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RESUMEN

ABSTRACT

Se desarrollé una microemulsién estabilizada con
biosurfactantes mono-ramnolipidos producidos
en reactor de tanque agitado a partir de Pseudo-
monas aeruginosa ATCC9027 (cepa no patdge-
na). La microemulsién fue elaborada con kerose-
no, agua destilada, mono-ramnolipidos y etanol
como cosurfactante. Estos componentes fueron
integrados con agitacién mecdnica y ultrasonido.
El didmetro de gota analizado en TEM fue de 209
nm. El indice de cremacién de 27% permitié veri-
ficar la estabilidad de la microemulsion.

Palabras clave: biosurfactante, cosurfactante, microemulsién, ram-
nolipidos.

A microemulsion stabilized with mono-rhamnoli-
pid biosurfactants produced in a stirred tank re-
actor from Pseudomonas aeruginosa ATCC9027
(non-pathogenic strain) was developed. The mi-
croemulsion was prepared with kerosene, disti-
lled water, mono-rhamnolipids and ethanol as a
cosurfactant. These components were integrated
with mechanical stirring and ultrasound. The
droplet diameter analyzed in TEM was 209 nm.
The cremation index of 27% allowed verifying
the stability of the microemulsion.

Keywords: biosufractant, cosurfactant, microemulsion, rham-
nolipids.

La contaminacion del suelo con hidrocarburos es
motivo de gran preocupacion debido a los efec-
tos negativos en la salud humana, la biodiversidad
y los ecosistemas. Aunque los surfactantes son
cominmente utilizados para realizar la tarea de
desorcién de este tipo de contaminantes, presen-
tan ciertas limitaciones cuando los hidrocarburos
estan fuertemente adheridos a las particulas de
suelo. En este contexto, las microemulsiones po-
drian ser una alternativa prometedora, gracias a
su mayor capacidad de penetracién, estabilidad,
mayor solubilidad de hidrocarburos y reducido
impacto ambiental, ya que son preparadas con
una menor cantidad de surfactante.
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Las microemulsiones son mezclas de li-
quidos inmiscibles estabilizadas por un sur-
factante y pueden ser del tipo aceite en agua
(O/W) o agua en aceite (W/O) (Khan et al,
2011). Las caracteristicas de estos fluidos son
de interés para el suministro de agentes ac-
tivos de tipo lipofilico (McClements et al,
2007). Las emulsiones se aplican en la ela-
boracion de alimentos, bebidas, cosméticos
y medicamentos, ademas de la desorciéon de
contaminantes (Ashaolu, 2021). Por el didme-
tro de gota (Dg), son clasificadas en macro
(Dg > 500 nm), micro o nanoemulsiones (Dg
de 1-200 nm) (Tadros, 2014).
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Los surfactantes pueden ser sintéticos y orgdni-
cos, no obstante, dada la contribucién a la conta-
minaciéon ambiental de los sintéticos, surfactantes
degradables de origen microbiano como los ramnoli-
pidos estan en curso de estudio. Estos son generados
por bacterias del género Pseudomonas, principal-
mente, y estdn constituidos por una o dos ramnosas
unidas a una cadena de 4cido graso no polar, cuya
longitud dependerd de la especie de microorganismo
que las produce (Randhawa y Rahman, 2014). Surfac-
tantes ramnolipidos de una ramnosa son llamados
mono-ramnolipidos; con dos, di-ramnolipidos.

El objetivo del presente trabajo fue la evalua-
cién de la capacidad de una mezcla de mono-ram-
nolipidos derivados de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, para microemulsificar keroseno. La
emulsion formada podria tener aplicacién en la
solucién de problemas de remediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos.

