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RESUMEN

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) juegan un rol 
importante en la mitigación de los drenajes mineros ácidos, 
reduciendo el sulfato a sulfuro de hidrógeno que se combina 
con los metales pesados precipitándolos. De esta manera 
las BSR contribuyen a reducir tanto la acidez del medio 
como la concentración de metales pesados solubles, por lo 
que su estudio es importante, en ambientes contaminados 
por la minería.
La Cuenca Milluni, localizada al norte de la ciudad de 
La Paz, presenta altos niveles de contaminación por 
desechos mineros, como resultado de la explotación 
minera realizada desde el siglo pasado. En el presente 
estudio, mediante el uso de  métodos moleculares en base 
al gen 16S DNAr y su amplificación mediante Nested-
PCR, se evaluó la distribución de los subgrupos de BSR 
en perfiles sedimentarios de lagunas de la Cuenca y en 
muestras de turbera, donde se evidenció la presencia de 
BSR con distribución espacial definida, bajo diferentes 
condiciones físico-químicas de Eh (+350 a -330 mV) y 
pH (10 a 2.5). Se observó una considerable variación en la 
distribución de BSR donde los subgrupos Desulfovibrio-
Desulfomicrobium (DSV-DMB) y Desulfococcus-
Desulfonema-Desulfosarcina (DCC-DNM-DSS)  fueron 
los más encontrados.  La variación de las características 
físico-químicas y la ubicación de las lagunas con respecto 
a la mina, condicionarían la distribución y adaptación de 
las BSR en sistemas heterogéneos, proyectándolas como 
herramientas para procesos de bio-remediación de aguas 
contaminadas por drenajes mineros ácidos y metales 

pesados en la región.
Palabras Clave: bacterias sulfato reductoras (BSR), 
Drenaje Minero Acido (DMA),  gen16S rRNA 

ABSTRACT

The anaerobic sulphate-reducing bacteria (SRB) may play 
an important role in acid mine drainage mitigation, lowering 
sulphate concentrations derived from Acid Mine Drainage 
(AMD), by promoting metal sulphides precipitation and 
producing local alkalinity. The present study was carried 
out at the Milluni Lakes located in the Altiplano highlands 
north from La Paz city, to determine diversity and 
distribution of SRB. The Milluni region has accumulated 
mining waste as a result of unregulated heavy-metal 
mining since the past century. SRB subgroups distribution 
along a deep profile in sediments and wetlands samples 
contaminated with AMD 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 analyzed lakes representing a 
wide range of physico-chemical conditions of Eh (+350 to 
-330 mV) and pH (10 to 2.5). Along the sediment profiles, 
considerable variation in SRB- distribution was evident, 
being Desulfovibrio-Desulfomicrobium (DSV-DMB) and 
Desulfococcus-Desulfonema-Desulfosarcina (DCC-DNM-
DSS) the most commonly found subgroups. 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 
this region. 
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INTRODUCCIÓN

La contaminación de suelos y cuerpos de agua es un 
problema ambiental común en Bolivia, por lo que es 
importante el estudio de  comunidades bacterianas con 
potencial de bioremediación. Bolivia se caracteriza por 
una larga tradición en la explotación de minerales desde 
la época colonial, bajo un  inadecuado o casi inexistente 
control ambiental. 
En la región del valle de  Milluni  rica en depósitos de sulfito, 
a más de 4000 metros sobre el nivel del mar   (m.s.n.m.)  en 
la Cordillera Real de los Andes, al norte de la ciudad de La 
Paz se encuentra la mina “La Fabulosa” donde se explotan 
desde hace más de 50 años minerales como el estaño, zinc 
y plomo. En esta región se encuentra la cuenca de Milluni, 
comprendida por: lagunas Pata Khota (PK), Jankho Khota 
(JK), Ventanani (V), laguna residual Milluni Chico (MCH) 
y el lago Milluni Grande (MG). Estas  dos últimas están 
próximas  a la mina y reciben directamente los efluentes  
de drenajes mineros ácidos (DMA) provenientes tanto 
de la mina como del inadecuado depósito de las colas de 
desmonte, que contienen sulfuros metálicos asociados a la 
pirita (FeS

2
) que al  oxidarse generan valores de pH bajos y 

elevada concentración de metales pesados disueltos (Pb, Cu, 
Zn, Sn, Fe, Cd, As, Sb, Co)1.  Las  elevadas concentraciones 
de metales pesados han provocado un deterioro del medio 
ambiente en la región, afectando al ecosistema  acuático 
y terrestre,  poniendo en riesgo la flora y fauna local así 
como  a las comunidades aledañas2. 
Dentro los desechos mineros existe una diversidad de 
bacterias,  entre las que destacan por su potencial de 
biorremediación, las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). 
Las BSR  reducen el sulfato (SO

4
-2)  en condiciones 

anaerobias hasta H
2
S, el cual luego se combina con los 

metales pesados, precipitando a los mismos  como sales 
de sulfuro3, 4, 5, 6.

