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RESUMEN

La clasificacién e identificacion de las bacterias progresan con el
enfoque numérico de la taxonomla, que hizo posible clasificar a los
organismos con base en un gran nimero de caracteristicas.

En la actualidad la taxonomfa de bacterias se basa en atributos
funcionales; en la practica se ha demostrado que los métodos en la
identificacién bacteriana proveen una amplia informacién que en
ocasiones por razones de tiempo no es utilizada totalmente, ademas de
implicar mayor trabajo en el laboratorio.

La quimiotaxonomia con el uso del andlisis de los lipidos en bacterias
propone una alternativa: menos tiempo, métodos mas sencillos y mayor
exactitud con la utilizacién de nuevas técnicas, como la propuesta por el
Dr. Hausler del Instituto de Investigacion del Agua en Praga, Checoslova-
quia.

Esta técnica consiste en identificar enterobacterias por cromatografia
gas-liquido mediante los constituyentes de las células bacterianas,
especfificamente el contenido de &cidos grasos, para lo cual es necesario
formar un banco de datos, donde se obtengan los perfiles
cromatograficos 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 composicion de acidos grasos por cromatograffa gas-iquido de
Enterobacter agglomerans, que se utilizarad como caracter taxonémico y

que contribuye a formar parte de dicho banco de datos.

La metodologia utilizada consiste en: obtencidn de la biomasa a partir
de una cepa pura proveniente de la American Type Culture Collection
(ATCC 27155); centrifugacion, liofilizacion, esterificaciéon, analisis
cromatogréfico y andlisis estadistico. E. agglomerans presento la
siguiente constitucion de acidos grasos distribuidos por orden de elucion,
la cual va en orden creciente tanto de su peso molecular como del nimero
de 4tomos 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 resolucién o capacidad de
separacién de los componentes, los cuales no podrian ser separados por
otras técnicas, por lo que dichos acidos forman el perfil cromatografico

de E. agglomerans.



ANTECEDENTES

La bacteriologia se ha desarrollado como una disciplina cientifica, que
sirve principalmente a prop6sitos epidemiologicos y médiros, sin embar-
go en los dltimos afos se ha puesto especial atencién a los aspectos
ecoldgico-ambientales, y esto ha hecho necesario agilizar los procesos
de identificacion de microorganismos que de alguna manera afectan al
hombre y su ambiente. Los procesos de identificacion, tradicionalmente
se han apoyado en las respuestas bioquimicas de cada microorganismo,
que presenta un sélo tipode respuesta, positiva o negativa. (Hausler, 1989

(32))

Entre los primeros trabajos con aplicacién microbiolégica, en los que
se utilizd la cromatografia de gases, esta el reportado por James y Martin
1956 (35), quienes trabajaron en la separacién e identificacion de ésteres
metllicos de é&cidos saturados e insaturados por cromatografia gas-
liquido para determinar acidos grasos bacterianos, al esterificar un
extracto de Pseudomonas aerugingsa. En noviembre del mismo ano
elaboraron un aparato muy sensible para la deteccién de vapores de
sustancias a separar, utilizando cromatografia gas-liquido (34).

Abel (1) y colaboradores en 1963 sugirieron la clasificacion de
especies de la familia Enterobacteriaceae por medio del andlisis de
cromatograffa gas-liquido. En 1962 Kaneda (38) efectué el aislamiento e
identificacion de los 4cidos grasos provenientes de Bacillus subtilis y en
1967 (39) analizé la produccion de acidos grasos en especies del género
Bacillus por cromatografia gas-liquido. Para 1968 (13) Cecchiniy O’brien
contribuyeron en la diferenciacion de Escherichia coli con otras bacterias
utilizando cromatografia de gases. Brooks et al en 1969 (8) diferenciaron
Clostridium sordelli y Clostridium bifermentans por cromatografia de
gases, Y en 1971 (9) analizaron los acidos grasos provenientes de
extractos de especies de Neisseria por cromatografia de gases.

En 1971 Kaneda (40) estudié los factores que afectan la concentracion
de &cidos 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 cromatografia de gases.

En un intento para demarcar la taxonomia 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), Hausler en 1983 (30) y Veys en
1989 (66) utilizaron la cromatografia de gases para identificar y esclarecer



la posicién taxondmica de diversos géneros y especies de enterobac-
terias.

En 1975 Moss et al (54) realizaron un estudio para la identificacion de
microorganismos con el andlisis de acidos grasos celulares por
cromatografia de gases acoplado a espectrometrfa de masas. Posterior-
mente Holmes y Willcox (33) en 1978 contribuyeron al estudio e
identificacion de la familia Enterobacteriaceae por el sistema de
identificacién bioguimica comercial para enterobacterias APl 20 E. Mas
tarde, Moss (55) report6 en 1980 el uso de cromatografia de gases para
el andlisis de los acidos grasos de Propionibacterium acnes y
Propionibacterium shermanii. En el afio de 1982 (56) Moss y Montiel
reportaron el andlisis de 4cidos grasos de cadenas cortas en Clostridium
difficile por medio de cromatograffa gas-lfquido con una columna capitar
de silice fundido.

Bousfield et al en 1983 (6) elaboraron un andlisis numérico del total de
los perfiles de los acidos grasos para la identificacién de coryneformes,
nocardioformes y algunas otras bacterias; Hausler y Richter realizaron la
identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae por
cromatograffa de gases, en 1985 (31). En 1986 Rasoamanjara et al (59),
caracterizaron especies de Flavobacterium por el analisis de los 4cidos
grasos. En 1987 Verhulst et al (67) realizaron un andlisis sistematico de
los acidos grasos de cadena larga de Eubacterium lentum. En 1988
Monteoliva (52) realizé un estudio sobre la composicion de acidos grasos
celulares de Deleya halophila y el efecto que provoca la temperatura y la
concentracién de sales en su crecimiento. En 1988 Eerola et_al (21)
estudiaron por medio de cromatograffa de gases el procedimiento para
la identificacion de bacterias aisladas en clinica. En 1989 Johnson gt al
(37) desarrollaron un método especifico de identificacion de Clostridium
difficile por cromatografia gas-liquido.

Brondz et al (10) en 1989 realizaron una evaluacién de los 4cidos
grasos de levaduras por cromatografia de gases, como una alternativa a
los métodos quimiotaxonémicos usuales. En 1990 Ahmad et al (2)
elaboraron un arbol filogenético de un grupo de enterobacterias aplican-
do la biosintesis de aminoéacidos arométicos, por otra parte Matsuyama
et al en 1990 (48) estudiaron los niveles de glucolipidos y la produccién
de 4cidos grasos en Serratia rubidea, por titimo en 1990 Okuyama et al
(57) analizaron los Acidos grasos trans-insaturados en bacterias
psicrofilicas, Vibrio sp. cepa ABE-1.