MATERIALES Y METODOS

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 fue obtenida
de la Coleccién Nacional de Cultivos Microbianos y
Celulares del Cinvestav-IPN. La cepa fue propagada
en caldo nutritivo (BD Bioxon) a 37°C y 150 rpm por
24 h (Innova 40 de New Brunswick Scientific), y re-
cuperada por centrifugacién a 10,000 rpm por 15 min
(Allegra X-22R Centrifuge de Beckman Coulter) para
su liofilizacién (liofilizador Labconco FreeZone 2.5)
y posterior conservaciéon a 4°C (refrigerador Nieto
modelo RB630ANC). Los mono-ramnolipidos fueron
producidos con el método reportado por Zhang et
al. (1997), pero con glicerol a 3% (pureza 99%, High
Purity) como fuente de carbono. Los mono-ramnoli-
pidos fueron separados por extraccién liquido-liquido
con acetato de etilo (1:1) (pureza 99.5%, Quimica Ri-
que). El surfactante fue purificado por cromatografia
en columna (silica gel activada, 60200 Mesh, de JT.
Baker) y conservado a -76°C (Ultracongelador Ther-
mo Scientific TSE320A modelo 931) (Guatemala-Her-
nandez et al,, 2021).

La microemulsion fue elaborada por un méto-
do de alta energia (agitacion-ultrasonido) varian-
do la composicién de los diferentes componentes:

mono-ramnolipido de 1.8 a 5.29%; etanol de 2.8 a
16%; keroseno de 1.1 a 104%; y agua desionizada de
60.9 a 91.1%. Los ramnolipidos en solucién alcoh6-
lica (10%) (pureza >99.5% Quimica Rique) fueron
mezclados (parrilla de calentamiento Heidolph MR
Hei-Tec) con keroseno (1.1-104%) (JT. Baker). Poste-
riormente se adiciond agua desionizada lentamente
bajo condiciones de agitacion (1,400 rpm) y aumen-
to gradual de temperatura (de 45°C a 70°C) buscan-
do observar un cambio en la textura de la emulsién,
de opaca a transparente. Emulsiones de apariencia
lechosa fueron tratadas posteriormente con ultraso-
nido @0 KW en ciclos de 4 min) (ultrasonic proces-
sor Hielscher UP200HY).

La microemulsién fue analizada para determina-
cién de pH (potencidémetro Eutech, Oakton, Vernon
Hills, IL, USA), Dg (microscopia electrénica de trans-
misién, TEM), tipo de emulsién (test de tincion y fu-
sién de gota) y estabilidad. El andlisis TEM se realizé
con muestras de microemulsién de 10 pL colocadas
en rejillas de cobre y tefiidas durante 1 min con 4cido
fosfottingstico filtrado y ajustado a pH 7.0 (Lemus-de
la Cruz et al., 2022). El exceso de liquido de las mues-
tras se secé con papel de filtro Whatman y las mues-
tras se observaron directamente en el TEM JEM-1400
(JEOL, Peabody, MA, EE. UU.). La estabilidad de la
microemulsion se determin a partir del indice de cre-
macién. El andlisis comprendi6 la centrifugaciéon de
las microemulsiones a 1,500 rpm durante 30 min. El
indice de cremacion se calcul6 a partir de la siguiente
ecuacion: %IC=(CC/CT)x100, donde CC es la altura de
la capa de la crema y CT es la altura total del fluido.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de surfactantes mono-
ramnolipidos

Los mono-ramnolipidos obtenidos de P. aeru-
ginosa (ATCC 9027) fueron obtenidos en una
concentraciéon de 1.2 gramos por litro de medio
de cultivo (g L-1). La estructura de estos sur-
factantes fue analizada por resonancia mag-
nética nuclear y reportados en Guatemala-Her-
nandez et al. 2021).
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Keroseno emulsificado con mono-
ramnolipidos

La variacién porcentual de los diversos com-
ponentes empleados en la formulaciéon de la
micro-emulsiéon deseada dio lugar a los valo-
res de Dg que se presentan en la tabla I. El me-
nor Dg fue de 209.2 nm y fue obtenido con la
formulaciéon: mono-ramnolipidos, 1.9%; etanol,
15.2%; agua desionizada, 77%, y keroseno, 6%
(%Rha/%Eth=0.13; %H,0/%Ker =12.8). El aumen-
to de la relaciéon %H,0/%Ker entre 12 y 34, para
una relacion %Rha/%Eth de 0.13 increment6 el Dg
en 12%. Al aumentar la relacién %Rha/%Eth, en-
tre 0.13 y 17, para una relacién %H,0/%Ker de 34,
el Dg increment6 en 44%.

