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Resumen

Entre agosto de 2006 y marzo de 2008 se determino la presencia de bacterias
asociadas a la oxidacion de hierro y manganeso en el limite de zona fotica
(LZF) y en el fondo del hipolimnio (FH) en siete estaciones del Embalse
Riogrande II en funcion de la disponibilidad de estos metales. Se realizaron
mediciones in situ de temperatura del agua, oxigeno disuelto, pH, potencial
redox y conductividad eléctrica. En el fondo del hipolimnio con niveles de
oxigeno disuelto <4mgL' solo se encontrd presencia de las bacterias oxidantes
de hierro compatibles con Gallionella sp, Sphaerotilus sp, Beggiatoa sp y
estructuras compatibles con bacterias prostecadas. El mayor numero de estas
bacterias se observd en el brazo de Rio Grande (E4) en donde los niveles de
hierro soluble fueron superiores a 1,4 mgL"! . No se encontrd presencia de
bacterias dependientes de la oxidacion del manganeso.
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Sphaerotilus sp, Beggiatoa sp, limite zona foética, fondo del hipolimnio,
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Abstract

From August 2006 to March 2008 presence of bacteria associated with
the oxidation of iron and manganese was determined in the euphotic zone
limit (LZF) and in the bottom of the hipolimnio (HF) in seven seasons of
Riogrande II Dam reservoir depending on the availability of these metals.
A water temperature, dissolved oxygen, pH, redox potential and electrical
conductivity were measured in situ. At the bottom of hipolimnio with levels
of dissolved oxygen < 4 mgL"' only were found iron oxidizing bacteria
compatible with Gallionella sp, and Sphaerotilus sp, Beggiatoa sp . Final
estimates for the bacterial population were conducted in culture media and
the selective and specific recognition through morphological observations on
wet mounts and colors. The largest number of these bacteria was found on the
arm of Rio Grande (E4) in which levels of soluble iron were above 1.4 mgL'.
We found no presence of manganese-oxidizing bacteria.

----- Keywords:Iron, Manganese, oxidation, Gallionella sp, Sphaerotilus
sp, Beggiatoa sp euphotic zone limit, bottom of hipolimnio, dam of the
Riogrande Il reservoir

Introduccion

Los embalses son ecosistemas artificiales de
agua superficial, en los cuales interactian un
importante nimero de especies incluyendo flora,
fauna y microorganismos, ademas de sustancias
organicas ¢ inorganicas tanto en el agua como
en el sedimento los cuales permiten conocer las
condiciones y el metabolismo de los embalses [1,2].
Para tener un conocimiento integral de un embalse
es necesario conocer la geologia de la cuenca,
actividades antropicas, geomorfologia del embalse,
caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas. Estas
ultimas merecen un seguimiento continuo ya
que son aspectos dinamicos, bien sea por efectos
climaticos o por la actividad humana [2]

En Colombia existen 24 embalses con volumenes
superiores a los mil millones de metros ctbicos,
la mayoria tienen por finalidad la generacion de
energia hidroeléctrica. Sus areas varian entre 0,2
y 74 km?, su ubicacion entre los 70 y 3000 metros
sobre el nivel del mar y una capacidad de genera-
cion entre los 10 y 1000 MW. La mayoria estan lo-
calizados sobre las cuencas de los rios Magdalena
y Cauca y la altiplanicie de Cundinamarca-Boyaca
[3]. El Embalse Riogrande II es considerado una
de las principales fuentes para el abastecimiento a
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la planta de potabilizacion de Manantiales, la ge-
neracion hidroeléctrica y saneamiento del rio Me-
dellin. Esta conformado por un relieve localmente
montafioso, donde son comunes las zonas panta-
nosas y humedales, propios de un territorio con
drenaje deficiente, a ¢l llegan descargas de aguas
residuales domésticas e industriales de algunas co-
munidades vecinas de San pedro, Santa Rosa de
Osos, Entrerrios y algunas veredas localizadas en
el sector las Animas [4].

