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Caracterización funcional de la comunidad bacteriana cultivable aislada del suelo 

de la zona de descarga de la fosa petrolera Bare-9. San Tomé. Edo. Anzoátegui  

RESUMEN 

Mediante el presente estudio enmarcado dentro del proyecto Misión Ciencia  ―Desarrollo y 

Validación de Nuevas Tecnologías para el Saneamiento Ambiental de Pasivos Generados por la 

Actividad Petrolera‖, dentro del subproyecto ―Caracterización del Medio Físico Natural en 

Áreas Impactadas con Hidrocarburos‖ se pretende caracterizar funcionalmente la comunidad 

bacteriana del suelo de la zona de descarga de la fosa petrolera (Bare-9) y así determinar la 

estructura funcional de la comunidad y grupos funcionales con capacidad de degradar sustratos 

complejos, crecer sobre hidrocarburos y producir biosurfactantes. 

Para el estudio se evaluaron dos cuadratas (B9I y B9D) dentro de la zona de descarga, 

caracterizados por presentar derrame petrolero y la zona con vegetación (B9V), donde se 

encontraron valores de abundancia del orden de 109 UFC/gr. de suelo en las zonas impactadas, 

hasta 1012 UFC/gr. de suelo en la zona sin impacto. 

El estudio incluye la caracterización fenotípica (macro y micromorfología de las cepas) y 

bioquímicamente por su crecimiento en diferentes sustratos, usando una fuente única de 

carbono, encontrándose un gran numero de cepas capaces de degradar azucares simples como 

glucosa (80%), de utilizar fuentes nitrogenadas el nitrato y de hidrolizar la urea y proteínas 

(80%) y un bajo numero de cepas capaces de degradar sustratos complejos como celulosa, 

lignina, pectina con valores cercanos o menores al 20%.  

Con los resultados obtenidos y utilizando como herramienta el análisis multivariado de Cluster 

se conformaran grupos de cepas con características similares en sus respuestas frente a 

diferentes sustratos que conforman los denominados grupos funcionales. Se determinó que la 

diversidad funcional era mayor en la zona impactada (B9I) que en la zona con vegetación donde 

se espera, a pesar de encontrar similar numero de grupos funcionales (GF) entre las diferentes 

comunidades. 

Los grupos funcionales agruparon en mayor medida a cepas proteolíticas, urea, reductoras de 

nitrato y con capacidad de utilizar el acetato como única fuente de carbono, características 

presentes en todas las localidades evaluadas. Se encontró una mayor similitud entre la 

comunidad impactada B9D y la zona con vegetación (B9V). 

Se destacaron las cepas de interés por su potencial biotecnológico a ser utilizado en procesos de 

biorremediación a los que se les realizaron bioensayos para determinar la producción de 

compuestos tenso-activos 
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I. INTRODUCCIÓN 
La degradación del ambiente es un tema altamente preocupante para todos los 

países debido a las graves consecuencias no sólo ecológicas, sino también sociales y 

económicas. Uno de los principales problemas es el manejo inadecuado y acumulación 

de desechos de la industria petrolera, los cuales están formados principalmente por 

hidrocarburos, además de agua, ripios, productos químicos, catalizadores gastados, 

asbestos, interfaces de tanques y residuos provenientes de derrames; resultado del 

proceso de perforación, extracción, transporte y procesamiento de la industria petrolera. 

Estos componentes, que contienen gran proporción de compuestos orgánicos e 

inorgánicos, no son autóctonos del ambiente o están en concentraciones mayores a las 

naturales, generando un efecto nocivo, por lo que se consideran contaminantes y deben 

manejarse de forma adecuada (Speight, 1999; Corneo, 2001; Madrid y Cataldi, 2002; 

Peña, 2005; Araujo y col., 2004; Párraga, 2005). 

Estos desechos de la industria petrolera son destinados para su control y  

tratamiento para así evitar la contaminación de otras localidades a fosas petroleras las 

cuales son excavaciones de terreno al aire libre (Corneo, 2001; Madrid y Cataldi, 2002; 

Peña, 2005). Sin embargo estas estructuras son susceptibles a accidentes y dada la 

carencia de evaluación y control de estos sitios, se ha incrementado en el tiempo el 

potencial que poseen los contaminantes de migrar a través de fracturas y canales así 

como por inundaciones producto de las lluvias, con la posibilidad de contaminar suelos, 

acuíferos, aguas superficiales y otras partes del ecosistema que los rodea (Rosenberg y 

Ron, 1995; Madrid y Cataldi, 2002).  

En Venezuela existen mas de 12.000 fosas petroleras las cuales representan un 

problema ambiental a nivel nacional, especialmente en la adyacencias del Lago de 

Maracaibo y en el Oriente del país donde se han almacenado por décadas desechos de 

las actividades de exploración y producción y no han recibido un tratamiento adecuado 

para evitar daños mayores al ambiente y a la salud de los habitantes en áreas adyacentes 

(Madrid y Cataldi, 2002; Párraga, 2005; Arellano, 2008).  

Los desechos en las fosas generan una serie de cambios fisicoquímicos dada las 

nuevas condiciones de materia orgánica y compuestos tóxicos presentes en el medio, lo 

que afecta y pone en peligro a la comunidad microbiana, reflejándose en su diversidad 

(Rosenberg y Ron, 1995; Rivera-Cruz y col., 2002; Bundy y col., 2002). Esta 
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comunidad microbiana está compuesta principalmente por cinco grupos de 

microorganismos; bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios, siendo la 

comunidad bacteriana el grupo dominante (Alexander, 1980; Infante y Vásquez, 1999; 

Infante, 2005; Das y Mukherjee, 2007; Domínguez, 2008; Frers, 2010).  

Aun en un ambiente impactado con compuestos tóxicos, existen 

microorganismos que son capaces de sobrevivir y que por selección natural constituirán 

la comunidad dominante ante las nuevas condiciones ambientales, que participan en el 

reciclado de minerales y biodegradación de la materia orgánica e inorgánica así como la 

remoción y degradación de compuestos tóxicos que son depositados en el suelo (Leahy 

y Colwell, 1990; Crawford, 1995; Antía, 1995; Atlas y Bartha, 2002; Bastardo, 2005; 

Infante, 2005). Ello cumple con lo postulado por Gayle (1952) y Alexander (1965) que 

afirman que para cualquier compuesto orgánico existe un organismo que puede 

degradarlo bajo las condiciones adecuadas, de lo contrario la evolución podría producir 

la cepa o el pool de genes que utilizan al contaminante como sustrato hasta degradarlo 

(Atlas y Bartha, 2002; Alvarez e Illman, 2006; Domínguez, 2008). 

La evaluación de la diversidad de las comunidades microbianas puede ser 

diferenciada según un arreglo de tres elementos interrelacionados; diversidad 

taxonómica, diversidad genética y diversidad funcional (Alexander, 1980; Zak y col., 

1994; Bastardo, 2005; Zamora, 2008). El análisis de la estructura funcional de la 

comunidad microbiana está fundamentado en el potencial bioquímico y las 

interacciones de las poblaciones microbianas con las variables fisicoquímicas del 

ambiente. 

El estudio de la diversidad funcional tiene la capacidad de caracterizar la 

comunidad, analizar y destacar grupos funcionales según su potencial bioquímico, 

determinar la diversidad de la misma en un lugar específico, a la vez que permite 

conocer el impacto de los contaminantes sobre la estructura funcional de la comunidad, 

la participación de los microorganismos en el reciclaje de nutrientes y la capacidad de 

recuperación del ecosistema o la resiliencia del mismo. Esto facilita seleccionar y 

estimular cepas de la comunidad vinculadas a los procesos de recuperación del ambiente 

(Duarte y col., 2001; Peña, 2005; Zamora, 2006; Bozo y col., 2007; Domínguez, 2008; 

León, 2008). De allí la necesidad de generar un aporte al conocimiento de las 

comunidades microbianas sometidas a las perturbaciones producto de la disposición de 
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los hidrocarburos en las fosas, que actúan en la adaptación de las comunidades a las 

nuevas condiciones y en la restricción de la diversidad de la comunidad.  

En el presente trabajo se empleará el análisis funcional como herramienta 

sensible a los cambios capaz de comparar las diferencias entre distintas comunidades, 

con el alcance de apoyar en la generación y desarrollo de tecnologías limp ias, como la 

biorremediación y el uso de biosurfactantes, los cuales ayudan en la recuperación del 

ambiente. La biorremediación como proceso biotecnológico es capaz de eliminar 

contaminantes y recuperar sitios contaminados, a través de procesos de biotratamiento 

basados en la explotación del potencial de degradar contaminantes que poseen los 

microorganismos (hongos, bacterias), el uso de enzimas de origen microbiano asociadas 

a la biodegradación de hidrocarburos (Crawford, 1995; Colleran, 1997; Atlas y Bartha, 

2002; Srinivas, 2008). El uso de los biosurfactantes facilita la solubilización y de los 

contaminantes poco polares e incrementa la disponibilidad y superficie de ataque de 

estos compuestos a la comunidad microbiana y beneficia las técnicas de 

biorremediación (Christofi e Ivshina, 2002).  

Asimismo, se pretende establecer la estructura de la comunidad bacteriana 

presente en el suelo impactado por derrame de la zona de descarga de la fosa petrolera 

Bare – 9 y compararla con la de la comunidad de la zona con vegetación no impactada. 

A través del análisis funcional se destacarán los grupos funcionales de interés 

biotecnológico, incluyendo particularmente aquellas cepas productoras de 

biosurfactantes y degradadoras de moléculas modelo.  

II. MARCO TEÓRICO 

1. Fosas Petroleras 

Las fosas petroleras son excavaciones de terreno al aire libre donde se reciben 

los desechos producto del proceso de perforación, extracción, transporte y 

procesamiento de la industria petrolera. Estos desechos están formados por lodos 

bentoníticos, hidrocarburos, agua, ripios, productos químicos, catalizadores gastados, 

asbestos, interfaces de tanques y residuos provenientes de derrames (Araujo, 2004; 

Párraga, 2005).  

Según el tamaño y el tipo de desecho que es dispuesto en las fosas, Arellano 

(2008) las clasifica de la siguiente manera: 
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o Muros Quemadores: Son pequeñas construcciones de 2 metros de 

profundidad y 40 m2 de superficie, ubicados cerca de los pozos 

petroleros, destinados para eliminación de crudo por medio de la quema. 

o Fosas de Perforación: Son excavaciones en el suelo con una superficie 

de 1500 a 2000 m2 y de 2 a 3 metros de profundidad, dispuestas para 

fluidos, desechos y cortes de perforación. 

o Fosas de Producción: Manejan volúmenes que alcanzan los 7.500 m3, 

almacenan agua salada producto de los desechos de los procesos de la 

hidratación del petróleo, son acondicionadas con muros de contención, 

con una superficie mayor a los 2.000 m2.  

El efecto perjudicial sobre el ambiente que ejerce la problemática de los 

desechos de las fosas hace necesario indagar y promover procesos y tecnologías 

amigables con el ambiente, que aceleren la degradación de contaminantes, favoreciendo 

al mismo tiempo la preservación de los ecosistemas (Infante, 2001; Garbisu y col., 

2002). Esta necesidad ha conllevado al desarrollo y aplicación de técnicas que permitan 

minimizar o destruir los desechos basadas en procesos físicos, químicos, biológicos o 

una mezcla de estos, entre las que se encuentran la ventilación, la incineración y el 

arrastre por aire, así como la extracción con solventes y los procedimientos de 

oxidación-reducción y técnicas de biorremediación (Corneo, 2001; Peña, 2005). 

2. La Comunidad Microbiana 
Los microorganismos son los principales participantes en la degradación de la 

materia orgánica, la remoción de compuestos tóxicos y el mantenimiento del equilibrio 

ecológico en el ambiente (Crawford, 1995; Atlas y Bartha, 2002). Sin embargo, la 

historia de la microbiología ambiental o ecología microbiana es reciente, y se inicia a 

partir de la década de 1960, cuando el estudio de los microorganismos y su interrelación 

con el ambiente se hizo frecuente junto con los avances en los estudios de microbiología 

y el enfoque en sus aportes a la calidad ambiental. Esto generó el reconocimiento de la 

participación de los microorganismos en el flujo de materia y energía a través de los 

ecosistemas, dada sus capacidades metabólicas para transformar sustancias complejas, 

orgánicas e inorgánicas, entre los que se cuentan desde contaminantes, hasta moléculas 

sencillas y accesibles para los organismos productores (Antía, 1995; Atlas y Bartha, 

2002; Bastardo, 2005). 
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Uno de los cambios en los factores fisicoquímicos del suelo y del equilibrio 

ecológico son debido a los derrames y la disposición de desechos petroleros en las 

fosas, siendo estos una de las principales y más graves fuentes de contaminación del 

suelo. Actualmente se reconoce y se ha determinado la capacidad de microorganismos 

para degradar un gran número de compuestos, tales como hidrocarburos de diversa 

toxicidad. La susceptibilidad de los hidrocarburos a la actividad microbiana sigue el 

siguiente orden; saturados > aromáticos > resinas > asfáltenos, con las diferencias y 

limitantes por la composición del crudo (Atlas, 1975; Leahy y Colwell, 1990; Antía, 

1995; Ijah, 1998; Rivera-Cruz y col., 2002; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005; Bastardo, 

2005; Infante, 2005; Okoh y Trejo-Hernandez, 2006; Surridge y col., 2009).  

Las principales comunidades de microorganismos que participan en la 

degradación de hidrocarburos en el ambiente son la comunidad fúngica y la comunidad 

bacteriana, sin embargo cada organismo de la comunidad sólo puede metabolizar un 

limitado grupo de hidrocarburos. Así, la capacidad de la comunidad de degradar la 

compleja mezcla del crudo está determinada por la diversidad enzimática de los 

microorganismos en utilizar a los hidrocarburos como sustratos. De la comunidad 

bacteriana es frecuente identificar a cepas del genero de Achromobacter, Acinetobacter, 

Actinobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Berjerinckia, Flavobacterium, 

Micrococcus, Methylosinus, Mycobacterium, Mycococcus, Nitrosomonas, Nocardia, 

Pseudomonas, Serratia y Xanthobacter spp (Atlas, 1975; Leahy y Colwell, 1990; Ijah, 

1998; Rivera-Cruz y col., 2002; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005; Okoh y Trejo-Hernandez, 

2006; Surridge y col., 2009). 

