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I.      INTRODUCCIÓN 

Entre los usos atribuidos al petróleo, un recurso de gran importancia en el mundo 

moderno, por su uso como fuente de energía y combustible, es también fuente de fertilizantes 

agrícolas, compuesto en la elaboración de plástico, entre muchos otros. La idea de un mundo 

donde el petróleo se agotase o cuya extracción fuese imposible significaría un gran problema 

para la humanidad y es por este motivo que uno de los tantos procesos importantes realizados 

en la industria petrolera, como lo es la extracción del petróleo, se encuentra en constante 

observación para poder ser optimizada. 

En los últimos años distintas técnicas fueron utilizadas para optimizar la recuperación 

mejorada de petróleo (EOR, por sus siglas en inglés) en sus distintas fases. Este proceso 

consta de 3 fases : En un principio ocurre la recuperación primaria que se realiza con la propia 

presión del pozo de petróleo; recuperación secundaria, con  

presión externa inyectando regularmente salmuera y, por último, la recuperación terciaria, 

agregando sustancias químicas que pueden ser polímeros, surfactantes o soluciones 

alcalinas (Sheng, 2010). Cabe mencionar que existen técnicas que involucran 

microorganismos como la recuperación microbiana mejorada de petróleo (MEOR, por sus 

siglas en inglés) en las que estos son usados dentro del yacimiento para facilitar la 

recuperación del petróleo (Ansah et al., 2018; Wang et al., 2007). 

Los costos por el uso de químicos en el proceso de EOR son altos, razón 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 producción, 

poseen un costo menor y características que bien podrían definirlos como amigables para el 

medio ambiente (Fang et al., 2007). A pesar de esto, en un inicio había una mayor preferencia 

de surfactantes químicamente sintetizados frente a los biosurfactantes debido a que la 

producción a gran escala de los últimos solía ser costosa y por lo tanto poco rentable a lo 

largo del tiempo. (Maneerat 2005; Moussa et al., 2014). 

Además, existen muchos problemas que giran en torno a la industria petrolera en 

cuanto a contaminación se refiere y es durante la fase de extracción donde se produce un 

impacto considerable al medio ambiente por parte de los surfactantes químicamente 

sintetizados (Mulligan 2005), ya sea que las actividades se encuentren reguladas o no.  

Los ramnolípidos producidos principalmente por microorganismos como 

Pseudomonas aeruginosa son biosurfactantes compuestos por una mezcla de cadenas de 

ácido 3-hydroxydecanoico, como ácido graso y con una (monoramnolípido) o dos 
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(diramnolípido) ramnosas, como grupo glicosil (Soberon y Maier, 2011). Estos pueden 

producirse a partir de distintos sustratos y el tipo de ramnolípido producido dependerá tanto 

de la cepa, el sustrato utilizado y las condiciones del proceso.  

Dentro de las características que debe poseer un tensioactivo para poder disminuir la 

tensión superficial de un líquido, el más importante es la Concentración Micelar Crítica (CMC) 

cuyo valor es la mínima concentración necesaria para que se formen micelas espontáneas 

en la solución, y esta variará según 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 indicará 

a qué concentración de biosurfactante la tensión superficial se mantendrá constante a pesar 

de que la concentración aumente (Czajka et al., 2015). De esta manera será posible calcular 

las cantidades necesarias de biosurfactantes para poder realizar una solubilización y 

extracción de petróleo exitosa. Si bien es cierto, la solubilización aumentará con una mayor 

presencia del biosurfactante, las concentraciones presentes de petróleo o cualquier otro 

contaminante, como en el caso de los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP), alterarán 

de manera significativa el valor de la CMC y en consecuencia la solubilización de los mismos 

(Chun et al., 2002). Por esta razón, cuando se obtienen valores como la CMC de un 

biosurfactante en agua o buffer, dicho valor debe ser contrastado bajo condiciones que 

simulen la composición de los sitios contaminados en donde será utilizado. 

