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ABREVIATURAS 

 

Abs                     absorbancia 

AGVs                          ácidos grasos volátiles 

BSR                    bacterias sulfato reductoras 

D                        dilución 

DAM                   drenaje ácido de minas 

DNS                    Dinitro salisílico 

HPLC                 high performance liquid  cromatography (cromatografía líquida  de alto     

                           rendimiento) 

IIFB                    Instituto de Investigaciones Fármaco Bioquímicas 

MDSMA             Ministerio de Desarrollo Sostenible y Medio Ambiente 

mL                     mililitro 

mM                    milimolar 

MNMC               metal nivel máximo contaminante 

mV                     milivoltios 

NMC                  nivel máximo contaminante 

ORP                  potencial oxido-reducción 

TRH                   tiempo de retención hidráulica 

USEPA              United States Environmental Protection Agency (Agencia de                    

                          Protecciòn al Medio Ambiente (Estados Unidos)    

µL                      microlitro 

H2S     Sulfuro de hidrógeno 

SO4
2-     Sulfato 

      
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Cuando se aspira a la realización de grandes cosas, las 
pequeñas se hacen con facilidad, pero cuando se aspira solo a 

realizar las pequeñas, aún éstas se hacen difíciles” 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esta tesis es un regalo para mis padres 
Jorge y Angélica,  cuyo amor es el impulso 
que me permite continuar y sin cuyo 
esfuerzo difícilmente hubiera llegado hasta 
aquí.
 



                              TABLA DE CONTENIDO 

                                                                               

 

RESUMEN       

ABSTRACT 

ABREVIACIONES 

 

CAPITULO 1                     

INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1.1  Introducción                  1 

1.2  Antecedentes                  3 

1.3  Justificación                  7 

 

CAPITULO 2  

EL PROBLEMA AMBIENTAL CAUSADO POR LA CONTAMINACIÓN CON 

METALES PESADOS Y LA CONTAMINACION DEBIDA A RESIDUOS 

AGRÍCOLAS 

 

2.1  Toxicidad de los metales pesados                                                                           9 

2.2  Drenaje ácido de minas                                                                                          12 

 2.2.1  Origen del DAM                                                                                               13 

2.3  Contaminación por efluentes mineros en Bolivia                                                    14 

 2.3.1  Ubicación y recursos minerales de la mina Bolívar                                         14 

2.4  Contaminación debida a residuos agrícolas                                                            16 

 

CAPITULO 3 

 

SULFURO DE HIDRÓGENO BIOGÉNICO: UNA ALTERNATIVA PARA LA 

REMOCIÓN DE METALES PESADOS 

3.1  Ciclo biogeoquímico del azufre                                                                               17 

3.2  Bacterias sulfato reductoras o sulfurogénicas                                                        18 

3.2.1  Clasificación                                                                                                   19 

3.2.2  Metabolismo                                                                                                   20 



 

 

3.2.3  Papel de las BSR en procesos de remediación                                             21 

3.3  Precipitación de metales pesados con sulfuro biogénico                                       22 

3.3.1  Reducción microbiana de sulfato                                                                   23 

 

CAPITULO 4 

DIGESTIÓN ANAERÓBICA COMO MÉTODO DE TRATAMIENTO DE 

RESIDUOS AGRÍCOLAS 

4.1  Digestión anaeróbica                                                                                               25 

4.2  Desechos agrícolas                                                                                                 26 

4.2.1  Composición de los desechos agrícolas                                                        26 

4.2.1.1  Celulosa                                                                                      26 

4.2.1.2  Xilano                                                                                                  27 

4.2.1.3  Lignina                                                                                                28 

 

CAPITULO 5 

OBJETIVOS 

5.1  Objetivo general                                                                                                      29 

5.2  Objetivos específicos                                                                                              29 

 

CAPITULO 6 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

6.1  Material y métodos                                                                                                  30 

6.1.1  Material biológico                                                                                            30 

         6.1.1.1 Consorcio microbiano                                                                          30 

         6.1.1.2 Material celulósico y xilanósico                                                           30 

6.2  Preparación del inóculo                                                                                           30 

6.3  Condiciones de cultivo                                                                                             31 

6.3.1  Cultivo batch                                                                                                   31 

6.3.2  Cultivo continuo                                                                                              31 

6.4  Trampa de precipitación de metales pesados                                                         32 

6.5  Toma de muestras                                                                                                   33 

6.6  Determinaciones analíticas                                                                                     34 

6.6.1  Determinación de sulfuro de hidrógeno                                                          34                                                         

6.6.1.1  Precipitación con acetato de plomo                                                    34 



 

 

6.6.1.2  Método turbidimétrico                                                                        34 

6.6.2  Determinación de sulfato                                                                               34 

6.6.3  Análisis de ácidos grasos volátiles                                                                35 

6.6.3.1  Determinación de AGVs por HPLC                                                   35 

6.6.4  Determinación de la  actividad enzimática                                                    35 

6.6.5  Determinación de la concentración de metales pesados                              36 

 

CAPITULO 7 

RESULTADOS 

7.1  Cultivos batch                                                                                                          37 

7.1.1  Actividad enzimática                                                                                       37 

7.1.2  Producción de sulfuro de hidrógeno y reducción de sulfato                           39 

7.2  Cultivo continuo                                                                                                       40 

7.2.1  Producción de sulfuro de hidrógeno y reducción de sulfato                           41 

7.2.2  Producción de AGVs                                                                                      43 

7.2.3  Actividad enzimática                                                                                       43 

7.2.4  pH y producción de sulfuro de hidrógeno                                        44 

7.3  Precipitación de metales pesados                                                                           45 

7.3.1 Precipitación de metales en efluente artificial de un solo metal                      46 

7.3.1.1  Precipitación de cobre                                                                        46 

7.3.1.2  Precipitación de plomo                                                                       47 

7.3.1.3  Precipitación de zinc                                                                           48 

7.3.2  Precipitación de Cu(II), Pb(II) y Zn(II) en efluente artificial                             49 

7.3.3  Precipitación de Cu(II), Pb(II) y Zn(II) en efluente natural                              51 

7.3.4  Precipitación de metales, potencial redox y pH                                              54 

7.3.4.1  Relación del potencial redox, pH y precipitación de Cu(II), Pb(II)      54 

                            y Zn(II) en  efluente artificial  

 7.3.4.2  Relación del potencial redox, pH y precipitación de Cu(II), Pb(II)     55 

               y Zn(II)  en efluente natural 

 

CAPITULO 8 

DISCUSIÓN 

8.1 Cultivos batch                                                                                                          56 

8.1.1  Actividad enzimática                                                                                       56 

8.1.2  Producción de sulfuro de hidrógeno y reducción de sulfato                           57 



 

 

8.1.3  Soporte de la biomasa y desarrollo de la biopelícula                                     58 

8.2   Cultivo continuo                                                 58 

8.2.1  Hidrólisis enzimática y producción de AGVs                                                  59 

8.2.2  Producción de sulfuro de hidrógeno                                                               60        

8.2.2.1  Influencia del pH                                                                                 61 

8.2.2.2  Influencia del soporte de la biomasa                                                  62 

8.3  Precipitación de metales pesados                                                                           62 

8.3.1  Potencial redox, pH y precipitación de metales                                              64 

 

CAPITULO 9 

CONCLUSIONES Y PLANES FUTUROS 

9.1 Conclusiones                                                                                                            66  

9.2 Recomendaciones                                                                                                    69 

 

AGRADECIMIENTOS 

REFERENCIAS 

ANEXOS 

 



 

 

FIGURAS 

 
Figura 1.         Ciclo del azufre en el que se hallan involucradas las bacterias              18 
                        sulfato  reductoras. 
 
Figura 2.         Principales interacciones de las bacterias sulfato reductoras.                19 
 
Figura 3.         Esquema de la reducción asimilatoria y desasimilatoria                         24 
                       de sulfato. 
 
Figura 4.         Esquema de la degradación anaerobia de polisácaridos                        25 
                       constituyentes de la pared celular  de plantas y producción de H2S. 
 
Figura 5.         Esquema del sistema  anaeróbico utilizado para la                                31 
                       activación,  establecimiento de las cepas y en los cultivos  
                       batch   iniciales del presente estudio. 
 
Figura 6.         Diagrama esquemático del biorreactor anaeróbico de lecho                  32 
                       empacado usado en el estudio. 
 
Figura 7.         Trampa de precipitación de metales pesados para el tratamiento          33 
                        con sulfuro de hidrógeno de origen biogénico. 
 
Figura 8.a.       Actividad   enzimática   de  Endoxilanasa   en los cultivos batch           37 
                        montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos 
 
Figura 8.b.       Actividad   enzimática    de β-xilosidasa en los cultivos batch               37 
                        montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos. 
 
Figura 9.a.       Actividad   enzimática   de Endoglucanasa en los  cultivos batch         38 
                        montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos. 
 
Figura 9.b.       Actividad   enzimática    de β-glucosidasa en los cultivos batch            38 
                        montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos. 
 
Figura10.a.      Producción   de  sulfuro  de  hidrógeno  por  el consorcio A10 en         39 
                        los cultivos batch montados con los diferentes materiales        
                        celulósicos y xilanósicos. 
 
Figura10.b.      Reducción    de   sulfato  por  el consorcio A10 en los cultivos             39 
                        batch   montados con los diferentes materiales celulósicos y  
                        xilanósicos. 
 
Figura 11.        Producción de sulfuro de hidrógeno biogénico a partir                          41 
                        de material xilanósico -paja de trigo usando consorcio bacteriano  
                        A10 y concentración de sulfato reducido en biorreactor 1.   
                 
Figura 12.        Producción de sulfuro de hidrógeno biogénico a partir de                     42 
                        material xilanósico-paja de trigo usando consorcio bacteriano  
                        A10  y  concentración de sulfato reducido en biorreactores 2 y 3. 
 
Figura 13.        Relación entre la producción de àcidos grasos volátiles y la                 43 
                        producción de sulfuro biogénico en el biorreactor 1. 



 

 

Figura 14.       Relación entre la producción de sulfuro y el pH del medio en los           44 
                       Biorreactores 1,2 y 3. 
 
 
Figura 15.       Concentración de Cu (II) en efluente artificial antes y después              46 
                       tratamiento con H2S biogénico. 
 
Figura 16.       Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de               46 
                       Cu (II)  en efluente artificial. 
 
Figura 17.       Concentración de  Pb (II) en efluente artificial antes y después del       47 
                        tratamiento con H2S biogénico. 
                       
Figura 18.       Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de               47 
                       Pb (II)   en efluente artificial. 
 
Figura 19.       Concentración de  Zn (II) en efluente artificial antes y después del        48 
                        tratamiento con H2S biogénico. 
 
Figura 20.       Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de               48 
                       Zn (II) en efluente artificial.   
 
Figura 21.       Precipitación de metales de efluente artificial con diferentes                  49 
                       concentraciones después del tratamiento con sulfuro biogénico  
                       de los 3 biorreactores. 
 
Figura 22.       Porcentaje de precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)  de efluentes      50 
                       artificiales en trampa de precipitación. 
 
Figura 23.       Precipitación de metales de efluente  de la mina Bolívar después         51 
                       del tratamiento con sulfuro biogénico. 
 
Figura 24.       Porcentaje de precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)  de efluente de   52 
                       la mina Bolívar. 
 
Figura 25.       Control. Comportamiento del efluente de la mina Bolívar.                      53 
 
Figura 26.       Control. Porcentaje de remoción de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) en el           53 
                        efluente de la mina Bolívar. 
     
Figura 27.       Variación del  pH y potencial redox (mV), durante la precipitación         54 
                       de  metales (Cu (II), Pb (II) y Zn (II)) del efluente minero  
                       artificial y concentración de H2S en el biorreactor de 
                       hidrólisis-sulfurogénesis. 
 
Figura 28.       Variación del potencial redox durante la precipitación de metales            55 
                       del efluente de la mina Bolívar  y concentración de sulfuro de 
                       hidrógeno en el biorreactor de hidrólisis-sulfurogénesis y en la    
                       trampa de precipitación. 
 

 
 
 
 



 

 

TABLAS 
 
Tabla 1.       Producción de sulfuro  en sistemas de cultivo establecidos                        4 
                    con diferentes materiales crudos usados como sustratos. 
 
Tabla 2.       Estándares del Reglamento Nacional Primario de Agua Potable.             11 
 

Tabla 3.       Cargas de metales en el agua evacuada de la mina                                 12 
                    Bolívar. Estación de monitoreo BSC-1. 
 

Tabla 4.       Géneros comunes de BSR, de acuerdo a la utilización de fuente             20 
                    de carbono.  
 
Tabla 5.       Solubilidades de iones metálicos divalentes como sulfuros.                      25 
 

Tabla 6.       Composición de algunoa materiales lignocelulósicos.                               26            

 

Tabla 7.       Condiciones de los biorreactores durante el tiempo de   cultivo.               40 

 
Tabla 8.       Precipitación de Cu(II), Pb(II) y Zn(II) con sulfuro biogénico                      45 
                    producido a partir de la hidrólisis anaeróbica de material  
                    xilanósico y celulósico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

HEAVY METAL PRECIPITATION USING BIOGENIC SULFIDE FROM THE 
ANAEROBIC HYDROLYSIS OF CELLULOSIC AND XILANOSIC MATERIAL 

 
 
ABSTRACT 
 

This study is part of the project “Microbial Diversity of the program UMSA-SAREC” in 

cooperation with the Biotechnology Department in Lund University, and pretend to 

establish a hydrogen sulfide reactor in remote areas in the Bolivian Andean region. 

 

Sulfate Reducing Bacteria (SRB) are responsible for the production of H2S from sulfates 

and an electron donor in anaerobic conditions. The sulfide produced could be used to 

precipitate divalent metals, allowing the bioremediation of metal-contaminated effluents.  

 

In this work, different cellulosic and xylanosic substrates such as: wheat straw, quinua 

straw, paja brava, husk rice and dry leaves were tested in order to select the one that 

shows the highest sulfide production. Wheat straw was the substrate selected for the 

scale up of the process. Three bioreactors were stablished using this substrate and 

inoculated with the microbial consortia A10 obtained from the Chalviri lake, Potosí. During 

the batch culture, H2S concentration between 5 and 8 mM were obtained, while during the 

continuous culture concentrations of 20 mM were attained at 50 days of incubation. 

 

The sulfide produced and either, an artificial efluent with concentrations of Cu (II) (4.33 - 

12.11 mg/L), Pb (II) (0.89 – 8.30 mg/L) and Zn (II) (3.16 -14.05 mg/L) or an acid mine 

drainage from Bolivar mine (located in Oruro) containing Cu (II) (0.36-0.53 mg/L), Pb (II) 

(0.22-1.94 mg/L) and Zn (II) (7.2-85.06 mg/L), were mixed and directed to a metal 

precipitation trap, where then, the metal sulfides precipitated. The sulfide concentrations 

during the precipitation tests were in the range of 0.3 to 20 mM and the metal sulfide 

precipitation for Cu (II), Pb (II) and Zn (II) were 68 to 89 %, 57-100 % and 87 to 100 %, 

respectively. The measurements were carried out by atomic absortion spectrophotometer 

for each metal ion. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

PRECIPITACION DE METALES PESADOS CON SULFURO DE HIDRÓGENO 
BIOGENICO PRODUCIDO A PARTIR DE LA DEGRADACIÓN ANAEROBICA DE 

MATERIAL CELULOSICO Y XILANOSICO 
 
 
RESUMEN  

 

El presente estudio forma parte del proyecto: “Biodiversidad Microbiana del programa 

UMSA-SAREC” con cooperación del departamento de Biotecnología de la Universidad 

de Lund y establece la posibilidad de montar biorreactores para generar H2S en la región 

andina boliviana.   

 
Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son responsables de la producción de sulfuro de 

hidrógeno (H2S) en anaerobiosis a partir de sulfatos y un donador de electrones. El  

sulfuro producido podría utilizarse para precipitar metales catiónicos divalentes, 

permitiendo la biorremediación de efluentes contaminados.  

 

En el presente trabajo, se  probaron distintos sustratos xilanósicos y celulósicos como 

ser: paja de trigo, paja de avena, paja de quinua, paja brava, cascarilla de arroz y hojas 

secas  para establecer cual presentaba la más alta producción de sulfuro. La paja de 

trigo (donador de electrones) fue el sustrato de elección para el escalado del proceso.Se 

montaron tres biorreactores con este sustrato, los cuales fueron inoculados con el 

consorcio bacteriano A10 obtenido de la laguna Chalviri en Potosí. Bajo condiciones de 

cultivo  batch, se obtuvo una concentración de H2S entre 5 y 8 mM, y en condiciones de 

cultivo continuo a una concentración de 20 mM a los 50 días de incubación. 

 

El sulfuro de hidrógeno y ya sea, un efluente artificial con concentraciones de Cu (II)  

(4.33 - 12.11 mg/L), Pb (II) (0.89 – 8.30 mg/L) y Zn (II) (3.16 -14.05), o el efluente de la 

mina Bolívar  (localizada en Oruro) conteniendo  Cu (II) (0.36-0.53 mg/L), Pb (II) (0.22-

1.94 mg/L) y Zn (II) (7.2-85.06 mg/L)  fueron mezclados y dirigidos a una trampa de 

precipitación donde el sulfuro metálico precipita. Las concentraciones de H2S durante las 

pruebas de precipitación estuvieron en un rango de 0.3 a 20 mM las precipitaciones de 

sulfuros metálicos para Cu (II), Pb (II) y Zn (II) fueron de 68 a 89 %, 57 a 100 % y de 87 a 

100 %, respectivamente. Las mediciones de cada cation furon determinadas por 

espectrofotmetría de absorción atómica. 
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         CAPITULO 1 
 

INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 
 
 
1.1          Introducción 
 
Proteger la calidad del agua es una premisa fundamental en nuestros días, debido a 

que el agua dulce es un elemento imprescindible para la supervivencia del hombre. De 

esta manera, existe una fuerza política de protección al medio ambiente que se ve 

reflejada en la promulgación de leyes y lineamientos que van a evaluar el impacto 

ambiental.  

