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El pre=asnte trabajo de tésis forma parte de 1la linea de
: Identificacién de bacterias por cromatografia,

estd desarrollando en el laboratorio de
M=z joramiento

investigacion
de gases que se
de Bacteriologia del Provecto de Conservacidén y
que se ubicaa en la Unidad de

Iztacala-UNAM.

del Ambiente (CyMA),
Investigacion de la E. N. E. P.



1. RESUMEN

El objetive principal de esta investigacidén es la determinaciton de
los dcidos grasos celulares de la especie Entercbacter aerogepes (ATCC
13048) usando para este fin el método analitico de la cromatografis

gas-liguido ¥y romo caracter taxondmico el contenido de sus Acidos grasos.

El método de la ecromatografia gas-liguido se basa en la retencidn.
relacidén v concentracién de los Acidos grasos contenidos en la célula
bacteriana . Los &cidos determinados en forma de ésteres metilicos son
comparadeos contra un patrdn o estindar constituido por una mezcla de
ésteres metilicos de acidos ¢grasos  bacteriancs. bajo las mismas
condiciones de operacidn. tomando como base la comparacion entre lo=
tiempos de retencidn de los Acidos grasos de Enterobacter aerogenes.
obtenidos a través de una previa licfilizacién v esterificacidon. con el

estindar.

El andlisis cromatografico didé como resultado una serie de cromatogra-
gramas caracteristicos de [Enterobacter aerogenes observdndose la
presencia de 12 dcidos grasos celulares permitiendo diferenciarla de una

manera clara y precisa de otras especies bacterianas.



2. INTRODUCCION

En los ultimos afios se han incrementado los problemas de contaminacidn
causadas por microorganismos. por lo tanto. la importancia que éstos
tienen como agentes contaminantes recase en los problemas que causan
en la industria alimentaria v farmacéutica. entre otras. ademds de
encontrarse en cuerpos de agua tanto recreacionales como residuales. En
el caso varticular de las bacterias. el desarrollo v la transferencia de

la tecnologia en nuestro pais abre las puertas ©para incrementar la

investigacidn  hacterioldgica dentro de las dress: clinica
(epidemiolégica v sanitaria), alimenticia, agricola v ecoldgica tagua.
tierra Vv aire). Es asi. que log ©procesos de identificacisn
tradicionales se estan sustituvendo por métodos que requieren de

menor tiempo en el proceso. siendo la cromatografia de gases uno d= lea
métodos que ofrecen mejores vresultados. asi como une de  los mas

utilizados.

La identificacién v clasificacién d& las bacterias es uno de los
probiemas que ofrecen mavor dificultad en la micrebiologia, pues
mientras en la mavoria de los grupos la identificacién se basa en las
caracteristicas mds facilmente observables en las bacterias este
criterio no es satisfactorio. En la actualidad la taxonomia de bacterias
se basa en atributos funcionales y en la prdactica se ha demostrado que si
bién los métodos de identificacidédn bioguimica proveen una amplia
informaciodn, en ocasiones por razones técnicas v de tiempo no se
utilizan totalmente, ademds implican mavor Erabajo de laboratorio econ
mavor consumo de tiempo en el proceso, sobre todo en sectores come el
clinico, el de ingenieria sanitaria » el de andlisis de calidad del
agua v la industria alimentaria; es asi que se han desarrollado
métodos alternativos como la qumiotaxonomia, la cual proporciona ventajas
como : menos tiempo, métcdos mas sencillos v mavor exactitud. Hasta

ahora se han realizado diversos trabajos sobre aquimiotaxonomia de



diferentes géneros y especies de la familia Enterobacteriaceae, asi como
de otras familias como son: Pseudombnadaceae, Vibrionaceae y algunas
levaduras (7, 9, 10, 14, 19, 29, 52), analizandose con mavor frecuencia
moléculas de primordial importancia como son los polisacaridos,
aminodcidos v en especial los diferentes lipidos. La técnica gue ha
demostrado ser mds promisoria en la identificacidén y clasificacién de
bacterias., a través de la determinacién de sus &dcidos grasos, es la
cromatografia de gases. Esta técnica consiste en la separacién de los
componentes wvolAtiles de una mezcla, por medio de la elucién de

és8tos a través de una columna capilar de silice fundido (20, 21, 25).
2.1. CARACTERISTICAS DEL GRUFPO.

Los ﬁicroorganismos de la familia Enterobacteriaceae son bacilos
facultativoes Gram negativos que fermentan la glucosa. Son oxidasa
negativos., reducen los nitratos a nitritos ( excepto algunas especies de
los géneros Entercobacter v Klebsiella) ¥ no reguieren cloruro de scdio
vara su desarrollo (40} Las bacterias entéricas son no esporuladas.
anaerobias v aerobico facultativas. Algunas forman capsula v otras como
Enterobacter- producen con frecuencia unnmﬁcilago flacido. La mavaria de
las bacteria entéricas son méviles debido a la presencia de flagelos
reritricos. El tamanfio de las células aisladas varia un poco, pero esta
dentro del intervalo de 1.0 & 1.5 X 2.0 5 6.0 um v aparecen en par=ias o

aisladas (231,

La mavoria de las enterobacterias se desarrollan en los medios
comunmente empleados en laboratorios de microbioclogia clinica, utilizando
una unica fuente de carbono. Algunas muedtras con entercbacterias
requieren ser cultivadass en agar chocolate o en agar sangre (40). La
glucosa es utilizada de manera fermentativa con formacidn de acido o de

dcido y gas; ademas dan una reaccidn negativa a la oxidasa (21).



Los miembros de la familia Entercbacteriaceae se identifican por prue-

bas bioguimicas que se efectian a través de diversos métodos,
incluvendo una gran variedad de sistemas comerciales . Las pruebas de
fermentacidén de adonitol, arginina dihidrolasa. utilizacidén de citrato,
DNAsa, gas a partir de glucosa, &cido sulfurice, produccidn de indol,
lisina descarboxilasa, fenilalanina desaminasa, fermentacién de sacarosa.
ureasa v Voges-Proskauer s=on suficientes para la identificacidén de 1la

mayoria de los aislamientos a nivel de género y de especie (40).

El género Enterchacter es un grupo homogéneo de microorganismos. La
mavoris de las especies de Enterobacter se caracterizan por pruebas
positivas para citrato, gas a partir de glucosa, ornitina descarboxilasa.

Voges - Proskauer v fermentacidn de sacarosa y otros azicares (40).

