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                                                          RESUMEN 

 

Se evaluó la producción de sulfuro de hidrógeno  de un consorcio de bacterias sulfato– 

reductoras aisladas del distrito minero de Bella Rica con  tres concentraciones de 

sulfatos (10, 20, 30 ppm) y de ácido láctico como fuente de carbono  (70, 50, 20 ppm). 

La mejor  producción de sulfuro de hidrógeno se dio con las concentraciones de fuente 

de carbono de 70 ppm y de 30 ppm de sulfatos como aceptor de electrones, 

obteniendo una reducción de sulfatos de 30 a 11,13 ppm en 12 horas.  

Con la mejor producción de sulfuro de hidrógeno se procedió a la precipitación de los 

metales presentes en las muestras de los efluentes, obteniendo una precipitación de 

arsénico de 0,06 ppm a 0 ppm en un tiempo de 18 días, para el cobre se precipitó de 

0,02 ppm a 0 ppm en un tiempo de 3 días, mientras que el hierro se precipitó de 1,9 

ppm a 0 ppm en 18 días, esto para la muestra de la Minera El Oro. Para la muestra del 

Río Guanache se obtuvo una precipitación de arsénico de 0,07 ppm a 0 ppm en 21 

días, para el cobre se obtuvo una precipitación de 0,01 ppm a 0 ppm en 3 días y para 

el hierro una precipitación de 1,03 ppm a 0 ppm en un tiempo de 18 días. En el caso 

de la muestra del Río Siete se obtuvo una precipitación de arsénico de 0,06 ppm a 0 

ppm en 18 días mientras que el hierro se precipitó de 1,3 a 0 en un tiempo de 15 días. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La permanente actividad minero-artesanal, produce desechos que se vierten en la 

cuenca hidrográfica, estos desechos mineros causan gran contaminación ya que 

frecuentemente se encuentran presentes metales pesados como hierro, cobre, plomo 

y arsénico, los mismos que causan graves daños debido a su poca o nula degradación 

y por consiguiente, aumentan el riesgo para la salud humana y el medio ambiente 

mediante efectos tóxicos sobre plantas, animales y personas. Así estos metales 

pesados pueden causar daños a los organismos vivos incluso en concentraciones muy 

pequeñas y frecuentemente inhiben los procesos biológicos durante largos periodos 

de tiempo. Frente a la problemática de acuíferos contaminados se ha estudiado la 

acción de bacterias sulfato reductoras, las cuales producen ácido sulfhídrico como 

producto de su metabolismo. Este ácido al ser liberado a un medio con presencia de 

metales pesados, reacciona para formar compuestos sulfurados estables de baja 

solubilidad y biodisponibilidad [33]. 

 

1.1. FIN DEL PROYECTO  

Contribuir al conocimiento científico para mitigar los efectos de ambientes 

contaminados por la presencia de metales pesados, usando un consorcio de bacterias 

sulfato-reductoras aisladas del lugar.  
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 1.2. PROPÓSITO DEL PROYECTO  

Evaluar la capacidad de las bacterias sulfato-reductoras aisladas del distrito minero de 

Bella Rica, para precipitar metales pesados presentes en una muestra de las cuencas 

hidrográficas del Río Guanache, Río Siete y de una planta de beneficio minero ubicada 

en la parte alta de este sector. 

1.3. COMPONENTES DEL PROYECTO 

- Realizar los análisis físico-químicos. 

- Determinar las concentraciones óptimas de sulfato y de la fuente de carbono 

para mejorar la producción de H2S. 

- Determinar el porcentaje de reducción de sulfatos. 

- Realizar la precipitación de metales pesados. 

 

 1.4. HIPÓTESIS DE TRABAJO   

 

H1. Las concentraciones de fuente de carbono y sulfato inciden en la producción de 

ácido sulfhídrico. 

H2. La cantidad de ácido sulfhídrico producida por el consorcio de bacterias sulfato 

reductoras es suficiente para la precipitación de metales pesados de un efluente real. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DESCRIPCIÓN DE LA CUENCA HIDROGRÁFICA.  

El rio 7 nace en la zona de Bella-Rica ubicada en la parte occidental de la provincia del 

Azuay, y atraviesa la franja baja  sirviendo de límite a la Provincia de El Oro y la 

Provincia del Guayas, regando extensas zonas agrícolas a su paso, para finalmente 

depositarse en el Océano Pacífico a la altura del Golfo de Guayaquil, es muy conocido 

su estado de contaminación causada por la descarga de las plantas de beneficio 

minero que se encuentran asentadas en su ribera en la parte  alta de su cuenca.  

En la Provincia El Oro, la actividad minera  utiliza básicamente  dos sistemas de 

recuperación de oro; el que utiliza la amalgamación con Hg (minería artesanal), y las 

denominadas plantas de beneficio que utilizan la lixiviación, donde el reactivo principal 

es el Cianuro de Sodio, produciendo desechos que se vierten en la cuenca 

hidrográfica, los cuales causan un alto grado de contaminación ya que frecuentemente 

se encuentran metales pesados como: hierro, cobre, plomo, arsénico, mercurio, entre 

otros que causan graves daños debido a su poca o nula degradación aun en 

concentraciones muy pequeñas y por consiguiente aumentan el riesgo para la salud 

humana y el medio ecológico, a través de, efectos tóxicos sobre plantas, animales y 

personas [33]. 
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2.1.1 Algunos casos de contaminación del Río Siete: 

 

Fuente: Universidad Técnica de Machala, Centro de Transferencia y Desarrollo de 

Tecnologías. 

 

Fuente: Universidad Técnica de Machala Centro de Transferencia y Desarrollo de 

Tecnologías. 

Descarga de efluentes en el Río Siete 
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2.2 BIORREMEDIACIÓN  

En las últimas décadas, la liberación de contaminantes al ambiente, producida 

principalmente como consecuencia del desarrollo industrial, ha superado con creces 

los mecanismos naturales de reciclaje y autodepuración de los ecosistemas 

receptores. Este hecho ha conducido a una evidente acumulación de contaminantes 

en los distintos ecosistemas hasta niveles preocupantes. Por ello, para reducir en 

todo lo posible la liberación de contaminantes, hoy en día existe la necesidad de 

indagar en la búsqueda de procesos que aceleren la degradación de los 

contaminantes presentes en el ambiente. Así, se reducirían de forma progresiva los 

efectos dañinos que producen sobre los ecosistemas y la salud humana. 

