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RESUMEN 

La clasificación e identificación de las bacterias progresan con el 
enfoque numérico de la taxonomía, que hizo posible clasificar a los 
organismos con base en un gran número de características. 

En la actualidad la taxonomía de bacterias se basa en atributos 
funcionales; en la práctica se ha demostrado que los métodos en la 
identificación bacteriana proveen una amplia información que en 
ocasiones por razones de tiempo no es utilizada totalmente, además de 
implicar mayor trabajo en el laboratorio. 

La quimiotaxonomía con el uso del análisis de los lípidos en bacterias 
propone una alternativa: menos tiempo, métodos más sencillos y mayor 
exactitud con la utilización de nuevas técnicas, como la propuesta por el 
Dr. Hausler del Instituto de Investigación del Agua en Praga, Checoslova
quia. 

Esta técnica consiste en identificar enterobacterias por cromatografía 
gas-líquido mediante los constituyentes de las células bacterianas, 
específicamente el contenido de ácidos grasos, para lo cual es necesario 
formar un banco d.e datos, donde se obtengan los perfiles 
cromatográficos de las principales especies de esta familia, para que 
después se puedan identificar muestras comparando los perfiles. 

De esta forma, el objetivo del presente trabajo es obtener el perfil de 
la composición de ácidos grasos por cromatografía gas-líquido de 
Enterobacter agglomerans, que se utilizará como carácter taxonómico y 
que contribuye a formar parte de dicho banco de datos. 

La metodología utilizada consiste en: obtención de la biomasa a partir 
de una cepa pura proveniente de la American Type Culture Collection 
(ATCC 27155); centrifugación, liofilización, esterificación, análisis 
cromatográfico y análisis estadístico. E. agglomerans presentó la 
siguiente constitución de ácidos grasos distribuidos por orden de elución, 
la cual va en orden creciente tanto de su peso molecular como del número 
de átomos de carbono; dodecanoico, tetradecanoico, pentadecanoico, 
3-hidroxitetradecanoico. Cis-9-hexadecenoico. hexadecanoico. Cis-
9, 10-metilenhexadecenoico, heptadecanoico. Trans
Cis-9, 11-octadecenoico. octadecanoico y Cis-9.10-metilenoc
tadecenoico. 



Esta técnica nos ofrece una gran resolución o capacidad de 
separación de los componentes, los cuales no podrían ser separados por 
otras técnicas, por lo que dichos ácidos forman el perfil cromatográfico 
de E. agglomerans. 
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ANTECEDENTES 

La bacteriología se ha desarrollado como una disciplina científica, que 
sirve principalmente a propósitos epidemiológicos y médi,~os, sin embar
go en los últimos años se ha puesto especial atención a los aspectos 
ecológico-ambientales, y esto ha hecho necesario agilizar los procesos 
de identificación de microorganismos que de alguna manera afectan al 
hombre y su ambiente. Los procesos de identificación, tradicionalmente 
se han apoyado en las respuestas bioquímicas de cada microorganismo, 
que presenta un sólo tipo de respuesta, positiva o negativa. (Hausler, 1989 
(32)) 

Entre los primeros trabajos con aplicación microbiológica, en los que 
se utilizó la cromatografía de gases, está el reportado por James y Martin 
1956 (35), quienes trabajaron en la separación e identificación de ésteres 
metílicos de ácidos saturados e insaturados por cromatografía gas
líquido para determinar ácidos grasos bacterianos, al esterificar un 
extracto de Pseudomonas aeru¡;¡illiLs.a. En noviembre del mismo año 
elaboraron un aparato muy sensible para la detección de vapores de 
sustancias a separar, utilizando cromatografía gas-líquido (34). 

Abel (1) y colaboradores en 1963 sugirieron la clasificación de 
especies de la familia Enterobacteriaceae por medio del análisis de 
cromatografía gas-líquido. En 1962 Kaneda (38) efectuó el aislamiento e 
identificación de los ácidos grasos provenientes de Bacillus subtilis y en 
1967 (39) analizó la producción de ácidos grasos en especies del género 
Bacillus por cromatografía gas-líquido. Para 1968 (13) Cecchini y O'brien 
contribuyeron en la diferenciación de Escherichia coli con otras bacterias 
utilizando cromatografía de gases. Brooks fil.ª1 en 1969 (8) diferenciaron 
Clostridium sordelli y Clostridium bifermentans por cromatografía de 
gases, y en 1971 (9) analizaron los ácidos grasos provenientes de 
extractos de especies de Neisseria por cromatografía de gases. 

En 1971 Kaneda (40) estudió los factores que afectan la concentración 
de ácidos grasos en Bacillus cereus, como son la temperatura y el medio 
de cultivo utilizado. En 1972 (3) Amstein y Hartman diferenciaron algunos 
enterococos usando la técnica de cromatografía de gases. 

En un intento para demarcar la taxonomía de la familia Enterobac
teriaceae, Gehrke y Goerlits en 1963 (22), Brian y Gardner en 1967 (7), 
Cronan en 1975 (15), Boe en 1980 (4), Ha.usier en 1983 (30) y Veys en 
1989 (66) utilizaron la cromatografía de gases para identificar y esclarecer 
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la posición taxonómica de diversos géneros y especies de enterobac
terias. 

En 1975 Moss .eta!. (54) realizaron un estudio para la identificación de 
microorganismos con el análisis de ácidos grasos celulares por 
cromatografía de gases acoplado a espectrometría de masas. Posterior
mente Holmes y Willcox (33) en 1978 contribuyeron al estudio e 
identificación de la familia Enterobacteriaceae por el sistema de 
identificación bioquímica comercial para enterobacterias API 20 E. Más 
tarde, Moss (55) reportó en 1980 el uso de cromatografía de gases para 
el análisis de los ácidos grasos de Propionibacterium acnes y 
Propjonibacterjum shermanji. En el año de 1982 (56) Moss y Montiel 
reportaron el análisis de ácidos grasos de cadenas cortas en Clostridium 
dlffiru por medio de cromatografía gas-líquido con una columna capilar 
de sílice fundido. 

Bousfield .eta!. en 1983 (6) elaboraron un análisis numérico del total de 
los perfiles de los ácidos grasos para la identificación de coryneformes, 
nocardioformes y algunas otras bacterias; Hausler y Richter realizaron la 
identificación de bacterias de la familia Enterobacteriaceae por 
cromatografía de gases, en 1985 (31). En 1986 Rasoamanjara ª-al (59), 
caracterizaron especies de Flavobacterium por el análisis de los ácidos 
grasos. En 1987 Verhulst fil_fil (67) realizaron un análisis sistemático de 
los ácidos grasos de cadena larga de Eubacterium lentum. En 1988 
Monteoliva (52) realizó un estudio sobre la composición de ácidos grasos 
celulares de Deleya halophila y el efecto que provoca la temperatura y la 
concentración de sales en su crecimiento. En 1988 Eerola .eLal. (21) 
estudiaron por medio de cromatografía de gases el procedimiento para 
la identificación de bacterias aisladas en clínica. En 1989 Johnson et.al. 
(37) desarrollaron un método específico de identificación de Clostridium 
difficil.e. por cromatografía gas-líquido. 

Brondz ~ (10) en 1989 realizaron una evaluación de los ácidos 
grasos de levaduras por cromatografía de gases, como una alternativa a 
los métodos quimiotaxonómicos usuales. En 1990 Ahmad eLal. (2) 
elaboraron un árbol filogenético de un grupo de enterobacterias aplican
do la biosíntesis de aminoácidos aromáticos, por otra parte Matsuyama 
.et.al en 1990 (48) estudiaron los niveles de glucolípidos y la producción 
de ácidos grasos en Serratia rubidea. por último en 1990 Okuyama .et.al 
(57) analizaron los ácidos grasos trans-insaturados en bacterias 
psicrofílicas, Vibrio sp. cepa ABE-1. 
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INTRODUCCION 

Durante cientos de años, los biólogos se han dado a la tarea de 
nombrar y describir especies de microorganismos, plantas y animales. 
Teniendo un gran número de nombres y una descripción adjunta; el 
siguiente paso es compilar esta información en forma ordenada y 
sistemática, es decir clasificarla. (45) 

La clasificación e identificación de microorganismos es uno de los 
problemas más complejos de la microbiología moderna, que debe 
basarse en el conjunto de características morfológicas, fisiológicas y de 
cultivo. Una sola característica, por más importante que sea, no es una 
base suficiente para clasificar o identificar a un organismo. Por lo que en 
la actualidad para la identificación precisa deben utilizarse pruebas de 
tipificación serológica, fagotipificación y algunas otras pruebas o deter
minaciones como el contenido de bases del ADN, hibridación, 
electroforesis de proteínas y diferencias en la microestructura celular. 
(20), (29) 

Para conocer con precisión las características bioquímicas de una 
determinada especie es necesario probar muestras amplias y diversas de 
cepas y las reacciones de tal especie a cualquier prueba deben ex
presarse en forma de porcentajes. (45) 

El presente trabajo de tésis, forma parte de la Línea de Investigación 
sobre Bacteriología Ambiental del proyecto de Conservación y 
Mejoramiento del Ambiente, que se desarrolla en la Unidad de 
Investigación de la ENEP lztacala, con el apoyo del CONACyT y en 
convenio con el Instituto de Investigaciones del Agua en Praga Checos
lovaquia, bajo la asesoría del Dr. Hausler y el Dr. Richter, especialistas a 
nivel mundial de este tema. 