Enterohacter aerogenes se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza; se considera no patdgena, con frecuencia inmovil v por In
general eﬁcapsulada. Al contrarin de otros microocrganismos del mismo
grupo, la prueba de rojo de metilo es negativa v la de Voge= -
Proskauer es positiva:; utiliza los citratos como dnica fuente de carbona.
produce indol en caldo peptona, fermentad la glucosa, la galactosa , la
lactosa. la levulosa, la arabinosa, la maltosa. la rabinosa v el inositol
con produccidén de Adcido y gazs; no licta la gelatina v se desarrolla d=

manera aerobia a una temperatura de 30 °C. (13).

2.2. IMPORTANCIA CLINICA DEL GRUPO.

Las enterobacterias estdn ampliamente distribuidas en plantas. en
suelos. en el intestino humano v en animales de sangre caliente. GSe

encuentran asociadas a muchos tipos de enfermedades e infecciones



humanas: abcesos, neumonia, meningitis, septicemia e infecciones
intestinales, wurinarias y de heridas. Las enterobacterias son un
componente intestinal normal, pero son poco frecuentes en otros drganos
del ser humano. Algunas personas enfermas son infectadas con frecuencia
por enterobacterias, siendo una causa importante de infecciones
intrahospitalarias, constituvendo el 80 % de los aislamientos
significativos de bacilos Gram negativos vy el 50 % de todos los

aislamientos clinicos significativos (40).

Entercobhacter aerogenes se encuentra en la leche. en los &granos de
algunos cereales v en el conducto intestinal. Son raras las veces Que se
encuentra  come  agente  infeccioso en  la  comunidad v pueden ser
responsahles de varias infecciones nosocomiales asociadas a hospitales
{13, 23).

2.3 LIPIDAS EN LA CELULA BACTERIANA.

La rcélula bacteriana. tiene una composicion bicguimica muy
caracteristica en donde el agua es el mayor companente de la masa celular
{3, b, 51). La deteccidén de componentes uUnicos v la medicion de la
proporcion relativa de las sustancias comunes se incrementa come una
herramienta mds en la identificacidn v clasificacidén de bacterias v otros

microorganismos como amibas, honegos v aleas (18, 30, 38, 44).

Los lipidos son insolubles en agua v solubles en solventes orgdnicos.
Loz lipidos se han subdividido arbitrariamente en saponificables v no
saponificables, los primeros son por lo general ésteres
carboxilicos del glicerol., los cuales son rapidamente hidrolizados: los
lipidos no saronificables no se hidrolizan v generalmente no son ésteres.

Los saponificables son subdivididos en lipidos simples { grasas v ceras )

v lipidos complejos (fosfeoliridos, lipopolisacaridos y lipoproteinas )



(14, 24) . Los lipidos salvo pocas excepclones, no forman polimercs v no
son exactamente clasificados como macromoléculas. Las grasas son

quimicamente glicerol ésteres de acidos grasos (33) .

Los lipidos y los &acidos grasos celulares se encuentran en todaos los
microorganismos, excepto en cierto tipo de virus. Este tipo de compuestos
estian presentes en las bacterias y se han analizado por cromatografia
de gases, mas que otro tipo de componente bioquimico. debido a su
estabilidad y abundancia en la pared celular (26, 4%, 49).

Los componentes lipidicos que actualmente son  analizadoas por
cromatografia de gases, son los ésteres metilicos de los dcidos grasos o
menos frecuentemente los Aacidos grasos libres. triglicéridos, aldehidos
grasos. alcanos v esteroles (1, 33, 46). Esta técnica ha sidc aplicada a
células bacterianas, va que presentan una composicidn quimica muy
similar: es caracteristica en ellas la presencia de hidrdgenc, carbono v
nitrégeno. aunaue en menor proporcidén incluven elementos como sodio.
potasio, calcin, magnesio v algunos metales como zinc v manganesao. For
otro lado la composicién de los 4&cidos ¢grasos celulares es una
caracteristita estable, yé Qque siempre se encuentran presentes sin
sufrir alteraciones, obteniéndose asi resultados muy confiables en el
andlisis cromatogrdfico: y aunque las bacterias sufren alteraciones
genéticas, la composicién de sus acidos grasos tiende a conservarse (2,
5, 17, 28, 50, 51).

El anédlisis de 1los 1lipidos por cromatografia gas-liguideo en la
actualidad esta bién establecido en la taxonomia bacteriana y ha provisto
de caracteristicas para la clasificaccién e! identificacidén de ‘muchos
géneros de bacterlias como lo indican Athavle (6), siendo necesaria una
alta selectividad vy sensibilidad en este tipo de métodos. La
cromatografia de gases es una herramienta ideal para detectar acidos
grasos bacterianos y una gran cantidad de productos metabdlicos con una

minima cantidad de muestra, lo cual constituve una ayuda invaluable en



la clasificacién v en el establecimiento de relaciones taxondmicas de
microorganismos. El uso de este método se extiende cada dia mds debido a
que es una rutina rapida e invaluable para la clasificacidén , otra
ventaija es la alta sensibilidad y especificidad obtenidaa en los
resultades en corto tiempo, asi como la posibilidad para muchos
laboratorios de usar eate procedimiento, ya que en la practica se ha
demostrado que los métodos de identificacidn bacteriana proven una
amplia informacidén que por razones técnicas y de tiempo implican mayor
trabajo en el laboratorio, sin embargo la utilizacién de pruebas
bioguimicas sigue siendo extensiva, Vv anque se han acelerado los
procesos de identificacidn a través de micropruebas bioguimicas v una
gran variedad de sistemas comerciales (como el AFPI) la identificacidn aun
es complicada, pues en el fondo se utiliza el mismo principio , es por
esto que ‘el método de identificacidn por cromatografia de gases de acidos
grasos y rroductos metabdlicos se ha constituido como una herramienta

util para la identificacidn de microorganismos.

El anslisis de los ésteres metilicos de los acidos grascs en bacterias
pvor cromatografia de gases se esta utilizando en la actualidad como un
método taxondmico aplicando siempre nuevos avances en las columnas
cromatogrdficas eincrementando asi la sensibilidad v resolucidn en estas

separaciones.



