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1. RESUMEN

Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) juegan un rol importante en la mitigacion de los
drenajes mineros acidos, producto de la actividad minera, reduciendo el sulfato a sulfuro de
hidrogeno que se combina con los metales pesados formando precipitados de sulfuros
metalicos. De esta manera las BSR contribuyen tanto a reducir la acidez del medio como la
concentracion de metales pesados, por lo que es importante su estudio, en ambientes
contaminados por la mineria.

La Cuenca Milluni, localizada al norte de la ciudad de La Paz, presenta altos niveles de
contaminacion por desechos mineros, como resultado de la explotacion minera realizada hace
50 afios. En el presente estudio, se evaluo la distribucion de los subgrupos de BSR en perfiles
sedimentarios de lagunas Pata Khota, Jankho Khota, Ventanani, Milluni Grande, desecho
minero Milluni Chico y turbera, se evidencio la presencia de BSR con distribucién espacial
definida, con diferentes condiciones fisico-quimicas, empleando métodos moleculares en base
al andlisis del gen 16S DNAr y su amplificacion mediante Nested-PCR. Se observaron
sedimentos con valores de Eh oxidante-reductor (PK y MG), Eh reductor (JK y TMGS), Eh
oxidante (V) y Eh con alternancia oxidante-reductor (MCH). Asi mismo las BSR estan
presentes en sedimentos con pH &cido (V, MG y MCH), ligeramente acido (JK y TMGS) y
basico-acido (PK). La distribucion horizontal de BSR fue de 83%-66% PK, 66%-16% JK,
16-32% V, 50-16% MG-MCH y <50-66% TMGS, se estimo una distribucion total de BSR
entre 32% PK, 52% JK, 17% V y MG, 29% MCH y 23% TMGS. La distribucion de DSV y
DCC fue mayor en relacion a DBB, DFM y DSB los cuales no se encontraron en ambientes
oxidantes (V).

Las variables caracteristicas fisico-quimicas y la ubicacion de las lagunas con respecto a la
mina, condicionarian a la distribucién y adaptacion de las BSR dentro de sistemas
heterogéneos, lo que las proyectaria como herramientas para emplearlas en procesos de

biorremediacion de aguas contaminadas por drenajes mineros acidos y metales pesados.

Palabras Claves: Lagunas Pata Khota (PK), Jankho Khota (JK), Ventanani (V), Milluni Grande (MG) y desecho minero
Milluni Chico (MCH), Desulfovibrio (DSV), Desulfococus (DCC), Desulfobulbus (DBB), Desulfotomaculum (DFM),
Desulfobacter (DSB), Potencial de éxido-reduccion (Eh), pH.



ABSTRACT

The anaerobic sulfate-reducing bacteria (SRB) may play an important role in acid mine
drainage mitigation, lowering sulfate concentrations originating from Acid Mine Drainage
(AMD), producing local alkalinity and promoting metal sulfides precipitation. The present
study was carried out to determine the presence of SRB in Pata Khota, Jankho Khota,
Ventanani, Milluni Grande and Milluni Chico, of the Milluni basin located in the Altiplano
highlands north from La Paz city. The Milluni region has accumulated mining waste as a
result of unregulated heavy-metal mining in the past century. SRB subgroups distribution
along a deep profile in sediments and wetlands samples of different physicochemical
conditions was analyzed by PCR and nested-PCR of 16S DNAr. Results evidenced presence
of SRB with defined spatial distribution in all lakes tested, representing a wide range of
physico-chemical conditions of Eh (+350 to -330 mV) and of pH (10 to 2.5). The overall SRB
distribution ranged from 32% for PK, 52% for JK, 17% for V and MG, 29% for MCH and
23% for TMGS. The SRB horizontal distribution was 83% - 66% (PK), 66%-16% (JK), 16-
32% (V), 50-16% (MG-MCH) and <50-66% (TMGS). The more abundant subgroups were
DSV and DCC while DBB, DFM and DSB were not found in oxic environments. The
variable physico-chemical conditions and lakes location to the mine may have conditioned
distribution and adaptation of SRB projecting them as a potential tool for bioremediation in
thus region.

Keywords: Lakes Pata Khota (PK), Jankho Khota (JK), Ventanani (V), Milluni Grande (MG) and AMD Milluni Chico

(MCH), wetland TMGS, Desulfovibrio (DSV), Desulfococus (DCC), Desulfobulbus (DBB), Desulfotomaculum (DFM),
Desulfobacter (DSB), Potencial of oxid-reduction (Eh), pH.



2. INTRODUCCION

En Bolivia poco se conoce sobre las comunidades bacterianas en ambientes de stress como los
contaminados por desechos mineros, sin embargo, se considera importante su estudio por el
potencial de biorremediacion que tienen para reducir la acidez y la concentracién de metales

pesados disueltos.

Nuestro pais se caracteriza por una larga tradicion en la explotacion de minerales beneficiada
por leyes parcializadas, donde se favorecia esta actividad de forma permisiva desde el contexto
ecoldgico. Como consecuencia de ello se tienen serios perjuicios para el medio ambiente, un
claro ejemplo es el problema de contaminacion que arrastra desde hace 50 afios la region de
Milluni, que se encuentra ubicada en la Cordillera Real, al norte de la ciudad de La Paz y que
abastece de agua potable a las ciudades de La Paz y El Alto (Rios et al., 1985; Apaza at al.,
1989 y Meneses et al., 1997).

Esta region se caracteriza por presentar una cuenca que recibe el mismo nombre y se encuentra
constituida por cinco lagunas Pata Khota (PK), Jankho Khota (JK), Ventanani (V), Milluni
Grande (MG), desecho minero Milluni Chico (MCH), de las cuales las dos ultimas presentan
evidente contaminacion directa por desechos mineros, debido al inadecuado depoésito de las
colas de desmonte presentando altos contenidos de sulfuros metélicos asociados a la pirita
(FeS,) (Raffaillac et al., 2002 y Salvarredy-Aranguren et al., 2005). Este compuesto es
susceptible de oxidarse en contacto con el aire y el agua, generando drenajes acidos con valores
de pH entre 1 a 3 y elevada concentracion de metales pesados disueltos (Pb, Cu, Zn, Sn, Fe,
Cd, As, Sh, Co) (Nordstrom et al., 1999 y Fortin et al., 2002). Los metales pesados en elevadas
concentraciones son toxicos, provocando un deterioro en el medio ambiente, ocasionando la
muerte del ecosistema acuatico, degradacion de la calidad de agua, de la cadena de alimentos,
contaminacion de los suelos y la bioacumulacion poniendo en riesgo la flora y fauna local, lo

que representa un dafio a la comunidad (Guia Ambiental de Presas de Colas, 2001).



Dentro los desechos mineros existe la presencia de bacterias autotroficas que se destacan por
la produccion de acidez, biooxidacion de metales y la disolucion de estos (Natarajan et
al.,2005 y Fortin et al., 2005) y bacterias heterotrofas, como las Bacterias Sulfato Reductoras
(BSR), que reducen el sulfato (SO,?) en condiciones anaerobias hasta H,S, que se combina
con los metales pesados, los mismos que precipitan como sales de sulfuro (Luptakova et al.,
2005y Lloyd et al., 2001).

Mediante este mecanismo las BSR cumplen dos funciones importantes en ambientes acuaticos
afectados por desechos mineros, reducen la acidez de las aguas mediante la formacién de
bicarbonato que surge de la oxidacion de compuestos organicos y precipitan los metales
pesados disueltos (Garcia et al., 2001; Mori et al., 2000 y Natarajan et al., 2005). Las BSR se
encuentran constituidas en seis subgrupos denominados: Desulfotomaculum (DFM),
Desulfobulbus (DBB), Desulfobacter (DSB), Desulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina
(DCC), Desulfovibrio-Desulfomicrobium (DSV) y Desulfobacterium (DBM) (Castro et al.,
1999 y Daly et al., 2000).

El estudio de bacterias del medio ambiente en cultivos ocasiona una serie de dificultades, tales
como proporcionarles un ambiente anaerobio y los requerimientos nutricionales similares a su
nicho ecoldgico, se estima que se logra aislar menos del 0.1% a 1% del total de bacterias
presentes en muestras de sedimentos (Staley et al., 1997). Debido a estos problemas se recurre
al empleo de métodos moleculares que permiten analizar la composicion, distribucién y
diversidad de las comunidades bacterianas mediante el andlisis de los &cidos nucleicos,
empleando marcadores como el 16S DNAr, presentes en muestras ambientales (agua,
sedimento, material bioldgico, etc) (Daly et al., 2000; Luna-Barron et al., 2004; Acha et al.,
2004 y Sanchez et al., 2005).

En esta investigacion se desea evaluar la distribucion de los subgrupos de BSR asociada a la
presencia y/o ausencia de contaminacion por desechos mineros y a las condiciones fisico-
guimicas imperantes en cada una de las lagunas y turbera, mediante el empleo de técnicas
independientes de cultivo, para obtener una estimacion sobre la distribucion de los subgrupos
de BSR dentro la Cuenca Milluni.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:

Determinar la distribucion de los subgrupos de Bacterias Sulfato Reductoras y las
caracteristicas fisico-quimicas presentes en sedimentos de las lagunas Pata
Khota, Jankho Khota, Ventanani, Milluni Grande, desecho minero Milluni Chico

y turbera, que forman parte de la Cuenca Milluni.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Establecer las caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos de las lagunas y

turbera de la Cuenca Milluni en funcidén a su ubicacion con la mina.

Estimar el porcentaje de distribucion horizontal y vertical de BSR dentro de
sedimentos y turba con Eh oxidante y reductor, asi mismo en presencia de pH

alcalino y acido.

Estimar la distribucion de subgrupos de BSR dentro de ambientes afectados
directa (MCH, MG y TMGS) e indirectamente (PK, JK y V) por la

contaminacién minera.



4. FUNDAMENTO TEORICO:

4.1. CONTAMINACION MINERA:

La mineria es una de las actividades de mayor ingreso en el mundo, incluso es una de las que
se encarga de sostener la economia de varios paises, sin embargo esta actividad ha generado
varios problemas al medio ambiente, una consecuencia directa de la explotacion minera es la
formacion de desechos ricos en sulfuros y metales pesados, no existiendo una forma de
reducirlo o emplearlo. Esto motiva a muchos investigadores a buscar alternativas para
remediar los problemas de contaminacion que se presentan en diferentes paises por
consecuencia de la actividad minera, tal es el caso de la mina Richmond en California, que se
encuentra localizada en la ciudad de Shasta, esta zona estd rodeada de varias compafiias
mineras que explotan plata, oro, cobre, hierro, zinc y pirita minerales que fueron extrayéndose
desde 1860, esta mina es una de las mas grandes productoras de cobre en el estado de
California y es uno de los mayores productores de aguas acidas del mundo, en 1980 las aguas
de rio Sacramento contenian 300 toneladas por afio de cobre, cadmio y zinc disueltos, como

consecuencia de la contaminacion por desechos mineros (Nordstrom et al.,1999).

Algo similar acontece en la mina Nickel Rim, en Ontario Canada que presenta depdsitos de
colas desde 1953, presentando un 98% de pirita (FeS;), calcopirita (CuFeS;), marcasita
(Fe,S) y altas concentraciones de Fe*? y sulfatos en los sedimentos de las colas. Esto ha
ocasionado la muerte del ecosistema acuatico, la perdida de abrevaderos naturales y de

muchos peces de importancia econdémica y nutricional (Benner et al., 1999).

Las exploraciones y operaciones mineras han dejado a su paso muchos depositos de colas de
desmonte y pulpas, las cuales son la principal fuente de contaminacién y degradacion del

medio ambiente (Guia Ambiental de Presas de Colas, 2001).



4.1.1. COLAS DE DESMONTE:

Las colas de desmonte estan compuestas por residuos solidos provenientes de los procesos
minero metalUrgicos, son particulas de arena gruesa o arenas finas y lamas que se producen
durante los métodos de concentracion del mineral, las colas son descargadas por canaletas o
tuberias formando pulpas o lodos (Reglamento Ambiental para Actividades Mineras, titulo V
Articulo 32), que se originan durante el proceso de extraccién, mediante excavaciones
subterraneas o de superficie donde el mineral es triturado y molido a un tamafio fino. Durante
este proceso de molienda se afiade agua y en la mayoria de los casos también se adiciona una
pequefia cantidad de reactivos quimicos para facilitar la separacion y recuperacion de los
minerales econdémicos. Las colas conjuntamente con el agua utilizada en el proceso forman
una pulpa de baja densidad con flujo libre. En muchos casos la pulpa es espesada mediante un
proceso de eliminacion de agua hasta obtener una consistencia de modo que pueda ser
transportada econdmicamente a una presa de colas. Por lo general, la pulpa de colas es
bombeada o conducida por gravedad hacia una presa con contenido de solidos en agua que
varian entre 30% a 50% (Guia Ambiental de Presas de Colas, 2001).

4.1.2. PROPIEDADES QUIMICAS DE LAS COLAS DE DESMONTE:

El tamafio de las particulas y el contenido quimico son aspectos importantes de las
caracteristicas de colas de desmonte, que son predeterminadas por la naturaleza de la mina, la
molienda y el proceso de extraccion del mineral de interés. No obstante de que los tamarios de
particulas se asemejan a arenas y limos naturales, el contenido quimico de ellas es
generalmente dafino al ambiente. Una de las principales preocupaciones ambientales respecto
a las caracteristicas quimicas de las colas es el potencial del material para oxidarse y volverse
acido. Por lo general las colas de desmonte presentan elevadas cantidades de minerales
sulfurados como por ejemplo pirita (FeS,) (Guia Ambiental de Presas de Colas, 2001).

Dentro los desechos mineros el sulfuro al exponerse al oxigeno, agua y la accion de los
microorganismos ocasiona la produccién de drenajes mineros &cidos (DMA) con el

consiguiente detrimento del ambiente que es consecuencia de la disolucion de la pirita (FeS,).



4.1.3. FORMACION DE LOS DRENAJES MINEROS ACIDOS:

La formacion de drenaje acido como proceso natural, puede ocurrir en roca masiva y
yacimientos minerales, pero el desarrollo del proceso es generalmente lento. Por el contrario,
la formacion de drenaje acido en el desmonte de mina generalmente se desarrolla rapidamente
y puede ocurrir en pocos meses. Asi mismo los botaderos de desmonte, mineral de baja ley y
pilas de acumulacién de mineral debido a su gran volumen se constituyen fuentes importantes
de drenajes acidos. A pesar que el volumen de las colas es generalmente menor que el
desmonte, estas son una fuente potencialmente significativa de drenaje acido con un tamafio
de particulas mas fino y gran area superficial, que aumenta la reactividad de las colas. Otras
fuentes de drenaje &cido asociadas con la mineria incluyen minas abandonadas, galerias,
cuadros, chimeneas y cortes en superficie (Christensen et al., 1996 y Guia Ambiental de
Presas de colas, 2001).

El drenaje acido es producido por la oxidacion de los minerales de sulfuro de hierro mas
conocido como pirita (FeS,), ademas existen otros minerales sulfurados mas susceptibles a
meteorizarse tales como la marcasita (sulfuro natural de hierro FeS,) y pirrotina (SFe). Estos
drenajes se caracterizan por tener alta acidez (pH 2-5), alta concentracién de metales pesados y
de sulfatos disueltos (Edwards et al., 1999).

La disminucion de pH por la formacion de acido sulfurico incrementa la solubilidad de
metales pesados en el agua. Este proceso acelera la movilizacion de contaminantes
inorganicos los cuales pueden causar severos problemas ambientales si son descargados a
cuerpos de aguas.

La oxidacion de la pirita es un proceso complejo la cual necesita dos aceptores de electrones
como el O, y el Fe™, esta oxidacién acontece cuando este mineral y otros sulfuros son
expuestos al aire y al agua dando lugar a una reaccion iniciadora (ecuacion 1) que comienza
con la oxidacion del sulfuro (S) hasta SO4 que otorga las condiciones &cidas, en las cuales
el Fe*” proveniente de la pirita Sse encuentra estable en estas condiciones
(Nordstrom et al., 1999).



FeS, + 7/2 O, + H,0 ——» Fe™ +250,° +2H" (1)‘

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre. La presencia de oxigeno
y pH neutro condiciona que el Fe*? sea rapidamente oxidado a Fe*®, el cual precipita como
6xidos e hidroxidos de Fe™ (Fe(OH)s) insolubles (ecuacién 2). Dentro de similares
condiciones pero a pH 4cido los microorganismos pueden oxidar el Fe*? a Fe*® y obtener

energia a partir de esta reaccion, ya que la oxidacién de Fe*™ es lenta en ambientes acidos.

Fe+% 0, +52H,0 = Fe (OH); +2H" (2)

El Fe*®* en ambientes 4cidos no precipita como 6xidos o hidréxidos sino que forma un
complejo de sulfato mineral llamado jarosita (HFes (SO4)2(OH)e) el cual precipita. Las IRB
utilizan la reduccién del Fe*® para obtener energia, el Fe™ es soluble a pH 4cido y por si solo
es un fuerte oxidante que puede reaccionar de forma espontanea con la pirita para oxidarla y

producir iones Fe*?y SO, (ecuacion 3) (Madigan et al., 1999).

FeS, + 14 Fe** + 8H,0 => 15Fe™ +2S07%, + 16H" (3)

En ambientes naturales los 0xidos de hierro se encontrarian como minerales de ferrihidrita (Fe
(OH)3; -nH,0), geotita ( FeO(OH)), lepidocrocita ( FeO(OH)), hematita (Fe,O3) y magnetita
(Fe3O4) acumulados dentro de los sedimentos, jugando un rol importante en la adhesion de
metales pesados y nutrientes, se piensa que la formacién de 6xidos de hierro podria ser
resultado de procesos bioticos y abioticos en la naturaleza. El 6xido de hierro biogénico se
encontraria en asociacién con los microorganismos y las caracteristicas fisico-quimicas del

medio se presentarian similares a su contra parte abiotica (Yozhida et al., 2006).
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Los Oxidos de hierro formados dentro las células bacterianas son denominados minerales
intracelulares biogénicos, asi mismo se ha visto particulas de éxidos de hierro extracelular
cercanos a paredes celulares y exopolimeros bacterianos que son denominados como 6xidos
de hierro biogénico extracelular, los 6xidos mas comunes de este tipo incluyen hematita,
magnetita, asi como oxihidréxidos entre los que se tiene a la geotita, lepidocrocita,
akaganeita y 6xidos amorfos como ferrihidrita y lepidocrocita, dentro de areas ricas en hierro
estas Ultimas se encontrarian asociadas con bacterias neutrofilas hierro oxidadoras. La
oxidacion de hierro reducido provee energia para muchas bacterias litoautotréficas, las cuales
lo precipitan como Oxidos de hierro biogénico. Asi mismo, dentro de ambientes anoxicos la
ferryhidrita y la magnetita surgen como resultado de la capacidad bacteriana de acoplar la

oxidacion de Fe*? a la reduccion de nitrato (Fortin et al., 2005).

La magnetita es producto de la reduccion del hierro por bacterias hierro reductoras
desasimilatorias (IRB) dentro de ambientes anaerobios. La actividad de bacterias
fotoautétrofas que usan el Fe™ como un donador de electrones durante la fotosintesis
anoxigénica produce ferrihidrita la cual transforma mas cristales de 6xidos de hierro como ser
geotita y lepidocrocita. En ambientes afectados por la actividad minera donde el hierro es
abundante, los 0xidos de hierro amorfo se encuentran incrustados en las células bacterianas.
Los oOxidos akaganeita y ferrihidrita se encontraron sobre la superficie de exopolimeros
bacterianos dentro de aguas de mina, esto indicaria que los exopolimeros actuarian como
superficies para la nucleacion de 6xidos de hierro. Las reacciones bidticas responsables de la
formacién de 6xidos de hierro biogénico incluyen la oxidacién microbiana de Fe*? a Fe* por
un amplio rango de microorganismos dentro de condiciones Oxicas y anoxicas y en ambientes
con pH neutro y &cido (Fortin et al., 2005).

La composicion de los sedimentos en la Cuenca Milluni, muestra una composicion
mineraldgica principalmente de origen litolégico, cuenca arriba sectores de Pata Khota y
Jankho Khota sus sedimentos se caracterizaron principalmente por minerales de silicato.
Dentro del sector minero, presentaron minerales terciarios como ser Fe-oxihidroxidos y
sulfatos amorfos como geothita y jarosita, los cuales se creen que sean producto de la intensa
lixiviacion. Los sedimentos de la parte baja de la cuenca, sector Milluni Grande fueron muy

ricos en Fe-oxihidroxidos los mismos que presentaron una compleja mezcla constituida
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principalmente de Fe-oxihidroxidos y minerales de silicato, los cuales se encuentran
completamente sobrepuestos, estos minerales constituyen el fondo de los sedimentos de la
laguna Milluni Grande (Salvarredy-Aranguren et al., 2005).

