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El preaenta trabajo de t•sia forma parte de la linea de 

investigación : Identificación de bacterias por cromatografía, 

de gases que se está desarrollando en el laboratorio de 

de Bacteriología del Proyecto de Conservación y M~jor'l.miento 

del Ambiente fCyMA .1, que se ubi1~aa en la Unid"l.d de 

Investigación de la E . N. E. P. Iztacala-UNAM. 

El presente trabajo de tesis forma parte de la linea de

investigacion : Identificacion de bacterias por cromatografía,
de gases que se está desarrollando en si laboratorio de
de Bacteriología del Proyecto de Conservacion y Mejoramiento

del ambiente fflyfläj, que se ubicaa en la Unidad de
lnvestigacion de la E. N. É. P. lztacala-UNHH.



l. RES!JHF.N 

El objetivo principal de esta investigación es la 

los ácidos grasos celulares de la especie EntProbªrter 

13048) usando para este fin el método analítico de 

determinRri6n rlP 

a~ro11~nes IATCC 

la cromatografía 

gas-líquido y como carácter taxonómico el contenido de sus ácidos grasos . 

El método de la cromatografía gas-líquido se basa en la retención, 

relación y concentración de los ácidos grasos contenidos en la céluli3 

bacteriana Los ácidos determinados en formd de ésteres metílico~~ son 

comparado E: contra un patrón o estándar const i tu id(J por una mez r:- l" dP 

ésteres metí 1 icos de ácidos grasos bacterii3nos . las mi sm.:18 

condiciones de operación, tomando como base li3 comparBción ent.r"' 10s 

tiempos de retención de los ácidos grasos de EnV•rrobartPr 

obtenidos a tri3vés de una previi3 liofilización y esterificación. con el 

E<stándar. 

El análisis cromatográfico dió como resultado una serie de cromatogra-

gramas característicos de Eoterobacter aerooeoes observándose la 

presencia de 12 ácidos grasos celulares permitiendo diferenciarla de una 

manera clara y precisa de otras especies bacterianas. 

1. RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion es la determinacion de

los ácidos grasos celulares de la especie Enterohaatar aeroflenas IATCÚ
13048) usando para este fin el método analítico de la cromatografía
gas-liquido y como carácter taxonómico el contenido de sus acidos grasos.

El me-todo de la cromatografía gas-liquido se basa en la retencion,
relación y concentracion de los acidos grasos contenidos en la celula
bacteriana . Los acidos determinados en forma de esteros metilicos son
comparados contra ini patrón tu estandar constituido gmc* una mezcìa de
ésteres metilicos de acidos grasos bacterianos. bajo las mismas
condiciones de operacion, tomando como base la comparacion entre los
tiempos de retencion de los os grasos de Enterohacter aerogenesJ .
obtenidos a través de una previa liofilizacion y esterificación. con el

fl¬ IO|-I'-|› -'I

estándar.

El analisis cromatografìco dió como resultado una serie de cromatogra-
gramas caracteristicas de  r aenoeenss observándose la
presencia de 12 ácidos grasos celulares permitiendo diferenciarla de una
manera clara y precisa de otras especies bacterianas.
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2. INTRODUCCION 

En los ültimos afias se han incrementado los problemas de contaminación 

causadas por microorganismos, por lo tanto, la importancia que éstos 

tienen como agentes contaminantes recae en los problemas que causan 

en la industria alimentaria y farmacéutica. entre otras, además dA 

encontrarse en cuerpos de agua tanto recreacionales como residuales. En 

el caso particular de las bacterias, el desarrollo y la transferencia de 

la tecnologia en nuestro pais abre las puertas para incrementar la 

investigación bacteriológica dentro de las áreas: clínica 

t.epidemiológir,;, y sanit;,rial, alimenticia, agrícola y ecológica 1.agua. 

tierra y aire\ . Es asi. que los procesos de identificación 

tradicionales se están sustituyendo por métodos que requieren dF-

menor tiempo en el proceso. siendo la cromatografía de gases uno da l~A 

métodos que ofrecen mejores r~sul tados. así como un<:i de los más 

utiliz.odos. 

La identificación y cla~ificación de las b~cterias es uno de los 

problemas que ofrecen mayor dificultad en la microbiología, pues 

mientras en la mayoría de los grupos la identificación se basa en las 

cara.::teristicas más fácilmente observables en las ba.::ter ias este 

.::riterio no es satisfactorio. En la actualidad la taxonomía de bacterias 

se basa en atributos funcionales y en la práctica se ha demostrado que si 

bién los métodos de identificación bioquímica proveen una amplia 

información , en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no se 

11tilizan totalmente, además implican mayor ~rabajo de laboratorio con 

mayor consumo de tiempo en el proceso, sobre todo en sectores como el 

el ínico, e 1 de ingeniería sanitaria el de análisis de calidad del 

agua y la industria alimentaria; es así que se han desarrollado 

métodos alternativos como la qumiotaxonomia, la cual proporciona ventajas 

como menos tiempo, métodos más sencillos y mayor exactitud. Hasta 

ahora se han realizado diversos trabajos sobre quimiotaxonomia de 

2. INTRODUCCION

En los últimos años se han incrementado los problemas de contaminacion
causadas por microorganismos, por lo tanto, la importancia que estos
tienen como agentes contaminantes recae en los problemas que causan
en la industria alimentaria y farmaceutica. entre otras, además de
encontrarse en cuerpos de agua tanto racreacionales como residuales. En
el caso particular de las bacterias, el desarrollo y la transferencia de
la tecnologia en nuestro pais abre las puertas pera incrementar la
investigacion bacteriologica dentro de las areas: clinica

(epidemiológica if sanitariai, alimenticia, agricola 11 ecologica Iagua.
tierra y aireì. Es asi. que los procesos de identificacion
tradicionales se estan sustituyendo por métodos que requieren de
menor tiempo en el proceso. siendo la cromatografía de gases uno de los
metodos que ofrecen mejores resultados, asi como uno de los mas
utilizados.

La identificacion y clasificacion de las bacterias es uno de los
problemas que -ofrecen mayor dificultad. en M microbiologia, pues
mientras en la mayoria de los grupos la identificacion se basa en las
caracteristicas mas facilmente observables en las bacterias este
criterio no es satisfactorio- En la actualidad la taxonomía de bacterias
se basa en atributos funcionales y en la práctica se ha demostrado que si
bien los metodos de identificacion bioquímica proveen una amplia
informacion, en ocasiones por razones tecnicas y de tiempo no se
utilizan totalmente, además implican mayor trabajo de laboratorio con
mayor consumo de tiempo en el proceso, sobre todo en sectores como el
clinico, el de ingenieria. sanitaria , el de analisis de calidad del
agua y la industria alimentaria: es asi que se han desarrollado

metodos alternativos como la qumiotaxonomia, la cual proporciona ventajas
como : wenos tiempo, metodos más sencillos y mayor exactitud. Hasta
ahora se han realizado diversos trabajos sobre ouimictaxonomia de
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diferentes géneros y especies de la familia Enterobacteriaceae, así como 

de otras familias como son: Pseudomonadaceae, Vibrionaceae y algunas 

levaduras (7, 9, 10, 14, 19, 29, 52), analizándose con mayor frecuencia 

moléculas de primordial importancia como son los polisacáridos, 

aminoácidos y en especial los diferentes lípidos. La técnica que ha 

demostrado ser más promisoria en la identificación y clasificación de 

bacterias, a través de la determinación de sus á·~idos grasos, es la 

cromatografía de gases. Esta técnica consiste en la separación de los 

componentes volátiles de una mezcla, por medio de la elución de 

éstos a través de una columna capilar de sílice fundido 120, 21, 251. 

2.1. CARACTERISTICAS DEL GRUPO. 

Los microorganismos de la familia Enterobacteriaceae son bacilos 

facultativos Gram negativos que fermentan la glucosa. Son oxidasa 

negativos, reducen los nitratos a nitritos ( excepto algunas especies de 

los géneros Enterobacter y Klebsiella) y no requieren cloruro de sodir; 

para su desarrollo (40.l Las bacterias entéricas son no esporuladas. 

anaerobias y aer.obio facultativas. Algunas forman cápsula y otras corno 

Enternbacter.- producen con frecuencia un -.mucilago flácido. La mayoría de 

las bacteria entéricas son móviles debido a la presencia de flagelos 

perítricos. El tamaño de las células aisladas varia un poco, pero está 

dentro del intervalo de 1.0 a 1.5 X 2.0 a 6.0 µm y apareren en pAr~iqs n 

aisladas 1231. 

La mayoría de las enterobacterias se desarrollan en los medios 

comunmente empleados en laboratorios de microbiología clínica, utilizando 

una única fuente de carbono. Algunas mue~tras con enterobacterias 

requieren ser cultivada6 en agar chocolate o en agar sangre (40l. La 

glucosa es utilizade de manera fermentativa con formación de ácido o de 

ácido y gas; además dan una reacción negativa a la oxidasa (21). 
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EflLEIEhHflLfiIfProducen con frecuencia un mucilago flacido. La mavoria de
las bacteria entericas son móviles debido a la presencia de flagelos
peritricos. El tamaño de las celulas aisladas varia un poco, pero está

dentro del intervalo de l.Ú a 1.5 H 2_ü a ó_ü Um v aparecen en perdido fi

aisladas (231.

La mavoria de las enterobacterias se desarrollan en los medios
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ácido v gas; además dan una reacción negativa a la oxidasa (21).

3



Los miembrcs de la familia Enterobacteriaceae se iden~iiican por prup-

bas bioquímicas que se efectúan a través de diversos métodos, 

incluyendo una gran variedad de sistemas comerciales Las pruebas de 

fermentación de adonitol, arginina dihidrolasa, utilización de citrato, 

DNAsa, gas a partir de glucosa, ácido sulfúrico, producción de indol, 

lisina descarboxilasa, fenilalanina desaminasa, fermentación de sacarosa. 

ureasa y Voges-Proskauer son suficientes para la identificación de la 

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

El género EntF<robar·tAr es un grupo homogéneo de microorganismos. La 

mayorí<:t de las especies de Enterobacter se caracterizan por pruebaA 

positivas para citrato, gas a partir de glucosa, ornitina descarboxilasa. 

Voges - Proskauer y fermentación de sacarosa y otros azúcares 140\. 

se encuentra ampliamente distribuida en la 

naturaleza; se considera no patógena, con frecuencia inmóvil y por ln 

genera 1 encapsulada. Al contrario de otros microorganismos de 1 mi smn 

grupo, la prueba de rojo de metilo es negativa y la de Voge2. 

Proskauer es positiva; utiliza los citratos como única fuente de carbono. 

produce indol en caldo pept'ona. ferment·a la glu.cosa, la galactosa la 

lactosa. la levulosa, la arabinosa, la maltosa. la rabinosa y el inositol 

con producción de ácido y gas; no licúa la gelatina y se desarrolla de 

manera aerobia a una temperatura de 30 "C. 113). 

2.2. IMPORTANCIA CLINICA DEL GRUPO. 

Las enterobacterias están ampliamente distribuidas en plantas, en 

suelos. en el intestino humano y en animale's de sangre caliente. Se 

"'ncuentran asociadas a muchos tipos de enfermedades e infecciones 

4 

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae se identifican por prue-
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[il-CI |..I- -ELCJDflåsa, gas a partir de glucosa, sulfúrico, producción de indol,
lisina descarboxilasa. fenilalanina desaminasa, fermentación de sacarosa.
ureasa v Voges¬Proskauer son suficientes para la identificación de la
mayoria de los aislamientos a nivel de genero y de especie (40).

El género Eflififlflhãilcr es un grupo homogéneo de microorganismos. La
mavoria de las especies de EnLfiIflhflflIflI_ se caracterizan por pruebas

positivas para citrato, gas a partir de glucosa, ornitina descarbcxilasa.
Voges - Proskauer v fermentación de sacarosa v otros azúcares f4ü)-

Entqgqhgrpqg aggggeneg se encuentra ampliamente distribuida en le

naturaleza; se considera rn: patogena, con frecuencia inmóvil ir por lo
general encapsulada. Al contrario de otros. microorganismos del mismo
grupo, la prueba de rojo de metilo es negative 1: la de Voges ~
Proskauer es positiva: utiliza los citratos como única fuente de carbono.
produce indol en caldo peptcna. fermente la glucosa, la galactosa , la
lactosa. la levuìosa, la arabinosa, la maltosa. la rabinosa y el inosito]
con producción de ácido y gas; no licúa la gelatina y se desarrolla de
manera aerobia a una temperatura de 30 °C. (13)-

2-2. IMPÚRTANCIA CLINICH DEL GRUPO.

Las enterobacterias están ampliamente distribuidas en plantas, en
1 a 1 Í ,suelos, en el intestino humano 1.-' en animales de sangre caliente. Se

encuentran asociadas a muchos tipos cha enfermedades ee infecciones

4



humanas: abcesos, neumonia, meningitis, septicemia e infecciones 

intestinales, urinarias y de heridas. Las enterobacterias son un 

componente intestinal normal, pero son poco frecuentes en otros órganos 

del ser humano. Algunas personas enfermas son infectadas con frecuencia 

por enterobacterias, siendo una causa 

intrahospitalarias, constituyendo el 80 

significativos de bacilos Gram negativos 

aislamientos clínicos significativos (40). 

y 

importante de 

% de los 

el 50 % 

infecciones 

aislamientos 

de todos los 

Enterobacter aero.genes se encuentra en la leche. en los granos de 

~lgunos cereales y en el conducto intestinal. 

encuentré\ cc•mc• agente infeccioso en la 

Son raras las veces que se 

comunidad y pueden ser 

responsables de varias infecciones 

113. 23)~ 

nosocomiales asociadas a hospitales 

2. 3 LIPH•JS EN LA CELULA BACTERIANA. 

