convencionales de remocion de metales pesados presentan eficiencias
superiores al 90%; sin embargo, estos métodos pueden ser costosos y no siempre accesibles para
comunidades apartadas o rurales. En este contexto, la biorremediacion, que emplea
microorganismos para la degradacion del hierro (I11), ha surgido como una alternativa para reducir

el uso de quimicos (Montenegro et al., 2019).

Los tratamientos bioldgicos son otra forma de eliminar contaminantes, también se
denomina biorremediacion, e implica la utilizacién de microorganismos para eliminacion de los
diversos contaminantes en el agua. La capacidad de algunas especies de bacterias para oxidar o
reducir hierro facilita su precipitacion y posterior eliminacion de agua- Estas bacterias son
efectivas en entornos con bajos niveles de oxigeno, lo que las convierte en una opcion util para la

remediacion de aguas subterraneas (Xu et al., 2024).

En ambientes acuéticos contaminados, como lagos o acuiferos, el uso de tecnologias que
implementan determinadas bacterias que pueden ayudar en la reduccion de metales pesados,
incluido el hierro, y en la eliminacion de otros contaminantes. Se ha observado que los cambios

en las condiciones fisicoquimicas del agua, como el pH o la concentracién de oxigeno disuelto
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(OD), afectan la actividad de las bacterias reductoras de hierro y su capacidad para influir en la

solubilidad y movilidad de este metal (Techniques, 2024).

El presente trabajo de investigaciéon en la contaminacion de aguas subterraneas, con
especial énfasis en la aplicacion de bacterias para la degradacion de metales pesados,
especificamente hierro (III). La contaminacion de estas fuentes hidricas constituye un problema
creciente de cardcter ambiental y de salud publica en diversas regiones del mundo (Gani et al.,

2024).

Se desarroll6 una alternativa a partir de las muestras de aguas subterraneas de Sutamarchan
donde se manejé una metodologia mixta que permitid analizar e identificar en detalle los
mecanismos de degradacion de hierro (III) mediante el uso de bacterias, empleando métodos
fisicoquimicos y microbiologicos. Esto permitié explorar su potencial y pardmetros necesarios
para convertirse en una solucion sostenible y eficiente en el tratamiento de agua, evaluando las

condiciones Optimas para maximizar la eficacia de este proceso biologico (Mejia, 2024).
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1.1 Planteamiento del Problema

En los municipios del departamento de Boyaca la actividad econdémica se basa en la
industria, el transporte, la mineria y la agricultura, entre otras actividades. Estas actividades
producen contaminantes, que en su mayoria son metales pesados, lo que ha permitido que por
escorrentia estos metales lleguen a las aguas subterraneas y €stas se vean afectadas por mercurio,
cadmio, plomo, hierro entre otros. (Diaz Alarcon et al., 2024), Algunos de estos elementos, aunque
esenciales en trazas minimas para la salud humana y los ecosistemas, pueden ser perjudiciales
cuando sus concentraciones exceden los limites maximos permisibles. El consumo de agua con
altas concentraciones de estos metales no solo representa un riesgo para la salud publica,
manifestandose a través de diversas afecciones médicas, sino que también implica desafios
significativos para las industrias locales y el mantenimiento de infraestructuras de conduccion de
agua, debido a los procesos de corrosion y acumulacion de sedimentos (Bazan Ramirez ef al.,

2022).

El mapa de riesgo y calidad del agua sirve como una herramienta clave para determinar la
inspeccion, vigilancia y control necesarios para mitigar los riesgos asociados a la calidad del agua,
medidas en las cuencas que proveen a los sistemas de suministro de agua potable. Los aspectos
fisicos, quimicos y biologicos del agua provenientes tanto de fuentes superficiales como
subterraneas, pueden representar peligros para la salud humana si no se someten a un tratamiento

adecuado (Secretaria de Salud de Boyacd, 2011).

Se atribuye que para el municipio de Sutamarchan se han presentado complicaciones

principalmente climaticas y de gestion ambiental, ademas posee una precipitacion anual registrada
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de solo 804.2 milimetros por la Estacion Sutamarchan, este déficit hidrico se ve extremo por la
gestion inadecuada de las 17 microcuencas del Rio Sutamarchén, ubicadas dentro de la jurisdiccion
municipal. Las practicas como la deforestacion sin control, métodos agricolas ineficientes y la
presion por maximizar la explotacion de los recursos para sobrevivir han llevado a la degradacion
ambiental. Esta situacion ha provocado consecuencias negativas como la disminucion de afluentes
secundarios, la agudizacion de la escasez hidrica en la temporada invernal, la erosion y pérdida de
suelo, la disminucion de la productividad y la reduccion de la rentabilidad de la produccion
agricola, entre otras (Secretaria de Salud de Boyacd, 2011); (Departamento Nacional de

Planeacion, 2022)

Por lo anterior, Sutamarchan ha tenido muchos inconvenientes con el agua potable porque
la planta de tratamiento de agua no se encuentra en dptimas condiciones (Ministerio de Vivienda,
2022), adicionalmente un estudio del Instituto Nacional de Salud, (2024) evidencio6 que el riesgo
del agua potable que llega a los hogares en el municipio de Sutamarchan es inviable (nivel de
riesgo alto) con un valor de 47,3%, los lugares que se inspeccionaron dentro del municipio fue los
aposentos de la vereda Pedregal, vereda Santo Eccehomo, Roa y Carrizal. Un reporte del
Ministerio De Salud y Proteccion Social, (2021) encontrd microrganismos de la especie
Escherichia Coli y en Coliformes Totales, alterando asi sus caracteristicas microbiologicas,
también se identificd valores superiores a los maximos permitidos de la norma como lo son:

turbiedad y color aparente, aluminio, cloro libre, hierro y manganeso.

Este municipio no tiene mas fuentes de aguas superficiales para tratar debido al

agotamiento y contaminacion del recurso con temas de la mineria y vertimientos de desechos,
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industrias cercanas, emisiones del transporte y demas (Instituto Nacional de Salud, 2024), lo que
ha llevado a que el municipio de Sutamarchan busque abastecerse del Rio Cane y el Rio Sachica
(Secretaria de salud de Boyaca, 2011) y estos rios en la actualidad estdn bajando demasiado su
cuenca hidrica (IDEAM, SNGRD, 2024) ademas de que también en las zonas rurales es dificil la

accesibilidad, lo que puede afectar la economia y la calidad de vida de las personas.

Se tiene en cuenta que el agua tratada en la planta de tratamiento de agua de Sutamarchan
proviene mayormente de los rios, lo cual la Comision Nacional del Agua, (2015) ha evidenciado
que el agua de los cuerpos hidricos superficiales de lagos y rios a nivel mundial es del 4%, mientras
que los almacenados en los subsuelos poseen un 21% del agua total del mundo. Por lo anterior, se
ha visto la afectacion a nivel mundial a raiz de la contaminacion y el cambio climatico, esto ha
generado épocas de alteracion y escasez de los cuerpos de agua superficiales y biodiversidad, por
esa razon se apoya la idea de ampliar y trabajar en el tratamiento de aguas subterraneas con fines

de obtener en un futuro la accesibilidad al agua potable. (Yu et al., 2023).