INTRODUCCION

Durante cientos de afnos, los bidlogos se han dado a la tarea de
nombrar y describir especies de microorganismos, plantas y animales.
Teniendo un gran nimero de nombres y una descripcion adjunta; el
siguiente paso es compilar esta informacion en forma ordenada y
sistematica, es decir clasificaria. (45)

La clasificacién e identificacion de microorganismos es uno de los
problemas méas complejos de la microbiologia moderna, que debe
basarse en el conjunto de caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y de
cultivo. Una sola caracteristica, por mas importante que sea, no es una
base suficiente para clasificar o identificar a un organismo. Por lo que en
la actualidad para la identificacion precisa deben utilizarse pruebas de
tipificacién serolégica, fagotipificacion y algunas otras pruebas o deter-
minaciones como el contenido de bases del ADN, hibridacién,
electroforesis de protefnas y diferencias en la microestructura celular.
(20), (29)

Para conocer con precision las caracteristicas bioquimicas 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 Linea de Investigacion
sobre Bacteriologia Ambiental del proyecto de Conservacion y
Mejoramiento del Ambiente, que se desarrolla en la Unidad de
Investigacién 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 asesoria del Dr. Hausler y el Dr. Richter, especialistas a
nivel mundial de este tema.

El objetivo de la investigacién es analizar la composicionde los acidos
grasos celulares totales de Enter ter agglomerans por cromatografia
de gases para alimentar un banco de datos que permita la identificacion
de especies de la familia Enterobacteriaceae, con base en el perfil lipidico
de cada bacteria.

Con la informacién del banco de datos se pretende realizar la
identificacion de enterobacterias en muestras problema de agua y aguas
dedesecho, que es el tipo de muestras que se analizan en dicho proyecto.



Las cepas atlpicas, cuando se les estudia debidamente, resultan ser
miembros tipicos de un grupo biolégico 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 fenotipica entre si, 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 taxonomia numérica (también llamada
taxonomia computada o fenotipica) se us6 ampliamente. En este método,
gran nimero de caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y/o culturales
se usan para determinar el grado de semejanza entre los microorganis-
mos, también la susceptibilidad a los antibidéticos y compuestos
organicos se han anadido a las caracteristicas usadas en la taxonomla
numérica. (45)

La clasificacién y la identificacién de las bacterias progresan con el
enfoque numérico de la taxonomfa, que hizo posible clasificar a los
organismos con base en un gran nimero de caracteristicas. (45)

En la mayoria de los grupos, la identificacion se basa en las
caracteristicas mas facilmente observables y en las bacterias este criterio
no es del todo satisfactorio. En la actualidad la taxonomfa de bacterias
se basa en atributos funcionales; en la practica se ha demostrado que los
métodos en la identificacién bacteriana proveen una amplia informacién
que en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no es utilizada
totalmente, ademas de implicar mayor trabajo en laboratorio, con méas
consumo de tiempo en su proceso, sobre todo en &reas donde el acortar
tiempo es importante como en la clinica, ingenierfa sanitaria, calidad del
agua, veterinaria e industria alimenticia. La quimiotaxonomia con el uso
del andlisis de los lipidos en bacterias propone una alternativa: menos
tiempo, métodos mas sencillos y mayor exactitud. (25), (33)

Aunque en anos recientes se ha hecho un esfuerzo para acelerar y
simplificar la identificacién introduciendo varios métodos por
micropruebas bioquimicas, tales como el sistema comercial AP, que
permite una automatizacion parcial de los procesos y la aplicacion de
métodos por computadora, la identificacion alin permanece muy com-
plicada pues esta basada en el mismo principio, la investigacién de las
propiedades bioquimicas de los microorganismos. Es por ello que varios
autores tratan de encontrar una solucion reemplazandolos por un método
simple que provea al menos la misma cantidad de informacion, levando



asf la identificacion hacia otros principios y buscando caracteristicas o
rasgos, principalmente en la composicion quimica de los microorganis-
mos, por lo que algunos autores centraron su atencién en sustancias que
estdn presentes en varios microorganismos en la escala mas amplia
posible. Estos intentos fueron posibles debido al desarrollo de nuevos y
avanzados métodos quimicos de andlisis de separacion especialmente
por cromatografia de liquidos y de gases acoplada a espectrometria de
masas; electroforesis y espectroscopia de infrarojo, el desarrollo de la
instrumentacidn y automatizacion del proceso analitico hace una perfecta
separacién de los posibles componentes de la muestra analizada con una
minima demanda de tiempo asi como de su expresién cuantitativa. La
aplicacién practia de estos métodos en el campo de la taxonomia se
denomina quimiotaxonomia. (24), (30), (33), (36)



FUNDAMENTOS TEORICOS -

Cromatografia de gases

La cromatografia de gases ha sido hasta la fecha un invaluable auxiliar
en muchos campos de la investigacion cientifica. Dentro del campo tan
amplio de la aplicacién que tiene dicha técnica, se han incrementado de
un tiempo a la fecha (aproximadamente a partir de 1962) las inves-
tigaciones sobre los constituyentes de las células bacterianas
especificamente en el contenido de los 4cidos grasos, obteniendo con
esto un avance en los aspectos taxonémicos, tomando en cuenta que
cada dia se requieren estudios mas rapidos y precisos. (58), (31)

La cromatografia es la separacion fisica de dos 0 mds componentes
basada en la diferente distribucién de dos fases, una de las cuales es
estacionaria y la otra mévil, en el caso de la cromatografia de gases el
fluido es un gas. (26)

La cromatografia de gases consiste en la separacion de los com-
ponentes volatiles de una mezcla, por medio de la elucién de estos a
través de una fase estacionaria adsorbida sobre un soporte y el paso de
una fase movil o gas acarreador. (16), (64)

Cuando la fase estacionaria es un liquido se habla de cromatografia
gas-liquido; y cuando la fase estacionaria es un s6lido como carbdn o
silica-gel se le llama cromatografia gas-solido. (26)

Las partes integrantes de un cromatégrafo de gases son:

1) Gas acarreador

2) Inyector

3) Horno

4) Columna

5) Detector

6) Registrador
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Diagrama de un sistema cromatogréfico.

En el cromatografo se utiliza un gas acarreador (FASE MOVIL) que
bajo presién moviliza una muestra de vapor desde el inyector y a traves
de una columna (donde se encuentra soportada la FASE ES-
TACIONARIA); dicha muestra es adsorbida sobre un soporte donde se
efectlia la separacion, luego pasa al detector donde se convierte en una
sefal eléctrica, la cual puede registrarse en un graficador. A la gréfica
obtenida se le llama cromatograma, y los pardmetros 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 "diferenciacion" da una respuesta proporcional a la concentracion del
compuesto eluido, el detector de conductividad térmicay el de ionizacion
de flama, producen cromatogramas formados por picos o curvas que
corresponden a cada uno de los componentes de la mezcla, el area bajo
la curva de cada pico es proporcional a la masa total del componente.
(26)



En el caso particular del presente trabajo el cromatografo cuenta con
un registrador gréfico, que calcula las 4reas bajo la curva de cada pico,
obteniéndose de esta manera el registro de tiempos de retencién y 4reas
exactos.

El pardmetro utilizado para determinar la elucién de un compuesto es
el tiempo de retencién absoluto (TRA), bajo condiciones constantes de
presién, flujo y temperatura, tomando en cuenta que el flujo es lineal con
respecto al tiempo. Este tiempo de retencion es caracteristico de la
muestra, adem4s este parametro se usa para la identificaciéon de la
muestra problema. (26)

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

Para la obtencién del perfil de los acidos grasos de Enterobacter
agglomerans es necesario abordar la composicién quimica de los lipidos
en las bacterias.

