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Resumen
Se evaluó la producción de proteínas, biodegradación de queroseno al 0,5% y al 1,0%, y el crecimiento de 

bacterias aisladas de una fosa petrolera venezolana, en cultivos axénicos y mixtos, usando medio mínimo mineral 
con queroseno. Las bacterias se identificaron taxonómicamente como: Yersinia rohdei (K6), Pantoea agglomerans 
(K3), Sphingobacterium thalpophilum (K2) y Actinobacillus capsulatus (H7), alcanzando el siguiente orden en 
cuanto a crecimiento poblacional: K3>cultivo mixto>H7>K6> K2, en queroseno al 0,5%. Mientras que, en quero-
seno al 1,0%, hubo el mejor crecimiento, para: cultivo mixto> K2> K6> H7>K3. En promedio, el mayor contenido 
de proteínas se encontró al 1,0% de queroseno en Sphingobacterium thalpophilum (K2), con 135,92±0,64 μg/mL y 
en Actinobacillus sp. (H7) con 81,06±1,13 μg/mL, difiriendo significativamente con el resto de las cepas (p<0,05). 
En los cultivos con queroseno 0,5%, la remoción de hidrocarburos totales osciló entre 48,12% y 52,54%; en cam-
bio al 1,0% estuvo entre 49,99% y 60,00%. Los hallazgos permiten recomendar el uso de las cepas bacterianas en 
cultivos axénicos y mixtos como modelos biológicos para estudios sobre biodegradación de derivados de petróleo 
y biorremediación de fosas de residuales petroleros.

 Palabras clave: Cultivos bacterianos, biodegradación, queroseno, fosa petrolera, biorremediación.

Kerosene biodegradation by bacterial cultures 
isolated from oil pit in Venezuela 

Abstract
The protein production, biodegradation of kerosene at 0.5% and 1.0% and bacterial growth isolated from 

an oil pit in Venezuela, both in pure cultures and in mixed culture in minimal saline medium with kerosene, 
were evaluated. The bacteria were taxonomically identified  as Yersinia rohdei (K6), Pantoea agglomerans (K3), 
Sphingobacterium thalpophilum (K2) and Actinobacillus capsulatus (H7), reaching the following order in terms of 
population: K3>mixed culture>H7>K6> K2 in kerosene 0.5%. While the best growth at 1.0% was obtained with 
the mixed culture> K2> K6> H7>K3. Sphingobacterium thalpophilum (K2) and Actinobacillus sp. (H7) had the 
highest mean value of protein production in kerosene to 1.0% (135.92 ± 0.64 and 81,06±1.13 µg /mL) respectively. 
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The removal of kerosene for the 0.5% ranged from 48.12% to 52.54% and for the 1.0% ranged from 49.99% to 
60%. The findings can therefore allow recommending the bacterial strains in pure and mixed culture for the bio-
degradation and bioremediation of the oil pit. 

Key words: Bacterial cultures, biodegradation, kerosene, oil pit, biorremediation.

Introducción
La actividad petrolera en Venezuela está ampliamente desarrollada y el aumento exponencial en 

la demanda del crudo, ha provocado la acumulación de grandes cantidades de desechos industriales, 
conduciendo a la construcción de fosas petroleras para descargar estos residuos sin tratamiento [7], cons-
tituyendo una de las principales causas de contaminación ambiental.

El crecimiento de microorganismos en ambientes impactados con petróleo, obedece a un proceso 
de adaptación, que les permite modificar sus actividades metabólicas para reproducirse en este ambiente 
[5]. Diversas investigaciones se han realizado sobre el uso de bacterias autóctonas provenientes de am-
bientes impactados para la biotransformación y/o biodegradación de petróleo y sus derivados [1, 2, 4, 6, 
8, 12, 21, 22], con el fin de utilizarlos en procesos de biorremediación in situ de las zonas contaminadas 
[14, 19, 20, 23].

A nivel nacional, Araujo et al. [4], evaluaron el efecto de surfactantes biológicos en la biorre-
mediación de aguas del Lago de Maracaibo contaminadas con crudo liviano, obteniendo que el mejor 
tratamiento fue la combinación de agua del lago contaminada con hidrocarburos,  el biosurfactante y el 
cultivo mixto bacteriano, logrando una remoción de hidrocarburos totales del 81% y remoción de nitró-
geno y fósforo.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el crecimiento, producción de proteínas y la biodegrada-
ción de queroseno al 0,5 y al 1,0%, por bacterias aisladas de una fosa petrolera venezolana, en cultivos 
axénicos y mixtos, a fin de proponer aquellas cepas bacterianas autóctonas con mayor capacidad de cre-
cimiento y degradación de hidrocarburos del petróleo para la recuperación de la fosa petrolera. 