La formacion de algunos 6xidos de hierro ocurre como resultado de reacciones pasivas donde
las condiciones quimicas in situ favorecen la precipitacion de los minerales sobre superficies
bioldgicas, como ser paredes celulares bacterianas y material extracelular, estas reacciones son
consideradas pasivas por que los microorganismos no obtienen energia del proceso de
oxidacion y nucleacion, simplemente actian como superficies. Los cambios del pH por efecto
de la actividad metabdlica microbiana y la produccion de ciertos exudados pueden favorecer la
formacion de 6xidos de hierro biético (Fortin et al., 2005 y Gadd et al., 2004).

El proceso de tratamiento de drenajes mineros acidos (DMA) se basa en la neutralizacion
quimica y precipitacion de hidroxidos metalicos, la desventaja de este tratamiento quimico
incluye el alto costo de los reactivos quimicos, ineficiente remocion del sulfato y produccion

abundante de lodos activos (Glombitza et al., 2000).

La precipitacion de sulfuros metalicos ha demostrado tener mejores beneficios obteniéndose
bajas concentraciones de metales en los efluentes. Se han desarrollado alternativas bioldgicas
para el tratamiento de DMA, con la aplicacion de la reduccion de sulfato como el proceso
dominante para el tratamiento de aguas acidas, este proceso se encuentra basado en la
produccion biolégica de sulfuro de hidrégeno y la neutralizacién del agua mediante el
bicarbonato (HCO3") que es producido durante el metabolismo microbiano (Kaksonen et al.,
2006 y Groudeva et al., 2000).
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4.1.4. CONSECUENCIA DE LA CONTAMINACION POR DRENAJES MINEROS
ACIDOS EN EL MEDIO AMBIENTE:

Los drenajes acidos proporcionan las condiciones para que los metales pesados se disuelvan
mas facilmente, entre estos metales destacan el cobre, hierro, aluminio, plomo, arsénico,
cadmio, zinc, estafio, cobalto etc., que generalmente se encuentran en poca concentracion.

Metales como el Fe, Mn, Cu, Zn etc., denominados elementos esenciales intervienen en
procesos fisiologicos de diferentes organismos pero pueden ser toxicos en elevadas
concentraciones. Existen otros elementos denominados no esenciales como Pb, Cd, Hg etc.,
gue son generalmente toxicos. Los metales pesados estan presentes habitualmente en la
corteza terrestre, la explotacion minera de zonas donde existen elevadas concentraciones de
metales o de ciertos elementos quimicos contribuye al aumento de la transferencia de estos

metales al ambiente (Christensen et al., 1996; Lyew et al., 2000 y Garcia et al., 2001).

Los resultados de la contaminacion por metales pesados pueden distinguirse por la presencia
de suelo erosionado, pérdida de la cobertura vegetal y pérdida de la micro biota del suelo. El
rol que juegan los microorganismos en la formacion del suelo, establecimiento de plantas y
transformacion de la materia organica, constituye la base del ecosistema terrestre. La
alteracion del normal funcionamiento y la composicion de las comunidades microbianas del
suelo, provoca una disminucion en la estabilidad ecol6gica. Los microorganismos de los
suelos son por lo general muy sensibles a los cambios en el ambiente, lo que ocasiona la
degradacién de la comunidad microbiana seguida de una severa alteracion del ecosistema
(Mummey et al., 2002).

El efecto de la contaminacién por metales pesados puede afectar al ser humano, la
acumulacién en los tejidos causa riesgos en la formacién de cancer, alteraciones de los
riflones, inhibicion de algunas enzimas fundamentales en los procesos fisiolégicos, dafio
pulmonar, afecciones al sistema nervioso central. Estos dafios se presentan cuando los metales
pesados son ingeridos de forma accidental mediante el agua o por medio de alimentos
contaminados. La contaminacion con Pb (plomo) afecta la sintesis de hemoglobina, al sistema
nervioso central y periférico, produce el sindrome de Fanconi y Saturnismo, este mineral se

deposita en el esqueleto 6seo y tejidos. EI Cd (cadmio) afecta al aparato digestivo, rifiones,
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huesos e inhibe algunos procesos enzimaticos. ElI Co (cobalto) produce diarrea, disminucion
de la presion sanguinea, disfuncion hepatica y renal. EI Ni (niquel) inhibe la liberacion de

insulina, produce disnea, edema pulmonar, dermatitis y cancer.

El impacto severo de la contaminacion relacionada a la mineria es alarmante se han reportado
en varias regiones los efectos de dicha contaminacion en el rio Puyango en Ecuador, las colas
de desmonte contienen altas concentraciones de cianuro, mercurio y otros metaloides (As).
Las altas concentraciones de cianuro debido a su alta toxicidad en el rio Calera devastaron la
fauna de invertebrados por debajo de los 160 Kilémetros del distrito minero (Appleton et al.,
2000). Algo similar acontece en el rio Amarillo en la misma region, donde la contaminacién
es mucho mayor no solo por cianuro, también por metales, la erosion de los colas y el uso de
aguas en el proceso de molienda, en conjunto producen un efecto letal en la biota, causando
una reduccion notable en la biodiversidad acudtica. Los pescadores de esta region reportan
que disminuyd el niamero y tamafo de los peces. Antes de la actividad minera esta region
contaba con 65 especies separadas de peces, actualmente el numero es muy bajo
(Tarras-Wahlberg et al, 2001).
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4.1.5. CONTAMINACION MINERA EN BOLIVIA:

En Bolivia, los minerales han sido tradicionalmente explotados desde la época de la colonia,
constituyendo el unico referente internacional de la economia boliviana, particularmente de la
zona occidental como Potosi, Oruro y La Paz que destacaron con importantes centros mineros
como Huanuni, Llallagua, Siglo XX, Tipuani, Milluni y otros de la antigua mineria
nacionalizada. Bolivia fue el primer productor mundial de plata durante la colonia y el
segundo productor mundial de estafio a mediados del siglo XX. Esta actividad ha generado
varios problemas al medio ambiente una consecuencia directa de la explotacion minera fue la
formacion de desechos mineros. En el pasado las exploraciones y operaciones mineras han
ocasionado serios impactos al ambiente con efectos adversos tales como la erosion de los
suelos y la contaminacién de las aguas, en ese tiempo no se contaba con wuna legislacion
minera y ambiental previsora, a causa de una larga demora gubernamental, es en 1997 que se
aprobd la reglamentacion ambiental para las actividades mineras. Antes de esta
reglamentacion las empresas mineras tenian el derecho de utilizar las aguas superficiales y

subterraneas sin ningun cuidado (Guia Ambiental de Presas de Cola, 2001).

En La Paz una de las regiones de explotacion de minerales, se encuentra ubicaba en el valle
de Milluni, la principal mina que se encontrd en este lugar se Ilamaba “La Fabulosa”, que fue
propiedad de COMSUR desde 1940 hasta los afios 90, esta mina explotaba minerales de
estafio empleando 500 mineros y la escuela del pueblo contaba con 400 alumnos. Durante
méas de 50 afios se fue extrayendo el estafio que se encontraba contenido en el filon de la

formacion Catavi (Rios et al., 1985).

La empresa COMSUR tenia instalado un ingenio para rescatar el mineral, en su proceso de
concentracion la planta utilizaba aguas provenientes de los deshielos, los métodos utilizados
para la recuperacion del mineral fueron la concentracion gravimétrica donde las rocas son
trituradas y molidas separando la casiterita por su elevado peso, en esta etapa se utilizaba
abundante agua, posteriormente se utilizd la concentracion por flotacion en este paso
empleaban reactivos quimicos que variaban las propiedades fisicas de las particulas logrando
separarlas del mineral, en este proceso también se empleaba agua. La planta explotaba
mensualmente 9000 toneladas de mineral bruto dejando en su proceso de concentracion
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desechos minerales secos (colas de desmonte) y humedos (pulpas) constituyendo el problema
mas serio de contaminacién en esta region, actualmente la mina se encuentra cerrada y el
pueblo abandonado (Apaza et al., 1991 y Raffaillac et al., 2002).

En la Cuenca Milluni, las concentraciones altas de los metales pesados exceden los valores
normales para el consumo humano segiun la WHO (World Health Organization). Las
condiciones muy acidas resultado de la oxidacion de sulfuros dentro los desechos mineros
favorecen la disolucién de los metales pesados (Cd>Zn>>As>>Cu-Ni>Pb>Sn) dentro las
aguas corriente abajo de la mina, las condiciones hidrol6gicas tienen una alta influencia en el
comportamiento principalmente de los metales pesados en esta region (Salvarredy-Aranguren
et al., 2005).

Estudios realizados por Apaza et al., (1991) y Meneses et al., (1997) sobre la influencia de la
contaminacion minera en el ambiente revelaron una importante alteracion de la biota y la

calidad del agua en esta region.
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4.2. ROL DE LAS BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS Y OTRAS
COMUNIDADES BACTERIANAS EN DESECHOS MINEROS:

En los desechos mineros es importante la asociacion de las BSR con otras comunidades
bacterianas como las bacterias sulfuro oxidadoras (SOB), hierro oxidadoras (IOB) y hierro
reductoras (IRB) que proveen iones sulfato a las BSR para su utilizacién en la respiracion
anaerobica.

Entre los microorganismos que destacan en la oxidacion de Fe* y H,S se encuentran
Acidithiobacillus ferrooxidans (comunmente llamado Thiobacillus ferrooxidans), T. thioparus,
A. Thiooxidans, Acidiphilium acidophilus, Leptospirillum ferrooxidans, Sulfobacillus
thermosulfidooxidans y Acidanus brierleyi, que juegan un rol importante en la formacién de
DMA por su habilidad de oxidar ambos compuestos reducidos de hierro y azufre. Entre otros
quimiolitotrofos que son importantes dentro los DMA se destacan igualmente los géneros
Ferroplasmas, Leptospirillum, Sulfobacillus y los poco frecuentes Acidomicrobium, que
presentan especies donde la mayoria de ellos oxidan el Fe*? estos microorganismos son
importantes contribuidores a la porcion oxidativa del sulfuro terrestre y participan en los

ciclos geoquimicos del Fe (Bond et al., 2000a y Elberling et al., 1999).

Las IOB y SOB habitan en ambientes extremadamente acidos por esa razon se las considera
acidéfilas extrictas, en estos ambientes las 10B se encargan de oxidar el hierro ferroso (Fe*?) a
hierro férrico (Fe*), en ambientes &cidos la oxidacion del Fe*? es lenta y requiere la
intervencion bacteriana, en cambio el Fe*® se encuentra soluble dentro de estas condiciones,
las SOB se encargan de proporcionar un ambiente &cido mediante la oxidacion del HzS a SO,
(ecuacién 4). Ambas comunidades pueden oxidar tanto el Fe? como el H,S
(Rogers et al., 2003).
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Las SOB e 10B ambas predominan mas en zonas con activa oxidacion de minerales sulfurados
como la pirita, se estima que la oxidacidn bacteriana es mayor a la oxidacion abiotica. La
oxidacion de la pirita se encuentra limitada por el acceso del Fe** dentro de valores de pH
menores a 3. La oxidacién inorganica de Fe*? es lenta y los organismos acidéfilos pueden
mediar la produccién de hierro férrico (Fe™) y conservar energia a partir de este proceso
(ecuacion 4) (Bond et al., 2000b).

No es sorprendente que la oxidacion de pirita se encuentre incrementado en presencia de
especies de bacterias hierro-oxidadoras como Leptospirillum ferrooxidans que aceleran la
produccion 4cida y la solubilizacién de los metales en el ambiente por la oxidacion de Fe*?.
Acidithiobacillus ferrooxidans podria oxidar compuestos de sulfuro reducido por esa razén
este tipo de bacteria son denominadas bacterias sulfuro oxidadoras (SOB) (ecuacién 5) pero
también pueden oxidar Fe*?, este paso se realiza en colaboracién con las IOB (Bayard et al.,
2006).

2S+2H,0 +30, ——p 4H + 250,% (5)
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El acceso a los elementos traza puede ser altamente dependiente de los procesos de oxido-
reduccidn de especies de hierro, la contribucion de un grupo de bacterias denominadas hierro
reductoras (IRB) en el ciclo geoquimico del hierro permite la reduccién microbiana de Fe** a
Fe*? Las consideraciones termodinamicas indican que la oxidacién de compuestos orgénicos
y la participacion de Fe™ como aceptor terminal de electrones podria generar mas energia que
el empleo de compuestos como SO,2 0 CO,. Las IRB pueden competir con las BSR y las
metandgenas por limitados donadores de electrones. En sedimentos de agua dulce el Fe* esta
presente como hidréxidos y 6xidos férricos insolubles, la reduccién del Fe*® podria ser una
estrategia competitiva de respiracion, asi las IRB pueden ser responsables indirectas para la
mobilizacion de elementos trazas dentro de suelos, rocas y sedimentos ricos en oxidos de
hierro cuya reduccién conduce a la produccion de hierro ferroso. La reduccion bacteriana de
Fe*® puede conducir a su solubilizacién, que constituye un importante proceso geoquimico
(ecuacion 6) (Cummings et al., 1999; Lloyd et al., 2003; Haveman et al., 2001 y Madigan et
al., 1999).

Fe, O3 —» Fe+2 + H,0 (6)

Oxido férrico
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El mecanismo de reduccion del Fe*® puede estar dado por dos vias mediante las cuales la
célula bacteriana se encuentra adherida al 6xido férrico, de donde transfiere electrones del Fe*
al compuesto organico presente en el medio, otro mecanismo es mediante lanzadera de
electrones al medio extracelular los cuales interactan con los éxidos de Fe*® y promueven su
reduccion (Fig. 1). Entre los microorganismos que obtienen energia para su desarrollo
mediante la reduccién de Fe** se tiene a Shewanella oneidencis, Geobacter metallireducens,

Geobacter sulfurreducens, Desulfuromonas, Desulfuromusa y Pelobacter (Lloyd et al., 2003).

Fe(ll)

Acetate

Electron shuttle « Fe(ll
~ oxidised hd @ "l

\"II [
A\

Y
N, ! \_H‘__h
./ \__ Electron shuttle __~
CO, “* reduced Fe(lll)

Figura 1. Mecanismo de la reduccion de 6xidos insolubles de Fe** mediante dos vias:
A= Contacto directo con la superficie de la célula.
B= Mediante lanzadera de elctrones al nivel extracelular
(Lloyd et al., 2003).
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Las interacciones que existen entre SOB, 10B, IRB y las BSR se resumen en la ecuacion 7, el

042 producido por las SOB e 10B proporcionan las condiciones acidas por un proceso de
oxidacién biolégica (Gubert et al., 2004), donde el Fe*? es oxidado hasta Fe* el cual
posteriormente es reducido por accién de las IRB hasta Fe*%. Las BSR por la reduccién de
SO4? da lugar a la formacién de H,S que se combina con el Fe*?y lo precipita como sulfuro
ferroso (FeS) insoluble (Benner et al., 1999). Para los organismos heterétrofos como las BSR
si no existiera este tipo de colaboracion en estos ambientes extremos donde existe ausencia de
materia organica seria imposible tolerar estas condiciones (Brierley et al., 1997 y Rogers et
al., 2003).

SOB/10B

FeS, + 7/2 O, +H,0 —» Fe* + 2504'2+ 2H"
OB

[FesS (7)

Numerosos metales son toxicos para las BSR, las elevadas concentraciones de metales
pesados pueden desactivar enzimas al reaccionar con grupos funcionales, competir con
cofactores esenciales y desnaturalizar proteinas. La habilidad de estas bacterias de inmobilizar
metales pesados depende de la concentracion del metal en solucién, el cual puede causar una
reduccién dentro de la actividad metabdlica o puede ser toxico para la bacteria causandole la
muerte, es importante conocer el efecto inhibitorio de los metales sobre las BSR para utilizar
estos microorganismos dentro de procesos de tratamiento en la reduccion de metales, se cree
que la concentracion toxica de metales en las BSR se encuentra en un rango mayor a 100 ppm
(Cabrera et al., 2005).
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Las bacterias sulfato reductoras son el Unico grupo de procariotas con la habilidad de
conservar energia por la reduccion desasimilatoria de SO2 a H,S, dentro de ambientes
anoxicos. Algunos BSR, como por ejemplo Desulfovibrio desulfuricans, pueden acoplar la
oxidacion de H, o simples acidos organicos con la reduccion de metales; las BSR pueden
conservar energia a lo largo de la reduccion del metal y son capaces de crecer con metales
como por ejemplo Cr'®, Mn* Fe™ y U™ como aceptores terminales de electrones
(Lloyd et al., 2000).

Es necesario destacar que mientras las BSR reducen el SO, al mismo tiempo pueden llevar
acabo la oxidacion de los electrones que provienen de las fuentes de carbono como por
ejemplo lactato; por medio de esta reaccion de oxido-reduccion es posible, producir
bicarbonato (HCO’3) neutralizando de esta manera la acidez del medio (Bhagat et al., 2004;
Gadd et al., 2004; Elliott et al., 1998; Christensen et al., 1996 y Cohen et al., 2004).

La reaccion quimica de este proceso es la siguiente (ecuacién 8):

2CH;CHOHCOOH + 3507, ==ep 3H,S + 6HCO7; (8)

Lactato Sulfato Sulfuro Bicarbonato

Esta ecuaciéon (9) general describe la reaccién entre el sulfuro de hidrégeno y los iones

metalicos removidos.

M? + H,S + 2HCO; ==p MS + 2H,0 + 2CO,(9)

Metal Sulfuro Bicarbonato Sulfuro metalico

Con estas reacciones se evidencia el papel importante que juegan las BSR en procesos de
biorremediacion de drenajes provenientes de minas, empleandolas en biorreactores para la
precipitacion de metales pesados provenientes de la contaminacién minera, asi como en la
generacion de alcalinidad y restauracion del pH a valores mas neutros (Elliot et al., 1998;
Benner et al., 1999; Lyew et al., 2000y Foucher et al., 2001).



22

4.2.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE BACTERIAS SULFATO
REDUCTORAS (BSR):

Las BSR son un grupo de bacterias que habitan dentro de condiciones estrictamente
anaerobias son microorganismos heterdtrofos, que se caracterizan por utilizar el sulfato que es
la forma mas oxidada del azufre, el cual se constituye como uno de los aniones mayoritarios
del agua del mar y es usado como ultimo aceptor de electrones dentro de la respiracion
anaerdbica. Sin embargo, algunas especies de BSR como por ejemplo Desulfovibrio
aerotoleran y Desulfovibrio vulgaris pueden tolerar la presencia de oxigeno, aunque esto
ocasione la inhibicién de algunas enzimas oxigeno sensibles como la encargada de activar al
sulfato para que ingrese dentro de la célula, asi como generar cambios en las proteinas como
consecuencia de las condiciones oxidativas (Fournier et al., 2005). Para evitar este tipo de
efectos las BSR han desarrollado mecanismos de defensa como la presencia de catalasa y
superoxido dismutasa dependiente de NADH, las cuales tienen la funcion de eliminar los
radicales libres que surgen de la reduccion incompleta del oxigeno (Mogensen et al., 2005).

El producto final de la reduccién del sulfato (SO2) por las BSR es el sulfuro de hidrégeno
(H2S) que es uno de los mayores estados del azufre en la naturaleza dentro de sistemas
acudticos. Las BSR son el Gnico grupo de procariotas con la habilidad comudn de conservar
energia por la reduccion desasimilatoria del sulfato a sulfuro de hidrégeno dentro de

ambientes anoxicos (Chang et al., 2005).

Es importante distinguir la reduccién asimilatoria y desasimilatoria del SO, en la primera el
sulfuro de hidrogeno formado se convierte inmediatamente en azufre orgénico, el cual es
utilizado para la biosintesis de aminoacidos. En cambio en el proceso de desasimilacion, el

H,S formado es eliminado al exterior en forma de gas (Fig. 2).



Figura 2. Esquema de la reduccidn asimilatoria y desasimilatoria del Sulfato
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La reduccion de SO42 a H,S, da como resultado la reduccién de ocho electrones, que ocurren
mediante fases intermedias (ecuacién 10). Debido a la disposicion especial en la membrana de
los componentes del sistema de transporte de electrones, cuando los &tomos de H; se oxidan,
los protones permanecen (H") fuera, mientras que los electrones se transfieren a través de la
membrana, esto crea un gradiente o fuerza motriz de protones que puede ser usada por las
BSR para la sintesis de ATP dentro del citoplasma, en cambio los electrones son usados para
la reduccion de la enzima adenosina fosfosulfato (APS) y el sulfito (Fig. 3) (Madigan et al.,
1999).