Recientes estudios realizados en el embalse por
los grupos de la Universidad de Antioquia GAIA
(Grupo de Investigacion en Gestion y Modelacion
Ambiental) y GDCON (Grupo de Investigacion
en Diagnostico de la Contaminacion) en el 2002,
han demostrado la presencia de metales como
aluminio, hierro, y manganeso. La presencia de
estos metales estd asociada tanto a la configuracion
geologica e hidrografia de la cuenca donde se
encuentra el embalse como a la actividad agricola
y ganadera, especialmente cultivos de tierra fria y
produccion lechera en las cuencas que abastecen
sus principales afluentes: Rio Grande, Rio Chico
y Quebrada las Animas [4].

El hierro y manganeso son considerados micro-
nutrientes importantes para el funcionamiento



celular de plantas, animales y algunos microor-
ganismos, ademas son elementos clave para ci-
tocromos y proteinas implicadas en el transporte
de electrones, los cuales estimulan y favorecen
la proliferacion de estos organismos [1,5,6]. El
hierro ferroso, con estado de oxidacion (2+) pre-
dominate en el estrato reductor (hipolimnio) de la
columna de agua, es oxidado a hierro férrico (3+)
al ingresar en forma disuelta en la fase oxigenada
(epilimnio) de la columna, dando lugar a la for-
macion de hidroxido férrico de baja solubilidad
que precipita a los sedimentos. La oxidacion del
manganeso soluble (Mn?") tiene lugar en sedi-
mentos, su oxidacion quimica solo se produce a
un pH > 8 y en presencia de oxigeno originando
el ion manganico tetravalente. Este ion tetrava-
lente forma un didxido (MnO,) insoluble en agua
que no puede ser asimilado directamente por la
plantas y microorganismos. [6,7].

Muchas de las reacciones de oxidorreduccion li-
gadas al hierro y al manganeso son mediadas por
microorganismos. Estos a excepcion de determi-
nados lactobacilos, necesitan hierro y mangane-
so, utilizado como cofactor por muchas enzimas
metabolicas y proteinas reguladoras, debido a su
capacidad de existir en dos estados de oxidacion
estables, soluble (Fe* y Mn?") e insoluble (Fe*'y
Mn*"). La oxidacion aerdbica del hierro y man-
ganeso del estado soluble al estado insoluble es
una reaccion productora de energia para algunas
bacterias. La cantidad de energia disponible de
esta oxidacion es muy pequeiia y por esta razon,
las bacterias del hierro (término usado para des-
cribir un grupo diverso de bacterias del hierro y
manganeso) deben oxidar grandes cantidades de
estos metales para desarrollarse. Cuando la oxi-
dacion de hierro y manganeso no esta asociada
a la produccion de energia, las paredes celulares
de las bacterias cumplen una funcion importante
dado que actian como superficies cataliticas para
la precipitacion de estos metales. [5,7,8]. Las
altas concentraciones de hierro, manganeso y la
presencia de microorganismos asociados a estos
metales, representan una problematica importan-
te para los embalses, en la generacion de ener-
gia o el correcto abastecimiento de agua potable,
dado que causan incrustaciones bidticas y abioti-
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cas en los sistemas de enfriamiento y en las redes
de distribucion ademas de producir alteracion en
la calidad del agua de consumo [1,4,8,9,10,11].

Materiales y métodos

Area de estudio

El embalse de Rio Grande II (6° 32,62¢ N, 75°
27,27¢ W) esta ubicado en jurisdiccion de los
municipios de Don Matias, San Pedro, Belmira,
Santa Rosa de Osos y Entrerrios al norte de la
ciudad de Medellin (figura 1) [4]. Esta formado
por el represamiento de las aguas de los rios
Grande y Chico mediante una presa ubicada a 1,7
km aguas abajo de la confluencia de estos rios,
construida entre 1986 y 1988 [4]

Figura 1 Ubicacion del embalse Riogrande Il en el
contexto nacional y regional (tomado y modificado de
Montoya & Ramirez, 2007) [12]