En Sutamarchan, la calidad del agua potable es deficiente debido a las limitaciones de la
planta de tratamiento actual, y los recursos hidricos superficiales estan en vias de agotamiento, lo
que afecta negativamente la calidad de vida de sus habitantes (Derly Lorena Molano Rodriguez,
2023). A medida que el acceso a aguas superficiales y los tratamientos convencionales disminuyan,
se hace necesario explorar alternativas sostenibles. Por lo anterior, se plantea como puede la
aplicacion de bacterias contribuir a la biorremediacion del hierro III en las aguas subterraneas
contaminadas del municipio de Sutamarchén, Boyac4, y cudl seria su impacto en la gestion del
recurso hidrico del municipio. Este estudio podria aplicarse a futuro en el municipio de
Sutamarchan y en su defecto, servir como guia a otros municipios del pais debido a que en

Colombia hay muy pocos estudios que den solucion a los contaminantes de aguas subterraneas.
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1.2. Justificacion

La dependencia que posee la poblacion local y rural con el consumo de agua es inevitable,
por esa razdn se necesitan buscar nuevas fuentes abastecedores como alternativa, que den paso al
bienestar de las futuras generaciones, ademas de reconocer que las aguas superficiales son las que
se manejan actualmente en la mayoria del pais para tratar y consumir como agua potable, lo que
con el tiempo ocasionara que este recurso superficial llegue a su limite y lo es lo que ya se esta
viendo en la actualidad. Es desconcertante no tener agua potable, pero lo es mas para aquellas
personas del campo que no tienen ningun tipo de recurso hidrico cercano y que dependen de
factores como la economia, la infraestructura y la accesibilidad (Derly Lorena Molano Rodriguez,

2023).

Se eligid la biorremediacion para tratar los metales pesados como el hierro presente en las
aguas subterraneas del municipio de Sutamarchan (Derly Lorena Molano Rodriguez, 2023); pues
no solo beneficiaria a la zona local sino también a la rural, ademas de tener un avance en la ciencia
a nivel nacional e internacional para el tratamiento de agua potable en las aguas subterraneas,
planteando de esta manera en el futuro poder consumirla y beneficiar a los animales también en su

consumao.

Para esta alternativa se investigd que las aguas subterrdneas poseen contaminantes
relacionados con los metales pesados como el hierro, estos traen consigo efectos nocivos siempre
y cuando tengan altas concentraciones, los riesgos para la salud incluyen mal desempefio

neurolodgico, renal y enfermedades como la hemocromatosis (Bazan Ramirez et al., 2022).
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Ademas, la incidencia de estos compuestos no solo plantea un desafio para la salud humana, sino
también para la viabilidad operativa de las industrias locales, ya que, al no tener contaminantes
pesados en el agua, la durabilidad y ciclo de vida de las infraestructuras se veran mas conservadas.

(Bazén Ramirez et al., 2022).

La importancia de conocer y determinar el potencial del mecanismo de absorcion del hierro
por parte de los microorganismos radica en la posibilidad de desarrollar tecnologias biologicas
para la remediacion del agua. Este enfoque se basa en el concepto de biorremediacion, que utiliza
microorganismos para eliminar o neutralizar contaminantes como los metales pesados, el cual
representa una estrategia prometedora debido a su eficacia, bajo costo y sostenibilidad ambiental

(Hidalgo-Cantabrana et al., 2017).

Esta investigacion proporcionard una base cientifica para influir en las politicas publicas y
las estrategias de gestion del agua a nivel nacional, promoviendo asi un marco regulador que
proteja a la poblacion y el medio ambiente. Ademas, establecerd un precedente importante para
futuras investigaciones y desarrollos tecnologicos enfocados en la purificacion del agua y la

preservacion de los recursos naturales (Rodolfo & Almanza, 2024).
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2. Objetivos de la Investigacion

2.1. Objetivo General

Determinar la capacidad de remocion de hierro en aguas subterraneas del municipio de

Sutamarchan, Boyaca.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas de los pozos

seleccionados.

e Evaluar la capacidad de degradacion del hierro por parte de las bacterias en un

medio controlado.

e Establecer las condiciones 0ptimas de remocion de hierro en pozos de aguas

subterraneas.
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3. Estado del Arte

3.1. La Importancia del Manejo de las Aguas Subterraneas y las Consecuencias del Hierro

en la Vida.

Las aguas subterraneas cubren alrededor del 25% de todas las reservas de agua dulce del
mundo, ademas estas proveen directa e indirectamente el 50% del agua potable en la poblacion
mundial (UNESCO, 2022), sin embargo, estas aguas poseen diversos contaminantes como los
pesticidas, disolventes, hidrocarburos, nitratos, por otra parte, los mas comunes son los metales
pesados como el hierro, plomo, el arsénico y el mercurio, esta contaminacidon puede provenir de la

agricultura, las industrias y la eliminacion de desechos (Mir & Rather, 2024).

Los metales pesados son elementos con caracteristicas metalicas que usualmente presentan
tanto la densidad y el peso atdmico elevado, entre los méas comunes estan el hierro (Fe), Plomo
(Pb), Zinc (Zn), Mercurio (Hg), Cobre (Cu), Cadmio (Cd) y Niquel (Ni). La toxicidad de estos

elementos depende de su estado de oxidacion (Fuentes-Gandara et al., 2021).

La contaminacion por metales pesados en cuerpos de agua fuentes hidricas y suelos afecta
también a las aguas subterraneas, donde estos contaminantes pueden desplazarse o transformarse
en presencia de bacterias, la viscosidad del agua y la estructura del suelo son factores que deben
tenerse en cuenta para dar una solucion ambiental mas conveniente” (Safari ef al., 2023). Por otro
lado, entre los metales pesados el hierro en aguas superficiales y subterraneas se encuentra en
diversas formas, solubles o minerales (sulfuros, carbonatos, silicatos u 6xidos) y su reactividad

depende si su naturaleza es orgénica o inorgénica (Rivas Johandra, 2021).
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Se investigaron los efectos secundarios que puede ocasionar el hierro en agua potable
sobre la salud humana y se encontr6é que la presencia elevada puede contribuir a la pérdida de
memoria, fatiga extrema e infecciones si esta presente en grandes cantidades (Hang Yang ef al.,
2024), ademas de generar dolor de estomago, nauseas, diarrea, problemas pulmonares o
respiratorios, disfuncion renal, célculos renales, cancer, (Ayejoto & Egbueri, 2023); Amatriain, en
el (2000) report6d afectaciones en el funcionamiento de los 6érganos como el higado, pancreas y
corazon, ademds de propiciar la deficiencia en la aceptacion nutriologica de otros minerales y
abortos. Cuando el hierro excede los limites permisibles de 0,3 mg/l o ppm el agua presenta un
sabor metalico, olor desagradable, ademas de manchar la ropa y lavaderos de un color naranja o

marrén (Truque, 2003).

3.2. Normativas y Articulos en Colombia que den Solucion a los Contaminantes de Metales

Pesados Presentes en las Aguas Subterraneas como el Hierro.

La normatividad vigente para el tratamiento del agua potable en Colombia se maneja por
la Resolucion 2115 del 2007, exponiendo los limites maximos permisibles en diversos
contaminantes como el hierro (0,3mg/L), cadmio (0,003mg/L), cobre (1,0mg/L), plomo
(0,0lmg/L), cromo (0,05mg/L) y otros (Ministerio de la Protecciéon Social, Ministerio de
Ambiente, 2007), por lo anterior, si no se cumplen con estos limites méximos permisibles pueden

tener sanciones legales en las empresas de suministro de agua potable y riesgos en la salud publica.
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3.2.1. Remocion de Hierro en Aguas Subterrdaneas

Actualmente, procesos como la biorremediacidon, son de gran interés para la Ingenieria
Ambiental, siendo un proceso natural o inducido que utiliza organismos vivos, como bacterias,
hongos, plantas o enzimas, para eliminar, degradar o neutralizar contaminantes en el medio
ambiente, como suelos, aguas (Jain ef al., 2023). El uso de bacterias y hongos en estos procesos
puede provocar cambios morfoldgicos, transporte activo y biotransformacion, ademas de eso, la
fitorremediacién que emerge como una técnica clave vara la limpieza de suelos, aguas y aire

contaminados, resaltando subprocesos como la Fito-extraccion y la Fito-degradacion (Tufail et

al., 2022).

