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. INTRODUCCION

Entre los usos atribuidos al petréleo, un recurso de gran importancia en el mundo
moderno, por su uso como fuente de energia y combustible, es también fuente de fertilizantes
agricolas, compuesto en la elaboracion de plastico, entre muchos otros. La idea de un mundo
donde el petréleo se agotase o cuya extraccion fuese imposible significaria un gran problema
parala humanidad y es por este motivo que uno de los tantos procesos importantes realizados
en la industria petrolera, como lo es la extraccidon del petrdleo, se encuentra en constante

observacién para poder ser optimizada.

En los ultimos afos distintas técnicas fueron utilizadas para optimizar la recuperacion
mejorada de petréleo (EOR, por sus siglas en inglés) en sus distintas fases. Este proceso
consta de 3 fases : En un principio ocurre la recuperacion primaria que se realiza con la propia
presion del pozo de petréleo; recuperacion secundaria, con
presion externa inyectando regularmente salmuera y, por ultimo, la recuperacion terciaria,
agregando sustancias quimicas que pueden ser polimeros, surfactantes o soluciones
alcalinas (Sheng, 2010). Cabe mencionar que existen técnicas que involucran
microorganismos como la recuperacion microbiana mejorada de petréleo (MEOR, por sus
siglas en inglés) en las que estos son usados dentro del yacimiento para facilitar la
recuperacion del petréleo (Ansah et al., 2018; Wang et al., 2007).

Los costos por el uso de quimicos en el proceso de EOR son altos, razén por la cual
en el pasado no eran utilizados con mucha frecuencia. Sin embargo, existen productos como
los biosurfactantes fabricados por microorganismos que, dependiendo de su produccion,
poseen un costo menor y caracteristicas que bien podrian definirlos como amigables para el
medio ambiente (Fang et al., 2007). A pesar de esto, en un inicio habia una mayor preferencia
de surfactantes quimicamente sintetizados frente a los biosurfactantes debido a que la
produccion a gran escala de los ultimos solia ser costosa y por lo tanto poco rentable a lo
largo del tiempo. (Maneerat 2005; Moussa et al., 2014).

Ademas, existen muchos problemas que giran en torno a la industria petrolera en
cuanto a contaminacion se refiere y es durante la fase de extraccion donde se produce un
impacto considerable al medio ambiente por parte de los surfactantes quimicamente
sintetizados (Mulligan 2005), ya sea que las actividades se encuentren reguladas o no.

Los ramnolipidos producidos principalmente por microorganismos como
Pseudomonas aeruginosa son biosurfactantes compuestos por una mezcla de cadenas de

acido 3-hydroxydecanoico, como acido graso y con una (monoramnolipido) o dos



(diramnolipido) ramnosas, como grupo glicosil (Soberon y Maier, 2011). Estos pueden
producirse a partir de distintos sustratos y el tipo de ramnolipido producido dependera tanto
de la cepa, el sustrato utilizado y las condiciones del proceso.

Dentro de las caracteristicas que debe poseer un tensioactivo para poder disminuir la
tensién superficial de un liquido, el mas importante es la Concentracion Micelar Critica (CMC)
cuyo valor es la minima concentracién necesaria para que se formen micelas espontaneas
en la solucién, y esta variara segun la cantidad de surfactante que se agrega en exceso a
partir de la CMC (Edwards et al., 1991). La importancia de este valor radica en que indicara
a qué concentracién de biosurfactante la tension superficial se mantendra constante a pesar
de que la concentracién aumente (Czajka et al., 2015). De esta manera sera posible calcular
las cantidades necesarias de biosurfactantes para poder realizar una solubilizacién y
extraccion de petréleo exitosa. Si bien es cierto, la solubilizacion aumentara con una mayor
presencia del biosurfactante, las concentraciones presentes de petr6leo o cualquier otro
contaminante, como en el caso de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP), alteraran
de manera significativa el valor de la CMC y en consecuencia la solubilizaciéon de los mismos
(Chun et al., 2002). Por esta razoén, cuando se obtienen valores como la CMC de un
biosurfactante en agua o buffer, dicho valor debe ser contrastado bajo condiciones que

simulen la composicion de los sitios contaminados en donde serd utilizado.