De esta manera las BSR cumplen en estos ambientes dos 
funciones importantes; por un lado reducen la acidez de 
las aguas mediante la formación de bicarbonato por la 
oxidación de compuestos orgánicos y por otro precipitan 
los metales pesados disueltos7, 8. 
Debido a dificultades en su cultivo, las BSR son más 
accesibles a ser identificadas por métodos moleculares, 
mediante el análisis de los ácidos nucleicos, empleando 
marcadores, como el 16S DNAr9, 10. El presente trabajo tiene 
por objeto analizar en muestras de perfiles sedimentarios, 
de cuerpos de agua de la cuenca minera de Milluni,  la 
distribución de subgrupos de BSR asociada a diferentes 
grados de  contaminación por desechos mineros y dentro 
de condiciones físico-químicas variables  (Eh, pH). 

MATERIAL Y MÉTODOS

Área de estudio. La Cuenca Milluni se encuentra en las 
faldas del glaciar del Huayna Potosí, entre 4500 y 4700 
m.s.n.m., a 30 Km. de la ciudad de La  Paz con una 
ubicación entre 16º08` a 16º10` latitud sur y de 68º17` a 
68º 21` longitud oeste.   
En el estudio se incluyeron (Figura 1)  a las lagunas Pata 
Khota (PK) y Jankho Khota (JK) ubicadas en la zona alta 
de la cuenca que presentaron  vegetación acuática. A la 
laguna Ventanani (VN) ubicada al Este de la cuenca dentro 
de una  zona que contiene óxidos de hierro precipitados y  
ausencia de vegetación. 
La laguna residual Milluni Chico (MC) y el lago Milluni 
Grande (MG), situados corriente abajo en la zona 
colindante y directamente afectadas por la mina, en donde 
no se observó vegetación. 
Finalmente, a la salida de la cuenca, la turbera Milluni (TM) 
que presenta  restos de vegetación en descomposición, 
formando una gruesa capa de suelo orgánico y constituye 
un sitio de retención de aguas contaminadas.            

Lagunas de estudio: PK = laguna Pata Khota, JK = laguna Jankho Khota, VN= laguna Ventanani, MC= Desecho minero Milluni 
Chico,  MG= laguna Milluni Grande y 
TM = Turbera Milluni.

 Figura 1. Mapa Cuenca Milluni (Coadaptado de Salvarredy-Aranguren et al., 2008)  

Colecta de las muestras. La colecta de muestras y las 
mediciones ambientales se realizaron  en época seca 
en el mes de  Agosto  del 2003, cada punto de muestreo 
(cm.) fue tomado manualmente con un saca testigos 
de 1.20 m., equipado con tubos de policarbonato. La 
manipulación de las muestras fue realizada con material 
de plástico, previamente lavado con ácido clorhídrico al 
10%, agua Milli-Q e irradiado con luz UV. Las muestras 
fueron refrigeradas a -20°C hasta el momento de su 
procesamiento. 

Mediciones físico-químicas (Eh y pH). El potencial de 
oxido-reducción (Eh)  fue medido in situ a intervalos de 1 
cm., mediante microsondas de platino con un electrodo de 
referencia (Ag/AgCl

2
) y un Eh-metro “Consort”, calibrado 

con una solución patrón de + 220 mV.  
Para el pH se utilizó un pH–metro calibrado con soluciones 
estándar (pH 4, pH 7 y pH 10), las muestras luego fueron 
colectadas en tubos de plástico cónicos y estériles.
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Extracción de DNA de muestras de sedimentos.  Muestras 
de  sedimento, 500mg., fueron mezclados en tubos de 1.5 
ml, con 810 μl de solución de lisis (100mm Tris-HCl (pH 
8.0), 100 mM Na