La célula bacteriana. tiene una composición bioquimica muy 

caracteristica en donde el agua es el ma~or componente de la masa celular 

13, 50, 51\. La detección de componentes únicos y la medicion de la 

proporción relativa de las sustancias comunes se incrementa como una 

herramienta más en la identificación y clasificación de bacterias y otros 

microorganismos como amibas, hongos y algas (18, 30, 38, 44). 

Los lipidos son insolubles en agua y solubles en solventes orgánicos. 

Los lípidos se han subdividido arbitrariamente en saponificables y no 

saponificables, los primeros son por lo generé\l ésteres 

carbo:-:ílicos del glicerol, los cuales son rápidamente hidro 1 izados: los 

lipidos no saponificables no se hidrolizan y generalmente no son ésteres. 

Los saponificables son subdivididos en lipidos simples grasas y ceras 

y lípidos complejos (fosfolípidos, lipopolisacáridos y lipcproteinas 
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humanas: abcesos, neumoniaa meningitis, septicemia. e infecciones
intestinales, urinarias v de heridas. Las enterobacterias son un
componente intestinal normal, pero son poco frecuentes en otros órganos

del ser humano- algunas personas enfermas son infectadas con frecuencia
por enterobacterias, siendo una causa importante de infecciones
intrahospitalarias, constituyendo el BU K de los aislamientos

significativos de bacilos Gram negativos v el 50 'lá de todos los
aislamientos clinicos significativos lcüj.

En,t.c_l::o_b_&cLE:J: flflnuäenfiä se encuentra en la leche _ en los granos de
algunos cereales y en el conducto intestinal. Son raras las veces que se

encuentra como agente infeccioso en la comunidad p pueden ser
responsables de varias infecciones nosocomiales asociadas a hospitales
ri3. 231;

2.3 LIPIH15 EN LH CELULH EaCTERInNå.

La celula `bacteriana, tiene una composición bioquímica muy
caracteristica en donde el agua es el mayor componente de la masa celular

f3, EU, 511. La detección de componentes únicos 5: la medicion de la
proporción. relativa -de las sustancias -comunes se incrementa como 'una
herramienta mas en la identificación v clasificación de bacterias F otros
microorganismos como amibas, hongos v algas $15, EU, BE, 441-

Los lípidos son insolubles en agua y solubles en solventes organicos.

Los lipidos se luni subdividido arbitrariamente emi saponificables 5: no
saponificables, los primeros son por I lo general ésteres
carbomilicos del glicerol, los cuales son rápidamente hìdrolìsados; los
lípidos no saçonificables no se hidrolisan y generalmente no son esteres.
Los saponificables son subdivididos en lipidos simples { grasas v ceras 1
y' lípidos complejos {fosfolipid-os, lìpopolìsecáridos 3' lipcproteinae J'
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(14, 24) . Los lípidos salvo pocas excepciones, no forman polímeros y no 

son exactamente clasificados como macromoléculas. Las grasas son 

químicamente glicerol ésteres de ácidos grasos (33) . 

Los lípidos y los ácidos grasos celulares se encuentran en t ocfos los 

microorganismos, excepto en cierto tipo de virus . Este tipo de compuestos 

están presentes en las bacterias y se han analizado por cromatografía 

de gases, más que otro tipo de componente bioquímico . debido a su 

estabilidad y abundancia en la pared celular (26, 42, 49). 

Los componentes lipídicos que actualmente s o n an-'i l i::"ld ·)3 po r 

cromatografía de gases, son los ésteres metílic os de los ácidos grasos o 

menos frecuentemente los ácidos grasos libres, t riglicéridos, aldehído s 

grasos , alcano s y esteroles 11 , 33, 46l . Esta t~cnica ha sido apli c ad a a 

células bac terianas, ya que presentan una cc•mpo sicion química muy 

similar: es característica en ellas la presenc ia de hidró geno, carbo no y 

nitrógeno, aunque en menor proporción inc luyen e lemento s c omo s odi o . 

potasio, calcio, magnesio y algunos metales como zinc y manganeso . Po r 

otro lado la ~omposición de los ácidos grasos celulares es una 

característi~a estable, ya que siempi·e s e enc uentran presentes sin 

sufrir alteraciones. obteniéndose así resultados muy confiables en e 1 

análisis cromatográfico ; y aunque las bacterias sufren alterac i o nes 

genéticas , la composició n de sus ácidos graso s tiende a conservarse 12, 

5' 17 ' 28' 50' 51 ) . 

El análisis de los lípidos por cromatografía gas-líquido en la 

actualidad esta bién establecido en la taxonomía bacteriana y ha provisto 

de características para la clasificacción e' identificación de 'muchos 

géneros de bacterias como lo indican Athayle (6) , siendo necesaria una 

alta selectividad y sensibilidad en este tipo de métodos . La 

cromatografía de gasee es una herramienta ideal para detectar á c idos 

grasos bac terianos y una gran cantidad de productos metabólico s con un a 

mínima cantidad de muestra , l o cual constituye una ayuda invaluable en 

6 

(14, 24) _ Los lípidos salvo pocas excepciones, no forman polímeros y no
son exactamente clasificados como macromoléculas. Las grasas son
químicamente glicerol ésteres de ácidos grasos (33) ,

Los lipidos v los ácidos grasos celulares se encuentran en todos los
microorganismos, excepto en cierto tipo de virus. Este tipo de compuestos
están presentes en las bacterias y se han analizado por cromatografía
de gases, más que otro tipo de componente bioquímico. debido a su
estabilidad y abundancia en la pared celular (26, 42, 49).

Los componentes lipidicos que actualmente son analizados por
cromatografía de gases, son los estores metilicos de los acidos grasos o
menos frecuentemente los ácidos grasos libres. triglicéridos, aldehidos

U' 'LC' 1grasos, alcanos y esteroles fl, 461. Esta tecnica ha sido aplicada a
células bacterianas, ya que presentan una composición quimica muy
similar; es caracteristica en ellas la presencia de hidrógeno, carbono F
nitrógeno, aunque enl menor- proporción incluyen elementos como sodio.
potasio, calcio, magnesio y algunos metales como zinc y manganeso. Por
otro lado la 'composición de los acidos grasos celulares es una
caracteristica estable, ya que siempre se encuentran presentes .sin

sufrir alteraciones, obteniéndose asi resultados muy confiables en el
análisis cromatografico; y aunque› las bacterias sufren .alteraciones
genéticas, la composición de sus acidos grasos tiende a conservarse E2.
5, 17, 23, 50, 51].

El analisis de los lipidos por cromatografía gas~liquido en la
actualidad esta bién establecido en la taxonomía bacteriana v ha provisto
de caracteristicas para la clasificacción e' identificación de 'muchos
géneros de bacterias como lo indican Athayle (6), siendo necesaria una
alta selectividad 1.' sensibilidad en este tipo de metodos, La
cromatografía de gases es una herramienta ideal para detectar ácidos

grasos bacterianos v una gran cantidad de productos metabólicos con una
minima cantidad de muestra, lo cual constituye una ayuda invaluable en
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la clasificación y en el establecimi.ento de relaciones taxonómicas de 

microorganismos. El uso de este método se extiende cada dia más debido a 

que es una rutina rápida e invaluable para la clasificación otra 

ventaja es la alta sensibilidad y especificidad obtenidas en los 

resultados en corto tiempo, así como la posibilidad para muchos 

laboratorios de usar este procedimiento, ya que en la práctic8 se ha 

demostrado que los métodos de identificación bacteriana proven una 

amplia información que por razones 

trabajo en el laboratorio, sin 

técnicas y de tiempo imp 1 lean mayor 

embargo la utilización de pruebas 

bioquímicas sigue siendo extensiva, y anque se han acelerado los 

procesos de identificación a través de micropruebas bioquímicas y una 

gran variedad de sistemas comerciales !como el API l la identificación aun 

es complicada, pues en el fondo se utiliza el mismo principio 

esto que el método de identificación por cromatografía de gases de ácidos 

grasos y productos metabólicos se ha constituido como una herramienta 

Gtil para la identificación de microorganismos. 

El análisis de los ésteres metílicos de los ácidos grasos en bacterias 

por cromatografía de gases se esta utilizando en la actualidad como un 

método taxonómico aplicando siempre .nuevos avances en las columnas 

cromatográficas eincrementando asi la sensibilidad y resolución en estas 

separ'l.ciones. 

la clasificación 1,* en el establecimiento de relaciones taxonómicas de
microorganismos. El uso de este método se extiende cada dia mas debido a
que es: une. rutina rápida. e invaluable para 1a <:1asificaciónL , otra
ventaja es la alta sensibilidad v especificidad obtenidas en los

resultados en corto tiempo, asi como la posibilidad para miichos
laboratorios de usar este procedimiento, ya que en la práctica se ha

demostrado que los metodos de identificación bacteriana proven una
amplia información que por razones tecnicas v de tiempo implican mayor
trabajo en el laboratorio, sin embargo la utilización de pruebas
bioquímicas sigue siendo extensiva, F anque se han acelerado los
procesos de identificación a través de micropruebas bioguimicas 1: una

gran variedad de sistemas comerciales ¿como el HPII la identificación aún
es complicada, pues en el fondo se utiliza el mismo principio , es por
esto que'el metodo de identificación por cromatografía de gases de acidos

grasos ir productos metabólicos se ha constituido como una herramienta
útil para la identificación de microorganismos-

El analisis de los esteres metilicos de los acidos grasos en bacterias

por cromatografía de gases se esta utilizando en la actualidad como un
metodo taxonómico aplicando siempre _nuevos avances en las columnas
cromatograficas eincrementando asi la sensibilidad p resolución en estas
separaciones-



3. ANTECEDENTES 

Jame e y Hartin son los en 

sobre cromatografía de gases en 

primeros investigadores 

1956, desarrollando un 

tr<1b<1jar 

detector 

de alta sensibilidad en la separación de compu;:.stos químicos ( 32 1. 

También en ese mism<J año, .James y Hartin son los primeros en realiz<1r 

un análisis por cromatografia gas-liquido para determin<1r ácidos grasos 

bacterianos < 33 ·1. Abel tl al en 1963 < 1) introducen la 

cromatografía gas-líquido para determinar especi~::.: de le. f'1mi 1 i a 

Enterobacteriaceae. Para. 1967 Kaneda 1351 estudia la producci~n dP 

ácidos ª ,rasos de diferentes 

cromatografía gas-liquido. En 

dift::renciar Esr·h.,.riehia ml.i de otr·as bai:-terias. >"'.Ir i:-r(•m,,t.•'.J t?r.'lti'l rJ ,_ 

gases. Por su par·te Brooks tl aJ.. P-n 1989 r 111 h;;.G"'n una diferenci'1 ·:-i0n 

entre Cloe:t-.rlrljnm f;r1rd~lli y r.JnP:tridinro bífRrm.=.ntrin.~ rJ tr~v~:::: di=- ~F.t: . ,:, 

técnica. Hoss tl al 1;;n uno r 4.3 1 

en 

Brooks tl al 

diferentl':s 

re.'l.lizan 

especies 

un 

de c12l. En 1873. Amsr.ein y 

Hartman dt-.terminan la composición de los ácidos gr .~E:o::-: de al @'l1n <1 ~: 

enterococoE: por cromatografía de gases e 5 l . Druker en 1874 ( ¡q \ 

realiza un estudio quimiotaxonómico y est.a.dístic:':i dE- ::;trPDtnrnr-rnF. 

sal iyarius . En 1975 145 1 Moss tl al. identifican diferentes esp1;;i:-ie:"' 

de Pseudomonas, a través de la técnica de cr•'.Jmat.ografía d1;; 

apoyándose en 

bacterias por 

la 

el 

esper.·trometría de masas. La identificación 

sistema de identificació~ bioquímica comercial API 

20E se establece por Holmes tl al en 1978 <31 .l, el cual consit:t.e en 

la respuesta, positiva o neg-11tiva que d;;,.n los microorganismos ant.~ 

medios enriquecidos. Posteriormente. en un intento por et:tal:.lecer l.'l 

taxonomíé! de la fami 1 ia Enterobacteriacgae. Br ian y (j3 rdner en l 8137 ( :=. l , 

Cronan en 1975 <16l, G<;ohrek y Goerlitz en 19133 <241 . Be• <'> y Gjerde en 

3- ANTEcEDENTEa

Jfimfifl if Martin son los primeros investigadores en trabajar
BUUPE Cfflmflflflsfefífi ¿E cases en 1956. desarrollando un detector
de alta sensibilidad en la separación de compuestos químicos (321.