El ramnolipido producido por la cepa nativa de P. aeruginosa 6K-11, aislada en el
laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Microbiana, en cuanto a su produccion y
purificacién es bastante eficiente pero solo se conocen datos cualitativos respecto a su uso
como surfactante mientras que caracteristicas propias del biosurfactante como el balance
hidrofilico-lipofilico, CMC, grado de disociaciéon y las condiciones en que la actividad

emulsificante es dptima son aln desconocidas para nuestro equipo.

Los biosurfactantes, a diferencia de los surfactantes sintéticos usados en la actualidad,
son producidos por seres vivos y poseen ciertas ventajas frente a estos como
biodegradabilidad, biocompatibilidad, baja toxicidad, produccidén a base de sustratos de bajo
costo y actividad en un amplio rango de temperatura, pH y salinidad (Soberon y Maier, 2011
y Hoskova et al., 2013).

Las caracteristicas de cada biosurfactante son exclusivas respecto a los demas debido
a su estructura unica, por lo que regularmente se necesitan estudios que las evalluen
detalladamente (Soberon y Meier, 2011). Por tal motivo, este estudio busca conocer las

caracteristicas fisicoquimicas y la actividad emulsificante aun desconocidas para nuestro



equipo de investigacién y utilizar los resultados como base de futuros estudios o procesos

relacionados al area de la biorremediacion.

Los ramnolipidos son excelentes agentes emulsificadores de hidrocarburos capaces
de reducir la tension del agua de 72 mN/m a valores por debajo de 30 mN/m vy la tension
superficial de sistemas agua/aceite de 43mN/m a por debajo de 1 mN/m (Henkel et al., 2012).
La adsorcion de estos en la interfase liquido-liquido reemplazara moléculas de agua por
moléculas de biosurfactantes que, a diferencia de las moléculas de agua, poseen fuerzas de
atraccién mas débiles disminuyendo la tension superficial (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).
Ademas, gracias a sus caracteristicas pueden utilizarse en contacto con petréleo, HAP o
cualquier otra sustancia contaminante de naturaleza oleosa facilitando su extraccién e incluso
su degradacion cuando es utilizado correctamente en procesos de biorremediacion (Amani
et al., 2010; Das & Chandran, 2011).

El objetivo principal de este estudio es determinar las caracteristicas fisico-quimicas
del ramnolipido obtenido a partir de la cepa de P. aeruginosa 6K-11 y su desempefio como
agente tensioactivo frente a hidrocarburos de petréleo en distintas concentraciones.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del ramnolipido obtenido a partir de la
cepa de Pseudomonas aeruginosa 6K-11.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar la concentracion micelar critica (CMC) y grado de disociacion del
biosurfactante.
e FEvaluar la actividad emulsificante del biosurfactante.

e Determinacion del punto y temperatura de Krafft del biosurfactante.
1.2 Hipétesis

e El biosurfactante producido por la cepa nativa Pseudomonas aeruginosa 6K-11
poseera un CMC y grado de disociacion altos.

e El biosurfactante poseera una alta actividad emulsificante.

e El punto de Krafft sera mayor a los 35°C



Il. ANTECEDENTES

Giraldo et al. (2014) evalu6 la actividad emulsificante del ramnolipido proveniente de la cepa
de P. aeruginosa PB 25 con el objetivo de utilizarlo en la remocién de metales pesados. En
este estudio se puede observar la importancia de conocer el valor de la concentracién
en la cual el biosurfactante realizara la actividad emulsificante oOptima. El indice de
emulsificacién E24, el cual evalla la estabilidad de la emulsificacion a lo largo del tiempo,
tenia un valor de 47.

