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RESUMEN. La combinacién instrumental cromatografia liquida-masas se aplica en la caracterizacion de hormonas, drogas,
farmacos, ramnolipidos y otros compuestos. Los ramnolipidos son tensoactivos microbianos producidos por Pseudomonas
aeruginosa sobre diferentes sustratos. El residuo de soja, fraccion final del refinado del aceite crudo, contiene fundamen-
talmente los 4cidos linoleico (48,4 %) y oleico (21,1 %). En este trabajo, se determiné la composicién quimica y estructu-
ral de los ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa AT10 sobre residuo de soja mediante la combinacién
instrumental Cromatografia Liquida de Alta Resolucién-Espectrometria de Masas. La caracterizacién estructural de los
ramnolipidos evidencio la presencia de ocho picos que corresponden a tres dirramnolipidos (51,5 %) R,C,,C,;; R,C, C,, ;
R,C,,C,, y cinco monorramnolipidos (48,5 %) R,C,,C,; R,C,,C, ;R ,C, C; R ,C,,; R C,,. El electrospray negativo visualiz6
que la fragmentacién més abundante de los monorramnolipidos fue la correspondiente al [M-H] 169, en los homologos
RhaC, C, , RhaC C. yRhaC, C. , seguido de sus iones pseudomoleculares [M-H] 503,531 y 529, respectivamente. Para
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los dirramnolipidos RhaRhaC. C. , RhaRhaC. C., y RhaRhaC C , , se observé que el ion pseudomolecular [M-H] 649,

675 y 677, respectivamente, fultoe éf mas abunclloanl‘ie. La fragmeur)lt;félién del enlace éster diferencié entre si a los mono y
dirramnolipidos e identificé el isdbmero especifico presente en la mezcla en los cuatro pares isoméricos Rha C, C ,/Rha
C,C, RhaC C, /RhaC, C  RhaRhaC C /RhaRhaC,C,,6 RhaRhaC, C, /RhaRhaC, C . El método permitio
evaluar, ademas, la acumulacién de cada homoélogo en el medio durante la incubacién.

ABSTRACT. The hybridization liquid chromatography-mass spectrometry is applied for the characterization of hormones,
drugs, rhamnolipids and other compounds. The rhamnolipids are microbial tensoactives produced by Pseudomonas aeru-
ginosa with different substrates. The soybean oil waste contains linoleic (48.4 %) and oleic (21.1 %) acids fundamentally. In
this work was determined the chemical and structural composition of the rhamnolipids of the Pseudomonas aeruginosa
AT10 with soybean oil waste utilizing instrumental hybridization High Pressure Liquid Chromatography-Mass Spec-
trometry. The structural characterization of the rhamnolipids evidenced the presence of eight peaks that correspond to
the dirhamnolipids (51.5 %) R,C, C,;; R,C, C,, ;; R,C,,C, and the monorhamnolipids (48.5 %) R,C,,C,; R,C,,.C ., ; R ,C, C
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.Chuss R,C,,. The negative electrospray visualized that the most abundant fragmentation in the monorhamnolipids

was the corresponding to the [M-H] 169, in the homologous RhaC, C 56 RhaC C. and RhaC, C . , that corresponding
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to the pseudomoleculars ions [M-H] 503, 531 and 529 respectively. For the dirhamnolipids RhaRhaC. C. , RhaRhaC. C
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and RhaRhaC,C,, , it was observed that the pseudomolecular ion [M-H] 649, 675 and 677, respectively, was the most
abundant peak The fragmentation of the ester link permitted to separate monorhamnolipids and dirhamnolipids among
themselves and identified him at the specific isomer in the four equal isomers RhaC, C /RhaC,C, ,RhaC, C,, /RhaC, C,,

RhaRhaC, C /RhaRhaC,C, , RhaRhaC, C, /RhaRhaC,, C, . The hybridization HPLC/MS permitted to evaluate also the
accumulation out of every counterpart during the time of cultivation. In the first 24 h only were detected the rhamnolipids