2
EDTA (pH 8.0), 100 mM de fosfato 

de sodio (pH 8.0), 1.5  mM de NaCl  y 2% de bromuro 
hexadecil-trimetil amonio (CTAB)) y 6 μL  de  proteinaza 
K (10 mg/ml).  La mezcla fue agitada en forma horizontal 
a 225 rpm por  40 min., adicionando después 1800 μL  de 
SDS al 10% con posterior incubación a 65ºC por 2  horas  
con suaves inversiones cada 15 minutos. Posteriormente 
los tubos fueron  centrifugados a 6000 rpm por 10 min., 
recuperándose el sobrenadante (aprox. 600 μL). Al 
precipitado residual se agregaron 408 μl de  solución de 
lisis  y 60 μl de SDS (10%), incubándose la mezcla a 65 ºC 
por 10 min., se recuperó el sobrenadante por centrifugación. 
Ambos sobrenadantes fueron mezclados con cloroformo-
alcohol isoamílico,  seguidos de una centrifugación a 
máxima velocidad (14000 rpm) por 5 minutos. Se adicionó 
al sobrenadante isopropanol (0.8 volúmenes) y acetato de 
sodio (0.3 M) dejándolo reposar verticalmente por 1 hora. 
Posteriormente la mezcla fue  centrifugada a una máxima 
velocidad por 20 minutos, desechándose por inversión el 
sobrenadante. Al precipitado se le agregó etanol  al 70%, 
con una posterior centrifugación a máxima velocidad 
por 10 min. El precipitado obtenido fue disuelto en agua 
destilada a 4 ºC por 15 horas11. La detección del DNA total 
se efectuó por electroforesis con solución tampón  TBE 
0.5X en geles de agarosa al 1% en presencia de bromuro 
de etidio, la visualización del DNA se  realizó en un 
transiluminador de luz UV.
Purificación del DNA de sedimentos. Se empleó el Kit  
comercial de extracción y purificación UltraClean Soil 
DNA (MoBio Inc.) y columnas elaboradas con Sefarosa. 
El DNA purificado fue evaluado por electroforesis en 
geles de agarosa al 1% con 0.5 μg/ml de bromuro de 
etidio con solución tampón  TBE 0.5X y visualizado en un 
transiluminador de luz UV.

Amplificación del 16S DNAr  y subgrupos específicos de 
BSR por PCR y Nested-PCR.
Los cebadores utilizados en la amplificación por PCR del gen 
16S DNAr  fueron FD1 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 
y RP2 (ACGGCTACCTTGTTACGACTT). La 
amplificación fue realizada en un termociclador (modelo 
TD 7500, Hybaid, USA), bajo el siguiente programa: 1 
ciclo inicial a 95 ºC por 1 min., 30 ciclos de 94 ºC por 
1 min., 50-65 ºC por 1 min., y 72 ºC por 1 min., con una 
extensión final a  72 ºC por 5 min., los componentes del 

Master Mix fueron: 1.7 μl  de agua, 2 μl de tampón PCR 
10X (Promega), 2 μl de MgCl

2 
10X, 2 μl de cebador (5 

pmol/μl), 0.4 μl dNTPs (10 mM),  0.5 μl (10 μg/μl) de 
BSA, 0.05 U/μl (DNAr 16S) y 0.02 U/μl de Taq Polimerasa 
(Promega), finalmente DNA (2-20 ng). Los productos se 
analizaron por electroforesis con TBE 0.5X en geles de 
agarosa 0.8%-1.5% en presencia de bromuro de etidio y 
posterior visualización. El producto de la amplificación del 
gen 16S DNAr fue de 1504 pb.
Se realizó Nested-PCR para la identificación de los sub-
grupos de BSR  se utilizaron cebadores específicos para  
cada sub-grupo de BSRs:       
Sub-grupo 1 Desulfotomaculum (DFM) 
( T A G M C Y G G G A T A A C R S Y K G , 
ATACCCSCWWCWCCTAGCAC).  
Sub-grupo 2 Desulfobulbus (DBB) 
( C G C G T A G A T A A C C T G T C Y T C A T G , 
GTAGKACGTGTGTAGCCCTGGTC).  
Sub-grupo 3 Desulfobacterium (DBM) 
( C T A A T R C C G G A T R A A G T C A G , 
ATTCTCARGATGTCAAGTCTG).
Sub-grupo 4 Desulfobacter (DSB) 
( G A T A A T C T G C C T T C A A G C C T G G , 
CYYYYYGCRRAGTCGSTGCCCT).
Sub-grupo 5 Desulfococcus-Desulfonema-
Desulfosarcina (DCC-DNM-DSS) 
( G A T C A G C C A C A C T G G R A C T G A C A , 
GGGGCAGTATCTTYAGAGTYC).
Sub-grupo 6 Desulfovibrio-Desulfomicrobium 
(DSV-DMB) (GRGYCYGCGTYYCATTAGC, 
SYCCGRCAYCTAGYRTYCATC)9.