También en ese mismo año, James v Martin son los primeros en realizar
un análisis por cromatografía gas-liquido para determinar acidos grasos
bacteríanos (331. Abel 5-L al en 1963 [1] introducen la tecnica de

cromatografía gas-líquicki para determinar especies de la familia
Enterobacteriaceae. Para 1957 Kaneda ¡$51 estudia la producción de
US» fl Hu -'¬.los grasos de diferentes- especies del genero Eacjìlqs por
cromatografía gas-líquido. En 1968 Gecchiní p ü`hrien 1141 arudafl a
diferenciar E,e,r-he.:-;1`r_-h1`a r_.-_o_]_j, de otras bacterias. por cromatografía de
gases. Por su parte Brooks EL al en 1969 Illì hacen una diferenciación
entre Qldsgpiflipm sotdclli F Élfläåtiflium hifítmìflisns e traves de esta

tecnica. Hoss el al en 197d 1431 examinan los acidos grasos presenree
en Eejfisegjg gpflgppehge p flejgfierjg menìpgjtjs . De manera similar
Brooks si si realizan ini análisis 'gmc-cnmmmtografia de gases de
diferentes especies de Hejgfiegjg ¢121, En 1973. Amstein y
Hartman determinan la composición de los acidos grasos de algunos
enterococos por cromatografía de gases E51. Druker en 1974 f191

realiza un estudio quimiotaxonómict› y estadístico de Streptococcus
E¡¡¡ïa¡¡na _ En 1Q?5 f45› Moss et al- identifican diferentes especies

de Egendgmnggg, a través de la tecnica the cromatografía th: gases:
¿p¢v¿ndose en la espectrometria the masas. lei identificación de

bacterias por ed sistema de identificación bioquímica comercial API
ZQE es establece por Holmes gp al en låïñ (313, el cual consiste en
1a respuesta, positiva n negativa cue dan los microorganismos ante
medios enriquecidos. Posteriormente. en un intento por establecer la

taxonomía de la familia Enterobacteriaceae. Brian p Gardner en [967 191;
Cronan en 1975 fldl, Gehrek y Goerlitz en 1953 fãai, Hoe p Gjerde en
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1980 (7), Hausler y Richter en 1983 í29l y Veys e..t. al en 1989 (5?l 

utilizan la cromatografía de gases para identíficar y esclarecer la 

composición taxonómica de diversas especies y géneros de 

enterobacterias. Hoss e..t. al en 1980 (47) estudian los ácidos grasos de 

dos especies de Propionibarterium por cromatografía de gases utilizancln 

una columna capilar de sílice fundido. En 1982, Hoss y Nuñez-Hontiel 

realizan de nuevo un estudio de acidos grasos con la misma técnica en 

una cepa de ('.lne:tridium diffirile (44) En ese mismo aiio. Mc1ss tl al 

realizan un· estudio de la composición de los ácidos grasos celulares ele 

algunas levaduras (46\. Para 198.3, Bousfiel e..t. al 181 re.aliz;rn un 

análisis numérico total de los ácidos grasos para la identific:ación d-=

bacterias corineformes~ nocardioformes y otro tipo de bacteriét.3. Lamh-?ri 

y Moss en 1983 1.371 realizan una comparación de- los á·~·id·c•é'' §T'<E"•P· 

celular-es de diferentes especieE~ de bacteri;gs con b.=::t8P en 11r.;:i hi·.:1rólis]~; 

alcalina. hidrólisis ácida y metanólisis ácida: ~1rc1ces(12 utilizad·:is p~r~ 

obtener los ácidos grasos. Athayle tl al en 1985 1t31 reali3."tn un an"1lisif: 

de los ácidos grasos para la identificación de bacterias corineiormes rl~ 

im!'•-=,f'·~=l.t-Jr::'i~ tt1¿.r.li.r:·~. M4;;s .~d~l~nt'?" , ,:;-n 19J~i3 14:~1 Monte.:.1liva-:3.:3nr:·hez a al 
estudian el efecto de la temperatur..:::i y li:t conc·entr3ción d.=:- E .. 1l~f-'. en f?1 

crecimiento y producción de los ácidos grasos de fl,,.l.,,ya h=<l«c:·bvla Por 

su parte en ese mismo año Eerola y Lehtonen. utilizan la crom"ttngrafia 

de gaE;es para determinar la composición de los ácidos gorasoe. celular~E: ciP 

bacterias de importancia clínica .. apoyándose en un sistema 

identificación automatizado (22l. 

Di1Ninte l9R9 hay una gran producción de trab!'l.jos. en relación a la 

cromatografía de gases, tal es el caso de .Johnson tl al 1 34 \ quienes 

rlAsñrrollan un método de alta sensibilidad para la identificai::ión de 

Clostridium diffici]A, basado en la detección de produi::tos metabólicos de 

Ast.e organismo, por cromatografía de gases_ Por su parte, Brondz tl al 

1101 llevan acabo un método alternativo de quimiotaxonomia para la 

determinación de ácidos grasos de levaduras. Así mismo. Larson tl al 139) 

realizan un estudio para la determinación de lip~dos característicos de 

rnicobacterias por cromatografía de gases a través de un detector de 

1980 (T), Hausler y Richter en 1953 (291 y Veys gt al en 1989 (521 .
utilizan la cromatografía de gases para identificar y esclarecer la
composicion taxonomica de diversas especies y generos de
enterobacterias. Moss ej al en IQBÚ f4Tì estudian los-acidos grasos de

dos especies de Erggignihagtggium por cromatografía de gases utilizando
una columna capilar de silice fundido- En 1982, Hoss ¬_u' Nuñez-Montiel
realizan de nuevo un estudio de acidos grasos con la misma técnica en
una cepa de Qlofiitidiüm flifíicile (44ì .. En ese mismo año. Moss el aj
realizan un estudio de la composicion de los acidos grasos celulares de

algunas levaduras f46ì- Para 1953, Eousfiel gt gl ¡Br realizan un
analisis numérico total de los acidos grasos para la identificacion de
bacterias corineformes. nocardioformes 3 otro tipo de hacteriaa_ Lamterr
9' Moss en 1983 (371 realizan una comparacion de los acidos grasos
celulares de diferentes especies de bacterias con base en una hìirolisis

É-

lï:;,;*
alcalina. hidrolisis ácida y metanol acida: procesos utilizados para

1

obtener los acidos grasos. Athayle et en 1985 for realizan un análisis

mm I-"JH1- CL O U!de los _ grasos para la identificacion de bacterias corineformes de
imgartafieie medios, Más adelante , en LQEB ¢4Er Honteoliva-Sánchez el al

estudian el efecto de la temperatura y la concentracion de sales en el
crecimiento y produccion de los acidos grasos de Ielega ba1npbg1a_. Por
su parte endesa mismo año Éerola y Lebtonen, utilizan la cromatografía
de gases para determinar la composicion de los acidos grasos celulares de
bacterias de importancia clinica. apoyándose en ini sistema de
identificacion automatizado (221.

Durante 1939 hay una gran produccion de trabajos, en relacion a la
cromatografía de gases, tal es el caso de Johnson gt a¿, f341 quienes
desarrollan ini metxnkn de alta sensibilidad para la identificacion de
Q]g5Lgjjj“m djffjgjle, basado en la deteccion de productos metabólicos de
este organismo, por cromatografía de gases. Por su parte. Brondz et al
(10) llevan acabo un metodo alternativo de quimiotaxonomia para la
determinacion de acidos grasos de levaduras. asi mismo. Larson el al f39l
realizan un estudio para la determinacion de lípidos característicos de

miccbacterias por cromatografía de gases a través de un detector de
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r.aptura de electrones; en ese mismo año Cookson tl .a.1 realizan un 

estudio cuantitativo y cualitativo de los ácidos grasos celulares de 

StrPpto~occus milleri por cromatografía de gases en columna capilar 1151. 

En 1990. Okuyama tl .a.1 (481 determinan el nivel de ácidos grasos 

i.nsaturados de~ sp cepa ABE-1; Hatsuyama tl .a.1 141) analizan los 

niveles de glucolipidos y la producción de los ácidos grasos de Serratia 

rubidea. y Amhad e..t .a.1 (21 realizan un árbol filogenético del conjunto de 

bacterias entericas considerando la biosintesis de los aminoácidos 

aromáticos. 

La utilización de diversas técnicas hace necesario gue el trabajo se 

estandarice para poder automatizar totalmente los métodos de 

identificación y clasificariión de bacterias: ya que a pesar que la 

cromatografía de gases de ácidos grasos celulares en bacterias tiene más 

de treinta arios de desarrollo. aün no existe una técnica universalmente 

aceptada (~9. 31 l. 

l0 

captura de electrones; en eae mismo año Gookaon si al realizan un

estudio cuantitativo tv cualitativo de los ácidos grasos celulares de
Eggegtgegggug mìllgri por cromatografía de gases en columna capilar fl5i.

En 1'šIEIo. ükuyama EJ; al (451 determinan el nivel de acidos EFELBUS
insaturados de liìllllìfl sp cepa HE-E-1; Hatsuyalna gt ¡L1 {-411 analizan los

niveles de glucolipidos y la produccion de ios acidos grasos de Eertatia
Iuhiflfia- F åmhad gt gl (Él realizan un arbol filogenétlco del conjunto de

bacterias entericas considerando la biosintesis de los aminoácidos
aromáticos.

La utilizacion de diversas tecnicas hace necesario que el trabajo se
estandarice para poder automatizar totalmente los metodos de
identificacion v clasificacion de bacterias: ya que a pesar que la
cromatografía de gases de acidos grasos ceiulares en bacterias tiene mas
ds treinta años de desarrollo, aún no existe una técnica universalmente

aceptada (E9. 311.
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4 . OB.JETIVO::;. 

un'1 contribución a l a 

d"' un 1-:i idPnt; i fico;c· ióri y 

r)p 

clinico en M~xico. 

ll 

4_ IT›B.IETIUo:=~.

- [eterminar los acidos grasos celulares de Enierobacter aerogane5_

- Establecer el perfil cromatográfico de los acidos grasos celulares en

la especie Enterohgsgag gerqcanae, como una contribución a la

construccion de un banco de datos para la identificacion v

r.-Tasit`ic-1-.f i-'Í-n d-=- la:-1 -=-nterohac t-1-rias de inter-i.-.-=: i'-:ani *ar io 3*

clinico en Mexico.

ll



5. HETOOOS 

5.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 

La bacteria utilizada en el presente 

de la American Type Culture Col lection ! 

trabajo proviene directamentA 

ATCC Rockville, Hd. ! 41. ·la 

cual se encuentr-a depositada en custodia en el Laboratorio rlF 

Cultivos Microbianos del Centro de Investigación y Estudios Avanzados del 

Instituto Politécnico Nacional r CINVESTAV lo anterior con el fin dP. 

garantizar la viabilidad y estabilidad genética de la cepa a trabajar-. 

Una vez obtenida la cepa bacteriana. se procedió a realizar un 

aislamiento a partir del cultivo puro. haciéndose crecer en dos caja~ 

Pe tri con medio de a!;!ar nutritivo DI FCI) lote 50922 

obtener un cree imiento abundante del microor!;!anismo. L.;, inocu l.;,c ión en 

las caj¿,s petri se hizo .;, partir de un tubo de a!!;:ir inclinarlo qu;c., 

contenía la cepa b.acteri.an;:s pura. La~: cé<.)as Petri se incubaron a 37 ºC 

por ,24 horas. obteniéndose así la cepa en etapa expc1nencia 1: desp1Jéf'. dF-

obtenerla. se procedió ;:i l.a preparación de la biomasa. utilizando do~ 

caja$ ~1~tri con agar nutritivo por mueE.:tra . Cada caja contenía 

ag~r nutritivo. pr·e-para.do s.=:-qún las indic¿,cioneE.: del f...,bri('..~_nt. e, El m~d:ir• 

sin inr,c ular E:e sometió a pr11eba de eE:terilidad a 37 ºC por- 24 h oras. 

Posteriormente se procedió a inocular las cajas Petri ,con la cepa 

incubándose a 37 ºC por 24 horas. 

Debido a que la cantidad de biomasa obtenidá, p or muestra, debía pes;:ir 

aproximadamente 20 mg ,la inoculación se hizo por estría sobre toda la 

superficie del agar. 
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5. HETÚD05

5.1. ÚRGANISHUS Y CDNDICIÚNES DE CULTIUÚ.

La bacteria utiligada en el çmesente trabajo proviene directamente
de la American Type Culture Collection f ATCC } Rockville, Hd. f4s.-la
cual se encuentra depositada en custodia en el Laboratorio de
Cultivos Microbianos del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados de]
Instituto Politecnico Nacional I CINVESTAV I , lo anterior con el fin de

garantizar la viabilidad v estabilidad genetica de la cepa a trabajar.

Una vez obtenida la cepa bacteriana. se procedio a realizar un
aislamiento a partir del cultivo puro, haciendose crecer en dos cajas
Petri con medio de agar nutritivo DIFCIÍI lote 50922 , con el fin de
obtener un crecimiento atmndante del núcroorganismo. lan inoculacion en
las cajas petri se hizo a partir de un tubo de agar inclinado que
contenía la cepa bacteriana pura. Las cajas Petri se ìncutaron a 3? “E

I1- - 4

por 24 horas- obteniéndose asi la cepa en etapa exponencial: despues de
obtenerla. se gmocedio sa la preparacion de la biomasa. utilizando dos
cajas petri con agar nutritivo por muestra . Cada contenía 25 ml deG si-DL1. CL'

agar nutritivo, preparado según las indicaciones del fabricante. El mcdlo
sin inocular se sometió a prueba de esterilidad a 37°C por 24 horas.

Posteriormente se procedio~ a inocular las cajas Petri,con la cepa .
incubandose a 3? 'C por 24 horas.

Debido a que la cantidad de biomasa obtenida, por muestra, debia pesar
aproximadamente EU mg ,la inoculacion se hizo por estria sobre toda la
superficie del agar. `

12



!Jna vez obtenida la biomasa se procedió a la cosecha de la misma, 

realizándose en primer lugar el lavado de la superficie del medio de 

cultivo, agregando a éste 5 ml de solución de formaldehído al 0.5 % 

Asto con el fin de fijar a la bacteria. El desprendimiento celular se 

realizó con la ayuda de una varilla de vidrio previamente esterilizada. 

La suspensión celular obtenida fue vaciada directamente en tubos de 

centrífuga, utilizando un embudo para cada cepa. Los tubos de centrífuga 

fueron previamente lavados con hexano, con el fin de eliminar las grasas 

presentes. 

El contenido de cada tubo fue centrifugado a 15 000 rpm , durante 10 

minutos a una temperatura de 4 "C, repitiéndose la operación tres ve~es. 

Después del primer 

cuidadosamente. Para 

solución fisiológica 

Ayuda de un vórtex. 

centrifugado, el sobrenadan te se 

los siguientes dos lavados se agregó 5 

dese,;h•) 

ml :=<<" 

NaCl al 0.85 %· \ a cada tubo., agitérndo con l-3. 

