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RESUMEN

El plomo (Pb) es un metal pesado cuyas caracteristicas fisico-quimicas lo convierten en un contaminante ambiental persistente,
bioacumulable y de alta toxicidad. La biorremediacion surge como una alternativa con mudiltiples ventajas en comparacion con los
tratamientos convencionales para remover contaminantes como metales pesados de aguas residuales, basandose en las capacida-
des de tolerancia y mecanismos de resistencia de los microorganismos. Con el fin de conocer la tolerancia de Pseudomonas spp. al
plomo presente en aguas contaminadas, se obtuvieron cuatro aislados nativos, procedentes de aguas residuales colectadas en el rio
del Valle de Aburrd (zona norte), los cuales se caracterizaron bioquimicamente. Se realizaron bioensayos de tolerancia en diferen-
tes concentraciones de plomo por difusion en agar, como prueba tamiz, y determinacion de la concentracién minima inhibitoria,
determinando la viabilidad del microorganismo en cada exposicién. No se presentd diferencia significativa para la tolerancia al plo-
mo entre los aislados, identificados bioquimicamente como Pseudomonas aeruginosa, ni entre las diferentes concentraciones de
plomo a las cuales fueron expuestos los aislados. A partir de estos resultados, se discute a cerca de los mecanismos reportados por
diferentes autores, mediante los cuales Pseudomonas spp. puede actuar en presencia de Plomo. De esta manera, se concluye que
los aislados de Pseudomonas spp. presentan mecanismos de tolerancia y/o resistencia hasta concentraciones de 2500 mg/L en
presencia de nitrato de plomo, como potenciales agentes que pueden integrarse en procesos que impulsan nuevas tecnologias de
biorremediacioén.
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ABSTRACT

Lead (Pb) is a heavy metal whose physico-chemical characteristics make it a persistent environmental pollutant, bioaccumulable and
highly toxic. Bioremediation emerges as an alternative with multiple advantages compared to conventional treatments to remove
contaminants such as heavy metals from wastewater, based on the tolerance capacities and/or resistance mechanisms of microor-
ganisms. In order to know the tolerance of Pseudomonas spp. to the lead present in contaminated waters, four native isolates were
obtained, coming from wastewater collected in the north from Aburra Valley River, which were characterized biochemically. Toler-
ance bioassay was carried out in different concentrations of lead by agar diffusion, as a screening test, and determination of the
minimum inhibitory concentration, determining the viability of the microorganism in each exposure. There was no significant differ-
ence for lead tolerance between the isolates, identified biochemically as Pseudomonas aeruginosa, nor between the different con-
centrations of lead to which the isolates were exposed. From these results, we discuss about the mechanisms reported by different
authors, by means of which Pseudomonas spp. can act in the presence of lead. In this way, it is concluded that the isolates of Pseu-
domonas spp. they present tolerance and/or resistance mechanisms up to 2500 mg/L in the presence of lead nitrate, as potential
agents that can be integrated into processes that promote new bioremediation technologies.
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INTRODUCCION

Con el rapido crecimiento industrial, enormes cantida-
des de residuos, incluyendo metales pesados, son dis-
puestos en el ambiente (Naik & Dubey 2013). En las
dltimas décadas las concentraciones de metales no
esenciales (p.e. Pb, Cd y Hg) han aumentado en aguas y
sedimentos rapidamente, esto como consecuencia de
actividades industriales, como galvanoplastia, pinturas,
baterias, curtidos, textiles, entre otras, los cuales generan
aguas residuales con elevada concentracion de metales
pesados, ademas estos estan considerados dentro de los
mayores agentes toxicos asociados a contaminacion
ambiental (Majumder et al., 2014; Morales et al., 2010).
Su presencia en los recursos hidricos ha sido responsa-
ble de muchas situaciones de impacto no solo ecolégico
sino también sobre la salud pudblica en general (Mancera
& Alvarez 2006). Este creciente desarrollo industrial su-
mado al manejo inadecuado de los residuos con conte-
nidos de metales pesados, constituyen una gran proble-
matica a nivel mundial, pues estos son contaminantes
que a diferencia de los compuestos organicos no pue-
den ser sintetizados o degradados, estos uUnicamente
pueden ser transformados de un estado de valencia a
otro y este influye a su vez en la biodisponibilidad y los
efectos que pueda generar en los sistemas vivos
(Fairbrother et al., 2007).