RESULTADOS 

Distribución de subgrupos de BSR en perfiles 
sedimentarios de cuerpos de agua de la Cuenca Milluni. 
La distribución  de BSR en lagunas situadas por encima 
de los 4600 m.s.n.m. (cuenca arriba) alcanzó un 51% en 
Jankho Khota seguida de Pata Khota (33%), en contraste 
con Ventanani donde el porcentaje fue menor (21%) y 
donde se observó la  menor diversidad de subgrupos de 
BSR en toda la cuenca (Figura 2). En la región colindante 
a la mina ubicada  entre los 4400 m.s.n.m. (cuenca 
abajo), con influencia directa por los desechos mineros, 
se observaron valores entre 29% Milluni Grande y 43% 
Milluni Chico bajo condiciones de pH ácido. Así mismo, 
dentro  la Turbera Milluni se observó una distribución de 
BSR  del 40% (Figura 2).

                                    
 Pata Khota (PK); Jankho Khota (JK); Ventanani (VN); Milluni Chico (MC); Milluni Grande (MG); Turbera MilluniPata Khota  (PK); Jankho Khota (JK); Ventanani (VN);  Milluni Chico (MC);  Milluni Grande (MG); Turbera Milluni  
(TM),  T= Total distribución de BSR; DSV = Desulfovibrio; DCC = Desulfococcus;   DBB = Desulfobulbus; DFM = 
Desulfotomaculum;  DSB =Desulfobacter.

Figura 2. Distribución de sub-grupos de Bacterias Sulfato   Reductoras en lagunas y turbera de la  cuenca Milluni

En relación a la diversidad encontrada de los subgrupos 
de BSR; DSV-DMB y DCC-DNM-DSS fueron los más 
predominantes en todas las lagunas, tanto bajo condiciones 
de Eh oxidante y reductor como pH ácido y alcalino, 
en contraste a los subgrupos  DBB y DFM  que si bien 
fueron identificados en sedimentos con Eh variable y pH 
ácido (MC y MG), no fueron  encontrados en ambientes 
altamente oxidantes (laguna VN). 
Asimismo, el subgrupo DSB se restringió a sedimentos que 
presentaron mayor cobertura vegetal (PK y TM) (Figura 
2). El subgrupo DBM no fue encontrada en ninguna de las 
muestras analizadas. 

Cuenca arriba de la mina.  PK ubicada en una zona 
granítica no mineralizada, presentó un sedimento de 
estructura arcillosa y  color marrón (Tabla 1). A nivel de  
la superficie (1 a 19 cm.), el Eh fue oxidante (+370 a +31 
mV) y el  pH alcalino (9-10),  con transición en la parte 
profunda del sedimento a un Eh reductor con valores entre 
-6 a -118mV, en concordancia con los cambios en el pH 
hacia valores mas ácidos (pH  5-6) (Figura 3 PK).
La distribución de  BSR a lo largo del sedimento fue mayor  
en los primeros 10 cm. alcanzando hasta un 83% y fue 
disminuyendo a mayor  profundidad hasta un 33% (40 cm.) 
(Figura 3 PK).  

Tabla 1. Características de las  Lagunas  y Turbera  de  la Cuenca  Milluni

Lagunas                   Abreviatura         Altura           Vegetación
                                                               m.s.n.m.                     
Pata Khota                    PK                 4665                 si

Jankho Khota                JK                 4600                 si

Ventanani                     VN                 4780                no

Milluni Chico               MC                4585                 no

Milluni Grande             MG                4565                no 
  
Turbera Milluni            TM                 4479                si
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          Eh (mV) pH % BSR                        Eh (mV)                                        pH                                       % BSR

             
                            

                 
                          

                  

Figura 3. Factores físico-químicos (Eh y pH) y distribución de Bacterias   Sulfato Reductoras en lagunas Pata 
Khota, Jankho Khota y Ventanani. Eh = potencial de oxido-reducción, pH y % = Porcentaje de distribución.   Eh = potencial de oxido-reducción,   pH  y   % = Porcentaje de distribución  
de BSR.
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PK