El éxito de la degradación no sólo depende del potencial por parte de la 

comunidad bacteriana sino que también está afectada por factores abióticos. Las 

variables que afectan la tasa de biodegradación se pueden englobar en tres condiciones 

como; (a) la estructura de la comunidad microbiana, (b) la composición y 

biodisponibilidad de los contaminantes, y (c) las características físicas y químicas de los 

sitios contaminados (Atlas y Bartha, 2002; Peña, 2005; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005; 

Okoh y Trejo-Hernandez, 2006). 
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2.1. Factores que Afectan el Desarrollo de las 

Comunidades Microbianas 

La distribución y funcionamiento de las poblaciones microbianas están 

influenciadas por factores abióticos diversos. Efectos como la limitación de nutrientes y 

la tolerancia ambiental regulan la existencia de diferentes microorganismos por medio 

de la supervivencia y crecimiento de estas poblaciones. Estos están basados en los 

principios de la Ley del mínimo de Liebig y la ley de la tolerancia de Shelford 

respectivamente (Atlas y Bartha, 2002). Según la Ley de Liebig el crecimiento de las 

poblaciones bacterianas se ve determinado por el nutriente cuya concentración sea la 

más escasa o limitante. Estos son utilizados para la producción de energía, biomasa y la 

biosíntesis de diferentes productos microbianos. La ley de Shelford establece que para 

el éxito y desarrollo de cada organismo, éste requiere de una serie de condiciones y cada 

uno presenta límites de tolerancia ante variables tales como factores físicos y químicos, 

la temperatura, el pH, entre otros. (Atlas y Bartha, 2002). 

Algunas de las variables antes descritas pueden resultar difíciles de modificar 

dentro de los sitios contaminados. Asimismo la alteración de estos factores podrían 

favorecer la actividad microbiana e igualmente afectar la solubilidad y disponibilidad de 

los contaminantes, permitiendo su migración a otros ecosistemas, así como la de los 

demás nutrientes y perjudicar así a la comunidad microbiana (Colleran, 1997).  Para 

esto es necesario conocer la influencia de los factores como: 

1. El pH del suelo: Las bacterias exhiben un crecimiento y actividad óptima cerca 

de pH neutros, siendo el intervalo óptimo entre un pH de 6 a 8, aunque hay 

variables dependiendo del tipo del contaminante. Ha sido típico encontrarse con 

suelos ácidos, donde se han aplicado técnicas para neutralizar el pH (Leahy y 

Colwell, 1990; Colleran, 1997; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). 

2. La Temperatura: Que afecta tanto el metabolismo bacteriano como a la tasa de 

crecimiento, al estado y la fisicoquímica del contaminante. El intervalo óptimo 

está dentro de los 20 º C a 40 º C (Atlas, 1975; Leahy y Colwell, 1990; Colleran, 

1997; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). 

3. La Humedad: Los microorganismos requieren un intervalo de actividad del agua 

(aw) de 0,9 – 1,0 o un 30 a 90% de saturación del agua, y el intervalo frecuente 
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de humedad (aw) en los suelos es de 0,0 a 0,99  y 0,98 en ambientes acuáticos 

(Leahy y Colwell, 1990; Colleran, 1997; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). 

4. Salinidad: En estudios de degradación de hidrocarburos se ha observado una 

correlación entre la salinidad y la tasa de mineralización de fracciones de crudo, 

donde la biodegradación era mas elevada cuando la salinidad mínima y decrecía 

con salinidades mayores al doble de la salinidad marina normal (Leahy y 

Colwell, 1990; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). 

5. Concentración de Nutrientes: Se refiere a la disponibilidad de nutrientes, tales 

como nitrógeno y fósforo, para el crecimiento microbiano y la producción de 

enzimas (Olivieri y col., 1976; Leahy y Colwell, 1990; Colleran, 1997; Saadoun 

y Al-Ghzawi, 2005; Okoh y Trejo-Hernandez, 2006). 

6. Disponibilidad de Oxigeno: La actividad biológica requiere de la provisión de 

oxigeno para mejorar la actividad catalítica y respiratoria de los 

microorganismos, encontrándose valores 50 a 100 veces menores en condiciones 

anaeróbicas. La misma puede ser suplementada por medio de la percolación de 

agua enriquecida con oxigeno y ventilación, entre otros (Leahy y Colwell, 1990; 

Colleran, 1997; Adams y col., 1999; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). 

7. Estructura Química y Concentración de Hidrocarburos : Dada la naturaleza y 

proporción de los contaminantes la susceptibilidad de los compuestos a la 

degradación así como la composición con otros agregados (como metales, 

plaguicidas, etc.) se encuentra afectada. Influye tanto en la solubilidad en el 

agua, como en la formación de agregados con el suelo y por el reconocimiento 

enzimático y susceptibilidad al ataque microbiano (Leahy y Colwell, 1990; 

Colleran, 1997; Adams y col., 1999; Van Hamme y col., 2003; Saadoun y Al-

Ghzawi, 2005; Okoh y Trejo-Hernandez, 2006). 

8. Biodisponibilidad del Hidrocarburo : Variable que define el nivel y facilidad de 

degradación del compuesto, debido tanto a la solubilidad del compuesto y 

acceso a este por parte de las bacterias como por la acción y capacidad de la 

actividad enzimática de los microorganismos (Leahy y Colwell, 1990; Colleran, 

1997; Adams y col., 1999; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005). Sobresalen ante esta 

limitación los biosurfactantes como compuestos, producidos por los 

microorganismos, con propiedades tenso – activas favoreciendo la solubilización 
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y dispersión de los contaminantes y mejorando así el proceso de 

biorremediación. Preferidos dada su eficiencia, baja toxicidad para el ecosistema 

y biodegradabilidad además de la facilidad de su producción (Georgiou y col., 

1992; Christofi e Ivshina, 2005; Rahman y col., 2007). 

9. Comunidad Microbiana: La capacidad de degradar contaminantes por parte de 

los microorganismos depende de la presencia y expresión de genes capaces de 

esta actividad. La misma puede ser acondicionada por medio de la 

bioaugmentación, estrategia donde se inocula una población de organismos 

exógenos, como por medio de la bioestimulación, donde se modifican las 

condiciones abióticas y se favorece a la comunidad autóctona (Leahy y Colwell, 

1990; Colleran, 1997; Adams y col., 1999; Bundy y col., 2002; Van Hamme y 

col., 2003; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005; Okoh y Trejo-Hernandez, 2006). 

 

Así las comunidades microbianas están sujetas a los cambios sobre estas 

variables y difieren en número y frecuencia de especies (Zak y col., 1994; Malaver, 

1996; López, 2002). La caracterización de la comunidad permite determinar las 

diferencias entre comunidades y evaluar los efectos de la contaminación por 

hidrocarburos en las mismas (Malaver, 1996; Bastardo, 2005; Zamora, 2008).  

Estudios de la ecología microbiana implican la detección de los procesos y 

productos dentro de las comunidades por empleo de ensayos biológicos y químicos,  

además del aislado de los microorganismos, para así aumentar de esta manera el 

conocimiento fundamental de la ecología de los organismos (Malaver, 1996; López, 

2002; León, 2008; Zamora, 2008). 

3. Diversidad Funcional 

La diversidad biológica se puede definir por el número total de especies y por el 

número de especies que son comunes, que están presentes en el mismo espacio y tiempo 

(Krebs, 1985). En el caso de las comunidades microbianas se puede ser diferenciar en 

cuanto a un arreglo de tres elementos interrelacionados; diversidad taxonómica, 

diversidad genética y diversidad funcional (Alexander, 1980; Zak y col., 1994; 

Bastardo, 2005; Zamora, 2008). El estudio de cada uno, está enfocado en determinar las 

especies presentes, el número de genomas distintos, y la capacidad de bioquímica de 
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degradar compuestos orgánicos, respectivamente (Alexander, 1980; Zak y col., 1994; 

Bastardo, 2005; Zamora, 2008).  

La diversidad funcional se destaca sobre las otras dado al potencial de obtener 

información sobre los roles microbiológicos en los ecosistemas, como en los ciclos 

biogeoquímicos, la degradación de la materia orgánica, animal y vegetal y la 

degradación de contaminantes, a través de la caracterización de la comunidad 

microbiana en función de sus características fenotípicas.  

Para el logro de esta caracterización existe una gran cantidad de información 

sobre nuevas técnicas que describen la diversidad funcional. Dentro de estas técnicas se 

encuentran las basadas en técnicas moleculares, por la determinación de ácidos grasos 

fosfolípidos (PLFA), y por perfiles metabólicos a través de la utilización de fuentes de 

carbono por parte de la comunidad, a través del Biolog® se considera el efecto 

sinérgico de todas las poblaciones sin diferenciar la participación de microorganismos 

particulares, y por medio del Análisis Funcional se considera el perfil fenotípico de las 

poblaciones aisladas previamente, las cuales son agrupadas posteriormente según su 

potencial bioquímico en la comunidad en los denominados Grupos Funcionales 

(Garland y Mills, 1991; Zak y col., 1994; Malaver, 1996; López, 2002; Bastardo, 2005; 

Zamora, 2008).  

La diversidad funcional es definida entonces como el número y tipo de fuentes 

de carbono utilizados por una muestra de la comunidad, sin la necesidad de llegar a la 

identificación taxonómica de las cepas, ni la diversidad de genomas, sólo su capacidad y 

actividad bioquímica en el ecosistema (Antía, 1995; Malaver, 1996; Goodfriend, 1998; 

Zamora, 2008).  

Esta caracterización permite determinar la diversidad y estructura de la 

comunidad microbiana en un ambiente especifico, comparar  sitios en el tiempo y en el 

espacio en función de la frecuencia de aparición de microorganismos con características 

bioquímicas similares (Malaver, 1996; Bastardo, 2005; Peña, 2005; Zamora, 2006; 

Domínguez, 2008; León, 2008; Zamora, 2008).  

Igualmente el estudio de la diversidad funcional permite caracterizar la 

comunidad con el potencial para la biorremediación, así como el efecto de la 

contaminación por desechos petroleros sobre la estructura comunitaria. Así, al conocer 
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el impacto de los contaminantes sobre la estructura de la comunidad y el papel de los 

microorganismos en el entorno contaminado se puede evaluar la capacidad de 

recuperación del ecosistema, es decir su resiliencia, además de seleccionar, estimular y 

mantener cepas vinculadas a los procesos de recuperación del ambiente (Duarte y col., 

2001; Peña, 2005; Zamora, 2006; Bozo y col., 2007; Domínguez, 2008; León, 2008). 

3.1. Antecedentes en Estudios en la Diversidad de la 

Comunidad Microbiana 

Dada la importancia de las comunidades microbianas en las funciones y 

homeostasis del ecosistema y el efecto de cambios ambientales y de la contaminación 

sobre estas, se revisan las principales respuestas de las comunidades ante los daños 

ambientales (Bozo y col., 2007). Entre los análisis que se basan en el perfil bioquímico 

de respuestas frente a diferentes sustratos carbonados tenemos los estudios realizados 

por el laboratorio de Microbiología Ambiental del IZET, entre los que se encuentran:  

Peña (2005) realizó un estudio geoquímico y microbiológico a dos fosas, JM-

162 Y JMN-184, ubicadas en San Joaquín, estado Anzoátegui, las cuales presentaban 

diferentes tratamientos, evaluando variables físicas, químicas y microbiológicas en 

perfiles de relleno de 300 cm. de profundidad, como indicadores de cambios en el 

tiempo (1999 y 2001) y comparados con suelos control, no impactados por actividad 

petrolera. Los resultados obtenidos mostraron diferencias en el tratamiento de las fosas, 

donde la aplicación de fertilizantes (NPK) y la reforestación modificó e incrementó la 

diversidad de la comunidad de bacterias. Mientras que el no acondicionamiento de la 

región en la fosa JMN-184 no favoreció a la comunidad, lo que produjo el 

confinamiento de los hidrocarburos, así mismo los suelos cercanos presentaron una 

disminución de diversidad funcional.  

Zamora (2006) evaluó los cambios fisicoquímicos y microbiológicos por el 

efecto de la adición de crudo y fertilizante, indicó el efecto sobre la diversidad 

microbiana con el estudio de la caracterización funcional y destacó que la estructura de 

la comunidad es modificada, al favorecer aquellas cepas heterotróficas con la capacidad 

de utilizar los hidrocarburos como fuente de carbono sobre aquellas que no presentan 

esta adaptación, determinándose así una disminución en el número relativo de grupos 

proteolíticos, lignolíticos y celulolíticos. 
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Continuando con estos estudios, a nivel de laboratorio Domínguez (2008) realizó 

la caracterización funcional de la comunidad microbiana (hongos y bacterias) aislados 

de la fosa JM-162, y seleccionó aquellas cepas con crecimiento en medio suplementado 

con sustratos complejos, tales como lignina, pectina y quitina, y suplementado con 

petróleo. De esta manera selecciona un total de 18 cepas; 6 bacterianas y 12 fúngicas. 

Con estas cepas se conformaron consorcios a los que se realizaron ensayos de 

degradación de diferentes fracciones de crudo, donde se destacan los saturados y los 

aromáticos con una mayor tasa de degradación, las resinas y asfáltenos como las 

fracciones con menor tasa de biodegradación. Se concluyo  que la eficiencia de los 

consorcios hongos-bacterias era mayor que con los hongos y las bacterias por separado.  

León (2008), caracterizó funcional y molecularmente la comunidad bacteriana 

cultivable asociada a ripios de perforación base agua impregnado con petróleo pesado, 

destacando los grupos funcionales con el potencial de producción de biosurfactantes. 

León discriminó de ochenta cepas caracterizadas, 14 cepas con el potencial 

mencionado, y a las cuales se les determinó la diversidad genética de la comunidad 

bacteriana mediante la técnica de DNA Fingerprint. A través de la caracterización 

funcional a nivel bioquímico y por medio de bioensayos sobre el potencial de producir 

biosurfactantes, se destacaron tres cepas: Comamonas sp., Ochrobactrum sp. y 

Pseudomonas stutzeri, a las cuales se les evaluó la actividad emulsificante, revelando su 

potencial como biocatalizadores en procesos de biorremediac ión con contaminantes 

generados por la industria petrolera.  

4. Biosurfactantes en el tratamiento de suelos 

contaminados con Hidrocarburos 

La biodisponibilidad de los compuestos hidrofóbicos que se encuentran en el 

petróleo es uno de los factores limitantes en la biodegradación, al estar concentrados en 

una segunda fase orgánica y presentar baja solubilidad en el agua, cercano al 0,02% del 

crudo disuelto en agua, lo que restringe el alcance y acción por parte de la comunidad 

microbiana, que por lo general deben tomar del medio extracelular a los contaminantes 

e introducirlo al intracelular para ser metabolizado (Leahy y Colwell, 1990; Georgiou y 

col., 1992; Colleran, 1997; Desai y Banat, 1997; Adams y col., 1999; Wilkinson y col., 

2002; Christofi e Ivshina, 2002; Youssef y col., 2004; Saadoun y Al-Ghzawi, 2005; 

Rodrigues y col., 2006; Rahman y col., 2007; Van Hamme y Urban, 2009).  
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Se consideran generalmente tres modos para el transporte de hidrocarburos a las 

células microbianas, (i) por interacción directa de comunidad microbiana con los 

contaminantes disueltos en la fase acuosa, este depende de la solubilidad y transferencia 

de masa del compuesto hidrofóbico en el agua, (ii) por contacto directo de las células 

con la fase orgánica donde se concentran los hidrocarburos, limitado por la superficie de 

esta fase y se llevaría a cabo por difusión o por transporte activo, y (iii) por la 

interacción entre los microorganismos y los contaminantes en emulsión y dispersados 

en la fase acuosa, para lo que se requiere de un factor solubilizante (Muller-Hurtig, 

1993; Banat y col., 2000; Christofi e Ivshina, 2002; Christofi e Ivshina, 2005; Pacwa-

Płociniczak y col., 2011). 