RhaRhaC, C and RhaC, C

10710 1010°

INTRODUCCION La combinacién cromatografia gaseosa-espectrometria de
La combinacién instrumental cromatografia-espec- masas ha sido utilizada en la determinacién de hidrocarburos
trometria de masas (C-EM) es una poderosa herramienta  poliarométicos y clorados,? pesticidas,’ metabolitos inorgénic-
de la Quimica Analitica actual que permite combinar os en fluidos bioldgicos,* esteroides,’ polihidroxialcanoatos;’
la capacidad de separaciéon de la cromatografia con el  mientras que la cromatografia liquida-espectrometria de
poder de discriminacién e identificacién de las técnicas  masas es muy util en la caracterizaciéon de hormonas,’
espectroscépicas y espectrométricas.! Esta combinacion  drogas y farmacos,® ramnolipidos %! y otros compuestos.
se utiliza para caracterizar compuestos en diferentes Los ramnolipidos son tensoactivos microbianos an-
matrices o a partir de un proceso biolégico. iénicos, producidos extracelularmente por la bacteria
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Pseudomonas aeruginosa sobre sustratos solubles en
agua (glucosa, etanol, glicerol, manitol) y no miscibles
en agua (aceites vegetales, residuos oleosos de procesos
industriales, derivados del petréleo).* Los ramnolipidos
reducen la tensién superficial e interfacial del sistema,
se agrupan en micelas y estabilizan emulsiones aceite
-agua'’. La estructura general de estas moléculas con-
tiene una (monorramnolipidos) o dos (dirramnolipidos)
unidades del anillo de a-L-ramnopiranosa unidas a una
cadena de B-hidroxiacido. El anillo de a-L-ramnopiranosa
es la parte inavariable y polar en la molécula; mientras
que la cadena carbonada, saturada o no, es la parte varia-
ble y no polar. La ramnosa se une a través de un enlace
glicosidico a la cadena carbonada, enlace que también
permite la unién entre las dos ramnosas. Si la molécula
contiene dos cadenas carbonadas, se unen entre si a
través de un enlace éster (Fig. 1). La variabilidad de
longitud de la cadena carbonada determina la existencia
de una mezcla compleja de moléculas homologas y no de
una Unica molécula, por ello, frecuentemente el término
ramnolipidos hace alusién a la mezcla de homodlogos.
Se han encontrado hasta 28 homoélogos de ramnolipi-
dos producidos por diferentes cepas de Pseudomonas
aeruginosa.'* Esta bacteria acumula intracelularmente,
en presencia de un exceso de fuente de carbono, polihi-
droxialcanoatos (PHASs); familia de poliésteres de acidos
(R)-3-hidroxialcanoicos esterificados a través del grupo
hidroxilo (OH) de la cadena del hidroxiacido.'® En este
trabajo se determiné la composiciéon quimica y la estruc-
tura de los ramnolipidos producidos por Pseudomonas
aeruginosa AT10, cultivada sobre residuo de aceite de
soja como fuente de carbono, aplicando la cromatogra-
fia liquida de alta resolucién (CLAR) combinada con la
espectrometria de masas-electronebulizacién negativa
(EM-EN).

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Todos los reactivos fueron de calidad puro para anéa-
lisis (ppa); mientras que los disolventes fueron de grado
HPLC, suministrados por Merck, Alemania.