VN

JK ubicada en la cuenca media, presentó un  sedimento 
de estructura  arcillosa y de  color café-gris (tabla 1). El 
Eh  ligeramente oxidante en la superficie (hasta los 2 cm.) 
(+51 a -331 mV),  cambiando luego a un Eh reductor. Los 
valores de pH presentaron  características ligeramente 
ácidas entre 6 a 6.7 (Figura 3 JK).
La distribución de BSR  se observó a nivel de todo el perfil 
sedimentario predominando en los primeros 10cm. (66%) 
y disminuyendo (hasta16%) en la parte profunda (40 cm.) 
(Figura 3 JK). 
VN ubicada dentro  de   una zona mineralizada sin influencia 
directa de la mina, presentó un sedimento constituido 
por arena y grava de color marrón claro (Tabla 1).  Se 
observaron valores de Eh oxidante  entre +292  a +629 
mV a nivel de todo el perfil sedimentario. El  pH presentó  
valores  entre 5.7  a 4.24,  más ácidos que en PK y JK 
(Figura 3 VN). En VN la distribución  de BSR   fue  menor 
en la superficie (16%) incrementando a mayor profundidad 
del sedimento (33%) (Figura 3 VN). 
Cuenca abajo  de  la mina. MC, donde se acumulan 
residuos de  colas de desmonte, presentó un sedimento 
con estructura arcillo-arenoso y de color gris oscuro. El 
Eh oxidante  tanto a nivel de la superficie (+250  a +400 
mV.) en los primeros 15 cm. como en la profundidad (+100 
a + 260 mV) entre los 30 a 40 cm., presentó una zona de 

transición a Eh reductor en la parte central del sedimento. 
El pH mostró valores más ácidos (pH 2.1) en la superficie 
que en la profundidad (pH 4.9) (Figura 4 MC). La 
distribución  de BSR en  MC, fue mayor en la superficie y 
en la parte central del sedimento (50%) (entre 1 a 26 cm.), 
disminuyendo hasta un 16% con la profundidad (40cm.) 
(Figura 4 MC). 
MG ubicada en la parte baja de la cuenca, representa una 
zona de sedimentación natural de los desechos provenientes 
de MC. En esta región en el sedimento se encontró arcilla, 
limo y arena de color ocre (Tabla 1). En los primeros 10 
cm. se observo un Eh oxidante así como un pH acido entre 
2.5 -5. En la parte profunda un Eh reductor (+383 a -190 
mV) (Figura 4 MG) y  pH más cercano a la neutralidad 
(6). La distribución  de  BSR en  MG fue mayor en la 
superficie (entre 1 a 5cm.) alcanzando un 50% y luego fue  
disminuyendo (33%) con la profundidad (Figura 4 MG). 
TM presentó un sedimento constituido por materia vegetal, 
de color verde marrón (Tabla 1). La turbera presento un Eh 
reductor (-29 a -310 mV), estable entre los 5 – 30 cm. con 
cambios en la parte profunda (40cm.). El pH osciló entre 
5.6 a 4.4 y se mantuvo relativamente constante a lo largo 
de todo el perfil sedimentario (Figura 4 TM). 
La distribución  de BSR se caracterizó por un incremento 
(33%-50%) en la profundidad del sedimento (Figura 4 
TM).
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            MG                                                                                                      

                    
               TM                                                                                                        

                       
 
Figura 4. Factores físico-químicos (Eh y pH) y distribución de Bacterias   Sulfato Reductoras en lagunas Milluni Chico, 
Milluni Grande y turbera Milluni.      Eh = potencial de oxido-reducción,   pH  y   % = Porcentaje de distribución  de BSR

DISCUSIÓN

Los resultados de este trabajo muestran la presencia de 
diversos subgrupos de BSR en perfiles sedimentarios 
de cuerpos de agua ubicados a gran altura,  (por arriba 
de los 4500 m.s.n.m.), en la región minera de Milluni 
en el altiplano boliviano caracterizada por condiciones 
climáticas de stress, con rangos de temperatura anuales 
entre -6 ºC y 17 ºC  y alta radiación solar. Un total de  
cinco de los seis  subgrupos de BSR fue observado bajo 

diversas condiciones de Eh oxidante-reductor y pH ácido-
alcalino. Así, se abre la posibilidad de explorar en el 
futuro la actividad metabólica de las BSR, asociada a la 
precipitación de metales pesados.
En otros estudios se ha identificado a BSR en diversos 
ambientes incluidos los DMA por métodos dependientes 
de cultivo3,12,13. Así, mediante análisis de ácidos grasos se  
encontró a los subgrupos  DSV y DBB en ambientes ácidos 
y en presencia de óxidos de hierro. Son pocos los estudios 
que han enfocado la composición de subgrupos de BSR 
por métodos moleculares. Se ha reportado14 la presencia 