 

En Bolivia la ley N° 1331 del Ministerio de desarrollo sostenible y medio ambiente 

(MDSMA) Reglamento a la ley del medio ambiente) creada el 27 de abril de 1992, 

surge con el objeto de proteger y conservar el medio ambiente, regulando las acciones 

del hombre con relación a la naturaleza. Determinándose de esta manera las 

concentraciones máximas permisibles de metales pesados, según el cuerpo de agua 

(ver anexos). 

 

Debido al desarrollo de la industria minera y metalúrgica en Bolivia, problemas de 

contaminación ambiental con metales pesados en ríos y otros cuerpos de agua fresca 

incluyendo ciertos acuíferos subterráneos fueron determinados, especialmente 

aquellos pertenecientes a la zona andina. La contaminación de estos cuerpos de agua 

se debe fundamentalmente a la explotación de sulfuros minerales, que generan altas 

concentraciones de iones metálicos y sulfato, comúnmente conocidos como drenaje 

ácido de minas (DAM) (van Houten & Lettinga, 1995; Foucher et al., 2001). La 

contaminación es especialmente evidente en las zonas de Potosí y Oruro y en los 

cuerpos de agua presentes en estas zonas, teniendo efecto contaminante en regiones 

lejanas de las fuentes originales de contaminación.  

 

Existen numerosos métodos para el tratamiento de DAM, pero solo pocos han sido 

aplicados. Los métodos más comunes son métodos químicos, como  la neutralización 

usando cal u otros componentes alcalinos causando la precipitación de metales en 

forma de óxidos e hidróxidos. Sin embargo este es un proceso caro y los resultados 

desaparecen a corto término. 
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En los últimos años la biotecnología a través de la biorremediación emerge como una 

opción interesante para la remoción y recuperación de metales pesados  de los 

efluentes. Un importante componente de los sistemas de biorremediación son las 

Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). La importancia de las BSR en el ambiente se 

enmarca dentro del ciclo global del azufre y sus derivados. En consorcio con otros 

grupos microbianos, las BSR son responsables de mantener los niveles naturales de 

sulfitos, sulfatos y sulfuros, produciendo H2S en condiciones anaeróbicas., Los sulfuros 

pueden ser combinados con metales catiónicos divalentes. De esta forma, se forman 

sulfuros de metal de baja solubilidad que precipitan  y esto permite la remoción de 

metales  de los DAMs. 

 

Por otro lado, la zona andina en sus zonas urbanas y rurales presenta contaminación 

por residuos sólidos municipales y agrícolas, siendo los últimos difíciles de disponer. 

Alrededor  del  mundo se generan  toneladas de residuos  agrícolas cada año, y solo 

un pequeño porcentaje es usado como forraje o en  la producción de energía 

(Panthapulakkal et al., 2005). La  aplicación  del  uso  de   desechos agrícolas  como     

donador  de  electrones  para el metabolismo de las   BSRs  constituye una  vía  útil   

para   el   aprovechamiento de  estos residuos en sistemas biológicos de precipitación 

de metales pesados. 

             

En este sentido, en nuestro país se han llevado a cabo estudios con diferentes 

sustratos orgánicos provenientes de la degradación de desechos sólidos municipales 

como fuente de carbono para BSRs (Arnsdorff et al., 2005; Crespo et al., 2005). En 

otras partes del mundo, estudios con diferentes materiales  celulósicos y xilanósicos 

tales como: paja de trigo (Triticum graminae), paja brava (Festuca orthophylla) y hojas 

secas (Alvarez et al,  articulo submitido), paja (Koschorreck  et al., 2002),  paja y alfalfa  

(Béchard et al., 1994), trozos de madera (Waybrant et al., 1998), y pedazos de roble 

(Chang et al., 2000)  han demostrado su utilidad  como sustratos para BSR  en el 

proceso de remoción de metales pesados por precipitación con sulfuro biogénicamente 

producido.  

 

El texto a continuación describe brevemente algunos de los estudios más 

sobresalientes de sistemas microbianos usados en la remoción de metales, seguida de  

las razones que nos llevaron a la realización del presente trabajo.  El capítulo 2 

describe los problemas de contaminación debidos a los metales pesados y los 

desechos agrícolas, con especial énfasis a la problemática en nuestro país. El capítulo 
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3 muestra el potencial del sulfuro biogénico como una alternativa en el tratamiento de 

DAMs. El capítulo 4 se enfoca en la digestión anaeróbica como una vía  para el 

tratamiento de residuos agrícolas.  Se expone luego, la metodología usada  para la 

producción de sulfuro de hidrógeno y posterior remoción de metales, para concluir con 

una discusión fundamentada en los resultados. 

 

1.2         Antecedentes 
 

Aunque la remoción de metales pesados se ha practicado por varias décadas, la 

mayoría de los métodos físicoquímicos presentan limitaciones debidos  al costo y 

eficacia. Otras desventajas son el uso de altas concentraciones de reactivos 

contaminantes causando graves daños al medio ambiente. Este punto es de especial 

importancia  cuando este tipo de tratamientos  se aplica en grandes volúmenes como 

las colas de desmonte de las minas. 

 

Dentro de la biotecnología microbiana, la microbiología ambiental ha cobrado enorme 

importancia debido a que en los últimos años nuestro planeta viene sufriendo las 

consecuencias de los daños causados por distintos tipos de contaminantes y se hacen 

necesarias soluciones que frenen este problema. 

 

Los métodos biológicos para la remoción de metales pesados comprenden procesos 

como transporte a través de la membrana celular, biosorción a la pared celular y 

atropamiento en cápsulas extracelulares,  precipitación por inducción metabólica, 

complejación  y reacciones de óxido reducción (Rai et al., 1991; Macaskie & Dean, 

1989; Huang & Morehart, 1990; Avery & Tobin, 1993; Brady & Duncan, 1994; Krauter et 

al., 1996, Veglio et al., 1997, Kosolapov et al., 2004). 

 

A finales de la década de los sesenta  se planteó la posibilidad del uso de BSR’s para 

la remediación de DAMs (Tuttle et al., 1969).  Desde entonces muchos estudios han 

demostrado la eficiencia del tratamiento del drenaje ácido de minas con BSR.  

 

Todos los sistemas de reactores microbianos requieren una fuente de carbono y un 

soporte que permita el crecimiento bacteriano, puesto que se han encontrado 

relaciones cuantificables entre la actividad de BSRs y los parámetros físicos del 

soporte (Lyew & Sheppard, 1997). A la fecha no existe consenso en  la literatura sobre 

cual es el sustrato óptimo para el crecimiento bacteriano, sin embargo, la  mayoría de 
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los investigadores han intentado el uso de diferentes desechos agrícolas  como fuente 

de carbono y energía (Tabla 1). Una de las ventajas del uso de material celulósico y 

xilanósico (paja) es que constituyen un nutriente a largo tiempo para bacterias 

sulfurogénicas, (Koschorreck  et al., 2002)  Un reciente estudio en el que se utilizó  paja 

de trigo (Triticum graminae) como sustrato,  demostró que la paja  de trigo es un 

excelente sustrato para bacterias sulfurogénicas, alcanzándose producciones de H2S 

de 5 mM  (Alvarez et al.,  2005). En otro estudio se utilizó  paja  y alfalfa,  lográndose 

una remoción de sulfato del 10 y del 34 % respectivamente (Béchard et al., 1994). 
 

Tabla 1. Producción de sulfuro  en sistemas de cultivo establecidos con diferentes materiales 

crudos usados como sustratos (Adaptado de Alvarez, 2005). 

  
                                                                    SO4

-2  inicial    SO4
-2 removido    Sulfuro 

Sistema                Material                           mM                mM                  mM                     Referencia      
 
Batch           Papel filtro, consorcio L1a              31                 18                    5.4         Alvarez, 2005  
Batch           Periódico, consorcio L1a                31                   4                    1.6         Alvarez, 2005 
Batch           Hojas, consorcio L1a                      31                   6                    2.7         Alvarez, 2005 
Batch           Paja de trigo, consorcio L1a           31                 16                    5.1         Alvarez, 2005 
Batch           Paja Brava, consorcio L1a              31                   7                    2.6         Alvarez, 2005 
Batch           Papel filtro, consorcio A10a            31                 14                    3.7         Alvarez, 2005     
Batch           Periódico, consorcio A10a              31                   2                    0.8         Alvarez, 2005 
Batch           Hojas, consorcio A10a                    31                   5                    2.2         Alvarez, 2005  
Batc             Paja de trigo, consorcio A10a         31                 18                    5.9         Alvarez, 2005 
Batch            Paja Brava, consorcio A10a          31                 11                    2.6         Alvarez, 2005 
Biorreactor  Paja de trigo, consorcio A10a         31                   5                    5            Alvarez, 2005 
Biorreactor  Paja de trigo, consorcio A10b         46                 10                    2            Alvarez, 2005 
Batch          Aguas residuales, hojas, trozos    12.5-47.9       28.9-30.2        n.a           Waybrant et al., 1998 
                    de madera, excremento de oveja,  
                    aserrín, celulosa, sedimento de 
                    ríos, piedra  caliza, arena 
Biorreactor  Abono de champiñones,                10.4                10.2                0.13         Dvorak et al., 1992 
                    estiércol, paja,  
                    heno, mazorcas de maíz, piedra 
                    caliza, yeso.       
Biorreactor  Alfalfa fresca                                  10.3             8.6-10                 n.a          Béchard et al., 1994 
Columna      Pedazos de roble, abono              26.9                   20                 26           Chang et al., 2000 
                    de hongos, papel y lodo 
 
a Medio Pfenning                                     b Medio Postgate                                n.a.: no disponible 

 

Desde 1980 el tratamiento anaeróbico de aguas de desecho, ha demostrado ser una 

alternativa  al tratamiento aeróbico. A finales de los años ochenta, se desarrolló un 

nuevo proceso biotecnológico, produciendo azufre elemental a partir de sulfuro, con 

esta tecnología se estableció la primera planta piloto para el tratamiento biológico de 

aguas de desechos  de origen industrial (Buissman et al, 1990). 

 

Las ventajas del uso de estos sistemas son: 1) la producción de biomasa es 1/3-1/5 a 

la requerida en los procesos aeróbicos, 2) requieren baja cantidad de nutrientes, 3)  no 
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requieren aereación, disminuyendo así los costos de operación, 4) sino se alimenta el 

sistema, éste permanece durmiente,  y cuando se restaura la alimentación el sistema 

retorna a la operación en un corto período de tiempo. (Kuo & Shu, 2004). Por otro lado  

la precipitación de metales con sulfuro biogénico  presenta  ventajas adicionales en el 

tratamiento de los DAM’s como la remoción de de sulfatos y la alcalinidad del agua 

(García et al., 2001; Alvarez, 2005; Costa & Duarte, 2005; Sheoran & Sheoran, 2005). 

 

Numerosos estudios han sido desarrollados para el tratamiento de aguas 

contaminadas con metales pesados tanto a escala de laboratorio como a escala piloto 

en campo, utilizando bacterias sulfato reductoras en cultivos estacionarios y continuos, 

mediante la instalación de biorreactores. Algunos de los estudios más sobresalientes 

son citados a continuación.  

 

A principios de los 90  se desarrolló un nuevo proceso para la remoción microbiana de 

sulfatos y metales pesados de aguas contaminadas extraídas por un sistema de control 

geohidrológico (Barnes et al., 1991). Como un primer paso para la mejora de este 

proceso, un estudio en 1997 se enfocó en  la optimización de la producción de Sulfuro 

de hidrógeno en un proceso anaeróbico continuo utilizando consorcios de bacterias 

sulfato reductoras inmovilizadas, para la remediación de aguas ácidas, el mismo 

demostró que el pH óptimo para la producción de H2S se encontraba entre 7 y 8 a una 

concentración de sulfato en el medio de 15 mM (Kolmert et al., 1997).  

 

Para evaluar la capacidad del sulfuro producido en estos sistemas, se determinó la 

remoción de metales y sulfato  tanto en efluentes naturales como artificiales. Así,  un 

estudio en Sudáfrica alcanzó una remoción de sulfatos del 89% mientras que la 

precipitación de metales fue del 62.9 % en el caso del zinc y del 92.18% de plomo 

(Maree et al., 1988). Con el uso de un  sistema integrado por algas y bacterias sulfato 

reductoras se logró una remoción de plomo del 99% y de zinc del 90% (Rose et al., 

1998). El cobre y el zinc disminuyeron sus concentraciones iniciales entre 15 y 50 

veces en un estudio realizado en Australia (Harris & Ragusa, 2000). En Egipto un 

biorreactor anaeróbico de película fija montado tuvo una eficiencia del 100% en la 

remoción de Cu, Ni, Zn, Cr, Cd y Pb (El Bayoumy et al., 1999). 

 

Los estudios prosiguieron a comienzos del nuevo milenio. Así, se logró una remoción 

del 99% Fe, Zn, Cu, Cd, As y Pb en un efluente artificial (Steed, et al., 2000). Las BSR 

lograron la disminución de la concentración de metales en un efluente que contenía 
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150 mgL-1 a menos de 0.1 mgL-1  (Jalali & Baldwin, 2000).  En otro estudio una 

remoción de cobre entre el 61.6% y el 95.8% fue establecida en un biorreactor de lecho 

empacado fluidizado (fluidized packed bed reactor) (van Hille, et al., 2001)  Usando un 

biorreactor de membrana a escala de laboratorio montado en Cincinatti, Estados 

Unidos se logró una precipitación de Cu del 99.8% y un 98% de Zn (Tabak & Govind, 

2003). En Australia la remoción de sulfatos  y metales pesados  por BSR en reactores 

anaeróbicos de lecho empacado (packed bed reactor) en escala de laboratorio alcanzó 

niveles de remoción de más del 82% en el caso de sulfatos y más del 97% de remoción  

de Cu, Zn y Ni (Jong et al., 2003). Usando bacterias sulfato reductoras  en el 

pretratamiento de aguas  con alto contenido de sulfato, se logró una remoción mayor al 

93% de sulfatos (Kuo & Shu, 2004). 

 

Los sistemas de tratamiento de DAMs con BSRs no han permanecido a escala 

laboratorio,  desde 1990  se han puesto en marcha  varias plantas piloto  en distintas 

partes del mundo (Buisman et al., 1996). Una de las primeras fue montada en Budelco, 

Holanda; esta planta contaba  con una  capacidad de 9 m3 y funcionó por 2 años, 

demostrando que los  metales presentes en concentraciones de hasta 1 g/L podían ser 

efectivamente removidos (Barnes et al., 1991). En Pensilvania, Estados Unidos, una 

planta piloto, cuyos reactores fueron llenados con una mezcla de abono, heno, paja, 

mazorcas de maíz y trozos de madera,  logró una remoción de Al, Cd, Fe, Mn, Ni y Zn  

del 95% (Dvorak et al., 1992). Sin embargo, es importante hacer notar que el 

rendimiento de las plantas piloto puede estar influenciado por las características 

ambientales del lugar en que este sea instalado (Kilborn Inc. ,1996). 

 

Para minimizar los costos de operación de las plantas piloto es importante el uso de 

materiales de bajo costo, siendo así los desechos agrícolas se constituyen en una 

opción interesante. Varios desechos  celulósicos y hemicelulósicos han sido  utilizados 

como donadores de electrones para la producción de sulfuro biogénico, incluyendo 

paja y heno (Béchard et al., 1994), aserrín (Wakao et al., 1979), abono de 

champiñones  (Dvorak et al., 1992), hojas y lodo de aguas residuales (Prasad et al., 

1999), abono de champiñones, trozos de roble, periódico y lodo (Chang et al., 2000), 

hojas, trozos de madera y aserrín (Waybrant et al., 1998; Waybrant et al., 2002) hojas, 

trozos de madera y excremento de aves de corral  (Cocos et al., 2002), trozos de 

madera, y desechos de papel y pulpa (Hulshof et al., 2003), y paja de trigo 

(Frommichen et al., 2003). 
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Los problemas ambientales no son ajenos a la realidad de nuestro país por ello el 

desarrollo de grandes proyectos como el Proyecto Piloto Oruro (PPO) del Ministerio de 

Desarrollo Sostenible y Medio Ambiente, dan cuenta del grado de contaminación, 

especialmente en los distritos mineros del país. Siendo así, a principios del año 2001 

se inicia en el  Instituto de Investigaciones Fármaco  Bioquímicas (IIFB)  una nueva 

línea de investigación en el área de Biotecnología Ambiental cuyo principal enfoque es 

el estudio de bacterias sulfato reductoras (BSRs),  bacterias responsables de la 

producción de H2S, cuya combinación con metales pesados facilita su precipitación in 

situ, permitiendo de esta manera la recuperación de cuerpos de agua contaminados 

con metales.  

 

Los primeros estudios  realizados en este campo en el IIFB fueron la cuantificación de 

metales pesados en aguas superficiales del altiplano boliviano (Pozzo et al., 2002) y la 

producción de sulfuro de hidrógeno biogénico a diferentes pHs, en esta última se 

estableció que las BSRs presentan una mejor producción de H2S a pH 6 a 

concentraciones de sulfato entre 7 y 11 mM (Mendieta et al., 2002).  

 

Bajo el apoyo del proyecto ASDI SAREC y la Universidad de Lund se han continuado 

los estudios en esta línea de investigación, los mismos han demostrado que la 

producción de H2S puede lograrse con sustratos tan diversos, como la papa y residuos 

orgánicos  municipales (frutas y verduras) , el sulfuro producido con estos sustratos ha 

demostrado la capacidad de precipitar metales pesados en rangos que oscilan desde 

78% en el caso del zinc, hasta el 100% en el caso del plomo (Arnsdorff et al., 2005;  

Crespo et al., 2005). 

 

3.  JUSTIFICACION 
 

La contaminación de aguas en Bolivia es un problema de magnitudes considerables. 

Los daños producidos por la ingesta de agua contaminada, varían desde problemas de 

alteraciones subletales para algunos individuos de los ecosistemas afectados en los 

casos de polución muy débil hasta la desaparición de la fauna, así como la perdida de 

los recursos hídricos al tornarse inservible el agua para el consumo humano, agrícola o 

industrial.  