En este contexto, la biorremediación, proceso que utiliza las habilidades catalíticas de 

los organismos vivos para degradar y transformar contaminantes tanto en 

ecosistemas terrestres como acuáticos, presenta un enorme potencial en la 

mitigación de la contaminación ambiental. La biorremediación se ha centrado en la 

explotación de la diversidad genética y versatilidad metabólica que caracteriza a las 

bacterias para transformar contaminantes en productos inocuos o, en su defecto, 

menos tóxicos, no obstante, existen casos aislados de utilización de otros tipos de 

organismos como, por ejemplo, los hongos y, más recientemente, las plantas en la 

llamada "fitorremediación" [1,2,3]. 

El término biorremediación fue acuñado a principios de la década de los '80, se trata 

fundamentalmente de la aplicación de estrategias de remediación biológicas, 

basadas en la capacidad de los microorganismos de interaccionar en forma directa 

con contaminantes. Los microorganismos pueden degradar los desechos en 

productos menos tóxicos, concentrar e inmovilizar sustancias tóxicas tales como 

metales pesados; minimizar desechos industriales y rehabilitar áreas afectadas con 
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diversos contaminantes. De este modo la biorremediación permite mejorar los 

ecosistemas dañados, acelerando algunos procesos naturales [4]. 

 El tratamiento biológico de residuos tiene algunas ventajas, cuando es comparado 

con técnicas tradicionales utilizadas con este fin, entre dichas ventajas se encuentran 

[5, 6]: 

 Bajo costo del tratamiento. 

 Tratamiento in situ, no hay gastos de transporte. 

 Reducción y eliminación de subproductos finales. 

 Eliminación de un costoso equipamiento y atención frecuente del operador. 

 Eliminación de un seguimiento a perpetuidad. 

La aplicación de la biorremediación para solucionar los graves problemas de 

deterioro ambiental se ha incrementado notablemente en los últimos años; no 

obstante, el terreno más importante de aplicación ha sido el del tratamiento de 

contaminantes de tipo orgánico, en particular, de hidrocarburos [5]. 

A diferencia de lo que puede ocurrir con compuestos orgánicos contaminantes, los 

metales pesados no pueden ser degradados. Las posibilidades para el tratamiento de 

contaminaciones producidas por ellos se reducen a inmovilizarlos (si se encuentran 

en una fase líquida o gaseosa) o movilizarlos (para extraerlos desde matrices sólidas) 

de forma tal de reducir su toxicidad [7, 8, 9, 10]. 

El grado de peligrosidad de los metales pesados va ligado a dos propiedades 

principales: su toxicidad y su persistencia lo que provoca un fuerte impacto sobre el 

medio ambiente, produciendo un efecto a largo plazo sobre los eslabones más 

expuestos de la cadena alimentaria, incluido el hombre.  
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2.3 METALES PESADOS 

Se considera metal pesado a aquel elemento que tiene una densidad igual o superior 

a 5 g/cm3 cuando está en forma elemental, o cuyo número atómico es superior a 20 

(excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-térreos). Su presencia en la corteza 

terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre menor al 0,01%. Junto a estos metales 

pesados hay otros elementos químicos que, aunque son metales ligeros o no 

metales, se suelen englobar con ellos por presentar orígenes y comportamientos 

asociados; este es el caso del arsénico, boro, bario y selenio [11, 12, 13, 14]. 

Lo que hace tóxicos a los metales pesados no son en general sus características 

esenciales, sino las concentraciones en las que pueden presentarse, y casi más 

importante aún, el tipo de especie que forman en un determinado medio. Cabe 

recordar que de hecho los seres vivos “necesitan” (en pequeñas concentraciones) a 

muchos de éstos elementos para funcionar adecuadamente. Ejemplos de metales 

requeridos por el organismo incluyen el cobalto, cobre, hierro,  manganeso, molibdeno, 

vanadio, estroncio, y zinc. El caso del hierro es notable entre éstos, siendo vital para la 

formación de hemoglobina [30]. 

Dentro de los metales pesados hay dos grupos: 

Oligoelementos o micronutrientes, que son los requeridos en pequeñas 

cantidades, o cantidades traza, por plantas y animales, y son necesarios para que los 

organismos completen su ciclo vital. Estos mismos elementos por encima de cierto 

umbral se vuelven tóxicos. Dentro de este grupo están: arsénico, boro, cobalto, 

cromo, cobre, molibdeno, manganeso, níquel, selenio y zinc. 

Metales pesados sin función biológica conocida, cuya presencia en determinadas 

cantidades en seres vivos lleva aparejadas disfunciones en el funcionamiento de sus 
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organismos. Resultan altamente tóxicos y presentan la propiedad de acumularse en 

los organismos vivos. Son principalmente: cadmio, mercurio, plomo, cobre, níquel, 

antimonio y bismuto. 

La actividad humana incrementa el contenido de metales en el suelo en cantidades 

considerables, siendo esta, sin duda, la causa más frecuente de las concentraciones 

tóxicas. Esto sucede debido a los vertidos de origen antropogénico, procedentes de 

vertidos industriales, de actividades mineras y de la aplicación de plaguicidas [15, 16, 

17, 18, 5, 6, 9]. 

Dependiendo de la fase en la que se encuentra el metal, de su estado de oxidación y 

de la especie que esté conformando, la acción de un microorganismo puede 

responder a una de las siguientes alternativas: 

La primera correspondería a la movilización del metal, denominada lixiviación, la que 

puede ser definida como un proceso de disolución de un compuesto contenido en 

una matriz sólida por acción de microorganismos. El término lixiviación bacteriana se 

reserva para el caso de que los microorganismos sean bacterias. Existen distintos 

mecanismos de lixiviación [19], entre los cuales se destacan: 

 Producción de ácidos orgánicos (cítrico, oxálico) o inorgánicos (sulfúrico). 

 Óxido-reducción de los metales. 

 Metilación de metales. 

 Producción de sideróforos. 