Obtencion y purificacion de los ramnolipidos

Los ramnolipidos se obtuvieron a partir de tres culti-
vos (n = 3) de Pseudomonas aeruginosa AT10 y se utilizd
un residuo de aceite de soja como fuente de carbono’®.
Finalizado el periodo de incubacién de la bacteria, se
removieron las células del medio y el sobrenadante se
purific6 segiin el método de Reiling!” por cromatografia
en columna de Amberlita XAD-2 (Supelco, Bellefonte
PA, USA), equilibrada con disolucién estabilizadora
de fosfato, 0,1 mol/ L. . La adsorcién de los ramnolipidos
se evalud a través de la medicién de la tensién super-
ficial por el método del anillo a la salida de la columna
hasta alcanzar un valor de 40 mN/m (tensiémetro Kriiss
K12 Helsinki, Finlandia) Se lavé la columna con agua des-
tilada hasta obtener una tension superficial de 72 mN/m,
indicativo de que no quedaban restos de 4cidos grasos
libres en la columna. Finalmente, los ramnolipidos se
eluyeron con metanol y el extracto organico se llevé a
sequedad en un evaporador rotatorio (Blichi, Flawil,
Switzerland).

Cuantificacion de los ramnolipidos

Los ramnolipidos se cuantificaron por el método de la
ramnosa. El contenido total de ramnolipidos se calculd
a partir de la multiplicacién del contenido de ramnosa
por el factor 3.18

Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas
(HPLC-EM)

A partir de una disolucién metandlica de ramnolipi-
dos (10 mg/mL), 10 uLL de muestra fueron analizados en
un cromatoégrafo Waters 2690 (Waters, Midford, EUA)
acoplado a un detector de masas a través de una interfase
con ionizacién a presién atmosférica. Esta configuracién
de la combinacién instrumental (cromatografo — inter-
fase — espectrémetro de masas) permite la introduccién
directa de la muestra desde la columna hacia el detector
de masas. La separacién cromatografica se realizé en modo
fase reversa bajo las condiciones siguientes: columna cro-
matogréfica C,,(SPHERISORB ODS2) de 150 x 4,6 mm y
0,5 um de ¢, (Teknochroma, San Cugat, Espana); fase
movil: acetinitrilo-agua (AcN/H,0) con 0,1 % (v/v) de
acido 4cético en cada disolvente; gradiente de fase moévil
se inici6 con 30 % de AcN durante 2 min y se incrementé
su hasta 100 % en 30 min, la que se mantuvo durante 5 min
y se retorné a las condiciones iniciales. Se utilizé un
flujo de 1 mL/ min y un sitema de split de 1 : 50. Para la
elusién total de la muestra se adicionaron post-columna
200 uL/min de acetona a través de una bomba de jeringa
Phoenix 20 (Carlos Erba Instruments, Milan, Italia). La
fase movil y la acetona se mezclaron en una T (Valco).
Los espectros de masas se obtuvieron con un cuadrupolo
VG Platform II (Micromass, Manchester, Reino Unido)
equipado con una fuente de iones por electronebuliza-
cion (electrospray). Las condiciones de la ionizaciéon por
electronebulizaciéon fueron: modo electronebulizacién
negativa (EN), secado con nitrégeno calentado a 100 °C;
introduccioén en el capilar a una velocidad de flujo de
400 uL/ h . Se aplicé un potencial de —-3,5 kV al capilar y
voltajes de extraccion de -35 V para la deteccién de las
moléculas y -80 V para la visualizacién de las fragmen-
taciones. Los resultados espectrales fueron obtenidos en
un barrido de masas desde 100 a 750 m/z. La integracién
de las senales cromatograficas se realizé utilizando el
programa MassLynx. Se analizaron tres muestras de
cultivo con dos réplicas cada una.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aceites vegetales y residuos oleosos favorecen la
acumulacién de grandes cantidades de ramnolipidos por
diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa, debido a
la presencia de los acidos grasos, que son incorporados
directamente a la B-oxidacion facilitando la sintesis de
novo del B-hidroxiacido y la variedad de moléculas ho-
moélogas sintetizadas.