Los surfactantes son moléculas anfipáticas, formadas por una región hidrofílica 

o polar y una región hidrófoba o poco polar (Figura 1), que reducen la tensión 

superficial e interfacial,  permiten la solubilización de los compuestos hidrofóbicos en el 

agua y mejora su biodisponibilidad y superficie de contacto con la comunidad 

bacteriana (Rahman y col., 2007; Whang y col., 2008; Pacwa-Płociniczak y col., 2011; 

Soberón-Chávez y Maier, 2011).  

 

Figura 1: Esquema de la estructura general de los surfactantes. (Imagen modificada a partir de la 

publicada en Pacwa-Płociniczak y col., 2011) 

Esta propiedad tensoactiva de mezclar o dispersar a los compuestos poco polares 

en el agua como emulsión resulta al encapsular los contaminantes en agregados 

denominados micelas (Georgiou y col., 1992; Desai y Banat, 1997; Banat y col., 2000; 

Youssef y col., 2004; Christofi e Ivshina, 2005; Rodrigues y col., 2006; Rahman y col., 
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2007; Miller y Neogi, 2008; Van Hamme y Urban, 2009; Soberón-Chávez y Maier, 

2011).  

Las micelas son estructuras en la que se dispone la región hidrofóbica de los 

surfactantes en el centro, con el compuesto hidrofóbico y la región hidrofílica en 

contacto con el agua (Figura 2) (Christofi e Ivshina, 2005; Miller y Neogi, 2008; 

Soberón-Chávez y Maier, 2011). 

 

Figura 2A: Estructura general de las micelas (con surfactantes aniónicos o de carga negativa). Cabeza 

polar en contacto con el solvente polar y cola apolar en el centro, sin compuestos hidrofóbicos. (Imagen 

de Miller y Neogi, 2008) 

 

Figura 2B: Estructura micelar. Esquema de micelas conteniendo contaminantes hidrofóbicos 

(Hidrocarburos Poliaromáticos) (Imagen de Christofi e Ivshina, 2005) 
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La formación de micelas ocurre encima de la denominada concentración micelar 

critica (CMC), a esta concentración disminuyen los monómeros libres de los 

surfactantes, se agregan en las estructuras micelares y se alcanzan los valores más bajos 

de tensión superficial (Figura 3) (Zhang y Miller, 1992; Desai y Banat, 1997; Christofi e 

Ivshina, 2005; Miller y Neogi, 2008; Chávez y col., 2009; Raiger y López, 2009; 

Soberón-Chávez y Maier, 2011; Pacwa-Płociniczak y col., 2011). 

 

Figura 3: Relación entre la concentración del biosurfactante y la CMC, el cambio en la tensión 

superficial y la formación de micelas (Imagen modificada a partir de la publicada en Pacwa-Płocin iczak y 

col., 2011) 

En función de la CMC se pueden comparar a los surfactantes, cuanto menor sea 

la CMC mejor será el surfactante, pues se requiere menor concentración del mismo para 

formar micelas y disminuir la tensión superficial (Desai y Banat, 1997; Raiger y 

López, 2009; Pacwa-Płociniczak y col., 2011), así como la actuación de los 

contaminantes en presencia de los compuestos tenso–activos; a concentraciones 

superiores a la referida por la CMC aumenta la tasa de biodegradación de los 

contaminantes y a concentraciones por debajo de la CMC se facilita la movilización de 

los mismos (Christofi e Ivshina, 2005; Mulligan, 2005; Whang y col., 2008; Pacwa-

Płociniczak y col., 2011). 

Según su origen los surfactantes se clasifican en sintéticos, por ser producto de 

derivados del petróleo o en biosurfactantes, que son sintetizados por microorganismos 

(Desai y Banat, 1997; Christofi e Ivshina, 2005; Soberón-Chávez y Maier, 2011). Estos 

últimos presentan ventajas sobre los surfactantes sintéticos por ser menos tóxicos y 
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menos persistentes en el ambiente, además de mostrar una mayor eficiencia y facilidad 

de producción (Georgiou y col., 1992; Banat y col., 2000; Mulligan, 2005; Christofi e 

Ivshina, 2005; Whang y col., 2008; Raiger y López, 2009), aunque se ha reportado que 

varios biosurfactantes presentan actividad antimicrobiana, lo que podría reducir la 

población responsable de la biodegradación de los contaminantes (Lang y Warner, 

1993; Banat y col., 2000; Christofi e Ivshina, 2002; Van Hamme y Urban, 2009). 

 

 

Figura 4: Estructuras representativas de biosurfactantes (Imagen de Soberón-Chávez y Maier, 2011) 

Los biosurfactantes se pueden clasificar según estructura (i) glicolípidos donde 

se encuentran los Ramnolípidos, (ii) lipopéptidos y lipoproteínas, (iii) fosfolípidos, 

ácidos grasos y lípidos neutrales, (iv) biosurfactantes poliméricos y (v) partículas 

surfactantes (Georgiou y col., 1992; Desai y Banat, 1997; Youssef y col., 2004; 

Christofi e Ivshina, 2005; Sulbaran y col., 2005; Rodrigues y col., 2006; Rahman y col., 

2007).  

La síntesis de estos compuestos está afectada por las condiciones de crecimiento 

tales como la fuente de carbono, su relación con la concentración de nutrientes, 

nitrógeno y fosforo, donde se observó que se incrementa la producción cuando están 

limitados (Desai y Banat, 1997; Miller y Zhang, 1997). Asimismo está asociada 
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específicamente a los géneros de los microorganismos que los producen, aunque pueden 

existir diferencias entre las especies del grupo (Miller y Zhang, 1997). 

Tabla 1: Ejemplos comunes de biosurfactantes, organismos productores y composición (Tabla 

modificada a partir de la publicada en Raiger y López, 2009) 

Biosurfactante  
Organismos que lo producen 

Parte 

Hidrofóbica 

Parte 

Hidrofílica Grupo Clase 

Glicolípido  

Ramnolípidos 
Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas sp. 

Ácido β -

hidroxidecan

oico 

1 o 2 

moléculas de 

ramnosa 

Trehalolípidos 

Arthrobacter paraffineus 

Corynebacterium spp.,  

Mycobacterium spp.,  

Rhodococus erythropolis,  

Nocardia sp. 

Ácido 

Micólico 
Trehalosa 

Soforolípidos 

Candida apícola 

Candida bombicola 

 Candida lipolytica,  

Candida bogoriensis 

Ácido 

Hidroxiácido 
Soforosa 

Celobiolípidos Ustilago maydis Ácido graso Celobiosa 

Lipopéptido y 

Lipoproteínas  

Surfactina  
Bacillus subtilis,  

Bacillus pumilus 
Hidroxiácido Péptido cíclico  

Viscosina Pseudomonas fluorescens Hidroxiácido Péptido cíclico  

Lichenysin A, 

Lichenysin B 
Bacillus licheniformis Hidroxiácido Péptido cíclico  

Arthrofactin Arthrobacter sp. Hidroxiácido Péptido cíclico  

Ornit ina, lisina 

Thiobacillus thiooxidans 

 Streptomyces sioyaensis 

 Gluconobacter cerinus 

Compuesto 

alifático de 

cadena larga 

Grupos amino 

y grupos ácido 

Fosfolípidos, 

Ácidos grasos 

y Lípidos 

Neutrales  

Fosfolípidos Acinetobacter sp. Ácido graso Grupo fosfato 

Ácidos grasos 

(acido 

corinomicólico, 

espiculispórico, 

etc.) 

Capnocytophaga sp.,  

Penicillium piculisporum 

 Corynebacterium lepus  

Arthrobacter paraffineus 

Talaramyces trachyspermus 

 Nocardia erythropolis 

Ácido graso 

Lípidos polioles 
Rhodotorula glutinus  

Rhodotorula graminus 
Ácido graso 

Polioxipropile

nglicol 

Dig licosil 

diglicéridos 
Lactobacillus fermentii 

2 ácidos 

grasos 

di-hidrato de 

carbono + 

glicero l 

Biosurfactantes 

Poliméricos  

Alasan Acinetobacter radioresistens 
Complejo de proteínas y 

polisacáridos aniónicos  

Streptofactin Streptomyces tendae 
Proteína hidrofóbica de alto 

peso molecular 

Partículas 

Surfactantes  

Surfactantes 

particulados 

Acinetobacter sp. HO1-N.  

Pseudomonas marginalis 

Vesículas extracelu lares, 

Células bacterianas completas  

Sidero líp ido Flavolípido  Flavobacterium sp. 

2 moléculas 

de 

Cadaverina  

Ácido Cítrico  

 

Los mismos pueden ser agregados al suelo por la adición directa de los 

biosurfactantes, por la siembra de los microorganismos productores o por promover a  

la comunidad microbiana autóctona al mejorar las condiciones para su producción en el 

suelo (Banat y col., 2000; Rahman y col., 2007; Van Hamme y Urban, 2009).  
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La aplicación de estos requiere tomar en cuenta ciertas consideraciones como el 

efecto y toxicidad en el resto de la comunidad microbiana, así como en las plantas y los 

animales, aunque la mayoría de los estudios han indicado que los biosurfactantes son 

menos o no tóxicos y no desmejoran la biodegradación de los contaminantes como lo 

puede hacer un surfactante sintético (Makkar y Rockne, 2003). Sin embargo, el uso de 

biosurfactantes puede afectar a la comunidad dado a que podría actuar como un 

competidor preferencial sobre los contaminantes orgánicos que se desean degradar 

(Banat y col., 2000; Christofi e Ivshina, 2002; Van Hamme y Urban, 2009). Por otra 

parte, varios biosurfactantes presentan actividad microbiana, aunque no todas las 

especies presentan igual sensibilidad, no obstante podría reducir la población 

responsable de la biorremediación (Lang y Wagner, 1993; Banat y col., 2000; Christofi 

e Ivshina, 2002; Van Hamme y Urban, 2009). 

4.1. Antecedentes en el uso de Biosurfactantes en la 

Biorremediación de suelos. 
Los biosurfactantes tienen un alto empleo en aplicaciones industriales, donde 

destaca su uso en la biorremediación. Churchill y col (1995), Desai y Banat (1997), 

Pacwa-Płociniczak y colaboradores (2011) reportan que la adición de biosurfactantes 

mejora la biodisponibilidad de hidrocarburos significativamente, resultando en una 

mejora en la tasa de crecimiento y degradación de los contaminantes por la comunidad 

bacteriana responsable de la degradación de hidrocarburos. Asimismo Desai y Banat 

(1997), Christofi e Ivshina (2002; 2005), Urum y Pekdemir (2004), Pacwa-Płociniczak 

y colaboradores (2011) destacan el potencial de los mismos para el lavado y 

movilización permitiendo la recuperación de hidrocarburos derramados en suelos. 

Rahman y colaboradores (2002) evaluaron en pruebas ex situ la tasa de 

degradación de hidrocarburos con ramnolípidos demostrando que la misma aumenta al 

agregar nutrientes, un consorcio de bacterias degradadoras de hidrocarburos y por la 

aireación. 

Araujo y colaboradores (2008) evaluaron el efecto de los biosurfactantes, con un 

cultivo mixto, en la recuperación de aguas contaminadas con crudo liviano, alcanzando 

una eficiencia máxima del 81% en la remoción de hidrocarburos totales con la presencia 

de los compuestos tenso – activos.  
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Desai y Banat (1997), Banat y colaboradores (2000), Christofi e Ivshina (2002), 

Urum y Pekdemir (2004), Pacwa-Płociniczak y colaboradores (2011) comparan el uso 

de surfactantes sintéticos y surfactantes origen biológico, al obtener resultados similares 

promueven el uso de los biosurfactantes como el método más efectivo en relación costo 

– beneficio, con la ventaja de ser menos tóxicos y persistentes en el ambiente. 

Organismos productores de biosurfactantes han sido aislados de diversos 

ambientes, entre los que se encuentran suelos y agua con derrames con petróleo 

(Soberón-Chávez y Maier, 2011). Sulbarán y colaboradores (2005) observaron la 

producción de biosurfactantes tipo ramnolípido por parte de P. aeruginosa en estudios 

con emulsiones de petróleo pesado.  Anandaraj y Thivakaran (2010) aislaron cinco 

microorganismos con el potencial de producir biosurfactantes a partir de una muestra de 

suelo con impacto por derrame, entre los que se encuentró un aislado de Pseudomonas 

sp. con el potencial antes mencionado. 

Haferburg y colaboradores (1986), Lang y Wagner (1993) reportan que varios 

biosurfactantes, como la surfactina, la viscosina y los ramnolípidos, presentan actividad 

antimicrobiana, al afectar la permeabilidad de la membrana o al producir la lisis de las 

células de las otras especies y así favorecer la colonización y desarrollo de la cepa 

productora sobre la comunidad. Asimismo, dentro de la actividad antibacteriana las 

bacterias Gram positivas son mas sensibles que las bacterias Gram negativas a la 

presencia de los compuestos tenso – activos (Lang y col., 1989; Van Hamme y Urban, 

2009). 

Van Hamme y Urban (2009) indican que al favorecer la solubilización de los 

compuestos tóxicos en presencia del biosurfactante puede también afectar de forma 

negativa a la comunidad menos tolerante a los contaminantes.  

5. Hipótesis 
De acuerdo a trabajos previos sobre las comunidades bacterianas en suelos 

impactados por crudo, el presente estudio enmarcado en el proyecto Misión Ciencia 

―Desarrollo, validación y transferencia de tecnologías para el saneamiento de fosas 

de hidrocarburos‖ se basa en la siguiente hipótesis: 

―La estructura funcional de la comunidad bacteriana de un suelo impactado por 

la presencia de hidrocarburos se verá alterada en comparación a una comunidad no 

impactada, a la vez que se propicia el desarrollo de los grupos funcionales tolerantes y 
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capaces de degradar los contaminantes, de esta manera se espera encontrar aislados con 

la capacidad de degradar sustratos complejos, crecer sobre hidrocarburos y producir 

biosurfactantes‖. 

Sobre esta hipótesis se plantearon los objetivos que se detallan a continuación.  

