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RESUMEN

El término ramnolipidos representa una mezcla de congéneres de composicién y proporcion muy diversa. Los homologos
contienen una (mono-ramnolipidos) o dos (di-ramnolipidos) unidades de ramnosa covalentemente enlazada a una o dos cadenas
de B-hidroxiacidos. La diversidad estructural de estas moléculas determina que las técnicas analiticas utilizadas consideren
reacciones quimicas de equilibrios homogéneos y heterogéneos. Dentro del equilibrio homogéneo destaca la formacion de
complejos, mientras que la precipitacion acida, extraccion con solventes y cromatografia son métodos que se basan en el equilibrio
heterogéneo. Asimismo, el empleo de los métodos instrumentales espectrofotometria de absorcién molecular, espectroscopia
infrarroja y resonancia magnética nuclear, y la hibridacion cromatografia liquida o gaseosa — espectrometria de masas permiten
llegar a una caracterizacién completa de estos glicolipidos. En el presente trabajo se revisan y explican los diferentes métodos mas
utilizados en la determinacion analitica de los ramnolipidos, especificando el analisis de los ramnolipidos AT10, ORA9 y Y3B1A.
Los principales métodos de deteccion y caracterizacion fisico-quimica también se mencionan. La espectrofotometria de absorcion
molecular y la hibridacion HPLC — masas son los métodos analiticos de cuantificacion y caracterizacion mas aplicados; mientras
que la precipitacion acida se elige como el método de separacion.

Palabras claves: ramnolipidos, analisis quimico, cuantificacion analitica, Pseudomonas aeruginosa.

ABSTRACT

The term rhamnolipids represents a mixture of congeners of widely varying composition and ratio. The homologues contain one
(mono-rhamnolipid) or two (di-rthamnolipid) rhamnose units covalently linked to one or two B-hydroxy acid chains. The structural
diversity of these molecules determines that the analytical techniques used consider chemical reactions of homogeneous and
heterogeneous equilibria. Within the homogeneous equilibrium, the formation of complexes stands out, while acid precipitation,
solvent extraction and chromatography are methods based on the heterogeneous equilibrium. Likewise, the use of the instrumental
methods molecular absorption spectrophotometry, infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance, and liquid or gas
chromatography-mass spectrometry hybridization allow reaching a complete characterization of these glycolipids. In the present
work, the different methods most commonly used in the analytical determination of rhamnolipids are reviewed and explained,
specifying the analysis of rhamnolipids AT10, ORA9 and Y3B1A. The main physicochemical detection and characterization
methods are also mentioned. Molecular absorption spectrophotometry and HPLC-mass hybridization are the most applied
analytical methods of quantification and characterization; while acid precipitation is chosen as the separation method.

Keywords: rhamnolipids, chemical analysis, analytical quantification, Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCION

La Quimica Analitica es una ciencia interdisciplinaria, que desarrolla y aplica métodos
analiticos para separar, identificar y determinar la composicidén cualitativa y cuantitativa de
cualquier muestra material, independientemente de su naturaleza o procedencia.

La determinacion de biosurfactantes microbianos depende de la aplicacion de diferentes
métodos analiticos de separacion, purificacion, caracterizacion y cuantificacion de sustancias.
Algunos, valen para la identificacion, es decir, detectar si estan o no presentes y otros
consideran las fases en el equilibrio y la reaccién quimica que tiene lugar. Esta siempre ocurre
por via himeda, es decir en disolucion.

Los ramnolipidos, factor de virulencia de Pseudomonas aeruginosa (Badawy et al. 2020), son los
biosurfactantes microbianos en los que mayor cantidad y variedad de métodos se ha aplicado
para la determinacion analitica. Su caracter anfifilico y las propiedades fisico quimicas y
bioldgicas, ampliamente descritas, los convierten enun grupo interesante de biosurfactantescon
potenciales aplicaciones ambientales (Thakur et al. 2021; Rodriguez et al. 2017; Kholghi et al.
2020; Elemba y Ijah, 2016, Barrios et al. 2021; Akbari et al. 2018; Vigneshwaran et al. 2016;
Randhawa,et al. 2014), industriales (Magalhaes y Nitschke, 2013; Vatsa et al. 2010, Chong y
Li, 2017), médicas (Thakur et al. 2021; Magalhdes y Nitschke 2013; Christova et al. 2013) y
biotecnoldgicas (Varjani, 2017; Yan et al. 2012; Sajna et al. 2015).

El término ramnolipidosrepresenta una mezcla de congéneres de composicion y proporcion
muy diversa (Amrute y Singh 2014; Palleroni, 2010; Makkar et al. 2011; Abdel et al. 2010). Los
homologos contienen una (mono-ramnolipidos) o dos (di-ramnolipidos) unidades del
monosacarido ramnosa (a-L-ramnopiranosil) covalentemente enlazadas a una o dos cadenas
de B-hidroxiacidos (configuracion R) (Jarvis y Johnson, 1949). El anillo de a-L-ramnopiranosil
o glicona es la fraccion estructural invariable. Otra particularidad de los congéneres
ramnolipidicos son los dos enlaces: éster (1,3) que une las dos cadenas de B-hidroxiacidosy
glicosidicoentre las dos moléculas de ramnosa(a-1,2) (Edwards y Hayashi, 1965) y entre el
anillo de a-L-ramnopiranosil(O-glicosidico) y el B-hidroxiacido (Figura 1).

O =

O b

Fig. 1. Estructura quimica de un di-ramnolipido. Identificados los enlaces éster (1) y glicosidico (2).

La diversidad estructural de estos biosurfactantes condiciona que las técnicas analiticas de
determinacion consideren reacciones quimicas en equilibrio homogéneo (formaciéon de
complejos) y heterogéneo (precipitacion acida, extraccion con solventes, cromatografia), asi
como el empleo de métodos instrumentales (espectrofotometria de absorcion molecular,
espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear), e hibridos (cromatografia liquida o
gaseosa — espectrometria de masas) para llegar a una caracterizacion completa de estos
glicolipidos (Figura 2).
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En el presente trabajo se revisan y explican los diferentes métodos mas utilizados en la
determinacion analitica de los ramnolipidos, utilizandolos analisis de los ramnolipidos AT10,
ORA9 y Y3B1A. Los principales métodos de deteccidn y caracterizacion fisico-quimica
también se mencionan.