de miembros del  grupo delta Proteobacteria  en AMD  de 
China usando librerías de 16SRNA. Varios  estudios se 
enfocan en el subgrupo DFM -Desulfosporisinus como el 
mas relevante en ambientes extremos15, 16  y de utilidad en 
bioremediación17. 
La distribución espacial encontrada de subgrupos de 
BSR estaría influenciada por adaptaciones fisiológicas a 
las condiciones de cada sitio. Sin embargo es importante 
considerar las limitaciones inherentes al método de 
detección  que no permite una estimación cuantitativa 
del número de BSR, no refleja directamente la actividad 
metabólica y puede estar sesgado por la cobertura de los 
primers utilizados para la identificación de los subgrupos 
de BSR. Por lo que futuros estudios deberán evaluar la 
diversidad de BSR mediante métodos más específicos 
como la secuenciación.
Lagunas Pata Khota y Jankho Khota. En la cuenca 
arriba, las lagunas  naturales PK y  JK se encontraron 
menos afectadas por la contaminación directa de la mina La 
Fabulosa.  Esto puede observarse a través de los valores de 
pH alcalino-neutrales a lo largo del sedimento, que estarían 
asociados tanto a las mayores concentraciones de HCO

3
- y 

Ca2+ como a las menores concentraciones de SO-2
4
 1.

El Eh oxidante de la laguna PK en los primeros centímetros 
(28 cm.) de profundidad, podría estar  influenciado por la 
presencia de plantas acuáticas cuyas raíces perturbarían el 
sedimento a este nivel. En este estrato el pH alcalino estaría 
asociado a la baja concentración de SO-2

4
 (la menor de la 

cuenca) y a la influencia de las aguas del glaciar  Huayna 
Potosí que presentarían una mayor concentración de HCO

3
- 

debido a la disminución de la  precipitación fluvial durante 
la época de muestreo. 
 La  diversidad de subgrupos de BSR encontrada en los 15 
cm., donde se observan 5 de los 6 subgrupos analizados 
podría estar influenciada por los exudados de las raíces 
de plantas acuáticas que contribuirían al desarrollo de las 
BSR y otras comunidades bacterianas. Así mismo, de estar 
presente, la actividad metabólica de las BSR en los primeros 
centímetros de profundidad (10 cm.) podría contribuir a la 
producción de HCO

3
- que también favorecería a los valores 

de alcalinidad observados.
En este entorno,  se esperaría también encontrar 
interacciones con otras comunidades bacterianas (Nitrato 
reductoras, Cianobacterias, Clostridia y Metanógenas) 
para el acceso de donadores de electrones a partir de 
compuestos orgánicos fermentables (butirato, propionato 
y acetato)18, 19, 20.  Si bien las BSR presentan un mejor 
desarrollo en condiciones reductoras  y pH neutros, otros 
estudios han  reportado la presencia de BSR dentro de 
ambientes alcalinos y condiciones oxidantes21,22 donde las 
bacterias adquieren un mecanismo de tolerancia fisiológica 
dentro de ambientes redox desfavorables desarrollando 

sistemas enzimáticos para la reducción y eliminación del 
oxigeno23. 
En JK, una zona de transición, se observan mayores 
valores de SO-2

4
 y  Mg2+ que en PK1 y  que influirían en 

la disminución del pH hacia valores ligeramente ácidos. 
Por su  proximidad altitudinal a la mina, en contraste 
a PK se observa una reducción en la vegetación la cual 
está distribuida sólo alrededor de la laguna y no así en 
los sedimentos, aunque se observan restos de materia 
orgánica. La disminución de la vegetación podría deberse 
a la dispersión de residuos mineros contaminantes, 
facilitado por las condiciones climáticas de vientos fuertes 
y formación de oleajes.
En esta laguna, se observa la mayor distribución  de BSR a 
lo largo del perfil sedimentario que presenta valores de Eh 
reductor y pH neutro con poca variación y que reflejarían 
condiciones óptimas para el desarrollo de cuatro (DSV, 
DCC, DBB, DFM) de los subgrupos de BSR observados.
Laguna Ventanani. La laguna VN ubicada a mayor 
altitud comprende una zona mineralizada con presencia 
de óxidos. Se diferencia de PK y JK por presentar menor 
concentración de HCO