Bordas et al. (2005) realizaron un estudio en donde se usd una mezcla de ramnolipidos
producida por P. aeruginosa 57SJ para incrementar la solubilidad del pireno en agua
purificada. Se hallé la CMC del biosurfactante en el sistema agua pura/pireno y esta fue de
270 mg/L. Posteriormente, se evalud la solubilizacién del pireno en un sistema de suelo en
columnas similar al core flood test, el cual simula un pozo de petr6leo. Los resultados
apuntaron que la CMC, ademas de verse alterada respecto a la concentracion de los
contaminantes, también lo hizo de una manera significativa cuando el biosurfactante era
utilizado en el sistema mencionado obteniendo un nuevo valor aproximado de 400 mg/L, 1.5
veces mas que el anterior (Bordas et al., 2005).

Ben Ayed et al. (2013) determinaron las caracteristicas de un biosurfactante producido por
la cepa Bacillus mojavensis A21 frente a surfactantes sintéticos. Para este trabajo fue
sumamente importante el conocimiento de las cualidades del biosurfactante a distintas
condiciones, razén por la cual se evalué la actividad emulsificante a diferentes
concentraciones del surfactante, temperaturas, pH y concentraciones de sal. Una vez
conocido estos valores se procedié a elaborar un buffer que contuviese al biosurfactante y de
esta manera utilizarlo en los procesos de emulsificacidén. Finalmente, en el estudio quedd
evidenciado una 6ptima actividad emulsificante por parte del biosurfactante a condiciones
adecuadas, las cuales pudieron ser determinadas a lo largo de este trabajo.

Fang et al. (2007) y Wang et al. (2007) analizaron en un inicio la produccién de los
ramnolipidos obtenidos con cepas wild type y transformadas de P. aeruginosa y E. coli
respectivamente. Esto se debe a la compleja y aun desconocida maquinaria que emplea
P. aeruginosa para la produccion de ramnolipidos, razén por la cual contrastaron dicha
produccidn con otra bacteria de maquinaria mas simple. Luego, analizaron los ramnolipidos
obtenidos mediante cromatografia y posteriormente su efectividad como biosurfactantes con
la prueba de core flood test a distintas condiciones de temperatura, pH y concentracién de
sales las cuales, en la combinacién adecuada, optimizaron la recuperacion terciaria de

petréleo mediante el uso del ramnolipido. En los estudios se llegaba como conclusion que las
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bacterias transformadas tenian una producciéon similar a las wild type productoras de
ramnolipidos mientras que su rendimiento como biosurfactante en la prueba core flood test
producia una recuperacion de petréleo del 40%, similar a lo obtenido utilizando el ramnolipido
de las cepas wild type.

Todos estos Ambos estudios demuestran la importancia de una caracterizacion minuciosa de
nuestro biosurfactante antes de poder ser empleada en procesos como EOR o de
biorremediacién. Por esta razén, en este trabajo se analizé el ramnolipido obtenido de una
cepa de P. aeruginosa mutante que a diferencia de las cepas utilizadas en los trabajos
mencionados posee una tasa de produccion y rendimiento evaluada, optimizada vy
contrastada frente a otras cepas productoras de ramnolipidos. Es precisamente la naturaleza
Unica de esta cepa lo que nos alienta a realizar un estudio profundo del ramnolipido
analizando sus caracteristicas fisicoquimicas y las condiciones en las cuales el rendimiento

como biosurfactante sea el 6ptimo.



ll. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material biolégico

La cepa P. aeruginosa 6K-11 utilizada en este estudio pertenece al cepario del laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia Microbiana y fue aislada a partir de zonas impactadas por
hidrocarburos de petréleo en Talara, Peru.

3.2. Equipo

Se utilizé un medidor de conductividad de la marca APERA modelo EC800 equipado con
sonda para medir la variacion de temperatura. También se empled un Espectrofotometro de
la marca Thermo Scientific™ modelo GENESYS 150 UV-Vis para poder determinar la

actividad emulsificante del biosurfactante.