Meétodos de deteccién de ramnolipidos

Los métodos frecuentemente utilizados para la deteccion de ramnolipidos por cepas
productoras, son métodos indirectos basados en la medicion o evaluacion de sus propiedades
fisico-quimicas (Eslami, 2020; Varjan y Upasami, 2017; Vigneshwaran et al., 2016; Satpute et
al., 2010). Es por ello que también se describen en la caracterizacion fisico quimica de estos
compuestos. La tension superficial, gota colapsada, difusion del aceite, actividad emulsionante,
reaccion con azul de metileno y con bromuro de cetiltrimetilamonio son los métodos
establecidos para la determinacion cualitativa de ramnolipidos.

e Tension Superficial/Interfacial, Actividad emulsionante
Meétodos de deteccion Gota colapsada, Actividad hemolitica, Difusion de aceite,
(Propiedades fisico-quimicas) Hidrofobicidad superficial celular, Agar azul (CTAB-agar)
]

T —— Vc:]zﬁlizacic’m (Liofilizacion), Separacion de la espuma

——
‘ @ Métodos de cuantificacién Métodos colorimétricos: antrona (10H-anthracen-9-ona)

@ Métodos de separacién/ concentracion Precipitacion, Extraccion con solventes, Cromatografia,

orcinol (5-metilbenceno-1,3-diol)

(Equilibrio homogéneo- reaccion quimica) I

Métodos espectroscopicos:

Espectroscopia Espectroscopia RMN- 'H, 3C,
(Métodos de elucidacion de estructuras) Espectrometl:)rl'a (Ill:’masas ¥ H,

Métodos de caracterizacion

Meétodos hibrides: HPLC-MS, GC-MS

Fig. 2. Meétodos analiticos para la deteccion, separacion, cuantificacion y caracterizacion de los
rammnolipidos de Pseudomonasa eruginosa.

Determinacion de la tensién superficial: Se fundamenta en la disminucién de la tension
superficial por la capacidad que tienen las moléculas anfifilicas de acumularse en la interfase de
dos medios diferentes hasta alcanzar la concentracion micelar critica (CMC) (Figura 3).

Los ramnolipidos AT10, ORA9 y Y3B1A reducen la tension superficial desde 72 mN/m hasta
valores de 26,8 (Abalos et al. 2001); 39 (Rodriguez et al. 2017) y 39,6 mN/m (Barrios et al.
2022), respectivamente.

Fig. 3. Variacion de la tension superficial (TS) en funcion de la concentracion de los diferentes congéneres
de ramnolipidos AT10. Fuente: Abalos et al. 2001.

149



Ll

Rev. CENIC Cienc. Quim.; Vol. 54. (publicacion continua): 147-165. Afio. 2023. e-ISSN: 2221-2442.

Gota colapsada y difusion del aceite: La gota colapsada es la desestabilizacidon de una gota de
solucion deramnolipidos al depositarse sobre una pelicula muy delgada de aceite. (Rodriguez et
al. 2017, Almansooryet al. 2014; Femi-Ola et al. 2015; Ahmad et al. 2016; Nordin et al. 2013;
Eslami et al. 2020). La técnica de difusion del aceite que también es un método analitico
cualitativo muy utilizado en la deteccion de ramnolipidos (El-Housseiny et al 2020; Rodriguez
et al 2017; Almansooryet al. 2014; Shoeb et al. 2015; Marajan et al. 2015; Nordin et al. 2013;
Zhao et al. 2016) se basa en la difusion o extension de una capa de aceite, sobre una superficie
de vidrio, por la acciéon de una gota de ramnolipidos. La apariciéon de una zona clara es
evidencia positiva de la presencia de estos compuestos.

Actividad emulsionante: El poder de emulsionante de los biosurfactantes, asi como el tipo de
emulsion formada depende de la estructura quimica, la concentracion y la composicion de las
fases (Abalos et al. 2001). La actividad emulsionantese determina por elindice de
emulsificacion a las 24 h (% E2.). Es uno de los métodos indirectos mas importantes y practicos
en la caracterizacion fisico-quimica de biosurfactantes (Vigneshwaran et al. 2016; Shahaliyanet
al., 2015; Rodriguez et al. 2017; Barrios et al. 2022; Loureiro et al. 2019; He et al. 2017,
Gargouri 2017; Abdel-Mawgoud et al. 2010; Marchant et al. 2015; El-Amine et al. 2012; Nalini
y Parthasarathi 2014). El procedimiento analitico se fundamenta en la formacién de una
emulsion por accion de los ramnolipidos. La emulsion se forma cuando la fase dispersa
(compuesto hidrofobo) se disgrega dentro de la fase continua (agua). El indice de
emulsificacion se calcula por la ecuacion 1:

Altura dela emulsidn
Ezq‘ = >< 10{]

Altura total columna liguida (D

Los ramnolipidos AT10, ORA9 y Y3B1A muestran un E,4 entre 50-77 % (Tabla 1). Un buen
emulsionante, induce la formacién de la emulsidén y una vez formada, la estabiliza. Los dos
procesos son independientes. En el caso de los ramnolipidos la actividad emulsionante es
mayor a valores de pH alcalinos (Barrios et al. 2022; Lovaglio et al. 2011), lo cual se
corresponde con una alta densidad electronica sobre el carboxilato (forma aniénica del grupo
carboxilo) y que disminuye apHacidos debido a la conversiéon de carboxilato (COO) en
carboxilo (COOH).

La afinidad relativa de un tensoactivo por las fases continua y dispersa se conoce como valor
HLB (Hydrophilic- Lipophilic Balance). Es una escala arbitraria (Pasquali et al. 2009; Nollet et
al. 2019) de 0 a 20 en orden creciente de menos lipofilico (0) a mas hidrofilico (20). Se calcula
segun la ecuacion 2 (Nollet et al. 2019).