Parte experimental
Toma de las muestras

Se tomaron asépticamente muestras de agua (1 L) y petróleo crudo (500 g) de una fosa petrolera, 
ubicada en la Costa Oriental del Lago de Maracaibo, estado Zulia, Venezuela, en las coordenadas N 10° 
17´ 52´´ y W 71° 20´ 38´´, a 20 m.s.n.m. Las muestras de agua presentaron las siguientes características 
fisicoquímicas: pH 5,50±0,40; salinidad 0 UPS, DBO5-20 0,10±0,00 mg/L, DQO 201,73±15,66 mg/L, 
oxígeno disuelto 8,46±0,48 mg/L, sólidos suspendidos totales 123,66±96,97 mg/L, sólidos suspendidos 
volátiles 39,66±6,42 mg/L, nitrógeno total Kjeldahl 4,64±1,61 mg/L, fósforo total 0,60±0,13 mg/L, hi-
drocarburos totales del petróleo (TPH) 747,50±74,24 mg/L y fracciones de hidrocarburos (SARA) en el 
crudo: saturados: 48,1%, aromáticos: 23,60%, resinas: 19,4% y asfaltenos: 8,90%, siguiendo metodolo-
gías estándar [3], 

Aislamiento e identificación de bacterias

Se empleó el método de dilución en placas [3] con medio mínimo mineral y queroseno al 1,0% 
[13]. Las colonias obtenidas fueron transferidas a medio mínimo mineral líquido con queroseno al 1,0% 
y cultivadas en agar tripticasa de soya (TSA) para su caracterización microscópica [17] e identificación 
bioquímica [11, 18].
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Estimación del crecimiento bacteriano en queroseno

Las cepas bacterianas en cultivos axénicos y mixtos se cultivaron, por triplicado, en fiolas con 100 
mL de medio mínimo mineral, el cual contenía (g/L): NH4Cl (1,2); KNO3 (2,4); CaCl2.2H2O (0,00067); 
Na2SO4 (2,4); MgSO4.7H2O (2,04); K2HPO4.3H2O (0,65); KH2PO4.3H2O (0,5); FeSO4.7H2O (0,02) [13], 
y queroseno al 0,5% y al 1,0% v/v, esterilizado mediante filtración con membrana de nitrocelulosa de 
0,22 µm. 

 Los cultivos axénicos se iniciaron con un inóculo de 1x107 cel/mL de cada cepa bacteriana axéni-
ca; mientras que el cultivo mixto correspondió a la mezcla de cuatro cepas bacterianas en igual propor-
ción; ambos cultivos comparados a controles no inoculados y con queroseno (Control I), e inoculados 
sin queroseno (Control II). Todos los cultivos se incubaron a 30±2º C, en agitación constante a 150 rpm, 
durante 30 días. El crecimiento bacteriano, pH y contenido de proteínas fue analizado cada tres días. Las 
proteínas se determinaron mediante el método de Lowry et al. [15] modificado por Hebert et al. [10] y 
los hidrocarburos totales del petróleo (TPH) [3] a los 0, 15, 27 y 30 días del cultivo, mediante extracción 
con cloroformo de las muestras en una relación 1:1 seguido del método gravimétrico.

Adicionalmente se estimaron los siguientes parámetros de crecimiento: velocidad  de crecimiento 
(µ) y tiempo de duplicación (td) durante el crecimiento bacteriano en queroseno, de acuerdo a Madigan 
et al. [16].

Análisis estadístico de los resultados

Se determinaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos y se realizó compa-
ración de medias (ANOVA de una vía) y Prueba de Tukey con un nivel de significancia del 95% para de-
terminar grupos significativamente diferentes, empleando el programa SPSS for Windows versión 10.0.

Resultados y Discusión

Las bacterias con mejor crecimiento en queroseno, fueron identificadas como: Yersinia rohdei 
(K6), Pantoea agglomerans (K3), Sphingobacterium thalpophilum (K2) y Actinobacillus capsulatus 
(H7). La presencia de enterobacterias en la fosa petrolera puede relacionarse con descargas de materia 
fecal por actividad ganadera de la zona [9].

Perfil de crecimiento bacteriano en queroseno

El  recuento bacteriano, la velocidad de crecimiento, el tiempo de duplicación y el contenido de 
proteínas totales obtenidos en la experimentación se presentan en la Tabla1.