Fase de campo

Se realizd una salida de reconocimiento de
la zona que permiti6 la seleccion de siete
estaciones de muestreo representativas del
embalse (figura 2). La toma de muestras se
efectud en el limite zona fotica (LZF) y en
el fondo del hipoliminio (FH), durante los
meses agosto y noviembre de 2006; febrero,
marzo, octubre de 2007 y marzo de 2008. En
la tabla 1 se presenta una breve descripcion de
las estaciones de muestreo con su respectiva
georreferenciacion realizada con un Sistema de
Posicionamiento Global (GPS 72).
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Ruttner de 1,5 litros de capacidad. Se determinaron
in situ las variables temperatura del agua, oxigeno
disuelto, pH, potencial redox y conductividad eléc-
trica. Las muestras para el andlisis de hierro y man-
ganeso soluble se colectaron en envases de 2 L de
capacidad, después de la toma de las muestras se
filtraron con filtro de membrana 0,45um y luego se
preservaron con acido nitrico. Para los analisis mi-
crobioldgicos, se tomaron muestras en recipientes
de vidrio estériles de 250 mL de capacidad y fueron
Figura 2 Mapa embalse Riogrande I, indicando las  transportadas al laboratorio a temperatura ambiente.
estaciones de muestreo (Fuente EPM) Las muestras para las determinaciones de metales
se transportaron a 4° C. En la tabla 2 se presentan

Se tomaron muestras puntuales incluyendolasdos  |as variables fisicas, quimicas y microbiologicas,
profundidades seleccionadas con una botella tipo  Jog materiales y métodos utilizados [15].
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Tabla 1 Descripcion de las zonas de muestreo del Embalse Riogrande Il

Cédigo de la estacion  Nombre de la estacion ~ Caracteristicas de la zona Coordenadas N Coordenadas W

Zona de aguas ricas en

E1 Entrada Rio Chico , L
aporte de material organico

6°3021,8" 75°32'11,9"

E2 Brazo Rio Chico Zona de de lransicion 6°30'35" 7529146 8"
(area pelagica)

Zona de aguas ricas en

E3 Entrada Rio Grande . .
aporte de material organico

6°32'6,6" 75°28'04"

E4 Brazo Rio Chico Zona de de lransicion 6°31'35" 75007'42,3"
(érea pelagica)

Zona de aguas ricas en

E5 Quebrada de Las Animas ) L. 6°24'47 8" 75°27'51,5"
aporte de material organico
Salida de aguas para la
E6 Torre de Captacion planta de tratamiento de 6°29'16,5" 75°27'57,7"
Manantiales
Zona de acumulacion
E7 Presa de material por las bajas 6°3025,7" 75°27'7,3"

velocidades

Procedimiento experimental  para deuterio. Microscopio Olympus CX 41 con
Sistema oOptico UIS (Universal, corregido al infi-

Para la determinacion de hierro y manganeso solu- nito), bombillo halégeno 6V30W 100-120V/220-
ble y las poblaciones bacterianas se utilizaron los 240y ~ 0.85/0.45A 50/60Hz. Ocular 10x Objeti-
siguientes.equipos y reactivos: Espectrofotometro ¢ de 4x, 10x, 40x y 100x, cuenta colonias marca
de absorcion atomica marca Termo electrom S. 1 qyjab 007, con lupa incorporada ecualizable de

Series con una rendija de 0,2 nm, aire acetileno y 7 5 opirias bifocal, escala milimétrica-simétrica y
se realizo las correccion de backgraund con 1am-
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cabina de flujo laminar modelo miniflow, con pre-
filtro y filtro HEPA eficiencia de 99,99% disefiada
con el objetivo de proteger totalmente el producto
del riesgo de contaminacion exterior. Se emplea-
ron soluciones estandar de hierro y manganeso
(Centripur Merk), Acido Nitrico, Acido sulfirico
grado traza, para la preparacion de los medios de
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cultivos se utilizé (NH,),SO, Ca(NO,),, K. HPO,
MgSO,.7H,0, KCI, CaCO,, MnCO,, Fe(NH,),
(S0,),, NaOH 10N, FeSO,.7H,0 al 14,74% Citra-
to de sodio, agar-agar, extracto de carne, extracto
de levadura (merk), Vitamina B, y tiamina de uso
comercial [10]