HLE=7 + Z (HLBEMFDB hidr-:uﬁ"ll:u:-s) - EEHLngust hldru:uf'ﬁblcl:-sj (2)

El grupo carboxilo y el anillo de ramnosa determinan el caracter hidrofilico de los
ramnolipidos, mientras que el B-hidroxidcido aporta el cardcter hidréfobo. El grupo carboxilo
(COOH) aporta 2.1; los anillos glicosidicos 0.5 y los radicales alquilicos -0.47 (Adamson y
Gast, 1997). El valor HLBpara los ramnolipidos es 10 aproximadamente, valor que los clasifica
como emulsionantes aceite/agua (o/w) (Figura 4), y explica los indices de emulsificacién
observados en los ramnolipidos AT10, ORA9 y Y3B1A (Tabla 1).
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Tabla 1. Actividad emulsionante (E»s) de los ramnolipidos producidos por las cepas de
Pseudomonas aeruginosa AT10, ORA9 y Y3B1A frente a diferentes sustratos hidrofébicos

Ramnolipido Sustrato % Ez4 Referencia
Petréleo 60
Aceite de linaza 70
n-alcanos 75

ATI10 Tolueno 77 Abalos et al. 2004
Aceite de ricino 50
Benceno -
Queroseno 60

ORA9 gzjéesré)lseno % Rodriguez et al. 2017
Queroseno 62

Y3B1A E;tersglleo 236 Barrios et al. 2022
Aceite de soya 70

Fuente: Elaboracion propia

Fig. 4. Emulsion aceite en agua (o/w) formada por los ramnolipidos AT10. Fase continua: agua (b); fase dispersa:
petrileo (a).

Reaccion con azul de metileno: Es un método analitico que se basa en una reaccién quimica en un
sistema homogéneo y posterior establecimiento de un sistema heterogéneo por distribucién del complejo
formado en una segunda fase que se afiade al sistema. El azul de metileno es unaamina terciaria, posee
caracter basico; mientras que el ramnolipido aporta el caracter 4cido con el grupo carboxilo. El producto
de la reaccion es una asociacion molecular complejaramnolipido-azul de metileno donde estan presentes
grupos amino, hidroxilo, éter, éster, carboxilo. El complejo se extrae facilmente en cloroformo y la
intensidad de color es proporcional a la concentracién de ramnolipidos a 638 nm (Pinzon 2009).

Otra reaccion quimica con azul de metileno y los ramnolipidos, es utilizar la sal cuaternaria bromuro de
cetiltrimetilamonio. Frecuentemente la reaccidn se lleva a cabo en un medio agarizado. La respuesta
positiva es un halo azul oscuro, que indica la formacion del complejo cetiltrimetilamonio — ramnolipido
— azul de metileno. Los ramnolipidosAT10 y ORA9 fueron detectados con esta técnica (Figura 5).
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Fig. 5. Deteccion de ramnolipidos ORA9 por reaccion con bromuro de cetiltrimetilamonio en presencia de azul de
metileno. Las flechas indican el halo por la formacion del complejo.

METODOS DE SEPARACION Y CONCENTRACION DE RAMNOLIPIDOS

En las determinaciones analiticas, existen muy pocos métodos de analisis quimico, especificospara una
especie. Como mucho, los métodos analiticos son selectivos para unos pocos analitos o un tipo
determinado de ellos. Consecuentemente, la separacion del analitoes de vital importancia en todo
procedimiento analitico.

La separacién analitica es la manera de eliminar o reducir la influencia negativa de uno o varios
componentes de la muestra sobre el analito. Por su parte la concentracidn analitica es el aislamiento del
analito del resto de los componentes del sistema. La determinacion analitica de los ramnolipidos para su
cuantificacion y caracterizacion estructural esta precedida de diferentes métodos de separacion y
concentracion basados en el equilibrio heterogéneo. Losmas utilizados son precipitacién acida,
extraccion con solventes y cromatografia (Mat’atkovaet al. 2022; Firdose et al. 2021; Eslami et al 2020;
Hassan-Shaha et al. 2016; Vargjani y Upasani 2016; Banat et al. 2010). La liofilizaciéon y el
fraccionamiento de la espuma son menos frecuentes (Diaz et al. 2016; Anicet al. 2018; Gong 2021). No
obstante, la centrifugacién (15-30 min a 5000-1000 rpm) es el primer paso de la separacion analitica
(Abalos et al. 2001; Rodriguez et al. 2017; Barrios et al. 2022; Hassan-Shahaet al. 2016; El-Housseiny et
al. 2020). En el sobrenadante se recuperan los ramnolipidos.

Precipitacion acida: La precipitacion es un método analitico de separacidon y concentracion de
ramnolipidos, muy utilizado en quimica analitica (Bertrand 2018).El método se fundamenta en la
precipitacion de los ramnolipidos por la accion del HCI (Hassan-Shaha et al. 2016; Loiseau et al. 2018;
Ramya et al. 2019; Rekadwad et al. 2019) o H,SO. (Abalos et al. 2001; Rodriguez et al. 2017; Barrios et
al. 2021; Thio et al. 2022) como agente precipitante. La precipitacion ocurre por el carboxilo (COOH) de
los ramnolipidos (Figura 1), el cual se encuentra solubilizado como carboxilato (COO") debido al pH
alcalino del medio extracelular y en presencia de un acido fuerte se regenera.

R-COO Na+(ac)+ HCl(aC) = R-COOH ) + NaCI(aC)
R representa la molécula de ramnolipido

El precipitado de los ramnolipidosAT10 (Abalos et al. 2001), ORA9 (Rodriguez et al. 2017) y Y3B1A
(Barrios et al. 2021) se presenta como un solido amorfo y pastoso de coloracion oscura. La precipitacion
salina produce un solido de coloracion variable, segun el agente precipitante: blanco con sulfato de
amonio y marron con el sulfato de zinc (Hassan-Shah et al. 2016). El cation influye en la coloracion del
precipitado, pero no en la cantidad.