El plomo (Pb) hace parte del grupo de metales pesados,
es un contaminante ambiental persistente, que se acu-
mula lentamente dando lugar a procesos de biomagnifi-
cacion en los diferentes niveles de la cadena tréfica;
ademas se ha determinado que este metal puede causar
lesiones oxidativas en el ADN (Xu et al., 2018), dafos a
proteinas, lipidos y puede sustituir también iones metali-
cos esenciales tales como Zn, Ca y Fe, presentes en al-
gunas enzimas (Naik & Dubey, 2013). La exposicién al
plomo por largos periodos de tiempo produce anemia,
alteraciones en la reproduccion, insuficiencia renal, can-
cer y dano neurodegenerativo (Kang et al., 2015), por lo
tanto, la Agencia de Protecciéon Ambiental de EE.UU.
(EPA) ha incluido el plomo en la lista de residuos peligro-
sos inorganicos (Naik & Dubey, 2013). Los mudiltiples
efectos toxicos causados por este metal lo han converti-
do en un problema de preocupacién mundial. La Orga-
nizacion Mundial de la Salud clasifica el plomo como
uno de los 10 productos quimicos que mas causa afec-
ciones graves de salud, lo cual a su vez se convierte en
un problema de salud publica. Se estima que 143.000
vidas son cobradas cada ano debido a la exposicién a
este metal, con registro de tasas mas altas en los paises
en desarrollo (OMS, 2014).

Debido a los innumerables problemas que genera el verti-
miento de aguas residuales con contenido de metales
pesados, especialmente aquellos que se encuentran en el
grupo de no esenciales, es necesario tratar estos efluentes
antes de su descarga al medio ambiente (Barakat, 2011).
En los dltimos afios, varios procesos se han desarrollado
con el objetivo de reducir o recuperar metales pesados de
los ambientes contaminados (Kang et al., 2016). Los trata-
mientos fisicos-quimicos son capaces de eliminar un am-
plio espectro de contaminantes (Kang et al, 2016), sin
embargo, las principales desventajas de estos métodos
son la eliminacion incompleta, los requisitos de alta ener-
gia y la produccion de lodos toxicos (Barakat, 2011).

Existen algunos tratamientos biolégicos que pueden re-
sultar eficientes, amigables con el ambiente, permiten
reducir costos en el proceso y ademads, son eficientes
aun cuando hay bajas concentraciones del metal; adicio-
nalmente pueden realizarse en el sitio de contamina-
cion, por lo que no genera impactos negativos en las
zonas tratadas o alteraciones al ecosistema (Kang et al.,
2015; Majumder et al., 2014; Mani & Kumar, 2014). Los
microorganismos pueden tolerar y crecer en diversas
condiciones extremas de pH, temperatura y disponibili-
dad de nutrientes, asi como en concentraciones altas de
metales, debido a que han desarrollado estrategias de
supervivencia en hébitats contaminados, para el caso de
metales pesados, y dichas estrategias de desintoxicacion
microbiana pueden ser aplicadas para disefar procesos
de biorremediacién econémicos (Mufoz et al., 2012).
Algunas cepas microbianas, incluyendo bacterias, em-
plean una variedad de mecanismos de tolerancia y/o
resistencia para sobrevivir en altos niveles de metales,
como el plomo, sin mayor impacto en su crecimiento o
metabolismo (Naik & Dubey, 2013). Entre estos meca-
nismos se incluyen: precipitacién extra e intracelular,
biotransformacién, adsorcién por polisacaridos, unién a
elementos de la pared celular o sistemas de eflujo
(Jarostawiecka & Piotrowska, 2014). Una gran variedad
de microorganismos que son resistentes a metales han
sido aislados de sitios contaminados con estos elemen-
tos. Los suelos o aguas contaminados exponen a los
microorganismos presentes a metales pesados, lo cual
conduce a que desarrollen tolerancia a estos (Oves et
al., 2017). Entre los géneros bacterianos que han sido
reportados, se encuentran bacterias Gram positivas co-
mo: Bacillus cereus, Arthrobacter sp. y Corynebacterium
sp. y Gram negativos: Burkholderia sp., Pseudomonas
spp. y Ralstonia sp. (Jarostawiecka & Piotrowska 2014;
Oves et al., 2017). Las bacterias del género Pseudomo-
nas spp. estan presentes en la mayoria de los ecosiste-
mas de suelo y agua, estas son capaces de metabolizar
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una amplia variedad de compuestos organicos e inorga-
nicos, ademas son bien conocidas por su capacidad de
tolerar y resistir moléculas toxicas, incluidos antibiéticos,
metales pesados, detergentes y disolventes organicos
(Chien et al., 2013).

