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Isolation and identification of Pseudomonas aeruginosa from soils in automobile workshops,
with potential for bioremediation
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la presencia de Pseudomonas aeruginosa en talleres de automoviles. Métodos:
Investigacion exploratoria-cualitativa, se muestreo en 3 talleres de automdviles que presentaron
suelos negros como caracteristica fundamental, se usé una suspension de suelo extraido en agua
para luego realizar una serie de sembrados en medios de cultivo comunes, selectivos y pruebas
bioquimicas. Resultados: De las muestras analizadas se aisl6 Pseudomonas aeruginosa.
Conclusioén: Existe presencia de Pseudomonas aeruginosa en talleres de automoviles; se consiguio
aislarla e identificarla.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the presence of Pseudomonas aeruginosa in auto repair shops. Methods:
Experimental research was sampling in 3 auto shops to present fundamental characteristic black soll,
a soil suspension in water extracted and then make a series of mass planted in common, selective
culture was used and biochemical tests were performed. Results: Of the samples, tested
Pseudomonas aeruginosa was isolated. Conclusion: There presence of Pseudomonas aeruginosa
in automobile workshops; it was possible to isolate and identify.
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INTRODUCCION

La contaminacion con hidrocarburos en
diferentes ecosistemas se ha incrementado en
los ultimos afios debido al aumento en la
actividad de exploracion y produccion de la
Industria Petrolera. En la actualidad los suelos
contaminados con estos compuestos
representan el 70% del total de los ecosistemas
impactados (Swannell, Lee y Mc Donagh,
1996).

Los componentes del petréleo que tienen
efectos mas nocivos, son los hidrocarburos
aromaticos, puesto que algunos actuan como
téxicos agudos y otros, como el benzopireno
tienen actividad carcinogénica (Cisneros,
1996).

La biodegradacion de hidrocarburos en suelos,
es una alternativa que puede emplearse tanto
para el tratamiento como para la disposicion
final de los residuos producidos por las
refinerias del petréleo (Morry, 1998).

Los microorganismos se consideraron como
fuente biolégica para la degradacion de
hidrocarburos. Tanto in situ como en los
procesos de tratamiento de sitio descomponer
peligrosos contaminantes ambientales
organicos evitan lo econdmico y desventajas
técnicas (Ahlerty Kosson, 1983).

La biorremediacién es la capacidad que tienen
los microorganismos de crecer a partir de la
utilizacion de sustancias recalcitrantes al medio
ambiente (Shmaefsky, 1999).

Algunos de ellos les permite degradar estos
compuestos hasta didéxido de carbono, sales,
agua y otros productos inocuos al medio
ambiente (Advanced BioTech, 2000) los cuales
se integran posteriormente a los ciclos
biogeoquimicos naturales (Mack Kay, 2001).
Esta técnica permite tratar grandes volimenes
de contaminantes con un impacto ambiental
minimo, a diferencia de otros procedimientos
de descontaminacion (Molnaa y Grubbs, 1989).

La P. aeruginosa, es uno de los
microorganismos mas usados y estudiados en
biorremediacién y presenta una serie de
actividades naturales sobre xenobidticos.
Lamentablemente, también es conocida por ser
un patégeno oportunista en humanos y
causante de complicaciones graves en

personas inmunosuprimidas, con quemaduras
severas o con fibrosis quistica (Rockne, et al,
2000).

Estudios con relacion al desempefio
metabdlico de la P. aeruginosa ha permitido
identificarla como degradadora de gran
cantidad de sustratos como el n-hexadecano,
mineralizacion de compuestos alifaticos en
condiciones anaerobias, y degradadora de
hidrocarburos aromaticos y poli aromaticos, asi
como del pireno en estudios in vitro.

Merino (1998), llevd a cabo un estudio de
microorganismos nativos productores de
emulsificantes de petroleo, indicando que los
microorganismos con mayor capacidad
emulsificantes y degradativas, fueron las
cepas: P. aeruginosa KT1-1y Serratia rubidae
BT5-4.

La hipotesis fue: en el suelo de los talleres de
reparacion de automéviles se desarrolla P,
aeruginosa y como objetivo se evalud la
presencia de P. aeruginosa en talleres de
automdviles.

MATERIALY METODOS

Se muestred en 3 talleres de automoviles de la
zona de Huacho, distrito de Huaura, Lima
donde se observd suelos de color negro
causado por hidrocarburos, lo primero que se
hizo fue medir la longitud de la zona de
muestreo y se extrajo a partir de la base del
suelo a una profundidad de 5 cm. en un
intervalo de tiempo de 5 a 15 minutos
obteniendo 5 gramos de la muestra colectadas
en una bolsa de polietilieno hasta llegar al
laboratorio de Biologia donde se realizd el
trabajo de investigacion.