En Colombia Amaya, en el (2010) propuso en Turbo Antioquia estrategias de remediacion
para optimizar el abastecimiento y minimizar la contaminacion de metales pesados en aguas
superficiales y subterraneas. Entre los metales encontrados en su estudio fueron: hierro, cromo,
mercurio y plomo, se identifico que la presencia de estos contaminantes asociados a las actividades
industriales, agricultura y mineria. Propuso 4 estrategias de tratamiento para el hierro: el primer
método se enfoco en la degradacion de metales por medio del uso de microorganismos presentes
en el agua, el segundo es la filtracion que se enfoca en la eliminacion fisica de particulas de hierro,
el tercer método es la oxidacion quimica que busca convertirlo el hierro soluble en una forma
insoluble para finalmente eliminarlo con sedimentacion o filtrado, por Gltimo el ajuste de pH puede

ayudar a precipitar el hierro y mejorar su remocion.
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Oyuela y colaboladores., (2017), identificaron la presencia de metales pesados, en
humedales y algunos de estos estdn conectados s aguas subterraneas o acuiferos. En Bogota para
el afio 2017, se hallo que los humedales estaban contaminados debido a un sistema de
alcantarillado deficiente, aunado a actividades de la industria y la construccion. Se busco
minimizar la contaminacion de los suelos de los humedales por medio de una “Fito-correccion
empleando plantas tolerantes que absorben los contaminantes y biochar derivado de la pirdlisis

que retiene metales pesados y previene su lixiviacion (Oyuela Leguizamo et al., 2017).

3.3. Normativas y Metodologias Innovadoras a Nivel Internacional para Degradar el

Hierro con Bacterias.

La normatividad vigente para el tratamiento del agua potable en Estados Unidos por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) se maneja igual que la de Colombia por las guias y
estandares de la OMS, al igual que Canada, México y Ecuador, por lo tanto, los limites maximos
permisibles en el contaminante del hierro son de 0,3mg/L (Truque, 2003). Asi mismo, el valor
0,3mg/l también aplica para el continente asidtico en Japon e India, mientras que en Espafia,
Francia, Alemania, Italia y Reino Unido es el limite maximo permisible 0,2mg/I (Rivas., Johandra

Raquel Guillen, Alex Raziel Jaramillo Cedefio, 2021).

Estudios realizados por Pan y colaboradores (2023), indican que la contaminacion de aguas
subterraneas en China proviene de actividades agricolas en un (31,12 %), seguidas de las fuentes
naturales (26,33 %), actividades industriales (22,47 %) y la deposicién atmosférica (20,09 %).

Algunas fuentes agricolas, permiten la presencia de deposicion atmosférica y el aumento de Cry
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el As. Estos se identificaron como los factores de control prioritarios para la contaminacién de las
aguas subterraneas, las cuales generan un alto riesgos cancerigenos en poblaciones rurales y
aunque en este estudio no se enfoque directamente con esos 2 contaminantes especificos, la
presencia del hierro y su concentracion en el ambiente si se ve influenciada por los mismos tipos

de actividades que en China.

En el campo de la biorremediacion y la busqueda en la resolucion de problemas se encontrd
una bacteria que ha sido 1til para la eliminacion del hierro llamada Bacillus sp, lo cual los autores
Sivakami y colaboradores., (2012) demostraron el potencial de la solubilizacion del hierro férrico

en un medio sintético mineral, analizando la resistencia del hierro y su efectividad en la reduccion.

Uno de los estudios mas novedosos realizado en China en por Wu y colaboradores., (2017),
comprobaron que por medio de la sinergia entre una bacteria reductora de sulfato (BRS), como
Bacillus cereus, y Camellia oleifera Cake (COC), han sido removido hasta el 97% de metales

pesados en aguas contaminadas.

Otro método aplicado en China de biorremediacion es la bio-aumentacion que consiste en
seleccionar bacterias, en este caso el articulo encontrdé 3 géneros de bacterias degradadoras de
metales pesados como las Pseudomonas, Alcaligenes y Bacillus, estas se aislaron y se inyectaron
en multiples ubicaciones del acuifero, efectivamente si hubo una degradacion de los contaminantes
entre ellos estd el hierro, arsénico, cadmio, cromo, cobre plomo y mercurio. Los autores decidieron
complementar la limpieza con el método de barreras reactivas permeables (BRP), el cual es un

filtro que absorbe, disminuye o elimina el porcentaje de estos contaminantes, las propiedades que
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pueden variar y aun asi aplicar con este método el “hierro cero valent” el cual se utiliza por su

capacidad de reducir metales pesados y compuestos orgéanicos (Yuan et al., 2024).

El uso de bacterias pertenecientes al género Pseudomona, se han reportado como
microorganismos eficientes en la degradacion de diferentes metales, algunos estudios indican que
cepas de Pseudomonas y P. alcaligenes YLS18, presentan la capacidad de produccion de alginato
en diferentes condiciones ambientales. Presentando un mecanismo de adsorcion de Pb*" y Cd**
por perlas de hidrogel de alginato que implican la captacion fisica de iones, interacciones
electrostaticas, formacion de complejos, intercambio de cationes y precipitacion, esto en un pH
ligeramente acido y a una temperatura de 37°C, este hidrogel proviene del género de bacteria
Pseudomonas por la cual ciertas cepas aisladas son capaces de sintetizar el alginato bajo las

condiciones anteriormente descritas (Zhang y ef al., 2022).

La biorremediacion mejorada térmicamente (BMT) optimiza la degradacion de
contaminantes como el hierro en suelos y aguas subterraneas, sus efectos térmicos mejoran las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y los cambios correspondientes en la
biodisponibilidad de los contaminantes, lo cual permite las actividades metabdlicas microbianas.
Concluyendo que el aumento de la temperatura dentro de un rango adecuado puede proliferar el
enriquecimiento de enzimas, la produccion de bacterias u hongos y bio-surfactantes y mejorar aun

mas los procesos de biorremediacion. (Wang et al., 2022).
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4. Metodologia

Esta investigacion mixta combino elementos cualitativos y cuantitativos en un solo estudio
que consistidé en recopilar, analizar y combinar datos para abordar preguntas y/o actividades de
manera completa y enriquecedora; Ademas de ser flexible, se utilizd en diversas disciplinas y
alcanz6é una profunda comprension de temas estadisticos, contextualizacion, autenticidad y

confiabilidad de la investigacion (Johnstone, 2004).

4.1. Primera Fase del Proyecto

Teniendo en cuenta el uso de los suelos aledafios y el uso final de las aguas de los pozos,
se eligieron tres puntos de muestreo ubicados en la zona rural del municipio de Sutamarchan

(Tabla 1. Figura 1).

La toma de las muestras se realizo teniendo en cuanta el protocolo del IDEAM (Area

Metropolitana del Valle de Aburra, 2019).

Se tomaron 3 frascos previamente esterilizados a los cuales se les adiciond &cido nitrico
con el fin de preservar las muestras. Con ayuda de la motobomba y para garantizar que la muestra

provenga del pozo, se realizd un purgado del mismo, donde se extrayendo tres volimenes de agua.

Una vez completado el purgado, se lleva a cabo la recoleccion de la muestra, tomando 1000
mL de agua, evitando la presencia de burbujas de aire. Posteriormente, se etiquetaron las muestras
teniendo en cuenta la hora de recoleccion y las coordenadas del sitio. Todos los datos relevantes

se registran en fichas de campo.

Las muestras se preservaron adecuadamente mediante refrigeracion a una temperatura de

4 +2°C vy fueron trasladadas al Laboratorio de Procesos Ambientales de la Universidad Santo
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Tomés, Sede Tunja, para su respectivo andlisis. (Anexo 1, 2 y 3). La georreferenciacion y las

condiciones de cada punto de muestreo se describen a continuacion (Tabla 1):

Tabla 1. Georreferenciacion y Descripcion de los Puntos de Muestreo.