A pesar del estrecho rango de variacién de los
diferentes componentes de la microemulsion, la
variacion del Dg permitié observar la importancia
de la concentracién en que se adicionan los surfac-
tantes mono-ramnolipidos en etanol (%Rha/%E-
th). Este resultado podria atribuirse al papel del
etanol, que actlia como cosurfactante y solvente
en la mezcla de mono-ramnolipidos, ya que estos
ultimos son poco solubles en agua. En el papel de
cosurfactante, el etanol facilita la formacion de
una capa monomolecular del surfactante alrede-
dor de las gotas de aceite, evitando la coalescen-
cia y la separacion de fases (Gupta et al., 2016).

Forgiarini et al. (2008) reportaron que el tipo
y la cantidad de alcohol determinaran el nivel de
estabilidad de una emulsién, ya que los alcoholes
muy hidrofilicos (de cadena corta) se solubilizaran
preferiblemente en la fase acuosa, mientras que
los alcoholes més lipofilicos (de cadena més larga)
lo hardn en la fase oleosa.

El desarrollo de una microemulsién demanda
una cantidad de surfactante del orden de 20% (As-
haolu, 2021). En el presente trabajo, la baja con-
centracion utilizada (1.9%) podria atribuirse a la
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Tabla L. Efecto de las relaciones (%Rha/%Eth) y

(%H,0/%Ker) en el diametro de gota de la microemul-
sion %Ker/%H,0/%Rha producidos por P. aeruginosa.

%Rha/%Eth %H,0/%Ker Diam. gota (nm)
0.13 128 209.2
0.13 236 2164
125 349 2235
0.13 423 2575
173 345 325.2

%Rha: mono-ramnolipidos; %Eth: etanol; %H20: agua desionizada;
%Ker: keroseno.

Figura 1. Microemulsién keroseno (6%), agua (76.9%), etanol (15.2%) y
mono-ramnolipidos (1.9%) obtenidos de P. aeruginosa.

estructura molecular de los mono-ramnolipidos,
conformada por congéneres de diferente longitud
de cadena de carbonos (Guatemala-Hernandez et
al., 2021). Se asume que estructuras moleculares
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variadas facilitan los procesos de desorcién en los
procesos de remediacion de suelos contaminados
con mezclas complejas de hidrocarburos (Saeedi et
al., 2014). Nanoemulsiones preparadas con ramnoli-
pidos en dosis de 23% fueron reportadas por Bai y
McClements (2016), y AlSakkaf y Onaizi (2023). Los
primeros utilizaron como fase oleosa aceites vege-
tales y animales, en tanto que los segundos, hidro-
carburos del petréleo. Los resultados obtenidos en
el presente trabajo son congruentes con lo reportado
por estos autores.

Se observé que el aumento de mono-ramnolipidos
disminuye el tiempo de disgregacién con ultrasonido
del keroseno (figura 2), no obstante, el didmetro de
gota estuvo determinado por otros factores: la rela-
cion %H,0/%Ker. Por ejemplo, en una acumulacién
de mono-ramnolipidos de 1.9%, el aumento en la rela-
cion %H,0/%Ker de 12.8 a 42.3, disminuy0 el tiempo
de disgregacién de 39.5 a 25.5 minutos, sin embargo,
el didmetro de gota increment6 de 209 nm a 257 nm;
mayor tiempo de ultrasonido no generé cambios sig-
nificativos. Para una concentracion de mono-ramnoli-
pidos de 3.8%, el didmetro de gota disminuy6 de 223
nm a 216 nm al bajar la relaciéon %H,0/%Ker de 34.9 a
23.6. El aumento adicional de mono-ramnolipidos de
37% a 5.2%, pero manteniendo constante la relacion
%H;0/%Ker en 34.5 no favoreci6 la disgregacion del
keroseno, por el contrario, aument6 el didmetro de
gota de 223 nm a 325 nm.