SO,” +8e +8H" — H,S + 2H,0 + 20H (10)

H, ——+‘

Haose(s)

404010 ¢ | LENLeeL(
; ,{z .'; "{-; r ) Electron %,éééﬁ '

7 / / % transfer (&
Eél P PRI chain
Carbon ":r ,_,) 5
metabolism ' ADP

Sulfite r't::duLIu:.e_ ATP sulfurylose H+

APS Reductase
! . 4 :\
APS
S0,

%

S0+ ATP
AMP + PPi
32- * ¢P'fmf¢5f0h:5¢
2Pi

Figura 3. Representacion esquematica de la cadena respiratoria de transferencia de
electrones en Desulfovibrio, con hidrégeno o compuestos organicos como
fuente de energia y sulfato como ultimo aceptor terminal de electrones
(Matias et al., 2004).
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El sulfato es un compuesto muy estable con un bajo potencial redox y tiene que ser activado
antes de su reduccién. Antes de ser transportado dentro la célula, el sulfato reacciona con el
ATP para formar adenosina fosfosulfato (APS), una reaccion que es catalizada por la ATP
sulfurilasa. ElI APS es el primer aceptor de electrones para la cadena respiratoria y es reducido
por la APS reductasa a sulfito, el cual es subsecuentemente reducido por la sulfito reductasa
desasimilatoria, el sulfito es probablemente reducido directamente a sulfuro dentro de una
reduccidn de seis electrones. Los componentes de la cadena de transporte de electrones que se
encuentran asociados con la conservacion de energia, no fueron identificados. La reductasa
terminal de las BSR se encuentra localizado en el citoplasma y no esta directamente
involucrada en la generacion del potencial electroquimico de transmembrana para la
generacion de ATP (Matias et al., 2005).

Cuando las bacterias sulfato reductoras crecen con Ha/SO4, crecen quimiolitotréficamente, en
estas condiciones algunas especies pueden incluso crecer autotroficamente usando CO, como
Unica fuente de carbono. Sin embargo, la mayor parte de las bacterias sulfato reductoras son
quimioorgandtrofas y usan varios compuestos organicos como donadores de electrones como
ser acidos grasos volatiles (acetato, propionato, butirato), lactato, piruvato, malato (Gong et
al., 1997) o productos fermentativos como etanol y metanol, asi mismo las BSR son incapaces
de utilizar polimeros como la celulosa y hemicelulosa como fuentes alternativas de carbono.
La influencia de la materia organica sobre la reduccion de sulfato es determinante dentro los
sistemas naturales especialmente para el tratamiento de drenajes mineros acidos
(Pallud et al., 2005 y Zagury et al., 2006).

Algunas BSR pueden acoplar la oxidacion del hidrogeno o simples &cidos organicos con la
reduccion de metales en lugar del sulfato, en estudios efectuados por Lloyd et al., (2000) y
Sani et al., (2004), se pudo determinar que Desulfotomaculum reducens fue la Unica especie
de BSR que pudo conservar energia por la reduccion de metales. Este microorganismo fue
aislado a partir de sedimentos contaminados con metales pesados y mostrd capacidad de
desarrollar en presencia de Cr*®, Mn**, Fe*®y U*® como aceptores de electrones. La reduccién
del metal da lugar a la precipitacion con su menor valencia. Esta capacidad microbiana se ha

propuesto como una alternativa para el tratamiento de aguas contaminadas con metales
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pesados y radionucleidos. La enzimologia de la reduccion de metales por las BSR es
escasamente comprendida, pero se sabe que la reduccién de Cr™® y U™ por Desulfovibrio
vulgaris requiere una hidrogenasa para la generacion de electrones que son transportados por

el citocromo c3.

La ecologia microbiana de ambientes contaminados por la mineria ha demostrado una
considerable diversidad metabolica dentro de poblaciones bacterianas. Muchas de estas
bacterias catalizan especificamente reacciones de oxidacion-reduccion que alteran la
movilidad de metales pesados. La geoquimica de estos ambientes sugiere que pueda existir
una compleja comunidad microbiana. Las colas de desmonte contienen altas cantidades de
hidrooxidos de hierro y manganeso, algunos microorganismos utilizan estos compuestos como
aceptores terminales de electrones en su proceso respiratorio. Estos organismos se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza y juegan el mayor rol dentro del ciclo mineral
dentro de ambientes acuaticos y sedimentarios. La reduccion de sulfato a sulfuro por las BSR
es un proceso anaerobico que puede afectar el transporte de metales, la produccion de sulfuro
durante la sulfato reduccion puede rapidamente reaccionar con metales solubles para
inmovilizarlos en forma de sulfuros metalicos insolubles (Weilinga et al., 1999).
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4.3. DIVERSIDAD MICROBIANA EN AMBIENTES MINEROS:

El analisis de las comunidades microbianas que habitan sitios mineros de extrema acidez
muestra que existen una amplia diversidad de microorganismos heterotréficos y autotroficos
cuyas identidades y funciones son aun desconocidas (Brierley et al., 1997). Los factores
ambientales, fisico-quimicos, geoquimicos, el acceso a donadores y aceptores de electrones, la
elevada concentracion de metales pesados, constituyen los factores primarios que cambian la

composicién de las comunidades microbianas en estos ambientes (Bond et al., 2000a).

Dentro la oxidacién quimica y microbiana de Fe*? a Fe*®* y la formacién de 6xidos que
depende del pH y la concentracion de oxigeno se encuentran involucradas grupos de
Gallionella y Leptothrix que son los microorganismos mas observados en asociacién con
Oxidos de hierro biogénico dentro de ambientes con pH neutro, estas son consideradas
bacterias microaerofilicas las cuales compiten con la oxidacién abidtica del Fe*? dentro la

naturaleza (Fortin et al., 2005).

Otros microorganismos que presentaron capacidad de catalizar la oxidacion de sulfuros
metalicos son Metallosphaera sp., Sulfolobus sp. y Acidianus sp., que pueden oxidar iones de
Fe*? 'y reducir compuestos de sulfuro. También se evidenciaron la presencia de bacterias
mesofilas acidéfilas y acidofilas moderadas entre estas se encuentran los grupos Thiobacillus
intermedius, T. novellus, T. neopolitanus. Asi mismo se observé la presencia de
microorganismos quimioorgandtrofos, amonio y nitrito oxidadores, asi como bacterias
reductoras de nitrato y manganeso (Mn*%). La diversidad de microorganismos en estos
ambientes es muy amplia, observandose que muchos de ellos tienen la capacidad de realizar la
oxido-reduccion de Fe*? y H,S (ver tabla 1) (Schippers et al., 1996, Ledin et al., 1996 y
Johnson et al., 2003).

Dentro de los microorganismos que se encargan de reducir el Fe*® acoplado a la oxidacién de
la materia organica, se ha visto que algunas bacterias reducen el Fe*® por un proceso natural y
en otras es un proceso inducido. Entre las especies que destacan en la reduccién de Fe** se
tienen: Geobacter sp. (anaerobia estricta), Pantoea agglomerans, Shewanella sp. (anaerobia

facultativa) y Aeromonas sp. (Scala et al., 2006 y Haveman et al., 2001).
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En las colas de desmonte las metandgenas son inhibidas por los metales pesados y la acidez
del medio, sin embargo se ha visto que pueden desarrollarse en cultivos en presencia de
elevadas concentraciones de metales junto con bacterias sulfato reductoras, actuando ambas

en un proceso simbidtico (Mori et al., 2000).

Si bien se conoce una diversidad de procariotas dentro de los DMA, existen otros grupos
denominados OTU cuya traduccién del ingles es unidades operativas taxondmicas (operational
taxonomic units), que comprenden a bacterias de las cuales se desconoce su relacion
filogenética (Bohannan et al., 2003).

Asi en ambientes de DMA (Okabyashi et al., 2005) en un estudio realizado mediante el
analisis del gen 16S RNAr respecto a las poblaciones microbianas se identifico dentro de un
grupo de 284 clones, 133 OTU, que presentaron agrupaciones con los géneros

Verrucomicrobia, Chloribi, Actinobacteria, Nitrospirae y Beta-Proteobacteria.



Tabla 1. Microorganismos Procariotas Acidofilos
Coadaptado de Johnson et al., 2003

Microorganismos Acidofilos

Caracteristicas térmicas*

Afiliacién filogenética

1. Hierro-oxidadores

Leptospirillum ferrooxidans
L. ferriphilum

L. thermoferrooxidans
Thiobacillus ferrooxidans
Ferrimicrobium acidiphilum
Ferroplana acidiphilum

Fp. Acidarmanus

2. Sulfuro-oxidadores

Acidithiobacillus thiooxidans
At. Caldus

Thiomonas cuprina
Hydrogenobacter acidophilus
Metallosphaera spp.
Sulfolobus spp.

3. Hierro-sulfuro-oxidadores

Acidithiobacillus ferrooxidans
Acidianus spp.
Sulfolobus metallicus

4. Hierro-reductores

Acidiphilium spp.

5. Hierro —oxidadores/reductores

Acidimicrobium ferrooxidans

6. Hierro-oxidadores/reductores y
sulfuro oxidadores

Sulfobacillus spp.

meso6filo
meso6filo
moderado
mesofilo
mesofilo
mesofilo

mesofilo

mesofilo
moderado

meso6filo
moderado

extremo

extremo
mesofilo
extremo
extremo

mesofilo

mesofilo

mesdfilo y moderado

Nitrospira
Nitrospira
Nitrospira
B-Proteobacteria
Actinobacteria
Thermoplasmales

Thermoplasmales

B/Delta Proteobacteria
B/ Delta Proteobacteria
B- Prioteobacteria
Aquifacales**
Sulfolobales

Sulfolobales

B/ Delta Proteobacteria
Sulfolobales
Sulfolobales

Alfa-Proteobacteria

Actinobacteria

Firmicutes

*Mesofilos (temperatura optima < 40°C), moderado terméfilo (temperatura optima 40- 60°C),
extremo termdfilo (temperatura optima >60°C).
** Habilidad de oxidar minerales por la produccidon de acido sulftrico.
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4.4. TECNICAS MOLECULARES EMPLEADAS PARA EL ESTUDIO DE
BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS DENTRO DE AMBIENTES
MINEROS:

La aplicacion de métodos de biologia molecular para investigar la presencia y distribucién de
bacterias dentro del ambiente tiene la ventaja de proveer directa informacion sobre la
estructura de las comunidades presentes (Daly et al. 2000).

La informacidn de la secuencia del DNA obtenida a partir de muestras de suelo contribuye a
nuestra vision sobre la diversidad bacteriana dentro de ambientes contaminados, pero estos
métodos de extraccion de DNA y el empleo del PCR que utilizan sondas especificas para
identificar diversidad microbiana en estos ambientes, no son métodos cuantitativos
(Paul et al., 2005; Weinbauer et al., 2001; Rossello-Mora et al., 2000).

Para cuantificar las poblaciones de BSR en desechos mineros se recurre al empleo del 16S
RNAr por su alto rango de secuencias conservadas y el analisis de la secuencias de la sulfito
reductasa desasimilatoria para obtener evidencia de la diversidad y distribucion de
microorganismos  relacionados con la sulfato reduccion en estos ambientes
(Nakagawa et al., 2002).

El método de Electroforesis en gel en gradiente de desnaturalizacion (DGGE) permite analizar
comunidades bacterianas en diferentes ambientes, permite separar los fragmentos de DNA de
un mismo tamafio pero de diferente secuencia, este método no solo permite la identificacion
de las bacterias, sino también la cuantificacion relativa de los mismos, los perfiles pueden ser
utilizados en métodos estadisticos, frecuencias y proporciones relativas. Dentro del estudio de
BSR esta técnica es muy utilizada con el gen dsrB, que ayuda a revelar una amplia diversidad
genética de diferentes sub-grupos, géneros y especies de BSR que participan en la
precipitacion de metales pesados in situ (Geets et al., 2005).

Asi mismo la hibridizacion fluorescente in situ se utilizd para evaluar la abundancia y
distribucion de bacterias acidofilas, archeas y eucarias dentro de un ambiente de DMA en
funcién a la geoquimica y condiciones ambientales (Edwards et al., 1999; Purdy et al., 1997 y
Zheng et al., 1996).
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Siguiendo la secuencia del gen del 16S RNAr, pueden construirse arboles filogenéticos que
muestren la composicion en especies de la comunidad microbiana. La aplicacién de estos
metodos al analisis de las comunidades microbianas ha dado resultados interesantes dentro de
ambientes contaminados por la actividad minera (Nakagawa et al., 2002), actualmente se esta
empleando la técnica del T-RFLP, para comparar la diversidad y estructuras de comunidades

microbianas dentro de una variedad de sitios naturales (Scala et al., 2006).

Estos métodos proporcionan informacion sobre la distribucion in situ y la actividad de
multiples grupos microbianos obtenidos en una pequefia cantidad de muestra, estas técnicas
pueden aplicarse para el estudio de comunidades dentro de sedimentos donde diferentes
especies se encuentran presentes y la composicion quimica y microbioldgica de las

poblaciones pueden cambiar en escalas de milimetros o centimetros (MacGregor et al. 2001).
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5. METODOLOGIA:
5.1. AREA DE ESTUDIO:

El estudio que se ha realizado, esta enmarcado dentro del complejo fluvio lacustre en un valle
glaciar de la Cordillera Real de la zona de Milluni, representado por una serie de cinco lagunas
(Fig. 5). La Cuenca Milluni se encuentra ubicada a 30 Km. de la ciudad de La Paz al Norte
de la provincia Murillo, cantén Achocalla. En la carta geografica del Instituto Geografico
Militar se encuentra de 16°08" a 16°10° latitud sur y de 68°17" a 68° 21" longitud oeste,
situada entre 4500 y 4700 metros sobre el nivel del mar, el fondo del valle tiene una extension
de 1 Km. aproximadamente, tiene varias lagunas de morrenas, mas o menos acondicionadas
(Apaza Chavez et al., 1991; Raffaillac et al., 2002).

Las cinco lagunas de la Cuenca Milluni se encuentran ubicadas a las faldas del glaciar del
Huayna Potosi, encontrandose en direccion de Norte a Sur las lagunas Pata Khota (PK),
Jankho Khota (JK), Milluni Chico (MCH) y Milluni Grande (MG). Presenta una laguna
ubicada en la parte Este que abastece de agua a la cuenca representado por la laguna
Ventanani (V) (Fig. 5).

Esta region se caracteriz6 por la presencia de vegetacion constituida por turberas en los sitios
hamedos, en este estudio se evalud la turbera ubicada a la salida de la represa de Milluni
Grande que se encuentra a 4479 m.s.n.m. denominada Turbera Milluni Grande Salida
(TMGS) (Fig. 4).

Figura 4. Turbera Milluni Grande salida (TMGS)
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5.1.1. LAGUNA PATA KHOTA (PK):

Se encuentra a 4665 metros sobre el nivel del mar entre S16.29753 068.13273, presenta una
forma circular con una superficie de 17 hectareas con una profundidad méxima de 11metros,
sus principales fuentes de agua provienen del deshielo del glaciar Huayna Potosi situado al
noroeste, el agua de la laguna es cristalina y tiene un pH dentro de la neutralidad no esta
afectada por la contaminacién, su temperatura fluctia entre 12.6 y 3.2°C (Salvarredy-
Aranguren et al., 2003).

5.1.2. LAGUNA JANKHO KHOTA (JK):

Al descender del valle se encuentra la laguna Jankho Khota a una altitud de 4600 metros
sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), entre S16.31551, 068.14337, presenta una forma oblongue
con una superficie de 1,8 Km., esta laguna es bastante larga y su profundidad maxima es de
9 metros; las fuentes de agua de esta laguna son variables, 10s cursos de agua que la alimentan
varian frecuentemente segln la estacion del afio y las condiciones climaticas, reciben afluentes
de la laguna Pata Khota y presenta una similar temperatura a la laguna Pata Khota que se
encuentra situada mas arriba, el pH varia entre 7.4 — 6.6 (Salvarredy-Aranguren et al., 2003).

Esta laguna se encuentra parcialmente contaminada, debido a un afluente de la mina que
desemboca en la parte sur donde existe un canal lateral denominado “by pass”, que fue
construido por la empresa de agua potable SAMAPA, el objetivo de este canal es transportar
agua sin contaminacion hacia la salida del sistema Milluni donde llega a mezclarse con las

aguas de la laguna Milluni Grande (Apaza et al., 1991 y Raffaillac et al., 2002).

5.1.3. LAGUNA VENTANANI (V):

Se encuentra a 4780 m.s.n.m., es una pequefa laguna de forma circular, con una superficie
menor a 17 hectareas, con una profundidad mayor a 17 m., las fuentes de agua que alimentan
esta laguna provienen del glaciar Charquini. A diferencia de las lagunas Pata Khota y Jankho
Khota, esta laguna no presenta vegetacion; tiene un pH estable durante todo el afio de 4.9, no
presenta contaminacion por la actividad minera. Su temperatura fluctta entre 13°C-20,7°C

(Salvarredy-Aranguren et al., 2003).
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5.1.4. DESECHO MINERO MILLUNI CHICO (MCH):

Esta situada a 4585 m.s.n.m. presenta una forma triangular con una superficie mayor a 20
metros, que presenta una enorme cantidad de desechos mineros que se encuentran depositados
en este sector, provenientes de la mina Milluni, los desechos se encuentran dispersos sobre una
superficie de 4 Km. de largo, convirtiéndose en un sedimentador artificial y su capacidad de
embalse es despreciable, en este sector se encuentran también, depositados los minerales de
explotacion como ser: Casiterita(SnO;) Siderita (FeCO3H,0), Pirita (FeS;), Blenda ((Zn
Fe)S), Cuarzo (SiO4), Arsenopirita (Fe AsS), Marcasita, Pyrrotita (FeS), Galena (PbS),
Wolframita (MnFeZnWOQO,), Etanita (CuzFeSnS,;), Hematina (FeO,H,0), Apatita
(CaPSiQ,),Calcopirita (sulfuro de Cu-Fe), Esfalerita (sulfuro de Zn) (Salvarredy-Aranguren et
al., 2003).

Este sitio es una fuente importante de produccion de drenajes acidos presenta un pH acido
entre 2.8-2.4, la principal fuente de agua del sector de Milluni Chico proviene de la Laguna
Jankho Khota y Ventanani la cual atraviesa el sector minero de Allaico y llega a la mina con
un pH de 4.6 y 3.8. El desecho minero MCH en época de lluvia se encuentra totalmente
cubierta de agua formando una pequefia laguna, es la época en la cual la produccion de
drenajes 4acidos es mayor, en cambio en invierno (época seca) se encuentra seca

constituyéndose en un desecho de colas de desmonte (Meneses et al., 1997).

5.1.5. LAGUNA MILLUNI GRANDE (MG):

Se encuentra a la salida del valle de Milluni a 16° 21" S-68°10°W, ubicada a 4565 m.s.n.m.,
con una superficie de 237 hectareas con una profundidad maxima de 8,6 metros. La laguna
recibe los desechos sedimentarios principalmente de la laguna Milluni Chico, sus otras fuentes
de agua provienen de la rivera izquierda del valle, los cursos de agua se encuentran en
contacto con muchas actividades mineras pequefias que explotan artesanalmente la casiterita
(Sn0O,), esta laguna se alimenta por un curso de agua permanente que nace en la laguna
Churuimani, las otras fuentes de agua permanentes son de origen subterraneo.

El pH del agua oscila entre 3 y 2.7 su temperatura entre 10.2 y 4.9°C el color del agua es
rojo-anaranjado. Esta laguna presenta en la parte norte un sector por donde ingresan los
desechos provenientes de la mina Milluni (Raffaillac et al., 2002 y Salvarredy-Aranguren et
al., 2003).
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5.2. COLECTA DE LAS MUESTRAS:

Se realizo la colecta de muestras en el mes de Agosto del 2003, cada punto de muestreo fue
tomado manualmente con un saca testigos de 1.20 m., equipado con tubos de policarbonato,
las muestras fueron recuperadas cada centimetro para establecer un perfil sedimentario de cada
laguna (PK, JK, V, MCH, MG) y de la turbera (TMGS).

La manipulacion de las muestras fue realizada con material de plastico, previamente lavado
con acido clorhidrico al 10% y agua Milli-Q, este proceso fue necesario para el anélisis
geoquimico y fueron irradiados con luz UV para el analisis molecular.

Para la toma de la muestra, fue necesario buscar sitios con poca profundidad, para obtener una
muestra representativa, la altura de los perfiles sedimentarios varia en cada punto (Tabla 1),
las muestras fueron inmediatamente refrigeradas a -20°C hasta el momento de su

procesamiento.

Tabla 2. Altura de los sedimentos.

Laguna Altura cm.
PK 52.5

JK 61

\Y/ 46

MCH 71.5

MG 51
TMGS 128

PK= laguna Pata Khota
JK = laguna Jankho Khota, V= laguna Ventanani, MCH =Desecho minero Milluni Chico
MG = laguna Milluni grande; TMGS = Turbera Milluni Grande salida.
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5.3. MEDICIONES FiSICO-QUIMICAS (pHy Eh):

Los perfiles de Eh fueron medidos directamente en los sedimentos dentro del tubo por
intervalos de 1 cm., gracias al uso de pequefios orificios. Las mediciones de Eh se realizaron
mediante microsondas de platino con un electrodo de referencia (Ag/AgCly) y un Eh-metro

“Consort”, calibrado con una solucién patrén de + 220 mV.

Cada sub-muestra de 1 cm. de espesor fue colectado en tubos de plastico conicos y estériles,
posteriormente se realizo la medicién de pH con un pH —metro calibrado con soluciones
estandar (pH 4 y pH 7). Finalmente las muestras fueron congeladas a -15°C hasta su posterior

analisis en el laboratorio.