Dado que diariamente se depositan altas concentracio-
nes de metales pesados, como plomo, en el ambiente,
especialmente en aguas superficiales, y en vista de que
estos constituyen un gran riesgo ecologico, ambiental y
para la salud de los seres vivos, es necesario buscar e
implementar mecanismos que permitan remover estos
contaminantes téxicos de los efluentes de una manera
eficiente y a su vez amigable con el medio; es por esto
que el objetivo de este proyecto fue evaluar el nivel de
tolerancia al plomo de aislados de Pseudomonas spp. y
discutir acerca de los mecanismos reportados por dife-
rentes autores, mediante los cuales dichos microorganis-
mos pueden actuar en presencia del metal.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los aislamientos de Pseudomonas spp.
Se tomaron muestras de aguas residuales del rio Mede-
[lin, zona norte (Girardota), de un sector aledafo a in-
dustrias emisoras de residuos con plomo. El contenido
de plomo se midi6 en el agua en el laboratorio LACMA
(Laboratorio de control calidad microbiolégica, Ins. Uni-
versitaria Colegio Mayor de Antioquia), por la técnica
referenciada del Standard Methods for examination of
water and wastewater APHA (2005), reportada como
contenido de plomo en mg/L. Una vez detectada la pre-
sencia de plomo, se procedié a preparar las muestras
para siembra en Agar cetrimide (Oxoid®), mediante
siembras en superficie a partir de diluciones seriadas,
incubadas a 35°C durante 24 a 48 horas. Se realiz6 re-
cuento de UFC/mL y se seleccionaron colonias que pre-
sentaron diferentes morfologias para su purificacion por
la técnica de agotamiento en placa (Agar cetrimide), y a
partir de su identificacién microscépica por tinciéon de
Gram, se determiné su pureza. El perfil bioquimico se
realiz6 por la técnica semiautomatizada VITEK2®
(biomerieux®) y se complementé con otras pruebas
bioquimicas (Catalasa, oxidasa, urea) para confirmar su
identidad consistente con Pseudomonas spp., siendo
nuestro microorganismo de interés.

Bioestimulacion de aislados de Pseudomonas spp. en
una solucion de plomo

Este método se realizé con el fin de hacer una seleccién
de los aislados de Pseudomonas spp. con capacidad de
crecer en presencia de plomo, basado en la metodologia
utilizada por Garza (2005). Brevemente, se utilizaron er-

lenmeyer de 250 mL, los cuales contenian 50 mL de me-
dio caldo de infusion cerebro corazén (BHI, Oxoid®),
suplementados con una suspensién de 5 mL de Nitrato
de Plomo (Pb(NOs),) en concentraciéon de 500 mg/L;
para el control negativo se utilizé el medio BHI con la
solucién de plomo, sin microorganismo y otro medio sin
el metal y sin microorganismo. Las muestras se inocularon
por triplicado e incubaron a temperatura ambiente con
agitacion a 150 rpm durante 10 dias. Se determiné masa
celular por turbidimetria medida por espectrofotometria
(Espectrofotémetro Mindray Microplate Reader® MR-96
A) y las muestras se leyeron a una longitud de onda de
600 nm (Chien et al., 2013).

Determinacion del nivel de tolerancia al plomo

Bajo las condiciones controladas del ensayo de bioesti-
mulacion, se seleccionaron aislados con capacidad de
crecer en presencia de plomo. De esta manera, y a par-
tir de un ensayo tamiz por la técnica de difusion en agar,
se utilizaron dos concentraciones de la soluciéon de (Pb
(NO3),) (500 y 2000 mg/L), para explorar la capacidad
de crecer de los aislados obtenidos, en su presencia,
con el fin de determinar las concentraciones que se utili-
zarian para el método de concentracién minima inhibi-
toria (CMI). La tolerancia se estimé por la intensidad de
crecimiento alrededor de los discos o inhibicién del cre-
cimiento con halos superiores a 2 mm (Garza, 2005)