La segunda alternativa aplicable al tratamiento de metales presentes principalmente 

en efluentes líquidos, corresponde a la inmovilización del metal, es decir, al pasaje de 

un estado soluble inicial, a uno insoluble final [6]. 
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La inmovilización con bacterias es una alternativa a los métodos fisicoquímicos 

tradicionales [18]. Entre ellos, el más relevante para la eliminación de metales 

pesados que se encuentran en solución, es la alcalinización del efluente 

(comúnmente con carbonato o soda cáustica). El aumento de pH provoca la 

precipitación de los metales pesados como hidróxidos. 

Estos últimos suelen ser precipitados coloidales, por lo que ocupan grandes 

volúmenes y, además, coprecipitan con otros elementos. La generación de grandes 

volúmenes de hidróxidos es claramente un inconveniente en este proceso. Otras 

limitaciones de este método son el tratamiento de efluentes diluidos, la presencia de 

elementos anfóteros o complejantes en la solución, la necesidad de trabajar con pH 

muy altos y la baja selectividad [17]. 

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos resistentes y 

tolerantes a metales. La habilidad de los microorganismos para sobrevivir a un 

ambiente con metales pesados, implica mecanismos que potencialmente podrían ser 

utilizados para el tratamiento de las contaminaciones con esos metales, a través de 

procesos de inmovilización [20]. 

Probablemente los dos procesos biológicos más relevantes en la inmovilización de 

metales son la biosorción y la bioprecipitación [6]. Para que estos procesos 

biológicos puedan ser utilizados a escala industrial, es conveniente que los 

microorganismos sean previamente inmovilizados sobre un soporte inerte de modo 

que no sean eliminados junto con los efluentes o con los precipitados [8]. 

El fenómeno de biosorción consiste en un incremento de la concentración de los 

metales sobre la superficie o en el interior de la célula a través de variados 

mecanismos; de los cuales, sin dudas, el más importante es el mecanismo de 

intercambio iónico, donde el microorganismo actúa de modo semejante a una resina 
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de intercambio iónico [4, 6, 20, 21]. La biosorción es un fenómeno ampliamente 

estudiado en la biorremediación de diversos metales pesados como el cadmio, 

cromo, plomo, níquel, zinc y cobre. 

En la bioprecipitación se utilizan microorganismos capaces de generar metabolitos 

que precipitan con muchos de los metales pesados [22]. Un grupo importante de 

estos microorganismos son las bacterias denominadas sulfato-reductoras (SRB) [23, 

17, 18]. Estas son bacterias anaeróbicas (crecen en ambientes reductores y en 

ausencia de oxígeno) que son capaces de formar sulfuros a partir de la reducción de 

sulfatos. Los sulfuros pueden precipitar con metales presentes en el medio y, de ese 

modo, pueden ser separados del medio líquido.  

2.4 CARACTERÍSTICAS DE LAS BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS 

La producción biológica de sulfuro de hidrógeno en ambientes acuáticos se conoce 

desde el siglo pasado. Las bacterias sulfato reductoras (SRB) forman un grupo 

especializado de procariotas que tienen la capacidad de usar sulfato como aceptor 

final de electrones en la respiración [24]. 

Características relevantes de estas bacterias: 

Fisiológicamente se pueden dividir en tres grupos celulares básicos: 

 Eubacterias gram negativas 

 Eubacterias gram positivas 

 Arqueo bacterias 

Las características morfológicas de estas células varían considerablemente. Se han 

descrito distintos tipos celulares, entre los que se encuentran: bacilos, vibrios, cocos, 

espirilos, etc. [26]. 
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Las capacidades oxidativas y metabólicas de las SRB varían de acuerdo al género. 

Actualmente se han reconocido 18 géneros, subdivididos en dos grandes grupos 

según si oxidan o no el acetato como fuente de carbono y energía:  

 Géneros Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfomaculum, Desulfobulbus: 

Utilizan fundamentalmente lactato, piruvato y etanol como fuente de energía y 

de carbono, reduciendo el sulfato a sulfuro de hidrógeno.  

Géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina y Desulfonema:       

Están particularmente especializados en la oxidación de acetato, reduciendo 

el sulfato a sulfuro.  

 Géneros reductoras de azufre:   

 Desulfuromonas: Bacilos gram-negativos, no reducen los sulfatos 

anaeróbicos obligados; tres especies. 

 Campylobacter: Bacilos gram-negativos, aerobios facultativos.  

 

Entre las primeras propiedades se observó que este tipo de bacterias tenía la 

capacidad de reducir sulfato en forma no asimilatoria, con consumo de orgánicos del 

tipo lactato; con la estequiometria [25, 31]:  

 

Es decir, la reducción biológica de un mol de sulfato (SO4) requiere de dos moles de 

lactato y produce dos moles de acetato y un mol de sulfuro de hidrógeno (H2S, 

también conocido como ácido sulfhídrico). La utilización de esta ruta bioquímica 

conduce a procesos que son técnicamente factibles pero extraordinariamente costosos 

[31]. 
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Estas bacterias proporcionan un mecanismo que puede resultar útil en un número 

importante de aplicaciones industriales, por ejemplo, Desulfovibrio desulfuricans 

cataliza la reducción del sulfato por el hidrógeno de acuerdo con la reacción [32]: 

4 H2 + SO4 -2 + 2 H+ ---------> H2S + H2O = - 38.5 kcal/mol sulfato 

La reacción es significativamente cuantitativa. Se ha calculado que en el fondo del 

Gran Lago Salado las bacterias liberan azufre en forma de H2S en una cantidad que 

equivale a las 104 Ton/año [32]. 

Entre los compuestos orgánicos más utilizados como fuente de carbono se 

encuentran: lactato, acetato, piruvato, etanol, propanol y glucosa [27]. Los medios 

más utilizados para el crecimiento de SRB son los diseñados por J.R. Postgate 

(denominados medios B y C de Postgate) que poseen lactato como fuente de 

carbono.  

Las bacterias sulfato-reductoras son estrictamente anaerobias y por lo general, son 

muy sensibles a los medios tóxicos, muriendo de forma más o menos rápida cuando 

son expuestas a ese tipo de medios [28]. 