El ramnolípido producido por la cepa nativa de P. aeruginosa 6K-11, aislada en el 

laboratorio de Microbiología y Biotecnología Microbiana, en cuanto a su producción y 

purificación es bastante eficiente pero solo se conocen datos cualitativos respecto a su uso 

como surfactante mientras que características propias del biosurfactante como el balance 

hidrofílico-lipofílico, CMC, grado de disociación y las condiciones en que la actividad 

emulsificante es óptima son aún 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, producción a base de sustratos de bajo 

costo y actividad en un amplio rango de temperatura, pH y salinidad (Soberon y Maier, 2011 

y Hošková et al., 2013). 

Las características de cada biosurfactante son exclusivas respecto a los demás debido 

a su estructura única, por lo que regularmente se necesitan estudios que las evalúen 

detalladamente (Soberon y Meier, 2011). Por tal motivo, este estudio busca conocer las 

características fisicoquímicas y la actividad emulsificante aún desconocidas para nuestro 
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equipo de investigación y utilizar los resultados como base de futuros estudios o procesos 

relacionados al área de la biorremediación. 

Los ramnolípidos son excelentes agentes emulsificadores de hidrocarburos capaces 

de reducir la tensión del agua de 72 mN/m a valores por debajo de 30 mN/m y la tensión 

superficial de sistemas agua/aceite de 43mN/m a por debajo de 1 mN/m (Henkel et al., 2012). 

La adsorción de estos en la interfase líquido-líquido reemplazará moléculas de agua por 

moléculas de biosurfactantes que, a diferencia de las moléculas de agua, poseen fuerzas de 

atracción más débiles disminuyendo la tensión superficial (Pacwa-Płociniczak et al., 2011). 

Además, gracias a sus características pueden utilizarse en contacto con petróleo, HAP o 

cualquier otra sustancia contaminante de naturaleza oleosa facilitando su extracción e incluso 

su degradación cuando es utilizado correctamente en procesos de biorremediación (Amani 

et al., 2010; Das & Chandran, 2011). 

El objetivo principal de este estudio es determinar las características físico-químicas 

del ramnolípido obtenido a partir de la cepa de P. aeruginosa 6K-11 y su desempeño como 

agente tensioactivo frente a hidrocarburos de petróleo en distintas concentraciones. 

1.1 Objetivos 

1.1.1 Objetivo general 

● Determinar las características físico-químicas del ramnolípido obtenido a partir de la 

cepa de Pseudomonas aeruginosa 6K-11. 

1.1.2 Objetivos específicos 

● Determinar la concentración micelar crítica (CMC) y grado de disociación del 

biosurfactante. 

● Evaluar la actividad emulsificante del biosurfactante. 

● Determinación del punto y temperatura de Krafft del biosurfactante. 

1.2 Hipótesis 

● El biosurfactante producido por la cepa nativa Pseudomonas aeruginosa 6K-11 

poseerá un CMC y grado de disociación altos. 

● El biosurfactante poseerá una alta actividad emulsificante. 

● El punto de Krafft será mayor a los 35ºC 
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II.    ANTECEDENTES 

Giraldo et al. (2014) evaluó la actividad emulsificante del ramnolípido proveniente de la cepa 

de P. aeruginosa PB 25 con el objetivo de utilizarlo en la remoción de metales pesados. En 

este estudio se puede observar la importancia de conocer el valor de la concentración  

en la cual el biosurfactante realizará la actividad emulsificante óptima. El índice de 

emulsificación E24, el cual evalúa la estabilidad de la emulsificación a lo largo del tiempo, 

tenía un valor de 47. 