El objetivo de la investigación es analizar la composición de los ácidos 
grasos celulares totales de Enterobacter agglomerans por cromatografía 
de gases para alimentar un banco de datos que permita la identificación 
de especies de la familia Enterobacteriaceae, con base en el perfil lipídico 
de cada bacteria. 

Con la información del banco de datos se pretende realizar la 
identificación de enterobacterias en muestras problema de agua y aguas 
de desecho, que es el tipo de muestras que se analizan en dicho proyecto. 
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Las cepas atípicas, cuando se les estudia debidamente, resultan ser 
miembros típicos de un grupo biológico dado, dentro de una especie 
existente, y a veces son miembros de una nueva especie. {45) 

El concepto de especie es complejo. En términos generales, una 
especie constituye un grupo de individuos (o poblaciones clonales en el 
caso de los microorganismos) que presentan un elevado grado de 
similitud fenotípica entre sí, siendo, al mismo tiempo, claramente diferen
ciables de los integrantes de otros conjuntos de este tipo. {62) 

En la década de los 60's la taxonomía numérica (también llamada 
taxonomía computada o fenotípica) se usó ampliamente. En este método, 
gran número de características bioquímicas, morfológicas y/o culturales 
se usan para determinar el grado de semejanza entre los microorganis
mos, también la susceptibilidad a los antibióticos y compuestos 
orgánicos se han añadido a las características usadas en la taxonomía 
numérica. {45) 

La clasificación y la identificación de las bacterias progresan con el 
enfoque numérico de la taxonomía, que hizo posible clasificar a los 
organismos con base en un gran número de características. (45) 

En la mayoría de los grupos, la identificación se basa en las 
características más fácilmente observables y en las bacterias este criterio 
no es del todo satisfactorio. En la actualidad la taxonomía de bacterias 
se basa en atributos funcionales: en la práctica se ha demostrado que los 
métodos en la identificación bacteriana proveen una amplia información 
que en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no es utilizada 
totalmente, además de implicar mayor traoajo en laboratorio, con más 
consumo de tiempo en su proceso, sobre todo en áreas donde el acortar 
tiempo es importante como en la clínica, ingeniería sanitaria, calidad del 
agua, veterinaria e industria alimenticia. La quimiotaxonomfa con el uso 
del análisis de los lípidos en bacterias propone una alternativa: menos 
tiempo, métodos más sencillos y mayor exactitud. {25), {33) 

Aunque en años recientes se ha hecho un esfuerzo para acelerar y 
simplificar la identificación introduciendo varios métodos por 
micropruebas bioquímicas, tales como el sistema comercial API, que 
permite una automatización parcial de los procesos y la aplicación de 
métodos por computadora, la identificación aún permanece muy com
plicada pues está basada en el mismo principio, la investigación de las 
propiedades bioquímicas de los microorganismos. Es por ello que varios 
autores tratan de encontrar una solución reemplazándolos por un método 
simple que provea al menos la misma cantidad de información, llevando 
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así la identificación hacia otros principios y buscando características o 
rasgos, principalmente en la composición química de los microorganis
mos, por lo que algunos autores centraron su atención en sustancias que 
están presentes en varios microorganismos en la escala más amplia 
posible. Estos intentos fueron posibles debido al desarrollo de nuevos y 
avanzados métodos químicos de análisis de separación especialmente 
por cromatografía de líquidos y de gases acoplada a espectrometría de 
masas; electroforesis y espectroscopía de infrarojo, el desarrollo de la 
instrumentación y automatización del proceso analítico hace una perfecta 
separación de los posibles componentes de la muestra analizada con una 
mínima demanda de tiempo así como de su expresión cuantitativa. La 
aplicación práctia de estos métodos en el campo de la taxonomía se 
denomina quimiotaxonomía. (24) , (30) , (33) , (36) 
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FUNDAMENTOS TEORICOS 

Cromatografía de gases 

La cromatografía de gases ha sido hasta la fecha un invaluable auxiliar 
en muchos campos de la investigación científica. Dentro del campo tan 
amplio de la aplicación que tiene dicha técnica, se han incrementado de 
un tiempo a la fecha (aproximadamente a partir de 1962) las inves
tigaciones sobre tos constituyentes de las células bacterianas 
específicamente en el contenido de los ácidos grasos, obteniendo con 
esto un avance en tos aspectos taxonómicos, tomando en cuenta que 
cada día se requieren estudios más rápidos y precisos. (58), (31) 

La cromatografía es la separación física de dos o más componentes 
basada en la diferente distribución de dos fases, una de las cuales es 
estacionaria y la otra móvil, en el caso de la cromatografía de gases el 
fluido es un gas. (26) 

La cromatografía de gases consiste en la separación de los com
ponentes volátiles de una mezcla, por medio de la elución de estos a 
través de una fase estacionaria adsorbida sobre un soporte y et paso de 
una fase móvil o gas acarreador. (16), (64) 

Cuando ta fase estacionaria es un líquido se habla de cromatografía 
gas-líquido; y cuando ta fase estacionaria es un sólido como carbón o 
silica-gel se le llama cromatografía gas-solido. (26) 

Las partes integrantes de un cromatógrafo de gases son: 

1) Gas acarreador 

2) Inyector 

3) Horno 

4) Columna 

5) Detector 

6) Registrador 
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~------------------ ------. 

INYECTOR 

CONTROLADOR 
DE FLUJO 

HORNO 

~ 
COLUMNA 

TANQUE DE GAS 
ACARREADOR 

DETECTOR 

11 
CROMATOGRAMA 

\ 
REGISTRADOR 

~--------------------------

Diagrama de un sistema cromatográfico. 

En el cromatógrafo se utiliza un gas acarreador (FASE MOVIL) que 
bajo presión moviliza una muestra de vapor desde el inyector y a través 
de una columna (donde se encuentra soportada la FASE ES
TACIONARIA); dicha muestra es adsorbida sobre un soporte donde se 
efectúa la separación, luego pasa al detector donde se convierte en una 
señal eléctrica, la cual puede registrarse en un graficador. A la gráfica 
obtenida se le llama cromatograma, y los parámetros registrados son 
tiempo en las abscisas y milivolts en las ordenadas. (26) 

Existe un detector como dispositivo que indica y mide la cantidad de 
componentes que se separan y fluyen con el gas acarreador. Un detector 
de "diferenciación" da una respuesta proporcional a la concentración del 
compuesto el u ido, el detector de conductividad térmica y el de ionización 
de flama, producen cromatogramas formados por picos o curvas que 
corresponden a cada uno de los componentes de la mezcla, el área bajo 
la curva de cada pico es proporcional a la masa total del componente. 
(26) 
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En el caso particular del presente trabajo el cromatógrafo cuenta con 
un registrador gráfico, que calcula las áreas bajo la curva de cada pico, 
obteniéndose de esta manera el registro de tiempos de retención y áreas 
exactos. 