Punto de Georreferenciacion Ubicacion Profundidad del Pozo
Muestreo (metros)

Ml X -73.5865W Y 5.6577TN Noreste. 37

M2 X -73.5796W Y 5.6148N Sureste. 39

M3 X -73.5802W Y 5.5933N Sureste. 45

Fuente: Los autores.

Figura 1. Georreferenciacion de los Puntos de Muestreo
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Fuente: Los autores.

4.1.1. Caracterizacion Fisicoquimica

Se realizo el andlisis fisico quimico de cada una de las muestras teniendo en cuenta la

normativa para la calidad de aguas (Ministerio de la Proteccién Social, Ministerio de Ambiente,
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2007). Este se realiz6 haciendo uso del Espectrometro de Absorcion Atdmica novvAA 800D
(Anexo 4) y los procesos analiticos del Standard Methods (Ceballos-Escalera et al., 2021), para

cada uno de los analitos los cuales se especifican en la tabla 2.

Tabla 2. Marco Metodologico Usado para las Pruebas Fisicoquimicas.

PARAMETRO METODO TECNICA ANALITICA
Plomo, Cobre, Standard Methods 3030 F, 3111B. Ed Espectrofotométrico
Cromo, Cadmio. 24th-2023. (FLAAS)/ C2H2-Aire.

Hierro. Standard Methods 3030 F, 3111B. Ed Espectrofotométrico
24th-2023 (FLAAS)

Fuente: Los autores.

La metodologia aplicada3111 B. Direct Air-Acetylene Flame Method se basa en la

espectrofotometria de absorcion atomica para determinar metales en soluciones.

Para asegurar que los metales estuvieran en solucion, las muestras se disolvieron utilizando
digestion acida, posteriormente, se prepararon estandares de calibracion con concentraciones
conocidas de los metales a analizar, y se introdujeron junto con las muestras en la llama mediante
un nebulizador. Los atomos del metal absorbieron la luz emitida por una ldmpara de catodo hueco,
y se midi6 la cantidad de luz absorbida. Finalmente, se calculd la concentracion de los metales en
las muestras comparando los resultados con la curva de calibracion generada y la resolucion 2115

del 2007 (E.W. Rice, R.B. Baird, A.D. Eaton, 2017).

4.1.2. Caracterizacion Microbioldgica

Se determinaron las caracteristicas microbiologicas de las muestras teniendo en cuenta la

resolucion 2115 del 2007 del Ministerio de Proteccion Social. Para identificar la presencia de
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coliformes totales y E. coli, se hizo uso de la técnica de Sustrato Definido, mediante la prueba de

Colilert.

Se tomaron 100 mL de muestra y se adicionaron a un frasco Schott al cual se le adicion6
un vial de sustrato colilert y se agit6 vigorosamente. Posteriormente, se tomo un sobre Quanti-tray
2000, se separ6 un poco el recubrimiento halando la pestafia de la parte superior y se vacio en el
sobre todo el contenido del frasco que contiene el sustrato y la muestra, se sello y se llevo a

incubacion por 24 horas a 34 + 1°C (G. Sivakami et al., 2012).

Finalizado el tiempo de incubacion se examinaron las celdas de los sobres para determinar
el cambio de color. Las celdas que presentaron color amarillo determinaron la presencia

Coliformes Totales.

Para determinar E. coli, se hizo uso de una lampara de luz UV de longitud de onda larga

(365 nm), las celdas fluorescentes indica la presencia de este microorganismo.

Por medio de la tabla de NMP Quanti- tray 2000 se determind el NMP de Coliformes

Totales y E. coli en100ml de muestra.

4.1.3. Microbiota Presente en Aguas Subterraneas

Para determinar los microrganismos presentes en cada uno de los pozos, se tomaron 10 mL
de muestra y se adicionaron a un frasco Schott que contenia 90 mL de solucion salina al 8%,
posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta 10 se tomaron 0.1 mL de todas diluciones
102,107 y 10 y se sembraron por triplicado mediante el método de siembra masiva en superficie

en placas que contenian Agar Nutritivo (AN) (Merck).
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Finalizado el tiempo de incubacion se determiné la cantidad de unidades formadoras de
colonia (UFC) mediante el conteo en placas y se determiné la poblacion final haciendo uso de la

formula;

_xcC
N TVx1,1xd

Se eligieron para el conteo aquellas placas que tenian entre 30 a 300 UFC.

Se determin6 la micro morfologia de los aislados mediante tincién de Gram y observacion
microscopica, haciendo uso de un microscopio compuesto marca Olympus Nx300 (Anexo 5,
Anexo 6) (Esat Lopez-Jacome et al., 2014). Los aislados obtenidos en esta fase se sembraron en
Caldo Nutritivo (Merck) y se incubaron por 24 horas a 35 + 1°C y se purificaron para la siguiente

fase.

4.2. Segunda Fase del Proyecto

4.2.1. Preparacion de Pre-Inoculo

Para determinar la concentracion del inoculo inicial, los aislados sembrados en Caldo

Nutritivo se centrifugaron a 10.000 rpm por 20 minutos.

Para determinar la poblacion bacteriana, se hizo uso del espectrofotémetro a una longitud
de onda de 540nm. Para esto, se tomaron tubos tapa rosca que contenian 10 ml de solucion salina
al 8% (p/v) y se llevaron a una concentracion de 9*108 UFC/mL equivalente a una absorbancia de

0.846 (G. Sivakami et al., 2012).
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4.2.2. Adaptacion de Aislados Bacterianos a Alta Concentracion de Fe.

Para determinar la capacidad de degradacion de hierro de los aislados, se prepardo Agar
Nutritivo (Merck) suplementado con 300mg de 6xido férrico dializado. Las placas que contenian
el medio de cultivo se sembraron con 100ul del inoculo inicial a una concentracion de 9*108
UFC/mL. Finalizado el procedimiento las placas se llevaron a incubacién a 35+1°C por 48 horas.
La presencia de halo en la superficie del medio de cultivo determina la capacidad de degradacion

del Fe** por el aislado (G. Sivakami et al., 2012).

4.2.3. Bio-solubilizacion de Fe a Partir de un Medio Sintético Modificado con Diversas

Fuentes de Carbono

Se identificaron tres aislados con capacidad degradadora de hierro, los cuales se

establecieron en el aparatado 4.2.1 'y 4.2.2.

Los tres aislados fueron sembradas en una Solucion de Sales Minerales (SSM),
suplementado con 1gr de 6xido férrico amorfo, se ensayaron dos fuentes de carbono: glucosa y
celulosa a tres concentraciones: 0,5, 1,0 y 1,5% m/v, se ajusto el pH a 7 y sembré 1% de inoculo
bacteriano a una concentraciéon 9*10% UFC/mL (Anexo 7, Anexo 8). Una vez finalizado el

procedimiento, los cultivos fueron llevados a incubacion por 6 dias (144 horas) a 35 +1°C.

Durante el periodo de incubacion, se determind el crecimiento bacteriano y la degradacion
de hierro cada 48 horas o cada 2 dias. Se tomaron alicuotas de 10 mL del cultivo y se midio la
absorbancia a 540nm de cada una de las muestras de los cultivos, ademas, se determiné la

poblacién bacteriana mediante cultivo en placa.
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Para determinar la presencia de Fe?" en las muestras de los cultivos, se realizo mediante
espectrofotometria Atomica novvAA 800D, siguiendo los lineamientos del Standard Methods

3030 F, 3111B. Ed 24th-2023 (Anexo 4) (G. Sivakami et al., 2012).

El tratamiento control se mantuvo en SSM con la misma cantidad de 6xido férrico, pero
sin fuente de carbono e indculo bacteriano. Todos los cultivos y el control se realizaron por

duplicado. (G. Sivakami et al., 2012).