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de plomo
Inicialmente, cada uno de los aislados seleccionados, se
inocularon en 100mL de caldo BHI, durante 24 horas a
35° C, con el fin de obtener un inoculo madre en fase
exponencial. Por otro lado, se dispuso de tubos con 10
mL de caldo BHI (Oxoid®) para cada aislado por duplica-
do, los cuales se suplementaron con una solucién de Pb
(NOs), en concentraciones crecientes: 500, 1000, 1500,
2000 y 2500 mg/L, como unidades experimentales inde-
pendientes. Cada tubo se inoculé con 1T mL de cada aisla-
do en suspension previamente preparado en fase expo-
nencial (1,5 x 10% células/mL), tomando como referencia
la turbidez de 0,5 en la escala de Mac Farland; como con-
trol negativo se emplearon tubos con el caldo BHI y las
diferentes soluciones de plomo. Las unidades experimen-
tales se incubaron durante 10 dias a temperatura de 35°C.
Se determin6 crecimiento microbiano por turbidimetria
medida por espectrofotometria (Espectrofotémetro Min-
dray Microplate Reader® MR-96 A) a una longitud de
onda de 600 nm (Chien et al., 2013) en el tiempo final.
Adicionalmente, cada unidad experimental se sembré en
Agar Cetrimide, para verificar que la turbidez medida de
cada muestra, correspondia a biomasa viable en el tiem-
po final del experimento. Las placas se incubaron a tem-
peratura de 35 °C durante 48 horas.

Método Tolerancia al plomo de aislamientos nativos de Pseudomonas spp.



Analisis de datos

Para la primera parte de aislamiento e identificacién de
los microorganismos de interés, se realiz6 un andlisis
descriptivo de los datos recolectados en el laboratorio, y
correlacionados con la literatura para la aproximacién
de su identidad, incluyendo los datos obtenidos por la
técnica semiautomatizada VITEK2® (biomerieux®) para
complementar su identificacion soportada en los resulta-
dos de la probabilidad y un nivel de confianza descripti-
vo arrojado por el softward.

Para definir el nivel de tolerancia de los aislados obteni-
dos al plomo, el estudio se abordé en dos momentos,
un primer momento de tipo descriptivo a partir del ensa-
yo de bioestimulaciéon de los aislados con plomo, para
determinar la capacidad de sobrevivir en una concentra-
cion de plomo, superior a la inicialmente expuesta en la
matriz de aislamiento (en caso de no presentarse dife-
rencia estadisticamente significativa entre los aislados,
en esta fase, estos seran tratados como replicas para los
subsecuentes experimentos). El resultado de esta fase
determiné el siguiente momento asociado a la fase expli-
cativa y experimental de variaciones concomitantes den-
tro del disefio completamente aleatorizado incluyendo el
factor de la concentracién de plomo en el medio, bajo
cinco niveles (500, 1000, 1500, 2000 y 2500 mg/L), para

un total de cinco tratamientos. Los datos fueron estudia-
dos a través de un andlisis de varianza de una solo via,
considerando cada concentracién como un tratamiento.
Una vez detectada alguna diferencia estadistica entre las
varianzas, se procedié a la realizacién de una compara-
cion multiple de medias a través de la prueba de Tukey
(HSD). Para todos los efectos, se consideraron diferen-
cias significativas cuando p<0,05 con un nivel de con-
fianza de 95%. Cabe resaltar, que previo a cualquier
andlisis, se realizé6 una prueba de normalidad (Shapiro
Wilks), prueba de homogeneidad de varianza (Levene) e
independencia de los residuos. Para el andlisis de los
datos, se utiliza un paquete estadistico SPSS version 25
(IBM® SPSS® Statistics GradPack).

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de los aislamientos de Pseudomonas spp.

Caracterizacion morfolégica y bioquimica. En la diversi-
dad morfolégica obtenida en el agar cetrimide, se obtu-
vieron seis aislados, que, dentro de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, presentaron una aproxi-
macion en la bdsqueda de especies de Pseudomonas.
Los aislados sometidos a las pruebas bioquimicas en
VITEK2®, con una probabilidad superior al 90%, se
identificaron como Pseudomonas aeruginosa (tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de caracteristicas macroscépicas, microscopicas e identificacién bioquimica de los aislados.