3.3. Produccion y purificacion de ramnolipido

En primer lugar, la cepa fue reactivada de acuerdo a la metodologia de Guzman (2016)
inoculandola en 2 ml de Caldo Tripticasa de Soya (TSB) a 35 °C por 18 a 24 horas para
obtener la mayor cantidad de células viables. Una vez transcurrido el tiempo establecido se
extrajo el medio de cultivo en un microtubo de plastico de 2,5 ml y se centrifugdé a 10 000 rpm
durante 10 minutos, se descartd el sobrenadante y el paquete celular se resuspendioé en
solucién salina (NaCl 0.85%). En segundo lugar, se volvié a centrifugar a las mismas
condiciones, pero esta vez la biomasa se resuspendié en 1 ml de medio mineral Seigmund-
Wiener (SW), luego este se inoculd en un matraz con 29 ml de medio SW, cuyo volumen final
estaba suplementado con 1% de aceite de fritura como fuente de carbono, y se incubé a
31.26 °C, 186 rpm, pH de 6.76 durante 36 a 42 horas aproximadamente. Para este tiempo de
incubacién, se diluyé a una proporcién de 1/80 de biomasa, se obtuvo una densidad éptica
de 0,06. Esto permiti6 eliminar la fase lag y disminuir el tiempo de produccidn en los siguientes
pasos. Por ultimo, se centrifugaron 7.4 ml de cultivo a 5 000 rpm durante 30 minutos, se
descarto el sobrenadante y la biomasa se resuspendié en 5 ml de medio SW. Finalmente, la
suspensién se inoculé en un matraz con 95 ml de medio mineral SW modificado (Alcalde,
2018), cuyo volumen final contenia aceite de fritura al 1% como fuente de carbono, y se incubo
a 31,3 °C, 186 rpm, pH 6,8, indculo al 7,4% (p/v) durante dos semanas.



3.4. Extraccion y purificacion de ramnolipidos

En principio, se distribuyé el medio de cultivo en tubos cénicos de 50 ml que fueron
centrifugados a 5 000 rpm durante 30 minutos. A continuacién, se trasvaso el sobrenadante
a nuevos tubos cénicos y se descarté el paquete celular; este proceso se repitié por segunda
vez para una mejor extraccion. Luego, el sobrenadante se acidificé a pH 2 con acido
clorhidrico concentrado y se dejé reposar durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las
soluciones acidificadas se centrifugaron a 5 000 rpm por 1 hora, el precipitado obtenido de
cada tubo se resuspendié en 10 ml de agua milli-Q, a continuacion, se anadié 20 ml de
soluciéon cloroformo:etanol (2:1, v/v) y los tubos se agitaron durante 30 minutos. Una vez
concluido este proceso las suspensiones fueron centrifugadas a 5 000 rpm por 20 minutos
para luego extraer la fase organica y trasvasarlo a tubos de ensayo vacios para ser incubados
a 80 °C para evaporar los solventes orgénicos. Finalmente, se obtuvo una solucién de color
rubio oscuro y de apariencia oleosa, caracteristica de los ramnolipidos, y se resuspendié con
agua destilada a pH 9 (Giraldo, 2012).

3.5 Preparacion de la solucion de Ramnolipidos

Para la preparacion de la solucién se utilizé el método de Williams como referencia (Williams
et al., 1955), en donde se realizaba la primera medicién a una concentracién inicial y
posteriormente a sus diluciones. Primero, se prepararon 300 ml de una solucion de
ramnolipido en agua destilada a una concentracion de 10 g/L, a continuacion, se colocaron
100 ml en un vaso de precipitado de 500 ml y se realiz6 la primera valoracion de la
conductividad eléctrica.

Luego de obtener una solucion purificada de ramnolipidos producido por la cepa de P.
aeruginosa 6K-11 se realizé la determinaciéon de la CMC y el grado de disociacion mediante

conductimetria basada en un proceso de valoracién volumétrica.