5.4. CEPAS CONTROL.:

Las cepas control utilizadas como controles positivos en el presente trabajo corresponden a
los seis sub-grupos filogenéticos de las BSR, que fueron gentilmente donadas por el Dr.
Richard Devereux, investigador de la ASM-U.S.A. (Tabla 3).

La reconstitucién y conservacion de las cepas control fueron realizadas como parte de la tesis
de licenciatura del Lic. Dario Acha Cordero (2004).
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5.5. EXTRACCION DE DNA EN SEDIMENTOS Y TURBERA:

500 mg. de sedimento fueron pesados y posteriormente mezclados con 810 uL de Solucion de
lisis (L00mm Tris-HCI (pH 8.0) ,100 mM Na,EDTA (pH 8.0), 100 mM de fosfato de sodio
(pH 8.0), 1.5 mM de NaCl y 2% de Bromuro de Hexadecil-trimetil amonio (CTAB)) y 6 uL
de proteinaza K (10 mg/ml) en tubos de 1,5 ml. La mezcla fue agitada en forma
horizontalmente a 225 rpm por 40 min., agregandose después 1800 uL de SDS al 10% con
posterior incubacion a 65°C por 2 horas con suaves inversiones cada 15 minutos, luego los
tubos fueron centrifugados a 6000 rpm por 10 min., recuperandose el sobrenadante (aprox.
600 uL). Al precipitado residual se agregaron 408 ul de Solucién de lisis y 60 ul de SDS
(10%), incubandose la mezcla a 65°C por 10 min., se recupero el sobrenadante después de una
centrifugacion como se indico mas adelante. Ambos sobrenadantes fueron mezclados con
cloroformo-alcohol Isoamilico, seguidos de una centrifugacion a maxima velocidad (14000
rpm) por 5 minutos. Se adicioné al sobrenadante Isopropanol (0.8 volimenes) y Acetato de
sodio (0.3 M) dejandolo reposar verticalmente por 1 hora. Posteriormente la mezcla fue
centrifugada a una maxima velocidad por 20 min., desechandose por inversiéon el
sobrenadante. Al precipitado se le agrego etanol al 70%, con una posterior centrifugacion a
méaxima velocidad por 10 min., el precipitado obtenido fue disuelto en agua destilada a 4°C
por 15 horas (Zhou et al., 1996).

La deteccion del DNA total se efectud por electroforesis con solucion tampén TBE 0.5X en
geles de agarosa al 1% en presencia de bromuro de etidio. La visualizacion del DNA se

realizé en un transiluminador de luz UV (ultra violeta) (anexos).

5.6. PURIFICACION DEL DNA DE SEDIMENTOS Y TURBERA:

Se probaron dos sistemas para la purificacion de los acidos nucleicos en los sedimentos, el
primero consistia en el empleo del Kit comercial de extraccion y purificacion UltraClean Soil
DNA (MoBio Inc.) y el segundo mediante columnas que fueron elaboradas con Sefarosa como
resina. El DNA purificado en las elusiones fue evaluado por electroforesis en geles de agarosa
al 1% con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio con solucién tampén TBE 0.5X y visualizados en

un transiluminador de luz UV.
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5.7. AMPLIFICACION DEL 16S DNAr Y SUBGRUPOS ESPECIFICOS DE BSR
POR PCR Y NESTED-PCR:

Los cebadores de BSR utilizados en la amplificacion por PCR del gen 16S DNAr fueron FD1
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y RP2 (ACGGCTACCTTGTTACGACTT) obtenidos del
trabajo de Weisburg et al.,(1991). La amplificacion fue realizada en un termociclador (modelo
TD 7500, Hybaid, USA), bajo el siguiente programa: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a
95°C por 1 min., 30 ciclos de 94°C por 1 min., 50-65°C por 1 min., y 72 °C por 1 min., seguida
de una extension final a 72°C por 5 min. La composicién de la solucion de reaccion por tubo,
fue de 20 uL de volumen, los componentes del Master Mix fueron: 1.7 uL de agua
tridestilada, 2 ul de tampon PCR 10X (Promega), 2 ul de MgCl, 10X, 2 ul de cada cebador (5
pmol/ul), 0.4 ul dNTPs (10 mM de cada uno ), 0.5 ul (10 ug/ul peso/volumen) de BSA, 0.05
U/uL (para DNAr 16S) y 0.02 U/ul (para los subgrupos de SRB) de Taq Polimerasa
(Promega) y finalmente DNA (2-20 ng). La amplificacion de los productos esperados se
analizé por electroforesis con buffer TBE 0.5X en geles de agarosa 0.8%-1.5% en presencia de
bromuro de etidio y posterior visualizacion, el peso molecular se determino comparando con
el marcador pGem. El producto de la amplificacion del gen 16S DNAr generando fue de 1504

pb (anexos).

Se utilizé Nested-PCR para la identificacion de los sub-grupos de BSR sobre el amplificado
del gen 16S DNAr; se utilizaron cebadores especificos para cada sub-grupo de BSRs:
sub-grupo 1 Desulfotomaculum (DFM); sub-grupo 2 Desulfobulbus (DBB); sub-grupo 3
Desulfobacterium (DBM); sub-grupo 4 Desulfobacter (DSB); sub-grupo 5 Desulfococcus-
Desulfonema-Desulfosarcina  (DCC-DNM-DSS) y  sub-grupo 6  Desulfovibrio-
Desulfomicrobium (DSV-DMB) (Tabla 4) (Daly et al., 2000).
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5.8. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION VERTICAL Y HORIZONTAL DE LOS
SUBGRUPOS DE BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS:

Para el analisis de la distribucién de los subgrupos de BSR dentro de los perfiles sedimentarios
y turbera, fue necesario realizar la evaluacién de forma espacial, efectuando un analisis en
sentido horizontal, que fue realizado en funcion a los estratos de 1cm., que nos permitio
evaluar la distribucion de BSR contrastando con los factores fisico-quimicos presentes a ese
nivel. En cambio el andlisis vertical, fue realizado en funcion a la profundidad de los perfiles
sedimentarios y turba.

Las formulas utilizadas fueron las siguientes:

Andlisis de la distribucion Horizontal de BSR:

(*M1'+ M2'+ M3"+...nM")
% Horizontal de BSR = --=----mmmmmmmmmmmmoecmeeeoooe x 100
Numero total de grupos de BSR (6)

Anadlisis de la distribucion vertical de los sub-grupos de BSR:

(*M1'+ M2'+ M3"+...nM")
%Vertical de sub-grupos de BSR = =-=---===-=mmmmmmmmmeomeeee e x 100
Numero total de muestras analizadas

* Representan las muestras positivas dentro del perfil sedimentario

Se utilizo el coeficiente de correlacién Pearson, para observar las posibles correlaciones de los
valores fisico-quimicos sobre la distribucion de BSR en cada uno de los sistemas
(Luna-Barrén et al., 2004).



Tabla 3. Cepas control de bacterias sulfato reductoras.

Especie

Grupo

Desulfotomaculum nigrificans

1

Desulfobulbus propionicus

Desulfobacterium autotrophicum

Desulfobacter curvatus

Desulfococcus multivorans

Desulfovibrio desulfuricans 27774

2
3
4
5
6
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Tabla 4. Secuencias de cebadores utilizados en la reaccion del PCR para identificar
a los sub-grupos de Bacterias Sulfato Reductoras.
Primers | Sitio Secuencia 57-3" ** Especificidad | Temp. Tamarfio del
blanco* Alineacién °C | Producto (bp)
DFM140 |140-158 |TAGMCYGGGATAACRSYKG GRUPO 1 58 700
DFM842 [842-823 |ATACCCSCWWCWCCTAGCAC
DBB121 |[121-142 |CGCGTAGATAACCTGTCYTCATG |GRUPO 2 66 1120
DBB1237 | 1237- GTAGKACGTGTGTAGCCCTGGTC
1215
DBM169 |169-183 |CTAATRCCGGATRAAGTCAG GRUPO 3 64 840
DBM1006 | 1006-986 | ATTCTCARGATGTCAAGTCTG
DSB127 |[127-148 |GATAATCTGCCTTCAAGCCTGG |GRUPO 4 60 1150
DSB1273 | 1273- CYYYYYGCRRAGTCGSTGCCCT
1252
DCC305 |305-327 |GATCAGCCACACTGGRACTGACA |GRUPO 5 65 860
DCC1165 | 1165- GGGGCAGTATCTTYAGAGTYC
1144
DSV230 |230-248 |GRGYCYGCGTYYCATTAGC GRUPO 6 61 610
DSV838 [838-818 |SYCCGRCAYCTAGYRTYCATC

* Las posiciones estan en funcion de DNAr 16S de E. coli (aprox.1504 pb).
**Ambigiedad: R(Go A); Y (CoT); K(GoT);M(A0oC);S(GoC);W (AoT)




Figura 6. Esquema de la Metodologia de Trabajo.
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6. RESULTADOS:
6.1. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS EN LOS SEDIMENTOS Y TURBERA
DE LA CUENCA MILLUNI:

En base al andlisis de los factores fisico quimicos y las caracteristicas de cada sedimento y

turbera, obtenidos en el sitio de estudio, se distinguieron cuatro sistemas que difieren en

valores de Eh, pH, presencia de vegetacion y tipo de sedimento (Tabla. 4), por lo que
constituyen diferentes ambientes, los cuales se encontraron comprendidos por:

- Primer Sistema: Constituido por los sedimentos de lagunas ubicadas en la zona alta de la
cuenca lagunas Pata Khota (PK) y Jankho Khota (JK), con presencia de vegetacion
acuatica en el fondo de la laguna.

- Segundo Sistema: Constituido por los sedimentos de la laguna Ventanani (V), ubicada al
este de la cuenca, dentro de una zona con mineralizacion, sin presencia de vegetacion,
cuyo sedimento se caracterizo por la presencia de éxidos precipitados.

- Tercer Sistema: Constituido por los sedimentos del Desecho minero Milluni Chico
(MCH) y laguna Milluni Grande (MG), ubicadas en la zona de mineria, corriente abajo
sin presencia de vegetacion.

- Cuarto Sistema: Constituido por una turbera ubicada a la salida de la laguna Milluni
Grande (TMGS) que se caracteriza por presentar grandes acumulaciones de restos

vegetales que se descomponen lentamente, formando una gruesa capa de suelo organico.

Tabla 5. Valores Fisico-Quimicos y Caracteristicas de las Lagunas y turbera
de la Cuenca Milluni.

Laguna | pH min. | pHméax.| Ehmin.| Eh max. | Vegetacion Testigo

PK 5.8 10 -121 +370 Sl Sedimento

JK 6.2 6.7 -330 +51 Sl Sedimento

\ 4.24 5.7 +335 +629 NO Sed. Mineralizado
MCH |21 4.9 -124 +407 NO Desecho minero
MG 2.5 5.9 -190 +376 NO Sedimento/desecho
TMGS | 4.5 6.3 -17 -310 Abundante Turba

PK = laguna Pata Khota, JK = laguna Jankho Khota, V= laguna Ventanani, MCH= Desecho minero Milluni
Chico, MG= laguna Milluni Grande, TMGS= Turbera Milluni Grande salida.
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6.2. PERFILES DEL POTENCIAL DE OXIDO-REDUCCION (Eh) CUENCA
MILLUNI:

El primer sistema presento un comportamiento de Eh muy diferente entre ambas lagunas es asi
que la laguna PK presento en general un Eh oxidante-reductor en un rango de +370 a -121 mV,
con valores de Eh oxidante en la superficie (+370 a +31 mV) hasta los 28cm., que fueron
cambiando a partir de los 30 cm., a un Eh reductor (-6 a -121mV), el cual se mantuvo constante
hasta la parte mas profunda del sedimento (entre 33 a 50 cm.) (Fig. 7-A).
La laguna JK presento en general un Eh entre +51 a -330 mV, el Eh fue oxidante en la superficie
(entre 1 a 2 cm.), cambiando luego a un Eh reductor, con ligeros cambios que se dieron a nivel de
todo el perfil sedimentario, en especial en la parte central (entre 15 a 45 cm.) donde se aprecia un
incremento en los valores de Eh (-185 a -331mV), llegando a estabilizarse en la parte mas
profunda del sedimento (47 a 60 cm.) (Fig. 8-A).

Dentro del segundo sistema, la laguna V presento un sedimento con valores de Eh entre +335 a
+629 mV, el Eh fue muy oxidante a nivel de todo el sedimento, presentando ligeras variaciones
localizadas en la zona central (entre 10 a 33 cm.) (Fig. 9-A).

El desecho minero Milluni Chico (MCH), present6 un sedimento con alternancia de Eh de
oxidante a reductor y viceversa, con valores entre + 407 a -124 mV, los valores de Eh se
presentaron oxidantes en la superficie (entre 1 a 15 cm.) y en la parte central del sedimento
(entre 35 a 45 cm.), las regiones que presentaron valores de Eh reductor se localizaron en la parte
central (entre 16 a 30 cm.) y en la parte profunda del sedimento, (entre 47 a 70 cm.) (Fig. 10-A).
Laguna MG constituida por un Eh oxidante-reductor, con valores que se encontraron entre +376
a-190 mV, donde el Eh se presento oxidante hasta los 20 cm., con una transicion hacia un Eh

reductor con la profundidad, similar a la laguna PK (Fig. 11-A).
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Figura 7. Perfiles de Eh, pH vy distribucion horizontal de Bacterias Sulfato
Reductoras en Laguna Pata Khota.
A = Eh (potencial de oxido-reduccion); B = pH
C =% Distribucion horizontal de BSR.
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Figura 8. Perfiles de Eh, pH y distribucion horizontal de Bacterias Sulfato
Reductoras en Laguna Jankho Khota.
A = Eh (potencial de oxido-reduccién); B = pH
C =% Distribucion horizontal de BSR.
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La Turbera TMGS, presento un Eh reductor cuyos valores se encontraron entre
-17 a -310 mV, con cambios en la parte central del sedimento (entre 30 a 40 cm., y entre 50 a 70
cm.), presentandose un Eh mas estable en la parte profunda (entre 75 a 100cm.) (Fig.12-
A).

En conjunto, las caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos encontrados en la Cuenca
Milluni, dentro de los cuatro sistemas, representaron cuatro tipos de perfiles sedimentarios los
cuales en funcidn a los valores de Eh se agruparon de la siguiente manera:

-Sedimentos con valores de Eh oxidante-reductor (laguna PK y laguna MG).

-Sedimento con valores de Eh reductores (Laguna JK vy la turbera TMGS).

-Sedimentos con valores de Eh oxidante (laguna V).

-Sedimento con valores de Eh que presentaron alternancia oxidante-reductor
(desecho minero MCH).
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Figura 9. Perfiles de Eh, pH y distribucidn horizontal de Bacterias Sulfato
Reductoras en Laguna Ventanani.
A = Eh (potencial de oxido-reduccidn); B = pH,
C = % Distribucion horizontal de BSR.
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6.3. PERFILES DE pH CUENCA MILLUNI:

Dentro del primer sistema la laguna PK presento valores de pH que estuvieron entre 10 a 5.8, con
un sedimento con alternancia basico-acido, presentando en la superficie (1 a 10 cm.) un pH
alcalino (9-10), que fue disminuyendo en funcion a la profundidad (20 a 50 cm.) presentando
valores ligeramente acidos (pH 5-6) (Fig. 7-B).

Los valores de pH en la laguna JK se presentaron entre 6.2 a 6.7, con caracteristicas ligeramente
acidas, se observo un pH constante con ligeros cambios, presentando valores dentro la
neutralidad (Fig. 8-B).

En el segundo sistema, la laguna (V) presento un sedimento con caracteristicas acidas, con
valores de pH entre 5.7 a 4.24 (Fig. 9-B).

En cambio en el tercer sistema, el desecho minero MCH, presento un pH muy &cido entre 2.1 a
4.9, presentandose mas &cido en la superficie con cambios graduales en funcion a la
profundidad (Fig.10-B). Asi mismo, la laguna MG presento valores de pH entre 2.5 a 5.9, con
valores acidos en la superficie que posteriormente fueron incrementando en la parte mas profunda
(entre 20 a 45 cm.) (Fig. 11-B).

En el cuarto sistema, la turbera TMGS, presento un pH acido de 4.5 a 6.3, que se mantuvo

relativamente constante a lo largo de todo el perfil sedimentario (Fig. 12-B).

En relacion a los valores de pH, la Cuenca Milluni presento tres grupos de perfiles sedimentarios
los cuales se encontraron comprendidos por:

- Sedimento con pH &cido constituido por la laguna V, laguna MG y el desecho minero MCH.
- Sedimento con pH ligeramente acido, constituido por la laguna JK y la turbera TMGS.

- Sedimento con pH bésico-acido constituido por la laguna PK.
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6.4. PERFILES DE DISTRIBUCION HORIZONTAL DE BACTERIAS  SULFATO
REDUCTORAS CUENCA MILLUNI:

En el primer sistema, la distribucion horizontal de BSR dentro la laguna PK fue mayor en los
primeros 10 cm. alcanzando hasta un 83%, que fue disminuyendo a mayor profundidad
alcanzando un 66% (entre los 50 cm.) (Fig.7-C). En la laguna JK, la distribucion horizontal de
BSR se presentd a nivel de todo el perfil sedimentario predominando en los primeros 10 cm.
(hasta un 66%) y disminuyendo (en un 16%) en la parte profunda (50 a 60 cm.) (Fig. 8-C).

En cambio en el segundo sistema (laguna V), la distribucién horizontal de BSR, mostr6 mas
predominacion en la parte central del sedimento, manteniéndose invariable con la profundidad,
pero con un menor porcentaje de distribucion entre 16 a 32%, en relacion a las lagunas PK y JK
(Fig. 9-C).

Dentro del tercer sistema, la distribucion horizontal de BSR en el desecho minero MCH, fue
mayor en la superficie y en la parte central del sedimento (50%) (entre 2 a 30 cm.), disminuyendo
(hasta un 33%) con la profundidad (60cm.) (Fig. 10-C).

Por otra parte en la laguna MG, la distribucion horizontal de BSR, fue mayor (alcanzando un
50%) en la superficie (entre 1 a 5¢cm.) y disminuyo (16%) con la profundidad (entre 40 a 50cm.)
(Fig. 11-C).

En el cuarto sistema, la distribucion horizontal de BSR dentro la turbera TMGS, mostré un

incremento en relacion con la profundidad (50% a 66%) (Fig. 12-C).

Dentro los cuatro sistemas se presento un perfil de distribucion horizontal de BSR, que mostro
una fuerte variacion principalmente en la superficie hasta los 10 cm. y fue cambiando a una

forma mas regular en la parte profunda del sedimento.
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Reductoras Turbera Milluni Grande Salida.
A = Eh (potencial de oxido-reduccién); B = pH,
C =% Distribucién horizontal de BSR.
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6.5. DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR EN LOS SEDIMENTOS Y

TURBERA:

Los subgrupos de BSR en los sedimentos de las lagunas y turbera de la cuenca fueron asociados

en tres grupos que presentaron la siguiente distribucion:

Primer grupo constituido por PK y TMGS, presentaron a los subgrupos DSV, DCC, DBB,
DFM y DSB, distribuidos desde la superficie (entre 1 a 10 cm.) hasta los 94cm.(TMGS) (Fig.
13 A y F) dentro de sedimentos organicos con Eh oxidante-reductor y pH alcalino a

ligeramente &cido (Fig. 7y 12).

Segundo grupo constituido por JK, MCH y MG, presentaron similares subgrupos de BSR al
anterior, a diferencia del subgrupo DSB. Las BSR fueron identificadas hasta una profundidad
de 60cm. (JK) (Fig. 13 B, D y E), dentro de sedimentos organicos con Eh reductor y pH
ligeramente &cido (JK) y sedimentos contaminados, con un Eh oxidante-reductor (MCH y

MG) y con pH 4&cido extremo.

Tercer grupo constituido por V, a diferencia con las anteriores lagunas y turbera, V presentd
dos subgrupos de BSR, DSV y DCC hasta una profundidad de 45 cm., dentro de un
sedimento mineralizado por la presencia de oxidos (Fig.13 C), con un Eh muy oxidante y pH

acido.

En los tres grupos se observo que la distribucion de BSR se localizd en la superficie del

sedimento (ambiente aerobio) y en la parte mas profunda (ambiente anaerobio) dentro de

variables condiciones fisico-quimicas (Fig. 13).
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Se analiz6 con el coeficiente Pearson (r) las posibles correlaciones existentes entre el Ehy pH
con la distribucion de BSR en los sedimentos y turbera, cuyos valores se muestran en la tabla 6.
Se observé que existiria una correlacion entre el En/BSR en JK, MCH, MG y TMGS, esta ultima
presentaria una correlacion relativamente mayor (r = 0.48) en comparacion a las otros
sedimentos.
En relacion al pH vy la distribucion de BSR (pH/BSR), los sedimentos de PK, JK y V
presentarian una menor correlacion con los valores de pH con respecto a los del Eh, destacandose
V por presentar una mayor correlacion (r = 0.12) en contraste con las otras lagunas.
Destacar que en los sedimentos de MCH y MG vy la turbera TMGS, la correlacién de Ph/BSR no

presentarian una relacion directa sobre la distribucion de las BSR.