Las SRB requieren ausencia de oxígeno para su crecimiento y también un potencial 

redox bajo (de aproximadamente 0 a -100 mV) [27]. 

Las SRB crecen mejor bajo condiciones levemente alcalinas, en un relativamente 

estrecho rango de pH (entre 7,0 y 7,8). Sin embargo, se han encontrado SRB con 

capacidad de tolerar ambientes levemente ácidos (pH 4,0) así como también 

especies con capacidad de desarrollarse en ambientes alcalinos (pH 9,5). 

Un factor muy importante en la actividad de las bacterias sulfato reductoras es la 

temperatura del sistema. La mayoría de las SRB son mesófilas, es decir, con un 

crecimiento óptimo en el rango de temperatura de 25 a 40 ºC [29]. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

3.1 Etapa preliminar. 

 Para el desarrollo de este trabajo fue necesaria la implementación de una etapa 

preliminar, la cual sirvió de entrenamiento en el manejo de las bacterias sulfato –

reductoras; este entrenamiento consistió en la preparación de los medios de cultivo 

con su debida anaerobiosis, el repique de las bacterias y la familiarización con las 

técnicas analíticas a utilizar. 

 

3.2 Microorganismos y medios de cultivo. 

Para las experiencias realizadas se trabajó con una cepa de bacterias sulfato -

reductoras, las cuales fueron aisladas del distrito minero de “Bella Rica”. 

Estas bacterias fueron mantenidas en viales de 10 ml con medio lactato B (ver tabla 

3.1) a 30 °C. 

 

Tabla 3.1: Composición del medio lactato B 

 

Compuesto Cantidad 

Solución al 50 % de lactato de sodio 5,5 ml 

CaSO4 1,0 gr 

NH4Cl 1,0 gr 

KH2PO4 0,5 gr 

MgSO4*7H2O 2,0 gr 

Extracto de levadura 1,0 gr 

-Estos pesos están en función a un litro. 
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Tabla 3.2: Composición de la solución reductora 

Compuesto Cantidad 

Ácido ascórbico  0,1 gr 

Tioglicolato de sodio 0,1 gr 

Agua destilada 10 ml 

 

El cultivo se lo realiza de la siguiente manera: 

Primero se fija la cantidad de medio B que se va a preparar, luego de autoclavar el 

medio a 120 ºC y 25 psi durante 60 minutos se le añade mediante filtración de 

membrana 10 ml (en base a 1 litro de medio) de la solución reductora (ver tabla 3.2), 

se procede  a controlar el pH el mismo que debe estar entre 7 y 7.5, luego de esto se 

añade mediante filtración de membrana 10 ml (en base a 1 litro de medio) de una 

solución al 5% de FeSO4*7H2O disuelto en 0.1 M de H2SO4 para prevenir su  auto 

oxidación. En seguida se coloca en los viales de 10 ml, 9 ml de medio B y 1 ml de 

bacteria, se los sella con el tapón de goma y la virola metálica, posteriormente se lo 

incuba a 30° C. 

 

3.3 Producción de H2S. 

Para las experiencias de producción de H2S se tomó un cultivo en medio B, se lo filtró 

en papel filtro, luego 1 ml del filtrado se colocó en un vial de 10 ml el mismo que 

contenía 9 ml de medio C. Este medio contiene 0,06 gr de CaCl2 *H2O, 0,3 gr de 

Citrato de sodio, 1 gr de NH4Cl, 0,5 gr de KH2PO4 y 1 gr de extracto de levadura 

(estos pesos están basados para 1 litro de medio), estos viales fueron incubados a 30° 

C. 

En esta experiencia se trabajó con tres variaciones en las concentraciones de sulfatos 

(30 ppm, 20 ppm y 10 ppm de Na2SO4) como receptor de electrones y tres variaciones 
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en la fuente de carbono (70 ppm, 50 ppm y 20 ppm de ácido láctico), determinando así 

las concentraciones adecuadas para una mejor producción de H2S.  

3.4 Precipitación de metales de los efluentes. 

Para esta experiencia se trabajó en viales de 50 ml en los cuales se coloca 44 ml de 

medio Lactato C modificado, esto es con la concentración de sulfato y de ácido láctico 

que dio una mejor producción de H2S, luego se agrega 1 ml de efluente y  5 ml de 

inóculo, se sella en total anoxia previo burbujeo de nitrógeno y posteriormente se 

somete a diferentes tiempos de contacto. 

3.5 Determinación de metales pesados. 

Después de cada tiempo de contacto la solución se filtra y se le realiza los análisis de 

metales pesados (As, Cu y Fe) mediante espectrofotometría de absorción atómica, 

dichos análisis se realizaron en el laboratorio CETTIA de la UTPL en un equipo de 

absorción atómica marca Perkin Elmer AAnalyst 400 acoplado a un generador de 

hidruros marca Perkin Elmer MHS 15 mercury Hidride System. 

Los resultados obtenidos para el caso del arsénico y cobre son comparados con la 

norma INEN 2178 “Aguas minerales, naturales requisitos” en la que los limites 

máximos permisibles son 0.01 ppm y 1 ppm respectivamente, mientras que para el 

caso del hierro se comparó con la Norma de Calidad Ambiental y De Descarga De 

Efluentes: Recurso Agua, cuyo límite máximo permisible es 10 ppm.  

3.6 Determinación de sulfatos. 

Se utilizó un método turbidimétrico que se basa en la reacción del ión sulfato con el 

bario en medio ácido, para formar sulfato de bario sólido en forma de cristales de 

tamaño uniforme. La luz absorbida por la suspensión es medida en un 

espectrofotómetro y la concentración de sulfato es determinada por comparación de la 

lectura con respecto a una curva estándar. 
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Para la determinación de sulfato se colocó 0,5 ml de muestra en un balón de aforo de 

25 ml, se lo afora, se pasa el contenido a un frasco de 50 ml, se adiciona 1 ml de 

buffer (ver tabla 3.3), luego se agregó una pizca de BaCl2, se agitó vigorosamente 

durante 2 minutos (de forma manual) y se midió en una celda de 1 centímetro de 

camino óptico contra el blanco (agua destilada). La lectura se realizó a 450 nm en un 

espectrofotómetro, se repite el mismo procedimiento para las muestras y los controles. 