A partir del sobrenadante del cultivo de Pseudomonas
aeruginosa AT10 sobre residuo de soja, se cuantificaron
16,50 g/L: de ramnolipidos, con una recuperacion del 65 %
(10,7 g/L)). Con el método de Reiling!” se puede recuperar
hasta un 70 % de los ramnolipidos. La literatura con-
sultada®!%131* no describe porcentajes de recuperacién
de los ramnolipidos. La separaciéon cromatografica de
los ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa AT10
aplicando HPLC-EM demostré la presencia de ocho
picos, los cuales se clasificaron de acuerdo con su ion
pseudomolecular registrado en el espectro de masas. La
deteccién de los ocho homologos se verificé entre los 12
y 17 min (Tabla 1) del gradiente de fase mévil (AcN/H,O)
del HPLC. En la ionizacién por electronebulizacién en
modo negativo solamente se visualizan las moléculas
con carga negativa. La presencia del grupo carboxilo
(COOH), muestra un ion pseudomolecular intenso [M-H}
en los ramnolipidos, que se fragmenta poco en estas
condiciones y porta la mayor informacién del ion total.
La proximidad encontrada en los tiempos de retencién
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de los diferentes homodlogos se debe a su similitud
estructural (Tabla 1). La mezcla estd formada por tres
dirramnolipidos (51,5 %): R,C,,C,;; R,C,C, ; R,C, C,, ¥y
cinco monorramnolipidos (48,5 %): R.C. C, ; R.C

1710 10?7 1710 12:1;
R,C,C.; R,C,.; R,C,,. La cuantificacion de los ramno-

lipidos se obtizézne z; pgazrtir de laintensidad relativa de su
i6n pseudomolecular aplicando un voltaje de extraccién
de -35 V y considerando ademads las sugerencias de
Déziel."* Individualmente, los homélogos mayoritarios
son el dirramnolipido R,C,,C,; (31,9 %) detectado a m/z
649 y el morramnolipido R,C, ,C,; (25,2 %) con m/z 503.
Estas moléculas son los clasicos ramnolipidos RL, y RL,
que describié Itoh' y que también aparecen descritos
como mayoritarios en diferentes cepas de P aeruginosa,
independientemente del sustrato utilizado.?11.13.14

La mayoria de los ramnolipidos de la mezcla tienen
al menos una cadena de acido B-hidroxidecanoico; inter-
mediario comun en la sintesis de ramnolipidos y polihi-
droxialcanoatos en Pseudomonas aeruginosa.?’ La via de
sintesis de los ramnolipidos sugiere que el monorram-
nolipido Rha C, C,; es el precursor del dirramnolipido
Rha Rha C | C,, por tanto por cada dirramnolipido que
sea detectado, su homélogo monorramnolipido también
debe ser detectado. En este trabajo se cumple para las
moléculas Rha Rha C, C,;, RhaRha C C, RhaRhaC
C,,.,- En el caso de los homdlogos con dos instauraciones
en la cadena del B-hidroxiacido solo se detectaron los mo-
norramnolipidos Rha C,,, y Rha C,,. En las condiciones
experimentales de este trabajo, no fue posible fijar la
posicién del doble enlace. Los homologos detectados en
el cultivo de Pseudomonas aeruginosa AT10 contienen
cadenas carbonadas entre 8 y 12 &tomos de carbono, uni-
dades de B-hidroxiacidos que coinciden con las cadenas
de polihidroxialcanoatos que produce esta misma cepa
en un cultivo con exceso de fuente de carbono.*

La electronebulizacién negativa, acompanada de
una extraccién de -80 V, permitié visualizar las frag-
mentaciones de cada molécula (Tabla 2). En el caso de
los monorramnolipidos con dos cadenas carbonadas,
el fragmento méas abundante fue el correspondiente al
acido 3-hidroxidecanoato, [M-HJ, (homdlogos RhaC, C,,
RhaC, C, RhaC,C,, ), seguido del ion pseudomolecular
[M-HI 503, 531 y 529 respectivamente. En los dirramno-
lipidos (RhaRhaC, C,, RhaRhaC, C,, RhaRhaC, C,, ), se
observé que el ion pseudomolecular [M-H] 649, 675 y 677
respectivamente fue, en todos los casos, el mas abundante.