Tabla 2 Variables fisicas, quimicas y microbioldgicas analizadas en este estudio

Variable Unidad Materiales Método
Temperatura agua °C Ph-metro WTW 330/Set-1 con sonda de temperatura 2550 B
Oxigeno disuelto mg/L O, Oximetro WTW 330/Set-1 4500-0-B
pH Unidades de ph ph-metro WTW 330/Set-1 4500-H*-B
Potencial Redox (mv) Equipo multuparametro if;(())/fet-1 con electrodo para
Conductividad eléctrica Conductimetro WTW 300/Set 2510B
Hierro soluble (Fe?) (mg/L) Espectrofotdmetro de absorcién atémica 3500-Fe-B
Manganeso soluble (Mn?*) (mglL) Espectrofotémetro de absorcion atomica 3500-Mn-B
Bacterias del hierro U.F. C/mL Medio de aislamiento bacterias del hierro (e?f:: d?‘iézzjo
Bacterias de manganeso U.F. C/mL Medio de aislamiento bacterias del manganeso 9240 D (d)

Analisis fisicoquimico
Para el analisis de hierro y manganeso soluble, se
realizaron digestiones acidas de las muestras hasta
la disminucion del volumen y el desprendimiento
de vapores blancos, aforando hasta 50 mL. Se
realizé la lectura de las muestras por duplicado
en el espectrofotometro de absorcion atomica,
a una longitud de onda de 248,3 nm para hierro
y 279,5 nm para manganeso. Se realizd una
curva de calibracion usando estandares con una
concentracion entre 0,05 ppmy 10 ppm para Fe y
0,05 y 2 ppm para Mn, preparados a partir de una
solucion patron de 1.000 ppm. Para garantizar
la confiabilidad de los resultados el Laboratorio
de Ingenieria Sanitaria y Ambiental realiz6 la
validacion de hierro y manganeso

Analisis microbiolégico

Para comprobar si los medios de cultivo prepara-
dos eran selectivos para las bacterias compatibles

con la oxidacion del hierro y manganeso, se uti-
lizaron cepas de bacterias que no oxidaban estos
metales, sin obtenerse crecimiento bacteriano. El
reconocimiento de los grupos bacterianos asocia-
dos a la oxidacién de hierro y manganeso se rea-
liz6 mediante placas de colonizacion, coloracio-
nes de Gram y montajes hiimedos. Mientras que
para la estimacion del nimero de estas bacterias
se utilizaron técnicas de aislamiento en medios
de cultivos selectivos y especificos. (Medios de
asilamiento sélidos y liquidos para bacterias del
hierro y manganeso, medio liquido de sales basa-
les modificado dado que no se adicioné H,SO,,
para mantener el pH cercano a 6,0) referenciados
en el Standard Methods 2005 los cuales fueron
incubados durante de 60 dias.

Analisis estadistico

Inicialmente se realizd un analisis exploratorio
y descriptivo de los datos utilizando la mediana
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como medida de tendencia central, y como
medidas de dispersion: desviacion estandar,
varianza y coeficiente de variaciéon. También se
determinaron los valores minimos, maximos y
rangos para cada estacion.

Para determinar cual factor, entre campanas de
muestreo, estacion, y profundidad, tuvo mayor
contribucion en la variabilidad de las variables
fisicoquimicas y microbiologicas, se realizé un
analisis de componentes de varianza. Para esta-
blecer si hubo o no diferencias significativas de
las variables fisicas, quimicas y microbiologicas
entre profundidades (LZF y FH) se efectu6 la
prueba de rangos de Kruskal-Wallis. Estas prue-
bas fueron analizadas con el programa estadistico
Statgraphics plus 5,1. Para evaluar la asociacion
entre los grupos de variables se aplicd un analisis
multivariado directo (Correlacion canonica —CA-),
la prueba fue ejecutada con el programa Statistica
version 7.

Resultados y discusién

El andlisis de componentes de varianza mostro
que el factor que contribuy6 a la mayor variacion
de las variables fisicoquimicas y microbiologicas
fue la profundidad. La prueba de rangos de Krus-
kal-Wallis mostré diferencias significativas de las
variables temperatura del agua, oxigeno disuelto,
pH, hierro y manganeso soluble y poblaciones
bacterianas entre las dos profundidades (valor p
< 0,005). Sin embargo las variables que no pre-
sentaron diferencias significativas entre profun-
didades fueron el potencial redox (p=0,751) y la
conductividad eléctrica (p= 0,499) El analisis de
correlacion canodnica bajo el modelo de 3 raices
canonicas registro un R Canoénico de 0,65 con un
p=0,00753, indicando que la correlacion entre el
grupo de variables fisicoquimicas y las variables
respuesta fueron estadisticamente significativo.