Bordas et al. (2005) realizaron un estudio en donde se usó una mezcla de ramnolípidos 

producida por P. aeruginosa 57SJ para incrementar la solubilidad del pireno en agua 

purificada. Se halló la CMC del biosurfactante en el sistema agua pura/pireno y esta fue de 

270 mg/L. Posteriormente, se evaluó la solubilización del pireno en un sistema de suelo en 

columnas similar al core flood test, el cual simula un pozo de petróleo. Los resultados 

apuntaron que la CMC, además de verse alterada respecto a la concentración 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 más que el anterior (Bordas et al., 2005). 

Ben Ayed et al. (2013) determinaron las características 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, razón por la cual se evaluó la actividad emulsificante a diferentes 

concentraciones del surfactante, temperaturas, pH y concentraciones de sal. Una vez 

conocido estos valores se procedió a elaborar un buffer que contuviese al biosurfactante y de 

esta manera utilizarlo en los procesos de emulsificación. Finalmente, en el estudio quedó 

evidenciado una óptima 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 producción de los 

ramnolípidos obtenidos con cepas wild type y transformadas de P. aeruginosa y E. coli 

respectivamente. Esto se debe a la compleja y aún desconocida maquinaria que emplea  

P. aeruginosa para la producción de ramnolípidos, razón por la cual contrastaron dicha 

producción con otra bacteria de maquinaria más simple. Luego, analizaron los ramnolípidos 

obtenidos mediante cromatografía y posteriormente su efectividad como biosurfactantes con 

la prueba de core flood test a distintas condiciones de temperatura, pH y concentración de 

sales las cuales, en la combinación adecuada, optimizaron la recuperación terciaria de 

petróleo mediante el uso del ramnolípido. En los estudios se llegaba como conclusión que las 
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bacterias transformadas tenían una producción similar a las wild type productoras de 

ramnolípidos mientras que su rendimiento como biosurfactante en la prueba core flood test 

producía una recuperación de petróleo del 40%, similar a lo obtenido utilizando el ramnolípido 

de las cepas wild type.  

Todos estos Ambos estudios demuestran la importancia de una caracterización minuciosa de 

nuestro biosurfactante antes de poder ser empleada en procesos como EOR o de 

biorremediación. Por esta razón, en este trabajo se analizó el ramnolípido obtenido de una 

cepa de P. aeruginosa mutante que a diferencia de las cepas utilizadas en los trabajos 

mencionados posee una tasa de producción y rendimiento evaluada, optimizada y 

contrastada frente a otras cepas productoras de ramnolípidos. Es precisamente la naturaleza 

única de esta cepa lo que nos alienta a realizar un estudio profundo del ramnolípido 

analizando sus características fisicoquímicas y las condiciones en las cuales el rendimiento 

como biosurfactante sea el óptimo. 
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III.  MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

La cepa P. aeruginosa 6K-11 utilizada en este estudio pertenece al cepario del laboratorio de 

Microbiología y Biotecnología Microbiana y fue aislada a partir de zonas impactadas por 

hidrocarburos de petróleo en Talara, Perú. 

3.2. Equipo 

Se utilizó un medidor de conductividad de la marca APERA modelo EC800 equipado con 

sonda para medir la variación de temperatura. También se empleó un Espectrofotómetro de 

la marca Thermo Scientific™ modelo GENESYS 150 UV-Vis para poder determinar la 

actividad emulsificante del biosurfactante. 

 

3.3. Producción y purificación de ramnolípido 

En primer lugar, la cepa fue reactivada de acuerdo a la metodología de Guzmán (2016) 

inoculándola en 2 ml de Caldo Tripticasa de Soya (TSB) a 35 ºC 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 plástico de 2,5 ml y se centrifugó a 10 000 rpm 

durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el paquete celular se resuspendió en 

solución salina (NaCl 0.85%). En segundo lugar, se volvió a centrifugar a las mismas 

condiciones, pero esta vez la biomasa se resuspendió en 1 ml de medio mineral Seigmund-

Wiener (SW), luego este se inoculó 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 incubó a 