Codigo
S PO1 P02 P05 P06
Aislados
Morfologia . :
. 5 g. Bacilos Gram negativos
microscopica
Colonias : Colonias circulares, Colonias
. Colonias .
2 circulares, : convexas, circulares,
Morfologia irregulares, ;
il convexas, z brillantes, de borde convexas,
macroscopica : brillantes, de : ;
brillantes, de continuo, con brillantes, de
: borde ondulado. A :
borde continuo. pigmento. borde continuo.
Pruebas bioquimicas complementarias
Catalasa + + + +
Oxidasa + + + +
Urea - - - -
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Bioestimulacion de aislados de Pseudomonas spp. en
una solucion de plomo

Los aislados de Pseudomonas spp. mostraron la capaci-
dad para tolerar plomo en concentraciones de 500 mg/L.
El andlisis de varianza de una sola via mostré que el tipo
de aislamiento no posee ningin efecto sobre la absor-
bancia medida (tabla 2). Adicionalmente, el R? del mode-
lo lineal ajustado, en general mostré que el factor tipo
de aislado, solo explica el 45% de la variacion observa-
da en la absorbancia. Esto indica que los aislamientos
presentaron mecanismos para tolerar concentraciones
relativamente altas de plomo con respecto a la concen-
tracion medida en el agua residual inicial, reportada co-
mo contenido de plomo de 0.53 mg/L, de donde estos
microorganismos fueron aislados previamente.

Tabla 2. Andlisis de varianza entre aislados de Pseudomonas
spp. expuestos a una concentracién de 500 mg/L de Pb
(NO3)2 en ensayo de bioestimulacién.

Método inicial de

Aislados de : RRES
enriquecimiento

Pseudomonas spp.

500 mg/L de Ph(NO3)2

P 01 0.14+/-0.02¢
P 02 0.11+/-0.02*
P 05 0.17+/-0001*
P 06 0.14+/-0.001°*
Valor de p 0.163

Determinacion del nivel de tolerancia al Plomo

La prueba de difusion en disco, utilizada como prueba
tamiz, mostré que los cuatro aislados de Pseudomonas
spp. fueron capaces de crecer alrededor de los discos
con las concentraciones de solucion de (Pb(NOs),) a
500 y 2000 mg/L (figura 1). No se observé ningln tipo
de halo de inhibicién, por lo cual se puede contemplar
la hipétesis que todos los aislados de Pseudomonas spp.
pueden tolerar la presencia de concentraciones por en-
cima de los 500 mg/L, incluyendo concentraciones has-
ta los 2000 mg/L. Este resultado permitié verificar que las
concentraciones selecciones para la prueba de CMI, son
pertinentes para identificar el nivel de tolerancia de los
aislados y el efecto que puede presentar en presencia del
plomo en concentraciones superiores a 500 mg/L.

Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de Plomo: Los
resultados de la CMI, confirmaron la tolerancia a altas
concentraciones de plomo de los cuatro aislados, debi-
do a que se obtuvo recuperacion de la biomasa viable

Figura 1. Prueba de difusién en disco para aislados de
Pseudomonas spp. (Aislado PO1). A) Evaluacién del crecimiento
bajo concentracién de 500mg/L de solucién de (Pb(NO3)2)
B) Evaluacién del crecimiento bajo concentracién de
2000mg/L de solucién de (Pb(NO3)2). Tiempo de incubacién
durante 24 horas a 35° C.

hasta en la concentraciéon mas alta (2500 mg/L de Pb
(NO3),). Esto podria suponer que los aislados pueden
soportar concentraciones mayores de plomo.

Teniendo en cuenta que en el andlisis de varianza entre
los aislados expuestos a la concentracién de 500 mg/L
de Pb(NOs),, no se presenté diferencias estadisticamen-
te significativas, los aislados se tomaron como replicas
para el andlisis estadistico de las diferentes concentracio-
nes de Pb(NQO;), establecidas previamente para el ensa-
yo de CMI (tabla 3). De esta manera, el analisis de va-
rianza mostré que no hay diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones de plomo a las
cuales se expusieron los aislados (p=0.057); sin embar-
go, mediante la prueba de Tukey se pudo evidenciar
una diferencia significativa al aumentar la concentracién
de plomo de 500 mg/L a 2000 mg/L (p=0,03) (figura 2).

En la figura Grafico de perfiles de medidas globales
(figura 2), se identifica una tendencia del aumento de las
absorbancias asociada a las concentraciones mayores
de plomo, principalmente por tolerancia al medio con
dicho elemento por parte de la mayoria de los aislados
de Pseudomonas spp.