Tabla 6. Correlaciones de Eh 'y pH con la distribucién de BSR.

Sitio analizado | Coeficiente Pearson ( r ) | Coeficiente Pearson (r)
Eh/BSR pH/BSR

PK -0.024 0.024

JK 0.15 0.044

Vv 0.41 0.12

MCH 0.022 -0.31
MG 0.42 -0.26
TMGS 0.48 -0.11

PK = Pata Khota, JK = Jankho Khota, V = Ventanani,
MCH = Milluni Chico, MG = Milluni Grande, TMGS = Turbera salida Milluni Grande.
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Figura 13. Distribucién de subgrupos de bacterias sulfato reductoras en los sedimentos y
turbera

A = Pata Khota (PK); B = Jankho Khota (JK); C = Ventanani (V);
D = Milluni Chico (MCH); E =Milluni Grande (MG); F = Turbera salida Milluni (TMGS).
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6.6. PORCENTAJE DE DISTRIBUCION VERTICAL DE SUBGRUPOS DE BSR
CUENCA MILLUNI:

La distribucién vertical de los subgrupos de BSR fue realizado en funcién a la profundidad del
perfil sedimentario, mostrando variaciones que posiblemente se encontraron influenciadas por las

condiciones y ubicacion que presentaron cada una de las lagunas y la turbera.

Los subgrupos DSV y DCC fueron los mas predominantes dentro de las cuatro sistemas que
presento esta region.

En cambio DBB y DFM fueron identificados en sedimentos con Eh variable y pH &cidos que
presentaron MCH y MG, sin embargo no fueron identificados en ambientes con Eh oxidante
(laguna V). El subgrupo DSB se restringio a sedimentos que presentaron materia organica vegetal
(PK y TMGS).

Dentro de las lagunas ubicadas Cuenca arriba se observé una amplia distribucion de BSR, similar
comportamiento se observo en las lagunas ubicadas Cuenca abajo a pesar de presentar una directa

contaminacion por desechos mineros (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de distribucién vertical de subgrupos de BSR Cuenca Milluni.
A=Pata Khota (PK); B = Jankho Khota (JK); C = Ventanani (V); D = Milluni Chico (MCH);
E = Milluni Grande (MG); F = Turbera Milluni Grande Salida (TMGS), DSV = Desulfovibrio;
DCC = Desulfococcus; DBB = Desulfobulbus; DFM = Desulfotomaculum; DSB =Desulfobacter.
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6.7. PORCENTAJE TOTAL DE SUBGRUPOS DE BSR EN LA CUENCA MILLUNI:
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Figura 15. Porcentaje total de subgrupos de BSR en la Cuenca Milluni.
DSV = Desulfovibrio; DCC = Desulfococcus; DBB = Desulfobulbus; DFM = Desulfotomaculum;
DSB =Desulfobacter.

Los subgrupos que predominaron en los sedimentos y turbera de los cuatro sistemas de la Cuenca
Milluni son DSV, DCC y DBB, en una proporcion del 68%, 52% y 37% respectivamente, se
constituyeron como los subgrupos mayoritarios en toda la cuenca dentro de ambientes muy
heterogéneos con influencia directa e indirecta por los desechos mineros.

En cambio el subgrupo DFM se encontrdé en un 17% en menor proporcion en relacion a los
anteriores subgrupos, a excepcion de DSB que se encontré en un 6.3%, fue el subgrupo mas

minoritario en la region de estudio (Fig. 15).
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6.8. DISTRIBUCION TOTAL DE BSR DENTRO LA CUENCA MILLUNI:
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Figura 16. Porcentaje de Distribucion total de BSR Cuenca Milluni.
PK = Pata Khota, JK = Jankho Khota, V = Ventanani,
MCH = Milluni Chico, MG = Milluni Grande, TMGS = Turbera salida Milluni Grande.

En relacion a la distribucién total de BSR con la ubicacion de las lagunas y la turbera se tiene:
- Las lagunas ubicadas cuenca arriba (PK, JK y V), se observo una mayor distribucion en JK del
52%, seguida de PK con un 32%. En contraste con V donde el porcentaje de BSR fue mucho

menor, alcanzando un valor del 17%.

-Las Lagunas y turbera ubicadas cuenca abajo (MCH, MG y TMGS)con una influencia directa
por los desechos mineros, presentaron una distribucion que se encontr6 entre 29% MCH y 17%
MG, por ultimo la turbera TMGS presento una distribucion del 23%.

Las lagunas V y MG presentaron caracteristicas sedimentarias diferentes, pero similares
condiciones &cidas, ambas lagunas presentaron el menor porcentaje de distribucion de BSR en
toda la cuenca (Fig. 16).
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7. DISCUSIONES:

En el presente estudio se analizaron las caracteristicas fisico-quimicas y distribucién de BSR en
muestras a lo largo de perfiles sedimentarios y de turbera de cuatro sistemas constituidos por
lagunas de la Cuenca Milluni que comprenden por una parte a las localizadas cuenca arriba (PK 'y
JK) donde no existiria contaminacion minera directa, lagunas ubicadas cuenca abajo productoras
de drenajes acido (MCH y MG) que representarian las zonas de mayor contaminacion minera, la
laguna V no conectada con las lagunas mencionadas, pero sin embargo presenta condiciones
extremas por encontrarse en un sitio mineralizado y la turbera TMGS ubicada a la salida de la

laguna MG, rica en materia vegetal organica, de retencién de agua acida y metales pesados.

Si bien, estas lagunas se encuentran conectadas por afluentes de aguas que reciben de la laguna
PK y del nevado del Huayna Potosi, hasta reunirse en la laguna MG, se pudo observar que los
parametros fisico-quimicos presentaron una fuerte variacion que estuvo influenciada
probablemente por el grado de contaminacion arrastrado por estos efluentes incidiendo sobre la
distribucidn de los subgrupos de BSR y viceversa dentro de estos sistemas.

7.1. PRIMER SISTEMA: LAGUNAS PATA KHOTA Y JANKHO KHOTA

El primer sistema comprendido por las lagunas naturales PK y JK debido a su ubicacion no
presentaria una evidente contaminacion por la actividad minera ya que se encuentran por encima
de la mina de Milluni (cuenca arriba). La laguna PK se caracterizd por presentar un Eh oxidante
hasta los 28 cm. de profundidad que podria estar influenciado por la presencia de plantas
acudticas en el sedimento a este nivel, ocasionando la entrada de oxigeno que afectaria sobre la
zona de transicion del Eh en la parte mas profunda del perfil sedimentario. Con respecto al pH
alcalino encontrado en la laguna PK, hasta los 20 cm. de profundidad, Salvarredy-Aranguren y
sus colaboradores (2004), sefialan que a la entrada del sistema de la laguna PK, el agua se
presenta ligeramente mas alcalina en invierno, siendo mas rica en bicarbonato en esta época (128-
319pmol.L™ de bicarbonato), que se deberfa a una mayor concentracion de elementos en el agua
por la reduccion de los caudales durante esta estacion invernal seca. En verano el deshielo del
glaciar del Huayna Potosi y el incremento de precipitaciones pluviales diluye la concentracién de

las aguas y disminuye ligeramente la alcalinidad.
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Es importante resaltar que dentro de esta laguna PK se pudo observar el mayor porcentaje de
distribucion horizontal de BSR (83%) hasta los primeros 10 cm. de profundidad bajo un pH
alcalino, Eh oxidante y en presencia de plantas acuaticas. Segun Russell et al., (2003) y Boshoff
et al., (2004a-b), las BSR se podrian encontrar con fuentes de carbono accesibles producidas por
productos eliminados por las raices de las plantas acuéticas, las cuales constituirian un sistema
natural sustentable de fuente de carbono para el desarrollo de BSR y otras comunidades de
bacterias. Asi, en ambientes naturales con raices de plantas acuéaticas existiria una competencia
de las bacterias sulfato reductoras con otras bacterias (Nitrato reductoras, Clostridia y
Metanogenas) por los donadores de electrones comunes como ser compuestos organicos
fermentables (butirato, propionato y acetato) presentandose interacciones de cooperacion y
competencia. Similares comportamientos podrian ocurrir no solo en la rizosfera de plantas sino

también en otros ambientes (Scheid et al., 2004).

Otros autores (Sass et al., 1997; Wright et al., 1999 y Matias et al., 2004) sefialan que dentro de
ambientes naturales de aguas dulces a pH 8-9, las BSR habitarian en asociacion con
Cianobacterias, donde ambas se encontrarian jugando un papel importante en el incremento del
pH vy la precipitacion de carbonatos de magnesio que podria estar ligado a su metabolismo. Asi
mismo las BSR dentro de sedimentos 6xicos podrian realizar la reduccién de sulfato, debido a la
presencia de proteinas oxigeno-tolerantes (superoxido dismutasa, catalasa y NADH oxidasa). Por
otra parte, dentro de condiciones de laboratorio las BSR y otras bacterias anaerobias se
desarrollan dentro de ambientes alcalinos (pH =11) y oxidantes en presencia de fuentes de
carbono (O’Flaherty et al., 1998 y Sasaki et al., 2001), estos reportes evidenciarian que las BSR
podrian sobrevivir dentro de ambientes con Eh positivo (oxidantes) y pH alcalino.

Es posible que las BSR de la laguna PK se encontrarian jugando un papel importante influyendo
quizas sobre los valores del Eh y pH. Las BSR al reducir el sulfato, al mismo tiempo podrian
oxidar los compuestos organicos presentes, lo que indicaria una alta actividad metabdlica en los
primeros 10 cm., por el fécil acceso a las fuentes de carbono, que daria como resultado una

elevada produccion de bicarbonato que podria acentuar la alcalinidad del medio en este estrato.
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En contraste, en la laguna JK no se observaron raices de plantas acuaticas en el sedimento,
prevaleciendo un Eh reductor desde los 2 cm. y pH acido. Segin Salvarredy-Aranguren et al.,
(2004), esta laguna se presentaria mas acida que la anterior debido a un cambio litolégico en el
area, que se encontraria reflejado en una mayor concentraciéon de sulfato en el agua (126-1540

umol.L™) y a una disminucién en la concentracién de bicarbonato.

Segun Barton et al., (1995) dentro de ambientes de agua dulce la concentracién de sulfato es
usualmente baja con rangos entre 1.05° pmol.L™ (equivalente a 10 a 200 nmoles. L™), valores
mil veces menores a lo que presento la laguna JK. En esta laguna el sulfato no se encontraria
influyendo sobre la distribucion de BSR ya que ellas podrian habitar dentro de ambientes con

elevadas concentraciones de sulfato como se observo en ambientes marinos.

Esta laguna presentd en el perfil sedimentario restos de materia orgénica y no asi plantas
acuaticas como las que se encontraron en PK, las cuales se encontrarian disminuidas desde la
region de la laguna PK hasta el desecho minero MCH (Apaza et al., 1989-1991). Las condiciones
climéticas que presentd esta region de alta montafia, con vientos fuertes y formacion de oleajes,
facilitaria que residuos contaminantes provenientes de la mina se difundan con la consiguiente
expansion en la superficie de la laguna, que afectaria la reduccion de la vegetacion en este sector,
que puede ser producto principalmente del cambio litologico imperante en la zona. Aunque un
aumento de sustancias nocivas en el suelo es posible por contaminantes provenientes de la mina
transportados eolicamente o transportados por los cursos de agua provenientes de la mina,
especialmente en el sector sur (Salvarredy-Aranguren et al., 2005).
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Bajo estas condiciones con Eh reductor apropiadas para estas bacterias anaerobias y pH é&cido,
cercano a la neutralidad. Esta laguna se caracterizo también por presentar una parcial
contaminacion, que posiblemente influiria sobre el porcentaje de distribucién horizontal de BSR
a lo largo de los 10 cm. de profundidad, donde se observé un 66%, que fue menor en
comparacion a la laguna PK. Si bien esta laguna contaria con un acceso a fuentes de carbono de
origen vegetal en menor proporcion en relacion con la laguna PK, las BSR probablemente se
encontrarian utilizando compuestos inorganicos presentes, como donadores de electrones. Segln
Londry et al., (2003) dentro de ambientes naturales las BSR podrian comportarse como
autotrofos, mixotrofos o heterétrofos esto dependeria del grupo de BSR que utilice una de estas

formas de metabolismo durante su desarrollo y del acceso a las fuentes de carbono.

Es posible que dentro de esta laguna pueda existir un equilibrio entre la reduccién de sulfato
(SO, vy la precipitacién de compuestos inorganicos (metales pesados), que se encontraria
asociado a la formacion de sulfuro de hidrégeno (H.S), el cual en elevadas cantidades llegaria a
ser toxico para las bacterias, para evitar esto el H,S se combinaria con los compuestos
inorganicos formando sales de sulfuro, las cuales precipitarian reduciendo de esta manera la
toxicidad de este compuesto (H,S) (Bhattacharya et al., 1995y Chang et al., 2005).
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7.2. SEGUNDO SISTEMA LAGUNA VENTANANI:

El segundo sistema constituido por la laguna V se encontr6 ubicada dentro una zona con
mineralizacion, las condiciones fisico-quimicas de este sistema se caracterizaron por la presencia
de un Eh oxidante y pH acido (5 - 4.24), el Eh en comparacion a la laguna PK, no se encontro
influenciado por la presencia de raices de plantas acuaticas si no mas bien por la mineralogia del
sitio de ubicacion, en relacion al pH esta laguna se caracteriza por conserva un bajo contenido de
alcalinidad, pese a no estar colindante a la mina. Segun Salvarredy-Aranguren et al. (2004), a
diferencia de los sectores de MCH y MG, dentro la laguna V, los metales en solucién no
sobrepasarian los limites de potabilidad para el consumo humano, en razén que la acidez no es
extrema (4-5). Este ambiente es fuertemente oxidado por la presencia de agua rica en oxigeno

proveniente de los cauces que alimentan la laguna.

Asi mismo el relieve muy escarpado que presenta provoca que el agua se mezcle con el aire
facilmente, lo que causaria la oxidacion de la pirita generando sulfatos y hierro. Sin embargo este
proceso seria limitado a este intervalo de pH 4-5, donde el Fe precipita rapidamente en forma de
Geotita (oxido de hierro) o Schwertamanita (otro hidroxido sulfatado de hierro). Esta region es
una clésica area de yacimiento de “sombrero de hierro”, donde solamente los silicatos y la
precipitacion de hidréxidos de hierro producirian una atenuacién de la acidificacion. El
“sombrero de hierro” se caracterizaria por ser un yacimiento de 6xidos de hierro que protegeria
en profundidad una zona rica en sulfuros y en metales pesados los cuales se encontrarian
combinados con estos 6xidos, si el area hubiera sufrido mayor alteracion este se habria
transformado en una fuente de drenaje &cido extremo como el de Milluni Chico colocando a
descubierto los metales trazas que se encuentran combinados con los 6xidos de hierro (entre estos
As, Pb, Cd) (Salvarredy-Aranguren et al., 2004-2005).



63
Fortin et al., (2005), sefiala que la presencia de 6xidos de hierro (geotita, hematita y otros
oxyhidroxidos) en el ambiente se deberia a una estrecha asociacion con la actividad metabolica
de bacterias acidofilas y neutrofilas hierro oxidadoras, las cuales promoverian la oxidacién del
Fe*? a Fe™, como 6xidos de hierro biogénico que precipitarian cercanos o sobre las células
bacterianas. Este proceso se encontraria influenciado por las condiciones fisico-quimicas del

ambiente.

Si bien la geologia de la laguna V es importante también lo son las condiciones de altitud, la
temperatura y la diversidad bidtica. Asi mismo, la zona no presenta cambios antrdpicos lo que
permite que los procesos naturales se encuentren en relativo equilibrio. En la laguna V se
observo el menor porcentaje de distribucion de BSR (32%) en los primeros 10 cm., en relacién a
las otras lagunas estudiadas. Esto podria estar asociado con los elevados valores de Eh oxidante
(>350 mV), la ausencia de materia organica vegetal, la acidez y la concentracién de metales, que

en conjunto condicionarian un ambiente desfavorable para las BSR.

Dentro de estos ambientes oxidantes-acidos podria existir una cooperacion entre las poblaciones
de BSR con bacterias sulfuro (SOB) y hierro oxidadoras (IOB), donde las SOB e I0B se
encontrarian utilizando el sulfuro producido por las poblaciones de BSR que les serviria como
donador de electrones. Esta relacion simbiotica se complementaria a través del consumo de
oxigeno efectuado por parte de las bacterias oxidadoras, que condicionarian un micro ambiente
anaerobio favorable (Benner et al., 1999). En la laguna V las SOB, IOB y las BSR se
encontrarian interaccionando proporcionandose compuestos inorganicos oxidados (SOgj) vy
reducidos (SH, y Fe*®) necesarios para su desarrollo litotréfico. Si bien este sistema no presenta
desarrollo de materia vegetal, las BSR obtendrian fuentes alternativas de carbono por la

descomposicion microbiana a diferencia con los otros sistemas.
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7.3. TERCER SISTEMA DESECHO MINERO MILLUNI CHICO Y
LAGUNA MILLUNI GRANDE:

El desecho minero MCH del tercer sistema, presentd caracteristicas tipicas de un deposito de
colas de desmonte (pH &cido), lo que ocasiona que la geoquimica de este sitio sea diferente a las
lagunas ubicadas cuenca arriba (PK, JK, V) presentando valores de Eh oxidante-reductor muy
variables. El desecho minero MCH presentd sedimentos que por sus caracteristicas quimicas son
susceptibles de oxidarse en contacto con el oxigeno atmosférico y con el agua que reciben.
Convirtiéndose en una potencial fuente de produccién de drenaje acido con elevadas
concentraciones de metales pesados disueltos, debido a la extrema acidez que presenta.

MCH se encuentra conectado hidrolégicamente con la laguna MG, de esta forma los sedimentos
contaminados de MCH son depositados en esta laguna (MG) convirtiéndose en un sedimentador
natural, lo que conlleva a la ausencia de vegetacion acuatica.

En comparacion con MCH la laguna MG presentdé un Eh menos variable, que se comporta de
forma similar a la laguna PK (oxidante-reductor), sin embargo cuenta con un pH acido similar al
desecho minero (MCH). El desecho minero MCH y la laguna MG presentaron similares
caracteristicas (Eh oxidante y pH &cido) a nivel de los 10 cm, presentando un menor porcentaje
de distribucion horizontal de BSR, en contraste con las lagunas ubicadas cuenca arriba (PK y
JK), lo que reflejaria el efecto de las condiciones fisico-quimicas sobre el desarrollo de las BSR,

que estaria en relacién a la cantidad de mineral y al efecto del pH extremo en este sistema.

En los primeros 10 cm. de profundidad, dentro los ambientes oxidantes — &cidos del desecho
minero MCH, lagunas MG y V existiria una disminucién de fuentes de carbono accesibles para
las BSR, la oxidacién de iones metalicos podria ser utilizada a baja concentracion en calidad de
donadores de electrones. Sin embargo a elevadas concentraciones metélicas podrian resultar
toxicas para las bacterias (Cabrera et al., 2005). Los sedimentos que describen estas
caracteristicas son desfavorables para la vida microbiana, particularmente para bacterias
heterdtrofas y para el desarrollo de plantas acuaticas, ya que existe una disminucién de carbono y

nitrégeno constituyendo un ambiente extremo (Héry et al., 2004).
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Dentro de estos ambientes, con evidente contaminacion minera y escasez de fuentes de carbono,
se presentaria una interaccion entre comunidades de bacterias hierro oxidadoras (10B), sulfuro
oxidadoras (SOB), hierro (IRB) y sulfato reductoras controladas por la geoquimica de los sitios
de colas de desmonte. Cummings et al., (1999) y Wielinga et al., (1999) sostienen que existe
una compleja ecologia microbiana en los ambientes heterogéneos que serian responsables
indirectos de la movilizacion de metales trazas dentro de suelos y sedimentos ricos en hierro en
ambientes altamente acidos, donde los sedimentos y colas de mina retienen trazas de metales
ricos en pirita (FeS,), cuya oxidacién da como resultado la presencia de Fe*?, por las bacterias
oxidadoras de hierro; a su vez la reduccién de Fe*® es un importante proceso que incrementa su
disponibilidad. Las IRB oxidan los compuestos organicos usando el Fe ** como aceptor terminal
de electrones. Asi mismo pueden oxidar compuestos como el sulfato y CO,. Principalmente las
SOB se convertirian en sustrato organico para las BSR y estas a su vez les proporcionarian
sulfuro de hidrogeno (Chappell et al., 2002, Fortin et al., 1996-2000). Asi el hidrogeno es
utilizado como donador de electrones para la reduccién biologica de sulfato dentro de desechos
mineros donde las fuentes de carbono son practicamente escasas (Foucher et al., 2001). Dentro de
los ambientes mineros existiria una diversidad de BSR, IRB, SOB e 10B (Bond et al., 2000;
Santelli et al., 2001).