Lipidos en bacterias

De primordial importancia es el andlisis de los polisacéridos, los
aminodacidos y en especial los diferentes lipidos; en las dos Ultimas
décadas se ha abordado el problema de determinar acidos grasos
utilizando la técnica de cromatografia de gases con muy buenos resul-
tados, encontrandose como ventajas particulares, el reducir el tiempo del
proceso total, ademas de minimizar el error humano, asf como ampliar la
informacién con respecto a las pruebas bioquimicas tradicionales en una
sola operacioén, lo cual conlleva a la identificacion en condiciones muy
objetivas. (34)

La composicién quimica de las bacterias es semejante a la de otros
microorganismos; el 90% de agua y el 10% de peso seco, este (ltimo
integrado por ADN, ARN, proteinas, polisacaridos, lpidos y fosfolipidos.
(12)

10



Los lipidos 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 lipidos complejos, que se carac-
terizan porque contienen &cidos grasos como componentes,
comprenden a los acilglicéridos, los fosfoglicéridos, los esfingolipidos y
las ceras, que difieren enla estructura de los esqueletos a los que se hallan
unidos, por covalencia, los acidos grasos. Reciben, también, el nombre
de lipidos saponificables porque producen jabones por hidrélisis alcalina.
El otro grupo son los lipidos sencillos, que no contienen acidos grasos y
no son saponificables. (44)

Los lipidos y sus acidos grasos celulares se encuentran en todos los
microorganismos, excepto cierto tipo de virus, este tipo de compuestos
bioquimicos presentes en bacterias han sido estudiados por
cromatograffa de gas-liquido, mas que cualquier otro tipo de componente
bioquimico. (21), (52), (60)

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

Acidos grasos constituyentes de la célula bacteriana

El contenido total de &cidos grasos de la mayorfa de las especies de
bacterias se encuentran distribuidos en la pared celular, membrana
plasmatica e inclusiones citoplasmicas. (58)

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

Los acidos grasos se sintetizan por separado y luego son esterificados
para formar lipidos mas complejos. Se han encontrado muchas clases
de 4cidos grasos en las bacterias: los que contienen un nimero diferente
de dtomos 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 acidos grasos de las bacterias pueden ser saturados o no

saturados, o tener uno o mas dobles enlaces, y el precursor de dichos
acidos grasos es la Acetil Coenzima A (Aceti CoA). (28)
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Los acidos grasos saturados iso y anteiso se encuentran en las
bacterias gram positivas. Las gram negativas contienen cadenas lineales
de acidos grasos con una doble ligadura. Esta oracteristica se utiliza
como gufa para la clasificacién taxonémica de bacterias. Los acidos
grasos no saturados iso y anteiso son aln raros en la naturaleza. La
determinacién de la posicién de la doble ligadura en estos acidos grasos
se consideré necesaria en aspectos de biosintesis, esto incrementa el
valor taxonoémico. (5)

La biosintesis se lleva a cabo por un procedimiento que difiere sig-
nificativamente del proceso opuesto a la oxidacion de acidos grasos y tal
vez la diferencia méas inesperada estriba en que el dibéxido de carbona
(CO2) es esencial para la sintesis de dcidos grasos en estractos celulares.
(44)

La composicién de acidos grasos presente en los fosfolipidos juega
un papel importante en la membrana de los microorganismos ya que
determina la extensién de los fluidos en la membrana. Este fluido es
necesario para funciones relacionadas con la membrana en procesos
metabdlicos. (5)

Los &cidos grasos se analizan debido a que representan un medio
rapido para la identificacion de bacterias con fines taxondmicos, aunque
también se han analizado en relacién a estudios metabdlicos.

Sin embargo los acidos grasos no se pueden analizar
cromatograficamente como tales, porlo tanto es necesario extraerlos por
medio de la esterificacion.

Esterificacion de acidos grasos

La reaccién para efectuar la esterificaciéon es un ejemplo importante
de sustitucién nucleofflica, en donde los acidos grasos reaccionan con el
alcohol metflico (CH3sOH) o con una molécula semejante a éste y que
realice la misma funcién, como es el caso del metdxido de sodio
(CH30ONa), ya que el alcohol metilico o el metdxido de sodio son
necesarios para la metilacién del acido graso o acidos grasos.
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Esterificacion con alcohol metilico

Acido catalitico
0] rH“‘ 0
I = 1l
CH3-(CH2)10 -C-|OH + H|O-CH3 —— CH3-(CH2)10-C-O-CH3+ H20O
H

Acido graso Alcohol metilico Ester metilico

Esterificacion con metéxido de sodio

_ Acido catalitico

i e i
CH3-(CH2)10 -C- [OH + NaJO-CH3:7——= CH3-(CH32)10-C-O-CH3 + NaOH
u

Acido graso Metéxido de sodio Ester metilico

La reaccién de esterificacion requiere de la presencia de un acido
catalizador. El primer paso de la reaccién es la protonacion del grupo
carboxilo hacia el doble enlace de oxigeno del 4cido graso.

H
/
:(I:I): :(l}:

CH3-(CH3 )10 -C-OH + H*—=—— CH3-(CH2)10 -(;'-(j_-H

El grupo carboxilo protonado es rapidamente atacado
nucleofilicamente.
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H H
/ /
:(1): :(l):
CH3-(CH2)10 - ¥ C-OH ——— CH3-(CH2)10 -(ll-(:):-H
('j +
/9N /N
HaC H HiC H

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

H H H
F A /
:(1): -H :(1): -H :(i): H
CH3-(CH2)10-(IT-Q-H CH3-(CH2)10-(13-(:):-H--—-—‘_' CH3-(CH2)10-(13-0: ¥
+H?* :0: +H :0: 'H
AN / | /
HiC H H3C H3C
H
/ +
-H>0O :(?: -H :l(l):
e e CH3-(CH3)1[}-C+ oo —— CH;-(CHQ)[Q-C—(}CH;
|
+H20 0: +H?t
H3C

Ester metilico
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Caracteristicas generales de Enterobacter agglomerans

La familia de las Enterobacteriaceae constituye un gran grupo
heterogéneo de bastonclllos gram negativos cuyo hébitat natural es el
tubo intestinal del hombre y las animales mamfferos. Las enterobacterias
son aerobias 0 anaerobias facultativas, fermentan gran cantidad de
carbohidratos, poseen una estructura antigénica compleja y producen
diversas toxinas y otros factores de virulencia. Hoy en dfa 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 enterobacterias son probablemente
causa de mas padecimientos humanos que cualquier otro grupo. (11),
(43), (46)

La taxonomla de las enterobacterias es compleja y esta camblando
con rapidez conforme se efectian estudios de homologla del ADN, los
cuales son muy similares a los resultados obtenidos de un anélisis
cromatografico. (50)

La familia Enterobacteriaceae se caracteriza desde el punto de vista
bioguimico por la capacidad de sus miembros para reducir los nitratos a
nitritos y para fermentar la glucosa con produccién de 4cido o acido y
gas. (45)

Los miembros de esta familia son primordialmente méviles, aunque

algunas cepas no lo son (géneros Shigella y Klebsiella). Las especies
méviles poseen flagelos perftricos. (45)

