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Resumen

Trabajos recientes sefialan que las soluciones de ramnolipidos crudos producidos por P.
aeruginosa son mas eficientes en la remocion del petroleo que los purificados debido a la presencia
de otros metabolitos, principalmente los de caracter dcido. Entre los principales metabolitos acidos
se encuentran algunos pigmentos de fenazina y acidos orgénicos. Con la finalidad de identificar
pigmentos de caracter 4cido en soluciones de ramnolipidos crudos provenientes de la cepa de P.
aeruginosa BioMI-Es, en el presente trabajo se purificaron mediante cromatografia de adsorciéon
para sustancias hidrofébica y anfifilicas con Amberlilta XAD 2. Se separaron a través de una
cromatografia de capa fina utilizando placas de silica gel y posteriormente fueron analizados por
Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (IRTF). Se detectaron cuatro pigmentos
fluorescentes en las soluciones de ramnolipidos crudos. El anélisis IRTF registr6 grupos funcionales
que se correspondieron con los presentes en los pigmentos de fenazina méas frecuentemente
registrados en cultivos de P. aeruginosa. Se detectdé la presencia de grupos carboxilicos que
demuestran el caracter acido en estos pigmentos. Los resultados confirman que estos pigmentos
forman parte del conjunto de metabolitos acidos presentes en soluciones de ramnolipidos crudos
producidos por P. aeruginosa BioMI-Es5.

Palabras clave: Pigmentos 4cidos, ramnolipidos, Pseudomonas aeruginosa, remocién de
hidrocarburos.

Identification of acidic pigments in solutions of crude rhamnolipids
produced by a strain of Pseudomonas aeruginosa

Abstract

Recent studies indicate that the unpurified rhamnolipids produced by P. aeruginosa are
more efficient in removing oil, due to the presence of other metabolites, primarily acidic.
Among the main acid metabolites are organic acids and some phenazines pigments. In order to
identify acidic pigments in solutions of crudes rhamnolipids produced by P. aeruginosa strain
BioMI-Es, in this study were purified them by adsorption chromatography to hydrophobic and
amphiphilic substances with Amberlilta XAD 2. They were separated by a thin layer
chromatography using silica gel plates and then were analyzed by Infrared Spectroscopy
Fourier Transform (FTIR). Four fluorescent pigments were detected in solutions of crude
rhamnolipids. FTIR analysis showed functional groups which correspond to those present in
phaenazines pigments most frequently registered in cultures of P. aeruginosa . The presence of

*Autor para la correspondencia: oroja@ula.ve
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carboxylic groups was detected which demonstrates the acid character in these pigments. The
results confirm that these pigments are part of the set of acidic metabolites that are present in
crudes solutions of rhamnolipids pruduced by P. aeruginosa strain BioMI-Es.

Key words: Acidic pigments, rhamnolipids, Pseudomonas aeruginosa, removal of

hydrocarbons.

Introducciéon

Entre los  biosurfactantes  més
utilizados en biorremediacién estdn los
ramnolipidos. Estas  sustancias  son
producidas en proporciones importantes por
Pseudomonas aeruginosa (1). Se han
realizado varios estudios sobre la remociéon o
recuperacion de crudo con ramnolipidos
purificados (2, 3, 4, 5) o parcialmente
purificados (6, 7). Sin embargo, se ha
demostrado que los sobrenadantes libres de
células provenientes de cultivos de la cepa P.
aeruginosa 112, son mas eficientes que los
ramnolipidos purificados (utilizados a una
concentraciéon de 5 mg/ml) en la remocion de
petrdleo ligero en arenas contaminadas
artificialmente. Gudifna et al., 2015, sefialan
que la mejora en los porcentajes de remociéon
(desde 55,0 + 3,4 hasta 64,2 + 3,5%) puede
deberse a otros metabolitos presentes en los
sobrenadantes (8). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en los trabajos
realizados con  ramnolipidos  crudos
contenidos en los sobrenadantes de cultivo de
la cepa P. aeruginosa BioMI-E5, que
resultaron ser mas eficientes que los
ramnolipidos purificados en la remocion de
una mezcla de hidrocarburos en un sistema
modelo. Los resultados demuestran que la
mayor remociéon de los hidrocarburos (100%)
se debe a la caida del pH en las soluciones de
ramnolipidos crudos hasta un valor igual o
menor a 5,8. Esta acidificacibn podria
originarse en la acumulacién de metabolitos
acidos producidos conjuntamente con los
ramnolipidos (9).