 

Tabla 3.3: Composición del Buffer para sulfatos 

 

Compuesto Cantidad 

Agua destilada 

HCl concentrado 

45 ml 

4,5 ml 

Etanol de 96 grados 15 ml 

Glicerina 7,5 ml 

NaCl 11,25 gr 

 

3.7 Conteo bacteriano. 

La forma más obvia de determinar el número de células es por recuento directo. Para 

esto se utilizó una cámara de Newbauer. Esta cámara posee una rejilla dividida en 25 

campos grabada en el fondo de la cámara; cada uno de los campos está subdividido 

en una cuadricula de 16 cuadraditos (Figura 3.1). Una vez que se ha cargado la 

cámara con la muestra (un cubreobjeto hace de tope superior). Se usó el microscopio 

de contraste de fase  para contar las bacterias de sólo 5 de los 25 campos 

(preferentemente se cuentan los cuadrados de los cuatro extremos y el del centro). Se 

puede calcular el número de microorganismos en una muestra, a partir del volumen de 

la cámara y las diluciones de la muestra que sean necesarias. La ecuación a utilizar 

para esta determinación es:  
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Número de bacteria s ml=Bacterias contadas en los 5 campos × dilución × 1,3⁄  

 

 

Figura 3.1: Cámara de conteo de Newbauer. Vista aumentada de la rejilla. 

 

3.8 Diseño experimental y variables de estudio 

El diseño a utilizar es el diseño factorial. 

• Producción óptima de ácido sulfhídrico. 

• Precipitación de metales pesados en los efluentes.  

 

3.8.1 Producción óptima de ácido sulfhídrico 

Reducción de Sulfatos 

Variables independientes: 

Concentración de Ácido láctico: 70, 50, 20 ppm. 

Concentración de Sulfatos: 30, 20, 10 ppm. 

Tiempo: 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 días 
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Variables dependientes: 

Producción de H2S. 

Valores Constantes: 

• pH. 

• Medio de cultivo. 

• Cantidad de inóculo. 

• Temperatura. 

Nomenclatura: 

A = SRB 

L1 = Concentración de Ácido Láctico de 70 ppm. 

L 2 = Concentración de Ácido Láctico de 50 ppm. 

L 3 = Concentración de Ácido Láctico de 20 ppm. 

S1 = Concentración de Sulfatos de 30 ppm. 

S 2 = Concentración de Sulfatos de 20 ppm. 

S 3 = Concentración de Sulfatos de 10 ppm. 

T = Número de mediciones. 

R = Repeticiones. 

Experimentos: A * L (70, 50, 20) * S (30, 20, 10) * T (7) * R (3) 
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Total de Experimentos = 3 * 3 * 7 * 3 

Total de Experimentos = 189 

 

Precipitación de metales pesados. 

Variables independientes: 

Efluentes: Se trabaja con tres muestras (Minera El Oro, Río Guanache, Río Siete). 

Tiempo: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 días. 

Variables dependientes: 

Precipitación de metales. 

Valores Constantes: 

• pH. 

• Medio de cultivo. 

• Concentración de inóculo. 

• Temperatura. 

 

Nomenclatura: 

A = SRB 

E 1 = Minera El Oro. 

E 2 = Quebrada. 
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Cultivo y conservación de las 
bacterias. 

Reducción de 
sulfatos. 

Espectrofotómetro 
UV visible. 

Determinación del 
tiempo óptimo de 

producción de H2S. 

Mediante Para 

Conteo 
bacteriano. 

Mediant
 Cámara de 

Newbauer. 

Precipitación de 
metales 

 

E 3 = Río Siete. 

T = Número de mediciones. 

R = Repeticiones. 

Experimentos: A * E (1, 2, 3) *  T (7) * R(3) 

Total de Experimentos = 3 * 7 * 3 

Total de Experimentos = 63 

3.9 Análisis Estadístico. 

Para la realización del Análisis estadístico utilizamos el programa  XLSTAT versión 7.5 

 

   

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 3.2: Diagrama de la Metodología. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Análisis Estadístico 

Conociendo el método para la producción de H2S mediante la reducción de sulfatos, 

se sometió a las bacterias sulfato-reductoras aisladas del Distrito Minero de Bella Rica 

a tres concentraciones de sulfatos y ácido láctico, evaluando así los resultados 

mediante el programa estadístico XLSTAT versión 7.5 realizando las pruebas de 

Duncan y Tukey con un intervalo de confianza de 95 %. 

4.2 Discusión de Resultados 

4.2.1 Análisis Físico-Químicos 

Las muestras se analizaron en el laboratorio CETTIA de la UTPL, obteniendo los 

siguientes resultados: 

Para la muestra “Minera el Oro” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

pH _ 7,52 

Sólidos Totales Disueltos mg/l 1157 

Turbiedad NTU 0,829 

Hierro mg/l 0,04 

Sulfatos mg/l 1725 

Color U,Co.Pt 7,94 

Cianuros mg/l 0,002 

Sólidos Totales mg/l 7226 

Sólidos Suspendidos mg/l 8 
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Conductividad Eléctrica mg/l 2,23 

DBO mg/l 19,4 

DQO mg/l 48,5 

Para la muestra “Río Guanache” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

pH _ 7,1 

Sólidos Totales Disueltos mg/l 127 

Turbiedad NTU 17,5 

Hierro mg/l 0,94 

Sulfatos mg/l 140 

Color U,Co.Pt 69,4 

Cianuros mg/l 0,004 

Sólidos Totales mg/l 1033 

Sólidos Suspendidos mg/l 26,9 

Conductividad Eléctrica mg/l 241 

DBO mg/l 14,4 

DQO mg/l 36 
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Para la muestra “Río Siete” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

pH _ 7,28 

Sólidos Totales Disueltos mg/l 131,2 

Turbiedad NTU 11,5 

Hierro mg/l 0,39 

Sulfatos mg/l 110 

Color U,Co.Pt 31,4 

Cianuros mg/l 0,027 

Sólidos Totales mg/l 347 

Sólidos Suspendidos mg/l 15,1 

Conductividad Eléctrica mg/l 253 

DBO mg/l 54,4 

DQO mg/l 136 

 