Para la obtención de la materia seca por liofilización. se transfirió 

la pastilla del tubo de centrífuga a tubos de vidri•J, previamente lavados 

con hexano, ~icha transferencia se réalizó con la ayuda de una cucharilla 

de metal, lavada con hexano, repartiendo la biomasa sobre las paredes del 

tubo de vidrio, con el propósito de obtener un secado más eficiente y 

t'ápido durante la liofilización. Los tub.-)s de vidrio permanecieron 

cerrados en todo momento, para evitar cualquier posible contaminación, 

hidratación u oxidación de los ácidos grasos.(29, 451. 

5.2. LIOFILIZACION. 

Para obtener la materia 

de las muestras. 

liofilizadora marca 

Los tubos 

Labconco. 

seca , se 

de vidrio 

modelo LYPH 

procedió a la liofilización 

fueron 

de 4.5 

colocados en 

1 de capacidad, 

uné\ 

la 

cual fué previamente acondicionada a -50 ºC y un vacío de 25 micrones de 
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Una vez obtenida la biomasa se procedio a la cosecha de la misma,
realizándose en primer lugar el lavado de la superficie del medio de
cultivo, agregando a este 5 ml de solucion de formaldehído al 13.5 X ,
esto con el fin de fijar a la bacteria. El desprendimiento celular se
realizo con la ayuda de una varilla de vidrio previamente esterilizada.
La suspension celular obtenida fue vaciada directamente en tubos de

centrífuga, utilizando un embudo para cada cepa. Los tubos de centrífuga
fueron previamente lavados con hezano, con el fin de eliminar las grasas
presentes.

El contenido de cada tubo fue centrifugado a 15 üüü rpm , durante lo
minutos a una temperatura de 4 *É, repitiondose la operacion tres veces.
Despues del primer centrifugado, el sobrenadante se desecho

cuidadosamente. Para los siguientes -dos lavados se agrego 5 ml se
solucion fisiologica tf blafil al 0.55 t- 1 a cada tubo., agitando con la
ayuda de un vortez,

Para la obtencion de la materia seca por liofilizacion, se transfirió
la pastilla del tubo de centrífuga a tubos de vidrio, previamente lavados
con hezano, Hicha transferencia se realizo con la aguda de una cucharilla
de metal, lavada con banano, repartiendo la biomasa sobre las paredes del
tubo de vidrio, con el proposito de obtener un secado mas eficiente y
rapido durante la liof.ilìzacion. Los tubos de vidrio permanecieron
cerrados en todo momento, para evitar cualquier posible contaminacion,
hidratacion u oaidacion de los acidos grasos.[29, 451.

5.2. LIÚFILIZHCIUH-

Para obtener la materia seca , se 'procedio a la liofilizacion
de las muestras. Los tubos de vidrio fueron colocados en una
liofilizadora marca Labconco. modelo LïPH` -de 4-5-Il de capacidad, la
cual fue previamente acondicionada a -50 “C y un vacío de 25 micrones de

ld



25 X 10-3 Torr. ). El proceso de liofilización duró 

aproximadamente 3 horas, obteniéndose en cada operación 10 muestras. 

Cuando fué necesario, las muestras se almacenaron a -20 º C en un 

congelador. Posteriormente, se pesaron en una balanza analitica 20 mg de 

materia seca , para cada muestra. Todo el material utilizado para pesar y 

transferir la muestra, se lavado previamente con hexano. 

5 . 3. ESTERIFICACION Y EXTRACCION DE úJS ACIL~S GRASOS. 

Los 20 mg de biomasa liofilizada fueron sometid·-:>3 a un ¡:·roc e :3·J rie 

esterificación, para lo cual se agregó 1 ml de solur::i.:.n de met.0 :-:j .) ., de 

sodio 1 Solución A dejando reposar por 5 minuto s. En seguida 2-, l,;

Adicionaron de 0.6 a 0.7 ml de solución de metanol saturci.do d.- ga:=: 

rloro Solución B hr.1sta alcanzar un pH de ó 2 y s~ de_jO en 

agitación con movimientos circulr.1res ligeros p o r e:;;p;;.r::io de 30 minut •Je:, 

finalmente se agregaron 2 ml de solución fisiol óg ica al O.B5 ~ 

Solución C l y sé agitó por 5 minutos más. 

Para la extracción de los ácidos grasos, el proceso consistió en 

d t b 1 1 d h n a rl_1'tand o la muestra cor es¡::•a cio de 5 agregar a ca a .u o m e exa o, ~ _ 

minutos ; posteriormente se · dejó que se separ'lr"1 el he:,ano que c.:•n t.e nia 

los ésteres metilicos , dejando reposar la mu.,,str"1 P•)r 5 mi nut.(1e, 

formándose así una capa superior transparente. Esta fué transferida. a 

tubos de ensaye con la ayuda de una pipeta pa.steur . Cada tubo de ensaye 

~ontenia sulfato de sodio anhidro, para extraer el agua que pudiera estar 

presente. Los lavados se repitieron dos vece$ más , p'3.ra cada. muestra. 

Finalmente la muestra fué transferida con la ayuda de una pipeta pasteur 

frascos viales, previamente lavados con hexano y sellados 

herméticamente para evitar la evaporación de los ésteres metílicos. En 

seguida la muestra fué s ometida a una evaporación con N 
2 

volúmen rlA JO µl. 
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gas, hasta un 

Inrourio ( 25 K 10-3 Torr. 1. E1 proceso de liofiliseción duro
aproximadamente 3 horas, obteniéndose en cada operación lü muestras-

Cuando fue necesario, las muestras se almacenaron a. -EU "CI en un
congelador. Posteriormente, se posaron en una balanza analítica 20 mg de
materia seca , para cada muestra- Todo el material utilisado para pesar y
transferir la muestra, se lavado previamente con henano.

5.3. ESTERIFICACIÚN Y EXTRACCION UE UDS ACIU05 GRRSUS.

Los 20 mg de biomasa liofiliaada fueron sometidos a un proceso oe
esterifioacìón, para lo cual se agregó 1 ml de solución de monóxido de
sodio f Solución à 1 . dejando reposar por 5 minutos. En seguida se le
adicionaron de (1.6 a 0.? ml. de solución de metanol. saturado de gas
nloro f Solución E 'I hasta alcanzar un :vi de 1 wó 2 . v :Ha dejó en

agitación con movimientos circulares ligeros por espacio de 30 minutos,
finalmente se agregaron 2 ml de solucion fisìologica al 0-55 a f
Solucion C ì v se agitó por 5 minutos mas-

- ' ..

Para 1a extracción de los acidos šPHS03~ B1 PFUÚEBÚ cünsìstió en
agregar a cada tubo 1 ml de hexano, agitando la muestra por esparìü 4€-5
minutos; posteriormente se dejó que se SBPHPHPH E1 hëïanü que ¢*"“e“1a
los ésteres metìlioos, dejando reposar la muestra por 5 minutos,
formándose asi una capa smperìor tPãflSPflPGfltE- E555 fué transferida a
tubos de ensaya con la ayuda de una pipeta Pasteur. Cada tubo de ensaya
nontenia sulfato de sodio anhidro, para extraer el asuä QUÉ Puåìfiffi Efitaf
P;-_-a5an1;E,-_ Las lavados se repitieron dos veces mas, para cada muefitrfl-

Finalmente la muestra fue transferida con la ayuda de una Pìpfitä PHÉUEUF
a frascos viales, previamente lavados con hexano , F Sfillååflfl
h@rmét1¢amEngE Para Evitar la evaporación de los esteres metilicos. En

seguida la muestra fue sometida a una evaporación con Na gas, hasta un

volúmen de 30 pi.
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El número de muestras procesadas 

aerogenes, fué de 59. 

en total, 

fi.4. ANALISI S DE LOS ACIDOS GRASOS ESTERIFICADCS. 

para EntProbacter 

De la muestra de ésteres metílicos obteni rlos. una fr'.t<:rjAn rJ,. Jµl fnP 

analizada en un cromatógrafo de gases 15890A 339t3 . Packard I nstrum<>nt 

Co. Ri::•-:-kvi lle , Hd .) equipado con un Ínyec tor sólido 

8990,Packardl y detector de ionización de flama de hidrógeno SGE OCI-3. 

con una columna capilar de sílice fundido cFSL-150 .'3(1 m por O. 25 mm 

(diámetr <: 1 interno1i cubi ert.=-:t i:rJn CP:;: 1~ t0.25 µm d"? c.::i.pn 

est.ac i on::i ri .~: y aun<;p.i;;. ld me:: c- l .:t de éster·eB dr:- ác id r,~: gr,:ss ( 1.S pu~ ·-l P 

separ;;,.rse tanto en columna n eirrnal c·omo en r::olumn,::, ca~>il .;ir. lr..Jf:- r~:=:·1~]T. =, :- i 0 -:- 1 . .:.· 

en una c~lumna capilar son más confi~bleE 

puede obtener i=n ella. sobre todo en isómeros •::on l éi mism"t lon gitud .-¡,, 

carbonos .. . así comci loE: derivo.d•:>s hidroxilód•:is y en l.::t q11t:o d-:::=--r:l '? l1J-:-@"'" 

interviene la longitud y el tipo de fas e em~leéidéi. 

Las condiciones de operación fueron las siguientes: 

Te~peratura del inyector 250 •e 
Temperatura del detector 250 ~c .. 
Presión de nitrógeno de 50 kg/p2 

'l'emperatur-a pr-ogramada de la columna de 120 º(: 

minutos , con incrementos de 4 ºC. 

a 250 ºe cada 4 

El gas acarreador fue nitr6geno con un flujo aproximado de 5 .ml por 

minuto al puerto de inyección. Bajo estas condiciones los ésteres 

metílicos de los ácidos grasos de 10 a 20 carbonos de l ongitud, el u yero n 

-de la columna en aproximadamente 30 minutos. 
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El número de muestras procesadas en total. para Eniflflflhafltflt

 . fue de 59.

UI5.4. ANALIEI DE LOE aülbüå GRAEDE ESTERIFICADÚE.

De la muestra de estores mctilicos obtenidos. una fracción de lol fue
analizada en un cromatógrafo de gases fóóâüa 339d. Packard Instrument
Co. Rockville, Hd.) equipado con un inyector sólido tflhrompack
899ü,Packard* F detector de ionízacìón de flama de hidrógeno SGE UCI-3.

(_l'Icon una columna capilar de sílice fundido fF5L-ióü . Iïì m por 0.2 mm

fdiametro internoli cubierta con CPS: 15 40.25 om de capa 1 como fase
estacionaria: y aunque la mezcla de esteres de ácidos grasos puede
separarse tanto en columna normal como en columna capilar. los resultados
en una columna capilar son más confiables . debido a la separacion que se
puede obtener en ella. sobre todo en isómeros con la misma longitud de
carbonos._asi como los derivados hidroxilados v en ha que desde lueë*

interviene la longitud v el tipo de fase empleada-

Las condiciones de operación fueron las siguientes:

- Temperatura del inyector 250 “C .
- Temperatura del detector 250 °C.
e Presión de nitrógeno de 50 kg/pa
-- Temperatura programada de la columna de 120 “III a 250 "CI cada 4

minutos , con incrementos de 4 "C_

El gas acarreador fue nitrógeno con un flujo aproximado de 5-ml por
1.minuto al puerto de inyección. Bajo estas condiciones los esteres

metilicos de los acidos grasos de 10 a 20 carbonoe de longitud, eluyeron

-de la columna en aproximadamente 30 minutos.
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Se utilizó un integrador electrónico Hewlett Packard 3396 A para 

obtener la cuantificación de las áreas y tiempos de los picos de los 

ácidos grasos. 

P"!ra la identificación de los picos de los ésteres metí 1 icos de los 

ácidos grasos, se procedió a la comparación de los tiempos de retención 

de cada cepa con los tiempos de retención de una mezcla comercial 

estándar de ésteres metílicos de los ácidos grasos de referencia 4-7080. 

La mezcla contiene un total de 10 mg/ml de ésteres metílicos en metil 

caproato, Supelco Inc .. Bellafonte Pa. 

5.5. ANALISIS ESTAiiISTICO. 

s~ hicieron 58 repeticiones para obtener los cromatogramas en los que 

aparecencen los ésteres metílicos de los ácidos grasos de E:n.t.e.r.o._~_r: 

aero~enPs. en donde el punto de interés fueron los ácidos con el nümero 

de átomos de carbono de 12 en adelante: ya que los ácidos con una 

cadena de menos de 12 carbonos aparecen como productos intermedios y no 

se toman en consideración. 

Una vez determinados los picos de importancia en el cromatograma del 

estándar seleccionado. se procedió a procesar la información 

siguiente ~anera: 

5.1.1. NORMALIZACION. 

de la 

El primer p'3.so fué la estandarización de' los datos obtenidos. El 

proceso de norm"llización se efectuó transformando los datos numéricos de 

áreas y tiempos a porcentajes, p~ra lo cual se tomo un valor de tiempo y 

área referente que se considera el 100 ~~ .El criterio para obtener el 

dato de área y tiempo referente fué el siguiente: de los datos originales 
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Se utilizó un integrador electrónico Hewlett Packard 3395 A _, para
obtener la cuantificacbün de las áreas y tiempos de los pdcos de los
mi Ñ Ho Il- IÉIÚÍI E,T-ESOS.

Para la identificación de los picos de los esteres metilicos de los
ácidos grasos, se procedió a la comparación de los tiempos de retención
de cada cepa ccn los tiempos de retención de una mezcla comercial
estándar de esteros metilicos de los acidos grasos de referencia 4-7080.
La mezcla contiene un total de lü mgïfml de estores metilicos en metil
caproato, Supelco Inc.. Bellafonte Pa,

5.5- AHHLISIS ESTADÍSTICO.

