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Introduccion. La descarga de metales toxicos en el medio
ambiente es preocupante ya que estos metales pueden
ingresar a las cadenas troficas mediante la adsorcion por las
plantas o el lavado hacia los acuiferos. Se han reportado
diferentes mecanismos por los cuales los microorganismos
reaccionan a la presencia de metales incluyendo Ila
biosorcion, la precipitacion o la transformacion enzimatica
de los metales (1). Estos mecanismos pueden ser explotados
en la bioremediacion de metales. Varios microorganismos,
bacterias, hongos, protistas, han sido descritos que pueden
interactuar con metales. Diferentes corrientes y efluentes de
las industrias petroleras contienen grandes cantidades de
compuestos toxicos como hidrocarburos aromaticos y
policiclicos, fenoles, sulfuros y metales pesados. Un trabajo
anterior reporto el aislamiento de cepas de Escherichia
hermannii y Enterobacter cloacae, capaces de tolerar y
acumular vanadio, a partir de muestras de suelos
contaminados de una refineria (2).

En este trabajo, reportamos el aislamiento e identificacion de
cepas de bacterias entéricas a partir de una biopelicula
formada en el interior de un ducto de la industria petrolera
transportando gas amargo y examinamos su tolerancia a
diferentes metales téxicos.

Metodologia. La muestra de biopelicula fue tomada y
cultivada en un medio anaerobio como descrito
anteriormente (3). Posteriormente las bacterias anaerobias
facultativas presentes en este cultivo fueron cultivadas en
condiciones aerobias en medio de soya tripticasa. La
identificacion bacteriana se hizo mediante pruebas
bioguimicas en la galeria automatizada Vitek (BioMerieux).
Las pruebas de tolerancia a metales pesados fueron
realizadas en medio sélido de soya tripticasa suplementado
con diferentes concentraciones del metal a estudiar a partir
de una solucion stock 1 M preparada en agua y esterilizada
por filtracion.

Resultados y discusion. Un estudio molecular preliminar
indico la presencia de diversas enterobacterias ademas de
una bacteria sulfato-reductora en el consorcio desarrollado
en condiciones anaerobias a partir de la biopelicula colectada
en la superficie del ducto de gas amargo (3). La
secuenciacion parcial del gene 16S rRNA identifico la
presencia de los géneros Klebsiella, Citrobacter y Pantoea.
Después de realizar el aislamiento en condiciones aerobias,
se obtuvieron tres cepas denominadas GA1l, GA2 y GA3 que
fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas (Cuadro
1). En el caso de Klebsiella, el porcentaje de similitud
muestra que la especie podria no ser pneumoniae, solo un

estudio molecular permitira resolver esta duda mediante
secuenciacion del gene 16S rRNA y hibridacion DNA-DNA.

Cuadro 1. Identificacién bioquimica de los aislados.
Aislado Identificacion

Klebsiella pneumoniae 96%
Klebsiella ornithinolytica <3%
GA2 Citrobacter freundii 99%

Enterobacter cloacae 99%
Enterobacter intermedius <1%

GAl

GA3

Posteriormente, se realizaron pruebas de tolerancia a
metales. En el cuadro 2, se reporta la maxima concentracion
tolerada para cada una de los aislados.

Cuadro 2. Patrones de tolerancia a metales.

Aislado Concentracién maxima tolerada (mM)
Co* | cro,” | Ni** | Mo™ | cu®* | Zn*" | [VO,]
GAl 2 1 5 2 5 10 |50
GA2 2 1 2 1 2 10 100
GA3 5 1 50* |2 5 10 100

* El tamafio de las colonias disminuye a partir de 2 mM

Los niveles de tolerancia encontrados son altos comparados
con los reportados en la literatura; es destacable Ia
excepcional tolerancia a Ni** (hasta 50 mM) del aislado de
Enterobacter. Se han reportado en la literatura otros aislados
ambientales de Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter de
aguas residuales y zonas costeras con contaminacion fecal
que fueron capaces de acumular metales y mostraron una
alta tolerancia a metales. La deteccién de enterobacterias en
ductos de la industria petrolera muestra que estas bacterias
también pueden ser encontradas en otros ambientes muy
distintos.

Conclusiones. Los aislados aqui reportadas fueron tolerantes
a altas concentraciones de algunos metales; si ademas
pueden acumular o transformar estos metales en compuestos
menos toxicos, podrian ser Gtiles en bioremediacion de
metales. Con este estudio extendemos el rango de hébitats en
los cuales se pueden encontrar las enterobacterias.
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