4.2.2 Análisis Químicos 

Las muestras se analizaron en el laboratorio CETTIA de la UTPL, obteniendo los 

siguientes resultados: 

Para la muestra “Minera el Oro” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

Arsénico mg/l 0,08 

Cobre mg/l 0,020 

Hierro mg/l 0,665 
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Para la muestra “Rio Guanache” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

Arsénico mg/l 0,012 

Cobre mg/l 0,010 

Hierro mg/l 0,902 

 

Para la muestra “Río Siete” tenemos: 

Determinación Unidad Resultado 

Arsénico mg/l 0,181 

Cobre mg/l < LDD 

Hierro mg/l 0,673 

- LDD = 0,4 

 

4.2.3 Reducción de Sulfatos  

 

 

Categoría 
Media 

estimada Grupos 
50 ppm de ác. Lác. 22,684 A   
20 ppm de ác. Lác. 22,133 A   
70 ppm de ác. Lác. 20,912   B 

 

Tabla 4.1. Análisis de las diferencias entre las categorías con un intervalo de 

confianza de 95 % para 30 ppm de sulfatos. 
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Gráfica 1. Producción de H2S mediante la reducción de 30 ppm de Sulfatos variando 

las concentraciones de ácido láctico. 

 

Categoría 
Media 

estimada Grupos 
20 ppm de ác. Lác. 16,310 A     
70 ppm de ác. Lác. 15,659   B   
50 ppm de ác. Lác. 15,052     C 

 

Tabla 4.2. Análisis de las diferencias entre las categorías con un intervalo de 

confianza de 95 % para 20 ppm de sulfatos. 
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Gráfica 2. Producción de H2S mediante la reducción de 20 ppm de Sulfatos variando 

las concentraciones de ácido láctico. 

 

Categoría 
Media 

estimada Grupos 
20 ppm de ác. Lác. 11,458 A 
50 ppm de ác. Lác. 11,198 A 
70 ppm de ác. Lác. 11,150 A 

 

Tabla 4.3. Análisis de las diferencias entre las categorías con un intervalo de 

confianza de 95 % para 10 ppm de sulfatos. 
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Gráfica 3. Producción de H2S mediante la reducción de 10 ppm de Sulfatos variando 

las concentraciones de ácido láctico. 

En la gráfica 3 se muestra la reducción de 10 ppm de sulfatos variando las  tres  

concentraciones de ácido láctico, para este caso no se muestra una diferencia 

significativa en la producción de H2S como lo muestra la tabla 4.3, esto quiere decir 

que las concentraciones de ácido láctico (70 ppm, 50 ppm y 20 ppm) no inciden en la 

producción del ácido sulfhídrico. 

Para el caso que se muestra en la gráfica 2 que es la reducción de 20 ppm de sulfatos 

podemos observar que las concentraciones de ácido láctico inciden en la producción 

de H2S, como se observa en la tabla 4.2 existe una diferencia significativa en la 

producción de ácido sulfhídrico aplicando las distintas concentraciones de ácido 

láctico, obteniendo una mejor producción de ácido sulfhídrico con 50 ppm de ácido 

láctico y un tiempo de contacto de 4 días para este caso. 
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En la gráfica 1 que nos muestra la reducción de 30 ppm de sulfatos se observa una 

marcada diferencia en la reducción  de sulfatos al utilizar las tres concentraciones de 

ácido láctico, esto se afirma en la tabla 4.1, la cual nos muestra una diferencia 

significativa en la producción de ácido sulfhídrico al aplicar las distintas 

concentraciones de ácido láctico, obteniendo una mejor producción de ácido 

sulfhídrico con 70 ppm de ácido láctico. Este es el mejor resultado obtenido en este 

ensayo ya que se logró reducir los sulfatos de 30 ppm a 11.13 ppm en un tiempo de 12 

días. 

De esto se deduce como señala la bibliografía [34, 35, 37], que las concentraciones de 

fuente de carbono y sulfatos inciden en la producción de H2S, esto es cuanto mayor es 

la reducción de sulfatos mayor es la producción de H2S. Con esto damos respuesta a 

la primera hipótesis planteada.   

4.2.4 Precipitación de Metales pesados. 

4.2.4.1 Precipitación de metales pesados presentes en la muestra Minera El 

Oro 

 

Gráfica 4. Precipitación de arsénico en la muestra de la Minera El Oro. 
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Gráfica 5. Precipitación de cobre en la muestra de la Minera El Oro. 

 

 

Gráfica 6. Precipitación de hierro en la muestra de la Minera El Oro. 
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En las gráficas 4, 5 y 6 se muestra la recuperación de los metales pesados  en forma 

de sulfuros estables por las bacterias sulfato-reductoras aisladas del Distrito Minero De 

Bella Rica en la muestra de la Minera El Oro. 

Para la gráfica 4 tenemos que la precipitación de arsénico es buena en un tiempo de 6 

días, pasando de 0,06 ppm a 0,01 ppm y en un tiempo de 18 días la concentración 

pasa a 0 ppm. Otros estudios realizados muestran que los resultados obtenidos están 

dentro de un rango aceptable [36]. 

Para la gráfica 5 tenemos que la recuperación de cobre en forma de sulfuro estable se 

da en un tiempo de 3 días precipitándose de 0,02 ppm a 0 ppm. De acuerdo a la 

literatura reportada los valores de cobre precipitado en este ensayo esta dentro del 

rango obtenido en otros ensayos [34, 35]. 

Para la gráfica 6 la precipitación de hierro se da de manera significativa en un tiempo 

de 12 días precipitando el hierro de 1.9 ppm a 2.6 ppm y a 0 ppm en un tiempo de 18 

días. Comparando con la bibliografía se tiene que estamos dentro de los rangos de 

precipitación [36]. 
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4.2.4.2 Precipitación de metales pesados presentes en la muestra Río 

Guanache 

 

Gráfica 7. Precipitación de arsénico en la muestra del Río Guanache. 

 

Gráfica 8. Precipitación de cobre en la muestra del Río Guanache. 
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Gráfica 9. Precipitación de hierro en la muestra del Río Guanache. 