P. aeruginosa produce ademas de los
ramnolipidos, dependiendo de las
condiciones de cultivo y de la cepa,
metabolitos 4cidos tales como pigmentos de
la familia de las fenazinas (10) y acidos
organicos (11), entre otros. Entre los
pigmentos de fenazinas méas frecuentemente

producidos se encuentran: piocianina,
hidroxifenazina, acido fenazin 1 carboxilico y
dcido 2 hidroxi fenazin 1 carboxilico
(12)(figura 1). Estos pigmentos de fenazinas
promueven la sobrevivencia de P. aeruginosa
en condiciones anaerObicas, a través de la
transferencia extracelular de electrones (13).
También se han asociado al mantenimiento
de la homeostasis celular y a la alteraciéon del
flujo de carbono hacia el metabolismo central
(14). Estas sustancias contribuyen a la
arquitectura y formacion de las biopeliculas y
actian como senales celulares que regulan los
patrones de expresion de algunos genes (10).

0-

Hidroxifenacina |

COOH COOH

COO a:ﬁ

Acido fenacin 1 carboxilico

Figura 1. Estructura quimica de los
pigmentos de fenazinas mas comtnmente
producidos por Pseudomonas aeruginosa.
Obsérvese abajo la presencia de grupos
carboxilicos (COOH) pertenecientes a los
pigmentos de caracter acido, como el acido
fenacin 1 carboxilico y el acido 2 hidroxi 1
fenacin carboxilico.

Los pigmentos producidos por P.
aeruginosa BioMI-E5 podrian formar parte
del conjunto de metabolitos 4cidos
contenidos en las soluciones de ramnolipidos
crudos, que registraron una mayor remocion
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del petroleo en el trabajo sefialado
previamente (9). Con la finalidad de
corroborar esta hipotesis, en el presente
trabajo se procedi6 a identificar la presencia
de pigmentos de caracter acido en soluciones
de ramnolipidos crudos producidos por la
cepa P. aeruginosa BioMI-E5 mediante
cromatografia de adsorcién para sustancias
hidrofébicas y anfifilicas con Amberlita XAD
2, posteriormente fueron separados mediante
cromatografia de capa fina (TLC) y analizados
a través de Espectroscopia Infrarroja con
Transformadas de Fourier (IRTF).

Metodologia
Microorganismo

Los ensayos fueron realizadas con la
cepa P. aeruginosa BioMI-E5, aislada de
Orimulsién, nombre comercial de las
emulsiones de petréleo pesado (producido en
la Faja Petrolifera del Orinoco) en agua y
comercializadas tiempo atrds por PDVSA.
Esta cepa ha sido identificada mediante
secuenciacion del ADNr 16S en un trabajo
previo (9), la cual fue caracterizada como
productora de ramnolipidos de tipo I y III
(15). Para su conservacion fue mantenida en
congelacion a -20° C, con 20 % de glicerol en
caldo nutritivo.

Medio de cultivo para la produccion de
los pigmentos y los ramnolipidos

Se utilizé el medio minimo salino MMS
bajo las mismas condiciones de -cultivo
reportadas por Rojas et al., 2015 (9), con la
siguiente composicién: NaH2PO4 4 g,
K2HPO4 4 g, (NH4)2S04 2 g, MgS04 0,2 g,
CaClz. 2H20 1 mg, FeSO4. 7H20 1 mg,
soluciéon de elementos trazas 0,5 ml, H20
destilada hasta 1 L. El pH sin ajustar del
medio fue de 6,8. El medio se complement6
con la solucion de elementos trazas de la
siguiente constituciébn por litro de agua
destilada: CoCl2. 6H20, 20 mg; H3BO3, 30
mg; ZnSO4. 7H20, 20 mg; NaMoO4. 2H20, 3
mg; CuSO4, 1 mg y MnSO4. H20 2,6 mg. La
fuente de carbono utilizada fue glicerol (1,5%

p/v).