4.2.4. Efecto del pH Sobre la Biosolubilizacion de Fe (I11) en SSM que Contiene 1,5% de

Glucosa y Oxido Férrico

Para determinar como el pH influyen en la capacidad que tienen los aislados en la
solubilizacion de Fe**, se ajust6 el Solucion de Sales Minerales (SSM) a diferentes pH y se tomo

como fuente de carbono el de mejor rendimiento en el apartado 4.2.3.

Debido a las necesidades nutricionales de los aislados, se mantuvo el uso de SSM
suplementado con 1gr de oxido férrico amorfo, 1,5% de glucosa (mejor crecimiento bacteriano
apartado 4.2.3) y 1% del inéculo bacteriano a una concentracion de 9*10% UFC/mL, se ajusto a

pH 5,6,7,8 y 9. Los cultivos junto con el testigo se realizaron por duplicado.

Durante el periodo de incubacion, se determiné el crecimiento bacteriano y la degradacion
de hierro cada 48 horas. Se tomaron alicuotas de 10 mL del cultivo y se midi6 la absorbancia a
540nm de cada una de las muestras de los cultivos, ademads, se determin6 la poblacion bacteriana

mediante cultivo en placa (Anexo 9).
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Para el analisis de la presencia de Fe?" se emple6 el, Standard Methods 3030 F, 3111B. Ed
24th-2023, el cual consiste en tomar 50 mL de la muestra problema y diluyéndola en una
proporcion de 1:2, con agua tipo 1 (milli q); posteriormente se le afiadieron 5 mL de acido nitrico
concentrado al 65% y se llevo a digestion lenta hasta evaporar 1/5 del volumen (de 15 a 20mL),
terminada la digestion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se afor6 hasta un volumen de
100mL, una vez digestada la muestra se analizd haciendo uso del espectrofotometro de
absorbancia atomica novAA 800D, del laboratorio de analisis de aguas de la Universidad Santo

Tomads Seccional Tunja, (Anexo 4) (G. Sivakami et al., 2012).

Figura 2. Tratamiento de muestra y método estandarizado 3030F.
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Los datos se comparan con 1a Iuz en Ia maguina v este 5S¢ atomizaron las mmestras con
curva de calibracion, permitiend midié Ia intensidad de la flama usando acetileno ¥
analizar la concentracion exacta Inz que mo fue absorbida oxigeno para convertir el

del hierro. por los atomos de hierro en analite em atomos libres.
la muestra.

Fuente: Modificada de (Zamora-Martinez et al., 2019).

Para conocer la concentracién de hierro de acuerdo con su absorbancia, y fue necesario
construir la curva de calibracion a partir de las soluciones estdndar previamente preparadas, se
tom6 como base los valores establecidos por el laboratorio de procesos ambientales. Esta curva
relaciond la concentracion conocida de las soluciones estandar con la absorbancia de cada una de
ellas obtenida en la fase experimental (Ruiz, 2018). La ecuacion de curva de calibracion es la

siguiente:
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La ecuacion de linea de ajuste serd de la forma A=m x C + b donde:

A es la absorbancia
C es la concentracion del hierro
M es la pendiente de la linea (coeficiente de calibracion)

B es el intercepto en el eje Y (deberia ser cercano a 0 si no hay absorbancia residual)

Tabla 3. Los Datos para la Calibracion son:

Metal Ecuacién de la curva  Coeficiente de Pendiente intercepto
de calibracion regresion
Hierro Y 00.056x +0.0053  0.9973 0.018 0.001547

Fuente: Laboratorio de procesos ambientales USTA Tunja

Figura 3. Curva de Calibracion del Hierro
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0,01 A R2=1
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0,005 @
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Fuente: Los autores.
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5. Resultados y Analisis de Resultados

5.1. Primera Fase del Proyecto

5.1.1. Caracterizacion Fisicoquimico

El hierro (Fe) disueltos en las aguas subterraneas proviene de forma natural o por efecto de
la acumulacién de contaminantes de la industria agricola, dificultan el uso de este recurso debido

al cambio en el sabor, aumento de la turbidez y por presentan un riesgo potencial para la salud

(Podgorski et al., 2022).

En los tres pozos muestreados en el municipio de Sutamarchan, la presencia de
contaminantes tales como Plomo, Cromo y Cadmio sobrepasan los limites maximos permisibles
de la resolucion 2115 del 2007. El hierro y cobre presentan concentraciones admisibles segun lo
establecido por el gobierno nacional. (Ministerio de la Proteccion Social, Ministerio de Ambiente,

2007) (Tabla 4).

Sin embargo, en este este estudio se busca disminuir la presencia de hierro, debido a que
este contaminante genera efectos en la salud de animales, hombre y esta directamente relacionado

con problematicas de salud publica y con la disminucién en la capacidad productiva de las plantas

El punto de muestreo M3 present6 una concentracion de Plomo superior que las muestras
M1 y M2, este incremento se atribuye a la mayor produccién de desechos en el Sureste de
Sutamarchén, donde se desarrollan cultivos intensivos de tomate y fresa, lo que permite identificar
el aumento en la agricultura intensiva en la region, asi como el uso de agroquimicos y la
contaminacion derivada de actividades urbanas, estos factores contribuyen a que los contaminantes

lleguen a los pozos subterraneos a través de procesos de escorrentia (Mahecha et al., 2017).
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Tabla 4. Resultados Fisicoquimicos Pozos ubterrdneos.

Parametro Resolucion Incertidumbre M1 M2 M3

2115 de 2007 (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)

Plomo 0.01 0.0555 4.721 4.702 >5
Cobre 1 0.0365 <0.20 <0.20 <0.20
Cromo 0.05 0.0365 <0.30 <0.30 <0.30
Hierro 0.3 0.0637 <0.20 <0.20 <0.20
Cadmio 0.003 0.0098 <0.03 <0.03 <0.03

Nota: Relacion de los resultados del hierro de las 3 muestras con respecto a la normatividad colombiana. Fuente: Los autores.
5.1.2. Calidad Microbiologica de Agua

Los microorganismos indicadores de contaminaciéon como los coliformes totales,
Escherichia coli (E. coli) son frecuentemente empleados como sefal de advertencia de una
alteracion de la calidad del agua ((Ricardo Nahuel Valenzuela Antezana, 2022); Rodriguez et al.,
2019; (Piguave-Reyes et al., 2019). Pefialoza Pifia & Aspiazu Hinostroza, (2021) senalan que los
indicadores mds utilizados para medir contaminacion de origen fecal han sido los coliformes

termo-tolerantes; los Estreptococos fecales y Escherichia coli.

En este estudio, de los tres pozos muestreados el 100% presentaron valores por encima de
los permitido para Coliformes Totales. En cuanto a la presencia de E. coli, solo el pozo M3 fue
negativo para la presencia de este microorganismo (Tabla 5, Anexo 5). Teniendo en cuanto lo

establecido por la resolucion 2115 del 2007, las aguas de estos pozos no son aptas para consumo

humano.
Tabla 5. Microbiologia de las Muestras.
Caracteristicas Resolucion 2115 de M1 M2 M3
microbiologicas 2007
Coliformes Totales 0 microorganismo en 547,5 >2419,6 315
NMP/100mL 100 cm3
Escherichia Coli 0 microorganismo en 98,5 2143 0

100 cm3

Fuente: Los autores.
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Resultados similares fueron encontrados por (Faviel Cortez et al, 2019) y (Silvia,
Rodriguez et al., 2024) quienes detectaron Coliformes Totales, especialmente E. coli, en las
muestras de agua provenientes de pozos. Los resultados microbioldgicos revelaron que no se puede

garantizar la potabilidad del agua en todos los casos al analizar solo las coliformes (Anexo 5).