Se hicieron 59 repeticiones para obtener los cromatogramas en los que
aparecencen los esteres metilicos de los ácidos grasos de Enterobacte:

flfiroeeges. en donde el punto de interes fueron los acidos con el número
de átomos de carbono de 12 en adelante; ya que los ácidos con una
cadena de menos de 12 carbonos aparecen como productos intermedios y nc
se toman en consideración,

Una vez determinados los picos de importancia en el cromatograma del
estandar seleccionado, se procedië~ a procesar la información de la
siguiente manera:

5.1.1. NÚRHALIZACION-

El primer paso fue la estandarización de' los datos obtenidos, El
proceso de normalización se efectuó transformando los datos numericos de
áreas y tiempos a porcentajes, para lo cual se tomo un valor de tiempo y
área referente que se considera el lüü E _El criterio para obtener el
dato de área y tiempo referente fue el siguiente: de los datos originales

le



arrojados por el cromatograma, se eligió como dato referente, para la 

normalización, aquel que pertenece al pico o al área más alta y se le 

asoció su tiempo de retención . 

Los datos normalizados se tabularon y graficaron con las 

repeticiones efectuadas . La normalización se realizó con el propósito de 

estandarizar las unidades de áreas y tiempos en porciento, preparando 

así los datos de Ent-.z;:obacter aerogenes para el análisis estadístico 

( 19). 
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arrojados por el oromatograma, se eligió como dato referente, para la
normalización, aquel que pertenece al pico o al área más alta y se le
asoció su tiempo de retención,

Los datos normalizados se tabularon yr graficaron con las
repeticiones efectuadas. La normalización se realizó con el propósito de

estandarizar las unidades de áreas 1" tiempos en porciento, preparando
asi los datos de  c$fl flfllloflcnflã para el analisis estadístico

ÉIQ).
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RESULTAWS. 

La c omparac ión de los 59 cromatogramas con el perfil de referenc ia 

de los ésteres metílic os de los ácidos grasos, estableció la 

ocurren•:-ia e identidad de 12 picos de los ácidos grasos . <Tabla 

Figura .3 l . 

Para evaluar el análisis cromatográfico de los ácidos grasos, como 

un procedimiento para la identificación de bacterias, se analizaron 

ini c ialmente los resultados de una manera cualitativa y posteriormente 

cuantitativa. 

La figura l muestra e 1 cromatograma del estándar de la mezcla .d e 

me til ésteres de ácidos grasos, utili:::ada en el laboratorio y que 

consta de 26 ácidos grasos utili:::ándolo p'3.ra comparar l o s 

cromato gramas de las muestras esterificadas de los ácidos grasos 

bac terianos !Figura 2), ambos 

operación. 

corridos bajo las mismas condiciones de 

La tabla 1 muestra los ácidos grasos i dentificados para 

Enterobac t"'r 

carac t e rís t icos 

aFrogenes . Esta especie presenta 12 á c idos grasos 

ácido dodecanoico (C 12:0 ),ácido tetradecanoico 1 C 
14 :O l , pentade cano i c o e 15:0 l, ácido 
3-hidrox itetradecanoico (3-0H C 14:0), ácido cis- 9-hexadecenoico e 
16: 1

9
), ácido hexadecanoico e 16: 0 ) , ácido cis-9, 

10-metilhexadecenoico 

trans-9-octadecenoico 

á c ido oc tadecanoico 

( e 19:0.4). 

e 17:0~ ), ácido hepta1ec anoico re 17:0 ), ácido 

e 18:1
9

), ácido cis-11-octadecenoico re 18:1
11 

), 

re 18: o ácido cis-9,10-metiloctadecenoico 
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RESULTADOS _

La comparacion de los 59 oromatogramas con el perfil de referencia
de los ésteres metilicos de los ácidos grasos, estableció la
ocurrencia e identidad de 12 picos de los ácidos grasos. ¡Tabla 1 y

Figura 31.

Para evaluar el análisis cromatográfico de los ácidos grasos, como

un procedimiento para Is identificacion de bacterias. se analizaron

inicialmente los resultados de una manera cualitativa y posteriormente
cuantitativa.

La figura 1 muestra el cromatograma del estándar de la mescla de
metil èsteres de ácidos grasos, utilizada en el laboratorio 1,; que

|I¬*-.Tr U1-consta de ácidos grasos utìlìsándolo para comparar los
cromatogramas de las muestras esterificadas de los ácidos grasos
bscterianos [Figura 2), ambos corridos bajo las mismas condiciones de
operacion.

La tabla 1 muestra los ácidos grasos identificados para

Eflïfiiflhflflisï äfiïflšfiflflã. - Esta. especie presenta 12 acidos grasos
característicos : ácido dodecanoico IC 12:0 ),ácido tetradecanoico I C
1410 T, ácido pentade cancico f C 15:0 1, ¿¢1d@
3-hidroxitetradecanoico (3-OH C 14:01, ácido cís- 9-hexadecenoico nf C

16:19), ácido hexadecanoico ( C 16:0 ), ácido cis-9,
10-metilhesadecenoico 1' C 1'?:O¿ ì, ácido he;-tadecanoico ¿C 1710 ), .=jç,-ìgjü

trans-9-octadecenoico f C 18:19), ácido cie-11-octadecenoico (C 1B:]11l,
ácido octadecanoico (C 18:0 )_y ácido cía-9.10-matì1s¢çad&¢gn@i¢Q
( C l9:ÚfiL
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MINUTOS 
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No. de pico 

1 
2 
3 
4 
5 
G 
7 
8 
9 
10 
11 

12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

20 

21 

22 

23 
24 

25 
26 

13 

25 

j~ 

26 

24 26 28 30 

Identidad 

11 '0 
2-0H IO'O 

12'º 
13•0 

2-0H 12 '0 
3-0Hl2·0 

~o 
i 15:0 
015 :2 

15:0 
2-0H 14 :0 
3-0H 14 :0 

i-16 '0 
16:19 
16:0 

i-17:0 
17:06 

17:0 
2 -0H 18:0 

18 :2912 

18 : 19 

18 :1 9 
18 :111 

18:0 
l9:0A 

19:0 
20:0 

Fio. 1. Cromatovromo del stondor de 101 ácidos grosos de loa '•tere1 metilco1 
onollzado1 en una columna capilar de Sllice fistdido ( 30m x 0.251M1J, 
con un Hpnor de capa d. 0.25Jlm. ,wlocldod lineal = 20cm/uc. 
Temperatura de la colunvia' calentamiento 4 mln. a l 20ºC hasta 250ºC 
o 4ºC/mln. Temperatura del inyector '250ºC, Temperatura del detector 
250º e. Lo mezcla de esteres metílicos contlen•n un total de 10 mo/ml 
en metil coprooto 
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anallradai an una columna aapllar do sin fundida {30m 1: 0.25m|'n.),
aan un upuaf dl sapo du 0.25/Im. ,valaaldad linaa|= 20 am/ua.
Tamparaìara dt la calunnawalantamlania 4mIn. a I20°C hasta 250'0
a 4'C.¡rni1. Tarnparatura del inyectar =250°C, Tlrnparatura del detector
250' C.La mazala da asiaros maiílicas aanflanan un †-ata! de lO ma/ml
un mafli capraaha
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15'0 

17 '0 

'ª'º 

L ll~ l ,u -- LL 
2 4 • e 10 12 14 •• 18 20 22 24 H te JO 

MINUTOS 

Fi9. 2 . Cromato9ramo de los ácidos 9rasos esterificados de Enterobacter 

9J{9gf!!!.1, analizados en una columna capilar de sílice fundido (30m 

x 0.25mm). Flujo de nltróoeno ' 5ml/min. 
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ggggggfl, analiiadac an una columna capiiar du sílice fundida iäüm
1 0.25mmi. Flujo da nlir-:igano= 5m!/min.
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Tabla l. Principales ácidos grasos identificados de Enterobacter 
a 

aernFenP.s. 

No. de pico 

3 

7 

10 

12 3-0H 

14 

15 

17 

18 

22 

23 

24 

Fórmula del 
ácido graso. 

e 12:0 

e 14:0 

e 15:0 

e 14:0 

e 16: 1
9 

r: 16: () 

e 17:0A 

e 17:0 

e 18: 1
9 

r, 18: 1
11 

e 18:0 

e 19:0,6 

Nombre 

Acido dodecanoico <ac. laúrico\ 

Acido tetradecanoico lac. miristico\ 

Acido pentadecanoico 

Acido 3-hidroxitetradecanoico 

Acido cis-9-hexadecenoico 

IAc. palmitoleico\ 

Acido hexadecanoico fac. palmitic01 

Acido cis-9.10-metilhexadecenoico 

Acido heptadecanoico lac. margárical 

Acido trans-9-octadecenaico lac. oleico1 

Acido cis-11-octadecenaico lac. eláidicol 

Acido octadecanoico lac. esteárical 

Acido cis-9,10-metiloctadecenoico. 

a: Los ácidos grasos son enumerados de acuerdo al orden de elución de la 

columna de cromatografía de gas-liquido. 
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Tabla 1. Principales ácidos grasos identificados de Enhfitflhflfiifit

 -a

No. de pico Formula de] Nombre

3

T

10

12

14

15

17

15

22

23
24

3e0H

ácido araso.

12:0
14:0
15:0
14:0

1a=1g

16:0

17:0à
17:0
10:19
1a=111
10:0
9:0¿P-'-

Acido

Acido
Acido
Acido

Acido

dodecanoico (ac. laúricoì
tetradecanoico tac. miristicoì
pentadecanoico
3-hidroxitetradecanoico

cis-9-hexadecenoico
(sc. paimitoleicoi

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

hexadecanoico tac. palmiticoa
cis-9.10-metiihexadecenoico
heptadecanoico (ac. margáricoi
trans-9-octadecenoico fac. oleicol
cis-11-octadecenoico (ac. eláidico
octadecanoico iac. esteáricoi
cis-9,10-meti1octadecenoico_

I -II -FLos acidos grasos son enumerados de acuerdo al orden de elucion de la

columna de cromatografía de gas-liquido.
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Los ácidos grasos más abundantes para Enterobacter aerogenes fueron el 
ácido hexadec;;inoico ( e 16:0 )con un área promedio de 100 %, le sigue el 

ácido cis-9,10-metilhexadecenoico < C 17:0~) con un área promedio de 

48.61 % después la mezcla constituida por 

trans-9-octadeceno ico ( e 18: 1° ) y e is-11-octadecenoi c o 

los ácidos 

e 18:1
11 

cuya área promedio es de 27. 74 % en seguida el ácido 

cis-9-hexadecenoico 1 C 16:19
) con un valor de área promedio de 22.40 % 

Y por último el ácido tetradecanoico ( C 14:0 ) con un valor promedio de 

área de 20.90 % ( Tabla 3 y Figura 3). 

El análisis estadístico descriptivo de media aritmética, desviación 

estándar y coeficiente de variación para los tiempos de retención de los 

ácidos grasos celulares de Enter-obarter aer-ogenes muestra que el 

primer ácido en eluir en la columna capilar fue el ácido dodecanoico con 

un tiempo promedio de 43.98 y una desviación estándar de 0.84, mie n cras 

que su coeficiente fue el más alto con un porcent.aje menor al 2 ~~ : el 

siguiente .fué el ácido tetradecanoico con un valor de tiempo promedio de 

70.17, una desviación de 0 . 95 y un coeficiente menor a] 1.4 % , lo que 

refleja una alta reproducibilidad: le sigue el ácido pentadecanoico con 

un tiempo promedio de 84.97, una desviación estánd.:i.r de 0.38 y un 

coeficiente de variación menor al 0.5 % , considerándose los valores de 

tiempo de retención del ácido graso, altamente reprodu<::ibles: enseguida 

se encuentra el ácido 3-hidroxidecanoico con un tiempo promedio de 

9 0 .53 , una desviación de 0:22 y un coeficiente de 0.24 % ; después sigue 

el ácido cis-9-hexadecenoico con un tiempo promedio de 96.01, una 

desviación de 0.19 y un coeficiente de variació n menor a 2 % ; le sigue 

el ácido hexadecenoico con un tiempo promedio de 100 % , por lo cual fue 

considerado como el ácido graso de referencia; el siguiente en eluir fue 

el ácido cis-9,10-metilhexadecenoico con un ~iempo promedia de 111.96 

y una desviación de 0.40 y un coeficiente de variación menor a 0.4 % ; 

sigue el ácido heptadecanoico con un tiempo promedio de 114.60. con una 

desviación de O. 50 y un c oeficiente de variació n menor a 0.5 % 

posteriormente encontra mos una mezcla formada p o r los ácidos 

trans-9-octadec enoico y cis-11-octadecenoico que muest ran un tiempo 
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Los acidos grasos más abundantes para Eoïenohaoist aatnssnaa fueron el
ácido hexadecanoico i C 15:0 Icon un área promedio de 100 X, le sigue el

ácido cie-9,10-metilhesadecenoico i C 17:ü¿§i con un área promedio de

45.61 % , después la mezcla constituida por los ácidos
trans-9-octadecenoico Í II 1B:1ú' } y cis-lleoctadecenoico f (2 181111 1
cuya área. promedio es de 27.74 X ; en seguida el ácido
cis-9-hexadecenoico Í C 15:19) con un valor de área promedio de 22.40 %
y por último el ácido tetradecanoico ( C 14:0 J con un valor promedio de
área de 20.90 X { Tabla 3 y Figura 3).