Obtencién de soluciones de
ramnolipidos crudos

Los sobrenadantes provenientes de los
cultivos realizados en réplicas de tres
sefialados en el punto anterior con la cepa P.
aeruginosa  BioMI-E5, fueron obtenidos
mediante una centrifugacion (4500 g durante
15 min), y posteriormente esterilizados
mediante autoclave (121°C, 15 psi durante 15
min). Estos sobrenadantes fueron
denominados soluciones de ramnolipidos
crudos.

Deteccion de ramnolipidos

Se utiliz6 la técnica del agar CTBA
(Bromuro de Cetil-trimetil- amonio)-azul de
metileno (16), modificada para detectar
ramnolipidos en medios liquidos. Por cada 2
ml de solucion de  ramnolipidos
(sobrenadante), contenidos en tubos de 5 ml,
se agregaron 20 uL de solucion madre de azul
de metileno (40 mg/ml) y 10 uL de soluciéon
madre de CTBA (10 mg/ml). Se
homogenizaron suavemente y se dejaron en
reposo a 22°C + 1 durante 12 h en un cuarto
de cultivo (en oscuridad). Pasado este tiempo,
se realizaron observaciones de la formacién
de un precipitado azul intenso
correspondiente a la presencia del complejo
azul de metileno-ramnolipido. Como control
se utilizaron 2 ml de medio MMS sin inocular
y una muestras de ramnolipidos purificados,
obtenida esta dltimas en un trabajo anterior
(9). Todas las pruebas se realizaron por
duplicado.

Analisis de pigmentos

Los pigmentos presentes en las
soluciones de ramnolipidos crudos fueron
purificados mediante cromatografia en
columna de adsorcibn para sustancias
hidrofébicas y anfifilicas, con Amberlilta XAD
2 (marca Sigma de diametro de poro 9o Ay
tamafio 20-60). La columna fue equilibrada
con buffer fosfato 0,1 M a pH 6,1. Durante la
cromatografia, las primeras fracciones sin
color (4cidos grasos libres y los
ramnolipidos)(16), fueron descartadas. Los
pigmentos que formaron una banda de color
amarillo intenso durante la separacién
cromatografica, fueron recuperados mediante
eluciones con metanol (16). Las fracciones
metandlicas de  color amarillo se
concentraron a un décimo de su volumen
inicial (10X), mediante rotaevaporacion (40°
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C), para posteriormente ser liofilizadas
(Liofilizador marca Labconco modelo freez
dry system/freezone 4.5).

Los pigmentos fueron separados
mediante cromatografia TLC a partir de la
fraccion metanolica concentrada, para lo cual
se utilizaron placas de silica gel 60 con
fluoresceina (marca Alugram Sil G/UV254 de
Macherey- Nagel) en una mezcla de agua
destilada/ etanol/HCI (15:2:1), como fase
movil.

Se utiliz6 HCl 1M en la mezcla de
corrida, en vez de hidroxido de amonio
propuesto en la metodologia original (17), ya
que de esta manera se logr6 mejorar la
resolucion en la separacion de los pigmentos.
Posteriormente, se analizaron los grupos
funcionales presentes en las moléculas de los
pigmentos mediante IRTF (16). Este anélisis
se llevd a cabo en un equipo Perkin Elmer
FTIR spectrum modelo RXI, utilizando
pastillas de KBr, sobre las cuales se colocaron
las muestras de las fracciones metanolicas de
los pigmentos.

Resultados y discusiéon

Los sobrenadantes obtenidos a partir
de la cepa P. aeruginosa BioMI-E5
presentaron  color amarillo  verdoso,
indicando la posible presencia de pigmentos.
También se evidencid, en la prueba de
deteccion de ramnolipidos, la formacién de
precipitados visibles de color azul intenso, lo
cual indico la presencia de estos surfactantes
(9,16), producido conjuntamente con los
pigmentos.