III. OBJETIVOS 

1. Objetivo General 
 Caracterizar funcionalmente la comunidad bacteriana heterotrófica cultivable, 

aislada del suelo de la zona de descarga de una fosa petrolera (Bare-9), con 

énfasis en el potencial para ser utilizada en procesos de biorremediación, según 

su capacidad para producir biosurfactantes.  

2. Objetivos Específicos  
1. Estimar la abundancia de la comunidad microbiana asociada a la fosa petrolera 

Bare-9. 

2. Aislar y purificar las cepas bacterianas provenientes de muestras de la fosa 

petrolera Bare-9. 

3. Construir un cepario de aislados bacterianos. 

4. Caracterizar macro y micromorfológicamente las cepas aisladas de la comunidad 

bacteriana. 

5. Caracterizar bioquímicamente la comunidad bacteriana heterotrófica sometiendo 

a las cepas a distintos sustratos carbonados que forman la materia orgánica en el 

suelo, haciendo énfasis en la capacidad de crecer sobre crudo y en la producción 

de biosurfactantes. 

6. Determinar la estructura funcional de la comunidad bacteriana en base a las 

respuestas frente a los sustratos probados.  

7. Comparar la comunidad bacteriana de la fosa y la comunidad bacteriana del 

suelo no impactado, cercano a la fosa. 

8. Seleccionar los grupos funcionales con capacidad de producir biosurfactantes.  

9. Realizar bioensayos para estimar la capacidad de las cepas seleccionadas para 

degradar hidrocarburos y moléculas modelo.  

10. Evaluar la producción de biosurfactantes por parte de las cepas bacterianas.  

11. Identificar características biocatalizadoras con potencial biotecnológico para la 

remediación de suelos contaminados con crudo extra pesado.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS  

1. Métodos de Campo 

1.1. Caracterización de la Zona de Estudio 
 

Selección de la Fosa: La fosa Bare-9 fue seleccionada dentro del estudio en el proyecto 

Misión Ciencia titulado ―Desarrollo y Validación de Nuevas Tecnologías para el 

Saneamiento Ambiental de Pasivos Generados por la Actividad Petrolera‖, dentro del 

subproyecto ―Caracterización del Medio Físico Natural en Áreas Impactadas con 

Hidrocarburos‖. Está activa desde hace diez años y contiene crudo extra pesado.  

 

Se encuentra ubicada en el Distrito San Tomé, Estado Anzoátegui, pertenece a la 

región de la Faja Petrolífera del Orinoco (FPO). La región está caracterizada por 

presentar altas temperaturas, con un promedio de 26,7ºC, posee clima estacional, con un 

período de lluvia entre marzo a octubre y un período de sequía entre octubre y marzo, 

como se observa en el climadiagrama de la región (figura 5). 
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Figura 5: Climadiagrama de la región, con la temperatura y la pluviosidad a lo largo del año (Tomado de 

LEPA – IZT, 1996). 

 

La fosa está localizada a 8º34’18‖N y 64º56’46‖W. Posee 35 metros de ancho por 

54 metros de largo y 1,4 metros de profundidad, con un volumen de 2646 metros 

cúbicos.  
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Figura 6: Ubicación geográfica de la fosa Bare-9. En el Distrito San Tomé, Estado Anzoátegui 

 

Figura 7: Fotografía de la fosa, cerca del área de muestreo. (Foto del proyecto Misión Ciencia 

―Desarrollo y Validación de Nuevas Tecnologías para el Saneamiento Ambiental de Pasivos Generados 

por la Actividad Pet rolera‖.  Tomada por Arturo Barrios) 

 

Área de muestreo: Se realizó en la zona de descarga en el borde de la fosa (35 metros) y 

en la zona con vegetación paralela al largo de la fosa (54 metros).  
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Figura 8: Imágenes del área de muestreo. (A) La zona de descarga: A la izquierda imagen de la cuadrata 

B9I y a la derecha imagen de la cuadrata B9D. (B) Foto del área con vegetación. (Fotos del proyecto 

Misión Ciencia ―Desarro llo y Validación de Nuevas Tecnologías para el Saneamiento Ambiental de 

Pasivos Generados por la Actividad Petrolera‖. Tomadas por Arturo Barrios) 

 

Características: El área de descarga presenta escasa vegetación, sin fauna 

aparente y presenta carretera cercana al sureste de la fosa, el suelo es de tipo 

franco-arenoso, la superficie del suelo presenta manchas de derrame 

petrolizadas. La zona con vegetación presenta abundante flora, principalmente 

pastos y arbustos además de árboles, la fauna está formada principalmente por 

insectos, el suelo es de tipo arenoso. El muestreo fue hecho en agosto que 

corresponde con la estación mas húmeda de la región (figura 5). 

1.2. Toma de Muestras de suelo 
Diseño Muestreal y Toma de Muestras: Como  criterio para la selección del área, se 

utilizaron las zonas del borde de la fosa con evidencia de derrames, y la zona con 
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vegetación delimitándose así tres cuadratas, representadas en la figura 9A y 

denominadas de la siguiente manera: 

 B9I (6,5 metros de ancho por 2,8 metros largo) 

 B9D (7,57 metros de ancho por 3 metros)  

 B9V (zona con vegetación ubicada a lo largo de la fosa) 

o A partir de las zonas delimitadas, con las dimensiones antes mencionadas se 

seleccionaron cinco puntos aleatorios dentro cada cuadrata y tres en la región 

con vegetación, representados en la figura 9B.  

 La recolección fue por medio de CORE individuales previamente esterilizados 

de 12 cm de diámetro y 10 – 15 cm de profundidad.  

o Las muestras fueron almacenadas en bolsas herméticas, previamente 

esterilizadas y transportadas al laboratorio de Microbiología Ambiental del 

Instituto de Zoología y Ecología Tropical (IZET) de la facultad de Ciencias de la 

U.C.V., donde se inició la parte experimental. 

 

 

Figura 9A: Esquema de la fosa Bare-9 y de la ubicación de los sitios de muestreo. Se identifica la 

ubicación de las cuadratas B9I y B9D, en la zona de descarga y B9V como la zona adyacente a la fosa 

con vegetación.  
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Figura 9B: Esquema de los sitios de muestreo y puntos muestreados  aleatoriamente. De la zona con 

vegetación B9V, ubicada a lo largo de la fosa y los tres puntos donde se tomaron las muestras. De la zona 

impactada, la cuadrata B9I de 6,5 metros de ancho por 2,8 metros largo y la cuadrata B9D de 7,57 metros 

de ancho por 3 metros, con los cinco puntos donde se tomaron las muestras en cada cuadrata. 

 

Figura 10: Activ idades realizadas en el laboratorio para la caracterización de la comunidad bacteriana. Se 

identifican trabajos y parámetros del análisis.  
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2. Métodos de Laboratorio 

2.1. Caracterización de la Comunidad Bacteriana 
Preparación de la muestra compuesta: Se preparó una muestra de 100 g por sitio 

muestreado, mezclando 20 g de cada core en las cuadratas experimentales (B9I y 

B9D) y 33,3 g de cada core del sitio con vegetación (B9V). Así, se consideró 

una muestra representativa para cada cuadrata, por medio de las muestras 

compuestas, sobre las que se hicieron los siguientes procedimientos 

microbiológicos. 

Activación de las muestras: Las bacterias presentes en la muestra compuesta se 

activaron en Caldo Nutritivo por triplicado, en una proporción 5 gramos de la 

muestra en 100 ml. de Caldo Nutritivo, incubando a 37 ºC por 24 horas.  

Dilución y siembra: Se hicieron diluciones seriadas a las muestras activadas 

hasta la dilución de 10-9 las cuales fueron sembradas por agotamiento en 

superficie y por inclusión en agar nutritivo (AN). Las placas se incubaron a 37 

ºC por 24 horas y se determinó el título bacteriano mediante el contaje de de 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en placas (Garassini, 1967; BBL, 

1974; Araujo, 2004; Paulson, 2008). 

 

Figura 11: Esquema de diluciones y siembra. Diluciones seriadas de 1/10; 1 ml de solución concentrada 

con 9 ml de solución salina; se llegó hasta la dilución de 10
-9

. La siembra fue por superficie e inclusión en 

agar nutritivo (Imagen de Paulson, 2008). 
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Aislamiento y Purificación: Debido a que las comunidades microbianas difieren 

en números y frecuencia de especies y la caracterización de la comunidad se 

basa en estudios morfológicos y fisiológicos de los aislados que la conforman, el 

análisis de la misma debe realizarse basándose en el uso de cultivos puros 

(Garassini, 1967; Zak y col., 1994; Malaver, 1996; López, 2002).  

Para la evaluación de la estructura y diversidad de la comunidad se consideró 

una muestra compuesta por zona y se utilizaron 25 colonias por cada sitio las 

cuales fueron seleccionadas aleatoriamente. Los aislados se transfirieron varias 

veces en placas de agar nutritivo y se incubaron a 37 ºC por 24 horas hasta 

verificar su pureza, por la caracterización macromorfológica y micromorfológica 

(Garassini, 1967; Parkinson y col., 1971).  

Caracterización Macromorfológica y Micromorfológica: En la evaluación y 

clasificación de estos aislados se estudiaron sus características, tanto 

morfológicas como fisiológicas, para esto se realizó primero una caracterización 

macromorfológica, que se realizó mediante la descripción de las características 

de color, configuración, bordes, tamaño y elevación de las colonias (Garassini, 

1967). La caracterización micromorfológica se realizó por el método de tinción 

de Gram, determinando por la tinción de las cepas el tipo de pared bacteriana y 

su forma celular (BBL, 1974). 

Caracterización Bioquímica: Se refiere a las características fisiológicas 

correspondientes a las acciones funcionales sobre las sustancias que utilizan en 

su metabolismo; lo mismo que su relación biológica con el hombre, los animales 

y las plantas y la propiedad de fermentar los diferentes  azúcares (Garassini, 

1967). 

Se consideraron sustratos que se encuentran en la materia orgánica en el suelo y 

por producto del derrame, así como características con el potencial 

biotecnológico. Se determinó mediante la respuesta y crecimiento de las cepas 

ante diferentes sustratos probados. Se resumen las pruebas en la tabla 2. 
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Tabla 2: Pruebas Bioquímicas.  

Prueba 

Bioquímica 
Medio Empleado Identi ficación Positiva Referencia 

Fermentación de 

Azucares simples 
Agar Hierro Kliger 

Cambio de coloración por 

Indicador Rojo Fenol 
McFaddin, 1978 

Degradación de 

Almidón 
Agar Almidón Reacción con yodo McFaddin, 1978 

Actividad 

Proteolítica 
Gelat ina 

Licuefacción de la 

gelatina 
McFaddin, 1978 

Actividad 

Lipolitica 
Agar Tween 80 Producción de un halo Slifkin, 2000 

Hidrólisis de la 

Urea  
Caldo Urea  

Producción de amonio  

Cambio de coloración por 

Indicador 

McFaddin, 1978 

Reducción del 

Nitratos 
Agar Nitratos 

La p roducción de una 

coloración roja al 

presentar un revelante 

McFaddin, 1978 

Mineralización de 

Fósforo Orgánico 

Agar Inositol 

Hexafosfato 
Crecimiento Peña, 2005 

Degradación de 

Celulosa 
Agar Celulosa (0,5%) Crecimiento Parkinson y col., 1971 

Degradación de 

Lignina 
Agar Lignina (0,5%) Crecimiento Parkinson y col., 1971 

Degradación de 

Quitina 

Agar ATS suplementado 

con Quitina al 0,1% 
Presencia de un halo Parkinson y col., 1971 

Degradación de 

Pectina 
Agar Pectina (0,5%) Crecimiento Antía, 1995 

Degradación de 

Petróleo 
Caldo Petróleo (1%) Crecimiento Peña, 2005;  

Degradación de 

Acetato   
Agar Acetato Crecimiento Corneo, 2001 

Actividad  

Hemolítica   
Agar Sangre 

Producción de un halo de 

lisis  
Youssef y col., 2004 

2.2. Análisis Funcional  

La caracterización funcional está definida por el número y tipo de fuentes de 

carbono utilizados por una muestra de la comunidad, para lo que se consideró el perfil 

fenotípico de las poblaciones aisladas previamente que fueron agrupadas en los 

denominados Grupos Funcionales (Garland y Mills, 1991; Zak y col., 1994; Malaver, 

1996; López, 2002; Bastardo, 2005; Zamora, 2008).  

Para comparar los aislados como grupos funcionales se creó una matriz de datos 

a partir de las pruebas bioquímicas antes mencionadas, donde las respuestas positivas 

(+) fueron transformadas en el número 1 y 0 cuando la respuesta era negativa (-), la 

matriz resultante es de S x τ, donde S corresponde al número de aislados y τ a las 

pruebas bioquímicas o funcionales (Antía, 1995; Ricotta, 2005; Härdle y Simar, 2007; 

Zamora, 2008).  



 29 

Con la matriz resultante se realizó un análisis multivariado de clúster y se 

empleó el programa PAST, Versión 2.02, con la técnica de agrupamiento del vecino 

más cercano a través de la distancia Euclidiana, lo que permitió separar los aislados 

según las distancias funcionales de las mismas (Ricotta, 2005; Härdle y Simar, 2007; 

Zamora, 2008). 

A partir del análisis del clúster se obtuvo un agrupamiento de las cepas 

bacterianas en función de las características fenotípicas antes descritas, representadas 

mediante una gráfica, lo cual permitió caracterizar a los grupos funcionales  (GF, 

número total de grupos formados) y a los grupos de identidad funcional (GIF, grupos 

funcionales que poseen las mismas características bioquímicas o cuya disimilitud es 

igual a cero), se obtuvo también la distancia máxima de agrupamiento (DMA, 

identificado por la disimilitud entre todos los grupos funcionales), así como el índice de 

diversidad funcional (IDF, relación entre el número total de grupos funcionales y el total 

de cepas) y el Índice de Importancia (Pi, relación entre el número de cepas dentro de un 

grupo de identidad funcional GIF y el total de cepas)  (Malaver, 1996; Zamora, 2006; 

Domínguez, 2008; León, 2008; Zamora, 2008).  

2.3. Caracterización de las Cepas con el Potencial de 

Interés Biotecnológico 
Para la selección final de las cepas bacterianas con el potencial de interés, se 

seleccionaron a los grupos funcionales con respuesta positiva a; la actividad hemolítica, 

debido a que es uno de los indicadores de producción de biosurfactante (Youssef y col., 

2004); el crecimiento en caldo petróleo, como indicador de su potencial de tolerancia y 

capacidad de usar fracciones del crudo como fuente de materia y energía (Peña, 2005);  

la degradación de acetato y la actividad lipolítica, por la capacidad de introducir y 

metabolizar el acetato y lípidos para producir biosurfactantes (Hommel y Ratledge, 

1993; Corneo, 2001); el crecimiento en lignina, debida a la estructura compleja y rica en 

grupos fenólicos que es análoga con un gran número de moléculas aromáticas toxicas 

(Malaver, 1996; Iyer y Mahadevan, 2002). 