 

Si bien existen numerosos estudios sobre la remoción de metales utilizando sistemas 

biológicos (microalgas, bacterias, hongos etc.), la gran mayoría de estos han sido 
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diseñados para ser establecidos en países que pueden acceder  a esta tecnología, 

considerando el alto costo de los sustratos y la puesta en marcha de los biorreactores.  

Poca atención se ha puesto a países como el nuestro, donde la actividad minera se 

localiza en sitios  remotos. Tanto las minas activas y las  cerradas, continúan formando 

DAMs, constituyéndose  en un serio problema ambiental.  

 

Debido a que la región altiplánica de nuestro país ha sido y esta siendo contaminada 

por efluentes industriales de la industria minera,  provocando toxicidad en la cadena 

trófica afectando gravemente a la flora y fauna cercanas, se considera necesaria la 

aplicación de sistemas de remediación o remoción de metales pesados del DAM. El 

establecimiento de un sistema de precipitación de metales con sulfuro biogénicamente 

producido, hace que el sistema sea económicamente rentable y que no dañe al medio 

ambiente.  

 

La optimización de la producción de H2S tiene por objeto ofrecer un sistema robusto y 

de tecnología sencilla que pueda ser aplicado en regiones de escasos recursos. El 

presente trabajo esta basado en la producción de H2S  de origen biogénico empleando  

como  únicas fuentes de carbono materiales celulósicos y xilanósicos presentes tanto 

en la región altiplánica como en otras regiones del país,  tales como diferentes  tipos   

de  paja:  de  trigo (Triticum graminae), de avena (Avena sativa), de quinua 

(Chenopodium quinua willdenow),   paja   brava   (Festuca orthophylla, una planta típica 

de la región andina) , cáscarilla de arroz  (Oryza sativa) y hojas secas de Ulmus pumila. 

 

A través de cultivos en batch anaerobios se pretende comprobar la hidrólisis de 

material  celulósico  y  xilanósico,  y  a  la  vez   determinar  la  máxima   producción  de 

H2S, comparando los sustratos anteriormente nombrados. Un cultivo a mayor escala en 

condiciones continuas nos permitirá el análisis de la producción de sulfuro optimizada y 

posterior precipitación de metales con el sulfuro biogénico producido. La precipitación 

de metales pesados será efectuada en efluentes artificiales y naturales verificando así 

la calidad del proceso de precipitación con sulfuro de hidrógeno biogénicamente 

producido.  
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CAPITULO 2 
 

EL  PROBLEMA  AMBIENTAL  CAUSADO  POR  LA 
CONTAMINACIÓN  CON  METALES  PESADOS  Y  LA 
CONTAMINACIÓN DEBIDA A RESIDUOS  AGRÍCOLAS 

 
 
2.1         Toxicidad de metales pesados 
 

La actividad industrial y minera arroja al ambiente metales tóxicos como plomo, 

mercurio, cadmio, arsénico y cromo, muy dañinos para la salud humana y para la 

mayoría de formas de vida. Además, los metales originados en las fuentes de emisión 

generadas por el hombre (antropogénicas), incluyendo la combustión de nafta con 

plomo, se encuentran en la atmósfera como material suspendido que respiramos. Por 

otro lado, las aguas residuales no tratadas, provenientes de minas y fábricas, llegan a 

los ríos, mientras los desechos contaminan las aguas subterráneas. Cuando se 

abandonan metales tóxicos en el ambiente, contaminan el suelo y se acumulan en las 

plantas y los tejidos orgánicos.  

 

Metales pesados son los elementos con peso molecular alto, usualmente tienen una 

densidad superior a 5 g/cm3 (Yamamoto & Montero, 2004). La peligrosidad de los 

metales pesados es mayor al no ser química ni biológicamente degradables. Una vez 

emitidos, pueden permanecer en el ambiente durante cientos de años. Los metales 

pesados afectan a las cadenas alimenticias, provocando un efecto de bioacumulación 

debido a la alta persistencia de los metales pesados en el entorno, al no tener, la 

mayoría de éstos, una función biológica definida (Chicón,2003).  El conocimiento del 

nivel de concentración de elementos tóxicos es objeto de particular interés en el control  

de la calidad del medio ambiente (Yamamoto & Montero, 2004). 

 

En Bolivia, el Centro de Investigación Minero Industrial (CIMA) reporta que los mineros 

en Potosí presentan valores de elementos como zinc, cobre, antimonio, plata y 

manganeso por encima de los valores normales (Yamamoto & Montero, 2004). En 

tanto, análisis de aguas subterráneas y suelos reportan una seria contaminación con 

metales como plata, mercurio, plomo, antimonio, estaño, zinc y cadmio, afectando de 

esta forma al cultivo de diversos granos como la quinua, cebada y trigo  tienen niveles 

de metales mayores en algunos casos a los valores límite recomendados 
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internacionalmente (MDSMA, 1996, 1997). Estudios sobre el efecto de los metales en 

la fauna no se han realizado hasta el momento.  

 

La Agencia de Protección Ambiental (EPA) de los Estados Unidos ha determinado una 

serie de rangos límite para las concentraciones de metales pesados (Tabla 2); por 

encima de estos los metales pueden causar graves trastornos en los seres vivos, y  

finalmente ocasionar la muerte. 

Tabla 2.  Estándares del Reglamento Nacional Primario de Agua Potable. Agencia de Protección 

Ambiental, Estados Unidos, Oficina de Agua (4606) EPA 815-F-00-007; 2001. 

 

Contaminante MNMC1 
(mg/L)  

NMC2 
(mg/L) 

Posibles efectos sobre la 
salud por exposición que 
supere el NMC 

Fuentes de 
contaminación 
comunes en 
agua potable 

Químicos Inorgánicos 

Antimonio 0.006 0.006 Aumento de colesterol en 
sangre; descenso de azúcar 
en sangre (aumento de 
colesterolhemia; 
hipoglucemia). 

Efluentes de 
refinerías de 
petróleo; 
retardadores de 
fuego; cerámicas; 
productos 
electrónicos; 
soldaduras. 

Arsénico Ninguno 0.05 Lesiones en la piel; trastornos 
circulatorios; alto riesgo de 
cáncer. 

Erosión de depósitos 
naturales; agua de 
escorrentía de 
huertos; aguas con 
residuos de 
fabricación de vidrio 
y productos 
electrónicos. 

Bario 2 2 Aumento de presión arterial. Aguas con residuos 
de perforaciones; 
efluentes de 
refinerías de 
metales; erosión de 
depósitos naturales. 

Cadmio 0.005 0.005 Lesiones renales. Corrosión de tubos 
galvanizados; 
erosión de depósitos 
naturales; efluentes 
de refinerías de 
metales; líquidos de 
escorrentía de 
baterías usadas y de 
pinturas. 
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Cromo (total) 0.1 0.1 Dermatitis alérgica. Efluentes de fábricas 
de acero y papel; 
erosión de depósitos 
naturales. 

Cobre 1.3 Nivel de 
acción=1.3; 
TT 

Exposición a corto plazo: 
molestias gastrointestinales. 
Exposición a largo plazo: 
lesiones hepáticas o renales. 
Aquellos con enfermedad de 
Wilson deben consultar a su 
médico si la cantidad de cobre 
en el agua superara el nivel de 
acción. 

Corrosión de 
cañerías en el hogar; 
erosión de depósitos 
naturales; percolado 
de conservantes de 
madera. 

 
Cianuro 
(como 
cianuro libre) 

0.2 0.2 Lesiones en sistema nervioso o 
problemas de tiroides  

Efluentes de fábricas 
de acero y metales; 
de fábricas de 
plásticos y 
fertilizantes 

Flúor 4.0 4.0 Enfermedades óseas (dolor y 
fragilidad ósea) Los niños 
podrían sufrir de dientes 
manchados 

Aditivo para agua 
para tener dientes 
fuertes; erosión de 
depósitos naturales; 
efluentes de fábricas 
de fertilizantes y de 
aluminio. 

Plomo Cero Nivel de 
acción=0.015; 
TT 

Bebés y niños: retardo en 
desarrollo físico o mental; los 
niños podrían sufrir leve déficit 
de atención y de capacidad de 
aprendizaje. Adultos: trastornos 
renales; hipertensión  

Corrosión de 
cañerías en el hogar; 
erosión de depósitos 
naturales. 

Mercurio 
(Inorgánico) 

0.002 0.002 Lesiones renales Erosión de depósitos 
naturales; efluentes 
de refinerías y 
fábricas; lixiviados de 
vertederos y tierras 
de cultivo. 

Nitrato  
(medido 
como 
nitrógeno) 

10 10 Los bebés de menos de seis 
meses que tomen agua que 
contenga mayor concentración 
de nitratos que el NMC, podrían 
enfermarse gravemente; si no se 
los tratara, podrían morir. Entre 
los síntomas se incluye dificultad 
respiratoria y síndrome de bebé 
cianótico (azul). 

Aguas contaminadas 
por el uso de 
fertilizantes; 
percolado de 
tanques sépticos y 
de redes de 
alcantarillado; 
erosión de depósitos 
naturales. 

 

1. Nivel Máximo del Metal Contaminante (MNMC) Es el nivel de un contaminante en el agua potable por debajo del 

cual no se conocen o no se esperan riesgos para la salud. Los MNMC permiten contar con un margen de 

seguridad y no son objetivos de salud pública obligatorios. 

2. Nivel Máximo del Contaminante (NMC) - Es el máximo nivel permitido de un contaminante en agua potable. Los 

NMC se establecen tan próximos a los MNMC como sea posible, usando para ello la mejor tecnología de 

tratamiento disponible y teniendo en cuenta también los costos. Los NMC son normas obligatorias. 
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2.2         Drenaje ácido de minas     

 

De todas las causas de contaminación de los recursos fluviales y lacustres quizás el 

drenaje ácido de minas (DAM)  sea una de las más graves, por su naturaleza, 

extensión y dificultad de resolución. Los ríos y lagos afectados por este tipo de 

contaminación se caracterizan por su acidez, alto contenido en sulfatos y metales 

pesados de sus aguas y por el contenido metálico de sus sedimentos.  

 

El DAM es uno de los problemas medioambientales más serios ya que los procesos de 

oxidación continúan mucho tiempo después del cierre de las minas (Akcil & Koldas, 

2005), y dado que las minas abandonadas pueden cubrir grandes áreas, es muy difícil 

impedir la formación del DAM (Hallberg & Jonson, 2005). En 1989 se estimó que cerca 

de 19300 km de ríos y arroyos, y 72000 hectáreas de lagos y estanques en el mundo 

estaban seriamente dañados por los efluentes mineros (Johnson & Hallberg, 2005). Es 

importante hacer notar también que la generación de DAM puede continuar por varias 

décadas después del cierre de un a mina, (Béchard, et al, 1993) y dado que las minas 

abandonadas pueden cubrir grandes áreas se hace muy complicado el evitar la 

formación del DAM (Hallberg, et al., 2005). Por lo  expuesto,  hoy en día el tratamiento  

del DAM es el enfoque principal de muchos estudios. 

 

Las consecuencias del DAM dependiendo del pH y acidez van de moderadas a 

severas. Las consecuencias medioambientales más severas serán si el pH esta entre 2 

y 4 y si la acidez es 100000 o 1000 mg/L (Morin et al, 1998).  

 

Los factores primarios que determinan la tasa de generación de ácido son: 

• pH 

• Temperatura 

• Contenido de oxígeno de la fase gaseosa 

• Concentración de oxígeno en la ase acuosa 

• Grado de saturación con agua 

• Actividad química de Fe+3 

• Área de superficie de los sulfuros metálicos expuestos. 

• Energía de activación química requerida para hincar la generación de ácido , y 

• Actividad bacteriana 

  (Akcil & Koldas, 2005) 
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2.2.1       Origen del DAM 

 

Hay  tres tipos principales de aguas de drenaje de minas (Banks et al, 1997): (i) la 

formación de aguas salinas; (ii) aguas alcalinas pobres en metales pesados que 

contienen sulfuro de hidrógeno y (iii)  aguas acídicas que contienen metales pesados y   

sulfato derivados de la oxidación de la pirita.  De estas solo la tercera constituye un 

severo problema. El drenaje ácido de minas o DAM (también referido como drenaje 

ácido de rocas, DAR), es el nombre colectivo para efluentes ricos en metales y sulfatos 

producto de los residuos de la producción minera (relaves, colas de desmonte, etc). 

(Cotoras et al., 1996). 

 

El mecanismo puede resumirse en los siguientes puntos: 

 

• Procesos de oxidación, que transforman los sulfuros en sulfatos con producción 

de ácido sulfúrico; estos procesos pueden ser químicos o catalizados por 

bacterias como Thiobacillus ferroxidans, T. thiooxidans, T. thioparus, etc. 

 

• Reacciones secundarias, en los productos de las reacciones anteriores y los 

restantes minerales presentes en la roca; así el ácido generado disuelve 

metales pesados tales como plomo, zinc, cobre, arsénico, mercurio, cadmio, 

etc. 

 

• Disolución y arrastre de estos productos por el agua de lluvia o de escorrentía, 

produciéndose un caudal líquido contaminante que se caracteriza por su ácidez 

y por las altas concentraciones en sulfatos y metales pesados  (Cotoras et al., 

1996). 

 

Los principales focos productores de DAM en las explotaciones mineras son los 

drenajes de las minas subterráneas, por bombeo en las minas activas y por gravedad 

en las abandonadas, las escorrentías de las cortas en la minería a cielo abierto y los 

lixiviados de las escombreras y residuos mineros.  Cuando el DAM formado en estos 

focos alcanza las aguas limpias de la red hidrográfica las contamina en acidez, sulfatos 

y metales pesados. Sin embargo, el grado de acidez y las concentraciones en 

contaminantes de las aguas, río abajo, estarán en  función de la envergadura del 

aporte contaminante de DAM recibido, así como del caudal diluyente que traiga el 
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curso de agua. De igual forma, la infiltración de DAM puede contaminar suelos y aguas 

subterráneas (USEPA, 1994). 

 

2.3         Contaminación por efluentes mineros en Bolivia 

 

La generación de drenaje ácido de mina (DAM)  en las actividades mineras es un 

problema ambiental muy preocupante; a finales del siglo pasado y particularmente 

después de la Cumbre Mundial de Río de Janeiro en 1992, Bolivia ha dado pasos 

importantes en la consolidación de políticas relacionadas  con el desarrollo y el medio 

ambiente.   Las políticas ambientales actualmente están regidas por acciones de 

prevención de prevención y control dirigidas a problemas de deterioro ambiental 

apremiantes que se presentan en diversas regiones del territorio nacional (MSDMA, 

1997).  

 

Actualmente debido a la subida de las cotizaciones de los minerales pesados se ha 

incrementado la extracción de los mismos  en las minas en funcionamiento,  es por ello 

que se esta manejando una mayor cantidad de rocas y de minerales en bruto, 

consecuentemente los desechos mineros se han multiplicado enormemente, por ello el 

aumento importante en al instalación de plantas de tratamiento de minerales complejos  

 

En Bolivia existen 884 depósitos metálicos (Servicio Nacional de Geología y Minería, 

2000).  La  gran mayoría de estos se encuentran en las regiones occidentales de 

nuestro país.   Una de las zonas con mayor actividad minera en Bolivia está situada en 

la cuenca del lago Poopó, donde es evidente la degradación ambiental, ocasionada por 

la intensa actividad minera desarrollada durante siglos. En esta región la contaminación 

proviene de más de 120 minas estatales y privadas, que explotan: plomo, estaño, oro, 

wolfram y otros metales,  desembocando sus desechos directamente al lago Poopó, 

dejando concentraciones altas de metales pesados, con daños irreversibles para la 

vida en el lago (MSDMA, 1996).  

 

2.3.1       Ubicación y recursos minerales de  la  mina Bolívar 

 

La mina Bolívar  (66º 54’ 24’’ E - 18º 28’  S) localizada en el departamento de Oruro, 

provincia Poopó distrito Antequera a una altitud de 4015 m.s.n.m, y tiene una 

precipitación anual de 633 mm.  Es un depósito de plata, plomo y zinc, explotado desde 

el siglo XIX (Pozzo et al., 2002), en sus efluentes existe un flujo regular de bombeo de 



 

Georgina Aurelia Chávez Lizárraga  15 

agua de mina de aproximadamente 40 L/s. El uso del agua de mina en el ingenio varía 

de 0-100% dependiendo de la proporción de reciclado y de las variaciones en la 

calidad (en particular del pH). Si bien la mina Bolívar y su ingenio están diseñados 

como una operación sin descargas, el agua de mina no utilizada en el ingenio es 

descargada sin tratamiento en el lecho del río. Se ha estimado que la descarga 

promedio asciende aproximadamente a  10 L/s (en base a 24 horas/día) y junto con el 

agua de alcantarillado del campamento minero de Bolívar es suficiente para mantener 

un flujo permanente  (MSDMA, 1996). 

 

El efluente de la mina Bolívar se caracteriza  especialmente por las elevadas cargas de 

zinc y cadmio que alcanzan 500 y 4.5 toneladas por año respectivamente (Tabla 3). La 

mayor parte de estos metales disueltos van al dique de colas. Sin embargo, la 

comparación con el transporte de metales unos 5 km de aguas abajo, en el río 

Antequera, indica que el agua de mina Bolívar contribuye con un 10% de los metales y 

con un 30% de SO4
2-. 

 

A continuación se detallan las principales características del DAM del Centro Minero 

Bolívar del departamento de Oruro – Bolivia. 

 

Tabla 3. Cargas de metales en el agua evacuada de la mina Bolívar. Estación de monitoreo BSC-1. 

Análisis por Svensk Grudämnesanalys, Suecia, 1996.     