El parámetro utilizado para determinar la elución de un compuesto es 
el tiempo de retención absoluto (TRA), bajo condiciones constantes de 
presión, flujo y temperatura, tomando en cuenta que el flujo es lineal con 
respecto al tiempo. Este tiempo de retención es característico de la 
muestra, además este parámetro se usa para la identificación de la 
muestra problema. (26) 

La identificación se basa en una comparación de los tiempos de 
retención de el componente desconocido con los datos obtenidos de un 
compuesto estandar, analizado bajo las mismas condiciones, (49); los 
datos de los tiempos de retención de las sustancias se observan 
fácilmente en el cromatograma al no verse traslapados los picos ob
tenidos, permitiendo el uso de estos datos para alguna sustancia 
específica. Por esto la identificación de microorganismos por CGL re
quiere de especies tipificadas o cepas tipo, con el propósito de hacer 
comparaciones. (18) 

Para la obtención del perfil de los ácidos grasos de Enterobacter 
ac;¡c;¡lomerans es necesario abordar la composición química de los lípidos 
en las bacterias. 

Lfpidos en bacterias 

De primordial importancia es el análisis de los polisacáridos, los 
aminoácidos y en especial los diferentes lípidos; en las dos últimas 
décadas se ha abordado el problema de determinar ácidos grasos 
utilizando la técnica de cromatografía de gases con muy buenos resul
tados, encontrandose como ventajas particulares, el reducir el tiempo del 
proceso total, además de minimizar el error humano, así como ampliar la 
información con respecto a las pruebas bioquímicas tradicionales en una 
sola operación, lo cual conlleva a la identificación en condiciones muy 
objetivas. (34) 

La composición química de las bacterias es semejante a la de otros 
microorganismos; el 90% de agua y el 10% de peso seco, este último 
integrado por ADN, ARN, proteínas, polisacáridos, lípidos y fosfolípidos. 
(12) 
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Los lípidos son una clase de constituyentes celulares insolubles en 
agua y solubles en disolventes no polares, tales como éter, cloroformo y 
benceno {62). Se han subdividido en lípidos complejos, que se carac
terizan porque contienen ácidos grasos como componentes, 
comprenden a los acilglicéridos, los fosfoglicéridos, los esfingolípidos y 
las ceras, que difieren en la estructura de los esqueletos a los que se hallan 
unidos, por covalencia, los ácidos grasos. Reciben, también, el nombre 
de lípidos saponificables porque producen jabones por hidrólisis alcalina. 
El otro grupo son los lípidos sencillos, que no contienen ácidos grasos y 
no son saponificables. (44) 

Los lípidos y sus ácidos grasos celulares se encuentran en todos los 
microorganismos, excepto cierto tipo de virus, este tipo de compuestos 
bioquímicos presentes en bacterias han sido estudiados por 
cromatografía de gas-líquido, más que cualquier otro tipo de componente 
bioquímico. {21), (52), (60) 

Para fines del presente trabajo es necesario identificar solamente los 
ácidos grasos celulares en bacterias. 

Acidos grasos constituyentes de la célula bacteriana 

El contenido total de ácidos grasos de la mayoría de las especies de 
bacterias se encuentran distribuidos en la pared celular, membrana 
plasmática e inclusiones citoplásmicas. (58) 

Incluyendo todos los lípidos, estos son mucho más abundantes en la 
pared de las células gram negativas que en la de las gram positivas (61 ). 
Las bacterias no acumulan lfpidos como material de reserva, sin embargo 
contienen cantidades considerables de ellos como constituyentes de sus 
sistemas membranosos. (28) 

Los ácidos grasos se sintetizan por separado y luego son esterificados 
para formar lípidos más complejos. Se han encontrado muchas clases 
de ácidos grasos en las bacterias: los que contienen un número diferente 
de átomos de carbono; son de cadena recta o de cadena ramificada; 
pueden tener o no dobles enlaces; pueden contener o no grupos -OH; y 
contener o no anillos de ciclopropano. (62) 

Los ácidos grasos de las bacterias pueden ser saturados o no 
saturados, o tener uno o más dobles enlaces, y el precursor de dichos 
ácidos grasos es la Acetil Coenzima A (Aceti CoA). (28) 
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Los ácidos grasos saturados iso y anteiso se encuentran en las 
bacterias gram positivas. Las gram negativas contienen cadenas lineales 
de ácidos grasos con una doble ligadura. Esta Ofacterística se utiliza 
como guía para la clasificación taxonómica de bacterias. Los ácidos 
grasos no saturados iso y anteiso son aún raros en la naturaleza. La 
determinación de la posición de la doble ligadura en estos ácidos grasos 
se consideró necesaria en aspectos de biosfntesis, esto incrementa el 
valor taxonómico. (5) 

La biosíntesis se lleva a cabo por un procedimiento que difiere sig
nificativamente del proceso opuesto a la oxidación de ácidos grasos y tal 
vez la diferencia más inesperada estriba en que el dióxido de carbono 
(C02) es esencial para la síntesis de ácidos grasos en estractos celulares. 
(44) 

La composición de ácidos grasos presente en los fosfolípidos juega 
un papel importante en la membrana de los microorganismos ya que 
determina la extensión de los flufdos en la membrana. Este fluído es 
necesario para funciones relacionadas con la membrana en procesos 
metabólicos. (5) 

Los ácidos grasos se analizan debido a que representan un medio 
rápido para la identificación de bacterias con fines taxonómicos, aunque 
también se han analizado en relación a estudios metabólicos. 

Sin embargo los ácidos grasos no se pueden analizar 
cromatográficamente como tales, por lo tanto es necesario extraerlos por 
medio de la esterificación. 

Esterificación de ácidos grasos 

La reacción para efectuar la esteríficación es un ejemplo importante 
de sustitución nucleofílica, en donde los ácidos grasos reaccionan con el 
alcohol metílico (CH30H) o con una molécula semejante a éste y que 
realice la misma función, como es el caso del metóxido de sodio 
(CH30Na), ya que el alcohol metílico o el metóxido de sodio son 
necesarios para la metilación del ácido graso o ácidos grasos. 
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Esteríficación con alcohol metílico 

1 
Acido catalítico 

O H+ O 
11 11 

CH3-{CH2)10 -C-IOH + HJO-CH3 ~~ CH3-(CH2)10-C-O-CH3 + H20 

ff 

Acido graso Alcohol metílico Ester metílico 

Esterificación con metóxido de sodio 

1: Acido catalítico 

O l H+ O 
11 11 

CH3-(CH2)10 -C-IOH + Nalü-CH3~ CH3-(CH2)10-C-O-CH3 + NaOH 

ff 

Acido graso Metóxido de sodio Ester metílico 

La reacción de esterificación requiere de la presencia de un ácido 
catalizador. El primer paso de la reacción es la protonación del grupo 
carboxilo hacia el doble enlace de oxígeno del ácido graso. 

/H 
:O: :O: 

11 •• + 1 •• 
CH3-(CH2 )10 -C-QH + H --~ CH3-(CH2)10 -<;f_-Q-H 

El grupo carboxílo protonado es rápidamente atacado 
nucleofílicamente. 
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¡H ¡H 
·O· ·O· 

; 1. •• ·, · •• 
CH3-(CH2)10 - C-OH ;::::::== CH3-(CH2)10 -C-Q-H 

.. + 1 

1º\ 1º\ 
H3C H H3C H 

El producto formado por este ataque bajo una transferencia del ion 
hidronio y una eliminación, dan el producto final. (23), (51) 

/H /H /H 
:O: -H+ :O: -H+ :O: H 

1 •• 1 •• 1 / + 
CH3-( CH2)10-C-Q-H ~CH3-( CH2)10-C-O-H~ CH3-( CH2)10-C-O: 

1 • 1 .. 1 \ 

/Q\ +H+ :O: +H+ :O: H 

H3C H H3C/ H3C/ 

/H 
-H20 :O: -H + :O: 

1 + 11 •• 
·----- CHJ-(CH2)10-C - --- CH3-(CH2)10-C-Q-CH3 

1 
+H20 ·O· +H+ 

H3C/. 