La calidad microbioldgica del agua subterranea en el municipio de Sutamarchén es crucial
debido a su uso como fuente principal para consumo humano, riego y actividades agricolas. La
contaminacion con bacterias como E. coli y Coliformes Fecales puede poner en riesgo la salud
publica, ocasionar enfermedades gastrointestinales y afectar la seguridad alimentaria (Silvia,
Rodriguez et al., 2024). Ademas, la calidad del agua subterranea impacta el desarrollo sostenible
de la region, donde la agricultura es una actividad clave, por lo que es vital mantener controles

rigurosos y monitoreos periddicos para prevenir riesgos.

5.1.3 Aislados Bacterianos de Muestras Contaminadas con Hierro.

Al finalizar el tiempo de incubacion, las placas presentaron crecimiento significativo en
cada una de las diluciones, aunque la muestra M2, en la dilucién 10 no presento crecimiento. De
los tres puntos de muestreo, el pozo 2 presento un mayor niimero de UFC/mL, 5.3*10* UFC/mL,
seguido del pozo 1 con 5.2*10* UFC/mL, mientras que en el pozo 3 se observo la menor presencia

de microrganismos con 4.1*10* UFC/mL.
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Tabla 6. Conteo de Poblacion Bacteriana Presente en Cada una de las Muestras en los 3 Puntos
de Muestreo (UFC/mL)

Muestra/diluciones 1072 103 104 UFC/mL
M1 33 25 17 5.2%10%
M2 40 19 - 5.3*%10*
M3 20 26 24 4.1*104

Fuente: Los autores.

En total se obtuvieron alrededor de 11 tipos de colonias morfolégicamente diferentes. Los
organismos fueron identificados con base en la morfologia distintiva haciendo uso de la tincion de

Gram y se caracterizaron como bacilos y cocos Gram positivos.

Los aislados descritos morfoldgicamente como cocos podrian pertenecer a géneros como
Staphylococcus o Streptococcus, bacterias ampliamente distribuidas en entornos naturales y

artificiales (Figura 4).

Mientras que los aislados que presentaron caracteristicas morfologicas de bacilos
probablemente pertenecen a géneros como Bacillus o Clostridium, conocidos por su alta

resistencia ambiental (Figura 4).

Se ha demostrado que estos organismos utilizan Fe (III) como aceptor de electrones en

ambientes acuosos(G. Sivakami et al., 2012).
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Figura 4. Caracterizacion Micro-Morfoldgica de los Aislados.

A. Muestra M1. B. Muestra M2. C. Muestra M3.

Fuente: Los autores.

5.2. Segunda Fase del Proyecto

5.2.2. Aislados Bacterianas Resistentes al Hierro.

El crecimiento bacteriano en el medio solido enriquecido con Fe** permitio observar la
formacion de halos de degradacion, identificando de esta forma la capacidad de las bacterias de

transformar Fe’* a Fe?'.

Las muestras M1-1, M1-2, M1-4, M3-1, M3-2, M3-3 y M3-4, no presentaron un

crecimiento significativo y ni halo de degradacion del hierro. Mientras que los aislados M1-3, M2-
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1 y M2-2, presentaron crecimiento bacteriano significativo y halos de degradacion destacando su

capacidad degradativa de Fe** (Figura 5).

Figura 5. dislamientos con Capacidad de Degradacion de Fe’.
Los aislados que presentacion halos de degradacion de Fe, fueron M1-3, M2-1 y M2-2.
Capacidad degradacion Hierro (III)
M1-3 M2-1 M2-2

Fuente: Los autores.

5.2.3. Efecto de las Fuentes de Carbono Sobre el Crecimiento Bacteriano y la Solubilizacion

del Hierro a Partir del Oxido de Fe.

El crecimiento de los organismos y la solubilizacion del hierro en el medio sintético que
contiene 6xido de hierro (III) tienen una asociacion significativa con las fuentes de carbono. Se
estudiaron los efectos de dos fuentes de carbono: celulosa y glucosa a diferentes concentraciones

0.5%, 1.0% y 1.5% (m/v).

Alas 48 horas, la poblacion bacteriana muestra un incremento en todas las concentraciones,
especialmente en 1% y 1,5% con celulosa. En el medio M1-3, se registraron aproximadamente
4.0x10° UFC/mL para la concentracion de 0.5%, mientras que las concentraciones de 1% y 1.5%
alcanzaron cerca de 6.0x10° y 8.0x10° UFC/mL, respectivamente. En el medio M2-1, las
tendencias de crecimiento en concentraciones de 1% y 1.5% se mantienen similares, con valores
aproximados de 5.0x10° y 8.0x10° UFC/mL. Por otro lado, en el medio M2-2, el crecimiento en

1,5% alcanza un méaximo relativo de 5.4x10% de UFC/ml. (Figura 6 — A, Anexo 11).



REMOCION DE HIERRO EN AGUAS SUBTERRANEAS 48

A las 96 horas, los valores de UFC/mL se incrementan significativamente, siendo las
concentraciones mads altas las que presentan el mayor crecimiento. En el medio M1-3, Ila
concentracion de 1.5% de celulosa registré aproximadamente 1.0x10” UFC/mL, mientras que en
M2-1 y M2-2 los valores alcanzaron 7.0x10° y 5.4x10°® UFC/mL, respectivamente. Esta tendencia
indica que, a mayor tiempo de incubaciéon y mayor concentracion, se favorece el crecimiento

bacteriano, especialmente en los medios M1-3 y M2-1 (Figura 6 — A, Anexo 11).

Finalmente, a las 144 horas, se observa el crecimiento maximo en todas las

concentraciones. En la concentracion de 1.5% se observaron los niveles mas altos.

En M1-3, el conteo de UFC/mL en 1.5% llegd a 1.2x10” UFC/mL, mientras que M2-1
mostrd un crecimiento cercano a 9.0x10° y M2-2 alcanzaron valores de 5.4x10° UFC/mL en 1,5%.
Estos resultados sugieren que el medio M1-3 es el mas efectivo para promover el crecimiento

bacteriano en condiciones de alta concentracion a las 144 horas (Figura 6 — A, Anexo 11).
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Figura 6. Bio-solubilidad de Fe3+ con Celulosa Como Fuente de Carbono.
A. Efecto de celulosa en el crecimiento bacteriano, en un medio suplementado con Fe**. B. Bio-solubilidad de Fe (III) a Fe (1),
con celulosa como fuente de carbono.
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La degradacion de Fe (III) y la presencia de Fe (II) fue evaluada en funcién del tiempo y
la concentracion de la fuente de carbono en cada medio. A las 48 horas, se determino6 la presencia

de Fe (II) en todos los cultivos (Anexo 12).

De forma general, para todos los aislados cultivados con fuente de carbono celulosa, la
degradacion de hierro fue similar, se presentd 800 mg/L de Fe (II), lo cual evidencia un rendimiento
del 80% de la degradacion de Fe (III) en Fe (II). A las 96 horas, en el cultivo del aislado M1-3 y
suplementado con 1,5% de celulosa se present6 un rendimiento del 45%, mientras que en M2-1
alcanza valores de rendimiento cercanos al 50%. En M2-2, se observo un rendimiento del 60% de

disolubilidad de Fe (III) (Figura 6 — B, Anexo 12).

Alas 144 horas, los niveles de Fe (IT) alcanzan los valores mas bajos. En M1-3, la presencia
de Fe (II) en la concentracion de 1.5% de celulosa se reduce aproximadamente un 30%. En M2-1,
el Fe (I1) baja a cerca de 40%, mientras que en M2-2, los valores se mantienen alrededor de 55%.
Estos resultados sugieren que las bacterias hacen uso de la fuente de carbono primaria y

posteriormente utilizan el Fe para sus procesos metabodlicos esenciales (Figura 6 — B, Anexo 12).