31.26 °C, 186 rpm, pH de 6.76 durante 36 a 42 horas aproximadamente. Para este tiempo de 

incubación, se diluyó a una proporción de 1/80 de biomasa, se obtuvo una densidad óptica 

de 0,06. Esto permitió eliminar la fase lag y disminuir el tiempo de producción en los siguientes 

pasos. Por último, se centrifugaron 7.4 ml de cultivo a 5 000 rpm durante 30 minutos, se 

descartó el sobrenadante y la biomasa se resuspendió en 5 ml de medio SW. Finalmente, la 

suspensión se inoculó en un matraz con 95 ml de medio mineral SW modificado (Alcalde, 

2018), cuyo volumen final contenía aceite de fritura al 1% como fuente de carbono, y se incubó 

a 31,3 °C, 186 rpm, pH 6,8, inóculo al 7,4% (p/v) durante dos semanas. 
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 3.4. Extracción y purificación de ramnolípidos 

En principio, se distribuyó el medio de cultivo en tubos cónicos de 50 ml que fueron 

centrifugados a 5 000 rpm durante 30 minutos. A continuación, se trasvasó el sobrenadante 

a nuevos tubos cónicos y se descartó el paquete celular; este proceso se repitió por segunda 

vez para una mejor extracción. Luego, el sobrenadante se acidificó a pH 2 con ácido 

clorhídrico concentrado y se dejó reposar durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente, las 

soluciones acidificadas se centrifugaron a 5 000 rpm por 1 hora, el precipitado obtenido de 

cada tubo se resuspendió en 10 ml de agua milli-Q, a continuación, se añadió 20 ml de 

solución 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 orgánica y trasvasarlo a tubos de ensayo vacíos para ser incubados 

a 80 °C para evaporar los solventes orgánicos. Finalmente, se obtuvo una solución de color 

rubio oscuro y de apariencia oleosa, característica de los ramnolípidos, y se resuspendió con 

agua destilada a pH 9 (Giraldo, 2012). 

 

3.5 Preparación de la solución de Ramnolípidos 

Para la preparación de la solución se utilizó el método de Williams como referencia (Williams 

et al., 1955), en donde se realizaba la primera medición a una concentración inicial y 

posteriormente a sus diluciones. Primero, se prepararon 300 ml de una solución de 

ramnolípido en agua destilada a una concentración de 10 g/L, a continuación, se colocaron 

100 ml en un vaso de precipitado de 500 ml y se realizó la primera valoración de la 

conductividad eléctrica. 

Luego de obtener una solución purificada de ramnolípidos producido por la cepa de P. 

aeruginosa 6K-11 se realizó la determinación de la CMC y el grado de disociación mediante 

conductimetría basada en un proceso de valoración volumétrica. 

 

3.6 Concentración Micelar Crítica y grado de disociación (Williams et al., 1955) 

Primero, se añadieron volúmenes conocidos de agua de forma sucesiva mientras se utilizó el 

agitador magnético para una óptima homogenización de la solución, se dejó estabilizar y se 

realizó una valoración de la conductividad eléctrica tras cada adición, las cuales iniciaron con 

volúmenes 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 solución de ramnolípido debido a que 



8 

 

cuando se encuentra a temperatura ambiente y pH neutro es muy aceitoso, por lo que durante 

toda la experiencia se usó un agitador magnético que mantenga homogénea la solución.  

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

de disociación se utilizó el método de mínimos cuadrados cuyas ecuaciones son las 

siguientes: 

 

        Dónde:  m = la pendiente, 

b = punto de corte, 

n = el número de pares de datos por cada recta 

x = concentración de ramnolípido 

y = conductividad 

3.7   Evaluación de la actividad y estabilidad emulsificante 

Para la evaluación de la actividad emulsificante, nuestra metodología se basó en la empleada 

por Goldman et al., (1982) con algunas modificaciones. Primero se añadieron 10 ml de 

solución de ramnolípido a una concentración igual al CMC hallado previamente y a 

continuación se agregaron 2 ml de petróleo. Luego, la mezcla se homogenizó la mezcla por 

agitación durante 2 minutos y a continuación se trasvasó 1 ml de esta solución a un tubo de 

espectrofotómetro. La solución 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 realizó por triplicado junto 

a un control negativo. 