3.6 Concentracion Micelar Critica y grado de disociacion (Williams et al., 1955)

Primero, se afadieron volumenes conocidos de agua de forma sucesiva mientras se utilizo el
agitador magnético para una éptima homogenizacién de la solucién, se dejé estabilizar y se
realiz6 una valoracién de la conductividad eléctrica tras cada adicion, las cuales iniciaron con
volumenes de 5 ml y luego disminuyeron a 2 ml; se realizaron tres réplicas por cada medida.

El proceso después de un previo calentamiento a la solucion de ramnolipido debido a que
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cuando se encuentra a temperatura ambiente y pH neutro es muy aceitoso, por lo que durante

toda la experiencia se us6 un agitador magnético que mantenga homogénea la solucion.

Para la elaboracién de las rectas que permitan identificar tanto la CMC como hallar el grado

de disociacion se utilizé el método de minimos cuadrados cuyas ecuaciones son las

siguientes:
n-Z(x-y)—Zx-Iy
T n-Ix?—|Ex|?
b_Ey-Exz—Zx-Z(x-y}
A n-ExZ — |Zx|?
Dénde: m = la pendiente,

b = punto de corte,
n = el nimero de pares de datos por cada recta
X = concentracion de ramnolipido

y = conductividad
3.7 Evaluacion de la actividad y estabilidad emulsificante

Para la evaluacién de la actividad emulsificante, nuestra metodologia se bas6 en la empleada
por Goldman et al., (1982) con algunas modificaciones. Primero se afadieron 10 ml de
solucién de ramnolipido a una concentracién igual al CMC hallado previamente y a
continuacion se agregaron 2 ml de petréleo. Luego, la mezcla se homogenizé la mezcla por
agitacion durante 2 minutos y a continuacion se trasvas6 1 ml de esta solucién a un tubo de
espectrofotdmetro. La solucion fue medida a 540 nm y el resultado fue posteriormente
convertido en Unidades de Actividad Emulsificante por ml (UAE/ml), donde un valor de
absorbancia igual a 0,816 es equivalente a 1 UAE/ml. La prueba se realizé por triplicado junto

a un control negativo.

Luego se evaluod la estabilidad de la emulsion que produce nuestro biosurfactante mediante
una metodologia basada en el indice 24 (E24) (Abouseoud et al., 2008) con algunas
modificaciones. Inicialmente se colocaron 2 ml de solucion de ramnolipido a una
concentracion igual a la CMC hallada previamente en un tubo de ensayo. Posteriormente, se
agregd la misma cantidad de petrdleo. Se homogenizé la mezcla mediante agitador vortex
durante 3 minutos y se dej6 reposar durante 24 horas. Finalmente, se procedié a calcular el
valor de E24 dividiendo la altura de la capa emulsificada entre la altura total de la solucién.
La prueba se realizé por triplicado junto a un control negativo el cual solamente contenia

petréleo y agua destilada.



3.8 Determinacion del punto y temperatura de Krafft

Para conocer la temperatura en la cual nuestro surfactante tuvo una mejor actividad
realizamos valorizaciones sucesivas de conductividad eléctrica, a distintas temperaturas, en
una solucién de ramnolipido y agua cuya concentracién sea mayor al CMC. Estos datos son
llevados a una grafica para poder observar dos puntos a lo largo de la recta en el que la
pendiente cambia.

El primero, se denomina punto de Krafft a partir del cual se produjo un aumento de solubilidad
debido a la formacién de micelas que se vio expresada en una mayor conductividad eléctrica.
Mientras que el segundo se considera temperatura de Krafft ( Tx), a partir de este punto es
donde empiezan a coexistir solamente micelas y la temperatura aumenta la solubilidad
provocada por la movilidad i6nica (Manojlovic 2012).

3.9 Variables a estudiar

En el presente trabajo se realizaron dos mediciones, las cuales tuvieron como variable
dependiente a la conductividad eléctrica medida en uS/cm. En la primera experiencia,
Concentracion Micelar Critica y Grado de Disociacion, la variable independiente fue la
concentracion del biosurfactante en la solucién; en la segunda, Determinaciéon del punto y
temperatura de Krafft, la temperatura. Ambos procedimientos cuentan con una sola variable
independiente por lo que el disefio experimental desarrollado es univariable.