Ester metílico 
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Características generales de Enterobacter agglomerans 

La familia de las Enterobacteriaceae constituye un gran grupo 
heterogéneo de bastonclllos gram negativos cuyo hábitat natural es el 
tubo intestinal del hombre y los animales mamíferos. Las enterobacterias 
son aerobias o anaerobias facultativas, fermentan gran cantidad de 
carbohidratos, poseen una estructura antigénica compleja y producen 
diversas toxinas y otros factores de virulencia. Hoy en día se sabe que 
miembros de esta familia bacteriana son notables como agentes causales 
de infecciones urinarias y pueden aislarse de multiples focos infecciosos 
distintos del tracto digestivo. Las enterobacterlas son probablemente 
causa de más padecimientos humanos que cualquier otro grupo. (11), 
(43), (46) 

La taxonomía de las enterobacterias es compleja y está cambiando 
con rapidez conforme se efectúan estudios de homología del ADN, los 
cuales son muy similares a los resultados obtenidos de un análisis 
cromatográfico. (50) 

La familia Enterobacteriaceae se caracteriza desde el punto de vista 
bioquímico por la capacidad de sus miembros para reducir los nitratos a 
nitritos y para fermentar la glucosa con producción de ácido o ácido y 
gas. (45) 

Los miembros de esta familia son primordialmente móviles, aunque 
algunas cepas no lo son (géneros Shigella y Klebsjella) . Las especies 
móviles poseen flagelos perítricos. (45) 

El grupo Enterobacter es indicador de contaminación fecal asociado 
a infecciones intestinales además de ser cosmopolita encontrándose en 
aguas recreacionales, aguas municipales y agua potable; sobreviviendo 
a los detergentes al igual que otros grupos de la familia Enterobac
teriaceae, también se llega a encontrar en alimentos como chocolates y 
cacao en polvo. (14), (17), (41) 

Una propiedad bioquímica que distingue a algunas de las cepas de 
Enterobacter (aunque no todas) de otras bacterias entéricas es su 
capacidad de fijar nitrógeno. Esta propiedad sólo se manifiesta en con
diciones anaeróbias de crecimiento, ya que la nitrogenasa de estas 
bacterias se desnaturaliza rápidamente en presencia de oxígeno. (45) 

Enterobacter agglomerans representa aproximadamente el 6% del 
total de especies aisladas de Enterobacter. es quizá la más diflcil de 
identificar. Se reconocen once grupos de E, agglomerans, basados en 
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las reacciones de pruebas de reducción de nitrato, indo! y Voges Pros
kauer. La mayoría de los cultivos de esta especie pueden diferenciarse 
de los géneros Klebsjella y Enterobacter y también de casi todas las 
enterobacterias, por su capacidad para descarboxilar cualquiera de los 
tres aminoácidos; por la producción de un colorante amarillo (alrededor 
de 72%) y algunas otras reacciones. (45) 
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JUSTIFICACION 

Uno de los puntos principales en los estudios de contaminación 
bacteriológica se enfoca a la determinación del orígen de la 
contaminación fecal, por lo que hace énfasis en el grupo coliforme 
(enterobacterias), los cuales son claros indicadores de contaminación 
fecal y en consecuencia representan la existencia de un peligro potencial 
para la salud. 

Por esta razón, es necesario acelerar los procesos de identificación 
de los microorganismos que afectan directamente al hombre y su am
biente. (32) 

Las técnicas tradicionales de identificación de microorganismos se 
basan principalmente en sus características fisiológicas, morfológicas, y 
en pruebas serológicas. Para el uso de estas técnicas, es necesario 
efectuar previamente numerosos pasos en diferentes medios de cultivo. 

Debido a los inconvenientes que Implica el uso de técnicas 
tradicionales de identificación de microorganismos, se hace necesaria, 
en nuestro país, la implementación o el uso de nuevas técnicas; como es 
el caso de la identificación de enterobacterias por cromatografía de 
gases, que de entre sus características, destaca la minimización del error 
humano y reducción del tiempo del proceso total de identificación, 
ampliando la información con respecto a las pruebas bioquímicas y como 
consecuencia de esto aumenta la posibilidad de investigación 
bacteriológica en diversas áreas, como la alimenticia, la agrícola, la 
ecológica, la sanitaria y la clínica. 
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OBJETIVOS 

Obtener un perfil de la compos1c1on de ácidos grasos, por 
cromatografía de gases, de Enterobacter aQolomerans, y que se utilizará 
como carácter taxonómico. 

Contribuir a formar un banco de datos para la identificación de 
enterobacterias de interés sanitario y clínico en México. 
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METODOS 

La bacteria que se utilizó es Enterobacter agglomerans y la cepa 
procede de la American Type Culture Collection (ATCC 27155), cuya cepa 
se encuentra depositada en el Centro de Investigaciones Avanzadas del 
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV). 

Preparación del cultivo puro 

Para obtener un crecimiento del microorganismo estudiado, se 
preparó un cultivo puro en un medio agar inclinado marca DIFCO. Ya que 
en reportes anteriores de identificación o diferenciación de bacterias por 
cromatografía de gases establecen que para el análisis de productos 
metabólicos se requiere de cultivos puros. (13) 

Del medio inclinado, en el que se mantuvo la cepa pura, se sembró 
una caja petri, con 25 mi de agar, de tal manera que se cubrieran los 
cuatro lados de la caja con el fin de obtener una colonia perfectamente 
aislada; la caja se incubó a 37°C por 24 hrs. 

Preparación de la biomasa 

Para la obtención de la biomasa, la inoculación se hizo a partir de la 
colonia aislada y se prepararon dos cajas petri por cepa bacteriana 
utilizando 25 mi de agar nutritivo (20 gil de solución estéril) por caja, 
incubando a 37°C por 24 hrs. 

Cosecha de la bacteria 

Se cosechó la bacteria después de las 24 hrs de incubación, 
adicionando 5 mi de formaldehído al .5% a cada caja, y raspando 
suavemente con una varilla de vidrio en forma de "L" para desprender 
todo el crecimiento celular. 

El contenido de las dos cajas petri (6 mi aproximadamente) se vació 
en tubos de centrífuga mediante un embudo, utilizando uno diferente para 
cada cepa, previamente enjuagados con hexano y se sometió a 
centrifugar a 15,000 rpm durante 10 min. 
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El sobrenadante del primer lavado se desechó, para posteriormente 
agregar 5 mi de suero fisiológico de NaCI al 0.85%, para realizar el 
segundo lavado, se procedió a centrifugar nuevamente a 15,000 rpm 
durante 10 min. Este proceso se repitió una vez más para el tercer lavado, 
obteniendo finalmente un paquete celular. 

Liofilización del paquete celular 

la biomasa obtenida se repartió perfectamente sobre las paredes de 
tubos viales con la finalidad de obtener un secado más rápido y eficiente 
durante la liofilización, que tuvo una duración aproximada de 3 hrs a 
-soºc, el liofilizado debe quedar esponjoso y separado para su posterior 
esterificación. 

Esterificaci6n 

Se pesan aproximadamente 20 mg de materia seca obtenida del 
liofilizado y se colocan en un tubo de ensaye al que se le agrega 1 mi de 
metóxido de sodio, se deja reposar por 5 min. Posteriormente se 
adicionan de 0.6 a o. 7 mi de metano! saturado con cloro gas y se mide el 
pH, si no es de 1 ó 2, se ajusta con metanol saturado de ácido sulfúrico, 
manteniendose en agitación con movimientos circulares ligeros durante 
30 min, después de los cuales se agregan 2 m/ de solución fisiológica al 
0.85% mezclando con movimientos circulares ligeros, por espacio de 5 
a 7 min. 

El proceso de extracción de los ésteres metílicos con hexano se realiza 
agregando 1 m/ de hexano, agitando mecánicamente por espacio de 5 
min y se deja reposar 5 min para dejar que se separen las capas y extraer 
el hexano con los ésteres metílicos (capa superior transparente); con una 
pipeta Pasteur se transfiere a un tubo de ensaye con algunos granos de 
sulfato de sodio anhidro para extraer el agua que se pueda presentar. 
Este proceso de extracción se repite dos veces más para cada una de 
las muestras analizadas. 
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Obtención del cromatograma 

Al final se obtiene un volúmen aproximado de 3 m/ de hexano con los 
ésteres. metílicos. El hexano se evapora con gas nitrógeno hasta obtener 
un volúmen de 10 M/ aproximadamente, de los cuales se toma 1 M/ con 
una microjeringa para inyectarse posteriormente en el cromatógrafo 
donde se realiza la separación y determinación de los ésteres metílicos. 

Las especificaciones del equipo y accesorios para el análisis de la 
composición de los ácidos grasos son las siguientes: cromatógrafo 
Hewtett Packard HP 5890 A, acondicionado con un detector de ionización 
de flama alcalina, una columna capilar de 30 m x 0.25 cm de diametro 
interno, en Heliflex, RSL 150 y espesor de película de 0.25; usando 
nitrógeno como gas acarreador con flujo de 30 ml/min; las temperaturas 
del inyector y detector fueron isotérmicas (270°C); el programa de 
temperatura del horno fue de 12oºC, 4°C x min hasta alcanzar 270°C, el 
tiempo de análisis varió según las necesidades de cada muestra entre 
30-40 min. 