Determinación de Producción de Biosurfactantes: Para evitar falsos positivos y 

falsos negativos, a los grupos funcionales preseleccionados se les discriminó la 

capacidad de producir biosurfactantes de la siguiente manera: 
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Según su capacidad de producir espuma: 

Debido a que la respuesta positiva de los aislados a las actividades bioquímicas antes 

mencionadas sólo indica que existe el potencial de producir compuestos tenso – activos 

y de degradar contaminantes, se profundizó el análisis y se seleccionaron aquellas cepas 

con el potencial de producir biosurfactantes dada la capacidad de formar espuma.  

a) Preparación de los inóculos : Los grupos funcionales fueron activados en 50 ml 

de caldo nutritivo (CN) previamente esterilizado por autoclave e incubadas a 

37°C durante 24 horas. Se tomó una alicuota de 2 ml y se mezcló en 18 ml de 

Medio Salino Mínimo con glucosa al 10% del volumen final como fuente de 

carbono. Las mismas fueron incubadas a temperatura ambiente con agitación por 

tres días. 

b) Clasificación de posibles productoras de biosurfactantes: Los grupos 

funcionales fueron discriminados según la capacidad de producir espuma en; (I) 

no productoras, (II) medianamente productoras y (III) productoras de espuma. 

Las fiolas con espuma (II y III) fueron centrifugadas a 3220 r. p. m. durante 30 

minutos, se guardó el sobrenadante y se le determinó la actividad emulsificante.  

Según su actividad emulsificante: 

Se discriminaron las cepas productoras de espumas según la formación de una emulsión 

estable en el tiempo, como un indicador del potencial tenso – activo del compuesto 

(Cooper y Goldenberg, 1987). Así diferenciar los grupos funcionales que resultaron 

falsos positivos, evaluar la capacidad de disminuir la tensión superficial, dada la 

formación y estabilidad de espuma en el tiempo con el kerosén, y fue utilizado como 

criterio de selección para los bioensayos de las cepas productoras de biosurfactantes. 

c) Actividad Emulsificante : La actividad emulsificante se determinó mediante el 

índice de emulsión (E24) al mezclar 4 ml del sobrenadante anterior con 6 ml de 

kerosén. Se consideró como respuesta positiva la formación de espuma estable 

entre las dos fases (orgánica con kerosene y acuosa con el sobrenadante) tras 2 

minutos de agitación en vortex, se consideró la estabilidad en el tiempo al repetir 

la evaluación a las 48 horas (Cooper y Goldenberg, 1987; Sulbaran y col., 2005; 

Chen y col., 2007; León, 2008).  
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Figura 12: Preparación de cepas con potencial de producir biosurfactantes y determinación de su 

actividad emulsificante.  

El índice de emulsión (E24) es la altura de la capa de emulsión (E), dividido por la 

altura total (T) y multiplicado por 100.  

 

Figura 13: Esquema del ensayo de actividad emulsificante, utilizando kerosene. Se destacan los 

parámetros para calcu lar el índice E24; la altura de la capa de emulsión (E) y la altura total (T). 

E24 = 
E 

x 100 
T 

Ecuación 1: El índice de emulsión (E24) 
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Potencial para Degradar Moléculas Modelo: A todas las cepas con el potencial 

de producir biosurfactantes se les evaluó el potencial de degradar moléculas modelo. Se 

utilizaron las siguientes moléculas Fenantreno, 9-Metil-Antraceno, Naftaleno, Pireno, 

Etil-Naftaleno, Diantreno, Naphthol, Pyrogallol y DBT, como única fuente de carbono 

sobre agar Bushnell-Haas con el protocolo de Kiyohara y col (1982): se utilizó la 

técnica de sublimación de los sustratos con la placa invertida para suministrar las 

moléculas, se incubó por dos semanas a 30ºC y se evaluó el resultado por la formación 

de un halo oscuro alrededor de las colonias.  

 

Bioensayos de producción de biosurfactantes: Se utilizó como criterio de 

selección la actividad emulsificante con un índice de emulsificación mayor al 40% y 

con un tiempo de duración mayor a las 48 horas, a estos grupos funcionales se les 

realizaron los bioensayos para evaluar la producción de biosurfactantes en YPG, 

PPGAS y otras fuentes de carbono, como glicerina y kerosene.  

 

Producción de biosurfactantes: Los aislados fueron cultivados por duplicado 

por cada tiempo en 100 ml de medio YPG (León, 2008), PPGAS (Zhang y Miller, 

1992) y en medio salino mineral SWF con glicerina y kerosene como fuentes de 

carbono (Deziel y col., 1996), a temperatura ambiente con agitación a 150 r. p. m. por 

siete días (Sulbaran y col., 2005; Chen y col., 2007; León, 2008). Se midió el índice de 

emulsión (E24) del sobrenadante a las 24 horas, a los 3 y a los 7 días (Rodrigues y col., 

2006; León, 2008). 

 

 

 

 

 

 



 33 

Tabla 3 : Medios utilizados en la producción de biosurfactantes . (Medio YPG según León (2008), medio 

PPGAS según Zhang y Miller (1992) y el medio SWF según Deziel y co l. (1996))  

YPG PPGAS SWF 

Extracto de levadura 1% NH4 Cl 0,02M CaCl2  0,01g/L 

Peptona 2% KCl 0,02M MgSO4·7H20 0,4g/L 

Glucosa 2% Tris-HCl 0,02M NaNO3 2g/L 

  Glucosa 0,5% Na2HPO4 0,9 g/L 

  
Proteosa – 

Peptona  
1% KH2PO4 0,7 g/L 

  MgSO4 0,0016M FeSO4·7H20 10mg/L 

    Solución II 2ml por litro 

    MnSO4·H20 1,5g/L 

    (NH4)6Mo7O24·4H2O 0,6g/L 

 

Evaluación de la producción y caracterización de biosurfactantes: Se determinó 

el tipo de biosurfactante según las características de los aislados bacterianos a aquellos 

aislados que cumplían el criterio de selección antes mencionado (E24 > 40%).  

Para el caso de los ramnolípidos, de Pseudomonas aeuroginosa, se realizaron 

diluciones y se determinó la concentración del compuesto por medio la determinación 

de ramnosa. También se determinó la tensión superficial y su concentración micelar 

crítica (CMC). 

a) Purificación del ramnolípido: El biosurfactante fue purificado según el método 

de Zhang y Miller (1992) modificado; la limpieza de células y recuperación del 

sobrenadante fue por centrifugación a 3220 r. p. m. Los sobrenadantes fueron 

acidificados con HCL hasta obtener un pH igual a 2. Los biosurfactantes fueron 

extraídos con un volumen de una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v), dos 

veces y recuperando la fase orgánica. Los extractos orgánicos fueron evaporados 

y resuspendidos en 6 ml de bicarbonato a 0,05 M. 
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Figura 14: Esquema de purificación de biosurfactantes, a partir del medio de cultivo hasta el compuesto 

puro. 

b) Determinación de Ramnosa: Se utilizó el método con orcinol de Deziel y 

colaboradores (1996) para determinar la concentración de ramnosa y la 

concentración del ramnolípido, expresada como equivalentes de ramnosa, por 

medio de una curva de regresión de ramnosa.  

 Se hicieron diluciones sucesivas con factor de dilución de ½. Se 

consideró desde la muestra pura hasta la dilución 1/1024. El volumen 

total fue de 6 ml, para poder utilizar 3 ml en las mediciones siguientes.  

 Por cada punto de la curva y de las diluciones se tomaron 0,2 ml, los 

cuales fueron tratados con 100 mg de orcinol y 1,8 ml de ácido sulfúrico 

al 53%, formando una mezcla amarilla con un volumen final de 2 ml. 

Esta mezcla que fue hervida por 20 minutos en campana y se dejó enfriar 

a temperatura ambiente. Se determinó la densidad óptica a los λ=421 nm. 

La regresión resultó con un R2 de 0,97 y la ecuación resultó la siguiente: 



 35 

D.O. = 0,0136 [R] + 0,0922, donde [R] es la concentración de ramnosa y 

D.O. es la densidad óptica obtenida. 

 

Figura 15: Curva de regresión de ramnosa. Ecuación para la regresión de DO a concentración de ramnosa 

en mg/l, para determinar la concentración de ramnolíp idos por la concentración de equivalentes en 

ramnosa. 

 

c) Determinación de la Tensión Superficial: Se determinó la tensión superficial de 

cada dilución de la muestra del biosurfactante por medio del método de la gota 

colgante (Camejo, 2005), utilizando el Tensiómetro de gota del laboratorio de 

Espectroscopia Láser de la escuela de química de la UCV. Se utilizaron las 

mismas muestras en la determinación de ramnolípidos vista como ramnosa 

equivalente, desde la muestra pura hasta la dilución 1/1024 y se realizó una 

curva de Tensión Superficial vs concentración de ramnosa.  

 

Determinación de la toxicidad de los biosurfactantes: Se determinó el efecto de 

los biosurfactantes en la biota a diferentes concentraciones utilizando el ensayo de 

Sobrero y Ronco (2004). Como indicador de germinación y desarrollo se utilizaron 

semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) acorde el manual EPA OPPTS 850.4200 

(USEPA, 1996). 

Las pruebas de fitotoxicidad fueron realizadas por triplicado con el sobrenadante 

libre de células, la toxicidad fue medida en términos de la inhibición de la germinación 

y de la elongación del hipocotilo y de la radícula de la raíz de semillas de tomate, de la 
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variedad Rio Grande (E.E.U.U.), provenientes del Semillero Nacional, con una 

viabilidad del 99%. 

Para la determinación de la toxicidad se evaluó el desarrollo y germinación de 

20 semillas de tomate en cada capsula de Petri; las mismas fueron colocadas sobre papel 

de filtro como se ejemplifica en la figura 16, empapadas con la dilución de la muestra a 

evaluar y recubiertas con otro papel de filtro humedecido con agua para conservar la 

humedad; el papel de filtro fue empapado con 4 ml de la muestra y 5 ml en las muestras 

con 1% v/v y 3% v/v por efecto de cálculo; las diluciones evaluadas fueron al 1%, 3%, 

10%, 30%, 50% y 100% v/v del sobrenadante y el control formado por agua, los 

volúmenes considerados se expresan en la tabla 4.  

 

Figura 16: Esquema de distribución de las semillas sobre el papel de filt ro dentro de la capsula de Petri 

(Imagen de Sobrero y Ronco (2004)). 

Tabla 4: Tabla de volúmenes para las diluciones evaluadas.  

Dilución 

(%  v/v) 

Sobrenadante  

(ml) 

Agua 

(ml) 

Volumen final  

(ml) 

0%  (Control) 0 ml 4 ml 4 ml 

1%  v/v 0,05 ml 4,95 ml 5 ml 

3%  v/v 0,15 ml 4,85 ml 5 ml 

10%  v/v 0,4 ml 3,6 ml 4 ml 

30%  v/v 1,2 ml 2,8 ml 4 ml 

50%  v/v 2 ml 2 ml 4 ml 

100%  v/v 4 ml 0 ml 4 ml 
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A partir del desarrollo de las semillas se determinó el efecto de toxicidad 

mediante el Porcentaje relativo de Germinación de Semilla (% RSG), el Porcentaje 

Relativo del Crecimiento de la raíz (% RRG) y el Porcentaje del Índice de Germinación 

(% IG) (Courtney y Mullen, 2009), así como el Índice de Toxicidad (IT) (Pernía y col 

2010), con las siguientes ecuaciones: 

       
                                             

                              
 

Ecuación 2: Porcentaje relativo de Germinación de Semilla (RSG) 

       
                                                              

                                              
 

Ecuación 3 Porcentaje Relativo del Crecimiento de la raíz (RRG)  

     
         

   
 

Ecuación 4: Porcentaje del Índice de Germinación (IG) 
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Donde:  

SM: Número de  semillas  germinadas de la muestra.  

SC: Número de semillas germinadas del control 

lRM: Longitud de la radícula de la muestra 

lRC: Longitud de la radícula control 

lHM: Longitud del hipocotilo de la muestra 

lHC: Longitud del hipocotilo control 

Ecuación 5: Índice de Toxicidad 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. La abundancia de la comunidad bacteriana 
En la tabla 5 se observa que la mayor abundancia fue del orden de 1014 UFC/g 

de suelo y se registró en la zona con vegetación (B9V), seguido de una abundancia 

intermedia del orden de 1011 UFC/g de suelo en la zona de descarga B9I y finalmente la 

menor densidad bacteriana se determinó en la zona B9D con valores del orden de 109 

UFC/g de suelo. Valores de abundancia del orden de 1010 UFC/g se encuentran cuando 

la comunidad bacteriana está asociada a raíces de plantas (Hallmann y Berg, 2006), sin 

embargo estos valores son superiores a los esperados en suelo (≈109 UFC/gr) (Atlas y 

Bartha, 2002, Casanova, 2005). 

Salas (2010) realizó la caracterización de la comunidad bacteriana y fúngica en 

tres zonas sin derrame circundantes a la fosa Bare 9 y reporta abundancias que 

corresponden con estos valores de altas densidades. Estas elevadas abundancias pueden 

ser atribuidas al incremento de la carga en materia orgánica por los hidrocarburos, la 

cual favorece a las poblaciones con capacidad de degradar los hidrocarburos  y de 

tolerar las condiciones de toxicidad (Tezuka, 1969; Horowitz y Atlas, 1977; Song y 

Bartha, 1990; Atlas y Bartha, 2002).  

Tabla 5: Densidad Bacteriana de las zonas de descarga B9I y B9D y de la zona con vegetación B9V.  

 

2. Caracterización macro y micromorfológica de la 

comunidad. 
Para la caracterización de la comunidad se seleccionaron aleatoriamente 25 de 

colonias por cada zona, según propiedades como el color, configuración, borde, 

elevación y tamaño de las colonias y se verificó que el cultivo estuviera puro a través de 

la caracterización micromorfológica, al observar la forma celular y el tipo de pared 

celular de las cepas aisladas. Los resultados están expresados en la tabla 6a para la zona 

B9I, 6b para la zona B9D y 6c para la zona B9V. 

En las tres zonas evaluadas predominaron colonias con el morfotipo de color 

blanco, la zona B9D presentó la mayor variedad de morfotipos, seguido de la zona B9V 
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y la menor variedad de morfotipos la presentó la zona B9I. Se espera que la diversidad 

de morfotipos corresponda a la diversidad bacteriana.  