De acuerdo con Di et al. (2008), la formacién de
una microemulsion es funcion de las caracteristicas
de sus diferentes componentes, de su concentracion
y de la energia aplicada en la disgregacién de la fase
discreta. Lo reportado por estos autores corrobora
los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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Figura 2. Tiempo de disgregacién de gota con ultrasonido 40 KW) en
funcién de la concentracién de la mezcla de mono-ramnolipidos. Entre
paréntesis (%H,0/%Ker). En rojo, fuera del paréntesis, se indica el didme-
tro de gota de la microemulsion.

Caracterizacion de la microemulsion

La tincién de la microemulsién con cristal violeta per-
mitié identificar y verificar la elaboracién de la emul-
sion O/W deseada como se muestra en la figura 3.

El pH de la microemulsién se registré en un
rango de 74-7.9, con una variaciéon bimensual de
0.1. De acuerdo con Enriquez (2016), la variacion
de pH afecta la rigidez de las peliculas interfacia-
les agua-aceite. En el presente estudio la variacion
bimensual en 0.1 del pH corrobora la estabilidad
de la emulsién formada.

El indice de cremacion se registré en porcentajes
inferiores a 5%. La capa de crema en la superficie
de una microemulsion es resultado de la concentra-
cién de las gotas mds grandes y menos densas de
la fase dispersa, que tienden a ascender debido a la
gravedad. Singh et al. (2017) reportaron que a me-
nor porcentaje de cremosidad, mayor estabilidad
de la emulsién. El valor de 5% aqui determinado
indica la estabilidad de la emulsién formada.

En la figura 4 se muestra una micrografia del andli-
sis TEM de la emulsién de composicion 1.9/15.2/76.9/6
(%R ha/%Eth/%H,0/%KER). La morfologia circular
de la gota es un indicador de la estabilidad de la
emulsién preparada. El Dg calculado median-
te el analisis TEM en todas las emulsiones
preparadas (tabla I) estuvo en el rango 209
nm-325 nm, lo cual nos permite identificarlas
como microemulsiones.

e

Figura 3. Test de tincién. Verificacion de la elaboracién de una microe-
mulsién del tipo O/W.
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Figura4. Andlisis TEM de la emulsién de composicion (%) 1.9/15.2/76.9/6
(mono-ramnolipidos/etanol/agua/keroseno).

Bai y McClements (2016) reportaron Dg en el
rango 130 nm-167 nm, en nanoemulsiones O/W
preparadas con una mezcla de mono y di-ramnoli-
pidos a manera de agente surfactante y como fase
oleosa aceite de maiz, aceite de pescado y aceite
de limén. El mayor Dg obtenido en el presente
trabajo, superior entre 25 y 60% al reportado por
estos autores, podria atribuirse tanto a la comple-
ja estructura molecular del keroseno, conformado
por hidrocarburos alifdticos y aromaticos, ademas
de la menor variedad en estructuras molecula-
res de los mono-ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa ATCC9027 (Guatemala-Herndndez et
al, 2021). Una mezcla mas diversificada de mo-
no-ramnolipidos pudo haber favorecido el proceso
de disgregacion del queroseno; no obstante, para
los propésitos de este estudio, el Dg obtenido se
considera satisfactorio.

CONCLUSION

Surfactantes mono-ramnolipidos generados por
la cepa no patdégena Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 permitieron microemulsificar kero-
seno en agua. Estos son poco solubles en agua,
por lo que fue necesario adicionarlos en etanol,
solvente que jugod, ademas, el papel de cosurfac-
tante. El keroseno es una mezcla compleja de hi-
drocarburos aromaticos y alifaticos de una larga
cadena de carbonos, por tanto, su microemulsi-
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ficacién demandé aplicar ultrasonido al reducir
el didmetro de gota hasta 209.2 nm. Se asume
que este didmetro de gota es adecuado para la
aplicaciéon de la microemulsién en problemas de
desorcién de hidrocarburos sorbidos en particulas
de suelo.
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