    
 Nº 

Muestras 
Concentración 

(mg/L) 
Flujo mina 

(Kg/día) 
Descarga en el 

río (Kg/ día) 

Ph 3 3.2-3.9   

Cond.(mS/cm) 3 2.14-2.71   

Sulfato 3 820-1300 4100 1000 

Zinc 7 5.3-1300 1400  360 

Cobre 7 1.6-1300    12     3 

Cadmio 7 0.1-0.9    1       0.2 

Arsénico 7 2-17  28   7 

Plomo 7 0.2-0.4      0.9      0.2 

 

La mina Bolívar se caracteriza por presentar una cola de desmonte con una 

composición mineral muy sulfurosa (hasta 90%) (MSDMA, 1996). 
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2.4    Contaminación debida a residuos agrícolas 

 

Cada año se generan  toneladas de  residuos agrícolas, y solo un pequeño  porcentaje 

es   usado  como forraje o en  la  producción  de  energía (biogas, bioetanol). Existe 

una gran cantidad de residuos con potencial interés industrial y energético, que 

localmente pueden tener alguna utilidad, pero cuya eliminación constituye un problema 

en las labores de explotación agrícola (Quispe et al., 2005) afectando el medio 

ambiente en todas las regiones del mundo (Diorio, et al. 2003), especialmente en 

auqellas regiones con alta actividad en agricultura. 
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CAPITULO 3 
 

SULFURO DE HIDRÓGENO BIOGÉNICO: UNA ALTERNATIVA 
PARA LA REMOCIÓN DE METALES PESADOS 

 

3.1         Ciclo biogeoquímico del azufre  

El azufre circula a través de  la biosfera de la siguiente manera, por una parte se 

comprende el paso desde el suelo o bien desde el agua, si hablamos de un sistema 

acuático, a las plantas, a los animales y regresa nuevamente al suelo o al agua. 

Algunos de los compuestos sulfúricos presentes en la tierra son llevados al mar por los 

ríos. Este azufre es devuelto a la tierra por un mecanismo que consiste en convertirlo 

en compuestos gaseosos tales como sulfuro de hidrógeno (H2S)  y el dióxido de azufre 

(SO2). Estos penetran en la atmósfera y vuelven a tierra firme. Generalmente son 

lavados por las lluvias, aunque parte del dióxido de azufre puede ser directamente 

absorbido por las plantas desde la atmósfera. 

El azufre reducido en forma de H2S se encuentra en la biosfera como resultado del 

metabolismo microbiano y, en una proporción limitada de la actividad volcánica. Sin 

embargo, excepto bajo condiciones anaeróbicas, su concentración es baja porque 

resulta rápidamente oxidado en presencia de oxígeno. (Stanier, 1985) 

Las bacterias desempeñan un papel crucial en el reciclaje del azufre. Cuando está 

presente en el aire, la descomposición de los compuestos del azufre (incluyendo la 

descomposición de las proteínas) produce sulfato (SO4
-2). Bajo condiciones 

anaeróbicas, el ácido sulfhídrico (gas de olor a huevos en putrefacción) y el sulfuro de 

dimetilo (CH3SCH3) son los productos principales. Cuando estos últimos gases llegan a 

la atmósfera, son oxidados y se convierten en dióxido de azufre. La oxidación posterior 

del dióxido de azufre y su disolución en el agua de lluvia produce ácido sulfúrico y 

sulfatos, formas principalmente bajo las cuales regresa el azufre a los ecosistemas 

terrestres. El carbón mineral y el petróleo contienen también azufre y su combustión 

libera bióxido de azufre a la atmósfera (Lenntech). 

La reducción de sulfato inorgánico a sulfuro orgánico o inorgánico y la subsecuente 

oxidación nuevamente a sulfuro es conocida como ciclo del sulfuro (Fauque,1995). 

(Fig. 1). 
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Figura 1. Ciclo del azufre en el que se hallan involucradas las bacterias sulfato reductoras    
(Stanier, 1985). 
 
 
3.2          Bacterias sulfato reductoras o sulfurogénicas 
 
Las bacterias sulfato reductoras (BSRs) o sulfurogénicas, descubiertas por Beijerinck 

en 1895 (Postgate, 1984), comprenden un grupo microbiano de gran importancia en 

ecosistemas principalmente acuáticos, (Luna et al., 2004) donde juegan un papel 

principal en la degradación anaeróbica de la materia orgánica (Ingvorsen et al, 2003). 

Hasta 1970 se consideraba que estaban constituidas por un pequeño grupo de 

bacterias estrictamente anaerobias con una actividad metabólica limitada a oxidar 

lactato o piruvato, no obstante, ahora se conoce que son capaces de usar una 

diversidad de compuestos como donadores de electrones, y la lista de sustratos que 

pueden utilizar para su crecimiento es aproximadamente cien (Barnes & Tomei, 1995).  

 

El nombre de “bacterias sulfato reductoras” se aplica, convencionalmente,  a las 

bacterias anaeróbicas que tienen al SO4
-2 como aceptor de electrones con la 

consiguiente  producción de  H2S. (Madigan et al., 2000).   Además del sulfato pueden 

utilizar como aceptores de electrones compuestos inorgánicos  (bisulfito, metabisulfito, 

ditionito, tetrationato, tiosulfato, azufre, nitrato y nitrito), oxígeno y una variedad de 

compuestos orgánicos (fumarato, malato, aspartato, cistina, glutatión oxidado y 

Compuestos orgánicos de azufre reducido 
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excreción     
animales 

microorganismos 
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piruvato) (Moura et al., 1997; Le Gall & Xavier, 1997). Algunas BSRs pueden usar 

también hidrógeno (Djurle, 2004). Son ubicuas y tienen vital importancia en los ciclos 

del carbón y el azufre (Postgate, 1984; Daly et al. ,2000). Existen BSRs con la 

capacidad de reducir Fe (III) a Fe (II) pero ninguna puede vivir usando Fe (III) como 

único aceptor de electrones (Lovley et al., 1993). 

�

Las BSRs además de participar en el ciclo del azufre (Fig. 1), están involucradas en la 

biodegradación de hidrocarburos, remoción de metales pesados de DAM, reducción de 

uranio,  tratamiento de aguas residuales, en la salud humana y en la metilación del 

mercurio (Achá et al., 2004).� �Son de interés económico debido a la corrosión que 

provocan (Iverson, 2001),  y sus aplicaciones industriales son diversas. Aunque aún 

intrigante, su importancia ecológica es indudable, y constantemente se encuentran 

nuevos papeles ecológicos para representantes de este grupo. (Fig. 2). 

 
 

Figura 2. Principales interacciones de las bacterias sulfato reductoras, adaptado de 

                             Barton y Tomei, 1995 

 

3.2.1 Clasificación  

 

Las BSRs son un conjunto anaeróbico heterogéneo de Bacteria y Archaea, que llevan 

a cabo la reducción desasimilatoria de sulfato. Como grupo tienen la capacidad de 

metabolizar una amplia variedad de compuestos como hidrógeno, compuestos 

orgánicos de cadena sencilla, como metanol, etanol, ácido acético, ácido láctico, hasta 

tolueno, hexadecanos e incluso compuestos aromáticos. 
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De acuerdo a su utilización de fuente de carbono las BSRs estan comprendidas en dos 

grupos. El grupo I utiliza como sustratos el lactato, piruvato, etanol y ciertos ácidos 

grasos, como fuente de carbono y energía. Los géneros del grupo II se especializan en 

la oxidación de ácidos grasos volátiles, particularmente acetato (Kolmert  et al., 1999). 

 

En ambos grupos  hay gran diversidad morfológica, desde cocoides (Desulfobacula, 

Desulfacinum), y ovoides (Desulfobulbus), hasta bacilos (Desulforhabdus, 

Desulfomicrobium) y vibrios (Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfotomaculum), 

incluso fueron encontradas bacterias filamentosas largas (Desulfonema), y sarcinas 

(Desulfosarcina). La diversidad es aún mayor si se comparan otros rasgos fenotípicos, 

como las formas esporuladas (Desulfotomaculum), y los termófilos 

(Thermodesulfobacterium, Archaeoglobus) (Kolmert et al., 1999). 

 
Tabla 4. Géneros comunes de BSRs, de acuerdo a la utilización de fuente de carbono,  adaptado de 

Kolmert et al., 1999. 

 
GRUPO I 
Oxidadores de 
lactato 

Desulfovibrio,              Desulfotomaculum,     Arachaeoglobus, 
Desulfomicrobium,     Desulfomonile,            Desulfobulbus, 
Desulfobotulus,          Desulfobacula,            Thermodesulfocaterium 

GRUPO II 
Oxidadores de 
acetato 

Desulfobacter,            Desulfobacterium,       Desulfococcus, 
Desulfonema,             Desulfosarcina,            Desulfobarculius, 
Desulfacinum,            Desulforhabdus,          Thermodesulforhabdus 

 
 
3.2.2   Metabolismo 
 

Metabólicamente las BSRs están estrechamente unidas por su capacidad de reducir 

sulfatos a sulfuro de hidrógeno, no obstante, el resto de su metabolismo es variado y 

poco comprendido. Las rutas metabólicas de las BSRs son diversas y van desde la 

utilización de donadores de electrones simples como el etanol (Tabak et al., 2003), 

hasta compuestos sumamente complejos como hidrocarburos. Los principales 

productos de las BSRs son el H2S, y el CO2 (Barton & Tomei, 1995).  

Algunas características peculiares de ciertos representantes es que muchas cepas 

pueden fijar N2 y usan aminoácidos como fuente de nitrógeno. Algunas cepas son 

capaces de crecer con nitrato como aceptor final de electrones (Moura  et al., 1997) 

En cuanto  a su relación con el oxígeno, las BSRs han sido consideradas en primera 

instancia, como anaerobias estrictas. No obstante, hay pruebas suficientes de que 

algunas serían aerotolerantes  (Hines et al., 2002). 
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La utilización de compuestos inorgánicos, en particular el uso de metales como 

aceptores finales de electrones no  ha sido totalmente estudiado, aunque la evidencia 

geológica sugiere que la reducción de Fe (III) y otros metales podría ocurrir  antes de 

otros procesos respiratorios como la reducción de oxígeno, nitrato y sulfato (Moura et 

al., 1997). 

 

Para su crecimiento las BSR requieren de un pH entre 5 a 9, potencial redox de Eh <-

100 mV, y  nutrientes a disposición (Muller, 2001).Se ha observado que las BSR actúan 

mejor en consorcio, usando diferentes  sustratos para su crecimiento. (Djurle, 2004), 

donde las especies fermentativas juegan un papel central ya que generan 

concentraciones de sustrato de los productos de fermentación  como por ejemplo los 

ácidos grasos volátiles (acetato, butirato, etc.). Muchos de estos son metabolizados  

por bacterias acetógenicas productoras de hidrógeno generando así más acetato e 

hidrógeno. Los productos de estas dos fermentaciones pueden entonces funcionar 

como sustratos para las especies oxidantes, siendo así metabolitos pivotes de los 

consorcios microbianos anaeróbicos. (Hamilton, 1998).  

 
3.2.3       Papel de las BSRs en los procesos de remediación 

 

Recientemente las BSRs han ganado un interés tecnológico considerable, por su uso 

potencial en sistemas para la remoción de sulfato y metales pesados de aguas 

contaminadas ricas en metales. 

 

Una ecuación general que describe la reacción entre el sulfuro de hidrógeno producido 

por las BSRs y los iones metálicos para removerlos de una solución, puede escribirse 

como sigue: 

                              2 CH2O + SO4
2-        →      H2S + 2 HCO3

- 1       (1) 
                               M (II)  +  H2S +  2HCO3

-1   →   MS + 2H2O + 2CO2   (2) 

Donde la fuente de carbono es CH2O, el sulfato es el aceptor terminal de electrones y 

M (II) es el metal de interés (Cheong et al., 1998).  El producto de la reducción, el 

sulfuro, forma complejos insolubles con la mayoría de iones metálicos divalentes, los 

cuales son la forma más estable de precipitar metales (Zhe-Xue, et al., 2004). Los 

protones liberados en la disociación del H2S (H2S→2H++S2-) son neutralizados por una 

liberación igual de HCO3
-1 durante la reducción de sulfato (Sheoran & Sheoran, 2005). 

La concentración de sulfuro es dependiente del pH (Gallert & Winter, 2005) a  pH ácido 
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sólo aquellos metales con muy baja solubilidad podrán ser precipitados (Tabla 5).  La 

habilidad para reducir concentraciones de metales disueltos de efluentes y neutralizar 

la acidez del DAM hace de las BSRs útiles catalizadores en el tratamiento del DAM y 

otros materiales contaminados con metales (Steed et al., 2000).Una característica 

importante de las BSRs es que si bien son anaeróbicas, presentan tolerancia a 

ambientes oxigenados, lo que mejora su disponibilidad en propósitos de remediación 

(Kolmert  et al., 1999).    

Tabla 5. Solubilidades de iones metálicos divalentes como sulfuros, mg/L, adaptado de Barnes et 

al., 1991. 

 

 

 

 

Las BSRs tienen un papel importante, especialmente en la remoción de metales  (Jalali 

& Baldwin, 1999;  Jong &  Parry, 2003; Tabak & Govind, 2003, Labrenz & Banfield, 

2003).  Las siguientes  características  permiten su uso en la biorremediación: 

 

• El producto de la reducción de sulfato, el sulfuro de hidrógeno, forma complejos 

insolubles de sulfuros metálicos que son fácilmente removidos de la solución. 

 

• La salinidad del agua se reduce cuando la cantidad de sulfato decrece. 

 

• La alcalinidad producida, da como resultado efluentes menos ácidos. 

 

• La precipitación de sulfuro es  efectiva en un amplio rango de pH. 

           (Kolmert et al., 1999)  

 

3.3          Precipitación de metales pesados con sulfuro biogénico 

 

El sulfuro biogénico es una valiosa herramienta biotecnológica  para la remoción de 

metales contaminantes de los efluentes mineros e industriales (Alvarez, 2005).Este 

proceso envuelve dos pasos 1) producción de sulfuro por BSRs, y 2) precipitación de 

metales por el H2S producido biológicamente (Foucher et al., 2001). 

 

 
         Zinc                 2  x 10-7 
        Cadmio            1 x 10-9 
        Cobre               1 x 10-14 
        Cobalto            1 x 10-8 
        Calcio               110      
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El sulfuro biogénico ha sido usado con éxito en la remoción de sulfatos y metales de 

los DAM’s (Kaksonen et al., 2003), y pueden también ser aplicables a la remoción de 

metales residuales de  aguas de desecho industrial. La reducción de sulfato y la 

precipitación de metales usando sulfuro biogénico puede ser aplicado en procesos  de 

un solo paso o de dos pasos. El tratamiento en un solo paso es una solución de bajo 

costo al problema del DAM; sin embargo no es viable si el agua a tratar es muy ácida, 

lo que puede causar inhibición microbiana (Hao, 2000). Tomando esto en cuenta, los 

metales pueden ser pre-precipitados antes del paso biológico reciclando el sulfuro 

contenido en el agua, o el gas conteniendo sulfuro (procesos en dos pasos) (Alvarez, 

2005). La separación de los procesos de producción de sulfuro biogénico y la 

precipitación de metales constituye la base del proceso patentado BioSulphide , la 

misma que ha sido probada en la mina de cobre Britania, en Canadá (Rowley et al., 

1997). 

 

El sulfuro de hidrógeno enlaza la mayoría de los iones metálicos pesados para formar 

precipitados insolubles no tóxicos a los microorganismos (Lyew & Sheppard, 2001). 

También puede usarse para la precipitación de iones metálicos  por burbujeo del gas a 

una solución contaminada con metales (Vogel, 1996; Hao, 2000). No obstante, el uso 

de sulfuro soluble mostró una eficiencia más alta en la remoción de metales que la 

alcanzada con el gas H2S (Bhagat et al., 2004). Los precipitados producidos  son 

generalmente sulfuros metálicos, pero en el caso de precipitación líquida 

sobrenadante, también precipitan complejos no identificados los que incluyen nitratos, 

cloruros o carbonatos (Bhagat et al., 2004). 

 

3.3.1 Reducción microbiana de sulfato 

 

El azufre constituye cerca del 1% de la masa seca de los organismos vivos. El  azufre 

celular se encuentra mayormente en estado reducido (-2), pero la mayoría del azufre 

en el medio ambiente esta en estado oxidado. Por lo tanto para ser biológicamente 

activo  el sulfato debe ser reducido  a sulfuro (H2S). Las plantas, hongos y la mayoría 

de las bacterias pueden reducir el sulfato a sulfuro (Roy & Trudinger, 1970). Esta vía 

metabólica se conoce como reducción asimilatoria del sulfato, proceso que requiere 

energía. En contraste, la reducción desasimilatoria de sulfato genera energía para el 

crecimiento y mantenimiento (Postgate, 1984). 
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La reducción de SO4
-2 a H2S es una reducción de 8 electrones y requiere pasos 

intermedios. El  ion sulfato estable debe activarse por medio del ATP. La enzima ATP 

sulfurilasa  cataliza la unión del ión sulfato al fosfato del ATP, dando lugar a  la 

formación de adenosina fosfosulfato (APS). En la reducción desasimilatoria de sulfato, 

el sulfato del APS es reducido por la enzima APS reductasa a sulfito (SO3
-2)  con la 

liberación de AMP. En la reducción asimilatoria, otro P  es añadido  al APS para formar 

adenosina fosfosulfato (PAPS), y entonces el sulfato es reducido. En ambos casos, el 

primer producto de la reducción de sulfato es el sulfito (SO3
-2), y el sulfuro se forma por 

acción de la enzima sulfito reductasa (Fig. 3) (Madigan et al., 2000). 

 

 
Figura 3. Esquema de la reducción asimilatoria y desasimilatoria de sulfato, adaptado de Madigan 

et al., 2000. 
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CAPITULO 4 
 

DIGESTIÓN ANAERÓBICA COMO MÉTODO DE TRATAMIENTO 
DE RESIDUOS AGRÍCOLAS 

  

4.1         Digestión anaeróbica  

 

La digestión anaeróbica es una fermentación  microbiana de oxígeno, da lugar  a una 

mezcla de gases (principalmente metano y dióxido de carbono), conocida como 

“biogás”, y una suspensión  acuosa o “lodo” que contiene los componentes difíciles de  

degradar y los minerales inicialmente presentes en la biomasa (Quispe et al., 2005). EI 

proceso anaerobio  ocurre de forma espontánea en la naturaleza para degradar la 

materia orgánica, produciendo, por ejemplo, el gas de los pantanos, el gas natural  de 

yacimientos subterráneos  o  el gas metabólico del estómago de los rumiantes. 

 

La materia prima preferentemente utilizable para someterla a este tratamiento es la 

biomasa residual, con alto contenido en humedad, especialmente los residuos 

orgánicos municipales, agrícolas y ganaderos. 