El análisis estadístico descriptivo de media aritmética. desviación
estándar y coeficiente de variación para los tiempos de retencion de los
ácidos grasos celulares de _EnLgLghagLer _aeLggene5 , muestra que el
primer ácido en eluir en ia columna capilar fue el acido dodecanoico con

un tiempo promedio de 43.95 v una desviación estándar de 0.54, mientras
que su coeficiente fue el más alto con un porcentaje menor al 2 % : el
siguiente_fue el ácido tetradecanoico con un valor de tiempo promedio de
70.17, una desviación de 0.95 y un coeficiente menor al 1.4 % _ lo que
refleja una alta reproducibilidad; le sigue el ácido pentadecanoico con
un tiempo promedio de 84:9?, una desviación *estándar de 0.35 5' 1111

coeficiente de variación menor al 0.5 % 1 considerándose los valores de
tiempo de retencion del ácido graso, altamente reproducibles; enseguida
se encuentra el ácido 3-hidroxidecanoico con un tiempo promedio de
90.53. una desviación de 0:22 v un coeficiente de 0.24 K : despues sigue
el ácido cis-9-hexadecenoico con un tiempo promedio de 96.01, una
desviación de 0.19 v un coeficiente de variación menor a 2 % ; le sigue
el ácido hesadecenoico con un tiempo promedio de 100 K , por lo cual fue
considerado como el ácido graso de referencia: el siguiente en eluir fue
el ácido cis~9,10-metilhexadecenoico con un miempo promedio de 111.96
y una desviación de 0.40 y un coeficiente de variación menor a 0.4 2 ;
sigue el ácido heptadecanoico con un tiempo promedio de 114.ó0. con una

desviación de 0.50 p un coeficiente de variación menor a 0.5 95 :

posteriormente encontramos una mezcla formada por los ácidos
trans-9-octadecenoico v cis-11-octadecenoico que muestran un tiempo
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promedio de 125.42, una desviación estándar de 0.67 y un coeficiente 

de 0.53 % el penúltimo ácido en eluir fue el ácido octadecanoico con 

un tiempo promedio de 128.80 y una desviación de 0.87, mientras que su 

coeficiente de variación fue de 0.6 % y el último ácido en eluir fue el 

cis-9, 10-metiloctadecenoico con un tiempo pro,111edio de 140.60, una 

desviación de 0.88 y un coeficiente de variación de 0.63. (Tabla 2). 

En general se ob- serva que ningún coeficiente de variación es mayor al 

2 % ; lo que lleva a afirmar que la identificación cualitativa de los 

ácidos grasos con base en sus tiempos de retención es una característica 

estable y reproducible (Tabla 2 y Figura 4). 

El área de los ácidos grasos fue sometida al mismo tipo de análisis 

estadístico, presentando para el ácido dodecanoico un área promedio de 

2.44, una desviación estándar de 1.90 y un 9.:;eiiciente de variacion 

menor al 77 % ; le sigue el ácido tetradecanoico cuya área promedio es 

de 20.91 y su desviación es de 7 .25 con un coeficiente de variación 

menor de 35 % ; para el ácido pentadecanoico el área presenta un valor 

promedio de 5.80, una desviación de 1.27 y un coeficiente menor de 22 %: 

le sigue el ácido 3-hidroxitetradecanoico mostrando un valor de área 

promedio de-15.70, una desv·iación estándar de 12.71 y un coeficiente 

menor a 81 '~ ; el ácido cis-9-hexadecenoico presenta un valor de área 

promedio 22.40 con una desviación estándar de 7.60 y un coeficiente de 

34 % el ácido hexadecenoico con un valor de área de 101) "º fue 

considerado el ácido graso de referencia para este análisis; para el 

ácido cis-9, 10-metilhexadecenoico el área promedio tiene un valor de 

48.61, una desviación de 5.22 y un coeficiente de variación de menos de 

11 '~ en seguida el ácido heptadecanoico presentó un área promedio de 

4.30, una desviación estándar de 

mayor al 100 % para el caso 

5. 40 y un coeficiente 

de la mezcÍa formada 

de 

por 

vari.ación 

el ácido 

trans-9-octadecenoico y cis-11-octedecenoico el valor de área promedio 

encontrado es de 27 . 74, con una desviación de 11.02 y un coeficiente de 

variación de 40 % mientras que el ácido octadecanoico presenta un 

valor de área promedio de 2 .11, una desviación estándar de 2. 90 y un 
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promedio de 125.42, una desviación estándar de 0-6? v un coeficiente
de 0.53 E ; el penúltimo ácido en eluir fue el ácido octadecanoico con
un tiempo promedio de 125-30 F una desviación de 0.5?, mientras que su
coeficiente de variación fue de 0.6 E v el último ácido en eluir fue el
cis-9, lü-metiloctadecenoico con un tiempo promedio de 14Ú-óü, una

desviación de 0.55 F un coeficiente de variación de ü.63. [Tabla El.
En general se oh- serva que ningún coeficiente de variación es mayor al
2 K ; lo que lleva a afirmar que la identificación cualitativa de los
ácidos grasos con base en sus tiempos de retención es una caracteristica
estable y reproducible [Tabla 2 Y Figura 41-

El área de los ácidos grasos fue sometida al mismo tipo de análisis
estadisticoi presentando para el ácido dodecanoico un area promedio de

2.44, una desviación estándar de 1.90 gr un coeficiente de variación
menor al TT E ; le sigue el ácido tetradecanoico cuya área promedio es
de 20-91 v su desviación es de ?.25 con un coeficiente de variación
menor de 35 ã ; para el ácido pentadecanoico el área presenta un valor

promedio de 5.80, una desviación de 1.2? y un coeficiente menor de 22 K?
le sigue el ácido 3-hidroxitetradecanoicc mostrando un valor de área
promedio de-d5.?Ú, una desviación estándar de 12.T1 y ini coeficiente
menor a El % ; el ácido cis-9-hexadecenoico presenta un valor de área

Promedio 22.40 con una desviación estándar de T.5Ú y un coeficiente de
34 É F ral ácido hesádecencico con un valor de área de lüü X fue
considerado el ácido graso de referencia para este análisis; para el

ácido cis-9.iü-metilhei-cadecenoico el área promedio tiene un valor de
4E.Bl† una desviación de 5.22 3 un coeficiente de variación de menos de
11 E ; en seguida el ácido heptadecanoico presentó un área promedio de
4.30, una desviación estándar de 5-40 5: un coeficiente de variación

mayor al 100 3€ ; para el caso de la mezcla formada por el ácido
trans-9~octadecenoico v cis-11-octedecenoico el valor de área promedio
encontrado es de 2T.T4, con una desviación de 11.ü2 y un coeficiente de
variación de 4-U 'Fé : mientras que el ácido octadecanoico presenta un
valor de área promedio de 2-11, una desviación estándar de 2.90 y un

25



Tabla 2. Hedidas descriptivas para los tiempos normalizados en los 

ácidos grasos de Enterobacter aerogenes. 

No. de pico Acido graso T.N. D.E. C.V. HAX. HIN._ 

3 e 12:0 43.98 0_84 l. 90 44.84 42.10 

7 e 14:0 70_ 17 0.95 1. ,35 70.91 65.60 

10 e 15:0 84.97 0.38 0.45 85.96 84.00 

12 3-0H e 14:0 90.53 0.22 0.24 90.90 90.00 

14 e 16: 1
9 

96.01 1). 18 0.19 96.25 95_50 

15 (; 16:0 100.00 0.00 0.00 100_00 l00 _00 

17 (; 17:06 t 11. 96 0.40 0_36 114. 29 111.11 

18 (' 17:0 114.60 0.50 0_43 116. 96 113_70 

'22 e 9 
125.42 0.67 0.53 127.83 124_56 18: 11 

e 18:] 
2.3 e 18:0 128.79 0.87 0.67 130. 19 124.76 

24 e 19: o ll 140.60 0_88 0.63 142.36 139 -45 

T.N_ Media del tiempo normalizado. I>_ E. üesviación estándar. 

c.v. Coeficiente de variación_ 
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Tabla 2. Medidas descriptivas para los tiempos normalizados en los
ácidos grasos de Enfifltflhflflifii flfitfliflnflfl.

Ho. de pico Acido graso
3
7

10
12

14
15
17
18

22

23
24

C
C
C

3-DH C

C
C
.11,

.1
Il.

C
C
É

C

12:0
14:0
15:0
14:0

1s=19
16:0

17:0fi

l7:ü
18:1?
lB:1
15:0
19:Úh

__p.

*tú

Tú
B4
90
95

100
111
114

125

12o
140

T.N
95
17

9?
53
01
DO
95
Bo
42

?9

50

B4
95
35
22
19
üú
40
50
B?

BT

BB

90 44
35 70
45 85
24 90

19 96
00 100
35 114
43 116
53 127

6? 130

53 142

B4
91
96
90

25
00
29
96
B3

19
35

D.E. C-V. MAX. MIN
42
65
B4
90

95
L00
111
113
124

124
139

T.H.

C.V.

2 Media del tiempo normalizado.

: Coeficiente de variación.
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coeficiente mayor al 100 % ; y por último el ácido cis-9,10-metilocta

decenoico muestra un área promedio de 14.53, una desviación estándar 

de 5.3~· y un coeficiente de v,:iriación de 37 % (Tabla 3 y Figura 5). En 

general se observa que para cada ácido graso existe una área 

determinada, que depende del orden de elución de los compuestos, 

reflejando la cantidad con que cada ácido graso se encuentra en la 

bacteria; asi se observa que los 3 ácidos grasos más abundantes son el 

ácido hexadecanoico con un valor 

cis-9 , 10-metilhexadecenoico con un 48 % 

de 

y la 

100 el ácido 

mezcla formada por los 

ácidos cis-9-octadecenoico y cis-11-octadecenoico con un 27 % !Figura 

5). 

A diferencia de la a 1 ta estabi 1 idad en los tiempo a de rete ns ión. l0s 

valorea de laa áreas de los á c idos grasos presentan fluctuaciones de un 

análisis a otro: sin embargo , al obtenerr los intervalos se observ~ qu~ 

a peaar de estas fluctuaciones el valor de área para ácido graso e s 

confiable al obtenerse porcentajes por arriba ctel BO %, preeent6ndoee 

para el ácido 3 hidroxitetradecanoico un porcentaje menor y no 

obteniéndose intervalo para loa ácidos heptade c anoico y octadecanoico 

p11r presentar un coeficiente de variaci1)n 

fact0res que pueden producir tal efecto, 

discusion.(Tabla 4) 

:28 

su~erior al 100 los 

serán abordados en la 

coeficiente mayor al iúü X ; y por último el ácido cis-9,1ü~meti10cta-
decenoico muestra un área promedio de 14.53, una desviación estandar
de 5.39 y un coeficiente de variación de 37 % { Tabla 3 y Figura 5). En
general se observa que para cada ácido graso existe una área
determinada, que depende del orden de elución de los compuestos,
reflejando la cantidad con que cada ácido graso se encuentra en la
bacteria; asi se observa que los 3 ácidos grasos más abundantes son el

ácido hexadecanoico con un valor de lúú i; el ácido
cis~9,10-metilhexadecenoico con un 48 % y la umscla formada por los
ácidos cis¬9-octadecanoico y cis~11«octadecenoico con un 27 n ¡Figura
5). '

A diferencia de la alta estabilidad en los tiempos de retención. los
valores de las áreas de los ácidos grasos presentan fluctuaciones de un
análisis a otro: sin embargo. al obtenerr los intervalos se observa que
a pesar de estas fluctuaciones , el valor de área para ácido graso es
confiable al obtenerse porcentajes Por arriba del Eü á, presentándose
para el ácido 3 hidromitetradecanoico un porcentaje menor y no
obteniéndose intervalo para los ácidos heptadecanoico v octadecanoico
por presentar un coeficiente de variacion superior al 100 É; 105
factores que pueden producir tal efecto, serán abordados en la
dìscusion.{Tabla 41
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Tabla 3. Medidas descriptivas para las áreas normalizadas en los 

ácidos grasos de Enteroba.cter a.erosenea. 

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

3 e 12:0 2.44 1.90 76.98 9.25 0.28 

7 e 14:0 20.91 7.25 34.66 42.10 1.94 

10 e 15:0 5.80 1.27 21.87 9.42 3.05 

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

14 e 16:1
9 

22.40 7.60 33.94 39.93 11.22 

15 (' 16:0 100.00 0.00 00.00 100.00 100.00 

t7 e 17:06 48.61 5.22 10.75 65.62 36.48 

18 (' 17:0 4.30 5.40 125.54 44.36 l. 99 
!l 

27.74 11.02 .'39. 74 42.78 O. 16 22 e 18: li 
e 18:1 

23 e 18:0 2.11 2.90 137.30 21. 70 1). 37 

24 (' 19:0A 14.53 .5.39 37.07 85.59 2.27 

A.N. Media del área normalizado. D.E. : Desviación est.ándl'<r. 

C.V. Coeficiente de variación. 
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Tabla.ã3. Hedidas deecriptivaa para
¿oidos grasos de Enterohacien  .

las áreas normalizadas en los

H. __ ¡-- ----- _

No. de pico Acido graso A.H. D
3 C 12:0 2.44 l

7 C 14:0 20.91 T

10 C 15:0 5.50 1

12 3-OH C 14:0 l5.TÚ 12

14 c 1s=19 22.40 T
15 C 15:0 100.00 G

17 C 1?:0å 45.61 5
18 C 17:0 4-30 5
22 c 1a;1ï 2?.†4 11

1C 18
23 C 18:0 2.11 2
24 C 19:0å 14.53 .5

E. C.V.
Qü
25
27
71

Eü
DO
22
40
02

90
39

T6
34
21
B0
33
úú
IO

125
39

13?

3?

98
66
B7
94

94
00
75
54
74

HU
U?