Tabla 6a: Morfotipos de las colonias aisladas en la zona B9I: 

 

Tabla 6b: Morfotipos de las colonias aisladas en la zona B9D:  
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Tabla 6c: Morfot ipos de las colonias aisladas en la zona B9V: 

 

 

La caracterización micromorfológica (figura 16) mostró que la forma celular 

predominante fueron los bastones Gram positivos, con valores de 50% en la zona B9I, 

de 74% en B9D y 62% en B9V, seguido de los bastones Gram negativos, con un 

porcentaje de 15% en las zonas B9I y B9V y de 18% en la zona B9D. La mayor 

diversidad de formas celulares se presentó en la zona de descarga B9I, donde se 

observaron tanto cocobastones positivos como negativos y en menor proporción cocos 

positivos, seguido en diversidad de formas celulares por la zona con vegetación (B9V), 

donde se observaron cocos positivos y negativos y cocobastones positivos. Asimismo 

en la zona de descarga B9I se encontró un consorcio bacteriano formado por formas 

celulares tipo coco junto con cocobastones ambas Gram positivas, en la zona B9D se 

encontraron tres consorcios bacterianos, dos formados por bastones Gram negativos 

junto con Gram positivos y un tercero formado por bastones Gram positivos y 

cocobastones Gram negativos, por ultimo la zona con vegetación (B9V) se incluye sólo 

un consorcio, de bastones Gram negativos y Gram positivos.  
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Figura 17: Gráficos de Porcentaje (%) de cepas según tipo celular en la Zona de Descarga y la Zona con 

Vegetación de la Fosa, (a) Zona de descarga B9I, se incluye un consorcio, (b) Zona de descarga B9D, 

se incluye tres consorcios (c) Zona identificada como B9V, se incluye un consorcio. 

 

Los resultados muestran que en las tres comunidades predominan los bastones 

Gram positivos (Figura 17), lo cual coincide con lo reportado por Salas (2010) para esta 

misma zona adyacente a la fosa Bare 9. Sin embargo, diferentes estudios reportan que 

en suelos de sabana y en suelos impactados por hidrocarburos predominan los bastones 

Gram negativos, debido a la característica de la membrana externa que recubre a este 

tipo de forma celular, la cual actúa como tamiz y es de baja permeabilidad a moléculas 

hidrófobas (Sikkema y col., 1995; Atlas y Bartha, 2002; Casanova 2005; Peña, 2005; 

León, 2008; Domínguez, 2008).  

Las diversidad de formas celulares entre los distintos sitios puede deberse a las 

diferencias al uso y condición que afectan cada zona como la vegetación en la zona 

B9V, el acceso a la carretera y el consiguiente  mayor volumen de descarga por la zona 

B9D que en la zona B9I mas el hecho de que la zona con vegetación estaba próxima con 

la zona B9I. 

El predominio de bastones Gram positivos puede ser atribuido a diversos 

factores tales como el período de la toma de muestras que correspondió al mes de 

agosto, época de lluvia en esa región, más la carga de materia orgánica aportada por los 

hidrocarburos y a la presión selectiva de estos, se favorecieron las poblaciones de 
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bacterias con predominio de bastones Gram positivos capaces de ser tolerantes a estas 

condiciones y con la habilidad de metabolizar sustratos que no son utilizados por 

miembros de la comunidad microbiana en suelos no impactados (Zogg y col., 1997; 

Zelles y col., 1995; Zelles, 1999; Atlas y Bartha, 2002; Zamora, 2006).  

3. Caracterización Bioquímica de la Comunidad 

Bacteriana. 

Entre los efectos que generan la problemática de los desechos de las fosas y ante 

las nuevas condiciones de materia orgánica y compuestos tóxicos, está la de reducir la 

diversidad de la comunidad microbiana del suelo y en particular se destaca la 

comunidad bacteriana (Alexander, 1980; Rosenberg y Ron, 1995; Rivera-Cruz y col., 

2002; Bundy y col., 2002). Esta es una de las principales responsables en el reciclado de 

minerales y en la biodegradación de la materia orgánica e inorgánica y los 

contaminantes que son depositados en el suelo (Alexander, 1980; Leahy y Colwell, 

1990; Crawford, 1995; Atlas y Bartha, 2002).  

En este sentido los aislados bacterianos se sometieron a diferentes pruebas 

bioquímicas para evaluar la capacidad y diversidad metabólica de los diferentes aislados 

frente a diferentes sustratos. La respuesta de la comunidad se expresó como porcentaje 

respecto al total de aislados en cada zona y se clasificó como baja (0% - 20%), media 

(20% - 50%) o alta (50% - 100%) (Domínguez, 2008). Los resultados están 

representados en la figura 18.  
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Figura 18: Caracterización Bioquímica de las tres comunidades (a): Porcentaje (% ) de la comunidad 

bacteriana de la Zona de Descarga B9I. (b): Porcentaje (% ) de la comunidad bacteriana de la Zona 

de Descarga B9D. (c): Porcentaje (% ) de la comunidad bacteriana de la Zona de Descarga B9V.  

 

En la Figura 18, se destaca en las tres comunidades el metabolismo de azúcares  

simples, como glucosa, con valores superiores al 80%, mientras que la lactosa alcanzó 

valores menores al 20%. 

En cuanto al uso de complejos nitrogenados como nitratos, urea y proteínas, las 

tres comunidades fueron coincidentes con porcentajes superiores al 80% en cada zona. 
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Lo que implica una participación activa por parte de la comunidad bacteriana en los 

procesos de mineralización y fijación del nitrógeno. Actividades que son de importancia 

en la comunidad debido a que permiten principalmente la asimilación del nitrógeno y 

posterior uso en la formación de compuestos nitrogenados como proteínas, bases 

nitrogenadas y otros componentes celulares (Madigan y col., 2003; Paul, 2007). 

La capacidad de mineralizar sustratos como el fósforo orgánico presentó valores 

superiores al 40% sobresaliendo en las comunidades de la zona B9I y B9V. 

De acuerdo a la actividad bioquímica sobre sustratos complejos, las zona B9V y 

la zona B9D coinciden en la carencia de respuestas sobre compuestos como la lignina 

(0%), la quitina (0%) y la pectina (0%) y una baja actividad sobre la celulosa con 13% 

en la zona B9D y 4% en la zona B9V. Esto diferencia a la zona B9I con una respuesta 

intermedia en la lignina (22%), la celulosa (22%) y baja en la quitina (4%) y la pectina 

(0%).  

Las pruebas de crecimiento en caldo petróleo, en acetato y la actividad 

hemolítica así como de la capacidad de degradar lípidos fueron consideradas para la 

selección de las bacterias de interés. Se destaca la zona B9I con una actividad 

intermedia sobre el petróleo de 31% mas un 23% en actividad hemolítica y actividad 

lipolítica con 18%. Le sigue la zona B9D con una actividad media sobre el petróleo con 

27% y 36% en actividad hemolítica y baja actividad lipolítica (13%). La zona con 

vegetación (B9V) sólo presentó una actividad intermedia en la actividad hemolítica con 

27% y baja sobre los lípidos (18%) y petróleo (4%). 

Los resultados en la respuesta bioquímica de la comunidad revelan el potencial 

de la comunidad bacteriana de degradar materia orgánica en diferentes niveles de 

complejidad y donde sobresale la participación de la misma en la mineralización y 

fijación del nitrógeno.  

Resalta la capacidad de reducción de nitratos con un 90% en la comunidad B9D 

y 100% en las comunidades B9I y B9V. Esta facultad le permite a las bacterias utilizar 

al nitratos en condiciones anaeróbicas como un aceptor de electrones alternativo al 

oxigeno (Madigan y col., 2003; Paul, 2007). Por esta misma razón, las bacterias con 

potencial biotecnológico que tengan esta condición son de mayor interés, debido a que 

pueden ser cultivadas en condiciones anaeróbicas al suministrar el nitrato necesario, lo 

que ahorra el costo y equipamiento en bombeo y oxigenación en reactores biológicos 
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(Madigan y col., 2003). Asimismo, Guerra-Santos y col. (1984) y Desai y Banat (1997) 

reportan que la producción de biosurfactantes tipo ramnolípido por parte de 

Pseudomonas aeuroginosa es superior cuando se utiliza nitratos como fuente de 

nitrógeno que cuando se utiliza amonio.  

Se observa igualmente que en las comunidades de las zonas de descarga (B9I y 

B9D) es donde se encuentra casi exclusivamente la actividad y tolerancia sobre el 

crudo. Por otra parte los resultados de pruebas como el uso del acetato como fuente de 

carbono y la actividad hemolítica fueron más equitativas en las comunidades 

bacterianas de las tres zonas estudiadas. 

Resalta que en las tres comunidades se observó muy poca coincidencia en los 

aislados con respuesta en crecimiento en caldo petróleo con la actividad lipolítica o el 

crecimiento en lignina, que por la similitud de estos sustratos con fracciones del crudo 

se han encontrado una fuerte relación entre la capacidad de degradar hidrocarburos y la 

actividad bioquímica sobre los lípidos, dada la fracción de saturados (Hommel y 

Ratledge, 1993; Margesin, 2005), y con la lignina, debida a la estructura compleja y rica 

en grupos fenólicos que es análoga con un gran número de moléculas aromáticas toxicas 

(Malaver, 1996; Iyer y Mahadevan, 2002), 

La ausencia de respuesta en la degradación de sustratos complejos sugiere que la 

misma sería realizada por la participación complementaria del resto de la comunidad 

microbiana donde se incluiría a la comunidad fúngica y a la de los actinomicetos 

(Alexander, 1980).  

Otro factor a considerar es que los resultados no incluyen la comunidad 

bacteriana no cultivable, que debido a las limitaciones de las técnicas convencionales la 

mayor parte de microorganismos del suelo no pueden ser caracterizados y esto podría 

subestimar el potencial de la comunidad (Zelles, 1999; Torsvik y Ovreas, 2002; 

Escalante-Lozada y col., 2004). 

La comunidad bacteriana de la zona B9I se destaca como la más diversa debido 

a que es la que expresa un mayor abanico de respuestas bioquímicas, mientras que las 

comunidades B9D y B9V presentan un menor potencial bioquímico y se destacan por 

coincidir en la carencia de respuesta ante algunos sustratos.  
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4. Análisis Funcional 
Los resultados de las pruebas bioquímicas fueron transformadas a una matriz de 

datos según las respuestas (positivas y negativas como 1 y 0 respectivamente), para 

agrupar y comparar los aislados según las características funcionales mediante el 

análisis de clúster.  

El dendograma resultante permite agrupar la comunidad según la disimilitud de 

su perfil fisiológico, con el beneficio de observar la complejidad de la comunidad por la 

distancia máxima de agrupamiento (DMA), visto como el grado de diferencia entre los 

aislados. De igual manera el dendograma permite ubicar los grupos funcionales (GF), 

los cuales reflejan al conjunto de organismos que muestran una respuesta similar en la 

utilización de recursos. Estos grupos podrían estar formados por un solo aislado o por 

varios y en este caso conformarían los grupos de identidad funcional (GIF), que se 

caracterizan por estar reunidos por su grado de diferencia igual a cero (0) y cumplir las 

mismas funciones en la comunidad. La formación de GIF refleja la redundancia de 

funciones entre diferentes microorganismos y plantea la homogeneidad de la 

comunidad.  

El análisis permite asignarle un peso o valor de importancia (Pi) a cada uno de 

los grupos funcionales que se conforman, se calcula por el cociente entre el número de 

aislados que conforman el GIF entre el número total de aislados.  

A su vez, la división del número de grupos funcionales entre el número total de 

aislados permite calcular el índice de diversidad funcional (IDF), que evidencia cuan 

diversa es la comunidad basado en el perfil fisiológico. 

Clúster de la zona B9I: Del dendograma de la comunidad B9I (Figura 19) se 

toma la siguiente información; un número total de 22 aislados, la formación de 19 

grupos funcionales y 2 grupos de identidad funcional (GIF), conformados por tres 

aislados (GIF1) y dos aislados (GIF2), cuyas características se reflejan en la tabla 7.  

a) La Distancia Máxima de Agrupamiento (DMA) donde convergen todos 

los aislados es 2.  

b) El grupo funcional más disímil correspondió al aislado B9I21 y se 

caracteriza por ser diferente por ser la única cepa de la comunidad 

degradadora de petróleo con actividad lipolítica además de no poseer 

proteolítica. 
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c) Los grupos funcionales más parecidos convergen en el nodo I y II que 

están separados por el grupo funcional B9I9, se reúnen a la distancia de 

1. 

d) A su vez los nodos I y II convergen a la distancia de 1,4 junto con otros 

cinco grupos funcionales para formar el nodo III. A esta misma distancia 

se agrupan los nodos IV y V, los cuales poseen 2 GF cada uno.  

e) Por último, el nodo III se reúne con el nodo IV a la distancia 1,7 y a su 

vez se reúnen con los demás grupos funcionales a la DMA. Las 

características bioquímicas de los grupos funcionales que conforman 

cada nodo se resumen en la tabla 8. 

 

Figura 19: Clúster de la comunidad B9I. Con una DMA de 2 con diecinueve grupos funcionales y dos 

grupos de identidad funcional (GIF) 

 

Tabla 7: Características de los Grupos de Identidad Funcional (GIF) de la comunidad B9I, su Índice de 

Importancia (Pi) y Características de los aislados de cada GIF  

GIF 

# 
Cepas 

Índice de 

Importancia 

(Pi) 

Características 

1 B9I4, B9I17, B9I19 0,136 NO2+, GEL+, α -ALM+, UREA+ 

2 B9I16, B9I20 0,09 Po+, NO2+,GEL+, ACETATO+, UREA+ 
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Tabla 8 : Características Bioquímicas de los grupos funcionales que convergen en los diversos nodos del 

Clúster de la comunidad B9I. Distancia de agrupamiento (DA) y características bioquímicas  

Nodo DA Características 
I 1 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+,  

II 1 NO2+, GEL+, a Amilasa+, UREA+, GLC+,  

III 1,4 NO2+, ACETATO+, GLC+,  

IV 1,4 CEL+, Po+, NO2+, ACETATO+, B Amilasa+, UREA+, GLC+, LAC+, PETROLEO+,  

V 1,4 LIG+, CEL+, Po+. LIPIDOS+, NO2+, GEL+, UREA+, GLC+, 

VI 2 LIG+, CEL+, Po+, LIP+, NO2+, GEL+, UREA+, GLC+, LAC+, GAS+  

 

Se repitió el mismo análisis para las demás comunidades, cada uno reflejó lo 

siguiente: 

Clúster de la zona B9D: Reflejado en la figura 20, con un total de 22 aislados. 

a) Se formaron 17 grupos funcionales con 4 grupos de identidad funcional 

(GIF), el índice de importancia es de  0,045 y 0,068, las características 

bioquímicas de los aislados de estos GIF se resumen en la tabla 9. 

b) La Distancia Máxima de Agrupamiento es 1,75. 

c) Se identificaron 3 nodos principales que son caracterizados en la tabla 

10. 