Durante el andlisis, se detectaron
cuatro pigmentos fluorescentes revelados con
luz ultravioleta (region del UV lejano). Estos
pigmentos presentaron valores Rf de 0,23;
0,30; 0,40; 0,65 y fluorescencias de color
amarillo, verde, azul y azul pélido, para los
pigmentos denominados a, B, y y 6,
respectivamente. No se registraron manchas
correspondientes a los ramnolipidos cuando
se corrieron muestras del sobrenadante y de
ramnolipidos purificados. Estos resultados
demuestran que las manchas fluorescentes
registradas en la cromatografia TLC no
corresponden a ramnolipidos (figura 2).

Figura 2. Cromatografia TLC, en
placas de silica gel 60 con fluoresceina,
de los pigmentos fluorescentes
producidos por Pseudomonas
aeruginosa BioMI-Es.

1: Solucién metandlica concentrada de
aRfo,23 los pigmentos (10X)
2: Sobrenadante de los cultivos
BRfo,30 realizados con la cepa Pseudomonas
aeruginosa BIOMI-Es.
yRfo,40 . g .
% 4 3: Ramnolipidos purificados libres de
igmentos (control
5 Rfo.65 pig ( )

4: Solucién metanoélica no concentrada
de los pigmentos.

La fase mo6vil utilizada fue: agua
destilada, etanol, HCl 1M (15:2:1). Los
pigmentos fueron revelados utilizando
una ldmpara UV en el ultravioleta
lejano.
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Por otro lado, el espectro de IRTF
(figura 3) analizado desde los 450 hasta
4.000 cm-1, mostré los principales grupos
funcionales que conforman las moléculas de
los pigmentos detectados. Los alargamientos
C-0 de los grupos carboxilos se observaron a
1.087,59 y a 1.313,66 cm-1. Las bandas de
flexion de los O-H se registraron a 922,81 y
1.388,33 cm-1. Se observdé una banda muy
acentuada a 1.630,65 cm-1 de los
alargamientos C=0 de los grupos carboxilos,

90
85
80 | | 20421
337860 252,73
75
70
65
60
55
50
%T
45
40
35
30

25

20

0,0

muy cercana y solapada con las bandas de
1.600 y de 1.573,53 cm-1 correspondientes a
los alargamientos C=C de los anillos
aromaticos. A continuaciéon, se observaron
bandas a 2.914,21 y 2.952,73 cm-1,
pertenecientes a los alargamientos O-H de
grupos carboxilos. Por dltimo, se apreci6 la
presencia de bandas a 3.378,60 cm-1 de los
alargamientos O-H, correspondientes a los
grupos fenolicos.

‘ 922,81 692,55
131366 599,28

147136 ‘ 1087,59 ‘

1382,33 82513

157353

1630,65

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800

1600 1400 1200 1000 800 600 450,0

Figura 3. Espectro IRTF de los pigmentos excretados por la cepa Pseudomonas aeruginosa
BioMI-E5.