En las soluciones suplementadas con glucosa a diferentes concentraciones, se observo un

mayor crecimiento bacteriano en comparacion a lo observado en las soluciones con celulosa.

Para el aislado M1-3 cultivado a una concentracion de 0.5% de glucosa a las 48 horas de
incubacion, el crecimiento fue de aproximadamente 5.0x10° UFC/mL, mientras que en las
concentraciones 1% y 1.5%, el crecimiento fue mayor, alcanzando valores cercanos a 1.0x10” y
1.5x10” UFC/mL, respectivamente. En los medios M2-1 y M2-2, en el mismo tiempo de

incubacidn, se observd un comportamiento similar (Figura 7 — A, Anexo 12).
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Para los aislados M2-1 y M2-2, sembrados en una concentracion de 1.5% de glucosa,
promovid el crecimiento, superando los 3,0x107 UFC/mLy los 4.5x10” UFC/mL, respectivamente

(Figura 7 — A, Anexo 12).

A las 96 horas, el crecimiento continu6 incrementandose en todos los cultivos y en todas
las concentraciones de glucosa, aunque se acentud en la mayor concentracion, 1.5% (Figura 7 —

A, Anexo 12).

Para el aislado M1-3, en la concentracion 0.5% de glucosa, se registraron valores cercanos
a2.0x107 UFC/mL, para las concentraciones 1% y 1.5% se observé un crecimiento a las 96 horas
de 3.5x107 y 4.0x107 UFC/mL, respectivamente. En el aislado M2-2, la concentracion de 1.5%
evidencié mayor crecimiento, llegando a aproximadamente 7.0x107 UFC/mL, lo que sugiere una
mayor eficiencia para promover el crecimiento bacteriano en condiciones de alta concentracion de

glucosa. (Figura 7 — A, Anexo 12).

Finalmente, a las 144 horas, se alcanzaron los valores mas altos de UFC/mL en todas las
concentraciones. En M1-3, el crecimiento maximo se observara en la concentracion de 1.5%, con
valores alrededor de 5.0x10” UFC/mL, mientras que en M2-1 los valores se mantuvieron en torno
a3.5x10" UFC/mL. Para M2-2, en la concentracién de 1.5%, presentd mayor crecimiento respecto
a los otros aislados, alcanzando aproximadamente 1.0x10® UFC/mL. Estos resultados sugieren que
la concentracion de 1.5%(m/v) de glucosa es la mas adecuado para promover el crecimiento

bacteriano en todos los aislados (Figura 7 — A, Anexo 12).

En este estudio, la glucosa favorece el crecimiento bacteriano mas rapido, mientras que la
celulosa, al ser un polimero mas complejo, resulta en un crecimiento mas lento, esto coincide con

los estudios realizados por (Li ef al., 2022), el cual tuvo como objetivos aumentar la produccion


https://doi.org/10.1016/j.bej.2021.108256,
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de Fe?" mediante la optimizacion de las condiciones de crecimiento bacteriano, donde hicieron uso
de la glucosa y el citrato férrico, siendo estas las fuentes preferidas de carbono y hierro para la para

la reduccion de hierro.



Figura 7. Biosolubilidad de Fe’* en Diferentes Fuentes de Carbono.

A. Efecto de glucosa en el crecimiento bacteriano, en un medio suplementado con Fe’*.

B. Efecto de Glucosa en la biosolubilidad de hierro.
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La degradacion de Fe(Il) fue monitoreada en paralelo al crecimiento bacteriano, evaluando
la concentracion de Fe (II) en 1000 mg/L en los mismos medios y condiciones. A las 48 horas, se

observara una disminucién inicial de Fe (II) en todas las concentraciones.

En M1-3, a las 48 horas de cultivos con 0.5% de glucosa, se obtuvo una concentracion de
Fe (IT) de 298,4 mg/L, esto indica un rendimiento del 30% de biotransformacion, al comparar este
resultado con los obtenidos en los aislados M2-1 y M2-2, a la misma concentracion de glucosa,
estos obtuvieron un rendimiento de 25 y 28%, respectivamente (Figura 7 — B, Anexo 10, Anexo

12).

A las 96 horas, la degradacion de Fe (II) se hizo mas evidente, especialmente en las
concentraciones mas altas de glucosa. Para las concentraciones de 1% y 1.5% en todos los
aislados se present6 rendimiento en un rango entre el 52 y el 73%, esto equivale entre 525.2 y 735

mg/l Fe (II) presente en los cultivos (Figura 7 — B, Anexo 10, Anexo 12).

Finalizando el tiempo de incubacion de los cultivos, se observo que en el aislado M2-2 en
la concentracion de 1.5% de glucosa, se obtuvo un rendimiento de transformacion del 99.1%
equivalente a 991.79 mg/L, comparado con | concentracion de 0.5% de glucosa donde se evidencio

un rendimiento del 65% de biotransformacion (Figura 7 — B, Anexo 10, Anexo 12).

La razon por la que la glucosa mostr6 la tasa de solubilizacion mas alta puede explicarse
por el hecho de que nuestros cultivos bacterianos son heterotrofos y son capaces de utilizar glucosa
como fuente de carbono. Nuestro resultado indica claramente que los aislados son capaces de

obtener energia de la glucosa y Fe (III) como donante de electrones.

En la reduccion de Fe (III) se realiza de acuerdo con la siguiente reaccion indicada por

(Coates et al., 1998).
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Glucosa Bacteria Acido acético
CeHi,0¢ + 2H,0 + 8Fe3t — — — —> 2CH;CO0H + 2C0, + 8Fe?* + 8H*

Durante el proceso también se analizaron los testigos descritos en la muestra como las
bacterias utilizan glucosa como fuente de carbono para reducir hierro férrico (Fe**) a hierro ferroso
(Fe?"). Durante la degradacion, la glucosa se oxida, generando acido acético (CHsCOOH), dioxido
de carbono (CO-) y protones (H"), lo que acidifica el medio. Este mecanismo implica que el hierro
actia como aceptor de electrones en el metabolismo bacteriano, liberando ademas hidrégeno y
promoviendo la reduccion de hierro, lo que demuestra la capacidad de las bacterias para

transformar compuestos metélicos en un entorno con glucosa.

5.2.4. Crecimiento Bacteriano y Solubilizacion del Hierro en el Medio Sintético a Distintos

PH.

El crecimiento microbiano fue evaluado en funcion del pH lo largo de tres tiempos de
muestreo: 48, 96 y 144 horas. En general, los datos muestran que el crecimiento estd influenciado

por el pH del medio.

A las 48 horas, se observa un incremento inicial en las UFC en todos los medios diferentes
pH. En aislado M1-3, sembrado en solucién con pH 8 alcanza un valor cercano a 5.0x10° UFC/mL,
mientras que los pH mas bajos, como el pH 5 y 6, presentan valores de alrededor de 4.6x10°
UFC/mL. En el medio M2-1, el crecimiento es mayor en pH 7, con valores de aproximadamente

5.2x10° UFC/mL. El medio M2-2 muestra una tendencia similar, donde el pH 7 presenta el mayor
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crecimiento bacteriano, alcanzando cerca de 5.6x10° concentracion de UFC/ml (Figura 8 — A,

Anexo 13, Anexo 14, Anexo 15).

A las 96 horas, el crecimiento sigue aumentando y la influencia del pH se vuelve mas
evidente. En el medio M1-3, los valores de UFC/mL en pH 8 se estabilizan cerca de 5.3x10°
mientras que en pH 8 y pH 9 los valores rondan los 5.1x10%. En el medio M2-1, el crecimiento en
pH 7 se mantiene dominante con un valor de 5.4x10° UFC/mL. En el medio M2-2, se observa un
pequefio incremento en todos los pH, con pH 8 alcanzando 5.7x10° Concentracién de UFC/ml

(Figura 8 — A, Anexo 13, Anexo 14, Anexo 15).