 

Figura 20: Clúster de la comunidad B9D. Con una DMA de 1,75 con diecisiete grupos funcionales y 

cuatro grupos de identidad funcional (GIF).  
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Tabla 9 : Características de los Grupos de Identidad Funcional (GIF) de la comunidad B9D, su Índice de 

Importancia (Pi) y Características de los aislados de cada GIF  

GIF 

# 
Cepas 

Índice de 

Importancia 

(Pi) 

Características 

1 B9D2, B9D3, B9D9 0,068 Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

2 B9D6 , B9D21 0,068 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

3 B9D10, B9D18 0,045 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

4 B9D20, B9D25  0,045 LIPIDOS+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

 

 

 

Tabla 10: Características Bioquímicas de los grupos funcionales que convergen en los diversos nodos del 

Clúster de la comunidad B9D. Distancia de agrupamiento (DA) y características bioquímicas  

Nodo DA Características 

I 1 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+, GAS+ 

II 1,4 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+ 

III 1,4 CEL+, Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GAS+ 

IV 1,75 GEL+, ACETATO+, GLC+, PETROLEO+ 

Clúster de la zona B9V: Reflejado en la figura 21, con un total de 22 aislados  

a) Se formaron 19 grupos funcionales con 3 grupos de identidad funcional 

(GIF) con un índice de importancia de 0,045 cada uno.  

b) La Distancia Máxima de Agrupamiento es 1,75. 

c) Se identificaron 5 nodos principales. Las características bioquímicas de 

los aislados de cada nodo se reflejan en la tabla 12. 

 

Figura 21: Clúster de la comunidad B9V. Con una DMA de 1,75 con diecinueve grupos funcionales y 

tres grupos de identidad funcional (GIF) 
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Tabla 11 Características de los Grupos de Identidad Funcional (GIF) de la comunidad B9V, su Índice de 

Importancia (Pi) y Características de los aislados de cada GIF  

GIF 

# 
Cepas 

Índice de 

Importancia 

(Pi) 

Características 

1 B9V5, B9V7 0,045 NO2+, GEL+, ACETATO+, α-ALM+, UREA+ 

2 B9V8, B9V11 0,045 NO2+, ACETATO+, UREA+ 

3 B9V9, B9V17 0,045 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

 

 

Tabla 12: Características Bioquímicas de los grupos funcionales que convergen en los  diversos nodos del 

Clúster de la comunidad B9V. Distancia de agrupamiento (DA) y características bioquímicas  

Nodo DA Características 
I 1 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+ 

II 1 Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+, GAS+,  

III 1 Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+, LAC+, 

IV 1,4 NO2+, GEL+, ACETATO+,  UREA+, GLC+ 

V 1,75 Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, B Amilasa+ 

 

Comparación de las Comunidades Bacterianas de las Zonas de Estudio.  

Con criterio de estar impactados por derrame petrolero se reunieron las 

comunidades B9I y B9D antes de considerar las tres comunidades juntas. Cuando se 

aplicó el método considerando sólo a B9I y B9D se obtuvo el dendograma de la figura 

22 donde se observa lo siguiente:  

Clúster de la zona de descarga (B9I y B9D): Se consideraron los 44 aislados de 

ambas zonas.  

a) Se formaron 35 grupos funcionales con seis grupos de identidad 

funcional (GIF), los índices de importancia son de 0,045 y 0,068, las 

características bioquímicas de los aislados de estos GIF se resumen en la 

tabla 13. 

b)  La Distancia Máxima de Agrupamiento es 1,75. 

c) Se identificaron 5 nodos principales, las características de los aislados 

que están incluidos en estos nodos se resumen en la tabla 14. 
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Figura 22: Clúster de la comunidad B9I y B9D en conjunto. Con una DMA de 1,75 con treinta cinco (35) 

grupos funcionales y seis grupos de identidad funcional (GIF)  

Tabla 13: Características de los Grupos de Identidad Funcional (GIF) de la comunidad (B9I y B9D). 

Índice de Importancia (Pi) de los GIF y Características de cada GIF. 

GIF 

# 
Cepas 

Índice de 

Importancia 

(Pi) 

Características 

1 B9I4, B9I17, B9I19 0,068 NO2+, GEL+, α -ALM+, UREA+ 

2 B9D2, B9D3, B9D9 0,068 Po+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

3 
B9I18 

B9D6 , B9D21 
0,068 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

4 B9I16, B9I20 0,045 Po+, NO2+,GEL+, ACETATO+, UREA+ 

5 B9D20, B9D25  0,045 LIPIDOS+, NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

6 B9D10, B9D18 0,045 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+ 

 

 

Tabla 14: Características Bioquímicas de los grupos funcionales que convergen en los diversos nodos del 

Clúster de la comunidad (B9I y B9D). Distancia de agrupamiento (DA) y características bioquímicas . 

Nodo DA Características 
I 1 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+ 

II 1,4 LIG+, CEL+, Po+, Lípidos, NO2+, GEL+, UREA+, GLC+ 

III 1,4 NO2+, GEL+, ACETATO+, UREA+, GLC+ 

IV 1,4 CEL+, Po+, NO2+, ACETATO+, B Amilasa+, UREA+, GLC+, LAC+, PETROLEO+  

V 1,75 GEL+, ACETATO+, GLC+ 
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Al reunir las dos comunidades disminuye el grado de disimilitud con respecto al 

análisis de las comunidades individuales. Se destacan los aislados B9I21 y B9D17 por 

ser los más disimiles en la comunidad, B9I21 en ser uno de los dos aislados en su 

comunidad con actividad no proteolítica y la única capaz de crecer en caldo petróleo 

con actividad lipolítica, mientras que B9D17 se diferencia por ser de las pocas 

degradadoras de petróleo, con actividad lipolítica y sin capacidad de reducir nitratos a 

nitritos.  

En vista de las actividades de descarga en el borde de la fosa y a la poca 

distancia entre las dos zonas evaluadas, se asumió que la comunidad B9D y B9I sean 

similares. Sin embargo, como se observa en la figura 22, son comunidades diferentes 

que no coinciden y mantienen sus funciones separadas, aunque el número de grupos 

funcionales con menor grado de disimilitud que se reúnen a la distancia de 1 pasan de 

20 (9 por la comunidad B9I y 11 por la comunidad B9D) a presentar 23 en el nodo I.  

Además, el GIF3 reúne aislados de las dos comunidades por su capacidad de reducir 

nitratos a nitritos, su capacidad proteolítica y ureásica, además de ser capaces de utilizar 

el acetato como fuente de carbono. Esto indica que el grado de disimilitud, al considerar 

las dos comunidades juntas, es menor que por separado aunque se mantienen las 

funciones separadas. 

A pesar de estar bajo las mismas condiciones y ser sometidas al mismo estrés y 

contaminante, las características de crecimiento en petróleo, acetato y la producción de 

hemolisis no resaltó para unir a las dos comunidades. 

Se realizó un análisis de agrupamiento considerando a las tres zonas como una 

sola comunidad, se obtuvo el dendograma de la figura 23, encontrando equivalencias 

funcionales entre cepas aisladas de las d iferentes zonas así como las siguientes 

observaciones y coincidencias:  

Clúster de la zona de descarga (B9I y B9D) con la zona con vegetación: Con los 

66 aislados. 

a) Se formaron 49 grupos funcionales con nueve grupos de identidad 

funcional (GIF), las características bioquímicas de los aislados de los 

GIF se encuentran en la tabla 15. Los valores del índice de importancia 

van desde 0,03 hasta 0,075. 

b) La Distancia Máxima de Agrupamiento es 1,75. 
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c) Se reconocieron 4 nodos principales. Las características bioquímicas de 

los aislados en estos nodos se presentan en la tabla 16. 

 

 

Tabla 15: Características de los Grupos de Identidad Funcional al agrupar las tres comunidades  

GIF 

# 
Cepas 

Índice de 

Importancia 

(Pi) 

Características 

1 
B9D14 

B9V6 
0,03 

Po+, NO2+, PROT+, ACETATO+,  α -ALM+, 

UREA+ 

2 
B9D2, B9D3, B9D9 

B9V3, 
0,06 Po+, NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+ 

3 
B9D20, B9D25  

B9V4 
0,045 LIPIDOS+, NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+ 

4 B9D10, B9D18 0,03 NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+ 

5 B9V5, B9V7 0,03 NO2+, PROT+, ACETATO+, α-ALM+, UREA+ 

6 B9I16, B9I20 0,03 Po+, NO2+,PROT+, ACETATO+, UREA+ 

7 B9V8, B9V11 0,03 NO2+, ACETATO+, UREA+ 

8 

B9I18 

B9D6 , B9D21 

B9V9, B9V17 

0,075 NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+ 

9 
B9I4, B9I17, B9I19 

B9V18 
0,06 NO2+, PROT+, α -ALM+, UREA+ 

 

Tabla 16: Características de los nodos que agrupan los grupos funcionales al reunir las tres comunidades. 

Distancia de agrupamiento (DA) y características bioquímicas en común . Las características en los nodos 

III y IV están presentes en todas las cepas que agrupan y características en los nodos I y II están presentes 

son las principales de todas las cepas que agrupan 

Nodo DA Características 

I 1 NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+, GLC+   

II 1,4 CEL+, Po+, NO2+, PROT+, ACETATO+, UREA+, GLC+ 

III 1,4 LIG+, CEL+, Po+, Lip+, NO2+, PROT+, UREA+, GLC+ 

IV 1,75 PROT+, ACETATO+, GLC+ 
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Figura 23: Análisis de Clúster. Dendograma comparando las tres comunidades. 
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Según reportan estudios, las comunidades bacterianas están sujetas a los cambios 

físicos y químicos en el ambiente, entre los que se encuentran los producidos por la 

contaminación por hidrocarburos. Estos disminuyen la diversidad de la comunidad 

bacteriana, al favorecer aquellos grupos bacterianos capaces de tolerar las nue vas 

condiciones ambientales (Alexander, 1980; Antía, 1995; Rosenberg y Ron, 1995; 

López, 2002; Rivera-Cruz y col., 2002; Bundy y col., 2002, Casanova, 2005; Peña, 

2005, Bozo y col., 2007). Por las características y cambios físico – químicos en cada 

zona se asumió que la comunidad B9I y la de B9D se agruparían por separado de la 

comunidad B9V, sin embargo el grado de disimilitud no fue tal y se agruparon en el 

nodo I aislados de las tres zonas, lo que indica que las funciones de las tres 

comunidades son similares. En este nodo se agrupan entre el 86% de los aislados de la 

comunidad B9D y B9V y el 68% de los aislados de la comunidad B9I; esta última se 

destaca por tener mayor diversidad de funciones y distribuir el restante 34% de los 

aislados de la comunidad en los nodos de mayor distancia de amalgamiento, entre 1,4 y 

1,75. 

Se destacan cinco GIF (GIF1, GIF2, GIF3, GIF8 y GIF9) que reúnen aislados de 

la comunidad B9V con aislados de las zonas impactadas (B9I y/o B9D). En particular 

destaca el GIF8, que reúne a las tres comunidades y se caracterizó por presentar 

respuesta positiva ante la urea, actividad proteolítica, capacidad de reducir nitratos a 

nitritos y uso del acetato como fuente de carbono.  

A partir de los análisis de clúster antes descritos se obtuvieron el número de 

grupos funcionales, la distancia máxima de agrupamiento y el índice de diversidad 

funcional, estos valores están resumidos en la tabla 17. 

Tabla 17: Resumen de la información derivada de los análisis de de clúster de las comunidades de las 

zonas aisladas y consideradas en conjunto. # de Cepas ; Número de cepas o aislados evaluados. # GIF;  

Número de Grupos de Identidad Funcional. DMA; Distancia Máxima de Agrupamiento. IDF; Índice de 

Diversidad Funcional.  
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La tabla 17 resume aspectos derivados de los diferentes dendogramas de 

importancia para el análisis funcional de las comunidades bacterianas. Destacan la 

comunidad B9I por presentar la mayor DMA y el mayor IDF con el menor número de 

GIF, le sigue la comunidad B9V con el mismo valor de IDF y mayor número de GIF, 

seguida de la comunidad B9D con el menor IDF y mayor número de GIF en las 

comunidades aisladas. Por último, al reunir las tres comunidades, se tiene el menor IDF 

y el mayor número de GIF. 

Las comunidades vistas de forma separada parecen muy distintas entre sí, sin 

embargo al ser agrupadas, el grado de disimilitud es menor, presentando aislados de 

diferentes comunidades y bajo condiciones diferentes agrupadas juntas en el mismo 

nodo y conformando GIF. 

Los GIF indican la redundancia de funciones en la comunidad, tales como la 

capacidad de reducir nitratos a nitritos, actividad proteolítica, capacidad de degradar 

urea y utilizar como única fuente de carbono al acetato. También garantizan el 

funcionamiento del sistema dado que implica la degradación y mineralización de 

compuestos del nitrógeno en la comunidad, permitiendo su uso para la producción de 

compuestos nitrogenados como proteínas y ácidos nucleícos, así mismo la reducción de 

nitratos a nitritos actúa como aceptor de electrones en condiciones anaeróbicas y el uso 

del acetato como única fuente de carbono permite la entrada de carbono en el 

metabolismo de los organismos por diferentes rutas como el Ciclo de Krebs, el ciclo del 

Glioxilato principalmente (McFaddin, 1978; Alexander, 1980; Madigan y col., 2003). 

Como reporta Antía (1995), esta redundancia funcional le confiere a la 

comunidad una estabilidad sobre estas funciones al mantener grupos bacterianos con la 

capacidad de tolerar cambios en el ambiente y seguir con la degradación de la materia 

orgánica, además garantiza un sistema degradador basado en la principal fuente de 

carbono que puede actuar sobre otro sustrato. 

5. Selección de los grupos funcionales con potencial de 

producción de Biosurfactantes 
Los biosurfactantes son compuestos anfipáticos tenso – activos con capacidad 

dispersante de moléculas hidrófobas, altamente utilizadas en la biorremediación. La 

capacidad de producción por parte de las bacterias de la comunidad le confiere un 

potencial biotecnológico, por esta razón este trabajo realizó la selección de grupos 
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funcionales con este potencial. Se utilizó como criterio de selección la respuesta 

positiva por parte de los aislados a la actividad hemolítica, utilización de acetato como 

única fuente de carbono además del crecimiento en caldo petróleo, también se consideró  

la degradación de la lignina y actividad lipolítica. Los grupos funcionales seleccionados 

fueron a su vez discriminados y caracterizados por bioensayos donde se obtuvieron los 

siguientes resultados. 