3.10 Analisis estadistico

Se utilizé la media muestral para poder analizar todos los datos obtenidos en cada medicién
ya que estas se realizaron por triplicado. Dichos valores son los que fueron tomados en cuenta

al momento de realizar los graficos.

Se utilizd Microsoft Excel para realizar las graficas que describen la variacion de la
conductividad respecto a la concentracion del biosurfactante y la temperatura.



IV. RESULTADOS

4.1. Concentracion micelar critica y grado de disociacion

La concentracién micelar critica (CMC) hallada fue de 5.86 g/L y el Grado de Disociacién
hallado de 0.49. En la Figura 1 se puede observar el grafico realizado a partir de las
mediciones por conductometria. Se observa como desde una concentracion de 12.5 g/L de
ramnolipido la conductividad disminuye a un ritmo continuo conforme lo hace la concentracién
del surfactante hasta un punto en que se produce una disminucion mas pronunciada
dividiendo a la recta en las regiones pre y post micelar evidenciando la formacién de dos
rectas de pendientes diferentes.

Las ecuaciones de ambas rectas se hallaron utilizando el método de minimos cuadrados y
fueron las siguientes:
A =2,8007x + 10,614

B = 1,2392x + 18,513

Conductividad vs Concentracidon
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Figura 1. Evaluacion de la conductividad de las diferentes concentraciones de
ramnolipidos de P. aeruginosa. A) Linea de tendencia de los primeros 25 valores medidos. B) Linea
de tendencia de los ultimos 20 valores medidos.
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De esta manera, al momento de igualar ambas ecuaciones se obtuvo como valor la
concentracion en la cual se intersectan las rectas indicando el valor de la CMC, el cual fue de
5.05 g/L. Finalmente, el cociente de las pendientes resulta en el grado de disociacién que
tuvo como valor 0.49.

4.3. Evaluacion de la actividad y estabilidad emulsificante

Debido al uso de triplicados en ambas pruebas los valores obtenidos se encuentran
resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Valores de la actividad y estabilidad emulsificante del biosurfactante producido por
P. aeruginosa 6K-11 a una concentracion de 5.05 g/L.

Actividad Emulsificante

Tubo N@ (UAE/ml) E24 (%)
1 1.97 >50
2 2.06 >50
3 1.88 >50
Promedio 1.97 >50
Control negativo 0 0
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4.2. Calculo de la temperatura de Krafft

La temperatura de Krafft para el ramnolipido producido por P. aeruginosa 6K-11, fue de
39 °C. Este valor fue calculado al realizar un grafico a partir de los datos obtenidos en la
medicién de la conductividad respecto a la temperatura con una soluciéon concentrada de
ramnolipido inicial de 12.5 g/L (Figura 2). Se observa un aumento constante de la
conductividad conforme lo hace la temperatura hasta los 35 °C aproximadamente, lo que
indicaria que dicho valor es el punto de Krafft. Posteriormente, la conductividad continu6é
incrementandose, pero esta vez a un mayor ritmo acorde se elevaba la temperatura de la
solucién hasta los 39 °C y es a partir de esta temperatura que la conductividad continué
aumentando, pero a un ritmo mas lento que el anterior evidenciando que el valor de 39 °C es

la temperatura de Krafft de nuestro ramnolipido.

Conductividad vs Temperatura
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Figura 2. Evaluacion de la conductividad a diferentes valores de temperatura del ramnolipido de
Pseudomonas aeruginsoa a una concentracién de 12.5 g/L.
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V. DISCUSION