En los estudios microbioldgicos realizados en
esta investigacion, en el fondo del hipolimnio del
Embalse Riogrande II, se determind la presencia
de algunas poblaciones bacterianas asociadas a la
oxidacion de hierro soluble como bacterias fila-
mentosas compatibles con Gallionella sp (figura
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3) Sphaerotillus sp (figura 4), Beggiatoa sp (figura
5) y estructuras compatibles con prostecas (figura
6). No se observo presencia de grupos bacterianos
dependientes de la oxidacion de manganeso.

Figura 3 Células apicales y filamentos compatibles
con Gallionella sp (1000X)

Figura 4 Estructuras bacilares gram negativas con
granulaciones compatibles con Sphaerotilus sp
(1000X)

Figura 5 Filamentos septados compatibles
con Beggiatoa sp (1000X).



Figura 6 Estructuras similares a prostecas (1000X)

El embalse Riogrande Il presentd valores de
temperatura del agua estables (16,2°C y 19,8°C)
en ambas profundidades durante los periodos
muestreados, y no se observo influencia de la
temperatura sobre la disponibilidad de hierro y
manganeso soluble ni sobre la presencia de las
poblaciones bacterianas compatibles con la oxi-
dacion del hierro, debido a que las temperaturas
del embalse fueron muy homogéneas, tampoco
hubo influencia de la temperatura sobre la pre-
sencia de las poblaciones bacterianas compati-
bles con la oxidacion del hierro; dado que estos
grupos bacterianos presentan temperaturas Opti-
mas de crecimiento entre 15-25 °C [5-6] y este
fue el rango de temperatura aproximado que se
observo en el embalse Riogrande I1.

En el limite de la zona fotica del embalse Riogrande
11, cuando el oxigeno disuelto estuvo por encima de
6 mgL", los niveles de hierro soluble fueron bajos
(0 mgL" - 0,3 mgL") igualmente los de mangane-
so soluble (0 mgL"' - 0,025 mgL" ). En el fondo
del hipolimnio cuando el oxigeno disuelto fue < 4
mgL! los niveles de hierro soluble se incrementa-
ron hasta alcanzar valores entre (0,036 mgL'y
1,4 mgL"' ) y manganeso soluble (0 mgL"! - 0,160
mgL") (figura 7). Hallazgos similares se encontraron
en la laguna Hinze en Australia, donde el hierro y
manganeso soluble en el epilimnio fueron menores de
0,2 mgL!y 0,05 mgL" respectivamente, con niveles
de oxigeno disuelto > 5 mgL-'. En el hipolimnio los
metales hierro y manganeso en su forma soluble in-
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crementaron las concentraciones cuando el oxigeno
disuelto fue <2 mgL! [13]. Estos resultados indican
que la disponibilidad de estos dos metales hierro y
manganeso disuelto en el embalse puede depender
de los niveles de oxigeno disuelto [3,14]. Un incre-
mento en las concentraciones de hierro disuelto por
encima de 1,4 mgL™' en brazo de Rio Grande (E4)
parecio estimular las poblaciones bacterianas aso-
ciada a la oxidacion de este metal (figura 8).
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Figura 7 Hierro soluble y manganeso soluble Vs
Oxigeno disuelto en FH en las siete estaciones del
Embalse Riogrande |l

51



Rev. Fac. Ing. Univ. Antioquia N.° 55. Septiembre 2010

2,500 - - 3,000
12,500

_]2,000_

£

o

5%

8

8

2

O

)

o

2

0,000 +—F—F—F— 0,000

1 2 3 4 5 6 7
Estaciones

| —m— Log Bact.—#—Fe (sol) |
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FH en las siete estaciones del Embalse Riogrande Il

En revisiones acerca de las bacterias del hierro
(Gallionella y Leptothrix), se encontraron reportes
de crecimiento de estas bacterias en aguas estaticas
con niveles de hierro entre 1,6 y 12 mgL' [15].
La ausencia de las bacterias dependientes de
la oxidacion de manganeso se podria asociar a
concentraciones de este metal (0 mgL'y 0,326 mgL~
1) en las dos profundidades evaluadas. Resultados
similares se encontraron en estudios realizados en
suelos con diferentes concentraciones de manganeso
y concluyeron que en suelos pobres en este metal,
las bacterias oxidadoras de manganeso estuvieron
ausentes [16].