El grupo Enterobacter es indicador de contaminacién fecal asociado
a infecciones intestinales ademas de ser cosmopolita encontrandose 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 poivo. (14), (17), (41)

Una propiedad bioquimica que distingue a algunas de las cepas de
Enterobacter (aunque no todas) de otras bacterias entéricas es su
capacidad de fijar nitrégeno. Esta propiedad sélo se manifiesta en con-
diciones anaerdbias de crecimiento, ya que la nitrogenasa de estas
bacterias se desnaturaliza rapidamente en presencia de oxigeno. (45)

Enterobacter agglomerans representa aproximadamente el 6% del

total de especies aisladas de Enterobacter, es quiz4 la méas dificil de
identificar. Se reconocen once grupos de E, agglomerans, basados en
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las reacciones de pruebas de reduccién de nitrato, indol y Voges Pros-
kauer. La mayoria de los cultivos de esta especie pueden diferenciarse
de los géneros Klebsiella y Enterobacter y también de casi todas las
enterobacterias, por su capacidad para descarboxilar cualquiera de los
tres aminoacidos; por la produccidon 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 contaminacién
bacteriolégica se enfoca a la determinacién del origen de la
contaminacién fecal, por lo que hace énfasis en el grupo coliforme
(enterobacterias), los cuales son claros indicadores de contaminacion
fecal y en consecuencia representan la existencia de un peligro potencial
para la salud.

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

Las técnicas tradicionales de identificacién de microorganismos se
basan principalmente en sus caracterfsticas fisiologicas, morfolégicas, y
en pruebas seroldgicas. 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 identificacién de microorganismos, se hace necesaria,
en nuestro pals, la implementacion o el uso de nuevas técnicas; como es
el caso de la identificacion de enterobacterias por cromatograffa de
gases, que de entre sus caracteristicas, destaca la minimizacion del error
humano y reduccién del tiempo del proceso total de identificacion,
ampliando la informacién con respecto a las pruebas bioguimicas y como
consecuencia de esto aumenta la posibilidad de investigacion
bacteriolégica en diversas dreas, como la alimenticia, la agricola, la
ecolégica, 1a sanitaria y la clinica.
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OBJETIVOS

Obtener un perfil de la composicion de 4cidos grasos, por
cromatografia de gases, de Enterqbacter agglomerans, y que se utilizara
como carécter taxondmico.

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

La bacteria que se utilizé es Enterobacter agglomerans y la cepa
procede dela American Type Culture Collection (ATCC 27155), cuya cepa

se encuentra depositada en el Centro de Investigaciones Avanzadas del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

Preparaci6n del cultivo puro

Para obtener un crecimiento del microorganismo estudiado, se
preparé un cultivo puro en un medio agar inclinado marca DIFCO. Ya que
en reportes anteriores de identificacion o diferenciacién de bacterias por
cromatografia de gases establecen que para el andlisis de productos
metabdlicos se requiere de cultivos puros. (13)

Del medio inclinado, en el que se mantuvo la cepa pura, se sembrd
una caja petri, con 25 ml 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 incub6 a 37°C por 24 hrs.

Preparacién de la biomasa

Para la obtencién de la biomasa, la inoculacién se hizo a partir de la
colonia aislada y se prepararon dos cajas petri por cepa bacteriana
utilizando 25 ml de agar nutritivo (20 g/l de solucidn estéril) por caja,
incubando a 37°C por 24 hrs.

Cosecha de la bacteria

Se cosechd la bacteria después de las 24 hrs de incubacién,
adicionando 5 m/ de formaldehido 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 m/ aproximadamente) se vacio
en tubos de centrifuga mediante un embudo, utilizando uno diferente para
cada cepa, previamente enjuagados con hexano y se sometid a
centrifugar a 15,000 rpm durante 10 min.
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El sobrenadante del primer lavado se desechd, para posteriormente
agregar 5 ml de suero fisiolégico de NaCl al 0.85%, para realizar el
segundo lavado, se procedié a centrifugar nuevamente a 15,000 rpm
durante 10 min. Este proceso se repitié una vez més para el tercer lavado,
obteniendo finalmente un paquete celular.

Liofilizacién del paquete celular

La biomasa obtenida se reparti6 perfectamente sobre las paredes de
tubos viales con la finalidad de obtener un secado mas rapido y eficiente
durante la liofilizacién, que tuvo una duracién aproximada de 3 hrs a
-50°C, el liofilizado debe quedar esponjoso y separado para su posterior
esterificacion.

Esterificacion

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 ml de
metéxido de sodio, se deja reposar por 5 min. Posteriormente se
adicionan de 0.6 a 0.7 m/ de metanol saturado con cloro gas y se mide el
pH, sino es de 1 6 2, se ajusta con metanol saturado de &cido sulfdrico,
manteniendose en agitacién con movimientos circulares ligeros durante
30 min, después de los cuales se agregan 2 m/ de solucién fisiologica al
0.85% mezclando con movimientos circulares ligeros, por espacio de 5
a7 min.

El proceso de extraccion delos ésteres metilicos con hexano se realiza
agregando 1 ml de hexano, agitando mecénicamente 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 metflicos (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 extraccién se repite dos veces mas para cada una de
las muestras analizadas.
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Obtencién del cromatograma

Al final se obtiene un voliumen aproximado de 3 m! de hexano con los
ésteres metilicos. El hexano se evapora con gas nitr6geno hasta obtener
un volimen de 10 M aproximadamente, de los cuales setoma 1 "/ con
una microjeringa para inyectarse posteriormente en el cromatografo
donde se realiza la separacion y determinacion de los ésteres metilicos.

Las especificaciones del equipo y accesorios para el analisis de la
composicién de los 4cidos grasos son las siguientes: cromatéografo
Hewiett Packard HP 58390 A, acondicionado con un detector de ionizacidn
de flama alcalina, una columna capilar de 30 m X 0.25 cm de diametro
interno, en Heliflex, RSL 150 y espesor de pelicula de 0.25; usando
nitrégeno como gas acarreador con flujo de 30 mi/min; las temperaturas
del inyector y detector fueron isotérmicas (270°C); el programa de
temperatura del horno fue de 120°C, 4°C x min hasta alcanzar 270°C, el
tiempo de anélisis varié seguin las necesidades de cada muestra entre
30-40 min.

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

Los datos obtenidos y registrados en el integrador aparecen en un
cromatograma, en el cual se muestran los tiempos de retencion y las
areas bajo la curva que son proporcionales a la cantidad de los acidos
grasos que constituyen la célula bacteriama. Se obtuvieron untotal de 57
cromatogramas que fueron comparados contra un estandar de &cidos
grasos para lograr la identificacién de los mismos.

Anélisis estadistico

De los picos que se obtuvieron en los cromatogramas, el punto de
interés son los 4cidos grasos con el nimero de atomos de carbono en el
intervalo de 12 a 28. Los acidos con una cadena mas corta que 12
aparecen como productos intermedios y no se toman en consideracion.
Una vez seleccionados los picos de importancia comparados con el
cromatograma estandar, se procesa la informacion por las técnicas que
se citan a continuacion:
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Normalizacion

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 medicién de las areas dadas por el cromatograma, preparando

asi los datos de la especie Enterobacter agglomerans.

El proceso de normalizacién se efectua transformando los datos
numéricos de area y tiempo a partes proporcionales en porcentaje en
relacion a un dato de drea y tiempo tomando como referencia el 100%.