Extraccién con solventes: Es un método de separacion y concentracion basado en el equilibrio
heterogéneo liquido —liquido que se establece entre elagua y el solvente organico o la mezcla de solventes
y la diferencia de solubilidad de los ramnolipidosen esas dos fases no miscibles. Solventes como
diclorometano (CHCL,), cloroformo (CHCI;), metanol (CH;OH), acetato de etilo (C4HsO;), hexano
(Ce¢H14) y éter dietilico (C4H;00), se utilizan para la extraccién de biosurfactantes (Vigneshwaran et al.
2016; Zhouet al. 2020; Cakmaket al. 2017; Moussa et al. 2014). La mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v)
es el extrayente mas empleado (Varjani y Upasani 2016; Hassan-Shaha et al. 2016; Eslami et al. 2020;
Chebbiet al. 2021; Thio et al. 2022; Rekadwad et al. 2019). El acetato de etilo es un solvente de mediana
polaridad que con frecuencia también se utiliza como solvente de extraccion de ramnolipidos (Invally et
al. 2019; Loiseau et al. 2018; Ramya et al. 2019; El-Housseiny et al. 2020). El rendimiento de extraccién
se incrementa al acidificar previamente la muestra, ya que disminuye la solubilidad en agua de los
ramnolipidos por la regeneracién del i6n carboxilo desde el carboxilato.
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La cromatografia como método analitico clasifica dentro de las aplicaciones del equilibrio heterogéneo
entre fases diferentes. La separacidn tiene lugar por el desplazamiento del analito en una fase moévil
(liquido, gas o fluido stper critico) a través de una fase estacionaria (solido o liquido adsorbido en la
superficie de un sélido) en la que es inmiscible. La clasificacion mas frecuente para los diferentes
métodos cromatograficos se basa en: 1. la forma en que se ponen en contacto las dos fases: cromatografia
en columna y cromatografia plana y 2. Por el tipo de fase movil: liquida, gaseosa o fluidos supercriticos
(Tabla 2). Algunos textos clasifican los métodos por el tipo de equilibrio heterogéneo que tiene lugar:
adsorcién (liquido-solido), particion o distribucidn (liquido-liquido) y exclusién (afinidad o diferencias
entre los pesos moleculares) (Coskun 2016).

Tabla 2. Clasificacion general de los métodos cromatograficos

Forma de contacto FM-FE

Cromatografia Plana Cromatografia en Columna
Papel Gases
Placa Liquido

Fluido Supercritico
Tipo de fase movil

Cromatografia Liquida Cromatografia Gaseosa Cromatografia Fluido
Adsorcion Adsorcién (Gas-Sélido) Supercritico

Intercambio Iénico Particion o Reparto (Gas-Liquido)

Exclusion (Filtracion sobre Gel)

Reparto (HPLC)

Afinidad

FM: fase mévil  FE: fase estacionaria.

La separacion y purificacién cromatografica de los ramnolipidos ocurre tanto en plano, para pequefios
volumenes; como en columna, cuando se trata de grandes cantidades. En el caso particular de los
ramnolipidos se utiliza la cromatografia en placa o capa fina TLC (Thin Layer Chromatography) para la
identificacion de los grupos funcionales y determinacién del tipo de biosurfactante (Thio et al. 2022,
El-Housseiny et al. 2020; Rekadwad et al. 2019; Shreve y Makula 2019). El procedimiento analitico
consiste en hacer pasar la mezcla cloroformo: metanol: acido acético (fase movil) a través de la capa
adsorbente de silica gel (fase estacionaria) adherida a una placa de vidrio. Los di-ramnolipidos son mas
polares que los mono-ramnolipidos, por tanto, son mas retenidos por la fase mévil y tienen menor factor
de retardo (Rf) que los mono-ramnolipidos (Figura 6a). Los factores de retardo suelen estar entre 0,5 y
0,8 para di y mono- ramnolipidos respectivamente. La variabilidad en los valores de Rf depende de los
diferentes congéneres en la muestra. Los ramnolipidos ORA9 (Rodriguez et al. 2017), fueron
identificados por cromatografia en capa fina en placas de silica gel con cloroformo: metanol: agua
(65:15:2, v/v), y en la identificacion de los ramnolipidos AT10 (Abalos et al. 2001) y Y3B1A (Barrios et
al. 2021) se utilizo acido acético en vez de agua en la misma proporcién. En atmosfera de Iodo se detectd
la fraccion lipidica, mientras que con el reactivo de Molish (a-naftol/H,SO4) y el bromocresol verde se
identificaron la ramnosa y el grupo carboxilo correspondientemente (Figura 6b). En ocasiones el
revelado de las placas no favorece la cuantificacion y por ello este método se utiliza mas con fines
cualitativos.

'
Ensayo de Ensayo de Ensayo)

atmoésfera de lodo ninhidrina molibdate
4_.Frenteﬁlsemov1] P

Mono-RLAT10—> <> | Bt verde

Rf=0.75 :
: Factor retardo Mono-RL
|
|
|
== (S
DiRLAT10 —>| < | Factor Retardo Di-RL . Grpo
; ipidos Carboxilo
Rf=0.35 a <«———— Aplicacion muestra © o )

Fig. 6. Deteccion de mono y di-ramnolipidosATI0 (a) e z'dentzf icacion de grupos funczonales de ramnolipidos ORA9
(b) mediante cromatografia en capa fina (TLC). Fase movil: cloroformo: metanol: agua (65:15:2, v/v).
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Algunos autores utilizan la cromatografia liquida de intercambio i6nico como alternativa para la
separacion analitica de los ramnolipidos, una vez realizada la precipitacion acida (Gudifa et al. 2015;
Costa et al. 2010). La técnica se basa en el equilibrio de intercambio entre los iones de los ramnolipidos
en solucion y los iones de igual signo en la superficie del sélido que es la fase estacionaria. El método
permitioé la separacién analitica y, a la vez, la concentracion-purificacion del 70 % de los ramnolipidos
ATI0 utilizando una columna de Amberlita XAD2 (Abalos et al. 2001). El poliestireno como fase
estacionaria de intercambio i6nico, también puede ser utilizado (Jadhav et al. 2018).