En el embalse Riogrande II, los valores de pH
fueron muy homogéneos en las dos profundidades
evaluadas, se presentaron valores entre 7 y 8. No
se observo influencia de esta variable sobre la
disponibilidad de hierro y manganeso soluble ni
sobre la presencia de las poblaciones bacterianas
asociadasalaoxidaciondehierroyaqueel pH optimo
para el crecimiento de estas bacterias esta entre 6,5
y 8 [5,6]. Se encontraron reportes que a pesar de la
inestabilidad de Fe*" a pH neutro, existen bacterias
oxidadoras de este metal que prosperan en las
interfases de las zonas anoxicas y 6xicas, oxidando
el Fe*" que proviene de las zonas anaerobias antes
de su oxidacion espontanea [5, 6] En el embalse
Riogrande II tanto para el hierro soluble como para
el manganeso soluble los resultados mostraron
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disminucion del potencial redox con incremento en
las concentraciones de hierro y manganeso soluble
y viceversa, lo que concuerda con la presencia de
las bacterias asociadas a la oxidacion del hierro en
aquellas estaciones donde se presentaron valores
bajos de potencial redox (figuras 9y 10).

La conductividad no influy6 en la disponibilidad
de hierro y manganeso soluble ni en la presencia
de la poblacion bacteriana asociada a la
oxidacion de hierro. No se encontraron reportes
que evidencien la relacion del hierro, manganeso
soluble y las bacterias asociadas a la oxidacion de
hierro con la conductividad eléctrica.
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Figura 10 Log, bacterias Fe /mL soluble Vs Redox
en FH en las siete estaciones del Embalse Riogrande Il

Conclusiones

Se encontro disponibilidad de hierro soluble en
el embalse Riogrande II con niveles entre 0,2 y
1,869 mgL. Los niveles de manganeso soluble
encontrados en las siete estaciones del embalse
Riogrande II fueron relativamente bajos (0,0 y
0,326 mgL").

La poblacion mas alta de bacterias asociadas a
la oxidacion del hierro se obtuvo en el brazo de
Riogrande (E4) cuando las concentraciones de
hierro soluble fueron mayores de 1,4 mgL!.

Las poblaciones bacterianas asociadas a
la oxidacion de hierro que se encontraron
en Embalse Riogrande II fueron bacterias
filamentosas morfoldégicamente compatibles con
Gallionella sp, Sphaerotilus sp y Beggiatoa sp,
ademas, estructuras compatibles con bacterias
prostecadas. No se obtuvo crecimiento de
las bacterias del manganeso en el embalse,
posiblemente debido a que los niveles de este
metal estuvieron por debajo de 0,326 mgL"!

Las variables temperatura del agua, oxigeno di-
suelto, pH y conductividad eléctrica no mostra-
ron influencia sobre la presencia y persistencia
de las bacterias asociadas a la oxidacion del hie-

Relacion entre las formas solubles de hierro y manganeso y la presencia de bacterias oxidadoras ...

rro y las concentraciones de hierro y manganeso
soluble tuvieron una correlacion inversa con los
niveles de oxigeno disuelto y potencial redox. La
disponibilidad de los metales hierro y manganeso
soluble no estuvo influenciada por las variables
temperatura del agua, pH y conductividad eléc-
trica.

Proyecciones y sugerencias

- Evaluar las concentraciones de hierro y
manganeso soluble en las aguas del embalse
durante los eventos de blooms algal, dado
que dichos eventos estan asociados a
cambios en la dinamica del embalse en los
niveles de oxigeno disuelto, pH y potencial
redox lo que conllevaria probablemente a un
aumento en las concentraciones de hierro y
manganeso soluble y por ende un aumento
en la presencia a las bacterias asociadas a
estos metales.

- Monitorear las concentraciones de hierro
soluble en el embalse, ya que segin los
resultados obtenidos, si los valores de éste
sobrepasan los 1,4 mgL' , se aumentan
las poblaciones bacterianas asociadas a la
oxidacion de este metal y se presentarian
problemas de corrosion en las redes de
distribucion y alteraciones organolépticas
en el agua suministrada por la planta de
potabilizacion de Manantiales.
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