En los cultivos iniciados con 0,5% de queroseno, las bacterias alcanzaron el siguiente orden en 
cuanto a población: K3>cultivo mixto>H7>K6> K2; mientras que, al 1,0% de queroseno hubo el mejor 
crecimiento: cultivo mixto> K2> K6> H7>K3. Se obtuvo diferencias significativas (p<0,05) durante 
el crecimiento bacteriano en queroseno a las dos concentraciones ensayadas para las cepas bacterianas 
axénicas y para el cultivo mixto, con excepción de Sphingobacterium thalpophilum (K2), que exhibió un 
crecimiento similar en ambos (2,41±0,10x108 UFC/mL en queroseno 0,5% y 2,36±0,39x108 UFC/mL al 
1,0%), respectivamente.

Por otra parte, con queroseno al 0,5% hubo diferencias significativas (p<0,05) en el crecimiento de 
los cultivos axénicos en relación al cultivo mixto; siendo el mayor crecimiento  el obtenido para Pantoea 
agglomerans (K3) con 7,16±0,33x1010 UFC/mL; mientras que, con queroseno 1,0% el mayor crecimien-
to lo obtuvo el cultivo mixto (4,11±0,88x108 UFC/mL) seguido por las cepas Actinobacillus capsulatus 
(H7) (5,37±0,66x106 UFC/mL) y Yersinia rohdei (K6) (3,09±1,62x107 UFC/mL), sin diferencias signifi-
cativas (p>0,05) entre ambas. 
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Al analizar las curvas de crecimiento (Figura 1a), en queroseno 0,5% se observa que las entero-
bacterias Pantoea agglomerans (K3) y Yersinia rohdei (K6) iniciaron su fase exponencial de crecimiento 
desde el día cero, extendiéndose por tres días, después de lo cual decaen los recuentos bacterianos, pre-
sumiéndose que el queroseno es utilizado por las bacterias en este período de tiempo. 

La cepa Sphingobacterium thalophilum (K2) y el cultivo mixto, por su parte, presentan una fase 
de adaptación de unos tres días, después de lo cual incrementan sustancialmente los recuentos bac-
terianos; sin embargo, Sphingobacterium thalpophilum (K2) al sexto día comienza a estabilizarse la 
curva (fase estacionaria) hasta el final del ensayo. La cepa Actinobacillus capsulatus (H7) (µ=0,91
div.días-1¸td=0,76 días) incrementó su población vertiginosamente dentro de los primeros nueve días, 
alcanzando un máximo de crecimiento el día 12, luego de lo cual experimenta una serie de fluctuaciones 
que indican decaimiento de la población bacteriana.

 
Tabla 1. Parámetros de crecimiento bacteriano y producción de proteínas totales

Queroseno 0,5%

Cepa bacteriana

Media de 
Recuento 
bacteriano 
(UFC/mL)

Velocidad de 
crecimiento 

(μ, div.días-1)

Tiempo de 
duplicación 

(td, días)

Media de 
Proteínas 

totales 
(μg/mL)

Sphingobacterium 
thalpophilum (K2) 2,41±0,10x108 2,12 0,32 30,79±0,63

Pantoea agglomerans (K3) 7,16±0,33x1010 0,37 1,87 66,88±1,19
Yersinia rohdei (K6) 3,30±1,71x108 2,01 0,34 35,91±0,76

Actinobacillus capsulatus 
(H7) 2,78±0,02x1010 0,91 0,76 14,29±0,34

Cultivo mixto 2,86±0,01x1010 - - 37,21±1,54

Queroseno 1,0%
Sphingobacterium 
thalpophilum (K2)

2,36±0,39x108 0,95 0,72 135,92±0,64

Pantoea agglomerans (K3) 4,63±0,31x106 0,15 4,62 40,88±1,04
Yersinia rohdei (K6) 3,09±1,62x107 0,20 3,46 31,42±0,62

Actinobacillus capsulatus 
(H7)

5,37±0,66x106 0,31 2,23 81,06±1,13

Cultivo mixto 4,11±0,88x108 - - 36,31±1,00

Comparativamente, en queroseno 1,0% (Figura 1b) la mayoría de las cepas bacterianas axéni-
cas (excepto Yersinia rohdei (K6)) experimentaron inhibición del crecimiento durante los tres primeros 
días, después de los cuales se inicia la fase exponencial de crecimiento bacteriano. El cultivo mixto y 
Sphingobacterium thalpophilum (K2) presentaron los máximos recuentos a los seis días, pero después se 
evidenció decaimiento de las poblaciones. 