Los resultados se capturan en un integrador electrónico Hewlett 
Packard HP 3396 A, acoplado al cromatógrafo. 

Los datos obtenidos y registrados en el integrador aparecen en un 
cromatograma, en el cual se muestran los tiempos de retención y las 
áreas bajo la curva que son proporcionales a la cantidad de los ácidos 
grasos que constituyen la célula bacteriarta. Se obtuvieron un total de 57 
cromatogramas que fueron comparados contra un estándar de ácidos 
grasos para lograr la identificación de los rnismos. 

Análisis estadístico 

De los picos que se obtuvieron en los cromatogramas, el punto de 
interés son los ácidos grasos con el número de átomos de carbono en el 
intervalo de 12 a 28. Los ácidos con una cadena más corta que 12 
aparecen como productos intermedios y no se tornan en consideración. 
Una vez seleccionados los picos de importancia comparados con el 
cromatograma estándar, se procesa la información por las técnicas que 
se citan a continuación: 
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Normalización 

Este es el primer paso para el procesamiento numérico a efectuarse 
con los datos obtenidos, con el fin de estandarizar las unidades porcen
tuales de medición de las áreas dadas por el cromatograma, preparando 
así los datos de la especie Enterobacter agolomerans. 

El proceso de normalización se efectua transformando los datos 
numéricos de área y tiempo a partes proporcionales en porcentaje en 
relación a un dato de área y tiempo tomando como referencia el 100%. 

El criterio para obtener el dato referente de área y tiempo se elige de 
los datos originales arrojados por el cromatograma, aquel que presenta 
el pico o área más alta y se toma como el 100%. Ya que se obtienen los 
datos normalizados se procede a tabularlos y graficarlos por las 
repeticiones efectuadas para esta cepa. 

Medidas estadísticas descriptivas 

Se calculó la media aritmética, desviación estándar, coeficiente de 
variación, límite superior, límite inferior a± 2 S, máximo y mínimo para las 
áreas de los picos y tiempos de retención de los carbonos de las cadenas 
de ácidos grasos. Para eliminar el efecto de la variación por el tamaño del 
inoculo, los valores se calculan como porcentajes del total del área del 
pico. 
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DIAGRAMA DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA PARA LA DETERMINACION DE 
ACIDOS GRASOS CELULARES DE BACTERIAS 

CEPA TIPIFICADA DE 
COLECCION 

CULTIVO EN AGAR 
NUTRITIVO, TUBO IN

CLINADO Y PLACA 

SEMBRAR EN AGAR 
NUTRITIVO, 2 CAJAS 

PETRI POR CEPA, PARA 
AISLAMIENTO 

INCUBAR 24 hrs A 37 C 

RESEMBRAR EN 25 mi 
DE AGAR NUTRITIVO, 

CUBRIENDO LA SUPER
FICIE DE LA CAJA (2 

CAJAS POR MUESTRA) 

INCUBAR 24 hrs A 3'r°Cj 

ADICIONAR A CADA UNA 
DE LAS CAJAS 5 mi DE 

FORMALDEHIDO AL 0.5% 

LAVAR SUAVEMENTE 
CON UNA "L" DE VIDRIO, 

PARA OBTENER LA 
BIOMASA 

PRUEBAS 
BIOOUIMICAS 

VACIAR EL CONTENIDO 
DE 2 CAJAS EN UN 

TUBO DE CENTRIFUGA, 
PREVIAMENTE LAVADO 

CON HEXANO 

CENTR[UGAR A 15,000 
rpm Y 4 C, DURANTE 1 O 

min · 

LAVAR CON NaCI AL 
0.85% Y CENTRIFUGAR 

CON LAS CONDICIONES 
ANTERIORES 

REPETIR EL PASO-] 
ANTERIOR - - - -

REPARTIR EL PAQUETE 
CELULAR EN LAS 

PAREDES DE UN TUBO 
PARA LIOFILIZADO, 

PREVIAMENTE LAVADO 
CON HEXANO ___ T _______ _ 

LIOFILIZAR A -soºc y j 
CON VACIO, DURANTE 3 

hrs 

PESAR 20 mg DE LA 
MUESTRA LIOFILIZADA 
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C4J 
l 

EVAPORAR co~ NITROGENO GAS 
HASTA OBTENER 

APROXIMADAME. NTE 10 
M¡ 

TOMAR 1 1 CON UNA 
MICROJERINGA 

!INYECTAR EN EL 
L _ _<:'.~OMATOGRAFO 
-----T~-· 

OBTEN E~ 
CROMATOGRAMA 

TANDARIZAR LOS 
TOS DE AREAS Y 
MPOS DE RETEN

CION 

PROCESAR DATOS 1 
NUMERICOS PARA SU 

NORMALIZACION 
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RESULTADOS 

Para la evaluación del análisis por cromatografía gas-liquido de los 
ácidos grasos celulares totales a partir de muestras esterificadas de 
Enterobacter agglomerans, se analizaron los resultados de manera 
cualitativa y cuantitativa, para lo cual se realizó la estandarización de los 
tiempos de retención y áreas de los picos de las cadenas de cada uno 
de los ácidos grasos mediante el procedimiento citado en el método, con 
los datos normalizados se llevó a cabo el análisis descriptivo correspon
diente. 

Los resultados se obtuvieron por analisis repetitivo de los 57 
cromatogramas (repeticiones). La identificación de los picos se realizó 
en base a un estándar conocido de ésteres metílicos de ácidos grasos 
para enterobacterias SUPELCO Cat. # 4-7080 lote LA26756 1990, 
analizado bajo las mismas condiciones en que fueron analizadas las 
muestras de E. agglomerans. 

Para el análisis se tomaron en consideración las cadenas de ácidos 
grasos con una composición de entre 12 y 28 carbonos, ya que son los 
característicos encontrados en estas células procariotes, los de menor 
longitud se omiten debido a que presentan un área menor al 1 %, por lo 
que su aparición no fue significativa para la determinación, esto se apoya 
con un estudio realizado por Eerola, 1988 {21). 

Por consiguiente los resultados cualitativos nos permiten determinar 
la siguiente constitución de ácidos Qrasos: C 12:0, C 14:0, C 15:0, C 3-0H 
14:0, C 16:19 (Cis), C 16:0, C 17:0g·1º ~Cis), C 17:0, C 18:19 (Trans) y C 
18:1 11 (Cis), C 18:0 y 19:09

•
1 (Cis); con los siguientes 

nombres: dodecanoico, tetradecanoico, pentadecanoico, 3-
hidroxitetradecanoico, Cis-9-hexadecenoico, hexadecanoico, Cis-9, 10-
metilenhexadecenoico, heptadecanoico, Trans-Cis-9, 11-octadecenoico, 
octadecanoico y Cis-9, 10-metilenoctadecenoico. (Tabla 1) 

La metodología a seguir durante el presente análisis, permite la 
distribución de los componentes de la mezcla de ácidos grasos (ob
tenidos a partir de la esterificación) presentes en los lípidos membranosos 
de E. agglomerans. 

La Gráfica 1, muestra los resultados de los datos normalizados para 
los tiempos de retención de los componentes eluidos de la muestra 
analizada, las barras representan la media aritmética, en la que se observa 
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que el primer componente eluido fue el ácido dodecanoico con un 
tiempo medio de 44.50, una desviación estándar de 0.15 y un coefi
ciente de variación de 0.34%, el cual está formado por una cadena lineal 
saturada de 12 carbonos; la más corta y sencilla que se presentó en el 
perfil ya que no presenta ni dobles ligaduras, ni metilaciones, ni 
hidroxilaciones. 

Posteriormente se presentó el ácido tetradecanoico con las mismas 
características que el anterior, pero como su nombre lo dice con 14 
carbonos en su cadena y un valor promedio de 70.58, una desviación 
estándar de 0.12 y un coeficiente de variación de 0.16%; inmediatamente 
después se presentó otro ácido graso saturado con una cadena de 15 
carbonos y sin ninguna modificación química en su molécula, este es el 
pentadecanoico con un valor de media aritmética de 84.99, una 
desviación estándar de 0.43 y un coeficiente de variación de 0.50%. 

Después apareció el ácido 3-hidroxitetradecanoico, compuesto de 14 
carbonos en su cadena con la modificación de que este es un 
hidroxiácido con un grupo hidroxilo en el carbono 3 y representa uno de 
los más complejos encontrados en el presente perfil, el valor promedio 
del tiempo es de 90.55, una desviación estándar de 0.20 y un coeficiente 
de variación de 0.22%. 