MAX-
9

42
9

51
39
O0
65
44
42

21

85

25
10
42
53

93
00
62
36
TB

70

59

MIN.
O

1

3

1

il

00

35

l
Ú

L'__~

2

28
94
O5
2?

22
Ofi

45
99
ió

3?
fi-'I-I

¿Í

á.N. : Media del área normalizado.
U_U. : Coeficiente de variación.
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Fig. 5. Areo1 promedio de los picos de los ácidos grosoa de Enterobacter .2J.!R'1!!1!J· _J__
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Tabla 4. Intervalos de las áreas normalizadas. 

No. de pico 

3 

7 

10 

12 

l4 

15 

17 

18 
r,r 
'-"'-

23 

~4 

a: Para los ~1icos 

los "f1 i::.,:i~·. 7. 10 ~ 

Acido graso Intervalo Crornatogramas dentro 

e 12:0 10.54, 4.34) 80 % 

e 14:0 16.41, 35.411 93 % 

e 15:0 13.26, 8.34\ 92 % 

3-0H e 14:0 12.99, 28.411 76 % 

e 16: 1
9 17.2, 37 .6.t 100 % 

e 16:0 1100, 100) 100 % 

e 17 :Od 138.17, 59.05 t 100 ~:; 

e 17: () 
,, 

18:1
9 

15.7. 49.781 92 % 

e 18: 1
11 

e: 1 R: O 

e l9:0A 13.75. 25 .. 31) 97 % 

3 y 12 el intervalo SP cal~ul~ ~ DAr~jr rlP X ! S; pRr~ 
. ' t 1 . 

14~ 15. 17, 22 y 24 ~ pé'rtir de X - 2:3. p,~r.~ oe PlC:Of'· 

18 y 23 no ~·,;:.. contruy6 interv.:ilo por pre:r:~ent.~r un c·oeficient.~ (lP 

variación superior al 100 ~;,. 
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Tabla 4. Intervalos de las áreas normalisadas-

--- ------ --|

Ho. de pico ácido graso

S C
T 0

10 C
12 3-0H C
14 C
15 0
1? C
18 0

22 0
0

23 E
24 Ñ

12:0
14:0
15:0
14:0
1a;1g
16:0
17:0a

1T:0

15:19
]B:]11
19:0

l9:0fl

Intervalo Cromatogramas dentro

(0.54, 4.341 se a
es 41, a5.41_ es i
fa ea, a.a4_ se a
f2.as, es 411 TB a
r?.2, a1.a_ ioo s
rios, imei ica a
fas 1?. 5a.oa_ ica a

m5.?, 4s.?B_ 92 a

f3.T5. 25-311 9? 2

ez Para los picos 3 v 12
105 91105 T, 10? 14, 14.

15 y 23 no se contruvó intervalo por presentar un coeficiente de

variación superior al 100 2

el intervalo se calcuìë
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7. DISCUSION. 

La utilización de una columna capilar de sílice fundido para J.., 

identificación de los ácidoe graso e celulares de Enterobartf>r 

aerogenBs, permitió llevar acabo una completa separación de los 

compuestos, ya que una característica: de esta columna es la capacidad de 

resolver isómeros de los ácidos con la misma longitud de carbonos en la 

cadena, los isómeros iso y anteiso en otro tipo de columna pueden 

coeluir apareciendo como un pico en el cromatograma, sin embargo, en una 

columnr:i capilar ee"tos isómeros así ci:tmo los derivados hidroxiladiJs. 

car~cteris~icos de bacterias Gram negativas, como en el caso d~l 

presente trabajo, son separados completamente. 

La elución de los ácidos ~rasos bacterianos requirió de ur·1 tiemp( i 

aproximado de 3() minutos para la se;,aración completa de los comI11Jesto s ~ 

este tiempo de elución caracteristico le da a la cromatografía dE- gases 

un gran valoi en la jdentificaci¿n de bacterias. reduciéndn 

considerablemente el tiem:;:.o en el proceso, en rel.'rlción a las técnic.as 

tradicionales de identificación 

El tiempo de retención es una caracteristica primordial en el 

Rnálisis cromatográfico, ya que a través de él se pudo identificar cada 

uno de los componentes de la mezcla problema a nivel cualitativo, así se 

observó que el tiempo de retención es característico y único para cada 

ácido graso de Enterobacter aerogenes y que éste se incrementa de 

manera directa con el aumento en el número de'carbonos de la cadena. La 

identificación de los picos separados fué establecida por comparación de 

los tiempos de retención de la muestra problema con aquellos de una 

mezcla patrón que se inyectó diariamente, ambos se realizaron bajo las 

m1sm"1s condiciones de operación cromatográfici:i.. En general, la 

ocurrencia de los diferentes acidos grasos identificados y su cantidad 
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DISCUSION-

La utilización de una columna capilar de sílice fundido para ]n
identificacion de los- ácidos grasos- celulares de Entennhacter
aegggenes, permitió llevar acabo una comeleta SEPEPHCÍÓH ¿H 10”
compuestos, ya que una caracteristica de esta columna es la capacidad de
resolver isómeros de los ácidos con la misma longitud de carbonos en la
cadena, los- isomeros iso ir anteiso en -otro- tipo- de columna pueden
coeluir apareciendo como un pico en el cromatograma, sin embargo, en una

columna capilar estos isómeros asi como los derivados hidroxilados.
característicos de bacterias Gram negativas, como en el caso del
presente trabajo, son separados completamente.

La elucion de los ácidos grasos bacterianas requirió de un tiempo
aproximado de 30 minutos para la separación completa de los compuestos,

este tiempo de elución característico le da a la cromatografía de gases
un gran valor en la identificación' de bacterias. reduciendo
considerablemente el tiempo en el proceso, en relación a las tecnicas
tradicionales de identificación

El tiempo de retención es una caracteristica primordial en el
análisis cromatográfico, va que a traves de el se pudo identificar cada
uno de los componentes de la mezcla problema a nivel cualitativo, asi se
observó que el tiempo de retención es característico v único para cada
ácido graso de  Lgn aenosenes 3; que este se incrementa de
manera directa con el aumento en el número de'carbonos de la cadena. La
identificación de los picos separados fue establecida por comparación de
los tiempos de retención de la muestra problema con aquellos de una
mezcla patrón que se invectó diariamente, ambos se realizaron bajo las
mismas condiciones de operación cromatografica. En general. la
ocurrencia de los diferentes acidos grasos identificados v su cantidad
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aparecen constantes en cada muestra inyectada. 

Cada uno de los picos de los á~idos grasos identificados para 

EnteobactPr .aerogPnes, corresponden a cadenas lineales saturadas e 

insaturadas, caracter·íst icas 

tetradecanoico e 14:0 

de enterobacterias. 

cis-9-hexadecenoico 

Los ácidos 

e 16:1
9 

1, 

hexadecanoico ( e 16:0 , cis-9, 10-metil tilhexadecenoico IC 17:0 

y la mezcla formada por los ácidos trans-9-octadecenoico y 

cis-11-octadecencico aislados en la presente investigación, corresponden 

a los ácidos grasos más abundantes, lo cual concuerd.a con trabajos 

anteriores, por lo que se han establecido como característicos para la 

familia Enterobacteriaceae por diversos autores como Boe y Gjerde (71, 

Cechini y O brien 114 l y Hausler y Richter (29 l, permitiendo incluir a 

Enteroba~ter aerogPnPs dentro de esta familia. 

A través del análisis de los porcentajes de los tiempc1s de re~en~i·~'~· 

se pudo establ~cer la presenci.:i de 12 8.cidos graE:;oE: para Ent.Arnbac·tF-r 

aerogenPs~ los cuales conforman su perfil lipídico en el que no SP 

observ.::i. de picos. ya que fueron 

perfect.::i.mente. presentando un tiempo c.::tract~rí.=:ti1~·(:i par.=.s r:'.ada . .:í-::idr:-1 

gr·::ts0. el cual m;:,,ntuvo su const . .::incia sin variacicine~'. signiiicat.ivas d~ 

un análisis a otro (Tabla 2· y Figura 4 l :· 

Le· Bnterior noE~ lleva a establecer que d.~dc qu8 l:::i..s condiciones dP 

se mantuvieron constantes! permitiendo l.;, 

eluci6n diferencial de los componentes a través de la columna. El tiem~~ 

que tardan los diferentes compuestos en emigrar a través de la columna 

depende, en gran medida de la fase estacionaria empleada, ya que ésta es 

la única parte activa de la columna. Este proceso se observa como una 

serie de ~,articic·n~s donde la muestra pasa a l~ solución ó es adsorbid3 

en la fase estacionaria y subsecuentemente e¡o: va,:•orizBda. La afinidad dP 

la muestrct con la fase estacionaria da el tiempo en que los c-om~)onenteE~ 

individualei=: d"' la mezcla permétnecen en la columna. ef': decir. los 
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aparecen constantes en cada muestra inventada-

Cada uno de los picos de los ócidos grasos identificados para

Enìnnbscteïi serogsnns. corresponden la cadenas lineales saturadas e
insaturadas, caracteristicas de enterobacterias. Los ácidos

tetradecanoico f C 14:0 J , cie-9-hexadecenoico { C 16:19 J,

hexadecanoico { C 1ó:0 3 , cis-9, 10-metil tilhenadecenoico (C 17:0 J
y la mezcla formada por los ácidos trans-9-octadecanoico v

cisrll-octadecanoico aislados en la presente investigación, corresponden
a los _acidos grasos_'más abundantes, lo cual concuerda con trabajos

anteriores. por lo que se han establecido como característicos para la
familia Enterobacteriaceae por diversos autores como Boe v Gjerde (Ti,
Cechini y ü brian f14} p Hausler v Richter (291, permitiendo incluir a

Efllflrnhcsìfir ncïcssncs dentro de esta familia.

A traves del analisis de los porcentajes de los tiempos de retencion.
se pudo establecer la presencia de 12 ácidos grasos para Enternbaotar
 . los cuales conforman su perfil lipidico en el que no se
ooserva traslape de picos. va que estos fueron _3iferenciados
perfectamente. presentando un tiempo caracteriatrmv para cada ácido
graso. el cual mantuvo su constancia sin variaciones significativas de
un análisis a otro (Tabla 2`v Figura 41?

Lo anterior nos lleva a establecer que dado que las condiciones de
operación cromatogáfica _ se mantuvieron constantes, permitiendo la

elución diferencial de los componentes a traves de la columna- El tiempo
que tardan los diferentes compuestos en emigrar a traves de la columna

depende, en gran medida de la fase estacionaria empleada, va que esta es
la única parte activa de la columna. Este gwoceso se observa como una
serie de particiones donde la muestra pasa a le solución ó es adsorbida

en la fase estacionaria v subseouentemente es vaporisada. La afinidad de
la muestra con la fase estacionaria da el tiempo en que los componentes

individuales de la mescla permanecen en la columna- es decir. los
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compuestos con menor afinidad eluyen primero y los de mayor afinidad 

salen al final. Sin embargo debe tomarse en cuenta que e 1 orden d" 

elución de los compuestos también se incrementa con el número de 

carbonos presentes en la cadena, aunado a esto el orden de elución 

también se ve afectado por el aumento en la polaridad de los compuestos 

durante el proceso de metilación, por lo que ácidos grasos con menor 

número de carbonos eluyen después que aquellos con mayor número ele 

carbonos, como el caso del ácido 3 hidroxitetradecanoico con 14 átomos 

de carbono que aparece después del ácido pentadecanoicc con 15 átomos dP 

carbono, sin embargo, los ácidos grasos insaturados con isomerias 

geométricas aparecen antes que los lineales saturados con el mismc· 

número de átomos de carbono. Así al evaluar el análisis cualitativr 

de los ácidos grasos como un ;•rocedimiento par"< l"< id'?ntific;;.:·i0n d-" 

bacteria~ Gram negativas. se observa qu~ el métod0 emr1lead0 rest1lt~ s~~ 

el adecuado y que 1.-:.t composición de los ácidoE~ grasos eE~ S8r;:,. 0:·t.::-r1.=·t ~,:·-::, 

para cada especie, obte-niéndose result.=:tdos confiables en 4='1 an.::ili=·i~ 

cromatográfico y .::i.unque las bacterias sufr.:::-n ,::i.lter::i.r_:iones g"?nétic·a=-. l.~ 

composi8ión d~ s11s ácidos grasos tiende 

( 2). IieeE:·· 1 17 1, Gonzá.li?z ( 2~5 J • 

Lo anterior solo da una caracterización cualitativ~ res;iecto a l~ ;.re 

sencia de los ácidos grasos. la cual no es del todo suficient~ ~·a:-·~ 

definir el perfil lipídico de bacterias. si~ndo n-?cesario r~aliz-sr 1_::n 

análisis cu.::intit.3tivo de las áreas de los picc1s. presentad1:JE: com':' un 

porcentaje del total de laE' áreas de los pi:::•:Js d~ los ácidos 12'ra=:cJE'.. 

para de esta manera determinar su abundané::ia relativa. 

Al observar los resulta dos obtenidos a través de 1 aná 1 is is d-? laEo 
I 

áreas. se establece que el ácido graSo más abundante para 

aerni;;enPs fue el ácid0 hexadecanoico ( C16:0l y que al mismo tiempo es 

el que le ubica dentro de la familia Enterobacteriaceae. 
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compuestos con menor afinidad eluven primero 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 número de
carbonos presentes en la cadena. aunado a esto el orden de elucìán
también se ve afectado por el aumento en la polaridad de los compuestos
durante el proceso de metilacion, por lo que ácidos grasos con menor
número de carbonos eluven despues que aquellos con mayor número de
carbonos, como el caso del ácido 3 hidroxitetradecanoico con 14 átomos

de carbono que aparece después del ácido pentadecanoico con 15 átomos de
carbono, sin embargo, los ácidos grasos insaturados con isomerias
geométricas .aparecen antes= que los lineales: saturados- con el mismo

número de átomos de carbono- asi al evaluar el análisis cualitativf
de los ácidos grasos como un procedimiento para la identificacion de
bacterias Gram negativas. se observa que el metodo empleado resulte ser
el adecuado v que la composicion de los ácidos grasos es caracteristica
para cada especie. obteniéndose resultados confiables en el análisis

cromatográfico v aunque las bacterias sufren alteraciones geneticas. la
composicion de sus ácidos grasos tiende conservarse. como lo senalar
Hhmad ÍÉI. Dees t1T|, González f25I- Guerrant Ifišr v Tomahene IE?-.