Se seleccionaron treinta cinco (35) grupos funcionales bajo este criterio, a los 

cuales se les determinó el potencial de producción de compuestos tenso – activos según 

la capacidad de producir espuma, cuando los inóculos fueron crecidos en medio salino 

suplementado con glucosa como única fuente de carbono. La clasificación permitió 

diferenciar a estos aislados en no productores, medianamente productores y productores 

de espuma, de esta manera fueron seleccionados siete aislados (B9D8, B9I3, B9I6, 

B9I7, B9I9, B9I10 y B9I14). A estos aislados se les determinó el potencial de degradar 

moléculas modelo y se utilizó el índice de emulsificación (E24) para evaluar su actividad 

emulsificante. 

Se utilizaron como sustratos las siguientes moléculas modelo; fenantreno, 9-

metil-antraceno, naftaleno, pireno, etil-naftaleno, diantreno, naftol, pirogalol y DBT. 

Todos los aislados resultaron negativos; sin embargo cuatro de estos aislados 

seleccionados (B9D8, B9I3, B9I6 y B9I10) presentaron respuesta positiva a crecimiento 

en caldo petróleo. Ante esto es posible que el método utilizando agar Bushnell-Haas 

(BH) no fuera el más apropiado para evaluar el potencial de degradar moléculas modelo 

junto con el potencial de producir compuestos tenso – activos, como lo sería un medio 

líquido y especializado en la producción de biosurfactantes suplementado con la 

molécula de interés.  

Así, bajo las condiciones de un medio acuoso se estimaría la relación y el 

potencial en que un contaminante puede ser tomado del medio extracelular e 

introducido al intracelular para ser metabolizado por los microorganismos, el uso de 

compuestos tenso – activos al incrementar el acceso, superficie y movilidad de los 

contaminantes en el medio acuoso para el ataque microbiano y la tasa de 

biodegradación.  

De estos siete GF con el potencial de producir el compuesto tensoactivo se 

seleccionó al aislado B9I9 debido a que presentó la mayor actividad emulsificante y 

estabilidad en el tiempo, con un índice de emulsión (E24) de 42,9%, que se mantuvo a 
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las 48 horas hasta 10,44%. Aislado al que se le evaluó la producción y características 

del biosurfactante. 

La cepa B9I9 se le identificó como una Pseudomonas aeuroginosa la cual es una 

de las especies de Pseudomonas que produce un único tipo de compuesto tenso – activo, 

el cual es denominado ramnolípido y su producción está asociada a este género. Se 

caracteriza por ser un tipo de glicolípido, posee ramnosa como cabeza polar atado a una 

o dos cadenas alifáticas las cuales forman la parte hidrofílica de la molécula (Maier, 

2003). 

Se evaluó la producción del biosurfactante medida a través del índice de 

emulsificación (E24) como la producción de actividad emulsificante en diferentes 

medios y diferentes fuentes de carbono por siete días. Se utilizaron los medios YPG, 

PPGAS y salino con glicerina y salino con kerosene como fuente de carbono. 

 

Figura 24: Producción de Biosurfactante medida por el índice de emulsificación (E24) en medio 

suplementado con kerosene, glicerina y glucosa en YPG y PPGAS 

Como se observa en la figura 24, la fuente de carbono óptimo para la producción 

del biosurfactante fue la glucosa, a través del medio YPG seguido del medio PPGAS. 

En menor proporción se observa el uso de la glicerina como fuente de carbono y por 

último el kerosene.  
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Este resultado permitió seleccionar el medio YPG como el apropiado para la 

producción del biosurfactante y posterior purificación a fin de evaluar las características 

del compuesto tenso – activo. Determinadas como el cambio de la tensión superficial en 

función de la concentración y la concentración micelar critica (CMC).  

 

Figura 25: Cambio de la Tensión Superficial en función de la concentración de ramnolíp idos 

determinados por ramnosa equivalentes. Entre las barra verticales se señala el intervalo de valores donde 

estaría la CMC. 

Se observa en la figura 25 que el compuesto evaluado alcanza valores de tensión 

superficial de 35 mN/m y la concentración micelar crítica (CMC) se alcanza a una 

concentración entre los 112 mg/L y 56 mg/L, valores cercano a los reportados para 

ramnolípidos (Zhang y Miller, 1992; Deziel y col., 1996; Christofi e Ivshina, 2002; 

Urum y Pekdemir, 2004). 

Mulligan (2005) reporta la aplicabilidad ambiental de los ramnolípidos según la 

capacidad de mejorar la biodegradación de hidrocarburos, al facilitar la solubilización e 

interacción de estos compuestos con la comunidad microbiana, con la característica de 

que los ramnolípidos a concentraciones por encima del CMC facilita la mineralización 

de hidrocarburos suspendidos, mientras que a concentraciones por debajo del CMC 

facilita la movilización de los compuestos hidrofóbicos. Al considerar esto se pueden 

efectuar procedimientos de bajo costo con la capacidad de mejorar la degradación o el 

lavado y recuperación de los hidrocarburos en el suelo, sin afectar la biota.  
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Se evaluó el efecto tóxico en el ambiente utilizando el sobrenadante libre de 

células, con el compuesto tenso – activo, con semillas de tomate (Lycopersicon 

esculentum) como indicador de la fitotoxicidad. Se encontró que a concentraciones por 

debajo del 10% del sobrenadante la germinación no se ve afectada y por encima de este 

porcentaje si tiene un efecto inhibidor en el desarrollo de la plántula.  

Como se puede observar en la figura 26, se compararon los efectos del 

sobrenadante a diferentes concentraciones sobre el Porcentaje Relativo de germinación 

(% RSG), el Porcentaje Relativo del Crecimiento de la raíz (% RRG) y el Porcentaje del 

Índice de Germinación (% IG), en la figura se observa como el sobrenadante favorece el 

crecimiento de la raíz (a 1% y a 3%) mientras que a concentraciones mayores del 10% 

se reduce el desarrollo de la raíz. La germinación de semillas se mantuvo estable hasta 

la concentración del 30% del sobrenadante con valores superiores al 80% de 

germinación. 

 

Figura 26: Efectos en la germinación de semillas de tomate en función de las concentraciones del 

Biosurfactante. % IG, Índice de Germinación, %  RSG, Porcentaje Relativo de germinación de la Semilla, 

% RRG, Porcentaje Relativo del Crecimiento de la raíz.  

Cuando se evalua el desarrollo de la raíz (figura 27) se observa como el efecto 

positivo en el crecimiento afecta principalmente el desarrollo de la radícula y como el 

efecto inhibidor a mayores concetraciones tiene un mayor efecto sobre hipocotilo.  
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Figura 27: Desarrollo de la plántula. Efectos en el crecimiento sobre la radícula y el h ipocotilo de la raíz.  

 

Figura 28: Índice de Toxicidad. Utilizando semillas de tomate como indicador de toxicidad y el 

sobrenadante a diferentes concentraciones. 

 

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto tóxico del medio 

fermentado junto con los ramnolípidos. Christofi e Ivshina (2005) resaltan los 

beneficios del uso de los biosurfactantes por ser potencialmente menos tóxicos y mas 

biodegradables que los surfactantes sinteticos. Sin embargo, los resultados obtenidos al 

utilizar el índice de toxicidad (figura 28) mostraron efectos negativos en el desarrollo de 

la plantula a concentraciones superiores al 10%.  
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Esto pudiera ser producto de un fenómeno conocido como ósmosis, donde el 

agua se moviliza a traves de la membranas por difusión pasiva hasta donde la 

concentración de los solutos es mayor (Taiz y Zeiger, 2002), asimismo el ramnolípido, 

junto con los demás productos de la fermentación y del resto del medio YPG, extraería 

o impidiría la entrada del agua a las raíces, con lo que se afecta el desarrollo de las 

mismas (Flasz y col., 1998; Taiz y Zeiger, 2002). 

Flasz y col. (1998) en un estudio comparativo de la toxicidad entre un 

surfactante sintético (Marlon A-350) y ramnolípidos, encontraron que el medio YPG así 

como el biosurfactante presentaban una aparente baja toxicidad o efectos inhibitorios, 

sin capacidad mutagénica, cuando estaban concentrados. Se consideró que este efecto 

negativo era producto de la presión osmótica sobre los organismos indicadores.  

Mientras que el compuesto Marlon A-350 presentaba propiedades mutagénicas y una 

mayor toxicidad a diferentes concentraciones, así como daños en órganos internos y 

vísceras y la muerte en ratones experimentales.  

Santa Anna y col. (2002) encontraron que el CL50, o la concentración a la que 

se alcanzaba el 50% de efecto letal en los organismos de prueba (Daphnia similis), se 

alcanzaba a concentraciones de ramnolípidos de 13,0 mg/L cuando se probaba el medio 

libre de células y 13,8 mg/L cuando el medio no está libre de células. Para este caso la 

CMC se alcanzaba a los 19 mg/L. Resultado que muestra que el ramnolípido con el 

medio es más tóxico que el biosurfactante puro, según lo descrito por Lang y Wagner 

(1993) quienes no encontraron efectos de toxicidad a los 200 mg/L, utilizando como 

indicador a Daphnia magna. En este caso Santa Anna y col. (2002) resaltan la presencia 

de otros factores de toxicidad en el medio como proteasas, lipasas, piocianinas, entre 

otros. 

Abdel-Mawgoud y colaboradores (2011) indican que la producción de 

ramnolípidos está relacionada con los factores de virulencia de P. aeruginosa, a través 

de la activación de genes y rutas metabólicas en común, por lo que se investigan 

alternativas para su producción como con especímenes no patógenos o por la inserción 

de genes responsables de la producción de los ramnolípidos a bacterias de uso 

industrial. 
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Además, Christofi e Ivshina (2002) promovieron la producción de los 

biosurfactantes en sistemas naturales como el método más efectivo en relación costo – 

beneficio, al obtener incrementos en la biodegradación de contaminantes orgánicos al 

mejorar la biodisponibilidad de los mismos, pero resaltan la necesidad de entender los 

factores que afectan la activación de genes en sistemas naturales.  

En función de estos resultados, es necesario resaltar que de ser aplicados los 

ramnolípidos, estos compuestos deben de ser purificados del medio donde se fermentó 

antes de ser utilizados, así evitar la liberación de los factores de virulencia de la bacteria 

y prevenir el daño al ambiente. 

Asimismo, se apliquen estudios de ecotoxicidad y evaluar el efecto de los 

compuestos tenso – activos en la comunidad bacteriana, tanto en las otras especies que 

pueden ser sensibles y participen en la biorremediación, como entre las variedades de P. 

aeruginosa, como reporta Shin y col. (2004) quienes observaron que por encima de los 

240 mg/L de ramnolípido poblaciones de esta misma especie pueden verse afectadas por 

el biosurfactante. Así como, la misma especie y otros miembros de la comunidad se 

pueden perjudicar por el contaminante resuspendido en las micelas (Christofi e Ivshina, 

2002; Shin y col., 2004; Van Hamme y Urban, 2009). 
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VI. CONCLUSIONES 
 

El uso del análisis funcional permitió caracterizar la comunidad así como la 

identificación de grupos funcionales con potencial biotecnológico en la 

biorremediación, demostrando ser una herramienta apropiada dentro del proyecto de 

Misión Ciencia para el estudio de comunidades microbianas y en la selección de cepas 

de interés para la recuperación y saneamiento del ambiente. 

 

La similitud de los grupos funcionales y la diversidad funcional en las tres zonas 

estudiadas sugiere que el derrame de crudo no afectó significativamente la diversidad 

bacteriana. 

 

La presencia de cepas con capacidad de producir biosurfactantes en las dos zonas 

impactadas (B9I y B9D) indica adaptación de la comunidad a la presencia de 

hidrocarburos. 

 

Los valores del IDF, así como la capacidad de producir biosurfactantes refleja la 

capacidad de resiliencia de la comunidad bacteriana ante los contaminantes tipo 

hidrocarburo, como la tolerancia a cambios fisicoquímicos en el ambiente que pudiesen 

reducir la diversidad de las comunidades y garantiza el funcionamiento del sistema al 

conservar funciones claves.  
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VII. RECOMENDACIONES 
 

La similitud de la comunidad B9V con la comunidad impactada puede sugerir que esta 

comunidad no está libre de impacto, aunque el suelo en la zona con vegetación no 

evidencie derrame petrolero. Para interpretar esto mejor sería recomendable hacer un 

estudio de concentración fracciones orgánicas al suelo  o metales pesados, así como de 

otras características del suelo y determinar si en efecto el suelo está impactado y cuáles 

pueden ser las variables del ambiente que afectan a la comunidad. 

 

Se recomienda evaluar la capacidad en los otros aislados seleccionados con el potencial 

de producir compuestos tenso–activos. Considerando la capacidad de producirlos con 

diferentes sustratos, tales como hidrocarburos disponibles en el suelo y utilizar un 

medio salino mas apto en la producción de biosurfactantes. 

 

Igualmente estimar el potencial del biosurfactante en resuspender y lavar suelos 

impactados con crudo y determinar la concentración óptima, en relación costo–

beneficio, sin afectar la biota del ambiente.  

 

Hacer estudios de eco toxicidad que incluyan a otras especies como animales, por 

ejemplo Daphnia sp., a otros microorganismos como algas y otras bacterias e inclusive 

antibiogramas. 

 

Ampliar el estudio al caracterizar la comunidad fúngica en la zona de impacto por 

derrame, a fin de evaluar la sinergia entre hongos y bacterias en la remediación de 

suelos impactados por derrames petroleros.  
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IX. ANEXOS 

 

Anexo 1: Esquemas de tipos de borde de la colonia (Imagen de Garassini (1967)). 

 

Anexo 2: Esquemas de tipos de elevación de la co lonia (Imagen de Garassini (1967)). 
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Caldo Petróleo (1%) 

Medio Salino Mínimo Doble concentrado 50 ml 

Crudo 1 gr 

Agua destilada 50 ml 

Total 100 ml 

 

Anexo 3: Esquema de preparación del Caldo Petró leo al 1%.  

Anexo 4: Medio Salino Mínimo (MSM). Preparación normal y para doblemente concentrado. 

Medio Salino Mínimo (MSN) 

Solución A Solución B 

NaH2PO4·H2O 47 g HCl (1N) 1 ml 
K2HPO4 115 g FeSO4·7H2O 0,028 g 

(NH4)2SO4 26,4 g MgSO4·7H2O 7,4 g 
H2O 1000 ml ZnCl2  0,0135 g 

  CaCl2 0,147 g 
  H2O 1000 ml 

Esterilizar por filtración  Esterilizar por filtración  

Preparación  

Medio Salino Mínimo 
Para 1 L mezclar 100 ml de la solución A con 10 ml de la solución B y completar hasta llegar 

al litro con agua destilada esterilizada. 

Medio Salino Mínimo Doble concentrado 
Para 1 L mezclar 200 ml de la solución A con 20 ml de la solución B y completar hasta llegar 

al litro con agua destilada esterilizada. 
 