En quinto lugar se observa el pico correspondiente a un ácido graso 
insaturado ya que presenta una doble ligadura en el carbono 9 y una 
isomería geométrica con radicales -H en el mismo lado de la molécula, 
por lo que se le llama Cis-9-hexadecenoico con 16 carbonos en su cadena 
y un porcentaje promedio del tiempo de retención de 96.02, con una 
desviación estándar de 0.16 y un coeficiente de variación de 0.17%; el 
siguiente ácido graso es el hexadecanoico con 16 carbonos dispuestos 
en una cadena lineal saturada y sin ningún tipo de configuración; este 
ácido es el característico de la familia Enterobacteriaceae y presentó un 
valor promedio del 100%, por lo que fue el representativo y se tomó como 
dato referente. 

Posteriormente se observó la presencia del Cis-9, 10-metilen
hexadecenoico, que tiene comq_ característica primordial un mecanismo 
de resonancia dado por el grupo metil presente, además de una doble 
ligadura en los carbonos 9 y 1 o lo que le caracteriza como insaturado y 
presentó un valor de 111. 77, una desviación estándar de 0.12 y un 
coeficiente de variación de 0.10%. 

El ácido heptadecanoico fue el que se presentó enseguida con un 
valor medio de 114.27, una desviación estándar de 0.25 y un coeficiente 
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de variación de 0.22%, este ácido es representado por una cadena lineal 
de 17 carbonos por lo que es una cadena simple saturada que no presenta 
ningún tipo de configuración; posteriormente se presentó un ácido con 
una isomería geométrica Trans con radicales -H en posición opuesta 
alrededor de la doble ligadura presente en el carbono 9, aunque puede 
cambiar su orientación realizando un giro de 30° y convertirse en Cis 
cambiando la doble ligadura al carbono 11; este ácido es llamado 
Trans-Cis-9, 11-octadecenoico y presenta un valor medio de 125.03, una 
desviación estándar de 0.22 y un coeficiente de variación de 0.18%. 

El penúltimo ácido que se presenta es el octadecanoico con 18 
carbonos que componen su cadena lineal saturada, la cual no es afectada 
por ningún tipo de modificación, este presenta un valor promedio de 
128.5, una desviación estándar de 0.31 y un coeficiente de variación de 
0.24%. 

Por último se presentó el Cis-9, 10-metilenoctadecenoico, que al igual 
que el anterior se compone de 18 carbonos, sin embargo este presenta 
un mecanismo de resonancia y es insaturado ya que hay una doble 
ligadura entre el carbono 9 y 1 O con un grupo metil, este ácido tiene un 
tiempo de retención de 140.03, 0.34 de desviación estándar y 0.24% de 
coeficiente de variación. (fabla 2) 

En promedio el porcentaje de los cromatogramas que caen dentro de 
los límites es del 95% para los 11 ácidos. 

El análisis cuantitativo revela que el área producida por cada pico es 
proporcional a la concentración del componente, donde el factor de 
respuesta va a ser específico para cada componente y su valor dependerá 
de las propiedades físicas, químicas y del principio de detección. Esto 
puede usarse para determinar la concentración exacta de cada uno de 
los componentes. La exactitud obtenida por cromatografía de gases 
depende de la técnica usada, detector, método de integración y 
concentración de la muestra. 

Considerando el aspecto cuantitativo, es necesario desglosar el 
análisis estadístico para cada uno de los componentes ya que cada ácido 
graso posee sus propias características. 

En la Gráfica 2, las barras representan el valor promedio dado en 
porcentaje del área del pico de cada ácido graso cuantificado, ya que se 
analizaron 57 determinaciones para tener un tamaño de muestra lo 
suficientemente considerable que nos permitiera obtener resultados con
fiables. 
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En la evaluación de los análisis cromatográficos de los ácidos grasos, 
se observó que el ácido graso más abundante para E. agglomerans, es 
el correspondiente al hexadecanoico, el cual mantiene su abundancia en 
las 57 corridas cromatográficas sin variación considerable, por lo que se 
tomó como referencia para obtener el porcentaje de los restantes ácidos 
grasos; ya que el 100% de los valores obtenidos caen dentro de los límites 
establecidos podemos decir que este ácido graso mantiene sus 
propiedades químicas con una estabilidad alta. 

Siguiendo en abundancia el Cis-9, 10-metilenhexadecenoico con un 
valor medio de área de 50.69, una desviación estándar de 3.07 y un 
coeficiente de variación de 6.06%, donde sólo el 92.29% de los 
cromatogramas se encuentran dentro de los límites establecidos, este 
ácido graso tiene una variación, con respecto a su abundancia, baja; la 
desviación estándar nos dice que este se vió afectado de alguna manera 
durante el desarrollo de la técnica, debido posiblemente al mecanismo 
de resonancia dado por el grupo metil y la insaturación de este. 

Después se presentó el ácido Trans-Cis-9, 11-octadecenoico con un 
área promedio de 27.13, una desviación estandar de 5.28 y un coeficiente 
de 19.46%, esto nos dice que la abundancia de este ácido graso no se 
mantuvo muy constante, sin embargo el 94. 73% de los cromatogramas 
cayeron dentro de los límites. 

Le sigue el ácido graso tetradecanoico que presenta una abundancia 
promedio de 20.03, un valor correspondiente de desviación estándar de 
3.5 y un coeficiente de variación de 17.47%, y al marcarse los límites 
vemos que el 96.49% del total de las muestras analizadas se encuentran 
dentro de estos; posteriormente se presentó el Cis-9-hexadecenoico con 
una media de 19.18 y una desviación estándar de 4.28 asl como un 
coeficiente de variación de 22.31%, el 94.73% de los cromatogramas se 
encuentran dentro de los límites establecidos. 

Después tenemos el ácido graso Cis-9, 10-metilenoctadecenoico, con 
un valor medio en el área de 14.58, una desviación estándar de 2.43 y un 
coeficiente de variación 16. 70%, donde la abundancia fue más o menos 
constante; para este el 94. 73% de las muestras analizadas están dentro 
de los límites. 

Siguiendole en abundancia se presentó el 3-hidroxitetradecanoico 
con una media de 6.42, siendo éste uno de los menos abundantes y que 
presenta una desviación estándar de 4.33 con un coeficiente de variación 
de 67.44%, este alto porcentaje de variación fue posiblemente debido a 
que el grupo hidroxilo presente en el carbono 3 le confiere inestabilidad 
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al ácido; aquí observamos que sólo el 85.96% de los cromatogramas se 
encuentran dentro de los límites, lo que confirma la alta inestabilidad de 
este ácido. 

Los siguientes cuatro ácidos grasos son los de menor abundancia en 
el perfil. El pentadecanoico con un valor medio de 5.16, una desviación 
estándar de 1.04 y un coeficiente de variación de 20.16% y el 98.24% de 
los cromatogramas se encuentran dentro de los límites; enseguida se 
presenta el heptadecanoico con una abundancia muy baja ya que sólo 
representa el 2.74, una desviación estándar de 0.46 y un coeficiente de 
variación de 16. 79%, para este el 96.49% de los cromatogramas se 
encuentran dentro de los límites establecidos. 

Después se presentan los dos ácidos grasos menos abundantes que 
son el octadecanoico con una media de 1.94, una desviación estándar 
de 0.59, así como un coeficiente de variación de 30.54%, lo cual nos dice 
que la abundancia de este ácido tiene una variación considerable, para 
el que un 94.73% de las muestras caen dentro de los límites. 

Por último se encuentra el dodecanoico con una abundancia de 1.39, 
una desviación estándar de 0.65 y un coeficiente de variación de 46.59%, 
y el 94. 73% de los cromatogramas están dentro de los límites es
tablecidos. (Tabla. 3) 
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TABLA 1. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS AISLADOS 

IDENTIDAD 

NOMBRE COMUN ABREVIATURA NOMBRE SISTEMATICO 

ACIDO LAURICO *e 12:0 DODECANOICO 

ACIDO MIRISTICO *e 14:0 TETRADECANOICO 

.. ---.. --- ... ---.. --- e 1s:o PENTADECANOICO 

ACIDO HIDROXIMIRISTICO C 14:0 3-0H 3-HIDROXYTETRADECANOICO 

ACIDO PALMITOLEICO C 16:19 (Cis) Cis-9-HEXADECENOICO 

ACIDO PALMITICO *e 16:0 HEXADECANOICO 

--........ -.. - ---.. - .. -- C 17:09
•
1º (Cis) Cis-9,10-METILENHEXADECENOICO 

-.. ---...... -.... -.. --- c 11:0 HEPTADECANOICO 

ACIDO OLEICO c 18:1 9 (Trans) Trans-9-0CTADECENOICO 

C 18:1 11 (Cis) Cis-11-0CTADECENOICO 

ACIDO ESTEARICO * c 18:0 OCTADECANOICO 

.. -.. ---.. -.. -.. --.. -- C 19:09
·
10 (Cis) Cis-9, 10-METILENOCTADECENOICO 

Se muestran los ácidos grasos obtenidos del perfil cromatográfico de 
Enterobacter aoolomerans. 