3
- y por su mayor concentración de 

SO-2
4 

1, así como por sus características  físico-químicas de 
Eh oxidante y pH ácido (5 - 4.24).
Esta región  además está  fuertemente oxidada por su relieve 
escarpado, que facilitaría que el agua se mezcle con el aire 
influyendo sobre los valores de pH y Eh encontrados.
En esta laguna a diferencia con los sectores de MC y 
MG, los metales en solución no sobrepasan los límites 
de potabilidad para el consumo humano, en razón que la 
acidez no es extrema,  ya que los silicatos y la precipitación 
de hidróxidos de hierro producirían una atenuación de la 
acidificación. De esta manera si el área hubiera sufrido 
mayor alteración se habría transformado en una fuente de 
drenaje ácido extremo como el de Milluni Chico  colocando 
a descubierto los metales trazas que se encuentran 
combinados con los óxidos de hierro (entre estos As, Pb, 
Cd)1.  
En VN se observó el menor porcentaje de subgrupos de 
BSR  en los primeros 10 cm., en relación a las otras lagunas 
estudiadas que podría estar asociado con los  elevados 
valores de Eh oxidante (>600 mV) a lo largo del perfil, que 
condicionaría un ambiente desfavorable para las BSR. 
Laguna residual Milluni Chico  y Lago Milluni Grande. 
Estas dos lagunas con características geoquímicas 
muy diferentes al resto de la cuenca, contienen  las 
mayores concentraciones de SO-2

4
 y Mg2+, así, como 

de metales disueltos en agua con predominancia de 
As>Fe>Pb>Cd>Zn>Cu>Sn, los mismos que exceden los 
valores permitidos por la OMS (Organización Mundial de la 
Salud), lo que en conjunto condicionarían la ausencia total 
de vegetación observada, el pH ácido y el Eh mayormente 
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oxidante. Pese a estas condiciones se encontraron a cuatro 
subgrupos de BSR distribuidos en diferentes estratos del 
perfil. Otros estudios han reportado niveles de resistencia 
a elevadas concentraciones de metales pesados en las 
SRB24.   

Así mismo la presencia de Mg2+ en forma de sales 
favorecería el desarrollo litotrófico de estas bacterias6. 
Debido a que las aguas ácidas son  deficientes en 
donadores de electrones25  es de esperar que en ausencia 
de fuentes de carbono orgánico exógeno accesible para las 
BSR,  el hidrógeno se constituiría en principal donador 
de electrones, además del aporte de otras comunidades 
bacterianas y de la oxidación de iónes metálicos26. Las 
interacciones potenciales entre comunidades de bacterias 
hierro oxidadoras (IOB), sulfuro oxidadoras (SOB), 
hierro reductoras (IRB) y BSR en conjunto afectarían la 
movilización de metales pesados ricos en pirita27, 28, 29, 30.
MC, ubicada en la zona más contaminada, con los valores 
más bajos de pH, es una fuente directa de producción de 
drenajes ácidos. El incremento de  la distribución de BSR 
a profundidades entre 15-33 cm. podría explicarse por 
la estructura  de los sedimentos ácidos, con actividad de 
reducción de hierro dentro de la zona ácida y superficial y 
sulfato reducción en la parte profunda15.
MG se encuentra conectado hidrológicamente con MC, de 
esta forma los sedimentos contaminados son depositados 
en esta  laguna (MG) que aunque presenta por su ubicación 
concentraciones de metales pesados disueltos algo menores 
que los encontrados en MC, éstos afectan a los valores 
de pH ácido observado (2). Ambas lagunas presentaron 
similares  características  (Eh oxidante y pH ácido) a nivel 
de los 10 cm, donde se observó un menor porcentaje de  
distribución de BSR, en contraste con las lagunas ubicadas 
cuenca arriba (PK y JK), lo  que reflejaría el efecto de las 
condiciones  físico-químicas de stress sobre el desarrollo 
de las BSR, asociada a  los efectos de la contaminación. 
Es de esperar que la diversidad microbiana  se encuentre 
también altamente reducida 
Turbera Milluni  TM. Si bien no se tienen datos de la 
distribución de metales e iones SO-2