 

En las gráficas 7,8 y9  se muestra la recuperación de los metales pesados  en forma 

de sulfuros estables por las bacterias sulfato-reductoras aisladas del Distrito Minero De 

Bella Rica en la muestra del Río Guanache. 

Para la gráfica 7 tenemos que la precipitación de arsénico da buenos resultados en un 

tiempo de 3 días precipitándose de 0,07 ppm a 0,03 ppm y pasando a una 

concentración de 0 ppm en un tiempo de 21 días. En contraste con la bibliografía se  

muestra que los resultados obtenidos están dentro de los rangos aceptables [36]. 

En la gráfica 8 observamos que la recuperación de cobre en forma de sulfuro se da en 

un tiempo de 3 días precipitándose de 0,01 ppm a 0 ppm. De acuerdo a la literatura 

reportada los valores de cobre precipitado se encuentra dentro de los porcentajes 

reportados en otros ensayos [34, 35]. 

Para la gráfica 9 tenemos que la precipitación de hierro se da de manera significativa  
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en un tiempo de 18 días. Comparando con la bibliografía se tiene que los datos 

obtenidos se encuentran en un rango aceptable [36]. 

4.2.4.3 Precipitación de metales pesados presentes en la muestra Río 

Siete 

 

Gráfica 10. Precipitación de arsénico en la muestra del Río Siete. 

 

Gráfica 11. Precipitación de hierro en la muestra del Río Siete. 
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En las gráficas 10 y 11  se muestra la recuperación de los metales pesados  en forma 

de sulfuros estables por las bacterias sulfato-reductoras aisladas del Distrito Minero De 

Bella Rica en la muestra del Río Siete. 

En la gráfica 10 observamos que la precipitación de arsénico se da en un tiempo de 6 

días precipitando el arsénico de 0,06 a 0,01 y pasando a una concentración de 0 ppm 

en un tiempo de 18 días. Comparando con la bibliografía se  encontró que estos datos 

entran en un rango aceptable de precipitación [36]. 

Para la gráfica 11 tenemos que la precipitación de hierro se da de manera significativa  

precipitándose de 1,3 a 0,5 en un tiempo de 6 días y alcanzando una concentración de 

0 ppm en 15 días. Comparando con la bibliografía se determinó que los resultados 

obtenidos están dentro de un rango aceptable [36]. 

Con estos resultados se obtiene que la cantidad de ácido sulfhídrico producido por 

estas bacterias es suficiente para precipitar completamente el arsénico, cobre y hierro  

presentes en los efluentes reales. Dando respuesta así a la segunda hipótesis 

planteada. 
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Conclusiones. 

 Las condiciones adecuadas para el óptimo crecimiento de las bacterias sulfato 

reductoras aisladas del distrito Minero de Bella Rica es un pH de 6.9 a 7.3, una 

temperatura de 30 ºC y con un medio específico de crecimiento (medio lactato 

B). 

 El Medio Lactato C fue modificado con variaciones en las concentraciones de 

ácido láctico y sulfatos para determinar la mejor producción de H2S medida a 

partir de la reducción de sulfatos, obteniendo las mejores concentraciones con 

30 ppm de sulfatos y 70 ppm de ácido láctico. El mejor resultado de  reducción 

de sulfatos se dio de 30 ppm a 11.13 ppm de sulfatos en un tiempo de 12 días. 

 Para la precipitación de metales pesados en la muestra de La Minera El Oro se 

obtuvo una precipitación de arsénico de 0,06 ppm a 0 ppm en un tiempo de 18 

días, para el cobre se obtuvo una precipitación de 0,02 ppm a 0 ppm en un 

tiempo de 3 días y para el caso del hierro se obtuvo una precipitación de 1.9 

ppm a 0 ppm en un tiempo de 18 días. 

 En la precipitación de metales de la muestra del Río Guanache se obtuvo una 

precipitación de arsénico de 0,07 ppm a 0 ppm en un tiempo de 21 días,  para 

el cobre se obtuvo una precipitación de 0,01 ppm a 0 ppm en un tiempo de 3 

días y para el caso del hierro se obtuvo una precipitación de 1,03 ppm a 0  ppm 

en un tiempo de 18 días. 

 Para la precipitación de los metales en la muestra del Río Siete se obtuvo una 

precipitación de arsénico de 0,06 ppm a 0 ppm en un tiempo de 18 días y  para 

el hierro la precipitación se dio de 1,3 ppm a 0 ppm en 15 días. 
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5.2 Recomendaciones. 

 

 Se debe mantener las condiciones óptimas de temperatura (30 °C), pH (6,8 – 

7, 3) y completa anoxia. 

 

 Se debe realizar el cultivo en viales adecuados, esto es en viales 

transparentes ya que facilita la identificación del precipitado y deben ser aptos 

para un sellado con virola metálica. 

 

 Se debería realizar más investigaciones sobre fuentes de carbono 

económicas que puedan reemplazar al ácido láctico y de esta manera poder 

aplicar estos procedimientos a gran escala ya sea en medio sumergido o 

mediante burbujeo.  

 

 En un medio sumergido no se puede manipular las concentraciones de 

metales como en el caso de las soluciones modelo, es por ello que se debe 

realizar ensayos error para determinar las concentraciones adecuadas del 

efluente de manera que no presente inhibición en el crecimiento bacteriano. 

 

 Se podría aplicar este estudio específicamente en las plantas de beneficio 

minero, primero inmovilizando las bacterias sobre un soporte inerte de modo 

que no se eliminen con los efluentes o los precipitados, luego utilizando 30 

ppm de sulfatos y 70 ppm de ácido láctico manteniendo en contacto con el 

efluente contaminado por un tiempo de 21 días con lo cual se aseguraría la 

precipitación de los metales pesados y por lo tanto una fácil remoción de los 

mismos antes de realizar la descarga de los efluentes, cumpliendo de esta 

manera con las normas ambientales vigentes.  
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VII.    ANEXOS 

Precipitación de Metales pesados. 

En el siguiente cuadro se muestran los resultados de los tres efluentes sometidos a la 

precipitación de metales pesados utilizando un consorcio de bacterias sulfato-

reductoras aisladas del Distrito Minero de Bella Rica. 