3. ANTECEDENTES

Jamese v Martin son los primeros investigadores en  trabaiar
sobre cromatografia de egases en 1956. desarrollando un detector
de alta sensibilidad en la separacidn de compuestos quimiceos (3Z2).
También en eee mismo afio, James y Martin son los vrimeros en realizar
un analisis por cromatografia gas-liquideo para determinar Acidos  grasos
bacterianos (33). Abel et al en 1963 (1) introducen la técnica de

cromatogdrafia gas-liquide para determinar especics de 1a familia

Enterobacteriaceszes. Para 1987 Kaneda (351 estudia la produccidn de
acides grasos de diferentes esvecies del género acillus oor
cromatogratia easz-liguide. En 1953 Cecchini v O brien (14  avudan =
diferenciar Escherichias coli de otras bacterias. por cromatografiz

gases. Porf su parte Brooks et zl en 1959 (11) hacen una diferanciation
entre Clogtridivm gordelli v Cleetridium bifermeptans & travis de ésta
técnica. Moss et al en 1970 (43 examinan losz Acideos @rasoe pr-&.'.—“.ﬁ-.nfhs
&n Neisseria gonorrehae v HNeisseris meningitie . De manera similar
Brooks et atl realizan un andlisis 7 por cromatografi

diferentes especies de Neisseris t12)'. En 1973. Ams=tein v
Hartman determinan la composicién de los Acidos grasos de  algunos
de gases (5). Druker en 18974 (12

5 de guees e

enterococos por cromatografia
realiza un estudio auimiotaxonémico v estadistico de Streviococons
salivarive . En 1975 (45) Moss et al. identifican diferentes especies
de Pseudomopas. a través de la técnica de cromatografia de gases:
apovandose en la espectrometria de masas. La identificacion de
bacterias por el sistema de identificacién' bicguimica comerciql APT
20E se establece por Holmes et al en 1978 (31}, el cual consiste en
la respuesta, positiva o negativa que dan los microorganismos ante
medios enriquecides. Posteriormentz. en un intento por estshlecer la
taxonomia de la familia Enterchacteriaceas. Brian v Gardner en 1367 (9).

Cronan en 1975 (18), Gehre=k v Geoerlitz en 19683 (24), Brne v Gizprds en



1980 (7), Hausler v Richter en 1983 (29) vy Veye et al en 1989 (52) .
utilizan la cromatografia de gases péra identificar vy esclarecer la
composicidn taxondémica de diversas especies v géneros de
enterobacterias. Moss et al en 1980 (47) estudian los &cidos grascos de
dos especies de Propionibacterium vor cromatografia de gaées utilizandn
una columna capilar de silice fundido. En 1982, Moss v Nuhez-Montiel
realizan de nuevo un estudio de acidos grasos con la misma técnica en
una cepa de Clostridium difficile (44) . En esze miszmo afo. Mozs et al
realizan un estudio de la composicidn de les adcidos egrasos celulares de
algunas levaduras (46). Para 1983, Beousfiel et al (81 realizan un
analisis numérico total de los dcidos grascos para la identificacidn d=
bacterias corineformes. nocardioformes v otro tipoe de bacteriaz. Lamberr
v Moss en 18983 (37) realizan una comparacidon de los Acidos graeos
celulares de diferentes especieg de bacterias con base =n una hidrdlisis

alcalina. hidrdlisis dcida v metandlisis aAcida: procezos utilizad:

o
Ual
%
!
3

obtener los aAcidos grascos. Athavle et al en 13985 (£) realizan un andlis=sis=
de los dcidos grasos para la identificacidn de bacterias corineformes e 1
impertyticiy médics, Mis sdelantes , en 1983 (4% Monteoliva-3inchez 2zt azl
estudian &1 eferts de la temperatura v la concentracidn de gales en 2]
crecimiento v produccién de los Acidos grascs de [Deleva haloohn . Por
gu parte en ess mismo afic Eerola v LeﬁﬁmnenT utilizan la cromatografia
de gases para determinar la composicidn de los Acidos grasos celularss de

las de importancia clinica. apovandoge en nun sistema de

i
identificacidn automatizado (221,

Durante 1989 hav wuna e€ran produccion de trabajos. en relacidn a la
cromatografia de gases, tal es el caso de Johnson et al (34) gquienes
desarrollan un método de alta sensibilidad para la identificaridn de
Claostridium difficile. basado en la deteccidn de productos metabél{cns de
este orsganismo. por cromatografia de gases. Por su parte. Brondz et al
(10) llevan acabo un métode alternativo de gquimiotaxonomia ypara la
determinacién de acidos grascs de levaduras. Asi mismo. Larson ef al (39)
realizan un estudio para la determinacidén de lipidos caracteristicos de

micobacterias por cromatografia de gases a través de un detector de



captura de electrones; en ese mismo afio Cookson et al realizan un
estudio cuantitativo v cualitativo de los &dcidos grasos celulares de

Streptococcus milleri por cromatografia de gases en columna capilar (15}).

En 1990. Okuvama et gzl (48 determinan el nivel de 4&cidos egrasos
insaturados de Vibrio sp cepa ABE-1; Matsuyvama et al (41) analizan les
niveles de glucclipidos v la produccidén de los Acidos grasos de Serratia
rubidea. v Amhad gt al (2) realizan un Arbol filogenético del conjunto de
bacterias entericas considerando la bilosintesis de los aminoacidos

aromdticos.

La utilizacidn de diversas técnicas hace necesario gque el trabaio se
estandarice para poder automatizar totalmente los métndos de
identificacidn v claszificacion de bacterias: va que a rpesar que la
rromatografia de gases de acidos grasos celulares en bacterias tiene mas
de treinta afos de desarrnllo, aun no existe una técnica universalmente

aceptada (7o, 31)

19
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5. METODOS

5.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVG.

La bacteria utilizada en el ©presente trabajio proviéne directamente
de la American Tvpe Culture Collection ( ATCC ) Rockville, Md. (41, .1a
cual se encuentra depositada en custodia an el Laboratorio ds
Cultivos Microbianos del Centro de Investigacién v Estudiocs Avanzados de)
Instituto Politécnico Nacional ( CINVESTAV 1+ , lo anterior con el fin de

garantizar la viashilidad v estabilidad genética de la cepa a trabajar.

Una vez obtenida la cepa bacteriana. se procedid a realizar un
aislamiento a partir del cultivo puro. haciéndose crecer en dosg cajas
Petri con medic de agar nutritivo DIFCO lote 50822 . con el fin de
obtener un crecimiento abundante del microorganismo. La inoculacidn en
las cajas petri se hizo a partir de= un tubo de agar inclinado que
contenia la cepa bacteriana pura. Las cajas Petri se incubaron a 37 °C
por 24 horas. obteniéndose asi la cépa en etapalexponencial: después ds=
obtenerla. se vrocedid a la preparacidn de la biomasa. utilizando dos
caias petri con agar nutritivo por muestra . Cada caja contenia 25 ml de
agar nutritive, preparado seein las indicaciones del fabricante, El medin
gin inocular s=e sometid a prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas.
Posteriormente se procedié a inocular las cajas Petri.con la cepa .

incubandose a 37 °C por 24 horas.

Debido a gue la cantidad de biomasa obtenidd, por muestra, debia pesar
avroximadamente 20 mg ,la inoculacidén se hizo por estria sobre toda la

superficie del agar.