El criterio para obtener el dato referente de area y tiempo se elige de
los datos originales arrojados por el cromatograma, aquel que presenta
el pico o drea mas 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 estadlsticas descriptivas

Se calculd la media aritmética, desviacion estandar, coeficiente de
variacién, limite superior, limite inferiora* 2 S, maximo y minimo para las
areas de los picos y tiempos de retencion de los carbonos de las cadenas
de 4cidos grasos. Para eliminar el efecto de la variacién por el tamario del
inoculo, los valores se calculan como porcentajes del total del area del
pico.

22



DIAGRAMA DE LA TECNICA CROMATOGRAFICA PARA LA DETERMINACION DE
ACIDOS GRASOS CELULARES DE BACTERIAS

WEO)
[

CEPA TIPIFICADA DE
COLECCION

CULTIVO EN AGAR
NUTRITIVO, TUBO IN-

[ PRUEBAS |

CLINADO Y PLACA

SEMBRAR EN AGAR
NUTRITIVO, 2 CAJAS
PETRI POR CEPA, PARA
AISLAMIENTO

INCUBAR 24 hrsA37U]

RESEMBRAR EN 25 ml
DE AGAR NUTRITIVO,
CUBRIENDO LA SUPER-
FICIE DE LA CAJA (2
CAJAS POR MUESTRA)

‘INCUBAR 24 24 hrs A37°C ]

ADICIONAR A CADA UNA
DE LAS CAJAS 5 mil DE
FORMALDEHIDO AL 0.5%

LAVAR SUAVEMENTE
CON UNA "L" DE VIDRIO,
PARA OBTENER LA
BIOMASA

®

BIOQUIMICAS

VACIAR EL CONTENIDO
DE 2 CAJAS EN UN
TUBO DE CENTRIFUGA,
PREVIAMENTE LAVADO
CON HEXANO

oemnguema 15,000 |
rpm Y 4°C, DURANTE 10
l"I"III"I

S

LAVAR CON NaCi AL
0.85% Y CENTRIFUGAR
CON LAS CONDICIONES
| ANTERIORES

" REPETIREL PASO
ANTERIOR

REPARTIR EL PAQUETE
CELULAR EN LAS
PAREDES DE UN TUBO
PARA LIOFILIZADO,
PREVIAMENTE LAVADO

“CONHEXANO |

CON VACIO, DURANTE

LIOFILIZAR A -50°C Y
3
hrs

PESAR 20 mg DE LA
MUESTRA LIOFILIZADA
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~ AGREGAR 1 mIDE |
METOXIDO DE SODIO

AGITAR LIGERAMENTE
DURANTESmin

ADICIONARO0.6-0.7 ml |

DE METANOL

£

AGITAR LIGERAMENTE |
DURANTE 5 min \

'DEJAR REPOSAR HASTA!
QUE SE SEPAREN LAS |

|SATURADO CON GLORO
GAS

MEDIR pH; DE NO SER 1
6 2 AJUSTAR CON
METANOL SATURADO
CON CLORO GAS

|

AGITAR LIGERAMENTE
DURANTE 30 min

ADICIONAR 2 ml DE
NaCl AL 0.85%

| AGITAR UGERAMENTE |
DURANTE 5 - 7 min

= —— — -'_ ——— - ——
AGREGAR 1 m! DE
HEXANO, PARA LA EX-
TRACCION DE ESTERES

METILICOS

|

(s)

o

CAPAS

EXTRAER CON UNA
PIPETA PASTEUR EL
HEXANO CON LOS
ESTERES METILICOS
(CAPA SUPERIOR

| TRANSPARENTE)

TRANSFERIR A UN
TUBO DE ENSAYE QUE
CONTENGA SULFATO

| DE SODIO ANHIDRO

REPETIR EL PROCESO A
PARTIR DE LA ADICION
DEL HEXANO, DOS
VECES MAS

[ ELEXTRACTOSE |
TRANSFIERE A FRAS-
COS VIALES

SELLAR LOS FRASCOS
PERFECTAMENTE _

O
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[ EVAPORARCON
NITROGENO GAS
HASTA OBTENER

APROXIMABAMENTE 10
|

TOMAR 1 ™ CON UNA
MICROJERINGA

CROMATOGRAFO

OBTENER EL
CROMATOGRAMA

ESTANDARIZAR LOS
DATOS DE AREAS Y
TIEMPOS DE RETEN-

CION

[ PROCESAR DATOS
NUMERICOS PARA SU
NORMALIZACION

ANALISIS ESTADISTICO
DE MEDIDAS DESCRIP-

TIVAS
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RESULTADOS

Para la evaluacién del andlisis por cromatograffa gas-liquido de los
acidos grasos celulares totales a partir de muestras esterificadas de
Enterobacter agglomerans, se analizaron los resultados de manera
cualitativa y cuantitativa, para lo cual se realizé la estandarizacién de los
tiempos de retencion y 4reas de los picos de las cadenas de cada uno
de los acidos grasos mediante el procedimiento citado en el método, con
los datos normalizados se llevé a cabo el andlisis descriptivo correspon-
diente.

Los resultados se obtuvieron por analisis repetitivo de los 57
cromatogramas (repeticiones). La identificaciéon de los picos se realizd
en base a un estandar conocido de ésteres metilicos de 4cidos 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 andlisis se tomaron en consideracion las cadenas de acidos
grasos con una composicion de entre 12 y 28 carbonos, ya que son los
caracteristicos encontrados en estas células procariotes, los de menor
longitud se omiten debido a que presentan un 4rea menor al 1%, por lo
que su aparicién no fue significativa para la determinacion, esto se apoya
con un estudio realizado por Eerola, 1988 (21).

Por consiguiente los resultados cualitativos nos permiten determinar
la siguiente constitucién de acidos grasos: G12:0,C14:0,C15:0,C3-OH
14:0, C 16:1° (Cis), C 16:0, C 17:0%1° {Cis). C 1720, C 18:1° (Trans) y C
18:1'' (Cis), C 18:0 y 19:0°%" (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 metodologla a seguir durante el presente andlisis, permite la
distribucién de los componentes de la mezcla de acidos grasos (ob-
tenidos a partir de la esterificacion) presentes en los lipidos membranosos

de E. agglomerans.

La Gréfica 1, muestra los resultados de los datos normalizados para
los tiempos de retencién de los componentes eluidos de la muestra
analizada, las barras representan la media aritmética, enla que se observa
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que el primer componente eluido fue el acido dodecanoico con un
tiempo medio de 44.50, una desviacion estandar de 0.15 y un coefi-
ciente de variacién de 0.34%, el cual esta formado por una cadena lineal
saturada de 12 carbonos; la mas corta y sencilla que se presentd en el
perfil ya que no presenta ni dobles ligaduras, ni metilaciones, ni
hidroxilaciones.

Posteriormente se presenté el 4cido tetradecanoico con las mismas
caracterfsticas que el anterior, pero como su nombre lo dice con 14
carbonos en su cadena y un valor promedio de 70.58, una desviacién
estandar de 0.12 y un coeficiente de variacion de 0.16%; inmediatamente
después se presentd otro acido graso saturado con una cadena de 15
carbonos y sin ninguna modificacion quimica en su molécula, este es el
pentadecanoico con un valor de media aritmética de 84.99, una
desviacién estandar de 0.43 y un coeficiente de variaciéon de 0.50%.