 Actinobacillus capsulatus (H7) y Yersinia rohdei (K6) presentaron un crecimiento gradual desde 
el inicio de la curva, con máximos recuentos a los 18 días para K6 y a los 21 días para H7, respectiva-
mente. Mientras que, el queroseno al 1,0% afectó significativamente el crecimiento de Pantoea agglome-
rans (K3), con un máximo poblacional  a los 15 días y decaimiento brusco a partir de este momento, ex-
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hibiendo el crecimiento más lento y el mayor tiempo de duplicación (Tabla 1); comparable a lo obtenido 
por Obayori et al.[21] con cepas de Pseudomonas sp. capaces de crecer en una variedad de hidrocarburos 
y con escaso crecimiento en queroseno, diesel y dibenzotiofeno, con tiempos de duplicación entre 3,07 
y 8,55 días.

El pH (datos no mostrados) se mantuvo cercano a la neutralidad durante los primeros seis días, 
pero luego disminuyó a cerca de 6,0; indicando probablemente la producción de ácidos orgánicos [1] 
como resultado de la biodegradación del queroseno.

Producción de proteínas totales

El análisis del contenido de proteínas, contribuye a valorar el crecimiento microbiano vinculado 
con la capacidad biodegradadora, a fin de relacionarla con  la conversión de la fuente de carbono y de 
nitrógeno del medio en proteínas [22]. 

Figura 1. Crecimiento bacteriano en queroseno 0,5% (a) y 1,0% (b) y contenido de proteínas 
totales de las bacterias en queroseno 0,5%(c) y 1,0% (d). K6: Yersinia rohdei; K3: Pantoea 

agglomerans, K2: Sphingobacterium thalpophilum, H7: Actinobacillus capsulatus, Mixto: cultivo 
mixto con las cuatro cepas bacterianas

En la Figura 1c-d se presenta la producción de proteínas. La cepa bacteriana que en promedio ex-
hibió la mayor producción de proteínas fue Sphingobacterium thalpophilum (K2) en queroseno al 1,0% 
(135,92±0,64 μg/mL) hacia los 27 días con respecto al resto de las cepas y al cultivo mixto (p<0,05). 
Asimismo, Pantoea agglomerans (K3) produjo la mayor concentración de proteínas con un promedio de 
66,88±1,19 μg/mL, con queroseno 0,5%; sin embargo, al 1,0% de queroseno la producción de proteínas 
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es menor (40,88±1,04 µg/mL), caso contrario al presentado con la cepa Sphingobacterium thalpophilum 
(K2), que multiplica su producción de proteínas de casi cuatro veces en queroseno al 1,0% en compara-
ción con queroseno al 0,5%; por lo que es posible que esta cepa sea productora de biosurfactantes tipo 
proteínicos. Estos resultados, soportan la probabilidad de que la tasa metabólica de estas bacterias está 
relacionada con el consumo de hidrocarburos. Sarma et al. [22] aislaron a la enterobacteria Lecrercia sp. 
con degradación de hidrocarburos aromáticos del 61,5 % a los 14 días, e incremento sustancial de pro-
teínas a medida que ocurre el consumo del sustrato, similar a lo ocurrido con las enterobacterias Yersinia 
rohdei (K6) y Pantoea agglomerans (K3).

Biodegradación de queroseno 

Se estimó una concentración inicial de TPH de 1720-2200 mg/L en cultivos con queroseno al 
0,5%  y de 4080-5785 mg/L con queroseno al 1,0%; mientras que las pérdidas por evaporación fueron 
del 5% en los controles no inoculados. 

La biodegradación de queroseno por acción bacteriana (Figura 2) fue similar en ambas concen-
traciones de queroseno a los 30 días de edad del cultivo para las cepas bacterianas axénicas y para el 
cultivo mixto, sin diferencias significativas (p>0,05), a excepción de Sphingobacterium thalpophilum 
(K2), cuya biodegradación de queroseno al 1,0% fue mayor (60%) en comparación con queroseno al 
0,5% (52,54%) (p<0,05). 

En líneas generales la remoción de queroseno 0,5% osciló entre 48,12-52,54%, mientras que al 
1,0% estuvo entre 49,99-60%, con tendencia a una mayor remoción de hidrocarburos a la máxima con-
centración de queroseno. Puede apreciarse en la Figura 2a-b que las bacterias removieron mayor can-
tidad de queroseno al 0,5% que al 1,0% durante los primeros 15 días; no obstante, a partir del día 27 
este comportamiento cambia evidenciándose mayores porcentajes de biodegradación al 1,0%. Esto se 
corresponde con el crecimiento exhibido por las cepas bacterianas en queroseno al 0,5% el cual fue ma-
yor durante los 12-15 días; mientras que al 1,0% el máximo crecimiento se observó luego de los 15 días. 