A partir de los resultados experimentales y la revisién de
literatura se pueden asociar algunos mecanismos bajo
los cuales Pseudomonas spp. puede actuar en presencia
de metales pesados.

Entre los mecanismos reportados en la literatura de toleran-
cia a plomo, empleados por los microorganismos, se desta-
can para el género Pseudomonas spp. bioacumulacién
intracelular (a través de metalotioneinas), biosorcion en
superficie celular y bioprecipitacion (Naik & Dubey, 2013).

Método Tolerancia al plomo de aislamientos nativos de Pseudomonas spp.
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Figura 2. Grafico de Perfil para medidas globales de absorbancia en diferentes concentraciones de plomo (500 mg/L, 1000
mg/L, 1500 mg/L, 2000 mg/Ly 2500 mg/L) independiente del aislado de Pseudomonas spp.

Algunos estudios han reportado la enzima ureasa en la
precipitacion de metales pesados. En el proceso de hi-
drolisis de la urea se producen amonio e iones de hidré-
xido, los cuales aumentan el pH en el agua, lo que a su
vez puede desplazar el equilibrio del bicarbonato, resul-
tando en la formacién de iones de carbonato, este cam-
bio puede entonces precipitar los iones de metales pesa-
dos en aguas residuales o el suelo (Li et al,, 2013). Un
estudio realizado con bacterias ureoliticas aisladas de
suelo de minas de metales demostré6 mediante micros-
copia electronica de barrido, precipitacion de cristales
de PbCO; (Kang et al., 2015). Lo anterior prueba que la
actividad de la ureasa facilita la precipitacion del plomo,
sin embargo, en la literatura revisada no se encontré
informes de Pseudomonas spp. relacionados con la acti-
vidad de esta enzima y su uso como mecanismo de tole-
rancia a metales. De esta manera, aunque en el estudio
complementario de pruebas bioquimicas se verifico la
actividad de la enzima por la prueba de urea, todos los
aislados presentaron prueba de urea negativa.

Otro posible mecanismo desarrollado por los asilamien-
tos de Pseudomonas spp. estudiado, y que ha sido bien
documentado en la literatura, es la biosorciéon o bioad-
sorcion. La biosorcion hace referencia a la captacion

pasiva de iones metdlicos a través de diferentes meca-
nismos fisico-quimicos o metabdlicos, llevados a cabo
por células vivas o muertas y/o sus componentes (Abdel
& El 2014; Ballardo de la Cruz et al., 2015). Este meca-
nismo fue reportado por Gabr et al., 2008, en su investi-
gacion sobre la biosorcion de plomo y niquel por células
vivas y no vivas de Pseudomonas aeruginosa ASU 6A,
demostraron mediante andlisis por espectrofotometria
Infrarroja (IR) que la captacién maxima de adsorcién de
plomo (calculada mediante la ecuacion de Langmuir) de
células secadas por calor y células liofilizadas fue de 123
y 93 mg/g respectivamente y la bioacumulada por célu-
las vivas fue de 79 mg/g (Gabr et al., 2008). No obstan-
te, no se puede descartar la probabilidad que a los aisla-
dos ante la presencia del metal se les haya inducido la
produccion de proteinas de unién a metales, conocidas
como metalotioneinas, las cuales permiten que se dé la
bioacumulacion de metales téxicos dentro de la bacte-
ria. Las metalotioneinas son un tipo de proteinas que
poseen una significativa cantidad de residuos de cisteina
(Cys), lo cual les confiere la capacidad para unirse a io-
nes metdlicos (Capdevila et al., 2012). Diversos estudios
enfocados a conocer mejor este mecanismo han proba-
do la existencia de genes especificos que codifican estas
proteinas. Se han reportado varias cepas bacterianas

73 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXI No. 1 Enero - Junio 2019, 68 - 76



Tabla 3. Andlisis de varianza entre las absorbancias medidas en los aislados de Pseudomonas aeruginosa expuestas a dife-

rentes concentraciones de plomo.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Concentraciones de 500 1000 1500 2000 2500
solucion de plomo mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Aislanonda 0.37+/- 0.13° 0.53+/-0.14%  0.51+/-015% 0.61+/-017° 0.53+-0.17%
Pseudomonas spp.
A
e 1
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Figura 3. Prueba de viabilidad y obtencién de aislados puros A) Aislamiento de Pseudomo-
nas aeruginosa para verificacién de viabilidad posterior a 10 dias de incubadién con una concentracién de
solucién de plomo a 2500mg/L, donde se evidencia la produccién de pigmento en los aislados
P01, PO5 y P06. B) Pigmento caracteristico del aislado P05 aislado inicialmente del agua residual.

que poseen estos genes, entre las que se incluyen Pseu-
domonas aeruginosa y Pseudomonas putida, ambas re-
portadas con el gen bmtA (Naik et al., 2012). Cabe sefia-
lar que la biosintesis de estas proteinas puede ser induci-
da en respuesta a la presencia de metales como Cd, Pb,
Zn, y Cu (Naik & Dubey, 2013).