Para la evaluacion de la conductividad eléctrica respecto a la concentracion de ramnolipido
se utilizé una solucién del ramnolipido en agua destilada. Manko et al., (2014) recomienda
realizar este tipo de mediciones con agua destilada para que ningin otro componente altere
el resultado que se obtenga de la medicion. La solucién utilizada tenia una concentracién de
12.5 g/L de biosurfactante. Giraldo et al., (2014), report6 que la éptima actividad emulsificante
de un ramnolipido fue a una concentracion de 10 g/L, lo que quiere decir que la CMC de ese
ramnolipido se encontraba por debajo de esa concentracién. Es por este motivo, que las
mediciones se iniciaron a una concentracion de 12.5 g/L y asi poder tener un rango mas
amplio que permita conocer la CMC del biosurfactante en estudio. Cuando se realizaron las
lecturas se observo una conductividad inicial de 34 uS/cm a una concentracién de 12.5 g/L
gue comenz6 a disminuir progresivamente hasta una concentracién aproximada de 26 uS/cm
a 6 g/L, momento en el cual ocurrié una variacién en la disminucion de la conductividad
indicando que la CMC se encontraria cercana a este valor. Es gracias al método de minimos
cuadrados que se obtuvo un valor mas aproximado de la CMC el cual fue de 5.05 g/L. La
grafica presentada en la figura 1 concuerda con un perfil tipico de la representacion de los
valores de conductividad en funcién de la concentracién de surfactante segun Lépez (2017).

La importancia de conocer la CMC del biosurfactante radica en la utilidad que tendria el
conocer este valor en futuros experimentos que utilicen este mismo biosurfactante con las
mismas o distintas condiciones. Las concentraciones de ramnolipido tendrian que ser
mayores al valor encontrado en este trabajo ya que si bien el ramnolipido seguira teniendo
una adsorcion constante con concentraciones mayores (Budhathoki et al., 2016; Kamal et
al., 2017) es posible que la interaccion con otras sustancias varie su actividad. Es por esta
razén que en los procedimientos de este estudio solamente se utilizé agua destilada, para
que no exista ninguna interaccion con nuestro ramnolipido. Sin embargo, esta condicién no
permite aprovechar al maximo el rol de agente biosurfactante ya que la concentraciéon
necesaria para la CMC es mas alta a comparacién de trabajos como el de Wang et al. (2007)
y Ben Ayed et al. (2013) en donde dicho valor era hasta 10 veces menor. Ambos trabajos
utilizaron diferentes valores de pH, temperatura y concentracién de NaCl al momento de medir
la CMC ademés de utilizar un tensidémetro, equipo mas preciso para este tipo de tarea.

El presente trabajo tratdé de encontrar un punto de partida para todas las evaluaciones
posteriores que se puedan realizar al ramnolipido producido por P. aeruginosa 6K-11. Si
bien es cierto, el valor obtenido de la CMC es menor a lo reportado por Giraldo et al. (2014)
debemos tener en cuenta que en dicho trabajo el biosurfactante fue evaluado con soluciones
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a distintos pH mientras que en el presente trabajo solamente respecto a la carga que libera
en una solucion de agua destilada mediante conductimetria. Esto debido a que los
ramnolipidos poseen un comportamiento anioénico en disoluciones acuosas gracias a sus

grupos hidroxilos y carboxilos ionizables (Sanchez, 2010).

Por otra parte, en trabajos como el de Fang et al., (2007) se observa que el valor de la CMC
de un ramnolipido producido por P. aeruginosa PAO1-rhlA" es de 75 mg/L y esto se debe a
dos factores, el primero es que el instrumento para calcular dicho valor fue un tensiémetro y
el segundo, el mas importante, es que la solucién en donde el biosurfactante fue analizado
era un buffer que potenciaba la capacidad del ramnolipido de disminuir la tension superficial
y por ende producir emulsién a diferencia del agua destilada utilizada en el presente estudio
con lafinalidad de eliminar interacciones que interfieran en las lecturas. En otro estudio similar
como el de Wang et al., (2007) también se obtuvé un valor similar de CMC, y al ser utilizado
en una prueba core flood test el porcentaje de recuperacion de petréleo fue del 42%. Dado
que el analisis individual de nuestro ramnolipido se encuentra completado esto nos brinda
dos puntos importantes a sacar provecho a partir de esta investigacion. Teniendo en cuenta
que el siguiente paso seria evaluar la actividad emulsificadora, el primer punto seria disefar
un buffer que permita potenciar nuestro biosurfactante e incluso usarlo a menores
concentraciones. El segundo punto es que al obtener una CMC elevada a diferencia de otros
trabajos se esperaria también una mayor recuperacion de petréleo en pruebas como core
flood test que es el verdadero objetivo a largo plazo de esta investigacion.