Nota: Los ácidos grasos son enumerados de acuerdo al orden de 
elución de la columna de cromatografía gas-líquido. 

* Característicos de enterobacterias. 
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Gráfic a 1. Medias del tiempo de retención por ácioo graso de E agglomerans 



TABLA 2. MEDIDAS DESCRIPTIVAS POR ACIDO GRASO (TIEMPOS DE RETENCION) 

ACIDO MEDIA D. EST. C.V.% MIN. MAX. *L.INF. *L.SUP. %D.LIM. 

e 12:0 44.50 0.15 0.34 43.77 44.67 44.19 44.79 100.00 

e 14:0 70.58 0.12 0.16 70.26 70.74 70.34 70.81 96.49 

e 15:0 84.99 0.43 0.50 82.10 85.29 84.13 85.84 98.24 

C 14:0 3-0H 90.55 0.20 0.22 90.05 90.99 90.14 90.95 96.49 

C 16:1 9 (Cis) 96.02 0.16 0.17 95.61 96.23 95.69 96.33 98.24 

e 16:0 100.00 0.00 0.00 100.00 100.00 98.00 100.00 100.00 

C 17:09
•
1º(Cis) 111.77 0.12 0.10 111.53 112.09 111.53 112.03 98.24 

e 17:0 114.27 0.25 0.22 113.67 114.79 113.76 114.78 94.73 

e 18:19 \l;rans) 125.03 0.22 0.18 124.52 125.66 124.58 125.47 96.49 
y 18:1 1 (Cis) 

e 18:0 128.50 0.31 0.24 127.75 129.29 127.87 129.12 96.49 

C 19:09
•
10(Cis) 140.03 0.34 0.24 139.33 141.00 139.34 140.71 96.49 

-·-·--·--

Medidas descriptivas del perfil cromatográfico de Ent~rQQs;i!:;t~r 

agglomerans, para los tiempos de retención de cada uno de los ácidos 
grasos aislados. 

*Los límites fueron obtenidos como X~2 (S). 
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TABLA 3. MEDIDAS DESCRIPTIVAS POR ACIDO GRASO (AREAS) 

ACIDO MEDIA D. EST. C.V.% MIN. MAX. *L.INF. *L.SUP. %D.LIM. 

e 12:0 1.39 0.65 46.59 0.47 3.46 0.09 2.68 94.73 

e 14:0 20.03 3.50 17.47 14.39 29.15 13.03 27.03 96.49 

e 15:0 5.16 1.04 20.16 3.72 7.31 3.07 7.24 98.24 

C 14:0 3-0H 6.42 4.33 67.44 1.00 19.10 2.25 15.09 85.96 

C 16:1 9 (Cis) 19.18 4.28 22.31 11.35 29.79 10.61 27.75 94.73 

e 16:0 100.00 0.00 00.00 100.00 100.00 98.00 100.00 100.00 

C 17:09
•
1º(Cis) 50.69 3.07 6.06 42.95 58.07 44.50 56.78 92.29 

e 11:0 2.74 0.46 16.79 1.77 3.76 1.82 3.65 96.49 

C 18: 19 \Trans) 27.13 5.28 19.46 19.05 41.72 16.58 37.68 94.73 
y 18:1 1 (Gis) 

e 18:0 1.95 0.59 30.54 1.01 3.25 0.75 3.13 94.73 

C 19:09
•
1º(Cis) 14.58 2.43 16.70 9.95 22.04 9.70 19.44 94.73 

Medidas descriptivas del perfil cromatográfico de Enterobacter 
a1;11;1lomerans, para las áreas bajo la curva de cada uno de los ácidos 
grasos aislados. 

*Los límites fueron obtenidos como 5<:'.2 (S). 
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DISCUSION 

Para el análisis de la composición de los ácidos grasos celulares 
totales de Enterobacter agglomerans se utilizó una columna capilar de 
sílice fUndido, debido a que los isomeros iso y anteiso de los ácidos 
grasos con la misma longitud de carbonos y también los derivados 
hidroxilados y metilados presentes en bacterias gram negativas como es 
el caso del presente análisis, se separan completamente en esta columna. 

La separación de los componentes se logró en un tiempo total 
aproximado de 30 min; esta característica de la cromatografía de gases 
en cuanto a la rapidéz del análisis, es debida primordialmente a la baja 
densidad del gas acarreador (fase móvil), el cual permitió la difusión 
rápida del componente vaporizado en la columna, así como el equilibrio 
casi instantáneo logrado entre las fases, según Dabrio, 1973. (16) 

El tiempo de retención es una propiedad característica para cada 
componente de la muestra, con una fase líquida en condiciones constan
tes de operación en lo que se refiere a la velocidad del flujo y la 
temperatura, es lo que se denomina tiempo de retención, que va desde 
la inyección de la muestra hasta el máximo del pico, como lo reporta 
González, 1987 (26). El tiempo de retención es primordial y su importancia 
radica en su utilización para identificar cada componente de la muestra, 
expresado como un pico en el cromatograma; por lo que este tiempo nos 
dió la pauta para la identificación de los picos. Esta identificación se hizo 
comparando el cromatograma de la muestra problema contra un 
estándar conocido, como lo reporta Me Nair, 1968 (49), que se inyectó 
diariamente bajo las mismas condiciones de acondicionamiento del 
cromatógrafo en las que se analizaron las muestras de E. agglomerans, 
sin embargo también se tuvo especial cuidado en que la frecuencia de 
aparición de los picos no variara, lo cual es recomendado por Goran, 
1984 {27). 

La comparación de los cromatogramas a partir de muestras 
esteríficadas de los ácidos grasos de E, agglomerans, con el perfil de 
referencia de los ésteres metílicos de los ácidos grasos, permitió la 
identificación de un total de 11 picos. 

Para cada uno de los picos, el tipo de ácidos grasos celulares presen
tes en E. agglomerans son cadenas lineales saturadas e insaturadas, lo 
cual es característico de enterobacterias. De los picos presentes, los 
correspondientes a los ácidos dodecanoico, tetradecanoico, 

36 



hexadecanoico y octadecanoico, se han establecido como 
característicos de la familia Enterobacteriaceae, los cuales permiten 
incluir a E. agglomerans dentro de esta según Boe, 1980 (4); Cecchini, 
1968 (13) y Hausler, 1985 (31). 

Debido a que la técnica utilizada es sensible a los cambios producidos 
durante su seguimiento, se realizaron estimaciones de valores máximos 
y mínimos alrededor del porcentaje del valor medio calculado para cada 
uno de los ácidos grasos eluidos. 

Por lo que respecta a los porcentajes de los tiempos de retención se 
puede hablar en términos generales de los 11 ácidos grasos obtenidos 
que conforman el perfil lipídico, ya que no se observó traslape de picos 
y estos fueron peñectamente diferenciados, esta característica se tomó 
en cuenta basándose en lo reportado por Drucker, 1973 (19), y cada uno 
de los ácidos se presentó en un tiempo determinado que mantuvo su 
constancia sin variaciones significativas. 

Como de los 11 ácidos grasos identificados, 9 de ellos resultaron con 
un 95% de cromatogramas dentro de los límites establecidos (~ 2 S ) y 
con un coeficiente de variación alrededor del 20% (tabla 2), se indica una 
gran homogeneidad de resultados y por lo tanto reproducibilidad de 
estos. 