 

 
Figura 4.  Esquema de la degradación anaerobia de polisácaridos  constituyentes de la pared 

celular    de plantas y producción de H2S.����
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4.2         Desechos agrícolas 
 

Uno de los principales desechos agrícolas son los diferentes tipos de paja, los mismos 

son ricos en celulosa,  hemicelulosa lignina y xilanos,  materiales poliméricos 

extremadamente abundantes alrededor del mundo (Sun et al., 2005) El uso  de estos 

residuos agrícolas podría abrir nuevos mercados y mejorar la economía basada en la 

agricultura rural (Panthapulakkal et al., 2005).  

 

El uso de material de desecho agrícola tiene muchas ventajas como su abundancia y 

disponibilidad (Chun et al., 2004), baja densidad, propiedades altamente específicas, 

naturaleza no abrasiva, renovabilidad y  no causa daño al medio ambiente 

(Panthapulakkal et al., 2005). 

 

4.2.1 Composición de los desechos agrícolas 

 

Dependiendo de su naturaleza los desechos agrícolas presentarán cantidades 

variables en el contenido de celulosa, xilano y lignina (Tabla 6).  
 

Tabla 6. Composición de algunos  materiales lignocelulósicos (dados en porcentaje sobre la base 

de materia seca), adaptado de Sánchez (2005). 

 

     Biomasa lignocelulósica Celulosa Hemicelulosa      Lignina 

Paja de arroz 40 25 12 

Cascarilla de arroz 35 25 20 

Paja de trigo 30 50 20 

Paja de avena 41 16 11 

Madera 40-55 20-35 25-30 

Bagazo de caña de azúcar 40 24 25 

 

De una manera más detallada se describen a continuación las sustancias 

macromoleculares que componen los materiales lignocelulósicos. 

 

4.2.1.1  Celulosa 

 

La celulosa es el polisácarido natural más abundante (Castillo, et al., 2002) y el 

principal carbohidrato sintetizado por las plantas. Es un polímero de glucosa lineal 

unido por enlaces β-1-4, glucosídicos (Béguin & Aubert, 1994), la longitud de las 
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cadenas varía entre 100 y 14000 residuos (Hongpattarakere, 2002) y tiene una 

estructura  simple  primaria y  otra  compleja terciaria.  

 

Las  propiedades fisicoquímicas  de la celulosa son el  índice  o  grado  de  

polimerización, la cristalinidad y la porosidad. En las plantas superiores, la celulosa 

aparece en forma de microfibrillas en las paredes primarias y secundarias lo cual es el 

resultado de la formación de enlaces de hidrógeno entre las cadenas, que se orientan 

en dominios cristalinos paralelos altamente ordenados y “salpicados” por regiones 

amorfas más desordenadas (Béguin & Aubert, 1994). El grado de cristalinidad de las 

microfibrillas de celulosa  depende de la fuente, edad, y pretratamiento del material del 

que provenga  (González et al., 2004). 

 

En la naturaleza la mayoría de la celulosa es degradada aeróbicamente, solo entre un 

5-10% se degrada de forma anaeróbica (Galler & Winter, 2005). Su hidrólisis 

enzimática requiere de la acción de las endo y exoglucanasas.  

 

La endoglucanasa actúa al azar y produce oligosácaridos con cadenas de longitud 

variable. La celobiobiohidrolasa solo ataca a los polímeros de extremo no reductor. Los 

disacáridos formados son finalmente hidrolizados a glucosa por la β-glucosidasa 

(Hongpattarakere, 2002). La celulasa es una enzima compleja que se encarga de la 

degradación de la celulosa y consta de dos unidades importantes como mínimo: C-1, 

que rompe los enlaces de hidrógeno, liberando cadenas de glucosa susceptibles a una 

posterior hidrólisis, y C-X, que hidroliza estas cadenas hasta celobiosa y glucosa. Las 

celulasas parecen diferir en su capacidad para absorber el factor hidrolítico   (González 

et al., 2004).  

 

4.2.1.2   Xilano 

 

El xilano es el principal constituyente de la hemicelulosa de las paredes celulares de 

las plantas  (Sung-Taik & Lee, 1997)  y el segundo polisácarido más abundante en la 

naturaleza (Hongpattarakere, 2002), y junto a la celulosa forman más del 50% de la 

biomasa total de las plantas (Sá Pereira et al., 2003).  Es abundante  en residuos 

agrícolas como tallos de maíz, vainas y pajas de cereales, pudiendo representar del 

15-30% de los residuos. La forma en que se asocia con la celulosa podría ser 

explicada por su capacidad para ser comprimido entre grupos íntimamente asociados 

en los que podría ocupar espacios en lugar de la celulosa. 
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El xilano es un polisácarido que aparece casi en todas las plantas y que es insoluble en 

agua, soluble en solución alcalina, hidrolizado con facilidad y levógiro. Los xilanos son 

heteroglicanos ramificados con un esqueleto de residuos de xilanopiranosa unidos por 

enlaces  β.  El xilano aparece enredado en la fibra de celulosa aunque no es un 

componente de la región micelar cristalina (González et al., 2004). 

 

La degradación completa del xilano requiere de la acción de varias enzimas. Las 

xilanasas ó O-glucosido hidrolasas, son enzimas que hidrolizan los enlaces 

glucosídicos  entre dos o más carbohidratos, o entre un carbohidrato y un no 

carbohidrato. Las endo-β-1,4-xilanasas, β-1,4-xilosidasas, y las exoxilanas son enzimas 

capaces del rompimiento de cadena de los principales grupos glicosilo (Sá Pereira, et 

al., 2003).  

 

4.2.1.3    Lignina 
 

Después  de  la  celulosa  es  el polímero más  abundante  en  el mundo  vegetal  y  su 

función  es  asegurar   protección  contra  la   humedad   y   los  agentes  atmosféricos 

además de actuar como elemento aglomerante de las fibras. La lignina es un polímero 

tridimensional fenólico (Voet & Voet, 2000).  El término lignina no se refiere a un 

compuesto simple,  bien definido, sino es un término colectivo que engloba a una serie 

de compuestos estrechamente relacionados (González et al., 2004). 

 

Las ligninas han sido clasificadas en lignina nuclear o central y lignina no nuclear 

(Lapierre, 1993). La lignina nuclear representa el principal polímero de lignina (Van 

Soest, 1994), y consiste en un polímero fenilpropanoide altamente condensado 

(Lapierre, 1993). En cambio, la lignina no nuclear consiste en fenoles de bajo peso 

molecular (p.ej. p-coumárico, ácido ferúlico, y sus dímeros). Los ácidos fenólicos 

pueden estar ligados a la lignina nuclear, a los polisacáridos, o a ambos en la pared 

celular de las plantas (Lapierre, 1993). 

 

La lignina puede ser degradada por  microorganismos, aunque en una tasa muy baja. 

Los mohos han demostrado ser los más eficientes  debido  a  que producen las 

principales enzimas envueltas en la degradación de la celulosa, así como fenol 

oxidasas que oxidan los monómeros de fenil propano de la lignina (Enfors & 

Häggström, 2000). 
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CAPITULO 5 
 

OBJETIVOS 
 

5.1       Objetivo general 

 

• Determinar la precipitación de sulfuros metálicos mediante el uso de H2S 

biogénico producido a partir de la degradación anaeróbica de material 

celulósico y xilanósico. 

 
 
 
5.2       Objetivos específicos 
    

• Comparar  la  producción  de  H2S biogénico en cultivos en batch anaeróbicos  

a través de la degradación de diferentes sustratos celulósicos y xilanósicos:  

paja de trigo (Triticum graminae), de avena (Avena sativa), de quinua 

(Chenopodium quinua willdenow), paja   brava (Festuca Orthophylla), cascarilla 

de arroz  (Oryza sativa) y hojas secas de Ulmus pumila. 

 

• Determinar la hidrólisis anaeróbica de distintos materiales crudos celulósicos  y  

xilanósicos  a  través de  la  actividad enzimática. 

 

• Seleccionar el mejor sustrato a través de la producción óptima de H2S y la 

reducción desasimilatoria de SO4
-2 

      

• Establecer un sistema continuo de mayor escala para la producción de H2S a 

partir de la hidrólisis anaeróbica del mejor sustrato seleccionado. 

 
• Establecer un sistema de precipitación de metales pesados empleando el H2S 

biogénicamente producido. 
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CAPITULO 6 
 

DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
 
6.1       Material y métodos 
        
6.1.1 Material biológico 
 
6.1.1.1 Consorcio microbiano 

 

Una muestra consistente en una mezcla de biomasa de algas y lodo fue colectada en 

las orillas de la laguna termal Chalviri (Temperatura = 45°C) (ver anexos) en Potosí, 

Bolivia. Para la colecta se usaron botellas de plástico llenadas hasta el tope para 

asegurar un mínimo espacio de aire, manteniéndose de esta manera bajos niveles de 

oxígeno. La muestra fué mantenida a 4�C hasta el momento de su uso.  El consorcio 

microbiano presente en dicha muestra fue denominado A10 y ha sido anteriormente 

estudiado comprobándose su capacidad de degradar celulosa y xilano y producir 

sulfuro de hidrógeno (Alvarez, 2005). 

 

6.1.1.2 Material celulósico y xilanósico 

 

Todo el material celulósico y xilanósico fue obtenido de desechos agrícolas 

provenientes de distintas locaciones geográficas de Bolivia, como material donado por 

personas particulares. 

  
6.2     Preparación del inóculo 
 

El consorcio microbiano A10 fue activado en  medio  Postgate C modificado (Postgate, 

1984) (ver anexos) diferentes empleando la técnica modificada de Hungate (1969) (Fig. 

5). En un matraz  erlenmeyer  de 500 mL  de capacidad fueron colocados 400 mL de 

medio Postgate C modificado y 8 g de  paja de trigo previamente autoclavada (como 

soporte de la biomasa y donador de electrones), como agente reductor se agregó 0.8 

mL de tioglicolato de sodio al 2%, el pH fue ajustado con KOH al 20% a 7.5. 

Posteriormente se saturó la atmósfera con N2 y se  inoculó 8 mL del consorcio 

microbiano A10.  El cultivo batch se estableció en condiciones de temperatura 

ambiente durante un tiempo de 30 días.  
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6.3       Condiciones de cultivo 

 

6.3.1      Cultivo batch 

 

Para comparar la utilidad de los diferentes sustratos xilanósicos y celulósicos se 

establecieron 6  sistemas de cultivo anaeróbico en batch (en duplicado) utilizando la 

técnica  modificada de Hungate (Fig. 5). Los cultivos anaeróbicos en batch se  

montaron en matraces erlenmeyer de 500 mL de capacidad conteniendo 400 mL de 

medio Postgate C modificado  y 40 g de uno de los siguientes sustratos previamente 

autoclavados: paja de trigo (Triticum graminae),  paja de avena (Avena sativa), paja de 

quinua (Chenopodium quinua willdenow), paja brava (Festuca orthophylla), cascarilla 

de arroz (Oryza sativa)  u hojas secas de Ulmus pumila.  Los sistemas se inocularon 

con 8 mL de consorcio A10, previamente activado. Las conecciones fueron selladas 

con silicona y la atmosfera interna fue desplazada con N2 para asegurar las 

condiciones anaeróbicas. Al sistema se conectaron una jeringa de 10 mL para la toma 

de muestras   y una bolsa colectora de gas para evitar la sobrepresión del sistema (Fig. 

5). 

 
Figura 5.  Esquema del sistema  anaeróbico utilizado para la activación, establecimiento de las 
cepas  y en los cultivos batch iniciales del presente estudio. (Técnica de Hungate, 1969). 
 

 

6.3.2      Cultivo continuo  

 

Para el escalado del proceso se  armaron cuatro  biorreactores de lecho empacado en 

frascos de vidrio de 3500 mL de  capacidad (3 de prueba y un control), estos fueron 

empacados con 200 g de paja de trigo previamente autoclavada, se agregó 2500 mL 
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de medio Postgate C modificado previamente autoclavado y regulado a pH 7.5. Los 

tubos de conexión de tygon fueron sellados con silicona para asegurar las condiciones 

anaeróbicas. En el biorreactor 1 se usó un inóculo de 250 mL del cultivo previamente 

activado. Los biorreactores 2 y 3 fueron inoculados con 250 mL del biorreactor 1. El 

flujo de los  biorreactores 0.17 mL/min en una primera etapa (A) y 0.1 mL/min (B) se 

mantuvo constante mediante bombas peristálticas de un canal (Cole Parmer) 

manteniendo así la Dilución (D) en las diferentes etapas del cultivo (D= 0.1 d-1 y  0.06 d-

1) (Fig. 6). 

 

El cambio de carga orgánica en el  biorreactor 1 se realizó después de un tiempo de 

residencia de 180 días,  manteniendo un 30% del lodo activado. No se realizó cambio 

de carga orgánica en  los bioreactores 2 y 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Diagrama esquemático del biorreactor anaeróbico de lecho empacado usado en el   
               estudio. 
 
6.4       Trampa de  precipitación de metales pesados 
 

El  proceso  de  precipitación de metales pesados empleando  H2S biogénicamente 

producido se llevó a cabo en una trampa de vidrio de 300 mL  de capacidad,  

construida con láminas de vidrio de grosor mediano. Una cámara de precipitación 

separada  favorecía la sedimentación del sulfuro metálico (Fig. 7).                                                                          
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Figura 7. Trampa de precipitación de metales pesados para el tratamiento  con sulfuro de 
hidrógeno de origen biogénico (Diseño de Teresa Alvarez). 
 

Se prepararon efluentes artificiales que contenían algunos de los minerales explotados 

más representativos de la mina Bolívar. Los primeros ensayos se realizaron con 

soluciones de un solo metal: cobre, zinc o plomo a diferentes concentraciones. 

Ensayos posteriores se realizaron preparando mezclas a diferentes concentraciones de 

los 3 metales. Finalmente, se realizaron las pruebas con el efluente real de la mina 

Bolívar (ver tabla 6). Los efluentes artificiales y naturales se mantuvieron en constante 

agitación con agitadores magnéticos (Fisatom). 

 

Para lograr una mezcla  homogénea del sulfuro biogénico con el efluente de metales se 

conectó un tubo al rebalse del biorreactor y otro al matraz erlenmeyer (1000mL) con la 

solución de metales. En una primera etapa se tomaron diariamente 150 mL del rebalse 

y 150 mL del efluente, ambos se mezclaron en un tubo en espiral de tygon y fueron 

conducidos a la trampa de precipitación (Fig. 7), eliminando diariamente el contenido 

de la trampa. En una segunda etapa se tomaron 50 mL del rebalse y 50 mL del 

efluente, sin eliminar el contenido de la trampa. 

 

En la trampa de precipitación de metales se hicieron controles diarios de pH con un 

pHmetro (Hanna Instruments)  y del potencial redox (Eh) con un potenciometro de 

oxido-reducción sumergible (Cole Parmer). 

 

6.5         Toma de muestras 
 
Para las determinaciones analíticas  y  la determinación de precipitación de metales se 

tomaron diariamente 10 mL de muestra del biorreactor y 10 mL del rebalse de la 

trampa, utilizando jeringas de plástico, inmediatamente después de la toma, las 

muestras se filtraron a través de una membrana millipore de 0.45 µm, y posteriormente 

se realizaron los análisis respectivos. 
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6.6         Determinaciones analíticas 
 
6.6.1      Determinación de  sulfuro de hidrógeno (H2S)       
   
6.6.1.1   Ensayo de acetato de plomo  

 

Para determinar si las bacterias presentes en el cultivo producían sulfuro de hidrógeno 

por reducción de sulfato,  se colectó con una jeringa de 50 mL una fracción de la fase 

gaseosa y se esparció  sobre  una tira de papel filtro empapada en acetato de plomo al 

10%.  Una mancha marrón oscuro indica que el H2S esta siendo producido de acuerdo 

a la siguiente reacción: 

                                                       
Este ensayo es usado como un control cualitativo de  la producción de sulfuro de 

hidrógeno (Batziris et al., 1999).          

 

6.6.1.2   Método turbidimétrico 

 

El sulfuro disuelto fue medido inmediatamente para prevenir su oxidación, para esto se 

utilizó el método descrito por Cord-Ruwish (1995). A una cubeta con 1950 µL de 

reactivo de cobre se añadió 50 µL de muestra (filtrada por 0.45 µm), se agitó 

manualmente y se leyó en espectrofotómetro (Cintra 5, GBC Scientific), a 480 nm. El 

blanco consistió de 1950  µL de reactivo de cobre y 50 µL de ácido clorhídrico 50 mM. 

Cada muestra fue analizada por triplicado y el valor promedio de la absorbancia fue 

usado para calcular la concentración de H2S.  La curva de calibración fue lineal a 480 

nm hasta una absorbancia de 0.6094  correspondiendo a una concentración de 50 mM. 

 

6.6.2      Determinación de sulfato 

 

La concentración de sulfato  fue determinada empleando el método  turbidimétrico 

descrito por Kolmert et al (2000). En este método en un tubo de ensayo con  1 mL de 

reactivo condicionante se añadió 1 mL de muestra (previamente filtrada con filtro de 

poro  0.45 µm) y  se mezcló vigorosamente. Se añadió aproximadamente 60 mg de 

cloruro de bario, se mezcló en vortex (Maxi mixer) durante 30 segundos y se leyó en 

espectrofotómetro (Cintra 5, GBC Scientific) a 420 nm. El blanco consistió de 2 ml de 

reactivo condicionante con 60 mg de cloruro de bario. Las muestras fueron diluidas 20 

Acetato de  Pb  + H2S PbS2  
 
(Coloración marrón  oscuro)                                                       
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veces para que los datos se encuentren determinados dentro de la linearidad de la 

curva estándar.  Cada muestra fue analizada por triplicado y el valor promedio de la 

absorbancia fue usado para calcular la concentración.  La curva de calibración fue 

lineal a  420 nm  hasta una absorbancia de 1.6 correspondiendo a una concentración 

de sulfato de 5 mM (ver anexos). 