Otros autores mencionan (Rajendran et al., 1997; Pett-Ridge et al., 2005) que las condiciones
ambientales y las fluctuaciones del potencial de 6xido-reduccion ejercen una fuerte selectividad
sobre la composicion de las comunidades bacterianas y esto promueve una plasticidad
metabdlica, lo que hace que las poblaciones de bacterias adquieran un mecanismo de tolerancia
fisioldgica dentro de desfavorables periodos redox. La heterogeneidad geoquimica en sedimentos
acidos, presenta zonas con actividad de hierro y sulfato reduccion, predominando la reduccién de
hierro dentro de la zona acida y superficial del sedimento y la reduccion de sulfato en la parte
profunda que estaria asociado a la distribucion observada de BSR a profundidades mayores a 10
cm. (Kusel et al.,2001). La presencia de BSR en este ambiente de extrema acidez, implica una
versatilidad metabodlica y una adaptabilidad natural a las condiciones extremas, probablemente
gracias a su capacidad de formar biofilmes para protegerse de condiciones de extrema acidez y
Eh oxidante.
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7.4. CUARTO SISTEMA TURBERA SALIDA MILLUNI GRANDE TMGS:

El cuarto sistema constituido por la turbera TMGS, presenta algunas caracteristicas fisico-
quimicas similares con la laguna JK, Eh reductor y pH acido. Sin embargo la turbera se
encuentra constituida mayormente por material organico producido por la acumulacién y
crecimiento de la planta que presentd un 50% de carbono que fue mayor en relacién a la laguna
MG (0.5%) (Salvarredy-Aranguren et al., 2005).

La distribucion horizontal de BSR fue relativamente la mas homogénea (<50-60%), entre los
20 — 94 cm. que estaria asociada a la concentracion de materia organica que fue mayor en
relacion a los otros sistemas. La presencia de productos organicos eliminados por las plantas que
harian posible la adaptacion de las BSR a este ambiente donde ademas existiria la presencia de
metales disueltos. Esto indicaria que las BSR dentro de ambientes acidos podrian desarrollarse si
tienen a disposicion fuentes organicas. Este proceso podria estar asociado a la mayor distribucion
de BSR en la parte mas profunda de la turbera, que se constituye como un dep6sito organico, es
posible que dentro este sistema las BSR se encuentren precipitando los metales pesados en mayor

proporcidn a los otros sistemas.

En resumen en los sistemas estudiados, las BSR pueden habitar en ambientes extremos
(altamente oxidantes y &cidos) posiblemente dentro de biofilmes, lo que explicaria la presencia de
este grupo de bacterias en el segundo (laguna V) y tercer sistema (desecho MCH y laguna MG).
Asi mismo, pueden encontrarse en la superficie de los sedimentos que presentaron un Eh
oxidante (laguna V, laguna PK, desecho MCH y laguna MG) se pudo observar que existen
grupos de BSR que son oxigeno tolerantes y que algunas asociaciones de BSR (DSV-DCC)
podrian tener una limitada capacidad de respirar oxigeno. En los cuatro sistemas que presento la
cuenca, se observo hacia la parte mas profunda de los sedimentos a partir de los 10 cm. una
disminucion de la distribucién de BSR a excepcion de la laguna V y turbera TMGS que

presentaron un incremento relativo.
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En base al analisis del coeficiente de correlacion Pearson (r) entre las caracteristicas
fisico-quimicas (Eh y pH) con la distribucion de BSR en los cuatro sistemas estudiados se pudo
observar que no existiria una correlacion significativa de los valores de Eh y pH sobre las BSR,
lo que indicaria que estos factores fisico-quimicos son importantes para evaluarlos pero existirian
otros factores externos (presencia de 6xidos, metales pesados, % de carbono, concentracion de
S04y SH,) que se encontrarian influyendo sobre la distribucién de BSR en los sedimentos y

turbera de la Cuenca Milluni.

En conclusion, las BSR pueden encontrarse dentro de ambientes con diferentes condiciones
fisico-quimicas entre: Eh oxidante-reductor con pH alcalino (laguna PK), Eh reductor con pH
ligeramente acido (laguna JK y turbera TMGS), Eh oxidantes con pH &cido (laguna V), Eh con
alternancia oxidante-reductor con pH éacido (desecho minero MCH y laguna MG), en presencia
y/o ausencia de materia vegetal y metales pesados disueltos (V, MCH, MG), lo que reflejarian su
capacidad de adaptacion a ambientes muy diversos, condiciones fisico-quimicas muy variables y

extremas.
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7.5. INFLUENCIA DE LOS SISTEMAS DE LA CUENCA MILLUNI SOBRE LA
DISTRIBUCION DE LOS SUBGRUPOS DE BSR:

La distribucion total de BSR en la Cuenca Milluni se encontrd influenciada principalmente por el
tamano del sedimento y el nimero de muestras analizadas por esta razon en este estudio se da

solamente una estimacion sobre la distribucion de BSR.

El primer sistema ubicado corriente arriba de la cuenca presentd un porcentaje de distribucion de
BSR entre 32-52%, dentro de un ambiente con poca contaminacién y que no es caracteristico de
drenaje acido de mina. En cambio en las lagunas ubicadas corriente abajo (MCH y MG) las
cuales presentaron ausencia de materia organica y contaminacion directa por la actividad minera,
representativos de los sistemas de drenajes mineros acidos, la distribucion de BSR se encontr
disminuido alcanzando un porcentaje del 17-29%, en cambio en la turbera TMGS se presento un
23%.

Dentro la distribucion de los subgrupos de BSR en los cuatro sistemas de la Cuenca Milluni, se
observo que DSV y DCC se encontrarian en mayor proporcion. Esto podria deberse que estos
subgrupos mostraron una mayor adaptabilidad a las condiciones existentes tanto en zonas
aerobios y anaerobias, asi como dentro de ambientes basicos y &cidos, localizdndose en la
superficie (desde los 1 cm.) y en la parte mas profunda del sedimento y turbera (hasta los 94 cm.,
TMGS).

DBB tercer subgrupo en mayor proporcién encontrado en la cuenca a excepcién de la laguna V,
este subgrupo presentd una mayor distribucion vertical en el desecho minero MCH, en contraste
con DSV-DCC, tolerando ambientes acidos con Eh variable, pero sin embargo no fue observado
en ambientes muy oxidantes (laguna V). Otros autores indican (Li et al., 1998) que DBB en
ambientes de agua dulce se encontraria predominando entre 0-6cm. en la superficie del
sedimento, en cambio en este estudio se lo encontré hasta los 94 cm (en la turbera TMGS) de

profundidad.
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Los subgrupos DFM y DSB, fueron los que se encontraron en menor proporcion en las lagunas
estudiadas, DFM se encontré predominando en la superficie y en la parte profunda del sedimento
hasta los 50cm., en cambio el subgrupo DSB se encontrd presente en la laguna PK y la turbera
TMGS (en la parte central del sedimento entre los 2 a 36 cm. de profundidad). Ambos subgrupos
de BSR se presentaron suceptibles a las transiciones de los factores fisico-quimicos y las
condiciones que les proporcionaron cada uno de los sistemas, particularmente DSB el cual fue

identificado s6lo en sistemas que presentaron desarrollo de materia vegetal.

Otros autores mencionan (Fournier et al.,2002-2004-2005; Fareleira et al.,1994) que los
subgrupos de BSR no tendrian similar comportamiento ante la presencia de oxigeno, asi se
observo que DSB y DBM se encontrarian restringidos a las profundidades de los sedimentos,
encontraste con el grupo DCC que fue encontrado predominando dentro zonas dxicas junto a
DSV, esta distribucion sugiere que ambos subgrupos contienen proteinas oxigeno tolerantes con
capacidad de eliminar el oxigeno y reducirlo, lo que jugaria un rol ecolégico importante dentro
de la zona de transicion de un ambiente Oxico a andxico (oxiclima), esto protegeria a estas
bacterias y otros anaerobios obligados de los efectos toxicos del oxigeno y crearia un éptimo
ambiente redox. Dentro de ambientes aerobios existiria una asociacion sintrdfica de las BSR con
Cianobacterias las cuales pueden adaptarse a condiciones éxicas y anodxicas, este tipo de
asociacion puede ocurrir en habitat naturales donde las BSR se encontrarian expuestas al oxigeno
(Sigalevich et al., 2000).

La distribucion de los grupos de BSR que fueron identificados en este estudio, proporcionan una
informacidn cualitativa de la diversidad de esta comunidad en estas lagunas y turbera en regiones
de altura, es necesario indicar que se necesitan realizar pruebas cuantitativas mas sensibles
(anélisis del 16S RNAr, FISH, DGGE) en estos ambientes, que puedan proveer una informacion
mas aproximada del comportamiento de las BSR, presentes en los sedimentos y turbera.
Finalmente, el grupo DBM no fue identificado en los sistemas evaluados dentro la Cuenca
Milluni.
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Este es el primer trabajo que demuestra la presencia de BSR por métodos moleculares en
ecosistemas andinos de stress asociados a la contaminacion minera en Bolivia.
El estudio de la distribucion de BSR en lagunas de altura (> 4000 m.s.n.m.), que se encuentran
afectadas por la actividad minera, provee informacion que podria utilizarse en un futuro como
base para realizar estudios de caracterizacion de los subgrupos de BSR, respecto a su capacidad
de precipitar metales pesados como: cobre, cadmio, zinc, plomo, arsénico, mercurio, etc., dentro
de condiciones adecuadas (Eh, pH) y presencia de diferentes fuentes de carbono. Asi mismo sera
necesario evaluar la asociacion de BSR con comunidades involucradas en la formacion de

drenajes &cidos.
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8. CONCLUSIONES

Este estudio realizado en sedimentos de lagunas y turbera de la Cuenca Milluni, con diferente
ubicacién con respecto a la mina, se evaluaron cuatro sistemas que fueron caracterizados en
cuanto a las variables condiciones fisico-quimicas, distribucion horizontal y vertical de subgrupos
de BSR.

Se observo la presencia de BSR en todas las lagunas y turbera de la Cuenca Milluni en diferentes
estratos, dentro de diferentes condiciones de Eh y pH afectadas de forma directa e indirecta por

la contaminacién minera.

En funcion las variaciones de Eh y pH estos se presentaron heterogéneos en los sistemas
ubicados en la zona de mineria. Las caracteristicas fisico-quimicas de los sedimentos y turbera no

mostraron una correlacion significativa con la distribucion de BSR.

El porcentaje de distribucion horizontal de BSR fue mayor (83-66%) en los sistemas ubicados
cuenca arriba, un menor porcentaje se observo en los sistemas cuenca abajo (50-32%). La
distribucion vertical de BSR dentro los sedimentos y turbera se localizo en la superficie y la parte

profunda de los perfiles analizados.

El porcentaje de distribucion vertical de los subgrupos de BSR fue mayor en los sistemas que no
presentaron contaminacion minera evidente (32-52%) con una mayor diversidad de subgrupos de
BSR (DSV, DCC, DBB, DFM y DSB).

En sistemas que se encontraron afectados por los desechos mineros se presentd una menor
distribucion (17-29%) pero con una diversidad relativamente considerable mostrando cuatro
subgrupos de BSR (DSV, DCC, DBB y DFM).

En la turbera se presento una distribucion intermedia (23%) con la presencia de cinco subgrupos
(similares al primer sistema), finalmente el segundo sistema presento una distribucion del 17%

con una menor diversidad de subgrupos de BSR (DSV y DCC).
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Las variables condiciones de Eh, pH, ausencia de materia vegetal y contaminacion por desechos
mineros que predisponen ambientes extremos, en conjunto podrian influir sobre la distribucion de
BSR.

Los resultados obtenidos en este estudio proporcionan una vision general de la distribucion de los
subgrupos de BSR en las lagunas y turbera de la Cuenca Milluni, pero se necesitan realizar
pruebas cuantitativas para evaluar el rol que cumplen estos microorganismos en estos

ecosistemas andinos y en la precipitacion de metales pesados.

En este estudio se observd dentro de los cuatro sistemas que las BSR podrian adaptarse a las
condiciones de su ambiente de forma natural, si tienen acceso a fuentes de carbono esto las
ayudaria a soportar las condiciones de acidez extrema y promoveria la precipitacién de metales
pesados. La adaptacion de las BSR a estas variables condiciones las proyectaria para emplearlas

en un futuro en procesos de biorremediacion en la region de Milluni.
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9. RECOMENDACIONES

- Para completar la informacion proporcionada en esta investigacion se necesita realizar
estudios sobre la geoquimica de los sedimentos y evaluar su efecto sobre la distribucion

de los subgrupos de BSR.

- Es necesario emplear métodos cuantitativos para determinar la actividad microbiana de
las BSR en asociacion con microorganismos autétrofos en la superficie y en la parte

profunda del perfil sedimentario.

- Asi mismo, es necesario evaluar la asociacion de BSR con comunidades bacterianas,
dentro los desechos mineros Milluni Chico, lagunas MG y Ventanani, para comprender el
rol que cumplen dentro los drenajes &cidos, la oxidacion de hierro y la precipitacion de

metales pesados.

- Realizar estudios de filogenia para la identificacion de nuevas especies de BSR en los
sistemas que presentaron condiciones extremas (lagunas V, MG y desecho MCH).
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ANEXOS



DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
LAGUNA PATA KHOTA EPOCA DE LLUVIA 2003 — 2004

Prof. | DSV |DCC |DBB |DFM |DSB| pH | Eh |%H.
(cm.) (mV)

05 |+ + + 5.64| -30 | 33%
1.0 |+ + 5.63| -89 |16%
15 |+ 5.85| -60 |16%
20 |+ + + + 3.79| -83 | 66%
25 |+ + + 5.14| -99 |50%
3.0 |+ + + 5.50| -104 | 50%
35 |+ 5.59| -121 | 16%
40 |+ 4.80| -137 | 16%
45 5.00| -135 | 0%
5.0 480 -109 | 0%
55 |+ B + + 3.25| -68 |66%
6.0 |+ + 5.20| -85 |33%
6.5 |+ + 5.25| -71 |33%
70 |+ 3.43| -64 |16%
75 |+ + + 5.52| -52 |50%
8.0 |+ + 5.29| -55 |33%
8.5 3.29| -55 | 0%
9.0 5.18| -55 | 0%
9.5 + 2.64| -55 | 16%

DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
LAGUNA PATA KHOTA EPOCA SECA 2003 - 2004

Prof. | DSV |DCC |DBB |DFM |DSB| pH | Eh |% H.

(cm.) (mV)
1 |+ + + 10 | +267 | 50%
2 |+ + - + 9.62 | +300 | 66%
3 |+ 9.02| +330 | 16%
4 |+ + + + il 9.06 | +330 | 83%
5 |+ + 9.04| +330 | 33%
6 9.6 | +330| 0%
7 9.18| +320 | 0%
8 9.26| +315 | 0%
9 |+ + + + + 9.12| +300 | 83%
10 9.63| +300 | 0%
11 9.72|+300 | 0%
21 + 5.79| +240 | 16%
26 |+ + 6.38| +74 | 33%
31 5.87| -90 | 0%
36 |+ + + 6.35| -117 | 33%
40 |+ + + 6.11| -111 | 33%
46 + 6.04| -111 | 16%
+

+ 6.19| -100 | 66%




DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
LAGUNA JHANKO KHOTA EPOCA SECA 2003 - 2004

Prof. DSV |DCC |DBB |DFM |DSB| pH | Eh |%H
(cm.) (mV)

1 + + + + 5.9 |+51 |66%
2 + + + 6.76 |-74 |50%
3 + + + 6.49|-125 [50%
4 + + + 6.73|-182 [50%
5 + + + 6.68|-169 |50%
6 + + + 6.76|-198 [50%
7 + + 6.68|-184 |33%
8 + + 6.69[-186 |33%
9 + + 6.7 [-212 |33%
10 + + + 6.7 |-227 |50%
14 + + 6.64 |-146 |33%
19 + + 6.21|-270 [33%
22 + + 6.24 [-299 |33%
28 + + + 6.05|-295 |50%
33 + + + 6.4 |[-180 |50%
35 + + 6.7 |-165 |33%
39 + 6.5 [-195 |16%
42 + + 6.0 [-253 |33%
48 + + + 6.4 |-160 [50%
51 + 6.3 [-163 |16%
54 + 6.5 [-135 |16%
57 + 6.3 [-104 |16%
60 + 6.2 [-103 |16%




DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
LAGUNA VENTANANI EPOCA SECA 2003 - 2004

Prof. DSV |DCC |DBB |[DFM |DSB| pH | Eh |%H

(cm.) (mV)

1 - - -

2 55 336 |0%
3 + + 4.821400 |33%
4 4.88/480 |0%
5 4231514 0%
6 5.2 |520 |0%
7 + + 541|579 |16%
8 + + 5.05|556 |33%
9 + + 5.18|511 |33%
10 5.36|508 |0%
15 + 557|523 |16%
20 |+ + 546|463 |33%
25 |+ + 5.34475.5|33%
30 |+ 4.821502.9|16%
35 |+ + 459|619 |33%
40 |+ + 4.39/519.6|33%
45 4.241292.6

DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
DESECHO MINERO MILLUNI CHICO EPOCA SECA 2003 - 2004

Prof.| DSV |DCC|DBB |DFM |DSB | pH | Eh |%H

(cm) (mV)

1 |+ |+ [+ 2.4 |+407 |50%
2 [+ |+ 2.14|+406 [ 33%
3 |+ + 2.62 | +406 [ 33%
4 [+ [+ |+ 2.45|+387 |50%
5 + |+ 2.48]+327 [33%

9 3.95 4299 | 0%

16 + + 43 |-37 |33%
21 + + + 4141-50 |50%
26 + + + 4.09|-41 |50%
32 + + + 3.83|+98 [33%
41 + 46 |+287 |16%
46 4.22 -5 0%
51 + + + 4211-78 |50%
56 4.06|-35 |0%

60 + + 3.61[-34 |33%




DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
LAGUNA MILLUNI GRANDE EPOCA SECA 2003-2004

Prof. | DSV |DCC |DBB |[DFM |DSB |pH | Eh |%H
(cm.) (mV)

1 + + 2.5 |[+376 |16%
2 + + + 2.9 [+347 |50%
3 + 2.5 |[+337 |16%
4 + + i 3.43 | +330 | 50%
5 + 3.40|+324 | 16%
10 0 3.31]+240 | 16%
16 4.011+47 0%
21 + + 5.7 |-76 |33%
26 4.8 |-104 0%
36 4 5.08|-190 |16%
41 i + 442 1-78 |33%
47 4 4.67]-89 [16%

DISTRIBUCION DE SUBGRUPOS DE BSR CUENCA MILLUNI
TURBERA SALIDA MILLUNI GRANDE EPOCA SECA 2003-2004

Prof. DSV |DCC |DBB |DFM |[DSB |pH | Eh |%H
(cm.) (mV)

5 + + 5.46|-236 |33%
10 + 5.,51(-234 |16%
20 + + 5.73|-260 |33%
35 + + + 4.87|-34 |50%
49 + + + 5.18|-212 |50%
59 + + + 5.16|-28 [50%
74 + + + 5.77|-148 |50%
84 + + + + 5.95|-198 |66%
94 + + 6.31[-250 |33%
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CARACTERISTICAS DEL PERFIL SEDIMENTARIO LAGUNA PATA KHOTA

El tamafio del perfil es de 53.5 cm., presenta mucha vegetacion en la interfase
agua-sedimento que corresponde a plantas acuaticas.

o ;-

Prof.| Eh | pH | T*Cod. Caracteristicas

(cm.) [ (mV) tubo

1 +267 [10.10|7.2 |87D |Plantas acuaticas de color verde con raices, el sedimento color marrén
claro muy liguido con raices de las plantas introducidas en el.

2 +300 |9.62 |7.7 |84c |Esmuy liquido de color marron claro, con caracteristicas similares al
anterior.

3 +330 [9.02 |8.2 |60D |Es mas sedimento es menos liquido presenta raices mas firmes dentro del
sedimento.

4 +330 |9.06 |7.5 |58D |Marrdn claro casi beis, presenta raices de algas es mas arcilloso y himedo.

5 +330 |9.04 |8.1 |83D |Similar al anterior.

6 +330 (9.6 |8.0 |68D |Es mas compacto, poco humedo mas arcilloso presenta raices de plantas
acuaticas.

7 +320 |9.18 |6.1 |65D |Sigue lapresencia de raices, es mas denso compacto, himedo, arcilloso y
presenta un color beis claro.

8 +315 |9.26 |5.8 |59D |Continua la presencia de raices, el sedimento es de color marrén claro, es
himedo poco arcilloso

9 +300 |9.12 |5.7 |101D | Color marrén mas oscuro es muy cohesivo con raices y restos de plantas.

10 +300 |9.63 |6.2 |67D |Es similar al anterior continua la presencia de raices.

11 +300 |9.72 |6.2 |81D | Muy cohesivo a este nivel continua la presencia de raices.

12 +300 |9.71 |6.2 |74D |Presenta un color marrén es cohesivo, arcilloso poco hiimedo.

13 +310 |9.16 |[7.1 |84D |Similar al anterior.