Los valores obtenidos de la actividad emulsificante pueden observarse en la Tabla1. El valor
obtenido fue de 1.97 UAE/mI. lo cual se acerca a lo hallado por Giraldo et al., (2014) cuando
al evaluar la actividad emulsificante de un biosurfactante obtuvo valores de 3 UAE/ml
utilizando concentraciones de 10 g/L. En el presente estudio la concentracion determinada
fue de 5.05 g/L debido a que este fue el valor de la CMC y tedricamente a esta concentracién
la tensidn superficial se mantendra constante a pesar de que esta aumente. Debemos tener
en cuenta que existen diversos factores que afectan a la actividad emulsificante como la
naturaleza del tensioactivo y del componente oleoso, la salinidad y el valor de pH de la
solucién en la que se encuentre el biosurfactante o la concentracion del biosurfactante por
mencionar algunos (Ben Ayed et al., 2009; Wang et al., 2007) y es por este motivo que el
presente trabajo desea estimar un punto de partida para posteriormente evaluar los factores
mencionados. Por otra parte, los valores hallados respecto a la estabilidad emulsificante se
describen como mayores al 50% debido a que toda la capa de petroleo cubria la mitad del
tubo impidiendo la medicién real de la altura de la capa de emulsificacién, sin embargo, la
totalidad de la capa correspondiente a la solucion con el biosurfactante se mantuvo con
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turbidez luego de 24 horas e incluso se mantuvo asi durante 5 dias. Este dato es prometedor
ya que los valores obtenidos fueron menores a los obtenidos en el Laboratorio de
Microbiologia y Biotecnologia Microbiana anteriormente. Los controles negativos de ambas

pruebas no presentaron ninguna caracteristica de emulsificacién.

Gracias a la evidente existencia de estas tres regiones en la Figura 2 es que se puede obtener
el punto y temperatura de Krafft tal como lo reportado por Lépez (2017) con liquidos iénicos.
Estos valores fueron de 34 °C y 39 °C respectivamente. Por una parte, la temperatura de
Krafft es prometedora ya que se encuentra cercana a los 37°C que suele utilizarse para
incubar ciertos microorganismos in vitro. Los trabajos que utilicen microorganismos junto con
el surfactante para procesos de biorremediacion o incluso durante la extraccién de petréleo
con microorganismos, como los mencionados por Kamal et al., (2017), tendrian que tener en
cuenta una temperatura de incubacion mayor o igual a 39 °C o en todo caso evaluar la
temperatura que crean sea la éptima para el microorganismo sin desaprovechar la actividad

emulsificante del ramnolipido.

Por ultimo, cabe mencionar que no se utilizd el biosurfactante en elestudio frente a alguna
sustancia problema ya que lo primero que se desed conocer la CMC y la temperatura con los
cuales ejecutar ya sea una correcta extracciéon de petréleo o un trabajo de biorremediacién.
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VI. CONCLUSIONES

Se logré caracterizar al ramnolipido producido por P. aeruginosa 6K-11 producido
con sustrato de bajo costo.

Los valores de CMC y Grado de disociacion fueron de 5.05 g/L y 0.49
respectivamente

La CMC de 5.05 g/L revela que el ramnolipido producido por la cepa P. aeruginosa
6K-11 tendr4d una mayor capacidad emulsificante cuando se emplee a esa
concentracion.

Los valores de Actividad Emulsificante y Estabilidad Emulsificante fueron de 1.97
UAE/ml y >50% respectivamente.

La temperatura en la cual habra una mejor actividad surfactante es 39 °C,
temperatura con la que procesos de biorremediacion en laboratorio o extraccion de

petréleo podrian realizarse sin problemas.
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