Las mayores remociones al 1,0% fueron realizadas por las cepas Sphingobacterium thalpophilum 
(K2) y Yersinia rohdei (K6) (58,82%), seguidas por el cultivo mixto (54,72%), Actinobacillus capsulatus 
(H7) (51,74%) y Pantoea agglomerans (K3) (49,99%), siendo esta última cepa la más afectada en su 
crecimiento, y con diferencias significativas entre las bacterias de los cultivos axénicos (p<0,05). 

De forma individual, Sphingobacterium thalpophilum (K2) fue la cepa bacteriana que presentó la 
mayor capacidad de utilización de queroseno y la mayor producción de proteínas totales en queroseno al 
1,0%, seguida por Actinobacillus capsulatus (H7). 

Por su parte, el cultivo mixto (Figura 2) se comportó de forma similar a los cultivos puros en 
cuanto a la biodegradación del queroseno, a pesar de que la literatura señala que los cultivos mixtos son 
más eficientes al degradar mezclas de hidrocarburos; puesto que éstos pueden utilizar diferentes fraccio-
nes orgánicas de la mezcla, en comparación con los puros, que degradan sólo fracciones específicas de 
hidrocarburos [5].

En base a los resultados obtenidos podría recomendarse el uso de las bacterias Sphingobacterium 
thakpophilum (K2) y Actinobacillus capsulatus (H7) en cultivos puros, así como el cultivo mixto para la 
remoción de los hidrocarburos del petróleo contenidos en la fosa petrolera.

Investigaciones realizadas por otros autores comprueban la capacidad de biodegradación de petró-
leo y cortes de petróleo, incluido el queroseno, por acción bacteriana. Nocentini et al. [20], reportan la 
biodegradación de queroseno, aceite mineral y combustible diesel, por cultivos puros bacterianos hasta 
concentraciones menores de 2000 mg/ Kg; mientras que Wongsa et al. [24], aislaron cepas de Pseudomo-
nas  aeruginosa  y Serratia marcescens biodegradadoras de queroseno entre el 20,5 y el 70%. 
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Bertrand et al. [6] evaluaron la degradación de petróleo crudo (6 g/L) por un cultivo bacteriano 
mixto, estimado en un 83%. Ito et al. [12] emplearon un consorcio conformado por nueve cepas bacte-
rianas capaces de degradar aceite de turbina (mezcla de cicloalcanos recalcitrantes e isoalcanos) en un 
90% en 5 días.  

Más recientemente, Wolicka et al. [23] aislaron microorganismos  de suelos contaminados con 
petróleo capaces de degradar benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (BTEX) a concentraciones de 500 
mg/L entre el 80 y el 95%; mientras que, Obayori et al. [21] aislaron cepas de Pseudomonas sp. del suelo 
biodegradadoras de petróleo crudo, gasolina, antraceno, pireno,  queroseno, diesel y dibenzotiofeno en 
más del 70% en 6 días.

Figura 2. Biodegradación de hidrocarburos totales por las bacterias en queroseno 0,5% (a) y 
al 1,0% (b). Yersinia rohdei (K6), Pantoea agglomerans (K3), Sphingobacterium thalpophilum 

(K2) y Actinobacillus capsulatus (H7), Mixto: cultivo con las cuatro cepas bacterianas en iguales 
proporciones de inóculo

Conclusiones
Se logró el aislamiento e identificación taxonómica de la cepas bacterianas Yersinia rohdei (K6), 

Pantoea agglomerans (K3), Sphingobacterium thalpophilum (K2) y Actinobacillus capsulatus (H7) a 
partir de la fosa petrolera, con capacidad de crecer en queroseno como única fuente de carbono y energía.

 Las bacterias aisladas de la fosa petrolera venezolana lograron degradar el queroseno (0,5 y 1,0%) 
entre el 48 y el 60% a los 30 días, con tendencia a una mayor remoción de hidrocarburos a la máxima 
concentración de queroseno. Las cepas bacterianas más eficientes en la degradación de queroseno y que 
produjeron mayor contenido de proteínas fueron Sphingobacterium thalpophilum (K2) y Actinobacillus 
capsulatus (H7), con porcentajes de remoción de queroseno similares al cultivo mixto, por lo que se 
recomienda su uso como modelos biológicos para la biorremediación de la fosa petrolera.
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