Esto quiere decir que las condiciones bajo las cuales se manejó el 
cromatógrafo se mantuvieron homogéneos, permitiendo la migración 
diferencial entre los componentes; dicha migración depende según Mar
tín, 1986 (47) en gran medida de las diferentes afinidades de los 
componentes por la fase estacionaria ya que los componentes con mayor 
afinidad se mueven con mayor lentitud a través de la columna y con
secuentemente alcanzan el extremo final después de aquellos con 
afinidad relativamente menor, sin embargo también hay que tomar en 
cuenta que el orden de elución de los componentes va en sentido 
creciente tanto de su peso molecular como de el número de átomos de 
carbono de la cadena, también se debe tener presente que al llevar a cabo 
la metilación durante el proceso de esterificación la polaridad de los 
ácidos grasos aumenta, por lo que aunque tengan el mismo número de 
carbonos, e incluso menor, aparecen después como es el caso del 
3-hidroxitetradecanoico que presenta 14 carbonos y sin embargo 
aparece después del pentadecanoico que tiene 15, no obstante los ácidos 
grasos insaturados con isomerías geométricas aparecen antes que los 
lineales saturados con el mismo número de carbonos. 
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Por lo que se refiere al análisis cualitativo, el método empleado resulta 
adecuado ya que se lograron caracterizar 11 ácios grasos que repre
sentan el peñil de E agglomerans. 

No obstante la sola caracterización cualitativa no es del todo suficiente 
para establecer un perfil lipídico de la especie analizada, por lo que es 
mejor recurrir a complementar con el análisis cuantitativo donde se asocia 
la abundancia relativa en términos de su área normalizada. 

Las medidas descriptivas permiten establecer el ácido graso 
hexadecanoico es el que se presenta con mayor abundancia en E.. 
agglomerans .. 

Los valores del coeficiente de variación permiten determinar que los 
ácidos 3-hidroxitetradecanoico, dodecanolco y octadecanoico son los 
que presentan un alto nivel de variación en su abundancia ya que el 
coeficiente de variación es mayor al 20%, lo que refleja que los datos son 
muy dispersos; de tal manera, los 8 ácidos grasos restantes se en
cuentran más estables ya que su coeficiente de variación se encuentra al 
rededor de este valor. Sin embargo, más del 95% de los cromatogramas 
caen dentro de los límites establecidos (~2 S); a excepción del 3-
hidroxltetradecanolco con un 85.96% y del Cls-9-10 
metilenhexadecenolco. 

Según estudios reportados por Goran, 1984 (27); el área del pico 
depende de la cantidad de muestra Inyectada, sin embargo la variación 
que se presentó no se adjudica a este factor debido a que se mantuvo 
controlado, y por otra parte la alta variación no se manifestó en todos los 
cromatogramas ni en todos los picos, sino que solamente son tres ácidos 
grasos los que varían de manera considerable. 

Esta variación se atribuye más que nada a que según la bibliografía 
reportada por Starr, 1981 (63) y Manual Bergey's, 1984 (42); E......ag;_ 
glomerans es una especie muy heterogénea en lo que respecta a la 
abundancia de los ácidos grasos celulares y aún presenta problemas en 
su ubicación taxonómica. Por lo que en otros estudios se recurre a 
reacciones metabólicas en medios diferenciales. 

La extrema variación en la abundancia del 3-hidroxitetradecanoico se 
explica en relación a lo expuesto en el párrafo anterior y por otra parte se 
puede relacionar con lo dicho por Tuppie, 1982 (65), quien menciona que 
la variación en la abundancia de los hidroxiácidos puede explicarse a 
partir del tipo de columna y el tiempo de uso, ya que en columnas 
capilares de sílice fundido como la que se utilizó en el presente estudio y 
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cuyo uso haya sido extensivo, el análisis de los ácidos grasos de 
enterobacterias se afecta variando los resultados, por lo que es necesario 
tener muy presente el tiempo de vida media de las columnas. 

La mayoría de los ácidos grasos presentes en E. agglomerans. son 
cadenas lineales saturadas, aunque también hay ácidos grasos de 
cadenas insaturadas, asf como metilaciones e hidroxilaciones. Este es
tudio concuerda con los reportados por Boe (4) y Cecchini (13), que 
indican la ausencia de cadenas ramificadas, poliinsaturadas y oxigenadas 
para la familia Enterobacteriaceae. 

Las cadenas insaturadas de los ácidos grasos del perfil obtenido sólo 
presentan una doble ligadura, lo cual concuerda con lo reportado 
anteriormente, esto es característico de las bacterias gram negativas 
según lo reportado por Boon, 1977 (5); el cual establece que la posición 
de la doble ligadura se considera necesaria en aspectos de biosf ntesis; 
esta característica se utiliza como guía para la clasificación taxonómica 
de bacterias. 

El análisis por cromatografía gas líquido es una técnica valiosa para 
caracterizar muchas especies de bacterias como lo reporta Moss, 1982 
(56); esto se usa subsecuentemente para ayudar a la identificación y 
clasificación de una gran variedad de microorganismos, incluyendo 
miembros de la familia Enterobacteriaceae. 

Las ventajas de la cromatografía, como lo reporta Martin, 1986 (47), 
son su sensibilidad extrema, que permite separar mezclas de cantidades 
muy pequeñas, y el hecho de que las columnas puedan usarse repetida
mente, aunque como se dijo con anterioridad se debe tener presente el 
tiempo de vida media de la columna ya que nos puede llevar a reportar 
resultados variables; otra de las ventajas que conlleva la cromatografía 
gas-líquido es la de proponer mayor exactitud en menos tiempo, ya que 
en la práctica se ha demostrado que los métodos en la identificación 
bacteriana proveen una amplia información que en ocasiones por 
razones técnicas y de tiempo no se utilizan totalmente, además de 
implicar mayor trabajo en el laboratorio según lo reportado por Goodfel
low, 1985 (25) y Holmes, 1978 (33), ya que para conocer con presición 
las características bioquímicas de una determinada especie es necesario 
probar muestras amplias y diversas de cepas de acuerdo a lo que reporta 
Lennette, 1982 (45), y aunque en años recientes se ha hecho un esfuerzo 
para acelerar y simplificar la identificación introduciendo varios métodos 
por micropruebas bioquímicas, tales como el sistema comercial API, que 
permite una automatización parcial de los procesos y la aplicación de 
métodos por computadora, la identificación aún permanece muy com-
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plicada pues se basa en el mismo principio que es la investigación de las 
propiedades bioquímicas de los microorganismos, es por esto que la 
ventaja de la técnica por cromatografía de gas-líquido consiste en el 
análisis principalmente de la composición química de los microorganis
mos, básicamente ácidos grasos constituyentes de los lípidos de la 
membrana en las bacterias, haciendo una perfecta separación de los 
posibles componentes de la muestra analizada, con una mínima deman
da de tiempo así como su expresión cuantitativa. 

No obstante a que la técnica ya ha sido estandarizada y utilizada en 
otros laboratorios, cabe mencionar que se debe tener un especial 
cuidado en el manejo de ésta ya que cada laboratorio tiene sus propias 
condiciones de trabajo. 

Basandose en los estudios reportados por Drucker, 1972 (19) se 
asevera que el perfil cromatográfico de la composición de los ésteres 
metílicos de los ácidos grasos en las bacterias representan la "huella 
digital" de estas. 

En los resultados del presente estudio se obtuvo el perfil 
cromatográgico de f.. agglomerans a partir de las 57 repeticiones del 
análisis y se representa en la Gráfica 3. 
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Gráfica 3. Estructura del perfil cromatográfico obtenido con los valores promedio 
de los tiempos de retención y las áreas bajo la curva. 



CONCLUSIONES 

l. Los resultados del presente estudio permiten identificar a ~ 
glomerans a partir de la técnica de análisis de ésteres metílicos de los 
ácidos grasos por cromatografía de gas-líquido ya que cada microor
ganismo posee su propia "huella química", que le permite 
diferenciarse de los otros microorganismos bacterianos. 

11. Es importante establecer que el contenido de ácidos grasos de 
E. agglomerans puede tomarse como criterio taxonómico y utilizarse a 
nivel de identificación para esta especie de enterobacteria. 

111. El presente análisis puede utilizarse en muestras problema de 
análisis de agua y adaptarlo en un futuro a laboratorios clínicos, y 
servir como un método reproducible para rutinas de identificación y/o 
clasificación de E. agglomerans en México. 

IV. Hay que considerar que se debe tener un especial cuidado en 
variables que influyan negativamente en la utilización del método, como 
condiciones de cultivo bacteriano y proceso cromatográfico. Ya que 
siempre que existan modificaciones se obtendrán variaciones consider
ables en la concentración de los ácidos grasos. 
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