 

6.6.3   Análisis de ácidos grasos volátiles (AGVs) 

 

6.6.3.1   Determinación de AGVs por HPLC 

 

El análisis de ácidos grasos volátiles fue analizado por HPLC, como es descrito por  

Parawira  et al. (2004). 

 

Se recolectó 2 mL de muestra tres veces por semana de cada uno de los biorreactores, 

se filtraron por una membrana millipore de 0.45 µm y se las mantuvo a -20�C hasta el 

momento del análisis. La concentración individual de AGVs fue determinada usando 

cromatografía liquida de alta resolución HPLC (Star 900, Varian), con una columna 

Biorad, Cat 125-0115 para el monitoreo de la fermentación. La temperatura de la 

columna fue de 65°C, se usó ácido sulfúrico (1mM) como fase móvil y el flujo del 

líquido fue de 0.8 mLmin-1.  

 

6.6.4       Determinación de la actividad enzimática  

 

La actividad de las diferentes enzimas envueltas en la hidrólisis de material xilanósico y 

celulósico fue analizada por una versión modificada del procedimiento del ácido 

dinitrosalicílico (DNS) según Miller (1959),  descrito por Alvarez et al. (2005). Usando 

como estándares  para las curvas de calibración glucosa y xilosa y como sustratos para 

la reacción enzimática carboximetil celulosa, p-nitrofenilglucopiranósido, xilano, p-

nitrofenilxilanopiránosido y almidón. 

 

Para  la determinación de la actividad enzimática a un tubo de ensayo con 1.5 mL de 

buffer (citrato para glucanasas y amilasas, y fosfato para xilanasas) se añadió 0.5 mL 

de muestra  (previamente centrifugada y filtrada  con filtro de poro  0.45 µm). Se incubó 

durante 1 hora a 50 oC y se añadió 3 mL de reactivo DNS, se incubó nuevamente A100 
oC durante 10 minutos, finalmente se añadió 5 mL de agua destilada y se leyó al 

espectrofótometro (Cintra 5, GBC Scientific) a 540 nm. Para el control se siguieron los 



 

Georgina Aurelia Chávez Lizárraga  36 

mismos pasos salvo la enzima (muestra tal cual) que se añadió después de la 

incubación a 50 oC. El blanco consistió de 1.5 mL de buffer, 0.5 mL de sustrato, 3 mL 

de reactivo DNS y 5 mL de agua destilada. 

 

Las actividades enzimáticas se determinaron restando la absorbancia del tubo control 

al test, y ejecutando este valor en la ecuación de la recta, proveniente de la curva de 

calibración (ver anexos). 

 

ABS real = ABS test-ABS control 

 

Una unidad de actividad enzimática fue definida como la cantidad de enzima requerida 

para liberar 1 µmol/min de azúcar reductor expresado como equivalentes de glucosa o 

xilosa. 

 

6.6.5      Determinación de la concentración de metales pesados 

 

Para la determinación de la concentración de metales las  muestras fueron tratadas 

como es descrito por Pott y Mattiason (2004). Se tomaron 10 mL de muestra de la 

trampa de precipitación,  las muestras se filtraron  usando filtros millipore de poro  0.45 

µm para remover los desechos celulares y metal precipitado. Las muestras filtradas  

fueron tratadas con peróxido de hidrógeno 3.5% v/v para oxidar el sulfuro remanente y 

detener la reacción de precipitación. Después del tratamiento con peróxido toda la 

noche, se añadió ácido nítrico concentrado  y se almacenaron las muestras a 4ºC 

hasta el día del análisis. Los recipientes para el almacenamiento de muestras fueron 

remojados en HNO3 al 1% toda la noche, enjuagados con agua ultra pura y secados al 

medio ambiente antes de su uso. 

 

La concentración de metales pesados fue cuantificada por el método de llama 

Absorción Atómica como es descrito por Drury (1999). 

 

Se prepararon soluciones estándar  de cada uno de los elementos a determinarse (Cu, 

Pb y Zn). Se establecieron las curvas de calibración de cada metal y se leyeron las 

muestras en el espectrofotómetro de absorción atómica (AAnalyst 100, Perkin Elmer), 

utilizando oxígeno como gas oxidante y acetileno como gas combustible. 
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CAPITULO 7 
 

RESULTADOS 
 

7.1         Cultivos batch 

 

7.1.1      Actividad enzimática 

 

En la figura 8 se observa la actividad de las endoxilanasas y exoxilanasas en los 

cultivos batch que contienen distintos sustratos de origen celulosico y xilanosico, 

inoculados con el consorcio A10.  
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Figura 8.  a)  Actividad   enzimática   de  Endoxilanasa   b)  Actividad   enzimática    de ββββ-xilosidasa 
en los cultivos batch montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos. El tiempo 
de experimentación fue de 30 días. 
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En la figura 9 se observa la actividad de las endoglucanasa y exoglucanasas en los 

cultivos batch que contienen distintos sustratos de origen celulosico y xilanosico, 

inoculados con el consorcio A10.  
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Figura 9.  a)  Actividad   enzimática   de Endoglucanasa  y   b)  Actividad   enzimática    de ββββ-
glucosidasa en los cultivos batch montados con los diferentes materiales celulósicos y 
xilanósicos. El tiempo de experimentación fue de 30 días. 
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7.1.2      Producción de sulfuro de hidrógeno y  reducción de sulfato  

  

En la figura 10 se observa  el comportamiento del consorcio respecto a la reducción de 

sulfato en el medio en los cultivos batch montados con los distintos sustratos  y la 

producción de  H2S. La producción de H2S comienza alrededor de la segunda semana. 

Se evidencia también que la mayor reducción de sulfato  se da en el cultivo batch en el 

que se utilizó como sustrato paja de trigo. 
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Figura 10.  a)  Producción   de  sulfuro  de  hidrógeno  y   b) Sulfato reducido  por  el consorcio A10 
en los cultivos batch montados con los diferentes materiales celulósicos y xilanósicos. El tiempo 
de cultivo fue de  30 días. 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Días)

S
ul

fa
to

 r
ed

uc
id

o 
 [m

M
]

Paja trigo Paja avena Paja brava
Paja quinua Cascarilla arroz Hojas secas



 

Georgina Aurelia Chávez Lizárraga  40 

 
 
7.2         Cultivo continuo 

 

Un resumen de las condiciones de los biorreactores inoculados con el consorcio A10 

se presenta en la tabla 6. La tabla muestra un promedio de las concentraciones 

iniciales y finales de sulfato y un promedio de la producción de sulfuro. El tiempo de 

cultivo fue de 365 días. El volumen de los  biorreactores fue de 2500 mL. 

 

 

Tabla 7. Condiciones de los biorreactores durante el tiempo de cultivo  
 
 

 
Biorreactor 

 
Condición 

 
Dilución 

(d-1) 

 
TRH 
(días) 

SO-2
4 

inicial  
(mM) 

SO-2
4 

Reducido  
Promedio 

(mM) 

SO-2
4 

% 
Remoción 

(mM) 

H2S 
Promedio 
Producido 

( mM) 
1* A 0.1 10 32 7.90 25     10.49 

 B 0.06 16.67 32 12.36      39  3.61 

2 ---- 0.06 16.67 32 9.82 31  3.59 

3 ---- 0.06 16.67 32      9.57 30       4.49 

 
* Recambio de carga orgánica a los  180 días 
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7.2.1   Producción de sulfuro de hidrógeno y  reducción de sulfato 

 

En la figura 11 se observa el comportamiento del biorreactor 1 respecto a la producción 

de sulfuro de hidrógeno, y la concentración de sulfato reducido. Este cultivo se 

mantuvo en batch hasta el día 30, una vez establecido el cultivo batch, se empezó con 

el cultivo continuo, en el que distinguimos  dos fases: 

 

A: Cultivo continuo, período en el que se comienza la alimentación con  250 mL de 

medio Postgate C modificado; dilución  D=0.1 d-1, parámetros constantes durante 9 

tiempos de retención (90 días)  Se registró una producción máxima  de H2S de 25 mM. 

  

B: Cultivo continuo, con un flujo de alimentación de 150 mL/día de medio Postgate C 

modificado y dilución  D =0.06 d-1, parámetros constantes durante 15 tiempos de 

retención. Se registró una producción máxima de H2S de  6.2 mM. 

 

Cambio de carga orgánica,  después de un tiempo de residencia de 180 días, se 

recambió la carga orgánica, para lo cual se reemplazó el 70% del contenido de paja del 

biorreactor.  
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Figura 11. Biorreactor 1. Producción de sulfuro de hidrógeno biogénico a partir de material 
xilanósico -paja de trigo usando consorcio bacteriano A10 y concentración de sulfato reducido. 
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Los biorreactores 2 y 3 se pusieron en marcha cinco meses después del 

establecimiento del primer biorreactor. Después de mantener las condiciones en batch 

por 30 días se estableció el cultivo continuo. El flujo de alimentación fue de 150 mL/día 

de medio Postgate C, la velocidad de crecimiento fue de 0.06 d-1. La producción 

máxima de H2S de los biorreactores 2 y 3 fue de 24 mM  y 8.2 mM respectivamente. 

Las líneas punteadas indican una segunda etapa de cultivo batch (120 días). En los 

biorreactores 2 y 3 no se recambió la carga orgánica. 
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Figura 12. a) Biorreactor 2. b) Biorreactor 3. Producción de Sulfuro de hidrógeno biogénico a partir 
de material xilanósico-paja de trigo usando consorcio bacteriano A10 y concentración de sulfato 
reducido. 
 

a) 
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7.2.2       Producción de AGVs 
 

Los principales ácidos grasos producidos durante la hidrólisis de la paja de trigo son el 

ácido acético y el ácido propiónico (Fig.13). Notése la relación directamente 

proporcional del consumo de estos ácidos por el consorcio microbiano A10 y el 

aumento de la producción de H2S. 
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Figura 13. Relación entre la producción de AGVs y la producción de sulfuro biogénico en el 
biorreactor 1.  
 

7.2.3   Actividad enzimática 

 

La actividad enzimática de Endoglucanasa, β-glucosidasa, Endoxilanasa, β-xilosidasa 

(datos no mostrados) fue monitoreada durante 60 días en el biorreactor 1, alcanzando 

una actividad máxima el día 24 con 0.07 UI/mL. 
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7.2.4    pH y producción de sulfuro de hidrógeno 

  

La figura 14 muestra la relación  entre el pH y la producción de H2S en los 

biorreactores 1, 2 y 3 durante el tiempo de cultivo. Después de la segunda etapa batch 

se observa un aumento del pH de los biorreactores 2 y 3. 
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Figura 14. a,  b y c. Relación entre la producción de sulfuro y el pH del medio en los biorreactores 1, 
2 y 3. 
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7.3        Precipitación de metales pesados 
 

La tabla a continuación muestra las concentraciones usadas de cada uno de los 

metales analizados antes y después del tratamiento con sulfuro biogénico. Los 

resultados son reportados como el promedio de  porcentajes de ión metálico removido 

durante el tiempo de experimentación (6 o 7 días) en rangos de concentración 

variables, con H2S biogénico y las desviaciones estándar son reportadas en paréntesis.  

 
Tabla 8. Precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)   con sulfuro biogénico producido a partir de la 
hidrólisis anaeróbica de material xilanósico y celulósico 

 
 
 

Metal Efluente Concentración 
mg/ L 

Promedio 
remoción % 

Promedio H2S 
en el 

biorreactor 
(mM) 

Promedio H2S 
en la 

Trampa 
(mM) 

Artificial 
de  un 
solo   

metal 

          4.33 
          6.25 
          9.13 
        12.11 

  69.49  (± 2.17) 
  73.40  (± 6.36) 
  75.75  (± 2.75) 
  71.92  (± 1.29) 

    6.89 (± 8.02) 
    5.57 (± 0.80) 
 11.85   (± 8.49) 
   1.50  (± 0.89) 

 3.09 (± 6.34) 
 2.65 (± 0.62) 
 0.66 (± 0.83)       
 0.20 (± 0.51) 

 
Artificial 

mezcla de 
metales 

          2.12 
          8.22 
          8.31 
        12.10 

  78.35  (± 3.21) 
  88.46  (± 1.58) 
  88.91  (± 1.44) 
  79.92  (± 2.81) 

   5.64  (± 0.29) 
   0.72  (± 0.23) 
   2.41   (± 0.83) 
   6.11  (± 0.68) 

  2.73 (± 0.67) 
  0      (± 0)      
  0.32 (± 0.91) 

   2.11(± 0.59) 

 
 
 
 
 
Cu(II) 

 
Natural 

Mina 
Bolívar 

          0.36 
          0.48 
          0.52 
          0.53 

  91.50  (± 5.02) 
  91.46  (± 2.17) 
  97.19  (± 1.12) 
  87.79  (± 1.91) 

   8.95  (± 1.95) 
   3.71  (± 2.05) 
   7.67  (± 0.35) 
   2.95  (± 1.46) 

  0.51 (± 0.26) 
  2.60 (± 1.51) 
  1.13 (± 0.78) 
  0.39 (± 0.67) 

  Artificial 
de  un 
solo   
metal 

          0.89 
          1.72   
          5.14 
          8.30 

  57.70  (± 14.85) 
  73.28  (± 14.53) 
  73.50   (± 2.13) 
  72.96   (± 3.27) 

   3.93  (± 3.29) 
   4.53   (± 0.30) 
   3.50   (± 3.24) 
   2.41   (± 1.53) 

  0.4   (± 0.95) 
1.51 (± 0.1) 

   0      (± 0)      
   0      (± 0)      

 Artificial 
mezcla 

de 
metales 

          0.98 
          2.81 
          4.39 
          5.99 

  100      (± 0) 
  83.95   (± 8.84) 
  88.31   (± 5.86) 
  88.20   (± 6.08) 

   5.64  (± 0.29) 
   0.72  (± 0.23) 
   2.41  (± 0.83) 
   6.11  (± 0.68) 

  2.73 (± 0.67) 
   0      (± 0)      
  0      (± 0)      
  2.11 (± 0.59)      

 
 
 
 
 
Pb(II) 

 
Natural 

Mina 
Bolívar 

          0.13 
          0.22 
          1.50 
          1.94 

  100      (± 0)  
  99.60   (± 1.02) 
  70.59   (± 8.16) 
  79.51   (± 3.65) 

   8.95  (± 1.95) 
   7.67  (± 0.35) 
   3.71  (± 2.05) 
   2.95  (± 1.46) 

  2.81 (± 0.71)   
 1.23 (± 0.17)   
 0.57 (± 1.04)  
 1.03 (± 0.95) 

  Artificial 
de  un 
solo   
metal 

          5.26 
          6.13 
        11.88  
        14.05 

  95.47   (± 1.12) 
  97.48   (± 0.97) 
  98.26   (± 0.72) 
  97.28   (± 0.67) 

   0.89   (± 1.54) 
   4.67  (± 0.5) 
   3.13  (± 0.3) 
   2.58   (± 1.94) 

 0      (± 0)     
 2.16 (± 0.45) 
 1.61 (± 0.27) 
 1.01 (± 0.60) 

Artificial 
mezcla 

de 
metales 

          3.16 
          7.50 
          8.83 
        11.00 

  94.11   (± 1.24) 
  98.78    (± 1.51) 
  96.91   (± 1.05) 
  86.62   (± 0.29) 

   5.64  (± 0.29) 
   2.41   (± 0.83) 
   0.72  (± 0.23) 
   6.11  (± 0.68) 

 2.73 (± 0.67) 
   0     (± 0)      
  0     (± 0)      
 2.11 (± 0.60) 

 
 
 
 
 
Zn(II) 

 
Natural 

Mina 
Bolívar 

          7.20 
        12.50 
        12.56 
         85.06 

  90.52    (± 2.92) 
  98.90   (± 0.05) 
  91.88   (± 1.80) 
  99.80   (±0.07) 

   3.71   (± 2.05) 
   8.95   (± 1.95) 
   2.95   (±1.46) 
   7.67   (± 0.35) 

0.47  (± 0.71) 
2.69  (± 1.51) 
2.11  (± 1.17) 
0.59  (± 0.24) 
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7.3.1       Precipitación de metales en efluente artificial de un solo metal 
 
7.3.1.1    Precipitación de cobre 
 
En las figuras 15 y 16  se observa la precipitación de distintas concentraciones de Cu 

(II)  con H2S biogénicamente producido proveniente de los tres biorreactores descritos 

anteriormente. Las concentraciones usadas de este elemento fueron 0.069, 0.098, 0.14 

y 0.19 mM (433, 6.25, 9.13 y 12.11 mg/L). 
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Figura 15. Concentración de Cu (II) en efluente artificial antes y después del tratamiento con H2S 
biogénico. 
 