Ya que los ramnolipidos constituyen una mezcla de homologos, la separacion y purificacion analitica de
los diferentes congéneres, no se logra ni con la cromatografia en capa fina ni con la cromatografia de
intercambio i6nico. La cromatografia de gases y la liquida de alta resolucion o HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) permiten una separacion total e identificacion de los congéneres
ramnolipidicos presentes. Al acoplar un detector a la salida del cromatografose logra la cuantificacion de
cada homologo.

La cromatografia de gases es un método analitico basado en un equilibrio heterogéneo. Se fundamenta
en la separacién de los componentes de la mezcla segin su coeficiente de distribucidén o reparto entre la
fase movil gaseosa y la fase estacionaria (solida o liquido). El gas portador o fase moévil comtinmente
utilizado es el helio; mientras que en la fase estacionaria suelen emplearse soportes de silica (SiO;) o
alimina (Al,O3) como fases sélidas y siloxano (RnSiOH) como fase liquida. El detector mas comun es el
de ionizacién a la llama (FID). La literatura refiere este método como GC-FID o gases — FID (Coskun,
2016).

La determinacion analitica de los ramnolipidos por cromatografia gaseosa, es precedida de una hidrélisis
acida para separar las unidades deramnosa de los B-hidroxidcidos (Rodriguez et al. 2017).Los -
hidroxiacidos tienen un punto de ebullicion muy alto y es mayor en la medida que la cadena incrementa
los atomos de carbono. Es por ello que las cadenasdep-hidroxiacidos (Figura 1) de los diferentes
congéneres son derivatizadas para lograr una muestra mas volatil y que sea transportada por la fase
movil. El procedimiento analitico mas utilizado es la esterificacion con CH;OH/H,SO4para proteger el
grupo carboxilo (COOH) y la sililaciéon con triclometilsilano (CH3SiCl;) para proteger el $-hidroxilo (3-
OH) de las cadenas de acidos grasos (Arino et al. 1996).

El analisis de los ramnolipidos ORA9, previa derivatizacién con propanol (C;H;OH), revel6 que el 87 %
de las cadenas de acidos grasos se corresponden con el B-hidroxidecanoato y, en menor proporcion, los
hidroxiacidos de 8 y 12 atomos de carbonos (Rodriguez et al. 2017).Esta cadena de 10 atomos de
carbono también se cuantific6 como mayoritaria (41 %) en los ramnolipidos AT10. Sin embargo, en esta
mezcla de congéneres fueron detectados B-hidroxiacidos insaturados con cadenas de 8 y 12 atomos de
carbono y sus respectivas combinaciones (Abalos 2010). Por su parte, en los ramnolipidos Y3BI1A,
aunque también hay predominio del B-hidroxidecanoato, los congéneres de cadenas de 8, 12 y 14
carbonos fueron cuantificados (Barrios et al. 2022). No es posible determinar la posicién de las
insaturaciones y la combinacion de cadenas mediante cromatografia gaseosa.

Las moléculas de ramnosa (Figura 1) contienen hidrégenos activos (OH) que convierten los
ramnolipidosen compuestos polares, hidrofilicos y poco volatiles. Por esta razén, su determinacion
analitica por cromatografia de gases involucra también una reaccidon de derivatizacion para incrementar
su volatilidad. Las reacciones mas frecuentes para la transformacién de azucares se presentan en la
Figura 7. Las reacciones mas usadas son la formaciéon de los ésteres de trimetilsilano (CH;SiCL) y
trimetilsililoximas (Arino et al. 1996; Ghayth 2021).

Metil ésteres
ROH+CHX ——» ROCH;+HX

Acetato
ROH+ACX — RO-AC+HX

Trimetilsilil ésteres

ROH + (CH);Si-X  —* R-0-Si (CHy)y + HX

Trimetilsilil oximas

R-CHOH-CHO + NH,OH ——  R-CHOH-C=NOH + H,0
R-CHOH-C=NOH + (CH3);SiX — R-CHO-Si(CHy); + HX

Fig. 7. Reacciones de derivatizacion de aziicares utilizadas en cromatografia gaseosa.
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La cromatografia liquidade alta resolucion (HPLC) es la técnica analitica de separacion mas popular. Su
amplia utilizacion en las determinaciones cuantitativas se basa, fundamentalmente, en su aplicabilidad a
una ilimitada cantidad de sustancias importantes para la industria, la ciencia y la sociedad en general.
Otro aspecto a considerar es la versatilidad de sistemas de deteccion que pueden acoplarse al
cromatdgrafo.

La determinacion analitica de los ramnolipidos por HPLC, a diferencia de la determinacion por
cromatografia gaseosa, tiene la ventaja de que no es necesaria la derivatizacion previa (Li et al. 2022). El
modo mas comun de separacion de los ramnolipidos mediante HPLC es en fase reversa (Loiseau et al.
2018; Jeck et al. 2020; Wittgens et al. 2017; Li et al. 2019; Li et al. 2022), lo cual significa que la fase
estacionaria es de naturaleza apolar (Cs, octilsililo: Si-CH,-(CH)s-CHs o Cis, octadecilsililo: Si-CH,-
(CHj3)16-CH3) y la fase movil es un solvente polar o mezclas de estos (acetonitrilo, metanol y agua son los
mas usados). A la fase moévil se le adiciona un acido débil para favorecer la elucion de los ramnolipidos
en su forma no i6nica (COOH). Este procedimiento analitico se conoce como supresion idnica.