14 +370 |9.09 |5.4 |86D |Es muy cohesivo a este nivel, con raices de plantas.

15 +290 |9.62 |6.1 |100C |Es mas compacto con similares caracteristicas al anterior.

16 +290 |10.37[3.8 |78D | Similar al anterior.

17 +290 |9.15 |3.0 |92C |Es mas compacto de color marron claro, con presencia de materia vegetal
y raices es muy cohesivo.

18 +280 |9.02 |4.6 |82C |Es arcilloso poco hiumedo similares caracteristicas al anterior, contindan a
este nivel las raices.

19 +250 |10.36 |4.3 | 100D |Presenta tonos ocres es marrén claro es mas compacto es muy cohesivo
continua las raices es mas seco a este nivel.

20 +250 |6.11 |8 92D | Presenta raices, es himedo es cohesivo, arcilloso.

21 +240 |5.79 |7.6 |[61D |Menos raices en comparacion a los anteriores color marron claro con tonos
ocres es mas compacto.

22 +230 |6.05 |7.7 |86C |Presenta pocos tonos ocres con similares caracteristicas al anterior.

23 +170 |6.08 |8.8 54D |Es muy compacto y cohesivo, continua la presencia de raices de color
marron oscuro es posible la presencia de limo es menos hiimedo.

24 +150 |5.95 |5.4 |94D |Con presencia de raices menos himedo por tanto mas compacto, menos
cohesivo es mas evidente la presencia de limo.

25 +125 |6.46 |5.3 |90D |Es seco a este nivel existen algunas raices, presenta color marrén oscuro.

26 +74 6.38 |9.5 [96C |Es marrdn oscuro con tonos ocres con algunos restos vegetales es mas
compacto y menos hlimedo.

27 +66 |6.15 |7.0 [93C |Tonos marrones oscurosy plomos con restos vegetales menos himedo,
mas compacto y arcilloso.

28 +31 |6.44 |8.6 |89C |Color castafio oscuro a plomo es denso y compacto muy limoso poco
cohesivo, existe a este nivel bioturbacion.

29 -6 6.36 |[4.8 |62D | Color marrén oscuro, color ocre muy compacto mucha bioturbacion a este
nivel existe oxidacion.

30 -52 6.09 [3.5 [69D | Muy denso, arcilloso, marrén oscuro es muy compacto menos htimedo.

31 -90 5.87 |6.2 |97D |No existe a este nivel raices, mucha bioturbacion presenta color gris medio
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con tonos ocres alrededor de la bioturbacion es muy compacto y arcilloso
es cohesivo y seco.

32 -87 6.14 |6.5 |99C | ldéntico al anterior

33 -118 |6.18 |6.9 | 75D | Muy cohesivo, menor grado de bioturbacion color gris oscuro poco
oxidado muy seco es muy denso y arcilloso.

34 -112 |6.00 |6.8 55D |Color gris medio oscuro, cohesivo, compacto muy poco himedo menos
bioturbacion a este nivel.

35 -113 |6.58 |8.2 |57D | Compacto color gris, menos hiimedo, muy poca bioturbacion.

36 -117 |6.35 |3.4 |64D | Menos materia vegetal, con similares caracteristicas al anterior.

37 -111 |6.32 |10 |88C | De color gris, con poca bioturbacion muy cohesivo algo himedo y
arcilloso.

38 -113 |5.93 [8.4 |88D |Color gris mas hiumedo cohesivo arcilloso, no existe materia vegetal.

39 -107 |6.45 |11 |95D |Compacto, cohesivo arcilloso menos himedo de color gris oscuro, poca
materia vegetal.

40 -111 |6.11 |8.1 |83C |Restos de materia vegetal es poco himedo nivel mas de turba de color gris
0scuro.

41 -117 |6.36 | 6.3 |81C |Restos de materia vegetal , es de color gris oscuro no muy compacto es
muy cohesivo menos himedo es arcilloso.

42 -111 |6.10 |8.2 |82D |Es de color gris oscuro, mas compacto cohesivo, con materia vegetal es
menos humedo vy arcilloso.

43 -109 |6.17 |7.0 |73D | Gris oscuro muy compacto y seco, es arcilloso.

44 -103 |6.60 |9.2 |93D |Algo de materia vegetal , gris oscuro muy compacto arcilloso, cohesivo y
menos himedo.

45 -107 |5.93 |4.7 |96D | Existe bioturbacion muy compacto, cohesivo escasa humedad arcilloso de
color gris oscuro.

46 -111 |6.07 |7.1 |97C | Bastante seco, similar al anterior.

47 -106 |6.54 [9.0 |70D | Similar al anterior.

48 -121 |5.80 |7.7 |91D |Con presencia de restos de materia vegetal muy compacto, menos himedo
de color gris oscuro 1/5 parte se perdi6.

49 -109 |6.37 |10.6 | 77D |Con restos de materia vegetal muy denso de color gris oscuro mas seco
muy compacto y arcilloso.

50 -100 |6.19 |7.0 |56D |Con materia vegetal, de color gris oscuro muy compacto es arcilloso, es

S€ECO.
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o ;-

Prof. | Eh  JpH | T* ) Cod. Caracteristicas

(cm.) [(mV) tubo

1 +51 599118 |72 Color mostaza compacto.

2 -74 6.76]16.3 |56 Color mostaza compacto.

3 -125 |6.49(29 |74 Color mostaza, menos compacto, con agua.

4 -182 |6.73|15.0 |62 Color mostaza café, estructura gelatinosa

5 -169 |6.68|15.4 |50 Similar al anterior.

6 -198 |6.76|17.9 |39 Similar al anterior.

7 -184 |6.68|12.7 |34 Color mostaza y plomo inconsistente.

8 -186 |6.69(12.2 |29 Color mostaza y plomo, mas compacto.

9 -212 |6.79]125 |40 Color verde oscuro, mas compacto con agua.

10 -227 16.79]13.3 |60 Similar al anterior.

11 -185 |6.74|16.2 |85 Mas oscuro casi negro compacto arena fina.

12 -208 |6.74|145 |64 Similar al anterior.

13 -206 164946 |28 Similar al anterior.

14 -146 | 6.64|14.0 |57 Verde oscuro compacto mas 0scuro.

15 -185 |6.53|45 |68 Color gris oscuro compacto con arena fina.

16 -171 |6.65|12.8 |69 Color gris oscuro negro con presencia de grava media.

17 -258 |6.66|19.0 |93 Color negro gris arcilloso.

18 -292 |6.63|11.7 |32 Presencia de materia vegetal color negro gris.

19 -270 |6.21|14.7 |51 Color negro gris poco compacto, mucha materia vegetal descompuesta.

20 -254  16.57|13.8 |66 Similar al anterior.

21 -323 |6.36|56 |55 Color plomo oscuro, compacto con materia vegetal.

22 -299 |6.24|135 |67 Color plomo oscuro, compacto arcilloso y con turba.

23 -330 |6.21(122 |61 Similar al anterior.

24 -331 |6.25|15 |38 Color plomo oscuro muy compacto, arcilloso poca materia vegetal.

25 -331 |6.27|3.3 |45 Color negro verdusco, con materia organica arcilloso.

26 -296 |6.14|135 |41 Color negro arcilloso, compacto mucha materia vegetal.

27 -321 |6.16|2.1 |53 Color negro similar al anterior.

28 -295 |6.05|/09 |30 Color negro, muy compacto con mucha materia vegetal.

29 -248 |6.62|2.3 |48 Color negro con mucha materia vegetal descompuesta menos arcilloso.

30 -230 |5.99|10 |52 Color negro menos arcillosos es mas materia vegetal.

31 -184 |6.10|14.1 |82 Con materia organica arcilloso, color negro es compacto.

32 -176 1651117 |73 Similar al anterior.

33 -180 16.49|10.5 |43 Similar al anterior.

34 -151 |6.11|31 |80 Similar al anterior.

35 -165 |6.70]|10.0 (90 Poca materia vegetal, color gris, faccion gruesa.

36 -197 |6.66|9.6 |99 Colores marrones, gris negrusco mezcla de arcilla con grava poca materia
vegetal.

37 -190 |6.35|10.7 |58 Muy poca arcilla arena gruesa color castafio marrén.

38 -178 |6.15|3.1 |27 Color marrén oscuro poca arcilla arenoso.

39 -195 165294 |31 Similar al anterior.

40 -197 16.54[10.0 |97 Arenoso con arcilla.

41 -231 16.15(|8.7 |33 Similar al anterior.

42 -253 |6.00]10.13 |36 Color gris muy compacto arcilloso en la matriz arenisca fina.

43 -288 |5.3212.1 |100 |Similar al anterior.

44 -293 16.38]10.3 |88 Similar al anterior.

45 -292 16.60(96 |70 Mas arcilloso.

46 -202 |6.46|8.3 |26 Muy compacto mezcla limo y arcilla mas arena fina.

47 -160 [6.31|95 |49 Color gris oscuro arcilloso limo.

48 -160 |6.44143 |71 Con materia organica arcillosos compacto color marrén oscuro.
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49 -171 |6.40|7.9 |46 Mas compacto con materia vegetal.

50 -128 |6.46|11.2 |83 Marrén oscuro y materia vegetal.

51 -163 |6.31|9.0 |84 Marrdn oscuro, casi negro mas materia vegetal muy compacto.
52 -123 |6.27|75 |75 Marrén oscuro mas arcillosos, menos materia vegetal.

53 -170 |6.36|84 |92 Marrén claro mas arcillosos menos materia vegetal.

54 -135 |6.52|7.2 |95 Presenta grava en medio de la arcilla mas arenoso.

55 -122 |6.35|75 |63 Marrén claro con arcilla muy compacto.

56 -85 6.1216.7 |81 Color castafio a marrén con materia vegetal y bastante arcilloso.

57 -104 |6.33|6.3 |54 Castafio a gris muy arcilloso.

58 -123 |6.21|144 |96 Color gris y arcilloso.

59 -103 |6.38|148 |91 Color castafio, muy arcilloso.

60 - 6.29 | 4 87 Color castafio oscuro muy compacto.

61 - 6.27128 |16 Color castafio arena fina y limo.

CARACTERISTICAS DEL PERFIL SEDIMENTARIO LAGUNA VENTANANI

No presenta pulgones en el agua el sedimento describe un color ladrillo anaranjado, el tamafio del

perfil obtenido fue de 46.1 cm.

o 7 -
Prof. |ER 1pH | T* | Cod: Caracteristicas
(cm.) [(mV) tubo
1 335 - - 116b | Gravas color marrén claro
2 336 5.05[12.7|122b | Similar al anterior
3 400 4.82|13.3|115b | Color marrén oscuro y negro con presencia de dxidos puros.
4 480 4.88|16.7 | 128b | Color marrén oscuro, muchos éxidos muy arenoso.
5 514 |4.23]11.7|112b | Muy compacto marrén oscuro, tiene grava y 6xidos.
6 520 5.2 |11.7 |131b |Con gravay arena gruesa, con 6xidos de Fe compacto, carente de agua color
marron oscuro.
7 579 5.41]13.8|130b | Muy compacto quizas 0xidos de hierro marrén oscuro
8 556 5.05]12.7|124b | Similar al anterior.
9 511 5.18]9.7 |97b | Color marrdn sigue compacto,

10 508 5.36|12.2| 120b | Sedimento negro medular

11 528 5.37|13.2|93b | Color negro marrén.

12 522 5.96 |13 |121b | Grava color marrén oscuro.

13 529 5.48|14.4|127b | Con grava color marrén negro.

14 540 5.55|12 |111b |Marrdn oscuro compacto.

15 523 5.57|11 |106b |Marrén oscuro compacto.

16 539 5.6 |13.2|129b | Similar al anterior.

17 556 5.63|14.6 | 118b | Similar al anterior.

18 551 5.6 |13.2|110b | Castafio oscuro muy compacto.

19 445 5.61|20.4|132b | Color marr6n oscuro a negro es muy compacto.

20 463 5.4620.7|71b | Color marrén y negro en forma distribuida es muy compacto.

21 463.5 |5.62]20.6|119b | Similar al anterior.

22 483.5 |5.59(20.7 |87b | Color castafio oscuro y negro con aspecto granuloso y presenta principios de
concreciones de hierro y manganeso que pueden generar minerales.

23 474 5.41|20.4|102b |Presenta la forma de un pastel de color marrén claro es muy denso y compacto.

24 478.3 |5.75|20.2|92b | Color negro muy compacto seco, nada de agua con crecimiento de minerales en
forma vertical.

25 475.6 |5.34|21.4|103b |Grado de compactacion grande, color negro a marrén oscuro y se presenta

aglutinado es muy dificil cortar tiene grava.

26 509.5 |5.15|21.4|123b |Es muy compacto, color mas negro poco marrén.
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27 508.5 |4.96|20.8|113b | Color negroy marrén en el centro muy compacto.

28 513.4 |4.88]20.9|133b | Color negro compacto y muy denso.

29 514.4 |4.89]20.9|134b | Es mas marron casi ladrillo existen algunos tonos negros muy compacto.

30 502.9 |4.82]20.7|114b |La mitad de color negro y la otra color castafio es muy compacto y arcilloso.

31 491.3 |4.90|20.8|108b | Colores mas heterogéneos muy compacto.

32 530.9 |4.80]20.9|126b | Color negro muy compacto se rompe en blogues.

33 629.2 |4.78|21 |88b |Es muy compacto tiene color negro.

34 618.3 |4.80]20.7|91b | Color negro muy compacto.

35 619 459|121 |105b |Es muy negro seco, compacto, arenos con presencia de bioturbacion.

36 608.4 |4.44|21.1|100b |Color negro castafio oscuro, con bioturbacion mas arcillosos que los anteriores y
es mas himedo.

37 575.6 |4.43|21.1|83b |Es mas himedo de color marrén con granulometria fina y se cree que tenga
hidroxidos que producen disminucién del agua.

38 550.6 |4.45|21 |94b | Color marrén claro muy himedo arcilloso y compacto,

39 531.0 [4.39(20.8|80b | Color marrén ladrillo, es arcilloso. Con arena fina de color castafio claro con
tonalidad ocre es muy cohesivo y himedo.

40 519.6 |4.39|21 |109b |Es similar al anterior, mucho mas seco es arcilloso con fragmentos de arena fina
de color marron claro a oscuro.

41 529.7 |14.32|20.7 |96b | Es mucho mas compacto, de color castafio claro, presenta arena.

42 507.4 [4.31]20.7|73b |Es marr6n de claro es mucho mas compacto presenta arena fina mezclada con
arcilla es seco y menos denso.

43 443.2 [4.31]20.8|77b | Marrdn claro a anaranjado muy compacto y denso.

44 328.9 |4.27|20.4|117b | Es anaranjado es denso muy compacto y es arcilloso con arena.

45 292.6 1424|121 |67b |Color anaranjado muy compacto y arcilloso.

CARACTERISTICAS DEL PERFIL SEDIMENTARIO DESECHO MINERO

MILLUNI CHICO

La toma del perfil sedimentario fue realizado en el sector proximo al dique de colas, se

observaron muchas sales precipitadas, el testigo media 71.5 cm.

Prof.| EN |pH|T" | Cod Caracteristicas

(cm.) [(mV) tubo

1 +407 |2.47|17.6|39M | Abundante parte liquida, color gris oscuro mezclado con sedimento

2 +406 |2.14|18.2|3M Muy liquido, gelatinoso, color gris oscuro se perdié un 10%

3 +406 |2.62|17.5|25M | Mas compacto color marron claro, con presencia de costras de color verde,
himedo arcilloso.

4 +387 |2.45|18.1|38M | Mas compacto, color gris medio a claro con presencia de costras, mas seco
himedo, muy dificil de cortar se perdié un 5%.

5 +327 |2.48|18.0|20M |Es mas compacto muy denso muchas costras de color verde claro, dificil de
cortar se perdi6 un 10%

6 +307 |3.20|18.0|15M |Es muy parecido al anterior con costras mezcladas con arcilla, muy compacta y
plastica de color gris oscuro a negro.

7 +291 |4.02|17.5|37M | Muy compacto, plastico arcilloso de color marrén a gris muy denso dificil de
cortar.

8 +328 |3.94|17.4|28M | Muy compacto, con pelos, color gris oscuro seco y arcilloso.

9 +299 |3.95|18.1|16M | Similar al anterior.

10 +294 |4.29]18.8|18M | Muy arcillosos, estructura plastica de color gris oscuro, poco hiimedo.

11 +254 14.23|17.4|41M | Muy similar al anterior.

12 +257 |4.32]|17.6|31M | Similar al anterior de color gris oscuro a negro

13 +297 |4.66|17.8|47M | Similar al anterior

14 +300 |4.23|18.9|46M | Menos hiimedo de color gris oscuro a claro, menos plastico.




92

15 +32 |4.59|17.4|75M | Muy pléstica, similar al anterior muy compacta gris oscuro a medio.

16 -37 4.39[18.4|11M | Similar al anterior.

17 -37 4.65|17.5|45M | Similar al anterior.

18 -61 4.33/18.2 | 29M | Muy compacto, bastante seco, presenta cristales metalicos, gris oscuro plastico,
entre brillosos y opaco.

19 +75 |3.90|17.8|7M Un sector muy seco, cargado de particulas metélicas constituido por limo y
arcilla, es compacto poco himedo, el sector seco de color gris a gris anaranjado
se perdi6 un 15%.

20 -124  |4.36|18.3| 1M Muy compacto estructura plastica similar al anterior un sector seco quizas con
arena fina muy seca que se quiebra.

21 -50 4.14|18.8 | 23M | Poca humedad, similar al anterior nivel mayormente arenoso, muy compacto
5% se pierde muy dificil de cortar.

22 -62 4.69|17.7 |6M Muy seco y compacto, color gris oscuro muy dificil de cortar estructura arenosa.

23 -32 532|119 |9M | Muy plastica intercalacion de arena fina y arcilla en la base, la arena presenta
brillo metalico, muy seco.

24 -19 4.75|18.0 |61M | Mas arena fina muy compacta se perdié un 5% con presencia de arcilla color
gris a castafo.

25 +240 |4.57|17.0|24M | Mucha arena fina con sulfuros en pequefios tamafios color marrén metélico,
puede ser pirita oxidada.

26 -41 4.09|17.4|59M |50% arcilla y arena muy compacto, color mas oscuro mas plastica con arena de
similar estructuras al anterior es una arena fina seca poco hiimeda muy plastica.

27 +34 |4.86|17.3|8M Mas arcilla color gris medio a oscuro cohesiva compacta presenta humedad.

28 -55 4.71|17.7 |57M | 100% arcilla muy compacto color gris oscuro a gris marrén con olor a
combustible.

29 -108 |4.41|16.8|53M |Limo, arcilla, arena en un 70% es un nivel no muy arenoso, color gris a castafio,
compacto olor fuerte a combustible.

30 -85 4.7218.1 | 49M | Presencia de costras de oxido color verde en la arena fina, es muy friable se
deshace se compacta presencia de pelos.

31 -5 4.11|17.1|54M | 20% de arcilla el resto arena compacta muy friable no hay costras, muy dificil
de cortar se desgrana, es dura color gris oscuro, se perdié un 18%.

32 +98 |3.83|18.5|14M |50% arcilla idéntico al anterior es mas opaca.

33 +56 |4.65|18.3|58M |100% arcilla, opaca olor a combustible.

34 +184 |4.85|17.5|44M | Muy compacto 100% arcilla similar al anterior.

35 +237 |4.78|17.7 | 13M | Similar al anterior, bastante himedo muy plastica y cohesiva con olor a
combustible.

36 +184 |4.59]18.0|51M | 1005 arena, muy himeda pléstica.

37 +249 |4.76|17.9|63M | Similar al anterior.

38 +238 |4.85]17.1|21M | Color gris medio a claro, plastica cohesiva es mas liquida.

39 +269 |4.68|18.4|12M | Muy fuerte con olor a combustible , es mas brillosa, mucha humedad, muy
plastica es pastosa muy fina no hay limo.

40 +260 |4.81|17.6|2M | Olor muy fuerte a combustible, es muy liquida, compacto muy plastica color
gris mas oscuro, es mas brillosa.

41 +287 |4.62|17.8|52M | Mas seca que el anterior pero presenta la misma caracteristica que el anterior es
muy plastica.

42 +271 |4.74|18.1|72M | Es muy liquida, muy plastica, muy brilloso, color gris oscuro, olor muy fuerte
estructura arcillosa.

43 +243 |4.82|17.7|35M | 20% arena fina, color gris oscuro, el resto es arcilla con presencia de arena fina
y limo, menos agua olor a combustible.

44 +266 |4.79|17.6|22M | Muy compacto en la parte inferior, existe arena es dificil de manejar de color
gris oscuro muy plastico.

45 +255 |4.77|17.2|160M | Arcilla 60% en la superficie y en la base arena, es de color marrén con brillo
metalico es plastico cohesivo olor a combustible.

46 -5 4.22118.3|19M | 60% arena, 40% arcilla que se encuentra en la parte inferior es compacta con
presencia de limo, la arena se de color marrén medio a oscuro, presenta mucha
materia metalica.