 

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4 5
Tiempo (Días)

%
 R

em
oc

ió
n 

de
 C

u 
(II

)

% Remoción Cu (II) 0,069 mM % Remoción Cu (II) 0,098 mM
% Remoción Cu (II) 0,14 mM % Remoción Cu (II) 0,19 mM

 
 
Figura 16. Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de Cu (II) en efluente artificial. 
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7.3.1.2   Precipitación de plomo  
 

En las figuras 17 y 18  se observa la precipitación de distintas concentraciones de Pb 

(II)   con H2S biogénicamente producido proveniente de los tres biorreactores descritos 

anteriormente. Las concentraciones de Pb (II)  usadas en esta fase del experimento 

fueron  0.0043, 0.0083, 0.025, 0.040 mM (0.89, 1.72, 5.14 y 8.30 mg/L). 
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Figura 17. Concentración de  Pb (II)   en efluente artificial antes y después del tratamiento con H2S 
biogénico. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de Pb (II)  en efluente artificial. 
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7.3.1.3    Precipitación de zinc 
 
En las figuras 19 y 20   se observa la precipitación de distintas concentraciones de Zn 

(II)  con H2S biogénicamente producido proveniente de los tres biorreactores descritos 

anteriormente. Las concentraciones de Zn (II) usadas fueron  0.08, 0.093, 0.1817, y 

0.214 mM (5.26, 6.13, 11.88 y 14.05 mg/L). 
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Figura 19. Concentración de  Zn (II) en efluente artificial antes y después del tratamiento con H2S 
biogénico. 
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Figura 20. Porcentaje de remoción de las diferentes concentraciones de Zn (II) en efluente artificial. 
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7.3.2       Precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) en efluente artificial 
 
En la figura 21 se observa la precipitación del efluente artificial de Cu (II), Pb (II) y Zn 

(II) a diferentes concentraciones.  
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Figura 21. Precipitación de metales de efluente artificial con diferentes concentraciones después del 
tratamiento con sulfuro biogénico de los 3 biorreactores. Notése la escala logarítmica en c y d. a) Cu 
(II)=0.128, Pb (II)=0.021, Zn (II)=0.115 mM, b) Cu (II)=0.033, Pb (II) =0.005, Zn (II) =0.048 mM, c)  Cu (II)=0.12, 
Pb (II)=0.0135, Zn (II)=0.135 mM y d)  Cu (II)=0.19, Pb (II)=0.029, Zn (II)=0.168 mM. 
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Los porcentajes de remoción de las diferentes concentraciones de Cu (II), Pb (II) y Zn 

(II)  en los efluentes artificiales se aprecian en la figura 22. La remoción de cobre 

estuvo dentro de un rango de 73% a 99%, el plomo tuvo una remoción entre el 72% al 

100%, el zinc fue removido entre el 92% al 100%.   
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 22. a,b,c, y d. Porcentaje de precipitación de cobre, plomo y zinc de efluentes artificiales en 
trampa de precipitación. Las concentraciones usadas fueron: a) Cu(II)=0.128, Pb(II)=0.021, 
Zn(II)=0.115 mM, b) Cu(II)=0.033, Pb(II) =0.005, Zn(II) =0.048 mM, c)  Cu(II)=0.12, Pb(II)=0.0135, 
Zn(II)=0.135 mM y d)  Cu(II)=0.19, Pb(II)=0.029, Zn(II)=0.168 mM.  
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7.3.3       Precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) en efluente natural 
 
En la figura 23 se observa la precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)  en el efluente de 

la mina Bolívar. La diferencia en concentraciones es debida a un proceso de filtración 

previo al que fue sometido una parte de las muestras y al lugar de colecta (bocamina 

y/o escorrentía).  Obsérvese el uso de escala logarítmica en los diferentes gráficos. 
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Figura 23. Precipitación de metales de efluente  de la mina Bolívar después del tratamiento con 
sulfuro biogénico. a) Cu(II)=0.0084, Pb(II)=0.0094, Zn(II)=0.192 mM, b) Cu(II)=0.0076, Pb(II) =0.0093, 
Zn(II) =0.192 mM, c)  Cu(II)=0.191, Pb(II)=0.029, Zn(II)=0.168 mM y d)  Cu(II)=0.0083, Pb(II)=0.0093, 
Zn(II)=1.3 mM. 
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La remoción de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)  en el efluente de la mina Bolívar se aprecia en 

la figura 24. El porcentaje de remoción de cobre estuvo dentro de un rango de 77% a 

99%, el plomo tuvo una remoción entre el 73 % al 100%, y el zinc fue removido entre 

el 86% al 100%.   
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Figura 24. a,b,c, y d. Porcentaje de precipitación de cobre, plomo y zinc de efluente de la mina 
Bolívar . Las concentraciones usadas fueron: a) Cu(II)=0.0084, Pb(II)=0.0094, Zn(II)=0.192 mM, b) 
Cu(II)=0.0076, Pb(II) =0.0093, Zn(II) =0.192 mM, c)  Cu(II)=0.191, Pb(II)=0.029, Zn(II)=0.168 mM y d)  
Cu(II)=0.0083, Pb(II)=0.0093, Zn(II)=1.3mM. 
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Las figuras a continuación  muestran el comportamiento de los metales del efluente de 

la mina Bolívar no tratado. Se usó  escala logarítmica en la figura 25. 
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Figura 25. Control. Comportamiento del efluente de la mina Bolívar   Cu (II)=0.0083, Pb (II)=0.0093, 
Zn (II)= 1.3 mM. No hubo producción de H2S durante el tiempo de experimentación (6 días). 
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Figura 26. Porcentaje de remoción de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) en el efluente de la mina Bolívar: Cu 
(II)=0.0083, Pb (II)=0.0093, Zn (II)=0.11 mM. 
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7.3.4      Precipitación de metales, potencial redox y pH 
 
7.3.4.1   Relación del  potencial redox, pH y precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) 
en efluente artificial 
 

La figura 27 muestra la variación del potencial redox (Eh) durante la precipitación de 

metales (Cu (II), Pb (II) y Zn (II)) del efluente minero artificial. La determinación del Eh 

se realizó tres veces por día. Como se observa en la figura, se produce un cambio 

drástico en el potencial redox al ser mezclado el efluente minero artificial (∼ 200 mV) y 

el H2S producido biogénicamente, descendiendo a valores aproximados a -250 mV, 

registrados en la trampa de precipitación. Las concentraciones de sulfuro en la trampa 

brindan una aproximación de la concentración de sulfuro requerida para la 

precipitación. Se produce a su vez  una variación del pH al mezclarse la solución de 

metales (pH∼5.5) y el   H2S del biorreactor (pH∼6.3), incrementándose a valores 

aproximados a pH 7 registrados en la trampa de precipitación. Las precipitaciones de 

Cu (II) Pb (II) y Zn (II)  estuvieron en un rango entre el 88 y 98 %.  Un comportamiento  

similar se observó con los diferentes efluentes artificiales en mezcla y  de un solo 

metal. 
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Figura 27. Variación del  pH y potencial redox (mV), durante la precipitación de metales (Cu (II), Pb 
(II) y Zn (II)) del efluente minero artificial y concentración de H2S en el biorreactor de hidrólisis-
sulfurogénesis (A= condiciones iniciales) y en la trampa de precipitación (B= después del 
tratamiento con sulfuro biogénico). Las concentraciones de los metales en el efluente artificial 
fueron  Cu (II)=0.128, Pb (II)=0.021 y Zn (II)=0.115 mM. 
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7.3.4.2  Relación del potencial redox y precipitación de Cu (II), Pb (II) y Zn (II) en 
efluente   natural 
 

En la figura  28 se observa la variación del potencial redox (Eh) durante la 

precipitación de metales (Cu (II), Pb (II) y Zn (II)) del efluente minero de la mina 

Bolívar. La concentración de sulfuro corresponde a mediciones realizadas en el 

biorreactor (A) y en la trampa de precipitación (B). Se observa un cambio drástico en el 

potencial redox al ser mezclados, el efluente minero  (∼ 250 mV) y el H2S biogénico, 

descendiendo a valores aproximados a -200 mV, registrados en la trampa de 

precipitación. Se produce además una variación del pH al mezclarse el efluente minero 

(pH∼2.3) y el H2S proveniente del biorreactor  (pH∼7). Luego de la precipitación de 

metales en la trampa de precipitación se registra un pH aproximado a 4.8. Las 

precipitaciones de Cu (II), Pb (II) y Zn (II)  estuvieron en un rango entre el 94 y 100 %.  
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Figura 28. Variación del potencial redox (mV), durante la precipitación de metales (Cu (II), Pb (II) y 
Zn(II)) del efluente de la mina Bolívar  y concentración de sulfuro de hidrógeno en el biorreactor de 
hidrólisis-sulfurogénesis (A= condiciones iniciales) y en la trampa de precipitación (B= después 
del tratamiento con sulfuro biogénico). Las concentraciones de los metales en el efluente natural  
fueron  Cu (II)=0.0083, Pb (II)=0.0093, Zn (II)=1.3mM 
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CAPITULO 8 
 

DISCUSIÓN 
 

8.1          Cultivos batch  

 

8.1.1       Actividad enzimática  

 

La matriz orgánica de los residuos agrícolas está constituída principalmente por xilano 

(hemicelulosa), celulosa y lignina en proporciones variables de acuerdo a la especie 

vegetal. Debido a que las BSR requieren moléculas simples como fuente de carbono y 

energía (Logan et al., 2005), la degradación o hidrólisis de esta matriz es esencial para 

brindar moléculas fácilmente asimilables por estas bacterias.  

 

Generalmente los consorcios microbianos estan constituídos por bacterias que 

presentan capacidades metabólicas diversas, siendo factible la degradacion de 

polímeros complejos como ser celulosa y xilano entre otros. Debido a esta diversidad 

microbiana se puede optimizar la degradación de la materia orgánica en biorreactores 

(Kaksonsen, et al., 2004) con finalidades diversas tales como la producción de metano 

y H2S. El consorcio A10 empleado en el presente estudio, esta constituído por 

especies bacterianas pertenecientes a los géneros Clostridium  y δ-proteobacteria 

entre otros (Alvarez et al., 2005). 
 
Debido a la producción de enzimas por especies clostridiales presentes en el 

consorcio se establece la degradación de celulosa y hemicelulosa (Tang et al., 2004; 

Alvarez et al., 2005). 

 

El mecanismo endo de degradación enzimática del polisácarido se produce de manera 

aleatoria; en las primeras etapas, las enzimas unidas al sustrato causan rupturas 

múltiples en el polisácarido y producen fragmentos más cortos, que servirán como 

sustrato para la degradación exo (Morales et al., 2005). En el presente trabajo se 

puede observar este fenómeno cunado se utilizan como sustratos los seis residuos 

agrícolas usados en este estudio (Fig. 8 a, b y 9 a, b). 

 

Como se observa en la figura 8 a, la  actividad enzimática de la endoxilanasas es 

mayor cuando se utiliza como sustrato paja de avena y paja de quinua, sin embargo la 

hidrólisis enzimática lenta de la paja de trigo contribuye al establecimiento de un 
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proceso sostenible de producción de H2S, en el sentido de que la producción de 

moléculas orgánicas simples para las BSR se da de una forma paulatina. En este 

sentido la actividad de la endoxilanasa fue  uno de los parámetros más importantes 

para la elección de la paja de trigo como sustrato para realizar el escalado del 

proceso.  

 

Una posible causa para la baja actividad encontrada podría deberse a la presencia de 

una proteína inhibidora de xilanasa, encontrada en las semillas de cereales (Sørensen 

et al., 2004; Elliot et al., 2002). 

 

La actividad de celulasas: Endoglucanasa y  β-glucosidasa fue marcadamente más 

alta en los cultivos con avena como sustrato.  Sin embargo, debido a  que la celulosa 

es principalmente degradada aeróbicamente, (Galler & Winter, 2005), es posible que  

las condiciones anaeróbicas del cultivo  no permitieran que una óptima actividad de las 

celulasas.  Otro factor que pudo afectar la actividad enzimática de xilanasas y 

celulasas  fue la temperatura (Andreaus et al., 1999). 

  

8.1.2       Producción de sulfuro de hidrógeno y reducción de sulfato 

 

Una vez que se agota la fuente de  carbono del cultivo, las BSR no  reducen suficiente 

sulfato a sulfuro (Costa & Duarte, 2005). Por lo tanto la disponibilidad de la fuente de 

carbono es un aspecto fundamental para la reducción de sulfato.  En  el presente 

estudio las fuentes de carbono utilizadas: paja de trigo (Triticum graminae),   de avena 

(Avena sativa),   de   quinua (Chenopodium quinua willdenow),    paja   brava   

(Festuca orthophylla), cascarilla de arroz  (Oryza sativa) y hojas secas de Ulmus 

pumila, cumplieron también la función de soporte. La diferencia en el consumo de 

carbono  fue la habilidad del consorcio para establecerse en los distintos soportes (ver 

punto 8.1.3 más abajo). 

 

El cultivo que presentó la producción de H2S y consumo de sulfato  más alto fue el 

cultivo montado con paja de trigo (Fig. 10 a y b), alcanzando una producción máxima 

de 3.61 mM de H2S  el día 23. El mayor consumo de sulfato se observa el día 21, lo 

cual corrobora la producción de H2S.   

 

Los cultivos establecidos con hojas secas y paja de quinua muestran una producción 

de H2S similar a la observada en el cultivo con paja de trigo. Sin embargo, una 
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producción cercana a 1.5 mM de sulfuro se observa en cultivos establecidos con paja 

brava, paja de avena y cascarilla de arroz. Estas características facilitan el posible 

empleo de estos residuos agrícolas para la producción de H2S dependiendo de la 

localización georgráfica donde se vayan a establecer sistemas de biorremediación de 

metales pesados. 

 

8.1.3       Soporte de la biomasa y desarrollo de la biopelícula 

 

En la naturaleza las BSR son encontradas en suelos y sedimentos donde las bacterias 

se congregan en biopelículas. Por lo tanto las características físicas de la superficie 

son muy importantes ya que las bacterias tienden a  agregarse en áreas que ofrecen 

alguna protección física. La supervivencia y la actividad de BSR bajo condiciones 

adversas son probablemente debidas a la propagación de estos microambientes. Por 

esto, cualquier sistema de tratamiento que use BSR necesita tener un soporte físico 

sobre el cual estas bacterias puedan ser establecidas (Lyew  & Sheppard, 1997). La 

naturaleza del soporte será también importante para el desarrollo y mejor actividad de 

algunos miembros del consorcio (Vidal, et al., 2000; Logan, et al., 2004; Kuo & Shu, 

2004; Simon, 2005). 

 

Por lo expuesto, los sustratos que presentan las mejores características como soporte 

serían las pajas de avena y trigo puesto que no sólo permiten la formación de la 

biopelícula en su superficie, sino, debido a su disposición física permiten también la 

congregación de los microorganismos al interior de estas; evitando de esta forma  el 

lavado de la biopelícula cuando se establezca la alimentación continua. En este 

sentido, estudios anteriores han demostrado que la paja es un buen soporte sólido y 

donador de electrones para BSR (Chang et al.,  2000; Alvarez, et al., 2005), lo cual se 

corrobora en este estudio. 

 

8.2          Cultivo continuo 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los cultivos en batch, la paja de trigo fue 

seleccionada como el sustrato adecuado para el escalado del sistema.  Los 

parámetros tomados  en cuenta fueron  las actividades enzimáticas de xilanasas, la 

producción de H2S y la reducción de sulfato en el medio, además se consideraron las 

características del soporte, y la disponibilidad de este residuo agrícola. 
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8.2.1       Hidrólisis enzimática y producción de ácidos grasos volátiles 

 

Debido a que las BSR utilizan un número muy limitado de fuentes de carbono (Parés y 

Juárez, 1997), establecer las características del sustrato es muy importante para una 

hidrólisis óptima.  Si bien las BSR no tienen la capacidad de degradar rápidamente la 

materia orgánica, otros microorganismos que se encuentren en el consorcio A10 si la 

tienen, por lo tanto es recomendable establecer el uso de consorcios microbianos en 

los procesos de digestión anaeróbica en lugar de cepas puras. 

 

El presente estudio demuestra que la paja es hidrolizada por la actividad enzimática de 

celulasas y xilanasas. La actividad  endoxilanasa alcanzó 0.07 UI/mL, por debajo de lo 

reportado por Alvarez (2004), pero superior a la actividad registrada durante el cultivo 

batch. La concentración de sustrato decreció con el tiempo, de manera que la 

actividad enzimática disminuye, debido a que la enzima esta menos saturada de 

sustrato, por lo cual se hace necesaria el cambio de carga orgánica. 

 

En nuestro estudio el cambio de carga  orgánica se hizo a los 180 días en solo uno de 

los biorreactores (Fig. 11) esto debido a que una vez que se realiza el cambio, el 

consorcio debe adaptarse nuevamente, implicando retardo en la producción de H2S. Al 

incrementarse el sustrato con el recambio de la carga orgánica, la actividad enzimática 

incrementa a un valor máximo. Esto  es contrario a lo reportado por  Logan (2005), que 

reporta que la actividad enzimática es independiente de la cantidad de sustrato 

provisto.  

 

El producto de esta actividad se refleja en la generación de monosacáridos 

consumibles como fuente de carbono por el consorcio A10, que genera a su vez 

metabolitos para la producción de AGVs; en este sentido se estableció un segundo 

parámetro indicador de la hidrólisis completa del sustrato, debido a la relación directa 

entre la actividad enzimática y la producción de AGVs (Crespo, et al., 2005).  Los 

primeros AGVs en producirse fueron el ácido acético y ácido propiónico, estos 

resultados son similares a los reportados por Parawira (2004). 

 

La determinación de ácidos grasos volátiles por HPLC en el biorreactor 1 reportó que 

el ácido acético y el ácido propiónico fueron los AGVs que se encontraron en 

concentraciones más altas (Fig. 13). Esto concuerda en parte  con lo reportado por 

Alvarez (2005), donde  el ácido láctico y el ácido acético eran los AGVs 
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predominantes, en tanto el ácido caproico se encontró en menor concentración. Esta 

diferencia podría explicarse a que  en el estudio de Alvarez  para la preparación del 

inóculo se usó medio Pfenning, en tanto en el nuestro se usó medio Postgate C 

modificado. La diferencia en la composición de ambos medios pudo posibilitar el 

potenciamiento o la disminución de la actividad metabólica de algunos miembros del 

consorcio, originando de esta forma la diferencia en la producción  y/o consumo de los 

diferentes ácidos grasos. 

 

El hecho de que la disminución de ácidos grasos en el biorreactor coincida con el inicio 

de la producción de sulfuro (Fig.13), evidencia una directa relación entre el consumo 

de AGVs y la producción del sulfuro biogénico. Los AGVs mayormente consumidos 

son el ácido acético y el ácido propiónico. Sin embargo, también se observa el 

consumo de ácido láctico. Dichas características metabólicas determinan la presencia 

de los dos grupos de BSR de acuerdo a su metabolismo, las bacterias oxidadoras de 

ácido acético y las de ácido láctico (Kolmert et al., 1999). 

.  

8.2.2      Producción de sulfuro de hidrógeno 

 

La utilización de procesos biotecnológicos, constituye una alternativa de protección 

ambiental, para ello se emplean sistemas utilizando microorganismos, un ejemplo 

claro, es el uso de consorcios anaeróbicos robustos de bacterias sulfato reductoras 

encargadas de la producción de H2S biogénico, como una alternativa para la remoción 

de metales y sulfatos de efluentes contaminados (Alvarez, et al., 2005).  