Luego se evaluó la estabilidad de la emulsión que produce nuestro biosurfactante mediante 

una metodología basada en el índice 24 (E24) (Abouseoud et al., 2008) con algunas 

modificaciones. Inicialmente se colocaron 2 ml de solución de ramnolípido a una 

concentración igual a la CMC hallada previamente en un tubo de ensayo. Posteriormente, se 

agregó la misma cantidad de petróleo. Se homogenizó la mezcla mediante agitador vortex 

durante 3 minutos y se dejó reposar durante 24 horas. Finalmente, se procedió a calcular el 

valor de E24 dividiendo la altura de la capa emulsificada entre la altura total de la solución. 

La prueba se realizó por triplicado junto a un control negativo el cual solamente contenía 

petróleo y agua destilada. 
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3.8   Determinación 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 solución de ramnolípido y agua cuya concentración sea mayor al CMC. Estos datos son 

llevados a una gráfica 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 formación de micelas que se vio expresada en una mayor conductividad eléctrica. 

Mientras que el segundo se considera temperatura de Krafft (TK), a partir de este punto es 

donde empiezan a coexistir solamente micelas y la temperatura aumenta la solubilidad 

provocada por la movilidad iónica (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 µS/cm. En la primera experiencia, 

Concentración Micelar Crítica y Grado de Disociación, la variable independiente fue la 

concentración del biosurfactante en la solución; en la segunda, Determinación del punto y 

temperatura de Krafft, la temperatura. Ambos procedimientos cuentan con una sola variable 

independiente por lo que el diseño experimental desarrollado es univariable. 

 

 3.10   Análisis estadístico 

Se utilizó la media muestral para poder analizar todos los datos obtenidos en cada medición 

ya que estas se realizaron por triplicado. Dichos valores son los que fueron tomados en cuenta 

al momento de realizar los gráficos. 

Se utilizó Microsoft Excel para realizar las gráficas que describen la variación de la 

conductividad respecto a la concentración del biosurfactante y la temperatura. 
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IV. RESULTADOS 

4.1. Concentración micelar crítica y grado de disociación 

La concentración micelar crítica (CMC) hallada fue de 5.86 g/L y el Grado de Disociación 

hallado de 0.49. En la Figura 1 se puede observar el gráfico realizado a partir de las 

mediciones por conductometría. Se observa como desde una concentración de 12.5 g/L de 

ramnolípido la conductividad disminuye a un ritmo continuo conforme lo hace la concentración 

del surfactante hasta un punto en que se produce una disminución más pronunciada 

dividiendo a la recta en las regiones pre y post micelar evidenciando la formación de dos 

rectas de pendientes diferentes. 

Las ecuaciones de ambas rectas se hallaron utilizando el método de mínimos cuadrados y 

fueron las siguientes: ܣ = ʹ,ͺͲͲ͹x +  ͳͲ,͸ͳͶ ܤ =  ͳ,ʹ͵ͻʹx +  ͳͺ,ͷͳ͵ 

 

Figura 1. Evaluación de la conductividad de las diferentes concentraciones de  
ramnolípidos de P. aeruginosa. A) Línea de tendencia de los primeros 25 valores medidos. B) Línea 

de tendencia de los últimos 20 valores medidos. 
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De esta manera, al momento de igualar ambas ecuaciones se obtuvo como valor la 

concentración 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 disociación que 

tuvo como valor 0.49. 

. 