Después aparecio el acido 3-hidroxitetradecanoico, compuesto de 14
carbonos en su cadena con la modificacion de que este es un
hidroxiacido con un grupo hidroxilo en el carbono 3 y representa uno de
los mas complejos encontrados en el presente perfil, el valor promedio
del tiempo es de 90.55, una desviacion estandar de 0.20 y un coeficiente
de variacién de 0.22%.

En quinto lugar se observa el pico correspondiente a un acido graso
insaturado ya que presenta una doble ligadura en el carbono 9 y una
isomerfa geométrica con radicales -H en el mismo lado de la molécula,
porlo que se le llama Cis-9-hexadecenoico con 16 carbonos en su cadena
y un porcentaje promedio del tiempo de retencion de 96.02, con una
desviacién estandar de 0.16 y un coeficiente de variacion de 0.17%; el
siguiente 4cido graso es el hexadecanoico con 16 carbonos dispuestos
en una cadena lineal saturada y sin ningun tipo de configuracion; este
acido es el caracteristico de la familia Enterobacteriaceae y presentd un
valor promedio del 100%, por lo que fue el representativo y se tomé como
dato referente.

Posteriormente se observé la presencia del Cis-9,10-metilen-
hexadecenoico, que tiene comao caracter(stica primordial un mecanismo
de resonancia dado por el grupo metil presente, ademas de una doble
ligadura en los carbonos 9 y 10 lo que le caracteriza como insaturado y
presenté un valor de 111.77, una desviacién estdndar de 0.12 y un
coeficiente de variacion de 0.10%.

El 4cido heptadecanoico fue el que se presentd enseguida con un
valor medio de 114.27, una desviacién estandar de 0.25 y un coeficiente
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de variacion de 0.22%, este acido es representado por una cadena lineal
de 17 carbonos por lo que es una cadena simple saturada que no presenta
ning(n tipo de configuracién; posteriormente se presentd un écido con
una isomeria geométrica Trans con radicales -H en posicién opuesta
alrededor de la doble ligadura presente en el carbono 9, aunque puede
cambiar su orientaci6n realizando un giro de 30° y convertirse en Cis
cambiando la doble ligadura al carbono 11; este &acido es llamado
Trans-Cis-9,11-octadecenoico y presenta un valor medio de 125.03, una
desviacion estandar de 0.22 y un coeficiente de variacion de 0.18%.

El penditimo acido que se presenta es el octadecanoico con 18
carbonas que componen su cadena lineal saturada, la cual no es afectada
por ningdn tipo de modificacién, este presenta un valor promedio de
128.5, una desviacion estandar de 0.31 y un coeficiente de variacién de
0.24%.

Por Ultimo se present6 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 10 con un grupo metil, este acido tiene un
tiempo de retencién de 140.03, 0.34 de desviacién estandar y 0.24% de
coeficiente de variacion. (Tabla 2)

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

El andlisis cuantitativo revela que el area producida por cada pico es
proporcional a la concentracion del componente, donde el factor de
respuestava a ser especifico para cada componente y su valor dependera
de las propiedades fisicas, quimicas y del principio de deteccién. Esto
puede usarse para determinar la concentracion exacta de cada uno de
los componentes. La exactitud obtenida por cromatografia de gases
depende de la técnica usada, detector, método de integracion y
concentracion de la muestra.

Considerando el aspecto cuantitativo, es necesario desglosar el
analisis estadlstico para cada uno de los componentes ya que cada acido
graso posee sus propias caracterfsticas.

En la Gréfica 2, las barras representan el valor promedio dado en
porcentaje del drea del pico de cada 4cido graso cuantificado, ya que se
analizaron 57 determinaciones para tener un tamafio de muestra lo
suficientemente considerable que nos permitiera obtener resultados con-
fiables.
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Enla evaluacion de los andlisis cromatograficos de los acidos grasos,
se observé que el &cido graso més abundante para E, agglomerans, es
el correspondiente al hexadecanoico, el cual mantiene su abundancia en
las 57 corridas cromatogréficas sin variacion considerable, por lo que se
tomé como referencia para obtener el porcentaje de los restantes acidos
grasos; ya que el 100% de los valores obtenidos caen dentro de los limites
establecidos podemos decir que este acido graso mantiene sus
propiedades quimicas con una estabilidad alta.

Siguiendo en abundancia el Cis-9,10-metilenhexadecenoico con un
valor medio de 4rea de 50.69, una desviacién estandar de 3.07 y un
coeficiente de variacién de 6.06%, donde s6lo el 92.29% de los
cromatogramas se encuentran dentro de los limites establecidos, este
acido graso tiene una variacién, con respecto a su abundancia, baja; la
desviacién estdndar nos dice que este se vi6 afectado de alguna manera
durante el desarrolio de la técnica, debido posiblemente al mecanismo
de resonancia dado por el grupo metil y la insaturacién de este.

Después se presenté el 4cido Trans-Cis-9,11-octadecenoico con un
area promedio de 27.13, una desviacion estandar de 5.28 y un coeficiente
de 19.46%, esto nos dice que la abundancia de este acido graso no se
mantuvo muy constante, sin embargo el 94.73% de los cromatogramas
cayeron dentro de los limites.

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

Después tenemos el &cido graso Cis-9,10-metilenoctadecenoico, con
un valor medio en el 4rea de 14.58, una desviacion estandar de 2.43 y un
coeficiente de variacion 16.70%, donde la abundancia fue méas o menos
constante; para este el 94.73% de las muestras analizadas estan dentro
de los limites.

Siguiendole en abundancia se presenté el 3-hidroxitetradecanoico
con una media de 6.42, siendo éste uno de los menos abundantes y que
presenta una desviacion estandar de 4.33 con un coeficiente de variacién
de 67.44%, este alto porcentaje de variacion fue posiblemente debido a
que el grupo hidroxilo presente en el carbono 3 le confiere inestabilidad
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al 4cido; aqui observamos que sélo el 85.96% de los cromatogramas se
encuentran dentro de los limites, lo que confirma la alta inestabilidad de
este 4cido.

Los siguientes cuatro 4cidos grasos son los de menor abundancia en
el perfil. EIl pentadecanoico con un valor medio de 5.16, una desviacion
estandar de 1.04 y un coeficiente de variacién de 20.16% y el 98.24% de
los cromatogramas se encuentran dentro de los limites; enseguida se
presenta el heptadecanoico con una abundancia muy baja ya que sélo
representa el 2.74, una desviacion estandar de 0.46 y un coeficiente de
variacién de 16.79%, para este el 96.49% de los cromatogramas se
encuentran dentro de los limites establecidos.

Después se presentan los dos acidos grasos menos abundantes que
son el octadecanoico con una media de 1.94, una desviacién estandar
de 0.59, asl como un coeficiente de variacién de 30.54%, lo cual nos dice
que la abundancia de este acido tiene una variacién considerable, para
el que un 94.73% de las muestras caen dentro de los limites.