 

En el presente estudio se demostró que la producción biogénica de H2S por el 

consorcio A10 de BSR alcanzó una máxima concentración de 20 mM (Fig. 11), 

manteniéndose constante alrededor de 20 días en los biorreactores 1 (Fig.11) y 2 

(Fig.12a)  sin existir inhibición debida al producto; en comparación con estudios como 

los de Reis (1992), Okabe (1992) y Kolmert (1997) que reportaron inhibición del 

crecimiento del cultivo de Desulfovibrio vulgaris a 16.1 mM , Desulfovibrio 

desulfuricans a 7.81 mM de H2S y Desulfobivibrio sp. a 14 mM, respectivamente.  No 

obstante, la alta producción alcanzada por el consorcio A10, si afectó el rendimiento 

del biorreactor, disminuyendo drásticamente la producción de H2S, lo que coincide con 

las observaciones de O’Flaherty (1998).  
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Si bien Barnes (1991) y Tabak y Govind (2003) reportan que el efecto de la 

temperatura es insignificante en la producción de sulfuro, en el presente estudio la 

temperatura tuvo influencia en el tiempo en que se alcanzó la máxima producción de 

sulfuro. El biorreactor 1 (Figura 11) fue montado en abril (otoño, temperatura promedio 

= 15 oC), y alcanza su máxima producción aproximadamente a los 120 días, en tanto 

los biorreactores 2 y 3 (Figura 12 a y b) fueron montados en septiembre (primavera, 

temperatura promedio = 20 oC), alcanzándose la máxima producción  de sulfuro 

alrededor del día 50.  El biorreactor 3 no se considera en este análisis debido a que 

sufrió un derrame los primeros días de su puesta en marcha. El retardo en la 

producción de sulfuro en el biorreactor 3 (100 días), se debe a que durante las 

primeras semanas de la puesta en marcha de este biorreactor, se produjo una perdida 

de aproximadamente el 50% del contenido del biorreactor, y la entrada de oxígeno al 

medio, pudo haber provocando la muerte de  una gran parte de la población de BSR 

y/o cambios de la comunidad microbiana debidas a la aereación (Tang et al., 2004). 

 

8.2.2.1    Influencia del pH  

 

El pH es el factor limitante  como indicador del crecimiento de BSR y del rendimiento 

de producción de H2S (Reis et al., 1992; Mizuno et al., 1998; Castro et al., 2001; Liu & 

Shen, 2004; Cohen, 2005). Aparentemente el pH límite para la reducción de sulfato 

esta entre 3 y 4 (Koschorreck et al., 2003).  

 

En el presente estudio, el pH más bajo que se registró fue de 4.5 (Figura 14 a,b y c).   

Como se observa en la figura 14 la disminución del pH coincide con una disminución 

de la producción de H2S, lo que corrobora  las observaciones de Dvorak et al. (1992) 

que indica que los pH menores a 5 inhiben la producción de sulfuro.  

 

Durante algunas etapas del cultivo fue necesario hacer ajustes del pH para evitar una 

acidificación aún mayor del medio. Sin embargo lo aconsejable es hacer este cambio 

de pH solo al principio de la puesta en marcha del  biorreactor, ya que es en las 

primeras etapas cuando la producción de AGVs es mayor.  En etapas posteriores los 

ajustes manuales de pH no fueron  necesarios debido a que las BSR tienen la 

capacidad de generar alcalinidad (tamponamiento celular). Puesto que el consorcio 

A10 es de característica neutrófila  las producciones de H2S más altas se lograron a 

pHs próximos a 7.  Por otro lado, es posible que al alto flujo de alimentación  al que fue 
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sometido el biorreactor 1 en la etapa A,  pudo haber excedido la capacidad de 

tamponamiento del consorcio. 

 

8.2.2.2    Influencia del  soporte de la biomasa 

 

Las características del donador de electrones y/o sustrato es uno de los factores más 

importantes que determinan el proceso microbiano de tratamiento de drenaje ácido de 

mina, se prefiere un donador de electrones que mantenga la sulfurogénesis por un 

período prolongado y no necesite la adición de suplementos (Crespo, et al., 2005).  En 

el presente estudio se demostró que la paja de trigo es un excelente donador de 

electrones, y que no es degradado rápidamente ya que el recambio de carga orgánica 

se realizó a los 180 días de puesta en marcha del sistema. En los biorreactores 2 y 3 

después de un año de puesta en marcha continuaba la producción de H2S. 

 

Probablemente el largo período de crecimiento continuo en el que se mantuvo el 

sistema (180 días) ocasionó la pérdida de algunos de los microorganismos del 

consorcio original, favoreciendo a otros de crecimiento más rápido. Es importante 

considerar también el origen del sustrato, puesto que la paja de trigo que se utilizó 

para el cambio de carga orgánica no fue obtenida del mismo lugar que la paja de trigo 

con la que se montaron los cultivos inicialmente. 

 

8.3          Precipitación de metales pesados 

 

Las pruebas de precipitación de metales comenzaron después del cambio de carga 

orgánica en el biorreactor 1 y  del inicio del cultivo continuo en los biorreactores 2 y 3. 

Las mismas constaron de 3 etapas. En una primera etapa se evaluó la precipitación de 

efluentes artificiales en soluciones constituidas por un solo metal (Cu (II), Pb (II)  o  Zn 

(II)), en  la segunda etapa se evaluó  una mezcla artificial de  los tres metales y 

finalmente la precipitación de los metales del efluente o drenaje acido de la mina 

Bolívar. 

 

Las concentraciones de cobre analizadas estuvieron en el rango de 0.36 a 12.11 mg/L 

con precipitaciones de sulfuro de metal que oscilaban entre el 69 % al 97 % utilizando 

concentraciones de H2S  entre 0.72 y 11.85 mM (Tabla 7).  
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La precipitación de plomo estuvo en un rango entre el 58 % al 100% y las 

concentraciones analizadas estuvieron entre el rango de 0.13 a 8.30 mg/L. Dicha 

precipitación fue efectuada con concentraciones de H2S entre 0.72 y 8.95 mM. (Tabla 

7). 

 

Finalmente las concentraciones de zinc analizadas estuvieron en el rango de 3.16 a 

85.06 mg/L con precipitaciones de sulfuro de metal que oscilaban entre el 87 % al 

100% utilizando concentraciones de H2S  entre 0.72 y 8.95 mM (Tabla 7). 

 

Según lo observado las precipitaciones más bajas (en los tres metales) se registraron 

cuando estos se encontraban en  efluentes artificiales de un solo metal, esto sugiere 

que las mezclas metálicas favorecen la precipitación. 

 

Si bien el plomo fue removido completamente en los efluentes, lo que concuerda con 

Crespo (2005), es necesario tomar en cuenta que este metal se encontraba en menor 

concentración en los efluentes artificiales y naturales por lo que afirmar que existe una 

precipitación del 100% no es del todo correcto puesto que el tratamiento de las 

muestras para su lectura en espectrofotómetro de Absorción Atómica requiere 

filtración previa, donde una cantidad de metal será retenido. Por  otro lado deben 

considerarse los límites de detección del equipo de absorción atómica. 

 

Por lo tanto los mejores resultados fueron  los de la precipitación del zinc, lo que 

concuerda con  lo reportado  por  Harris y Ragusa (1999) y Logan (2005) puesto que el 

Zn (II)  se encuentra entre los metales que son más fácilmente removidos, debido a su 

alta solubilidad  (Tabla 5).  

 

La precipitación del cobre fue importante también, pero menor en las soluciones que 

contenían un solo metal.  Este detalle sin embargo no es de gran importancia puesto 

que en los efluentes ácidos de mina generalmente estan compuestos de una mezcla 

de metales. 

 

Las precipitaciones logradas concuerdan con estudios anteriores (ver antecedentes) y 

en muchos casos supera  la precipitación de metales obtenida por estos.  

 

La bioprecipitación de metales fue atribuida  a la acción del H2S producido por la 

actividad biológica de BSRs del consorcio A10.  No obstante no fue necesario una alta 
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producción de sulfuro, puesto que  se lograron buenos resultados incluso con 

concentraciones tan bajas de sulfuro como 0.3 mM (Figura 16), contrario a lo expuesto 

por  Hyun-Joon (2003) que indica que para la remoción completa de metales se 

requiere aproximadamente 7.2 mM de sulfuro.   

 

La remoción de metales  podría deberse también a un efecto de bioadsorción de 

metales (Cañizares, 2000; Kortba et al., 2000; Kosolapov et al., 2004, Alvarez et al., 

2005; Cohen, 2005; Valls & de Lorenzo, 2002), dado que las soluciones eran 

mezcladas con una parte igual del rebalse del biorreactor, que no sólo contenía sulfuro 

soluble, sino también gran cantidad de biomasa.  Adicionalmente, la presencia de 

fosfatos y carbonatos en el medio de cultivo facilitarían la precipitación de metales 

pesados. Las figuras 25  y 26 describen la remoción de cobre, plomo y zinc utilizando 

el rebalse del biorreactor de control abiótico, donde posiblemente las sales 

constituyentes del medio de cultivo facilitaron la precipitación de dichos metales. 

 

Los mejores resultados en cuanto a precipitación de los tres metales en estudio se 

presentaron en los efluentes naturales de la mina Bolívar, lo que pueden explicarse  a 

que probablemente en los efluentes ácidos de minas se encuentran especies químicas 

que faciliten la precipitación de metales, distintas  a los sulfuros metálicos. 

 

Las pruebas de precipitación de metales se realizaron en dos etapas: En una primera 

etapa el rebalse de la trampa de metales era eliminado diariamente, en una segunda 

etapa el rebalse de metales de la trampa era acumulado, para determinar de esta 

forma si existía variación en la precipitación de metales (efecto acumulativo), sin 

embargo no se observó diferencia en los resultados de precipitación de metales 

debido a este factor. 

 

8.3.1       Potencial redox, pH y precipitación de metales 

 

Las BSR  están asociadas a ambientes anaerobios  cuyos potenciales redox se 

encuentran alrededor de -150 mV (Barton & Tomei, 1995). En nuestro estudio el 

potencial redox en los 3 biorreactores se mantuvo en rangos desde -110 mV  y -350 

mV (datos no mostrados), esta determinación es una medida de la actividad 

metabólica de las BSR. 
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El potencial redox es también un indicador directo de la precipitación ya que permite la 

medición indirecta de la concentración de sulfuro en solución determinando las 

condiciones de reducción del medio (Pott & Mattiasson, 2004). 

 

En nuestro estudio el alto potencial redox de las soluciones de un solo metal (entre -40 

y 200 mV) (Figura 28, a, b y c) hace que el cambio de éste al ser mezclado con el 

sulfuro biogénico no sea tan drástico como el observado en los efluentes artificiales 

(de ~200 a -280 mV), lo que explicaría porque la precipitación en los efluentes 

artificiales de un solo metal fue la más baja. Por otro lado la diferencia de potencial 

redox observada en las pruebas con el efluente natural  (de ~250 a -250 mV) 

explicaría el mayor grado de precipitación en este tipo de efluentes. 

 

Es importante mencionar que los metales presentan un potencial redox determinado al 

cual se da la precipitación (Pott & Mattiason, 2004) de aquí también la diferencia en la 

eficacia de precipitación de los metales en soluciones artificiales y naturales. 

 

Los resultados del presente estudio  muestran que el H2S producido por el consorcio 

A10 tiene una capacidad simultánea de precipitar  cobre, plomo y zinc tanto en  

efluentes artificiales como en uno natural, logrando a la vez un incremento en el pH 

debido principalmente a la formación de bicarbonatos como resultado de la oxidación 

de la materia orgánica (Figuras  27 y 28). 

 

El pH es también un factor que permite una remoción diferencial de los metales 

(Foucher et al., 2001, Veeken et al., 2003; Tsukamoto et al., 2004). En nuestro estudio 

es un tanto difícil establecer la influencia del pH en la precipitación puesto que en las 

pruebas con el efluente artificial el cambio de pH  al mezclar el sulfuro de hidrógeno 

con el efluente mostró variaciones muy leves, en tanto que en las pruebas con el 

efluente de la mina Bolívar esta variación  fue más drástica (~2.5) (Figuras 27 y 28).  
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CAPITULO 9 
 

CONCLUSIONES Y PLANES FUTUROS 
 

9.1         Conclusiones 

 

En el presente trabajo, se determinó que el mejor sustrato para el desarrollo de la 

biopelícula de BSR fue la paja de trigo. En la primera parte de este estudio se  

demostró que la paja de trigo es fácilmente degradada por miembros del consorcio 

A10. Así, la estabilidad de las actividades  xilanolítica y celulolítica y el rápido consumo 

de sulfato para la producción de sulfuro son factores importantes para la elección de 

este material en procesos a gran escala.  

 

Se estableció una relación directamente proporcional entre la actividad enzimática y la 

producción de ácidos grasos volátiles, considerando ambos como indicadores de la 

hidrólisis de la carga orgánica de paja de trigo en el biorreactor de hidrólisis-

sulfurogénesis. 

 

La máxima producción biogénica de sulfuro de hidrógeno (ca. 20 mM) a partir de la 

utilización de AGVs (fuente de carbono y donador de electrones) se evidenció cuando 

las condiciones de cultivo fueron: D = 0.1 d-1, pH neutro, Temp = 20 oC y potencial 

redox de aproximadamente -200 mV. 

 

El H2S biogénico posee alta capacidad precipitante  de cationes divalentes presentes 

en el drenaje ácido de la mina Bolivar. Con un promedio de remoción de cobre 92 %, 

90 % de plomo y 95 % de zinc, sin existir diferencia debida al tiempo de contacto entre 

el DAM y el H2S. 

 

Mediante el análisis potenciométrico se determinó que durante y después del 

tratamiento del efluente de metales con H2S, el valor del pH se incrementa desde  5.5 

a  un valor cercano a 6.3 en la mezcla artificial de metales, en tanto que en el efluente 

de la mina Bolívar este aumento se hizo más evidente desde  un valor aproximado de 

2.3 hasta 4.8, con lo que comprueba la capacidad de este sistema para aliviar en 

alguna medida la condición ácida del DAM. Así mismo, la condición reductora del 

efluente tratado (determinada por el ORP), descendió de valores superiores a los 200 
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mV a valores cercanos a -250 mV en ambos efluentes (artificial y natural). Ambas 

variables expuestas, son indicadores de la precipitación de metales. 

 

9.2         Recomendaciones 

  

En el presente trabajo se utilizó paja de trigo como sustrato y soporte para el 

desarrollo de BSR, sin embargo en muchas regiones de nuestro país  no es abundante  

este tipo de desecho agrícola. En base a los resultados obtenidos en el presente 

estudio es aconsejable también utilizar otros desechos agrícolas como paja brava, 

paja de quinua  y/o hojas secas.  

 

Debe cambiarse gradualmente la alimentación del sistema con Postgate C modificado 

hasta llegar a una alimentación constituida netamente del efluente minero. Es también 

necesario el establecimiento de un sistema de alimentación que requiera un mínimo de 

vigilancia.  

 

La producción de H2S debe ser controlada en orden de no alcanzar producciones 

demasiado altas que con el tiempo llevan a la inhibición parcial del sistema, para lo 

cual se debe poner especial cuidado en el control del pH. Se propone además 

establecer la cantidad de COD (materia orgánica disponible) para establecer el 

momento oportuno de realizar el cambio de la carga orgánica. 

 

Es importante incluir en un próximo estudio el  uso de modelos matemáticos que nos 

podrían dar un acercamiento de las condiciones óptimas para el establecimiento de 

biorreactores. 

 

En este estudio se analizaron Cu (II), Pb (II) y Zn (II), es necesario sin embargo 

establecer pruebas con otros metales, además del análisis de otras especies químicas 

como ser fosfatos y carbonatos que coadyuvan a la precipitación de metales pesados. 

 

Se recomienda también el establecimiento de sistemas combinados: algas y BSR o 

fitorremediación,  para asegurar una remoción total de  los metales. 
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   Figura 1. Biorreactor de lecho empacado usado en el estudio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Anexo 4. 
 
Esquema del procedimiento  seguido en el trabajo de investigación 
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Anexo 5. 
 
Mapa de ubicación de la laguna Chalviri 
 

 
 
 



 

 

Anexo 6. 
 
Mapa de Ubicación de la Mina Bolívar 
 
 

 
 



 

 

 
Anexo 7. 
 
Preparación de medios 
 
Medio Postgate C modificado  

Para 1 Litro  

KH2PO4                                           0.5    g 

Na2SO4                                            4.5    g 

NH4Cl                                              1.0    g  

MgSO4.7H2O                                 0.06    g  

CaCl2.6H2O                                   0.06    g 

Acido Cítrico                                 0.3       g  

FeSO4.7H2O                                 0.004   g 

Llevar a pH = 7.5 con NaOH  y autoclavar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 8.  

 

Preparación de reactivos 

 

Acido Dinitrosalícilico  (DNS) 

Para 1 Litro 

Fenol                                                  0.2   g 

K2S2O3                                                                         0.5    g 

Acido Dinitrosalícilico                       10.0   g 

NaOH                                               10.0   g 

Tartrato doble de Sodio y Potasio  200.0  g 

 

Reactivo Condicionante    

Para 1 Litro                                         

ClNa                                              150.0 g 

Glicerol                                          100.0 mL 

HCl 37%                                          60.0 mL 

Etanol 96%                                    200.0 mL 

 

Reactivo de Cobre 

Para 1 Litro  

CuSO4.5H2O                                    1.25 g 

HCl 37%                                           4.2  mL     

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Anexo 9.  

 

Preparación de Tampones 

 

Tampón Citrato de Sodio 

Para 100 mL 

Acido cítrico                                     0.83 g 

Citrato de Sodio                               1.07 g 

pH =  4.8 

 

Tampón Fosfato 

Solución A 

Para 250 mL                 

NaOH                                               2.00 g 

Solución B 

Para 250 mL 

NaH2PO4                                                      6.00 g 

Mezclar 5.8 mL de solución A y 50 mL de solución B, enrasar A100 mL  

pH= 6 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
Anexo 10. 
 
Curva de calibración de enzimas 
 

CURVA DE CALIBRACIÓN  DE LA GLUCOSA 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 

CURVA DE CALIBRACIÓN DE LA XILOSA 
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Anexo 11.  
 
Curva de calibración de sulfuros y sulfatos 
 

Curva de Calibración de Sulfuros
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