4.3. Evaluación 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 concentración de 5.05 g/L. 

Tubo Nº 
Actividad Emulsificante 

(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. Cálculo de la temperatura de Krafft 

La temperatura de Krafft para el ramnolípido producido por P. aeruginosa 6K-11, fue de  

39 °C. Este valor fue calculado al realizar un gráfico a partir de los datos obtenidos en la 

medición de la conductividad respecto a la temperatura con una solución concentrada de 

ramnolípido inicial de 12.5 g/L (Figura 2). Se observa un aumento constante de la 

conductividad conforme lo hace la temperatura hasta los 35 ºC aproximadamente, lo que 

indicaría que dicho valor es el punto de Krafft. Posteriormente, la conductividad continuó 

incrementándose, pero esta vez a un mayor ritmo acorde se elevaba la temperatura de la 

solución hasta los 39 ºC y es a partir de esta temperatura que la conductividad continuó 

aumentando, pero a un ritmo más lento que el anterior evidenciando que el valor de 39 ºC es 

la temperatura de Krafft de nuestro ramnolípido. 

 

 

 

Figura 2. Evaluación de la conductividad a diferentes valores de temperatura del ramnolípido de 
Pseudomonas aeruginsoa a una concentración de 12.5 g/L. 
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V.   DISCUSIÓN 

Para la evaluación de la conductividad eléctrica respecto a la concentración de ramnolípido 

se utilizó una solución del ramnolípido en agua destilada. Mańko et al., (2014) recomienda 

realizar este tipo de mediciones con agua destilada para que ningún otro componente altere 

el resultado que se obtenga de la medición. La solución utilizada tenía una concentración de 

12.5 g/L de biosurfactante. Giraldo et al., (2014), reportó que la óptima actividad emulsificante 

de un ramnolípido fue a una concentración de 10 g/L, lo que quiere decir que la CMC de ese 

ramnolípido se encontraba por debajo de esa concentración. Es por este motivo, que las 

mediciones se iniciaron a una concentración de 12.5 g/L y así poder tener un rango más 

amplio que permita conocer la CMC del biosurfactante en estudio. Cuando se realizaron las 

lecturas se observó una conductividad inicial de 34 µS/cm a una concentración de 12.5 g/L 

que comenzó a disminuir progresivamente hasta una concentración aproximada de 26 uS/cm 

a 6 g/L, momento en el cual ocurrió una variación en la disminución de la conductividad 

indicando que la CMC se encontraría cercana a este valor. Es gracias al método de mínimos 

cuadrados que se obtuvo un valor más aproximado de la CMC el cual fue de 5.05 g/L. La 

gráfica presentada en la figura 1 concuerda con un perfil típico de la representación de los 

valores de conductividad en función de la concentración de surfactante según López (2017). 

La importancia de conocer la CMC del biosurfactante radica en la utilidad que tendría el 

conocer este valor en futuros experimentos que utilicen este mismo biosurfactante con las 

mismas o distintas condiciones. Las concentraciones de ramnolípido tendrían que ser 

mayores al valor encontrado en este trabajo ya que si bien el ramnolípido seguirá teniendo 

una adsorción constante con concentraciones mayores (Budhathoki et al., 2016; Kamal et 

al., 2017) es posible que la interacción con otras sustancias varíe su actividad. Es por esta 

razón que en los procedimientos de este estudio solamente se utilizó agua destilada, para 

que no exista ninguna interacción con nuestro ramnolípido. Sin embargo, esta condición no 

permite aprovechar al máximo el rol de agente biosurfactante ya que la concentración 

necesaria para la CMC es más alta a comparación de trabajos como el de Wang et al. (2007) 

y Ben Ayed et al. (2013) en dónde dicho valor era hasta 10 veces menor. Ambos trabajos 

utilizaron diferentes valores de pH, temperatura y concentración de NaCl al momento de medir 

la CMC además de utilizar un tensiómetro, equipo más preciso para este tipo de tarea. 