Por lltimo se encuentra el dodecanoico con una abundancia de 1.39,
una desviacién estandar de 0.65 y un coeficiente de variacion de 46.59%,
y el 94.73% de los cromatogramas estan dentro de los limites es-
tablecidos. (Tabla. 3)
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TABLA 1. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS AISLADOS
" IDENTIDAD T
NOMBRE COMUN ABREVIATURA  NOMBRE SISTEMATICO
ACIDO LAURICO *C12:0 DODECANOICO
ACIDO MIRISTICO *C14:0 TETRADECANOICO
................ C 150 PENTADECANOICO
ACIDO HIDROXIMIRISTICO C 14:0 3-OH 3-HIDROXYTETRADECANOICO
ACIDO PALMITOLEICO C16:1°(Cis)  Cis-9-HEXADECENOICO
ACIDO PALMITICO *C 16:0 HEXADECANOICO
................ C 17:0%'° (Cis)  Cis-9,10-METILENHEXADECENOICO
................ C17:0 HEPTADECANOICO
ACIDO OLEICO C18:1° (Trans)  Trans-9-OCTADECENOICO
C18:1'" (Cis)  Cis-11-OCTADECENOICO

ACIDO ESTEARICO *C18:0 OCTADECANOICO
................ C19:0%'° (Cis)  Cis-9,10-METILENOCTADECENQICO

Se muestran los &cidos grasos obtenidos del perfil cromatogréfico de

Enterobacter agglomerans.

Nota: Los acidos grasos son enumerados de acuerdo al orden de
elucién de la columna de cromatografia gas-liquido.

* Caracteristicos de enterobacterias.
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Enterobacter agg/lomerans

ACIDOS GRASOS
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Grafica 1. Medias de! tiempo de retencién por aciao graso de E. agglomerans
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TABLA 2. MEDIDAS DESCRIPTIVAS POR ACIDO GRASO (TIEMPOS DE RETENCION)

ACIDO MEDIA D.EST. C.V.% MIN. MAX. *LINF. *LSUP. %D.LIM.
C 120 44.50 015 034 4377 4467 4419 4479  100.00
C14:0 70.58 042 016 7026 7074 7034 7081  96.49
C 15:0 84.99 043 050 8210 8529 84.13 8584  98.24
C14:030H 9055 020 022 9005 9099 90.14 9095 96.49
C 16:1%(Cis) 96.02 0.16 017 9561 9623 9569 9633  98.24
C 16:0 10000 000 0.00 10000 10000 98.00 100.00 100.00
C17:0*'°(Cis) 11177  0.12 0.10 11153 11209 11153 11203 98.24
c17:0 11427 0.25 0.22 11367 1 14.7.9 113.76 114.78 94.73
C18:151';‘Trgns} 12503 022  0.18 12452 12566 12458 12547 96.49
y 18:1"'(Cis)

c180 12850  0.31 024 12775 12929 127.87 120.12 96.49
C19:0%'°(Cis) 14003  0.34 0.24 139.33 141.00 139.34 14071 96.49

Medidas descriptivas del perfil cromatografico de Entergbacter
agglomerans, para los tiempos de retencion de cada uno de los 4cidos

grasos aislados.

* Los limites fueron obtenidos como X2 2 (S).
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TABLA 3. MEDIDAS DESCRIPTIVAS POR ACIDO GRASO (AREAS)

ACIDO MEDIA D.EST. C.V.% MIN. MAX. *LINF. *LSUP. %D.LIM.
C12:0 1.39 065 4659 047 346 009 268 94.73
C14:0 20.03 3.50 17.47 1439 2915 1303 27.03  96.49
C 15:0 5.16 1.04 2016 372 731 307 724 98.24
C14.030H 542 433 67.44 100 1910 225 1509 8596
C16:1%Cis)  19.18 428 2231 1135 2979 1061 2775 94.73
C 16:0 10000 000 0000 10000 100.00 98.00 100.00  100.00
C 17:0*'°(Cis) 50.69 3.07 606 4295 5807 4450 5678  92.29
C17:0 2.74 " 0.46 1679 177 376 182 3.65 96.49
C 18:1%(Trans) 27.13 5.28 19.46 1905 4172 1658 3768  94.73
y 18:1"'(Cis)

C 180 1.85 059 3054 101 325 075 313 94.73
€ 19:0%'°(Cis) 14.58 2.43 1670 995 2204 970 19.44 9473

Medidas descriptivas del perfi cromatogréfico de Enterobacter
agglomerans, para las areas bajo la curva de cada uno de los acidos
grasos aislados.

* Los limites fueron obtenidos como X2 (S).
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DISCUSION

Para el andlisis de la composicién de los acidos grasos celulares
totales de Enterobacter agglomerans se utilizé una columna capilar de
silice fundido, debido a que los isomeros iso y anteiso de los 4cidos
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 andlisis, se separan completamente en esta columna.

La separacion de los componentes se logré en un tiempo total
aproximado de 30 min; esta caracteristica de la cromatograffa de gases
en cuanto a la rapidéz del andlisis, es debida primordialmente a la baja
densidad del gas acarreador (fase movil), el cual permiti6 la difusion
rapida del componente vaporizado en la columna, asf como el equilibrio
casi instantaneo logrado entre las fases, seguin Dabrio, 1973. (16)

El tiempo de retencién es una propiedad caracteristica para cada
componente de la muestra, con una fase liquida en condiciones constan-
tes de operacién en lo que se refiere a la velocidad del flujo y la
temperatura, es lo que se denomina tiempo de retencion, que va desde
la inyeccion de la muestra hasta el maximo del pico, como lo reporta
Gonzélez, 1987 (26). El tiempo de retencion es primordial y suimportancia
radica en su utilizacidn para identificar cada componente de la muestra,
expresado como un pico en el cromatograma; por lo que este tiempo nos
dié la pauta para la identificacién de los picos. Esta identificacion se hizo
comparando el cromatograma de la muestra problema contra un
estandar conocido, como lo reporta Mc Nair, 1968 (49), que se inyectd
diariamente bajo las mismas condiciones de acondicionamiento del
cromatdgrafo en las que se analizaron las muestras de E. agglomerans
sin embargo también se tuvo especial cuidado en que la frecuencia de
aparicién de los picos no variara, lo cual es recomendado por Goran,
1984 (27).

La comparacién de los cromatogramas a partir de muestras
esterificadas de los acidos grasos de E. agglomerans, con el perfil de
referencia de los ésteres metilicos de los Acidos grasos, permiti6 la
identificacién de un total de 11 picos.

Para cada uno de los picos, el tipo de dcidos grasos celulares presen-
tes en E. agglomerans son cadenas lineales saturadas e insaturadas, lo
cual es caracterfstico de enterobacterias. De los picos presentes, los
correspondientes a los acidos dodecanoico, tetradecanoico,
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hexadecanoico y octadecanoico, se han establecido como
caracteristicos de la familia Enterobacteriaceae, los cuales permiten
incluir a £, agglomerans dentro de esta segiin Boe, 1980 (4); Cecchini,
1968 (13) y Hausler, 1985 (31).

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

Por lo que respecta a los porcentajes de los tiempos de retencién se
puede hablar en términos generales de los 11 acidos grasos obtenidos
que conforman el perfil lipidico, ya que no se ohservo traslape de picos
y estos fueron perfectamente diferenciados, esta caracteristica se tomé
en cuenta basandose en lo reportado por Drucker, 1973 (19), y cada uno
de los 4cidos se presentd en un tiempo determinado que mantuvo su
constancia sin variaclones significativas.