Tabla 1. Estructura y abundancia relativa de los ramnolipi-
dos de P aeruginosa AT10 cultivada sobre residuo de soja
determinadas mediante la aplicacién de la combinacion
instrumental HPLC-EM.

Asignacién probable (n‘gn) % m/z
RhaC,, 12,2 6,8 301
RhaRhaC C 13,0 31,9 649
RhaRhaC C,,, 14,2 6,7 675
RhaC, C, 14,8 25,2 503
RhaRhaC C, 15,4 12,9 677
RhaC,, 16,0 6,4 357
RhaC C,, 16,0 7,1 529
RhaC C, 17,2 2,8 531

Voltaje de extraccién: -35 V. Total de compuestos saturados:
72 % e insaturados 27 %.

La fragmentacion del enlace éster que une a las ca-
denas carbonadas es la mas importante porque permite
diferenciar entre sialos mono y dirramnolipidos e iden-
tificar a su vez, en el caso de los cuatro pares isoméricos
con cadenas carbonadas de diferente longitud (Rha C
C,/RhaC,C,, Rha C C, /Rha C, C , Rha RhaC C/

127107 10 ~12:1 12:177107

Tabla 2. Iones pseudomoleculares y fragmentaciones
[M-H] de los ramnolipidos homologos de P aeruginosa
AT10 cultivada sobre residuo de aceite de soja. Voltaje de
extraccién -80 V.

Estructura Masa Fragmentacion Abundancia
m/z relativa
[M-HI (%0)
649 100
479 24
RhaRhaCC 650 339 16
311 22
169 40
163 12
675 100
479 28
195 8
RhaRhaC, C,, 676 169 63
311 15
119 5
103 15
677 100
311 3
RhaRhaC, C, 678 479 26
169 14
197 20
503 78
333 20
339 8
RhaC, C, 504 169 100
163 15
119 13
103 28
529 47
365 6
333 30
RhaC C,, 530 169 100
195 6
163 25
119 17
103 38
531 80
RhaC C, 532 333 14
197 25
169 100
RhaC,, 302 301 NV
Rha C 358 357 NV

12:2

NV No visualizado.
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RhaRhaC ,C,,, RhaRhaC,C, /RhaRha C, C ) qué is6-
mero especifico estaba presente; ya que tienen el mismo
valor m/z. La fragmentacién del enlace éster ocurre
por una ruptura heterolitica debido a que el par de
electrones en el enlace C - O estd mas desplazado
hacia el oxigeno y por tanto el carbono carbonilico
(C = O), deficiente de electrones, los atrae con mas fuerza
debilitando el enlace éster (C - O). El caracter basico del
grupo R’ - O también condiciona la ruptura del enlace
éster. Para los tres dirramnolipidos (Fiig. 1b) fueron visua-
lizadas las fragmentaciones con m/z 479 y m/z 311. El pico
m/z 479 corroboré la presencia de los isémeros Rha Rha
C,C,.,yRhaRhaC C,,. Silosisomeros RhaRhaC,, C
yRhaRha C, C, de sus respectivos pares estuviesen en
la mezcla, se debieron visualizar los picos m/z 505 y 507
respectivamente (Tabla 2). Algunos estudios se apoyan
en el uso de la combinacién instrumental masa-masa
(tandem) para determinar el isémero del par presente
en la mezcla.!' Cuando estén presentes los dos isémeros
del par, aquel que posea la cadena carbonada mas corta
directamente unida al anillo de a-L ramnopiranosil es
el mas abundante. 114