Una vez obtenida la biomasa se procedid a la cosecha de la misma,
realizdndose en primer lugar el lava&o de la superficie del medio de
cultivo, agregando a éste 5 ml de solucién de formaldehido al 0.5 % ,
asto con el fin de fijar a la bacteria. El desprendimiento celular se
realizd con la ayuda de una varilla de vidrio previamente esterilizada.
La suspensién celular obtenida fue vaciada directamente en tubos de
centrifuga, utilizando un embudo para cada cepa. Los tubos de centrifuga
fueron previamente lavados con hexano, con el fin de eliminar las grasas

presentes.

El contenido de cada tubo fue centrifugade a 15 000 rpm , durante 10
minutos a una temperatura de 4 °(C, reritiéndose la oreracidn tres veces.
Después del primer centrifugado. el sobrenadante 3& desechd
cuidadosémente. Para los siguientes dos lavados se agrezgzo 5 ml se
solucidén fisioldgica ( NaCl al 0.85 % ) a cada tubo., agitando con ia

ayuda de un vortex.

Para la obtencidén de la materia seca por liofilizacidén. se transfirid
la pastilla del tubo de centrifuga a tubos de vidrin. previamente lavados
con hexano, dicha transferencia se reali%d con la ayuda de una cucharilla
de metal, lavada con hexano. repartiendo la biomasa sobre las paredss del
tubo de vidrio, con el propdsito de obtener un secado mds eficiente v
rapido durante la liofilizacién. Los tubos de vidrio permaneciercn
cerrados en todo momento, para evitar cualguier posible contaminacioén.

hidratacion u oxidacién de los &dcidos grasos. (29, 45).

5.2. LIOFILIZACION.

Para obtener la materia seca , se procedid a la liofilizacion
de las muestras. Los tubes de vidrie fueron colocados en una
liofilizadora marca Labconco. modelo LYPH de 4.5 1 de capacidad, la

cual fué previamente acondicionada a -50 °C v un vacioc de 25 mirrones de

13



-3 2 "
wercurio ( 25 X 10 Torr. ). El proceso de 1liofilizacidn durd
aproximadamente 3 horas, obteniéndose en cada operacién 10 muestras.

Cuando fué necesario, las muestras se almacenaron a =20 °C en un
congelador. Posteriormente, se pesaron en una balanza analitica Z0 ma de
materia seca , para cada muestra. Todo el material utilizado para pesar v

transferir la muestra. se lavado previamente con hexano.

5.3. ESTERIFICACION Y EXTRACCION DE LOS ACIDO3 GRAZ0S.

Los 20 mg de biomasa liofilizada fueron sometidos a un rprocesa de
esterificacidn, para lo cual se agregd 1 ml de sclucion de meraxidn d=
sodio ( Solucisn A ) . dejando reposar por 5 minutos. En seguida == 1=
adicionaron de 0.6 a 0.7 ml de solucidén de metanol saturadn de gas
cloro ( Solucién B ) hasta alcanzar un pH de 1 & 2 . v se deio en
agitacién con movimientos circulares ligeros por espacio da 30 minutase,
finalmente se agregaron ¢ ml de solucidn fisioldégica al 0.B5 * (
Solucisdn C ) v sé agitd por 5 minutos mas.

id LaB| i i5 en
Para la extraccién de los 4dcidos grasos. el proceso consisti
&

agregar a cada tubo 1 ml de hexano, agitandn la muestra por e&spatic de &

minutos; posteriormente se dejd Que sSe separara el hexano que contenia

los ésteres metilicos, dejando reposar la muestra por 5 minutos.
formindose asi una capa superior transparente. Esta fué transferida a
tubos de ensave con la avuda de una pipeta pasteur. Cada tubo de ensave
contenia sulfato de sodio anhidro, para extraer el agua gue pudiera estar
presente. Los lavados se repitieron dos veces mds, para cada muestra.
Finalmente la muestra fué transferida con la ayvuda de una pipeta pasteur
a frascos viales, creviamente lavados con hexano 5 v sellados
herméticamente para evitar la evaporacién de los ésteres metilicos. En

seguida la muestra fué sometida a una evaporacidén con Na gas, hasta un

voltmen de 10 ul.
14



El rimero de muestras procesadas en total, para Enterobacter
aerogenes, fué de 59,

5.4. ANALISIS DE LOS ACIDOS GRAS0OS ESTERIFICADCS.

De la muestra de ésteres metilicos obtenidos. una fraccidn de Ju) fue
analizada en un cromatéografo de gazes (5890A 3395, Packard Instrument
Co. EReckvillae, Md.) eguipado con un invector sdlide  (Chrompack
8990 ,Packard) v detector de ionizacidén de flama de hidrdgeno SGE OCI-3.
con una columna capilar de silice fundideo (F3L-150 . 30 m por 0.25 mm
(didmetrs interno)i cubierta con CP3: 15 (.35 um de capa 1 comn fase

estacionaria: v aungue la mezcla de ésteres de Acidns graszos puede
en

separarse tanto en columna normal como columna cavilar. los resnlracins
en una columna capilar son mias confiables | debido a la szraracidn ans ==
puede obtener &n ella. sobre todo en isdmeros con la misma lonegitud =

carbonos. asi como los derivados hidroxiladosz v en la aue desde lusz-

interviene la longitud v el tipo de fase emrleada.

Las condiciones de operacidn fueron las siguientes:

- Temperatura del invector 250 °C
- Temperatura del detector 250 °C.
~ Pre=idn de nitrdgeno de 50 kg/pa
-~ Temperatura programada de la columna de 120 °C a 250 °C cada 4

minutos , con incrementos de 4 °C.

El gas acarreador fue nitrégeno con un flujo aproximado de 5 .ml por

@
0

minute al puerto de inveccidn. Bajo estas condiciones los éster

metilicos de los dcidos grasecs de 10 a 20 carbonos de loneitud. eluyvereon

de la columna en aproximadamente 30 minutos.



Se utilizd un integrador electrdn;co Hewlett Packard 3396 A , vpara
obtener la cuantificacién de las &dreas y tiempos de los picos de los

dcidos grasos.

Para la identificacidén de los picos de los ésteres metilicos de los
Acidos egrasos, se procedid a la comparacidén de los tiempos de retencidn
de cada cera con los tiempos de retencidén de una mezcla comercial
estdndar de ésteres metilicos de los acidos grasos de referencia 4-7080.
La mezcla contiene un total de 10 mg/ml de ésteres metilicos en metil

caproato, Supelco Inc.. Bellafonte Pa.
5.5. ANALISTS ESTADISTICO.

32 hicieron 59 repeticiones para obtensr leos cromatogramas en los au=s
aparecencen los ésteres metilicos de los dcidos grasos de Enterghacter
aerneenes. en donde el punto de interés fuereon los dcidos con el numsre
de Atomos de carbone de 12 en adelante: va aque los acidos con una
cadena de menos de 12 carbonos ararecen como productos intermedios v no

se toman en consideracidn.