Como de los 11 acidos grasos identificados, 9 de ellos resultaron con
un 95% de cromatogramas dentro de los limites establecidos (2 S )y
con un coeficiente de variacién 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 manejo el
cromatégrafo se mantuvieron homogéneos, permitiendo la migracion
diferencial entre los componentes; dicha migracién depende segin Mar-
tin, 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 elucién de los componentes va en sentido
creciente tanto de su peso molecular como de el nimero de atomos de
carbonodela cadena, también se debetener presente que al llevar a cabo
la metilacién durante el proceso de esterificacion la polaridad de los
acidos grasos aumenta, por lo que aunque tengan el mismo nimero 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 quetiene 15, no obstante los dcidos
grasos insaturados con isomerias geométricas aparecen antes que los
lineales saturados con el mismo ndmero de carbonos.
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Porlo que se refiere al anlisis cualitativo, el método empleado resuita
adecuado ya que se lograron caracterizar 11 &cios grasos que repre-
sentan el perfil de E. agglomerans.

No obstante la sola caracterizacién cualitativa no es del todo suficiente
para establecer un perfil lipidico de la especle analizada, por lo que es
mejor recurrir acomplementar con el anélisis cuantitativodonde se asocia
la abundancia relativa en términos de su area normalizada.

Las medidas descriptivas permiten establecer el acido graso
hexadecanoico es el que se presenta con mayor abundancia en E,

agglomerans..

Los valores del coeficlente de varlacién permiten determinar que los
4cldos 3-hidroxitetradecanoico, dodecanoico y octadecanoico son los
que presentan un alto nivel de variacion en su abundancia ya que el
coeficiente de variacion es mayor al 20%, lo que refleja que los datos son
muy dispersos; de tal manera, los 8 Acidos grasos restantes se en-
cuentran més estables ya que su coeficiente de variacién se encuentra al
rededor de este valor. Sin embargo, mas del 95% de los cromatogramas
caen dentro de los limites establecidos (*2 S); a excepcién del 3-
hidroxitetradecanoico con un 85.96% y del Cis-9-10
metilenhexadecenoico.

Segun estudios reportados por Goran, 1984 (27); el area del pico
depende de la cantidad de muestra Inyectada, sin embargo la variacion
que se presentd no se adjudica a este factor debido a que se mantuvo
controlado, y por otra parte la alta varlacién no se manifesté en todos los
cromatogramas ni en todos los picos, sino que solamente son tres 4cidos
grasos los que varfan de manera considerable.

Esta variacion se atribuye méas que nada a que segun la bibliograffa
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 4cidos grasos celulares y alin presenta problemas en
su ubicacién taxonémica. Por lo que en otros estudios se recurre a
reacciones metabdlicas en medios diferenciales.

La extrema variacion en la abundancia del 3-hidroxitetradecanoico se
explica en relacion a lo expuesto en el parrafo anterior y por otra parte se
puede relacionar con lo dicho por Tuppie, 1982 (65), quien menclona que
la variacién en la abundancia de los hidroxiacidos puede explicarse a
partir del tipo de columna y el tiempo de uso, ya que en columnas
capilares de sflice fundido como la que se utilizd en el presente estudio y
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cuyo uso haya sido extensivo, el andlisis de los acidos 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 mayorfa de los dcidos grasos presentes en E. agglomerans, son
cadenas lineales saturadas, aunque también hay acidos 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 acidos grasos del perfil obtenido sblo
presentan una doble ligadura, lo cual concuerda con lo reportado
anteriormente, esto es caracteristico de las bacterias gram negativas
seg(n lo reportado por Boon, 1977 (5); el cual establece que la posicién
de la doble ligadura se considera necesaria en aspectos de biosintesis;
esta caracteristica se utiliza como gulfa para la clasificacion taxonémica
de bacterias.

El andlisis por cromatografia gas liquido es una técnica valiosa para
caracterizar muchas especies de bacterias como lo reporta Moss, 1982
(56); esto se usa subsecuentemente para ayudar a la identificacién y
clasificacién de una gran variedad de microorganismos, incluyendo
miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Las ventajas de la cromatograffa, como lo reporta Martin, 1986 (47),
son su sensibilidad extrema, que permite separar mezclas de cantidades
muy pequefas, y el hecho de que las columnas puedan usarse repetida-
mente, aungque 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 cromatograffa
gas-liquido es la de proponer mayor exactitud en menos tiempo, ya que
en la practica se ha demostrado que los métodos en la identificacion
bacteriana proveen una amplia informaciébn que en ocasiones por
razones técnicas y de tiempo no se utilizan totalmente, ademéas de
implicar mayor trabajo en el laboratorio segtn lo reportado por Goodfel-
low, 1985 (25) y Holmes, 1978 (33), ya que para conocer con presicién
las caracteristicas bioquimicas de una determinada especie es necesario
probar muestras amplias y diversas de cepas de acuerdo alo que reporta
Lennette, 1982 (45), y aunque en afios recientes se ha hecho un esfuerzo
para acelerar y simpiificar la identificacion introduciendo varios métodos
por micropruebas bioquimicas, tales como el sistema comercial API, que
permite una automatizacién parcial de los procesos y la aplicacion de
métodos por computadora, la identificacion ain permanece muy com-
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plicada pues se basa en el mismo principio que es la investigacion de las
propiedades bioquimicas de los microorganismos, es por esto que la
ventaja de la técnica por cromatografia de gas-liquido consiste en el
andlisis principalmente de la composicion quimica de los microorganis-
mos, bdsicamente Acidos grasos constituyentes de los lipidos de la
membrana en las bacterias, haciendo una perfecta separacién de los
posibles componentes de la muestra analizada, con una minima deman-
da de tiempo asf como su expresion 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 peril cromatogréfico de la composicion de los ésteres
metllicos de los acidos grasos en las bacterias representan la "huella
digital" de estas.

En los resultados del presente estudio se obtuvo el perfil

cromatogragico de E. agglomerans a partir de las 57 repeticiones del
andlisis y se representa en la Gréfica 3.
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CONCLUSIONES

I. Los resultados del presente estudio permiten identificar a E. ag-
glomerans a partir de la técnica de andlisis de ésteres metilicos de los
acidos grasos por cromatografia de gas-liquido ya que cada microor-
ganismo posee su propia "huella quimica", que le permite
diferenciarse de los otros microorganismos bacterianos.

Il. Es importante establecer que el contenido de acidos grasos de
E. agglomerans puede tomarse como criterio taxondmico y utilizarse a
nivel de identificacion para esta especie de enterobacteria.

lll. El presente andlisis puede utilizarse en muestras problema de
andlisis de agua y adaptarlo en un futuro a laboratorios clinicos, y
servir como un método reproducible para rutinas de identificacién y/o

clasificacion de E. agglomerans en México.

IV. Hay que considerar que se debe tener un especial cuidado en
variables que influyan negativamente en la utilizacion del método, como
condiciones de cultivo bacteriano y proceso cromatogréfico. Ya que
siempre que existan modificaciones se obtendran variaciones consider-
ables en la concentracién de los acidos grasos.
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