El presente trabajo trató de encontrar un punto de partida para todas las evaluaciones 

posteriores que se puedan realizar al ramnolípido 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 solución de agua destilada mediante conductimetría. Esto debido a que los 

ramnolípidos poseen un comportamiento aniónico en disoluciones acuosas gracias a sus 

grupos hidroxilos y carboxílos 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 ramnolípido 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 tensiómetro y 

el segundo, el más importante, es que la solución en donde el biosurfactante fue analizado 

era un buffer que potenciaba la capacidad del ramnolípido de disminuir la tensión superficial 

y por ende producir emulsión a diferencia del agua destilada utilizada en el presente estudio 

con la finalidad de eliminar interacciones que interfieran en las lecturas. En otro estudio similar 

como el de Wang et al., (2007) también se obtuvó un valor similar de CMC, y al ser utilizado 

en una prueba core flood test el porcentaje de recuperación de petróleo fue del 42%. Dado 

que el análisis individual de nuestro ramnolípido se encuentra completado esto nos brinda 

dos puntos importantes a sacar provecho a partir de esta investigación. Teniendo en cuenta 

que el siguiente paso sería evaluar la actividad emulsificadora, el primer punto sería diseñar 

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 esperaría también una mayor recuperación de petróleo en pruebas como core 

flood test que es el verdadero objetivo a largo plazo de esta investigación. 

Los valores obtenidos de la actividad emulsificante pueden observarse en la Tabla1. El valor 

obtenido fue de 1.97 UAE/ml. 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 concentración determinada 

fue de 5.05 g/L debido a que este fue el valor de la CMC y teóricamente a esta concentración 

la tensión superficial se mantendrá 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 

solución en la que se encuentre el biosurfactante o la concentración 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 petróleo cubría la mitad del 

tubo impidiendo la medición real de la altura de la capa de emulsificación, sin embargo, la 

totalidad de la capa correspondiente a la solución con el biosurfactante se mantuvo con 
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turbidez luego de 24 horas e incluso se mantuvo así durante 5 días. Este dato es prometedor 

ya que los valores obtenidos fueron menores a los obtenidos en el Laboratorio de 

Microbiología y Biotecnología Microbiana anteriormente. Los controles negativos de ambas 

pruebas no presentaron ninguna característica de emulsificación. 

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 López (2017) con líquidos iónicos. 

Estos valores fueron de 34 ºC y 39 ºC respectivamente. Por una parte, la temperatura de 

Krafft es prometedora ya que se encuentra cercana a los 37ºC que suele utilizarse para 

incubar ciertos microorganismos in vitro. Los trabajos que utilicen microorganismos junto con 

el surfactante para procesos de biorremediación o incluso durante la extracción de petróleo 

con microorganismos, como los mencionados por Kamal et al., (2017), tendrían que tener en 

cuenta una temperatura de incubación mayor o igual a 39 °C o en todo caso evaluar la 

temperatura que crean sea la óptima para el microorganismo sin desaprovechar la actividad 

emulsificante del ramnolípido. 

Por último, cabe mencionar que no se utilizó el biosurfactante en elestudio frente a alguna 

sustancia problema ya que lo primero que se deseó conocer la CMC y la temperatura con los 

cuales ejecutar ya sea una correcta extracción de petróleo o un trabajo de biorremediación. 
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VI.  CONCLUSIONES 

1. Se logró caracterizar al ramnolípido producido por P. aeruginosa 6K-11 producido 

con sustrato de bajo costo. 

2. Los valores de CMC y Grado de disociación fueron de 5.05 g/L y 0.49 

respectivamente 

3. La CMC de 5.05 g/L revela que el ramnolípido producido por la cepa P. aeruginosa 

6K-11 tendrá una mayor capacidad emulsificante cuando se emplee a esa 

concentración. 

4. Los valores de Actividad Emulsificante y Estabilidad Emulsificante fueron de 1.97 

UAE/ml y >50% respectivamente. 

5. La temperatura en la cual habrá una mejor actividad surfactante es 39 ºC, 

temperatura con la que procesos de biorremediación en laboratorio o extracción de 

petróleo podrían realizarse sin problemas. 
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