Existe evidencia de que Pseudomonas spp. utilizan me-
canismos de biosorcién y bioacumulacion (mediante
metalotioneinas), como estrategia para tolerar altas con-
centraciones de Plomo, por lo que se proponen como
posible explicacion a la tolerancia de los aislados POT,
P02, PO5 y P06 obtenidos en este estudio y los cuales
demostraron tener la capacidad de crecer en un medio
que contenia hasta 2500 mg/L de Plomo.

El recuento en placa de los aislados en el tiempo final de
incubacion, demostré que los microorganismos conti-
nuaron viables cultivables, con recuentos por encima de
300 UFC/mL. Se pudo apreciar ademas que hubo pro-
duccion de pigmento en los aislamientos PO1 y P06,
cuando inicialmente solo fue caracteristico del asilado
P05 al momento de aislarlo del agua residual (figura 3).
Luego de realizar los ensayos y exponerlos a las diferen-
tes concentraciones de plomo, los aislados P01, P06 y
nuevamente PO5 evidenciaron produccion de pigmento
en el medio, adicionalmente todos los aislados incluyen-

do P02 presentaron formacién de un contenido mucoso
suspendido en el medio, aparentemente asociados a la
formacion de biopeliculas (no se muestran datos). Esto
se debe a que entre la amplia variedad de mecanismos
de resistencia y detoxificacion que poseen las bacterias
del género Pseudomonas spp., se encuentran también la
formacion de biopeliculas o biofilm y la produccién de
sustancias poliméricas extracelulares. Los exopolisacari-
dos (EPS) juegan un papel clave en la unién inicial de las
células a diferentes sustratos, en la union célula a célula
(agregacion celular) y por ende en la formacion del bio-
film y este finalmente les confiere proteccion a las célu-
las contra la desecacion y constituye un mecanismo de
resistencia contra materiales nocivos exégenos, entre los
que se incluyen metales pesados (Chien et al, 2013;
Naik & Dubey 2013). Todo esto sugiere que la bioacu-
mulacién de metales pesados por medio de exopolisaca-
ridos producidos por Pseudomonas spp., es uno de los
mecanismos importantes que contribuyen a los rasgos
de resistencia y tolerancia a metales pesados por estas
bacterias (Chien et al., 2013).

Por otro lado, la produccién de pigmentos también pue-
de jugar un papel importante en la tolerancia al plomo
por los aislados. Se ha informado que bajo condiciones
de estrés por la presencia de altas concentraciones de
contaminantes como metales pesados, se puede inducir
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la produccién de pigmentos al medio en respuesta a
estos elementos téxico (Naik & Dubey 2013). Esto se
debe a que los sideréforos presentes en los pigmentos,
pueden formar complejos estables con los metales co-
mo el Cd+2, Zn+2, Pb+2 y Cu+2, lo cual influye en la
movilidad del metal en el medio y por lo tanto se consi-
dera una estrategia importante de la célula para secues-
trar el metal téxico y sobrevivir sin que su presencia
afecte su crecimiento (Naik & Dubey, 2011, 2013).

CONCLUSIONES

Los asilados identificados como Pseudomonas aerugino-
sa (P01, P02, PO5 y P06) tienen la capacidad para tolerar
altas concentraciones de plomo (2500 mg/L) sin que su
crecimiento sea inhibido. Se recomienda hacer bioensa-
yos adicionales de concentracion minima inhibitoria
para estimar la concentracion minima soportada por los
aislados. La aplicacion de estudios demostrativos sobre
los mecanismos utilizados por estos microorganismos,
son necesarios en el desarrollo de procesos que permi-
tan impulsar nuevas tecnologias de biorremediacion de
aguas contaminadas con metales como el plomo, en
ambientes naturales con la finalidad de impactar el efec-
to toxico sobre los ecosistemas.
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