Una vez determinados los pices de impertancia en el cromatograma del
estdndar seleccionado. se procediéd a procesar la informaciédn de 1la
¢ :

siguiente manera:

5.1.1. NORMALIZACION.

4 : - s . L] :
El primer paso fué la estandarizacidén de los datos obtenideos. El
rroceso de normalizacidn se efectud transformando los datos numéricos de
dreas v tiempos a vorcentaies, para lo cual se tomo un valor de tiempo Vv

Area referente que se considera el 100 % _El criterio para obtener el

date de drea v tiemro referente fué el siguiente: de los datas originales



arrojados por el cromatograma, se eligié como dato referente, para la
normalizacidn, aquel que pertenece al pico o al drea mds alta y se le

asocid su tiempo de retencidn.

Los dateos normalizados se tabularon y egraficaron con las

repeticiones efectuadas. La normalizacidén se realizé con el propdsito de

estandarizar las unidades de &dreas y tiempos en porciento, preparando
asi los datos de Enterobacter aerogenes para el andlisis estadistico
(19).
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RESULTALOS .

La comparacidn de los 59 cromatogramas con €l perfil de referencia

de los ésteres metilicos de los &cidos grasos, establecid la
ocurrencia e identidad de 12 picos de los &dcideos grasos. (Tabla 1 y
Figura 3}).

Para evaluar el andlisis cromatografico de los acidos grasos, como
un procedimiento para la identificacién de bacterias, se analizaron
inicialmente los resultados de una manera cualitativa y posteriormente

cuantitativa.

La figura 1 muestra el cromatograma del estdndar de la mezcla de

metil ésteres de &cidos egrasos, utilizada en el laboratorio v gque

consta de 26 4cidos grasos utilizdndolo para comparar los
cromatogramas de las muestras esterificadas de los acidos grasos
bacterianos (Figura 2). ambos corridos bajo las mismas condiciones d=
operacidn.

La tabla 1 muestra los 4&cidos grasos identificados para
Enterobacter aerggenes . Esta especie roresenta 12 &dcidos grasos
caracteristicos : acido dodecanoiceo (C 12:0 ),dcido tetradecanoico | C
14:0 i3 dcido pentade canoico { C 15:0 j dcido
3-hidroxitetradecanoico (3-OH C 14:0), &cido cis- 9-hexadecenoico ( C
16:19), acido hexadecanoico ( (¢ 16:0 Y, acido cis-9,
10-metilhaxadecenoico ( C 17:04a ), acido hepta@ecanoico (C 17:0 ), acido

trans-39-octadecenoico ( C 18:19), dcido cis-ll-octadecenoico (C 18:]11],

dcido octadecanoico (C 18:0 ) ¥ Acido cis-9.10-metiloctadecenocico
( C 19:04)

19



MNo. de pico Identidad

Fig.1. Cromatograma del stondar de los acidos grasos de los ésteres metilicos
analizados en una columna capilar de siice fundido (30m x 0.25mm.),
con un espesor de capa de 0.25Am. ,velocidad lineal: 20 cm /sec.
Temperatura de la columna: calentamiento 4 min. a 120°C hasta 250°C
a 4°C/min. Temperatura del inyector :250°C, Temperatura del detector
250°C.La mezcla de esteres metilicos contienen un total de {0 mg/ml

en metil caproato
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Fig.2. Cromatograma de los dcidos grasos esterificados de Enter: r

aerogenes, analizados en una columna capilar de silice fundido (30m
x 0.25mm). Flujo de nitrdgeno: 5 mi/min.



Tabla 1. Principales acidos

a
aerogeneg.

grasos identificados de Enterobacter

No.

10
12
14

de pico

3-0H

Férmula del
acido graso.

]

QG G a6 n

16:0
17:04A
17:0
18:1g
18:1*
18:0
19:04

1

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
fac.

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

Nombre

dodecanoiecn (ac. laturico)
tetradecanoico (ac. miristico)
pentadecanoico
3-hidroxitetradecanoico

cis-9-hexadecenoico

palmitoleicn)

hexadecanoico (ac. palmiticni
ciz-9.10-metilhexadecenoico

heptadecanoico (ac. margdrica)

~trans-9-octadecencico (ac. aoleico)

cis-1ll-octadecennico (ac. eliidico)
octadecanoico fac. estedrico)

cis-9.10-metiloctadecencico.

I3 » L
a: Los dcidos grasos son enumerados de

acuerdo al orden de eluciodn de la

columna de cromatografia de gas-liquido.

[
48]
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Fig.3. Valores promedio en tiempos y dreas normalizadas en los dcidos grasos de

Enterobacter gerogenes.
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Los acidos grasos mds abundantes para Enterobacter aerogenes fueron el
dcido hexadecancica ( C 18:0 )con un drea promedio de 100 %, le sigue el

dcido cis-§,10-metilhexadecenoico ( C 17:0A) con un area promedio de

48.61 % . después la mezcla constituida por los 4cidos
trans-9-octadecenoico ( C 16:10 ) v cis-ll-octadecenoica ( C 18:111 ]
cuya 4&rea promedio es de 27.74 % ; en seguida el 4dcido
cis-9-hexadecenoico ( C 16:191 con un valor de area promedio de 22.40 %
¥ por ultimo el dcido tetradecanoico ( C 14:0 ) con un valor promedio de
drea de 20.90 %¥ ( Tabla 3 y Figura 3).

El andlisis estadistico descriptivo de media aritmética. desviacién
estdndar v coeficiente de variacidn para los tiempos de retencion de los
Acidos grasos celulares de Enterobacter aerogenes , muestra que el
primer dcido en eluir en la columna capilar fue el Adcido dodecannico cen
un tiempo promedio de 43.98 v una desviacidn estandar de 0.84, mientras
que su coeficiente fue el mds alto con un porcentai= menor al Z % : el
siguiente fué el dcido tetradecanoico con un valor de tiempo promedio de
70.17, una desviacidén de 0.95 v un coeficiente menor al 1.4 % , lo gue
refleja una alta reproducibilidad: le sigus el Acido pentadecancico con
un tiempo promedio de 84:97, una desviacidn estandar de 0.33 vy un
coeficiente de variacién menor al 0.5 % . considerdndose los valores de
tiempo de retencién del &cido graso, altamente reproducibles; enseguida
se encuentra el a&acido 3-hidroxidecanoico con un tiempo promedio de
90.53. una desviacidn de 0.22 v un coeficiente de 0.24 % ; después sigue
el &cido cis-9-hexadecenocico con un tiempo promedic de 96.01, una
desviacién de 0.19 v un coeficiente de variacion menor a 2 % ; le sigue
el Acido hexadecenoico con un tiempo promedio de 100 % , por lo cual fue
considerado como el acido graso de referencia: el siguiente en eluir fue
el dcido cis-9.10-metilhexadecenoico con un tiempo promedio de 111.96
v una desviacidn de 0.40 v un coeficiente de variacidn menor a 0.4 %
sigue el dcido heptadecanoico con un tiempo promedio de 114.80. con una
desviacién de 0.50 v un coeficiente de wvariacién menor a 0.5 % ;
posteriormente encontramos una mezcla formada por los acidos