4
 en la  turbera,  su 

estructura constituida principalmente  por material orgánico 
producido por la  descomposición de  la planta  y sus  
características de Eh y pH,  hacen suponer  que aunque es un 
área de retención, representa una zona  menos contaminada 
que MC y MG. La distribución de cinco subgrupos de BSR 
(<50-60%), entre los  20 – 40 cm. estaría directamente 
asociada a la concentración de materia orgánica vegetal. 
Esto condicionaría que las BSR dentro de ambientes a pH 6 
y Eh reductor  puedan desarrollarse en mejores condiciones 
por la disposición de sustratos orgánicos31, 12.  
Las turberas se perfilarían como sistemas de bioremediación 

alternativos de bajo costo, para el tratamiento de DMA y 
reducción de metales pesados por la accesibilidad de los 
microorganismos a fuentes de carbono32.
En este estudio, la actividad metabólica de BSR bajo estas 
condiciones proporcionadas por la turbera, favorecería el 
incremento de pH y la precipitación de metales provenientes 
de MG. 
En conclusión, éste estudio demuestra la presencia de 
BSR en perfiles sedimentarios, de cuerpos de agua de la 
cuenca minera de Milluni, ante diferentes características  
físico-químicas, observándose una distribución espacial 
diferenciada de cinco subgrupos de BSR, siendo DSV-
DMB, DCC-DNM-DSS los mas comúnmente encontrados 
en la cuenca. En las lagunas ácidas a pH 2-4, Eh oxidantes  
y altas concentraciones de metales pesados se encontraron 
a cuatro subgrupos de BSR: DSV-DMB, DCC-DNM-
DSS, DBB, DFM. El subgrupo DSB fue característico 
de lagunas con vegetación.  En conjunto estos datos 
demuestran la capacidad de adaptación de las BSR a 
diferentes ecosistemas acuáticos de stress y servirán de 
base a futuros estudios dirigidos a evaluar el potencial de 
biorremediación de estas comunidades indígenas. 
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RESUMEN

Las bacterias termófilas productoras de enzimas son 
de gran interés en biotecnología  debido a que tienen 
diversas aplicaciones en la industria por su estabilidad 
extrema. Estos biocatalizadores pueden ser empleados 
en la preparación de la pulpa del papel, procesamiento de 
alimentos agroindustriales y conversión de la hemicelulosa 
a biomasa. Es por eso que el propósito de este trabajo es 
optimizar la producción enzimática a fin de obtener mayor 
actividad xilanolítica de tres cepas bacterianas anaerobias 
termófilas  FT3, 2B y P5 las cuales fueron aisladas del 
altiplano boliviano. Fue seleccionada la cepa FT3  porque 
mostró la mayor actividad xilanolítica  de 2.0 UI/mL en 
comparación de las otras dos cepas.  Se optimizó la fuente 
de nitrógeno, la fuente de carbono y  el pH del medio, en 
cultivos de células libres y encapsuladas. La mejor fuente 
de nitrógeno fue el extracto de levadura llegándose a 
obtener una actividad de 2.46 UI/mL en células libres y 
10.1 UI/mL en células encapsuladas. La mejor fuente de 
carbono fue la paja de soya (Glycine max) como materia 
cruda e hidrolizada llegándose a obtener una actividad de 
1.9 UI/mL y 2.2 UI/mL respectivamente a un pH de cultivo 
de 8.
Palabras Clave: xilanasas, inmovilización 

ABSTRACT

The thermophilic bacteria that produce enzymes have a 
big interest in biotechnology, due diverse application in 
the industry for extreme stability. These biocatalysts are 

used in the preparation of pulp paper, food processing 
agroindustrial and hemicellulose conversion to biomass. 
The purpose of this work is to increase the enzymatic 
production of the xylanases of thermophilic anaerobic 
bacteria produced by three strains FT3, 2B and P5 which 
were isolated from the Bolivian plateau. The strain FT3 
was selected with significant xilanolitic activity of 2.0 IU 
/ mL compared with the other strains. The optimization of 
culture medium was performed in free and encapsulated 
cell, changing the culture medium concerning nitrogen 
source, carbon source and pH. The best nitrogen source 
went yeast extract 2.46 IU / mL with bacteria-free and 10.1 
IU/mL in bacteria-encapsulated and best carbon source is 
the soybean straw (Glycine max) as hydrolyzed material 
and coming up as raw material to get up to 2.2 IU / mL and 
1.9 IU / mL respectively at pH 8.
Key Words: xylanases, immobilization.

INTRODUCCIÓN

El xilano es uno de los polisacáridos más abundantes de 
la naturaleza su principal componente es la D-xilosa, la 
cual esta unida por enlaces β-1,4. La estructura del xilano 
no es homogénea y dependiendo de la fuente natural su 
estructura varía desde una cadena lineal hasta polisacáridos 
altamente ramificados1. Forma parte de las hemicelulosas 
presentes en la matriz amorfa de la pared secundaria de los 
tejidos lignificados de las plantas leñosas. La degradación 
del xilano requiere de un complejo de enzimas que actúan 
de una manera cooperativa para convertir el xilano en sus 
constituyentes más simples.