En el aislamiento se suspendié, 5 gramos de
tierra en agua destilada esteéril, se sembré en un
medio de caldo nutritivo. Se incub6 las
muestras hasta 48 horas. Transcurrido el
tiempo para el aislamiento de bacterias se
procedié a sembrar por estrias en placas que
contenian Agar nutritivo a partir de Caldo
nutritivo. Se incubo las placas a 30 °C por 48
horas. Transcurridas las 48 horas, se procedio
a sembrar las cepas en el medio selectivo de
Agar Cetrimide para verificar su pureza e
incubarlas nuevamente a 30 °C por 48 horas.
Se realizaron resiembras para obtener la P.
aeruginosa pura.
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Luego se prosiguié a realizar pruebas para
identificacion de la bacteria tales como la de
sensibilidad a la temperatura, prueba de
motilidad en medio sélido, prueba de
produccién de piocianina en agar Cetrimide,
prueba de catalasa, siembra en agar Mac

Conkey, siembra en agar citrato de Simons,
siembra en agar urea, siembra en agar TSl y
también se aplicé tinciones simple con azul de
metilenoy Gram. (Figura 1)

Muestreo
(5g de tierra con petréleo)
? Dilusion
s (con agua destilada)
L
A |
I\III Caldo nutritivo
E
N }
T
o Agar nutritivo —— Tincion Gram
Agar Cetrimide
(resiembras)
|
D
E Prueba de Prueba de Siembra en Prueba de Prueba de Prueba de
N sensibilidad motilidad en agar citrato produccion catalasa tinciones
T ala medio de Simons de piocianing -Tincion simple
I temperatura soélido en agar -Tincion Gram
F Cetrimide
|
Cc
A
C Siembra Siembra Siembra
| en agar en agar en Mac
(o} TSI Urea Conkey
N
Figura 1. Diagrama de flujo para el aislamiento e identificacién de Pseudomona aeruginosa.
RESULTADOS Identificacion:
Aislamiento: Las pruebas bioquimicas para su

identificacion fueron consideradas las que se

De las 3 muestras recogidas se encontro en indican en la Tabla 1.

uno de los talleres de automoviles presencia
de P. aeruginosa, con las caracteristicas
propias.
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Tabla 1. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Pseudomona aeruginosa

Ensayos Resultados

Prueba de sensibilidad
a la temperatura

Prueba con agar urea

Prueba de motilidad en
medio solido

Prueba de produccién de
piocianina

Prueba de catalasa

Siembra en agar Mac Conkey

Siembra en agar citrato
de Simons

Siembra en agar TSI

Tincién Gram

Tincion simple

Es tolerante a temperatura de 42 °C lo cual si hubo crecimiento bacteriano.

Sali6 positivo debido a que la bacteria presenta un cambio en el viraje de color
de un amarillo a un rosado oscuro.

Se observa movimiento por la presencia de flagelo en la bacteria debido a eso
el agar mostro un crecimiento en zigzag.

En el medio selectivo de agar Cetrimide se observa que torna un color verde por
la presencia de la piocianina y con luz ultravioleta presentara fluorescencia
debido a que presenta también fluoresceina.

Se observa burbujeo debido a la liberacion de oxigeno.

Hubo crecimiento y desarrollaron colonias de color blanco con pigmento de
medio color amarillo debido a que son Gram negativos no fermentadores de
lactosa.

Se observo que la bacteria si utilizo el citrato y hubo un cambio de color desde
un verde que tuvo al inicio a un azul intenso que tuvo al final. Por lo tanto
nuestra interpretacion es positiva.

Se observo la superficie alcalina y la profundidad alcalina (pico rojo y fondo rojo)
(K/K); esto se debe a que la bacteria no es fermentador de azlcares.

Se identificé bacteria Gram negativa debido a la coloracion fucsia ademas, se
observo forma bacilo recto o ligeramente curvado, aislado, agrupado en parejas
o cadenas cortas.

Se observan bacterias en forma de bacilos.

DISCUSION

Merino (1998), planted un método de
aislamiento y purificacién para P. aeruginosa lo
cual se logra empleando una seria de caldos
pre enriquecidos como el acetato mineral y
Palleroni, también consideré6 un medio
selectivo como es el agar King B.

Se tuvo que modificar esta metodologia debido
a que no se contaba con los medios adecuados
tomando en cuenta que se reemplaz6é por
medios que posean composicion semejante
como Agar nutritivo, caldo nutritivo y sean
selectivos como el agar Cetrimide se obtuvo
resultados esperados la cepa se aislo e
identificé como P, aeruginosa

Bailon (2003), plante6 en su libro “Pruebas
bioguimicas para bacteria” pruebas
bioquimicas propias para el género
Pseudomonas entre todas ellas nos falto realizar
dos pruebas tipicas para el reconocimiento de
este género que fue la prueba de licuefaccion
de la gelatina y prueba de la oxidasa, teniendo
en cuenta que las otras pruebas para
identificarlas si se realizaron y se obtuvieron los
resultados esperados.

Pérez (2008), en su articulo titulado
“Aislamiento y seleccion de una cepa
bacteriana degradadora de hidrocarburos a
partir de suelos contaminados con petréleo”
realizé una serie de métodos de identificacion.
Por lo cual se remarcdé que las pruebas de
Gram, Mac Conkey, motilidad, catalasa y
crecimiento a 42 °C coinciden con las de Pérez,
(2008) calificandola como P. aeruginosa.
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