trans-9-octadecenoico v cis-ll-octadecencico qgue muestran un tiempo

na
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promedio de 125.42, una desviacién'aaténdar de 0.7 v un coeficiente
de 0.53 % ; el peniltimo acido en eluir fue el scido octadecanoico con
un tiempo promedio de 128.80 y una desviacidn de 0.87, mientras gque su
coeficiente de variacién fue de 0.6 % y el Gltimo dcido en eluir fue el
cis-9, 10-metiloctadecenoico con un tiempo promedio de 140.60, una
desviacién de 0.88 y un coeficiente de variacidén de 0.63. (Tabla 2).
En general se ob- serva gque ningun coeficiente de variacidén es mayor al
2 % ; lo que lleva a afirmar que la identificacion cualitativa de los
dcidos grasos con base en sus tiempos de retencidn es una caracteristieca

estable v reproducible (Tabla 2 y Figura 4).

El Area de los dcidos grasos fue somstida al mismo tipo de analisis
estadistico. presentando para el acido dodecancico un &area promedio de
2.44, una desviacidn estdndar de 1.90 v un c¢oeficiente de wvariacidn
menor al 77 % : le sigue el acido tetfadecanoico cuva adrea promedio es
de 20.91 v su desviacidn es de 7.25 con un coeficiente de variacidn
menor de 35 % ; para el acido pentadecanoico el Area presenta un valor
promedio de 5.80, una desviacidn de 1.27 v un ceoeficiente menor de ZZ %:
le sigue el acido 3-hidroxitetradecanoico mostrandeo un wvalor de area
promedio de -15.70, una desviacidn estandar de 12.71 v un coeficiente
menor a 81 % ; el Acido cis-9-hexadecenoico presenta un valor de A&area
rromedio 2Z.40 con una desviacion estdndar de 7.80 v un ceoeficiente de
34 % : el Acido hexadecgnoico con un valor de &area de 100 % fue
considerado el &acido graso de referencia para este andlisis; para el
adcido cis-9,10-metilhexadecencico el A&Area promedic tiene un valor de
48.61, una desviacion de 5.22 y un coeficiente de variacién de menos de
11 % ; en seguida el &cido heptadecanocico presentd un area promedio de
4.30, una desviacidon estandar de 5.40 y un coeficiente de variacidn
mayvor al 100 % ; para el casoc de la mezcia formada por el acido
trans-9-octadecencico y cis-ll-octedecencico el valor de 4&rea promedio
encontrado es de 27.74, con una desviacidén de 11.02 ¥ un coeficiente de
variacién de 40 % ; mientras que el &acido octadecanoico presenta un

valor de &area promedio de 2.11, una desviacién estandar de 2.90 y un
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Tabla 2. Medidas descriptivas para los tiempos normalizados en los
Acidos grasos de Enterobacter aerogenes.

No. de pico Acido grasc T.N. D.E. C. Y MAX . MIN. .
3 C 12:0 435.98 0.84 1.90 44.84 42.10
7 C 14:0 T0.17 0.95 1.35 70.891 65.60
10 C 15:0 B84 .97 0.38 0.45 85.96 84.00
12 3-0H C 14:0 90.53 0.22 0.24 80.90 80.00
14 5 18:1g 96.01 0.19 0.19 96.2¢ 95.50
15 ¢ 16:0 100.00 0.00 0.00 100.00 100.00
17 & 17204 111.96 0.40 0.36 114.29 111.11
18 & 1720 114.60 0.80 0.43 116.96 113.70
22 C 18: 1? 125.42 0.687 .53 127.83 124.55

C 18:1

23 C 18:0 128.79 0.87 0.87 130.19 124.75
24 C 19:04 140.60 0.88 0.863 142.36 139.45

T.N. : Media del tiempo normalizado. D.E. : Desviacidn estandar.

C.V. : Coeficiente de variacion.
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coeficiente mavor al 100 % ; y por Gltimo el &dcido cis-9,10-metilocta-
decenoico muestra un area promedio de 14.53, una desviacidn estandar
de 5.32 v un coeficiente de variacién de 37 % ( Tabla 3 y Figura 5). En
general se observa que para cada a&cido graso existe una 4&drea
determinada, que depende del orden de elucidn de los compuestos,
reflejando la cantidad con que cada &cido graso se encuentra en la
bacteria: asi se observa que los 3 Acidos grasos mas abundantes son el
dcido hexadecanoico con un valor de 100 %3 el dcido
cis~9,10-metilhexadecenoico con un 48 % v la mezcla formada por los
dcidos cis-9-octadecenoico v cis-ll-octadecenoico con un 27 % (Figura
S g

A diferencia de la alta estabilidad en los tiempos de retencién. los
valores de las Areas de los dcidos grasos presentan fluctuaciones de un
analisis a otro: sin embargo. al obtenerr los intervalos se observa qus
a pesar de estas fluctuaciones , el valor d= &area para 4dcido graso es
ronfiable al chtenerse porcentajes por arriba del BO %, presgentandoze
para el 4dcido 3 hidroxitetradecanoico un rorcentaje mensr Vv oono
obteniéndose intervalo para los dcidas heptadscancics v octadecancico
por presentar un coeficiente de vari?cion superior al 100 %; los
factarez que rueden preoducir tal efecto, serdn abordadozs en la

discusion.(Tabla 4)



Tabla 3. Medidas descriptivas para las Areas normalizadas en los
dcidos grasos de Entercobacter aerogenes.

No. de pico Acido graso A_N. D.E. c.v. MAX. MIN.

3 C 12:0 2.44 1.90 76.98 9.25 0.28

7 C 14:0 20.91 7.25 34.66 42 .10 1.94

10 C 15:0 5.80 1.27 21.87 9.42 3.05

12 3-0H C 14:0 15.70 12.71 80.94 51.53 1.27

14 C 16:19 22.40 7.60 33.94 39.93 11.22

15 C 16:0 100.00 0.00 00,00 100.00 100.00

17 C 17:04 48.61 5.22 10.75 65.62 36.48

18 C17:0 4.30 5.40 125.54 44 .36 1.99

22 c 18:1) 27.74 11.02 39.74  42.78 0.16

C 18:1 _

23 C 18:0 2.11 2.90 137 .30 21.70 0. 37

24 C 19:04 14.53 5.35 37.07 B85 .59 2087

A.N. : Media del drea normalizado. D.E. Desviacidn estandar.
C.V. : Coeficiente de variacidn.
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Tabla 4. Intervalos de las areas normalizadas.