47 -40 4.35|17.1 | 10M | 90% arena es cristalino arcillosa, es muy compacto color marrén de color
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grisaceo a claro, es seco con un grado de humedad y presencia de metales con
brillo, la matriz de la arena es arcillosa con pelos de animales y olor a
combustible.

48 -62 3.86|17.1|4M Idéntico al anterior, es arena fina con, materia arcillosa, se rompe en bloque no
es friable.

49 -64 4.90|17.1|62M | 20% de arcilla el resto es arena de color gris claro, es plastica arena muy
compacta que el anterior, en la arena presencia de 6xidos rojos.

50 -95 4.71|18.3|13b | Presenta costras de 6xidos con una mezcla de 60% arena, 10-20% 6xidos el
resto arcilla, con presencia de 6xidos de color rojo amarronado, ocre es muy
compacto con pelos de animal es seco se perdi6 un 5%.

51 -78 4.21|19.0 | 70M | Similar al anterior presenta un 70% de arcilla muy eldstica arena intercalada con
oxidos, con matriz arcillosa no friable es seca y compacta con olor a
combustible.

52 -64 4.68 |17.4 | 64M | 50% arcilla, 50% arena con éxidos aumenta la proporcion de arcilla, la arena es
compacta dificil de cortar.

53 -69 4.32118.1|67M | Arcilloso, brillosos, plastico, bastante himedo, con presencia de una capa de
oxidos intercalados es muy cohesiva, de color gris oscuro, con olor a
combustible.

54 -36 4.60|17.8|71M | Similar al anterior con niveles de oxido.

55 -37 4.78|17.5|73M | Es arcilloso, muy plastico, no hay 6xidos, olor fuerte a combustible.

56 -35 4.06 | 18.5 | 66M | Base color marrén medio a rojizo son 6xidos del 10-20% de la muestra presenta
arena y arcilla.

57 -24 4.82|17.7 | 33M | 70% de limo y arena, 30% arcilla, hay sectores oxidados en forma de motas en
color gris oscuro, es plastico muy compacto y algo seco, hacia la base se vuelve
arenoso.

58 -31 4.51/18.1|55M | Mas arcillosos.

59 -31 4.58|18.1|42M | Mas oxido y arena.

60 -34 3.61|18.4| 69M | Estratificacion planar claramente con arena fina a media tiene muchos 6xidos.

61 -38 3.57|18.4| 26M | Con 6xidos, arenoso medio.

62 -32 4.06|19.2 | 48M | Arenoso con 6xidos, es Seco y gris.

63 -34 3.50/18.3|34M | Arena fina con 6xidos muy compacto.

64 -122 13.89|18.5|30M | Similar al anterior.

65 -76 4.56|17.7|36M | Color grisdceo muy compacto.

CARACTERISTICAS DEL PERFIL SEDIMENTARIO LAGUNA MILLUNI GRANDE

[e] 7’ -

Prof.|Eh |pH \T* | Cod. Caracteristicas

cm. |mV Tubo

1 376 [2.58 |15 |101b |Muy liquido con materia en suspension color anaranjado ocre.

2 347 [(2.94]10.2|86b Se compacta el sedimento, es muy blando, gelatinosos mas agua de
color naranja ocre.

3 337 [2.57]18.3|65b Mas compacto, continua con material de suspension se perdié
10-15% de la muestra, es menos liquido que el primero, es materia
gelatinoso de color naranja ocre.

4 330 (3.43(16.1|79b Compacto arcillosos, pequefias gravas o nddulos, muy himedo color
ocre naranja.

5 324 [3.40]4.8 |90b Compacto aspecto nodular, color naranja mas claro poco himedo.

6 315 [2.82]15.9|68b Parecido al anterior es mas compacto y concreto, son 6xidos genera
bloques, de color naranja es hiimedo, se perdi6 ¥ de la muestra.

7 314 (3.34(11.6|89b Similar al anterior, con éxidos aspecto terracota, se parte en bloques
existe la posibilidad de pequefias piedras cubiertas por 6xidos que no
sea producto de la precipitacion.

8 301 [3.36(/6.0 |7b Muy compacto, poco liquido arcillosos con oxido ferrico.

9 257 |3.28|9.6 |26b Acrcillosos, cohesivo compacto, himedo colores marrén claro a naranja
ocre.




10

240

3.31

7.2

34b

Muy cohesivo, arcillosos es mas compacto que el anterior de color
marrén claro, ocre naranja con pequefias estratificaciones en los
sedimentos es hiimedo.

11

220

3.35

9.6

17b

Arriba de color naranja ocre, abajo gris claro a verdoso es muy
compacto, arcillosos y presenta cristales de oxido, el color gris
presenta una estructura mas cohesiva y arcillosa.

12

195

5.32

9b

Alternancia ocre naranja menos gris verdoso, compacto menos
arcillosos, himedo, compacto, podria existir grava o precipitados de
oxido es dificil distinguir.

13

187

3.46

14.4

11b

Color gris oscuro verde arcillosos a limoso, cohesivo, no hay
alternancia de color pero existe una pequefia porcion de color ocre es
compacto, himedo.

14

159

4.00

17.6

25h

Muy blando, con agua se llega al limite de la arena, es muy arcillosos
pero también posee limo, color gris verdoso, con pocos tonos ocres
naranja, arena fina de la base.

15

55

3.98

18.1

14b

Mucha agua, mezcla con arena fina, arcilla, limo color gris claro a
oscuro, minimo de materia organica, compacto y no cohesivo, es mas
limo arcillosos que arena fina algunos niveles con poco de éxidos,
mucho agua.

16

47

4.01

18.2

20b

Agua, muy compacto gris oscuro a medio sin tonalidades ocres, nivel
con minima materia organica es arena fina y un poco de limo.

17

27

412

18.5

16b

Muy compacto, estratificacion es arena fina, es limosa y no arcillosa y
denso, es poco hlimedo, casi seco, de color gris, con cantidad minima
de materia organica.

18

4.59

18.1

32b

Muy compacto, arena fina , poco himeda gris oscura a verdosa.

19

5.69

15.8

23b

Colores marrones, gris oscuro verde muy arenoso, muy compacto poco
himedo, muy compacto, parece que existiera estratificacion, al fondo
de color gris oscuro, en la superficie gris claro se perdié 10%.

20

5.62

16.9

6b

Es gris mas oscuro y con brillos dado por micas, es muy compacto,
arena fina a media seca, muy compacta, puede tener estratificacion
planar, con presencia de arena gruesa se perdié 10%.

21

5.70

18.9

12b

Similar al anterior, es arenoso, es mas grueso y mayor oxidacion,
nodulos en la estratificacion planar entrecruzada arenas gruesas, se
perdié 5%.

22

4.88

19.5

5b

80% de arena gruesa, puede ser sulfuro un mineral con brillo metélico
son compactos, arenas gruesas sabuliticas, marrones claro con
granulos gruesos de cuarzo bien seco.

23

-70

4.79

19.1

18b

Idéntico al anterior, es mas denso.

24

-50

451

18

10b

Granulometria un poco mas gruesa, es compacto y es friable,
estratificacién con mayor concentracion del metal

25

-121

4.41

18.8

2b

Niveles friables, estratificacion planar, seco, compacto, mucho
mineral, arena sabulitica, colores erices oscuros con marrones, muy
friables, color castafio zona de oxidacion no hay mucho cuarzo como
en los niveles anteriores.

26

-104

4.81

18.9

31b

Tiene grava, parecido al anterior, pero mas grueso, estratificacion
entrecruzada es seco.

27

4.86

20.1

27b

Estructura arcillosa con retencion de liquido que la hace muy plastica y
dificulta el corte.

28

5.15

13.9

8h

Arcilla comprimida distribuida irregularmente, es himedo, de color
gris oscuro, cohesivo sin olor muy plastico.

29

517

15.0

76¢C

Arcilloso plastico, consistencia gelatinosa, algunas zonas de oxidacion
de color castafio, es himedo, no hay gravas, ni arena, es muy denso,
gris oscuro.

30

5.15

19.8

4h

Es arcillosos, color castafio grisdceo a gris oscuro, poca arena, muy
compacto, no muy htimedo con material limoso, es plastico hacia la
base un poco de limo y arena fina.

94



31 -69 |5.69(11.0|3b Arena fina con arcilla, zonas oxidadas de color marrdn, bastante seca
a diferencia de la anterior color gris medio a oscuro con matriz
pléstica.

32 -78 |4.6620.2 (19b Mas arcillosos, zonas oxidadas colores marrones, muy compacto, limo
arcillosos, es himedo plastico.

33 -60 [5.06|19.4|21b Muy compacto, mas seco que el anterior alternancia de color marrén
arriba y abajo de color gris, con arena fina y arcilla.

34 -73 (4.84(19.7 | 1b Muy compacto, arena fina a media de color gris verdoso no se observa
estratificacion, mucho mineral con brillo metalico es friable.

35 -70 |6 13.3|43b Arenoso fino a medio muy seco, muy compacto con intercalacién de
arcilla, plastico.

36 -190 | 5.08 | 15.6 | 87¢c Nivel arcilla, es plastica himeda, gris oscuro a negro, muy compacto,
plastico dificil de cortar.

37 -117 |5.43 (3.4 |76b 100% arcilla, plastica con humedad, de color gris oscuro y estructura
densa.

38 -92 [5.06(14 |15b Maximo de compresion, muy pléstico.

39 -85 [5.35[7.1 |29b Muy liquido, poco compacto color gris oscuro plastico, si es cohesiva,
con tonos marrones claros que le otorgan una tonalidad verde con
estructura arcillosa.

40 -82 |5.37(0.6 [98b Muy plastico, arcillosos, con alternancia de color que es mas por la
zona de oxidacién que de estratificacion, es mas compacta.

41 -78 442|112 |78 Es compacto, 50% arcilla, 50% arena fina que se incrementa en la
base, de color castafio en la superficie, de color gris en la base
compacto y seco.

42 -83 |4.62|6.5 |42 Alternancia, arriba arena gris, medio estructura arcillosa, de color
marron claro, es plastica con mas arcilla, en el fondo estructura arcilla
limosa.

43 -89 |4.95|5.9 |89 Presento una capa de arcilla, color gris, marrén gris, compacto,
himedo la capa de arcilla de la base es muy plastica de color marrén
claro, en la superficie sectores de color ocre con presencia de dxidos.

44 -89 |595|52 |79 Arcilloso, muy compacto, con tonalidades ocres, oxidacion muy
plastica algo cohesiva.

45 -97 |4.89|10.7 |65 Acrcillosos, superficie de color marrén oxidado, de color gris oscuro,
mas humedo, cohesiva, con presencia de grietas de desecacion es
pléstica.

46 -105|4.53|10.0 | 44 Muy arcilloso, color gris en la superficie y la base de color castafio,
himedo, cohesivo, presenta grietas de desecacion.

47 -89 [4.67(10.7 |18 Es similar al anterior pero no presenta 6xidos.

95
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CARACTERISTICAS DEL PERFIL SEDIMENTARIO TURBERA SALIDA LAGUNA

MILLUNI GRANDE

o ;-

Prof. \Eh pH T° | Cod. Caracteristicas

cm. |mV Tubo

1 -29 5.63 17.9 59T 100% materia vegetal, cubierta vegetal de la turba, dificil de
cortar, esponjoso, himedo.

2 -125 |5.63 16.6 66T Superficie irregular idéntico al anterior

3 -191 |5.58 171 |55T 100% fibra vegetal en descomposicion de color verde marrdn
muy pestilente y fétido.

4 -209 |5.90 16.8 73T Idéntico al anterior.

5 -236 | 5.46 17.0 79T Idéntico al anterior.

6 -242  |5.79 17.1 75T Idéntico al anterior.

7 -241 | 5.96 18.8 53T Idéntico al anterior.

8 -247 |5.04 20 81T Idéntico al anterior.

9 -237 |5.90 17.3 51T Idéntico al anterior.

10 -234 | 551 18.1 64T Idéntico al anterior.

11 -233 | 5.76 16.1 56T Verde oscuro compacto menos htimedo, fétido 100% materia
vegetal.

12 -232 | 4.45 15.6 72T Idéntico al anterior.

13 -243  |5.90 17.8 62T Idéntico al anterior.

14 -131 |5.40 18.6 74T Idéntico al anterior.

15 -238 |5.72 16.7 63T Idéntico al anterior.

16 -231 |5.54 18.5 69T Idéntico al anterior.

17 -231 |5.81 17.6 76T Idéntico al anterior.

18 -230 |5.92 17.6 65T Idéntico al anterior.

19 -260 |5.50 17.1 57T Idéntico al anterior.

20 -260 |5.73 17.4 58T Idéntico al anterior.

21 -264 | 5.52 16.8 60T Idéntico al anterior.

22 -279 | 5.60 15.1 61T Idéntico al anterior.

23 -268 |5.85 18 71T Idéntico al anterior.

24 -283 |5.70 16 70T Idéntico al anterior.

25 -291 |5.45 151 |52T Idéntico al anterior, pero mas seca.

26 -302 | 4.85 17.1 80T Verde oscuro a marrén, muy compacto muchas raices muy
fétido.

27 -302 | 3.53 17.6 68T Idéntico al anterior.

28 -297 | 4.85 20.5 91T Idéntico al anterior.

29 -310 |4.58 19.4 95T Idéntico al anterior.

30 -295 | 4.78 17.7 92T Idéntico al anterior.

31 -268 | 4.56 17.9 109T Idéntico al anterior.

32 -175  [4.92 19.9 89T Idéntico al anterior.

33 -154 | 4.82 17.6 94T Idéntico al anterior.

34 -49 4,94 18.1 90T Idéntico al anterior.

35 -34 487 20.1 98T Idéntico al anterior.

36 -55 4,63 19.4 84T Idéntico al anterior.

37 -201 | 4.45 18.5 105T Idéntico al anterior.

38 -219 | 4.55 18.4 83T Idéntico al anterior.

39 -221 | 4.36 18.3 85T Idéntico al anterior.

40 -230 | 5.50 16.1 108T Superficie irregular, color marrén medio, muy blando y
pestilente.

41 -235 |5.68 15.4 103T Marrén oscuro, denso pestilente 100% materia vegetal.

42 -239 |5.35 14.7 27M Similar al anterior.

43 -237 |5.44 16.9 17M Idéntico al anterior.

44 -235 |5.32 14.3 50M Idéntico al anterior.




45 -231 |5.38 14.3 74M Idéntico al anterior.

46 -243  15.40 14.4 5M Idéntico al anterior.

47 -255 | 5.47 13.6 68M Idéntico al anterior.

48 -247 ]5.35 15.1 40M Idéntico al anterior.

49 -212 |5.18 145 43M Marrén oscuro, muy humedo 90% materia vegetal, 10% limo
poco compacto.

50 -189 [4.82 14.3 32M Idéntico al anterior.

51 -178 |4.94 13.5 65M Idéntico al anterior.

52 -137 |5.27 14.4 56M Idéntico al anterior.

53 -112  |5.32 14.3 17T Idéntico al anterior.

54 -122  |5.01 14.3 15T Idéntico al anterior.

55 -104 |5.06 15.2 20T Idéntico al anterior.

56 -126 | 4.96 15.3 27T Idéntico al anterior.

57 -112 |5.16 15.8 29T Idéntico al anterior.

58 -66 5.34 16.1 10T Idéntico al anterior.

59 -28 5.16 16.5 5T Idéntico al anterior.

60 -115 |5.31 15.3 1T Idéntico al anterior.

61 -31 5.05 13.8 33T Idéntico al anterior.

62 -29 493 17.4 24T Idéntico al anterior.

63 -39 5.26 15.6 2T Idéntico al anterior.

64 -7 5.15 15.3 3T Idéntico al anterior.

65 +15 5.25 135 11T Idéntico al anterior.

66 -23 5.51 15.0 18T Idéntico al anterior.

67 -43 5.22 13.8 21T Idéntico al anterior.

68 -17 5.63 14.7 AT Idéntico al anterior.

69 -68 5.69 135 14T Idéntico al anterior.

70 -129 |5.76 15.2 30T Idéntico al anterior.

71 -145 |5.54 14.2 13T Idéntico al anterior.

72 -167 |5.70 14.3 25T Idéntico al anterior.

73 -212 16.00 16.1 12T Idéntico al anterior.

74 -143 | 5.77 13.7 34T Negro marrén, 90% materia vegetal y 10% arcilla, htmedo
compacto pestilente.

75 -175 |5.82 16.6 23T Marrén oscuro muy compacto, himedo algo denso, poco
pestilente, raices reconocibles.

76 -191 |5.89 15.1 48T Idéntico al anterior.

77 -204 |5.92 15.1 42T Idéntico al anterior.

78 -188 |5.77 15 45T Idéntico al anterior.

79 -220 |5.89 15 36T Idéntico al anterior.

80 -191 |5.69 15.9 50T Idéntico al anterior.

81 -231 |5.78 14.8 22T Idéntico al anterior.

82 -127 |5.96 16.1 8T Idéntico al anterior.

83 -223 |5.96 16.5 49T Idéntico al anterior.

84 -198 |5.95 17 26T Idéntico al anterior.

85 -223 |5.96 16.6 16T Idéntico al anterior.

86 -226 | 5.89 15.3 44T Idéntico al anterior.

87 -255 |5.81 15.4 39T Idéntico al anterior.

88 -276 |5.70 16.3 43T Idéntico al anterior.

89 264 15.02 145 |35T Idéntico al anterior.

90 -243  |5.19 16 6T Idéntico al anterior.

91 -247 ]5.82 14.3 38T Idéntico al anterior.

92 -254 |5.92 14.8 7T Idéntico al anterior.

93 -232 | 6.06 16.6 37T De color gris medio a castafio oscuro, 60% arcilla, muy
plastico, cohesivo himedo, poco olor muy compacto.

94 -250 [6.31 14.7 41T Idéntico al anterior.
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95 -272 |5.28 16.4 28T Idéntico al anterior.

96 -284 | 5.36 15.1 19T Idéntico al anterior.

97 -277 |5.84 14.4 40T Idéntico al anterior.

98 -282 | 6.24 15.2 48T 50% arcilla y 50% materia vegetal.

99 -276 | 5.69 154 32T 50% materia vegetal, raices no identificables, 50% arcilla,

compacto, himedo, denso muy pestilente.

100 -297 |5.92 16.8 31T Idéntico al anterior.

101 -282 |5.38 15.2 47T Idéntico al anterior.

102 -284 | 5.68 13.6 9T Idéntico al anterior.

103 -268 |5.11 16.1 78T Idéntico al anterior.

104 -272  16.00 13.6 67T Idéntico al anterior.

105 |-253 |5.90 16.5 54T Idéntico al anterior.

106 -259 |6.04 145 82T Idéntico al anterior.

107 -250 |5.59 12.8 77T Idéntico al anterior.
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CORRIDAS ELECTROFORETICAS DEL DNA EXTRAIDO DE BACTERIAS EN
SEDIMENTO

PK1 PK2 PK3 PK4 PK5 PK6 JK1 JK2 JK3 JK4 JK5 JK6 V2 V3 V4 V5 V6

Figura 1. DNA extraido por el método de Zhou et al., 1996, empleando lisis enzimatica y
guimica
PK = laguna Pata Khota, JK= laguna Jankho khota, V= laguna Ventanani

PRODUCTO DE LA AMPLIFICACION DEL GEN 16S DNAr
EMPLEANDO LOS PRIMERS FD1 Y RP2

V4 V5 V6 C+ MC5 MC10 MC15 MG5 MG10 C-

FD1
1504pb

Figura 2. Producto de la amplificacién por PCR del gen 16S DNAr
JK = laguna Jankho Khota, V = laguna Ventanani,
MC =desecho minero Milluni Chico, MG = laguna Milluni Grande
1,2,3,10,15,etc. = indican la profundidad en el sedimento.
C+ =Control positivo constituido por la cepa Desulfovibrio desulfuricans27774
C - = constituido por el Master Mix sin DNA.
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IDENTIFICACION DE LOS SUBGRUPOS DE BSR MEDIANTE NESTED-PCR

C+ P1 P5 P15P20J2 J10J14 J20 V3 V5 V10 V15 M5 M10M15M20C- G5 G15 G20 T5 T10 T20

-

. - - . e

DSV

610pb

Figura 3. Subgrupo Desulfovibrio (DSV), amplificado mediante Nested-PCR
C (+)= Desulfovibrio desulfuricans27774, C(-)= DNA de E. coli, P=laguna Pata Khota,
J=laguna Jankho Khota, V=laguna Ventanani, M= desecho Milluni Chico,

G =Milluni Grande y T=Turbera TMGS

C5 MC21 M€26 MC32-M51 MPM M60
st “I B e H

o

1
L]

DCC
860pb

.

Figura 4. Subgrupo Desulfococcus (DCC), amplificado mediante Nested-PCR

Desecho minero Milluni Chico
C+ =Desulfococcus multivorans, MPM= marcador de peso molecular pGEM.
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DFM
700 pb

Figura 5. Subgrupo Desulfotomaculum (DFM), amplificado mediante Nested-PCR

Laguna Pata Khota
C(+)=Desulfotomaculum nigrificans, C(-) = DNA de E. coli
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