Lo anterior solo da una caracterización cualitativa respecto a la pre
sencia de los ácidos grasos. la cual no es del todo suficiente para
definir el perfil lipidíco de bacterias. siendo necesario realisar un
análisis cuantitativo de las áreas de los picos. 1:~resentad¬:=s como un
porcentaje del total de las áreas de los picos de los ácidos grasos.
para de esta manera determinar su abundancia relativa.

al observar los resultados obtenidos a través del análisis de las
áreas. se establece que el ácido graso más abdndante para Eg±e¡qh5e;e¡

aerogenes fue el ácido heradecanoico I C16:üì y que al mismo tiempo es
el que le ubica dentro de la familia Enterobacteriaeeae.
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Loa valores de coeficiente de variación muestran que los ácidos 

3-hidroxitetradecanoico 3-0H e rlodecanoico ( e 
heptadecanoico 

12:0 ) , 

e 11:0 y octadecanoico e 1s:o aon 

14:0 ), 

los que 

presentan una alta variación en su abundancia, ya que el coefiente de 

variación es mayor al 70 %. lo que refleja que los datos son muy 

dispersos, sin embargo, los 8 ácidos grasos restantes tienden a ser más 

estables, lo cual se ve reflejado en sus coeficientes de variación que 

se encuentran por debajo de este valor (Tabla 31. 

Se analizaron los porcentajes de los datos normalizados en relación a 

los límites establecidos IX :! 2S\ y se obsi?rvó que para los ácidos 

tetradecanoico. pentadecanoico. cis-8-hexadecenoico. hexa.decanoico. 

cis-9,10-metilhexadecenoico. la mezcla formada por los ácidos 

trans-9-octadecenoico y cis-11-octadecenoico y el 

cis-9,10-metiloctadecenoico existe una alta reproducibilidad . ya que en 

todos ellos se presentó un porcentaje superior al 90 % de cromatogramas 

dentro de los limites 1 Tabla 4 \. Para el caso de los ácidos 

dodecanoico y 3-hidroxitetradecanoico. su reproducibilidad es del 80 ~ 

y 76 ~~ r.espectivamente y aunque se pueden consideri'l.r que son alto:o 

también se puede pensar que en algún paso de la técnica puedier0n 

haber sido 'afectados. Para el caso los ácidos heptadecanoico y 

octadecanoico no se construyó intervalo por presentar un coeficiente de 

variación superior al 100 % . 

Aunque algunos autores como Goran 127\ indican que los ácidos grasos 

son componentes básicos de los lipidos de todos los microorganismos y que 

el área de éstos depende de la cantidad de muestra inyectada, la 

variación en el área de los distintos ácidos grasos analizados en el 

presente estudio, no se adjudica a este facto~. debido a que se mantuvo 

controlado y además esta variación no se presentó en todos los 

cromatogramas ni en todos los picos, sino solamente en cuatro ácidos 

grasos que varian de manera considerable. Por lo tanto. esta variación se 

atribuye principalmente a la heterogeneidad en la abundancia de los 
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Los valores de coeficiente de variación. muestran que los ácidos
dodecanoico I C 12:0 1, flfhidroxitetradecanoico I 3-UH G 14:ü J,

heptadecanoico { C 1'?:¬ü fl 3,' octadecanoico { G 1E!-:D 1 son los que
presentan una alta variación en su abundancia, ya que el coefiente de
variación es ma;-ror_a1 'TÚ ã- lo que refleja que los. datos son muy

dispersos, sin embargo, los E ácidos grasos restantes tienden a ser más
estables, lo cual se ve reflejado en sus coeficientes de variación que
se encuentran por debajo de este valor (Tabla 31.

Se analizaron los porcentajes de los datos normalizados en relación a

los limites establecidos U1 1 251 v se observo que Para los áti-2105
tetradecanoico. pentadecanoico. cisrü-henadecenoico. heaadecanoico.
cis~9,10-metilhesadecenoico. la mescla formada por los ácidos
trans-9-octadecanoico 'F cis-11-octadecanoico v el acido
cie-9,10-metilcctadecenoico existe una alta reproducíbilidad _ va que en
todos ellos se presentó un porcentaje superior al QÚ t de cromatogramas

dentro de los limites f Tabla 41. Para el caso de los ácidos
dodecanoico v 3-hidrositetradecanoico. su reproducibilidad es dei E@ H
1: T6 al respectivamente 5-' aunque se pueden considerar que son altos
también se puede pensar que en algun paso de la tecnica puedieron
haber sido 'afectados. Para. el caso de los ácidos heptadecanoico v
octadecanoico no se construyó intervalo por presentar un coeficiente de
variación superior al 100 H .

aunque algunos autores como Goran FET) indican que los ácidos grasos
son componentes básicos de los lípidos de todos los microorganismos v que
el área de éstos depende de la cantidad de muestra invectada, la
variación en el área de los distintos ácidos grasos analizados en el
presente estudio, no se adjudica a este factor, debido a que se mantuvo
controlado p además esta variación no se presentó en todos ios
cromatogramas ni en tcdos los picos, sino solamente en cuatro ácidos
grasos que varian de manera considerable. Por lo tanto. esta variación se
atribuye principalmente a la heterogeneidad en la abundancia de los
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ácidos grasos celulares de Enterobacter aerogenes como lo señalan Starr 

{50) y el Manual de Bergey"s {36), también se puede deber a que son 

lípidos variables a nivel de ruta metabólica en esta bacteria, Moss y 

colabor-adores en 1980 ( 47) señalan que existen ácidos grasos en los 

diferentes grupos bacterianos que tienden a pr-esentar alteraciones en su 

abundancia como respuesta a la regulación genética en la construcción de 

lípidos celulares en microorganismos, la variación espacial y 

temporal en la abundancia de los lípidos celulares es un campo aún 

incierto y que requiere de una árdua investigación. 

La presencia de cadenas lineales saturadas e insaturadas. así como 

metiladas e hidroxiladas encontradas en este trabajo. concuerdan con lo 

reportado ~~r Boe y Gjerde f7) y Cechini y O"brien <141, quienes 

mencionan la ausencia de cadenas ramificadas, poliinsatur"1das y 

oxigenadas para la familia Enterobacteriaceae. 

Los cromatogramas obtenidos durante el presente trabajo, así como los 

resultados estadísticos completos, se encuentran depositados en el 

laboratorio de bacteriología ambiental, como parte del proyecto de 

Conservación y Mejoramiento.del Ambiente, en la Unidad de Investigación 

de la ENEP Iztacala. 

ácidos grasos celulares de Entstflhåfliflt flfisflflflnes como lo señalan Starr
(50) y el Manual de Bergey“s (35), también se puede deber a que son
lípidos variables a nivel de ruta metabólica sn esta bacteria, Moss y
colaboradores en 1980 .(47) señalan que existen ácidos grasos en los
diferentes grupos bacterianas que tienden a presentar alteraciones en su
abundancia como respuesta a la regulación genética en la construcción de
lipidos celulares emi microorganismos, la variación espacial y
temporal en la abundancia de los lípidos celulares es un campo aún

incierto y que requiere de una árdua investigación.

La presencia de cadenas lineales saturadas e inseturadas. asi como
metiladas e hidrosiladas encontradas en este trabajo. concuerdan con lo
reportado por Boe y Gjerde (7) y Gechini y ü'brien 1141. quienes
mencionan la ausencia the cadenas' ramificadas, poliinsaturadas y
osigenadas para la familia Enterobacteriaceae.

Los cromatogramas obtenidos durante el presente trabajo, asi como los
resultados estadísticos completos, se encuentran depositados en el

laboratorio de bacteriologia ambiental, como parte del proyecto de

Conservación y Hejoramíento_del ambiente,-en la Unidad de Investigación
de la EHEP Istacala.
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F\. CONCUJS I ONE:; 

De acuerdo con los resultados obtenidns F.r: "onc:J11yP.: 

Il El análisis de los ésteres metilicos de los ácidos grasos celulares 

de EntProbactP.r aP.rogP.nes por el método de cromatografia gas-liquidn 

puede ser considerado como uno de los métodos más rápidos. altami;,nt.o. 

repr(iducibles e inalterables cuyos resultados son procesados t~n~o ~ 

nivel de identificación como clasificación. con la limitante dA que 

falta profundi=ar aún más en la investigación sobre la regulación e n 

síntesis de lipidos bacterianos, a nivel bioquimic0 y genético para 

determinar las variaciones en los diferentes ácidos grasos. 

IIl El análisis de los lipidos bacterianos. en el presente ~=.:tu.:iio. 

no solo tiene su ópl icación *=n el área quimic:ft::t;~1:inómic:a. sin.-:-i qnP 

también porie de manifiesto la composición de los metil ésteres dP. 

los áci~os grasos celulares de Ent~rnbarter aPr~~~nes por primera 

vez (hasta donde sabemos con base en la revisión bibliográfi-

ca contribuyendo al conocimiento do;, esta célula bacteriana a 

·nivel bioquímico. 

III Los resultados de este estudio demuestran que la especie analizada 

contiene ácidos grasos del tipo de cadena lineal saturada 

y monoinsaturada <con sus dobles ligaduras en su mayoria con 

configuración 

formación de 

característica 

. 
geométrica cis y pocos en trans. además 

anillos ciclopropanos). Esta composición 

distingue invariablemente la familia de 

de la 

química 

otras 

bacterias Gram negativas y puede ser usada como un medio totalmente 

exacto para la identificación de esta familia. 

I i

I

I

CÚNCLUSIONEÉ

De acuerdo con los resultados obtenidos se noncluyez

El análisis de los ésteres metilicos de los ácidos grasos celulares
de Enggrgpaggen ggggggngs por el metodo de cromatografía gas-liquido
puede ser considerado como uno de los metodos más rápidos. altamente
reproducibles e inalterables cuyos resultados son procesados tanto a
nivel de identificación como clasificación. con la limitante de que
falta profundizar aún más en la investigación sobre la regulacion en
sintesis de lipidos bacterianas, a nivel bioquímico y genetica para
determinar las variaciones en los diferentes ácidos grasos.

I1 El analisis de los lípidos bacterianas. en el presente estudio
no solo tiene su aplicacion en el area quimiotaxonomica. sino que
también pone de manifiesto la composicion de los meti] esteres de
los áoiìäoa grasos celulares de ser Primer-H
ves ¡hasta donde sabemos con base en la revisión bibliográfi-
ca contribuyendo al conocimiento de esta celula bacteriana a
nivel bioquímico. '

II Los resultados de este estudio demuestran que la especie analizada
contiene .ácidos grasos del tipo de cadena lineal saturada
y monoinsaturada ¡con sus dobles lisaduras en su mayoria con
configuración geométrica cie gr pocos ¿en trans. ademas de la
formación de anillos ciclopropanos). Esta composición quimica
caracteristica distingue invariablemente la familia de otras
bacterias Gram negativas y puede ser usada como un medio totalmente
exacto para la identificación de esta familia.
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IV) Es importante tomar en cuenta g~~ para mant.AnAr 11ni'I a 1 t.i'I 

reproducibilidad en los resultados, es preciso mantener constante~: 

las condiciones durante el desarrollo de la técnica y del análisiR 

cromatográfico, sin dejar de considerar factores como el tiempo de 

vida media de la columna, ya que a pesar de que la separación en 

las columnas cromatográficas, como la de sílice fundido utilizada 

en el presente trabajo, es muy alta, la eficiencia se ve afectada 

por el uso intensivo de la misma, provocando asi variaciones en 

los resultados. 

Vl L;:i. composición de los éÍ<':'.idos grasos de Ent<"rohac;ter r.e>ro&"Pn<"s es 

~ltamente especifica. por lo que los análisis cualitativos y cuanti

tivos pueden ser adaptados en laboratorios. que posean el instrumen

tal adecuado. constituyendo un criterio adicional muy valioso para 

la diferenciación de especies y servir como un método rápido y alta-

mente · reproducible para rutinas de identificación a en diversos 

sectores como el clínico. el sanitario. el alimenticio y el 

biotecnológico, así como en trabajos de investigación. 
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Es importante tomar en cuenta que para mantener una alta

reproducibiìidad en los resultados, es preciso mantener constantes
las condiciones durante_el desarrollo de la técnica Y del analisis
cromatográfico, sin dejar de considerar factores como el tiempo de
vida media de la columna, ya que a pesar de que la separación en

las columnas cromatográficas, como la de silice fundido utilizada
en el presente trabajo, es muy alta, la eficiencia se ve afectada
por el uso intensivo de la misma. provocando asi variaciones en

los resultados.

'Ji La composicion de los acidos grasos de E11;-=.:o`h_a-¬.te..¡_: a_¿_=~1;o__ge11L,=_s es
altamente especifica. por lo que los analisis cualitativos y cuantí-
tivos pueden ser adaptados en laboratorios. que posean el instrumen~
tal adecuado. constituyendo un criterio adicional muy valioso para
la diferenciación de especies y servir como un metodo rapido y alta-
mente 'reproducible para rutinas de identificacion a en diversos
sectores como : ei clinico. el sanitario. ei alimenticio y el
biotecnológico, asi como en trabajos de investigacion.
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