No. de pico Acido graso Intervalo Cromatogramas dentro
3 C 12:0 (0.54, 4.34) BO %
7 C 14:0 (6.41, 35.41) 93 %

10 C 15:0 (3.26, B8.34) 92 %
12 3-0OH C 14:0 (2.99, 28.41) 76 %
14 ¢ 16:1° (7.2, 37.8) 100 %
15 C 16:0 (100, 100) 100 %
17 C 17:0a (38.17. 59.05) 100 %
18 C 17:0

o7 (i 13-,1‘3 (5.7, 49.78) Q2 %

T
23 C 1R:0
24 7 19:0A {3.75. 25.31) 97 %

a . - v -+
a: Para los picos 3 v 12 el intervalo se calculd a partir de X = 5: para
e

los pizoe 7. 10, 14, 15. 17, 22 v 24 & pértir de ¥ = 23. Psrs loe picos

1R v 23 no sge contruvd intervale por presentar un roeficiente  de

varizcion svperior al 100 %
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DISCUSION.

La utilizacidén de una columna capilar de gilice fundido para Ja
identificacidén de los &Acidoes @rasoe celulares de [Epnterobacter
enes., permitis llevar acabo una completa separacidén de los
compuestos. va que una caracteristica de esta columna es la capacidad de
resolver isdémeros de los Acidos con la misma longitud de carbonos en la
cadena, los isdmeros igo vy anteiso en otro tipo de columna pueden
coelulr apareciendo como un pico en el cromatograma. sin embargo. en una
columna capilar estos isdmeros asi como los derivados hidroxiladas.
caracteristicos de bacterias Gram negativas. como en el caso dz]

presente trabajo, son separados completamente.

La elucidn de los Acidos grasos Dbacterianos requirid de un tiempo

aproximado de 30 minutos para la separacidn ccmpleta de log compuestosz,

1Ry

este tiempo de elucidn caracteristico le dz a la cromatografia de gases
un gran valor en la identificacidn de bacterias. reduciéndn
considerablemente el tiempo en el proceso. en relacidn a lasz técnicas

tradicionales de identificacidn

El tiempo de retencién es una caracteristica gprimordial en el
andlisis cromatozgrdfico, va que a través de él se pudo identificar cada
uno de los componentes de la mezcla problema a nivel cualitativo, asi se
observd que el tiempo de retencién es caracteristico v 1tnico para cada
dcido graso de Entergbacter aerogenes y que éste se incrementa de
manera directa con el aumento en el nUimeroc de'carbonos de la caderia. La
identificacién de los picos separados fué establecida por comparacién de
los tiempos de retencién de la muestra problema con aguellos de una
mezcla patrédn que se inyectd diariamente, ambos se realizaron bajo las
mismas condiciones de operacidn cromatogriafica. En general, la
ocurrencia de los diferentes dcidos grasos identificadosz v su cantidad

3
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aparecen constantes en cada muestra inyectada.

Cada wuno de 1los picos de 1los &zidos grasos identificados pars

Enteobacter azercgenes, corresponden a cadenas lineales saturadas e

insaturadas, caracteristicas de enterobacterias. Los dcidos
tetradecanoico ( C  14:0 1) , cis-89-hexadecenoico ( C 16:1g ¥y
hexadecanoico ( € 18:0 ) , cis-9, 10-metil tilhexadecenoico (C 17:0 ]
vy la mezcla formada por los acidos trans-9-octadecencico v

cis-ll-ceotadecencico aislados en la presente investigacidn, corresponden
a los Acidos grasos mas abundantes, lo cual concuerds con trabajos
anteriores. por lo gque se han establecido como caracteristicos para ls
familia Entercbacteriaceae por diversos autores como Boe v Gjierde (7},
Cechini v  brien (14} v Hausler v Richter (2Z9), permitiendo incluir a

Entercbacter asrogenes dentro de esta familia.

A través del andlisis de los porcentaies de los tiempos de retencidn.

ze pudo establecer la oresencia de 12 acidos grasos para terobacter
aerogenes. los cuales conforman su perfil lipidico en 21 que no se
cheerva iraslape de vicos. va que AaLos fuercn diferenciados
pverfactaments. presentando un tiempo caracteristicon para cada acido

grasco. €1 cual mantuvo su constancia sin variaciones signiricativas d=

-

un andligis a otro (Tabla Z° v Figura 4:v

Lz antericor nos lleva a establecsr agus dadc gus las condicionss de
operacion cromatogafica © e mantuvieron constantss, permitisndo la
elucidn diferencial de los componentes a travis dz la columna. El tiempno
que tardan los diferentes compuestos en emigrar a través de la columna
depende=, en gran medida de la fase estacionaria emplesada, va gue ésta es
la Ynica parte activa de la columna. Este proceso se observa como una
serie de particionss donde la muestra pasa a la salucidn & es adsorbids
en la fase estaciocnaria y subsecuentemente es vavorizada. La afinidad de

la muestra con la fase estacionaria da =1 t npo &n gque los componentes
le

ie
individuales d= la mezcla permanscen =n la

columna. es dacir.



compuestos con menor afinidad eluyen primerc y los de mayor afinidad
salen al final. Sin embargo debe tomarse en cuenta que el orden de
elucion de los compuestos también se incrementa con el numerc de
carbonns presentes en la cadena, aunado a esto el orden de elucidn
también se ve afectado por el aumento en la polaridad de los compuestos
durante el proceso de metilacidn, por lo gque &cidos grasos con menor
nimero de carbonos eluyen después gque aguellos con mavor numero de
carbonos,. como el caso del dcido 3 hidroxitetradecancoiceo con 14 atomeos
de carbono gue aparece después del Acido pentadecanoicce con 15 dtomos de
carbono, sin embargo. los &cidos grasos insaturados con  isomerias
geométricas aparecen antes que los lineales saturados con el mismo
nimero de &tomocs de carbono. Asi al evaluar el andlisis cualitative
de los acidos grasos como un procedimiento vara la identificacidin d=

bacterias Gram negativas, =& ohserva gus el métods empleads results =2

el adecvado v que la composicidn de los Acidas gr
rara cada especie, obteniéndose resultados confiab
cromatagrafico v aunque las bacterias sufren alteraciones

composinidn d= sus

~idos grasos  tiende CONServarse.
1

A
Ahmad 2y, Deez 1171, Gonzdlez (Z25). Gusrrant 128

Lo anterior solo da una caracterizacidn cuvalitativa respecto a las ore

sencia de los &dcidos grasos. la cual no =2s5 del todo suficients vars
definir el perfil lipidico de bacterias. siends necesaric rezalizar un
andlieis cuantitativo de las &reas de los viceos. presentados coms un
porcentads del total de las dreas de los picos de los adcidos graszos.

para de esta manera determinar su abundancia relativa.