En el caso de los monorramnolipidos, el ion caracte-
ristico fue detectado a m/z 333 (Fig. 1a), el cual corresponde a
laruptura del enlace éster entre las cadenas carbonadas.
La deteccién de esta senal confirmé que los isémeros
contenidos en la mezcla de ramnolipidos de Pseudo-
monas aeruginosa AT10 fueron los monorramnolipidos
Rha C C,y Rha C,C, . En la mezcla de ramnolipidos
producida por Pseudomonas aeruginosa LBI, cultivada
sobre jaboncillo de soja, también fueron detectados los
homoélogos R C,,C,y R C C, (n=1062),peronosus
respectivos isémeros.’® Pseudomonas aeruginosa UG2
cultivada sobre aceite de maiz solamente sintetiz6 los
homélogos del tipo Rha Rha C,;C,,y Rha Rha C C , ,*
pero no sus respectivos pares isoméricos. La presencia
de pares de isémeros en mezclas de ramnolipidos ha sido
descrita inicamente para cepas de Pseudomonas aeru-
ginosa cultivadas sobre aceite de oliva,’® glicerol'! y ma-

nitol™ como sustratos. Las fragmentaciones de los iones
pseudomoleculares de los homologos Rha C,,, yRhaC,,
de Pseudomonas aeruginosa AT10 no fueron visualizadas
a -80 V. Los ramnolipidos con cadenas insaturadas se
han descrito principalmente durante el cultivo de cepas
de Pseudomonas aeruginosa sobre aceites vegetales en
cuya composiciéon predominan los acidos grasos oleico
(47T2);° linoleico (UG2)' o linolénico (LBI).1

La combinaciéon HPLC/EM permitié evaluar también
la acumulacién de cada homoélogo producido por Pseu-
domonas aeruginosa AT10 durante el tiempo de cultivo
a partir del residuo de soja como sustrato. En las pri-
meras 24 h de incubacién solamente fueron detectados
los ramnolipidos Rha Rha C,,C,; y Rha C, C / (Fig. 2),
que fueron a su vez, los mayoritarios (Tabla 1). Del total de
ramnolipidos acumulados en el medio a las 24 h (0,21 g/L);
0,14 g/L correspondieron al dirramnolipido Rha Rha C
C,, ¥ tan solo 0,07 g/L al morramnolipido Rha C, C,,.
Aproximadamente alrededor de las 30 h, coincidiendo
con el incremento de la acumulacién de ramnolipidos
en el medio, tres nuevos homologos fueron detectados:
RhaRhaC,C,;RhaRhaC, C, yRhaC C,, .Suscon-
centraciones sin embargo, fueron muy bajas. A partir de
las 48 h, se detectaron los monorramnolipidos Rha C
C,(0,14 g/L), R,C,, (0,17 g/L) y finalmente, entre las 72
y 96 h se detecté el monorramnolipido Rha C,, (1,67 g/L).
En este tiempo, se observo ademas, que la concentracion
del dirramnolipido Rha Rha C, C,, disminuy6, mientras
aumentaba la del dirramnolipido Rha Rha C, C  (Fig. 2).
En el resto de los homélogos no se observaron cambios
en sus concentraciones.

CONCLUSIONES

Del andlisis realizado utilizando la combinacién ins-
trumental HPLC-EM, se pudo determinar que la cepa
Pseudomonas aeruginosa AT10 acumula ocho ramnoli-
pidos homoélogos: Rha Rha C,,C, (4,76 g/L); Rha C,,C,
3,52 g/L); Rha C C,,, (2,11 g/L); Rha C,, (1,95 g/L);
Rha Rha C,C, (1,87 g/L); Rha C,C,,, (1,06 g/L); Rha
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Fig. 1. Estructura quimica del mono Rha C,, C, (a) y dirramnolipido Rha Rha C,, C,, (b) producido por P aeruginosa AT10 culti-
vada sobre residuo de aceite de soja. Se detallan las rupturas de los enlaces éster y glicosidico en ambos homadlogos.
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Fig. 2. Aplicacién de la combinacion HPLC-masas en la deteccion de los diferentes ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa
AT10. Las cantidades en el grafico representan la acumulacion total de ramnolipidos en el medio.

C,,., (0,77 g/L) y Rha C C,, (0,43 g/L). En esta mezcla
predominan los homoélogos saturados (72,8 %).
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