Se observan a los 1.087,59 y 1.313,66 cm las bandas de los alargamientos C-O. Las bandas de
flexi6n de los grupos O-H se registraron a los 922,81 c¢cmy 1.388,33 cm™. A los 1.630,65 cm™ se
observaron los alargamientos C=0. Las bandas observadas a los 2.914,21 y 2.952,73 cm,
corresponderian a los alargamientos O-H. Todas las bandas anteriores son correspondientes a los
grupos carboxilicos que confieren el caracter acido a los pigmentos.
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La huella del espectro IRTF registro la
presencia de grupos funcionales carboxilos, lo
cual demuestra el caricter acido de estos
pigmentos. Los grupos funcionales detectados
se corresponden con los presentes en
pigmentos pertenecientes a la familia de las
fenazinas, frecuentemente producidos por P.
aeruginosa  (figura 1) (10, 12, 14), sin
embargo su presencia no se habia asociado a
un mejor desempefio en las propiedades de
las soluciones de ramnolipidos crudos. No se
registraron grupos funcionales de moléculas
pertenecientes a otros metabolitos
pigmentados, como por ejemplo pioverdina,
producidos por P. aeruginosa (12). P.
aeruginosa BioMI-E5 produce
principalmente piocianina (18, 19) y acido
fenazin 1 carboxilico, los cuales
probablemente ocasionan las coloraciones
amarillas y verdosas que tomaron los cultivos.
El pigmento acido fenazin 1 carboxilico se
caracteriza por presentar un color amarillo y
su mezcla con la piocinanina, de color azul,
podria producir tal coloracion verdosa (10,
20). La coloracién naranja intensa producida
por el acido 2 hidroxi fenazin 1 carboxilico
(10), no se registré en ninguno de los cultivos
realizados bajo las condiciones de estudio. No
obstante, dado la complejidad y variedad de
compuestos pigmentados producidos por P.
aeruginosa (12), son necesarios posteriores
anlisis con otras técnicas como por ejemplo
resonancia magnética nuclear protonica
(RMNH+) para poder demostrar que P.
aeruginosa BioMI-E5 produce Gnicamente
los pigmentos pertenecientes a la familia de
las fenazinas, registrados en el presente
trabajo.

Los pigmentos que produce P.
aeruginosa pueden contribuir a la
acidificacion de los cultivos bien sea
directamente, cuando se acumulan pigmentos
de caracter acido, tales como el acido fenazin
1 carboxilico y el acido 2 hidroxi fenazin 1
carboxilico (figura 1). También pueden
propiciar la acidificacion de manera indirecta,
ya que se ha demostrado que la piocianina
(pigmento perteneciente a las fenazinas)
conduce a la acumulacion de acido piravico,
que a su vez se re-direcciona hacia la via
fermentativa (14). Como consecuencia se
producen metabolitos acidos tales como acido
lactico, succinico y acético en los medios de
cultivo (11,14). Ademas de los pigmentos de

caracter acido detectados en el presente
trabajo, P. aeruginosa BioMI-E5 también
produce acido acético (15) que aunque no ha
sido demostrado atn, podria originarse de las
vias fermentativas descritas anteriormente.

Los resultados obtenidos hasta ahora
indican que la acidificacion registrada en los
cultivos de P. aeruginosa BioMI-E5 que
incrementa la remocién del petrbleo hasta un
100% (9), se debe a la acumulacion tanto de
pigmentos de caracter acido como de acido
acético (15). Pero, debido a que el
metabolismo de P. aeruginosa es muy
complejo, se hacen necesarios estudios
posteriores con otras técnicas para
determinar si la cepa en estudio produce
también metabolitos acidos tales como acido
lactico, citrico, succinico y acético que han
sido reportados en otras cepas (11, 14). Estos
cultivos dado su caracter acido también son
muy importantes en los estudios de
recuperacion mejorada del petréleo mediante
microorganismos, conocidos como MEOR
(por sus siglas en inglés: Microbial Enhenced
Oil Recovery) (1, 21, 22, 23, 24, 25) ya que
combinan la presencia de biosurfactantes con
metabolitos 4cidos como pigmentos y acido
acético, entre otros.

Conclusiones

La cepa P. aeruginosa BioMI-E5, bajo
las condiciones de cultivo establecidas en el
presente trabajo, produjo cuatro pigmentos
fluorescentes  conjuntamente con los
ramnolipidos. Los resultados de los analisis
mediante IRTF permitieron detectar la
presencia de grupos funcionales carboxilicos,
lo cual demuestra el cardcter acido de los
pigmentos. Estos resultados permiten
concluir que entre los metabolitos que
acidifican los cultivos de P. aeruginosa
BioMI-E5 se encuentran los pigmentos de
caracter acido. No se logrd, con las técnicas
utilizadas, detectar otros compuestos, como
por ejemplo 4cidos organicos, encontrados en
cultivos realizados con otras cepas.
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