Al observar los resultados obtenidos a través del andlisis de la

n

’
areas. se establece gue el Adcido graso mds abundante para & ote
aerngenes fue el acido hexadecancico ( C16:0) v que zl mismo tiempo es

el gue le ubica dentro de la familia Enterobacteriaceae.
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Los valores de coeficiente de wvariacidén muestran gque los Acidos
dodecanocico ( C 12:0 ), 3-hidroxitetradecanoico ( 3-0H C 14:0 i
heptadecanocico ( C 17:0 ) ¥ Gctadeéanoico ( C 18:0 ) son loas que
presentan una alta variacidén en su abundancia, ya que el coefiente de
variacién es mavor al 70 #%. lo que refleja que los datos son muy
dispersos, sin embafgo, los 8 &cidos grasos restantes tienden a ser mas
estables, lo cual se ve reflejado en sus coeficientes de variacion que

se encuentran por debajo de este wvalor (Tabla 3.

Se analizaron los porcentajes de los datcs normalizados en relacidn a

+ .
los limites establecidos (X - 2S) v se ohservéd que para los A&cidos

tetradecanoico. ventadecanoico. cis~-%-hexadecennizn. hexadecannico.
2is-9.10-metilhexadecencico. la mezcla formada por los Acidos
trans-9-ectadecenoice v cis-1l-octadecencico v el Anidea
cis-9.10-metiloctadecenoico existe una alta reproducibilidad . va que en

todos ellos se presentd un porcentaje surerior al 9 % de cromatogramas
dentro de los limites ( Tabla 4). Para el casc de los &=

dodecanonico v 3-hidroxitetradecanonicc, su reproducibilidad es d=1
v 76 % respectivamente y aunque se pueden considerar que son altos
también se puede pensar gque en alsun raso de la técnica puedieraon
haber sido ‘afectados. Para. el caso de los 4cidos heptadecanoica vy
octadecanaico no se construyd intervalo por pressentar un coeficiente de

variacién superior al 100 % .

Aunque algunos autores como Goran (27) indican gque los acidos grasos
son componentes basicos de los lipidos de todos los microorganismos y que
el &drea de éstos depende de la cantidad de muestra invectada, la
variacidn en el &drea de los distintos &dcidos erasos analizades en el
presente estudio, no se adjudica a este factof, debido a que se mantuveo
controlado v ademas esta variacién no se presentd en todos los
cromatogramas ni en todos los ricos, sino solamente en cuatro Acidos
grasos que varian de manera considerable. Por lo tanto. esta wvariacidn se

atribuye principalmente a 1la heterogeneidad en la abundancia de los



dcidos grasos celulares de Enterpobacter aerogepnes como lo sefialan Starr
(50) v el Manual de Bergev's (36), también se puede deber a que son
lipidos wvariables a nivel de ruta metabdlica en esta bacteria, Moss y
colaboradores en 1980 .(4?] sefialan que existen 4dcidos grasos en los
diferentez grupos bacteriancs gque tienden a presentar alteraciones en su
abundancia comc respuesta a la regulacidn genética en la construccidn de
lipidos celulares en microorganismos. la variacion espacial v
temporal en 1la abundancia de los lipidos celulares es un campo aun

incierto v gue requiere de una ardua investigaciodn.

La presencia de cadenas lineales saturadas e insaturadas. asi como
metiladas e hidroxiladas encontradas en este trabajo. concuerdan con lo
reportado por Boe v Gierde (7) v Cechini v O brien (14). guienes
mencionan la auszencia de cadenas ramificadas. roliinsaturadas v

oxigenadas para la familia Entercbacteriaceae.

Los cromatogramas obtenidos durante el presente trabajo, asi como los
resultados estadisticos completos. se encuentran depositados en el
lakoratcorio de bacteriologia ambiental, como rarte del provectn de
Conservacion v Mejoramiento del Ambient?,-en la Unidad de Investigacisn
de la EMEP Iztacala.
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COMNCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluve:

I

El analisis de los ésteres metilicos de los &cidos grasos celulares

de Enterobacter aerogenes por el método de cromatografia gas-liguiden
puede ser considerado como uno de los métodos mds rapidos. altamentes
repvroducibles e inalterables cuvos resultados son procesados tanto a
nivel de identificacidn como clasificacidn. con la limitante d= agu=
falta profundizar adn mas en la investigacidn sohre la regulacidén en
sintesie de lipidos bacterianas. a nivel bioguimice v gengtics pars

determinar las variaciones en los diferentes acidos grasos.

IIV El anidlisis de los lipidos hacterianos. =n el presente estudic.

no  solo tiene su aplicacidn en el Area quimictaxondmica. sins ane
también pone de manifiesto la composicion de los metil éstere
los &cidos grasos celulares de Enterobacter aercgenss
vez (hasta donde sabemos con  base en la revisidn biblio
ca contribuyvendo al conocimiento de  esta célula bacteriana a

‘nivel bioguimico.

IIT Los resultados de este estudio demuestran gue la especie analizada

contiene dcidos grasos del tipo de cadena lineal saturada
v monoinsaturada f(con sus dobles ligaduras en su mayorig con
configuracidén eeométrica cis y pocos en trans, ademds de la
formacién de anillos ciclopropanos). Esta compesicién quimica
caracteristica distinegue invariablemente la familia de otras
bacterias Gram negativas y puede ser usada comoc un medio totalmente

exacto para la identificacidén de esta familia.
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1V) E= importante tomar en cuenta gquc para mantener una alta
reproducibilidad en los resultades, es preciso mantener constantes
las condiciones durante el desarrollo de la técnica v del andlisis
cromatografico, sin dejar de considerar factores como el tiempo de
vida media de la columna, ya que a pesar de que la separacidén en
las columnas cromatograficas, como la de silice fundido utilizada
en el presente trabajio, es muy alta, la eficiencia se ve afectads

por el uso intensive de la misma. provocando asi variacionss en

lng resultados.

V) La composicién de los &dcidos grasos de Enterobacter aerogenss es
altamente especifica. rvor lo que los andlisis cualitativeos v cuanti-
tivoé pueden ser adaptadoes en laboratorios. gue posean el instrumen-
tal adecuado. constituvendo un ceriterioc adicional muy wvalioso para
la diferenciaciin de especies v servir como un método rapido v alta-
mente reproducible rara rutinas de identificacidén a en diversos
sectores como : el clinico. el sanitario. el alimenticio v el

biotecnoldgico, asi como en trabajos de investigacidn.
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