Los efluentes fueron estudiados durante 21 días, realizando los análisis químicos con 

un intervalo de 3 días y en el día cero como referencia.  

Día 
 

Muestra  
 

Arsénico  
(LDD= 0,005) 

Cobre 
(LDD=0,4) 

Hierro 
(LDD=0,5) 

0 R. Guanache 0,07 0,4 1,03 
0 M. El oro 0,06 0,5 1,9 
0 R. Siete 0,06 < LDD 1,3 
3 R. Guanache 0,03 < LDD 1,03 
3 M. El oro 0,04 < LDD 0,99 
3 R. Siete 0,05 < LDD 0,58 
6 R. Guanache 0,03 < LDD 0,87 
6 M. El oro 0,01 < LDD 0,88 
6 R. Siete 0,01 < LDD 0,5 
9 R. Guanache 0,02 < LDD 0,8 
9 M. El oro 0,01 < LDD 0,6 
9 R. Siete 0,01 < LDD 0,29 

12 R. Guanache 0,01 < LDD 0,29 
12 M. El oro 0,01 < LDD 0,26 
12 R. Siete 0,01 < LDD 0,24 
15 R. Guanache 0,01 < LDD 0,27 
15 M. El oro 0,006 < LDD 0,25 
15 R. Siete 0,006 < LDD < LDD 
18 R. Guanache 0,006 < LDD < LDD 
18 M. El oro < LDD < LDD < LDD 
18 R. Siete < LDD < LDD < LDD 
21 R. Guanache < LDD < LDD < LDD 
21 M. El oro < LDD < LDD < LDD 
21 R. Siete < LDD < LDD < LDD 
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Reducción de Sulfatos. 

A continuación se muestra la curva de calibración de sulfatos, que nos permite realizar 

la transformación de las medidas de absorbancia a concentraciones de sulfatos  (ppm) 

y así poder realizar las gráficas de reducción de sulfatos. 

 

Para la transformación de absorvancia a ppm se reliza lo siguiente: 

A partir de la ecuación presente en la curva de sulfatos procedemos a despejar la 

variable x que representa a los ppm de sulfatos mientras que la variable y representa 

las absovancias, se ejemplifica a continuación: 

 

Ecuación de la curva de sulfatos      Y=0.019X-0.018 

Despejamos ppm de sulfatos (X)    X=(Y+0.018)/0.019 

Si tenemos una absorvancia de 0.552 y aplicado a la fórmula tenemos: 
X=(0.552+0.018)/0.019 

Por lo tanto tenemos una concentración de sulfatos de 30 ppm. 

En las tablas siguientes se muestran los datos de la reducción de sulfatos con las 

variaciones de ácido láctico. 

 

 

y = 0,0197x - 0,0185 
R² = 0,9993 
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Datos de reducción de 30 ppm de sulfatos. 

 

Tiempo  

ppm de sulfatos 

70 ppm ác. 
Lác. 

50 ppm ác. 
Lác 

20 ppm ác. 
Lác. 

0 30,00 30,00 30,00 

0 30,00 30,00 30,00 

0 30,00 30,00 30,00 

4 13,74 30,24 25,50 

4 17,21 27,42 24,89 

4 20,34 26,03 24,18 

8 18,84 18,29 12,79 

8 18,03 14,50 12,74 

8 17,13 21,08 12,21 

12 8,58 20,03 23,84 

12 11,13 18,66 23,74 

12 13,68 17,32 23,74 

16 24,21 23,42 20,61 

16 24,32 23,34 20,58 

16 24,37 23,39 20,76 

20 20,79 22,79 19,79 

20 22,24 22,53 20,13 

20 23,21 22,79 20,50 

24 23,76 21,84 23,00 

24 23,71 21,53 22,76 

24 23,87 21,16 23,03 
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Datos de reducción de 20 ppm de sulfatos. 

 

Tiempo  

ppm de sulfatos 

70 ppm de 

ác. Lác. 

50 ppm de 

ác. Lác. 

20 ppm de 

ác. Lác. 

0 20,00 20,00 20,00 

0 20,00 20,00 20,00 

0 20,00 20,00 20,00 

4 15,95 11,58 14,26 

4 15,74 11,58 14,37 

4 15,68 11,37 14,42 

8 14,58 13,89 14,11 

8 14,05 13,84 14,00 

8 13,53 13,71 13,89 

12 14,84 14,21 16,76 

12 14,00 14,97 16,55 

12 14,45 15,87 16,37 

16 14,42 14,84 17,37 

16 14,26 15,26 15,58 

16 14,37 15,55 16,47 

20 15,29 14,58 17,13 

20 15,37 14,50 16,76 

20 15,37 14,42 16,47 

24 16,61 14,68 16,26 

24 15,21 16,11 15,45 

24 15,11 15,13 16,29 
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Datos de reducción de 10 ppm de sulfatos. 

 

Tiempo  

ppm de sulfatos 

70 ppm de 

ác. Lác. 

50 ppm de 

ác. Lác. 

20 ppm de 

ác. Lác. 

0 10,00 10,00 10,00 

0 10,00 10,00 10,00 

0 10,00 10,00 10,00 

4 13,97 14,89 14,18 

4 12,92 14,11 13,61 

4 11,79 13,32 13,21 

8 12,82 12,13 10,00 

8 10,29 11,66 10,18 

8 8,61 11,18 9,79 

12 9,76 12,61 12,97 

12 9,76 10,71 11,50 

12 9,84 8,92 10,05 

16 10,68 10,89 11,87 

16 11,50 10,58 9,53 

16 12,32 9,79 8,68 

20 12,11 11,37 12,97 

20 12,34 11,92 13,00 

20 13,11 11,89 12,74 

24 11,95 10,61 12,58 

24 10,71 9,79 12,05 

24 9,66 8,79 11,71 
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Crecimiento de Biomasa con las concentraciones óptimas de fuente de 

carbono y sulfatos para la mejor producción de H2S. 

 

Tiempo # Bact./ml Prom. De conteo 
0 28860 1110 
3 117780 4530 
6 190840 7340 
9 263640 10140 

12 284440 10940 
15 289718 11143 
18 294840 11340 
21 296946 11421 
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