En HPLC-fase reversa, los congéneres mas polares (di-ramnolipidos) eluyen con menor tiempo de
retencion que los homologos de menor polaridad (mono-ramnolipidos) (Li et al. 2022; Abalos 2013). Si
la cadena carbonada posee insaturaciones, el tiempo de retencién del ramnolipido aumenta como
resultado del incremento de la hidrofobicidad (Li 2019), no obstante, el tiempo de retencion en sentido
general oscila entre los 10-15 min (Loiseau et al. 2018; Li 2022; Abalos 2013). Los detectores de
absorcion UV-Vis, indice de refraccidn, dispersion de luz (ligh scattering) y masas son los mas frecuentes
en HPLC.En los ramnolipidos ORA9 se identificaron mediante HPLC-indice de refraccion los clasicos
congéneres Ra,C;oCip y RaCoCio (George y Jayachandran 2012; Sabturani et al. 2016; Lotfabad et al.
2017; Chen et al. 2017; El-Amine et al. 2012; He et al. 2017; Li et al. 2022) y el par isomérico RaC;,Cs/
RaCsCyp (Rodriguez et al. 2017). Los ramnolipidos AT10, contienen 51,5 % de di-ramnolipidos con
cadenas de B-hidroxiacidos 10 y 12 carbonos. De los cinco mono-ramnolipidos identificados, tres poseen
insaturaciones, uno de ellos se identifica por primera vez como di-insaturado (RaCs.,). La determinacion
analitica se realizé mediante HPLC-masas (Abalos 2010).

METODOS DE CUANTIFICACION DE RAMNOLIPIDOS

Es muy frecuente lacuantificacionde ramnolipidosporespectrofotometria de absorcién molecular, método
espectroscopico ampliamente utilizado en laboratorios quimicos, clinicos, ambientales y forenses. El
método analitico se fundamenta en la absorcion de la radiacion electromagnética y su dependencia lineal
con la concentracion.

La molécula de ramnosa, en presencia de acido sulfurico se deshidrata dando lugar al
hidroximetilfurfural; el cual reacciona con determinados compuestos aromaticos para dar
complejoscoloreados. La antrona y el orcinol (Figura 8) son los mas comunes (Xin 2022; Rodriguez et
al. 2013; Shreve y Makula 2019; Zhao et al. 2016; Chen et al. 2017). El producto de reaccion es un
croméforo capaz de absorber energia en la region UV-visible. La reaccidén general se representa en la
figura 8.

Acido fuerte/calor
Amicar =————=_p Producto de ruptura 4+  Reactivo desarrollador color

O M H
H——0H " = Complejo verde azul
O mso, o
B i T of\Q/\OH
HO——H \

CH,

Anltrona
+ /‘fi
] =—— Complejomarrén
AN
2 OH
Orcimal

L-Ramnosa Hidroximetil farfaral

Fig. 8. Reaccion general de determinacion analitica de ramnolipidos por espectrofotometria de absorcion molecular
UV-Vis con antrona y orcinol como desarrolladores de color.

En el caso especifico de los ramnolipidos la cuantificacién se realiza por el método de los patrones
(ramnosa) externos con curva de calibracion para el calculo. Para determinar la concentracion real de
ramnolipidos se utiliza un factor de correccion experimental que oscila entre 2,22 y 3,4 (de Santana et al.
2015; Chen et al. 2017; Cherif et al. 2015; Barrios et al. 2021; Abalos et al. 2001; Rodriguez et al 2013).
En base a estos criterios los ramnolipidos ORA9 se cuantificaron por el método de la antrona y un factor
de correccion de 3,4 (Rodriguez et al. 2013), mientras que la determinacion analitica de los ramnolipidos
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AT10 se realizé con orcinol como reactivo desarrollador de color y factor de correccion 3 (Abalos et al.
2001).

METODOS DE ELUCIDACION DE ESTRUCTURAS

La espectrofotometria de absorcidon molecular UV-Vis, como método espectroscopico, sirve para la
identificacion de los grupos funcionales (OH, COOH, R-O-R’, C-O) de los ramnolipidos debido a que
los electrones que se excitan al absorber radiacion electromagnética son los electrones enlazantes,
pudiéndose correlacionar el pico de absorcion con el tipo de enlace presente. Sin embargo,considerando
que los ramnolipidos son una mezcla muy heterogénea de congéneres con B-hidroxiacidos de cadena
variable y que la superposicién de transiciones vibracionales y electronicas del espectro UV-Vis genera
bandas anchas; el método no es util en la elucidacion estructural de los diferentes homologos
ramnolipidicos.

El desarrollo de técnicas analiticas de mayor precision para la identificacién de los ramnolipidos conduce
invariablemente al incremento de la cantidad de congéneres conocidos. La variabilidad en la cadena de
acidos grasos condiciona la diversidad de moléculas detectadas (Abdel-Mawgoud et al. 2010), tanto por
la cantidad de carbonos del B-hidroxiacido como por la combinacién del par isomérico, cuando las
cadenas de acidos grasos tienen diferente longitud. En la elucidacion estructural de los diferentes
ramnolipidosson mas efectivas las espectroscopias de absorcion infrarroja (IR) y de resonancia magnética
nuclear (RMN) (El-Housseiny et al. 2020; Eslami et al. 2020; Heyd et al. 2008).

La espectroscopia infrarroja (IR) como técnica analitica se basa en la absorcion de la luz en la region
infrarroja del espectro electromagnético por las moléculas. Esta absorcion, que se convierte en una
vibracion molecular, depende del tipo de enlace quimico del analito. Como cada enlace es caracteristico,
en el espectro IR se registra una "huella molecular" de la vibracién entre dos atomos de la molécula que
sirve para la identificacién. En los ramnolipidos, la espectroscopia IR tiene su aplicacidon mas inmediata
en el analisis cualitativo (Sabturani et al.2016; Irorere et al. 2017; Kieferet al. 2017; Potapov et al. 2023).
En la Figura 9 se presenta el espectro IR de los ramnolipidos Y3B1A. Se observan las bandas de la
vibracién de tension o estiramiento O-H asociada al carboxilo. Es una banda intensa y ancha debido a
los enlaces por puente de hidrégeno que se establecen el COOH. La banda del grupo carbonilo (C=0) y
la vibracion C-O también se aprecian. Otras bandas son la vibracion de estiramiento y flexién C-H de los
grupos metilo (CH;) y metileno (CH,) de las cadenas de los PB-hidroxiacidos, asi como bandas
relacionadas con el estiramiento de enlace C-O, balanceo C-H y estiramiento/balanceo C-O-C tipico de
los azdcares; en este caso ramnosas.