A las 144 horas, el crecimiento microbiano se estabiliza en todos los medios y pH, con el
medio M2-2 manteniendo los niveles mas altos en pH 7, aproximadamente 5.8x10% UFC/mL. Esto
sugiere que, en general, el pH 7 favorece el crecimiento bacteriano en los tres medios estudiados,
siendo M2-2 el que muestra los valores mas altos de crecimiento en este pH (Figura 8 — A, Anexo

13, Anexo 14, Anexo 15).



Figura 8. Bio-solubilidad de Fe’* en Diferentes pH y con una Unica Fuente de Carbono.
A. Efecto del pH en el crecimiento bacteriano, en un medio suplementado con Fe*"y glucosa al 1.5 como fuente de carbono.
B. Efecto de diferentes pH en la bio-solubilidad de hierro.
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Fuente: Los autores.



La degradacion de Fe (II) fue monitoreada en los mismos intervalos de tiempo y
condiciones de pH para evaluar el efecto de estas variables en el consumo de hierro. A las 48 horas,
se observa una disminucion inicial en los niveles de Fe (II) en todos los medios y pH. En el medio
MI1-3, el pH 7 presenta la mayor degradacion inicial, alcanzando aproximadamente 60% de Fe
(IT). En M2-1 y M2-2, los niveles de Fe (II) en pH 8 también disminuyen mas rapido, alcanzando

alrededor de 50%, respectivamente (Figura 8 — B).

A las 96 horas, la degradacion de Fe (II) contintia en todos los pH, pero es nuevamente en
pH 7 donde se registran el mayor rendimiento de transformacion. En el medio M1-3, los niveles
de Fe (II) en pH 8 bajan hasta aproximadamente 30%, mientras que en M2-1 y M2-2, los niveles

se reducen a 35%, respectivamente (Figura 8 — B).

A las 144 horas, la concentracion de Fe (II) alcanza sus niveles minimos en todos los
medios, especialmente en pH 8. En M1-3, el Fe (II) en pH 8 se reduce alrededor de 20%, en M2-
1 se mantiene cerca de 25%, y M2-2 a 30%. Esto indica que, similar al crecimiento microbiano, el
pH 8 es el mas favorable para la degradacion de Fe (II), sugiriendo una compensacion entre la
actividad bacteriana y el consumo de hierro en condiciones de pH neutro a ligeramente alcalino

(Figura 8 — B).

Nuestros resultados coinciden con estudios similar realizados por G. Sivakami y
colaboradores., (2012) donde concluyeron que la fuente de carbono que mejor respondié fue la

glucosa al 1% con un pH de 7, en la biotransformacion de Fe (III) a Fe (II).

El hierro es el metal pesado mas abundante que contamina la superficie de suelos y
sedimentos, permitiendo una alta disponibilidad y movilidad del hierro hacia pozos aguas

subterraneas afectando a este tipo de fuente hidrica (Rivas Johandra, 2021).
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A diferencia de la mayoria de los demas contaminantes organicos, los metales pesados,
especialmente el hierro, no pueden degradarse de forma natural. La reduccion biologica es una
reaccion combinada con la oxidacion de materia orgéanica a fuentes de carbono mediante procesos
terminales, donde el 6xido de Fe (II) actian como aceptores de electrones en ciclos biogeoquimico.
Esto se evidencio en este trabajo, con el uso de una fuerte de carbono como la glucosa, generando

un proceso de aceptacion de electrones.

El pH juega un papel importante en la solubilizacién de metales pesados, ya que un pH
bajo (4cido) favorece la solubilidad, esto coindice con los resultados obtenidos, ya que en el pH 5

de obtuvo una mayor biotransformacién del Fe*" a Fe?*.

En cuanto a los aislados, todos presento capacidad de transformacion del hierro, siendo

mas eficiente el aislado M2-1, en el cual se obtuvo 1.30 mg/L de Fe?*.

Del estudio se concluy6 que la glucosa al 1.5% podria sugerirse como la mejor fuente de
carbono para apoyar el crecimiento bacteriano y también la solubilizacion de Fe del oxido

metalico.
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6. Conclusiones

Teniendo en cuenta los resultados de los andlisis fisicoquimicos para determinar la
presencia de metales pesados como plomo, cobre, cromo, hierro y cadmio, se concluyd que, al
tratarse de una zona rural con una moderada actividad antrdpica, las aguas presentan una baja
concentracion de hierro, el principal contaminante de interés en la presente investigacion, sin
embargo, se decidi6 continuar con el estudio debido al hallazgo de bacterias con la capacidad de

reducir el hierro III a hierro I1.

Los ensayos realizados con bacterias arrojaron que el tratamiento bioldgico
(biorremediacion) tiene un gran potencial para la remocion de hierro en aguas subterraneas, aunque

la efectividad depende de factores fisicos y quimicos como la fuente de carbono y el pH.

Este estudio tuvo como objetivo aumentar la produccioén de Fe?" mediante la optimizacion
de las condiciones de crecimiento bacteriano. La glucosa fue la fuente de carbono que mejor se
desempefio a una concentracion de 1.5% y la presencia de oxido férrico junto a un pH 7 fueron las

condiciones preferidas para la reduccion de hierro, por los tres aislados ensayados.

La biorremediacion de hierro con bacterias es eficaz puesto que se estimo a través de este
estudio, que a partir de un gramo de oxido férrico y una poblaciéon de 4*10° UFC/mL y después

de seis dias de tratamiento se obtuvo un rendimiento de capacidad del 99.1% en el proceso.

Este trabajo abre las posibilidades de generar nuevas tecnologias para tratamiento de aguas
y de suelo, tecnologias como la construccion de membranas o la nanotecnologia que permite
inmovilizar estos microrganismos para la disminucion de contaminantes en diferentes tipos de

ecosistemas.
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Anexos 1. Extraccion de Muestras en Sutamarchan Limite con Villa de

Leyva

-
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Fuente: Los autores
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Anexos 3. Extraccio’n de Muestras en Sutamarchan Limite con Sachica

AR

Fuente: Los autores

Anexos 4. Espectrometro de Absorcion Atomica novAA 800D.

Fuente: Los autores
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Anexos 5. Presencia de Coliformes Totales y E. coli

COLIFORMES TOTALES
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Fuente: Los autores

Anexos 6. Crecimiento Bacteriano en Disoluciones.

Disoluciones Crecimiento Bacteriano
M1 M2 M3
10x-2 , 10x-2 10x-2

IR

10c4 | 10x3 |

Fuente: Los autores.
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Anexos 7. Preparacion del Medio Liquido en Medio Controlado.

. )

Fuente: Los autores.

Anexos 8. Siembra de las Muestras Bacterianas en las Cajas de Petri y
los Erlenmeyer.

Fuente: Los autores.
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Anexos 9. Incubacion del Medio con Bacterias en Erlenmeyer y Cajas
Petri.

Fuente: Los autores.

Anexos 10. Conteo de Bacterias para las 3 Muestras en Glucosa.
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Fuente: Los autores.
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Anexos 11. Conteo de Bacterias para las 3 Muestras en Celulosa
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Fuente: Los autores.

Anexos 12. Degradacion de Hierro en Glucosa y Celulosa en las 3
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Fuente: Los autores.
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Anexos 13. Conteo Bacteriano con Diferentes Valores de pH en M1I-3.

M13
pH | 1 | 2 | 3
1.208

Fuente: Los autores.

Anexos 14. Conteo Bacteriano con Diferentes Valores de pH en M2-1.

M2-1

Fuente: Los autores.
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Anexos 15. Conteo Bacteriano con Diferentes Valores de pH en M2-2.

M2-2

1381 T
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Fuente: Los autores.
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