El método analitico de determinacion estructural mas potente para moléculas organicas es la
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Se fundamenta en la absorcion de la
radiacion electromagnética en la region de radiofrecuencias. A diferencia de las espectroscopias UV-Vis e
IR los nucleos de los atomos son los que participan en el proceso de absorcién en vez de los electrones de
valencia. El analito se coloca en un campo magnético intenso para que los nucleos puedan absorber la
energia. Los ndcleos mas utilizados son el hidrégeno ('H) y el carbono-13 (**C), atomos imprescindibles
en la estructura molecular. El espectrometro de RMN registra las sefiales como una grafica de
frecuencias frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN.

| C=0(COOH) | .
\ [0
[ i
" = | W n
J ) 3368.3 W il I
| O-H(COOH) | | - 14461 || | |
| | || cn,co, co-c]
| J wzz [V T A
N | 20218 - Ili TR ws.rjl
“ || C-H(CH,, CHy) U AT \J70233 )
- 2962 —12603 igigg tos30 |
| €-0C 10975 ]

Fig. 9. Espectro IR de los ramnolipidos Y3BIA en el que se observan las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales de estos compuestos.

156



v

NES Rev. CENIC Cienc. Quim.; Vol. 54. (publicacion continua): 147-165. Afio. 2023. e-ISSN: 2221-2442.

ONI

IENTIFICAS

El espectro de resonancia 'H de los ramnolipidos muestra singletes, dobletes y multipletes entre 0,8 y 5,5
ppm que se corresponden con las sefiales de los hidrogenos en grupos metilo (CHs), metileno (CH,) y
metino (CH) presentes en las cadenas de B-hidroxidroacidos y los anillos de ramnosa. Por su parte en el
espectro de 13 C, se distinguen tres grupos de sefiales que se registran entre 10,0 y 40,0 ppm asignadas a
grupos alifaticos; entre 68 y 80 ppm a los carbonos de la ramnosa, mientras que los grupos carbonilo se
registran entre 170-175 ppm (El-Housseiny et al. 2020; Twigg et al. 2018; Potapov et al. 2023; Moussa et
al. 2014).

La espectrometria de masas es un método instrumental del analisis quimico muy generalizado en la
determinacién de estructuras organicas ya sea como técnica independiente o combinada. No puede
considerarse como un método espectroscopico porque su fundamento se basa enprocesos quimicos y no
en la emisidén o absorcidon de radiacion electromagnética. La identificacion y cuantificacion analitica
tiene lugar por la relacidon masa/carga (m/z) de los iones formados por la fragmentacion. Como la
molécula es fragmentada, es una técnica destructiva. Los iones se generan por impacto electrénico o
ionizacion quimica con metano y el i6n metonio formado (CHs*) (Feucherolles, et al. 2019). En el caso
de los ramnolipidos y considerando su baja volatilidad, frecuentemente se emplean métodos de
ionizacion en superficie, siendo el método MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/ Ionization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry) el mas utilizado. Con este método los mono- y los di- ramnolipidos se
distinguen facilmente por sus iones aductos moleculares caracteristicos, [M+Na]* y [M+H]*
[M+NH4]*(Sharma et al. 2019; Mondalet al. 2017; Nawrathet al. 2020). Los ramnolipidos Y3B1A
fueron analizados por espectrometria de masas con ionizacion MALDI-TOF, determinandose
analiticamente que la mezcla contiene 14 congéneres diferentes. El 64,3 % son mono-ramnolipidoscon
una o dos cadenas de acidos grasos entre 8§ y 14 atomos de carbono. Todos los B-hidroxiacidos son
saturados (Barrios et al. 2021).

Acoplamiento instrumental. Métodos hibridos

Los métodos espectroscopicos IR y RMN no siempre permiten precisar la estructura de cada molécula
de ramnolipido, ya que la mezcla de homologos es muy heterogénea (Abdel-Mawgoud et al. 2010;
El-Housseiny et al. 2020). Es por ello que, frecuentemente, la determinacion estructural se realiza
combinando el tiempo de retencion de la separacion cromatografica con la sefial espectral de masas. Este
acoplamiento directo de las técnicas cromatografia liquida-espectrometria de masas, analiticamente se
conoce como método hibrido o acoplamiento instrumentalde analisis.

El acoplamiento instrumental es la combinacién de dos técnicas analiticas independientes a través de
una interfase. La informacion generada de la composicién de la muestra es unica, integral y mas
completa que la obtenida por cada técnica separada (Valcarcel y Gomez 2019). El acoplamiento mas
frecuente en quimica analitica es cromatografia - espectrometria de masas; tanto para cromatografia
gaseosa (GC-MS) como cromatografia liquida (HPLC-MS). Este ultimo es el habitual en las
determinaciones analiticas de los ramnolipidos (El-Housseiny et al. 2020; Behrens et al. 2016; Abdel-
Mawgoud et al. 2014; Jian et al. 2020; Twigg et al. 2022; Tripathi et al. 2019), donde se combina el
poder de separacion de la cromatografia con el poder de discriminacidn de la espectrometria de masas en
base a la relacion masa/carga de los iones. De este modo, la baja seguridad de la cromatografia en la
identificacion de ramnolipidos en mezclas muy heterogéneas se potencia con el alto poder de
identificacion de la espectroscopia de masas, método que requiere niveles de pureza de los ramnolipidos
como analito; aspecto innecesario en cromatografia.

La Tabla 3 muestra la composicion ramnolipidica de tres mezclas utilizando el acoplamiento directo
HPLC (fase reversa)-interfase - MS. Para los ramnolipidos con cadenas de diferente longitud, el analisis
estructural implica la evaluacién de los diferentes fragmentos. En la mezcla AT10, por ejemplo, los di-
ramnolipidos R2C10C12 y R2C10C12;1 pueden existir en sus isoformas R2C10C12 / R2C12C10 y R2C10C12;1 /
R,C121Cy. Situacion similar se observd con los mono-ramnolipidos RiCi:Cip ¥y RiCioCiz1 v sus
respectivas isoformas. Las fragmentaciones visualizadas en la determinacién analitica de los
ramnolipidos AT10 confirmaron que la isoforma del mono y di-ramnolipido en la mezcla es aquella en
la que el B-hidroxiacido de cadena mas corta esta unido a la ramnosa (Tabla 3). La estructura espacial de
los isdmeros puede influir en la separacion de estos, aunque se ha sugerido que en pares isoméricos de
diferente longitud de cadena, predomina la isoforma que posee el B-hidroxidcido de cadena mas corta
unido a la ramnosa (Behrens et al. 2016).

En general, se plantea que si bien los congéneres mas frecuentes son los ramnolipidos R;C;oCio (Masa
Molecular: 504) y R,C1Cio (Masa Molecular: 650), el tipo de ramnolipido presente en una mezcla
depende de varios factores: la cepa productora, la fuente de carbono y las condiciones de cultivo (Mishra
et al. 2021; Zhang et al. 2022).
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Las rupturas caracteristicas de los ramnolipidos se muestran en la Figura 10. El fragmento m/z = 169 es
caracteristico de la ruptura heteroliticadel B-hidroxiacido C10 (Jeck et al. 2020; Rodriguez et al. 2017).
Esta fragmentacion ocurre debido a la electronegatividad del oxigeno, y tiene lugar por el O del hidroxilo
del enlace éster ya que la ruptura sobre el carbonilo (C=0) es muy dificil. El fragmento m/z= 163
equivale a una unidad de ramnosa (Pereira et al. 2012; Tripathi et al. 2019), la cual se forma por el
mismo mecanismo heterolitico del B-hidroxiacido.
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Tabla 3. Determinacion analitica de la composicion de los ramnolipidos AT10, MCTG107b y PAOI utilizando acoplamiento directo HPLC fase reversa - interfase - MS tipo cuadrupolo

tr min  Abundancia Masa I6n Molecular

Ramnolipido (HPLC)  Relativa (%) Molecular [M-H Fragmentaciones

AT10 (Abalos 2010)

R,Cs., 12,2 6,8 302 301 No visualizadas

R2C10Cio 13,0 31,9 650 649 649,479,339, 311, 169, 163
R2C10Ci2:1 14,2 6,7 676 675 675, 479, 195, 169, 311, 119, 103
RiC1oCro 14,8 25,2 504 503 503, 333, 339, 169, 163, 119, 103
R,C10Ci2 15,4 12,9 678 677 677, 311, 197, 479, 169
RiCiza 16,0 6,4 358 357 No visualizadas

RiC1oCi21 16,0 7,1 530 529 529, 365, 333, 169, 195, 163, 119, 103
RiCioCi2 17,2 2,8 532 531 531, 333, 197, 169
MCTG107b (Tripathi et al. 2019)

RiCis2 14,8 3,18 387,22 386,m48 No referidas
RiC10C12/R1C12Cro 21,5 0,22 533,46 532,71 No referidas
RiCi10C10/R1C10Ci0:1 242 0,27 503,47 502,64 No referidas
RiC12Ci2/RiCyoCry 26,9 0,94 561,52 560,76 No referidas

R,Cs 4,6 1,91 453,27 452,49 No referidas

R2Cio 12,7 5,13 480,39 480,55 No referidas

RyCuy 22,1 0,21 537,45 536,65 No referidas

RyCiCi0:1/ R2Ci0:1Cro 31,0 2,85 649,71 648,74 No referidas

RyC10Cio 32,1 52,45 651,73 650,79 No referidas

R2Ci0Ci21 32,8 1,06 677,77 676,83 No referidas

RyC10C10CH; 33 23,07 665,77 664,82 No referidas
Decenoyl-R,C1o-Cio:1 34,5 0,40 803,54 801,.01 No referidas

R2C10C12/ RyCi2Cro 35,1 5,01 679,78 678,84 No referidas
R,C;0C12-CH;3/R,C12C0-CH3 37,2 3,26 693,90 6922,80 No referidas

PAOI (Twigg et al. 2022)

RiCyo 20,93 1,07 334 333 No referidas

RiCi22 24,37 0,76 358 356,8 No referidas

RiCi0Cs 17,62 5,60 476 475 No referidas

RiCioCio 20,78 74,59 504 503 No referidas

RI1C10Ci21 22,47 5,89 530 529 No referidas

RiCioCi2 23,87 7,62 532 531 No referidas

RiC1oCls 24,37 0,27 558 557 No referidas

RiCioCr2 26,09 0,22 560 559,1 No referidas
R,C10C10-CHj; 21,97 0,59 518 517 No referidas
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Fig. 10. Rupturas heteroliticas caracteristicas de los ramnolipidos. Fuente: Abalos 2010

CONCLUSIONES

La determinacién analitica de ramnolipidos, biosurfactantes microbianos producidos por Pseudomonas
aeruginosa, se realiza a través de diferentes métodos de separacion, purificacién, caracterizacion y
cuantificacion de sustancias. El término ramnolipidosrepresenta una mezcla de congéneres de
composicion y proporcion muy diversa en los que se distinguen tres enlaces covalentes: enlace
glicosidico (a-1,2) ramnosa - ramnosa, enlace O-glicosidico ramnosa - 3-hidroxiacido y enlace éster (1,3)
B-hidroxiacido - B-hidroxiacido. La diversidad estructural de los ramnolipidos condiciona que las
técnicas analiticas de determinacion consideren reacciones quimicas en equilibrio homogéneoy
heterogéneo, asi como el empleo de métodos instrumentales simples e hibridos para la determinacion y
caracterizacion completa de estos glicolipidos. Los métodos de deteccion de los ramnolipidos se basan en
sus propiedades fisico — quimicas, siendo la tension superficial uno de los mas importantes. Los acidos
clorhidrico y sulftrico son los agentes precipitantes mas empleados, mientras que los métodos de la
antrona y el orcinol destacan en la cuantificacién por colorimetria. La hibridacién HPLC - masas es la
técnica por excelencia para la elucidacién estructural de los diferentes homologos.
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