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En 1963 se sugirió que el an6liais quimico de 
microorganismos podria ser usado para su clasificación. 
Subsecuentemente, el análisis croaatoqr6fico gas-liquido (CGL) 
de la composición de los ácidos grasos de bacterias se propone 
como una prueba complementaria en la identificación y 
clasificación de una gran variedad de bacterias (1) (28). 

La especie bacteriana utilizada en el presente trabajo fué 
Klebsiella oxytoca cepa tipo ATCC 13182 . 

Para el análisis fué necesario la obtenci6n de la bio111asa, 
su centrifugación, liofilizaci6n y esterificaci6n, 
posteriormente un análisis croaatogr6fico seguido de un 
análisis estadistico. Con 6sto se deterain6 el perfil lipidico 
con base a las diferencias cualitativas y cuantitativas de la 
composición de los ácidos grasos celulares por cromatografia 
de gas-liquido . 

El perfil lipidico mostr6 que los ácidos grasos 
caracteristicos son el 4odecanoioo, tetra4eoanoico, 3-
bi4rozitetra4eoanoico, beza4ecanoioo, cia-t-10-aetileneza4eca­
noico, bepta4ecanoico, trana-t-octa4ecenoico, octa4ecanoico y 
cia-9-10-aetilenocta4ecanoioo. 

Los resultados obtenidos por CGL de los ácidos grasos son 
una muestra de que el método puede ser adaptado en 
laboratorios clinicos para proveer un criterio adicional para 
la identif icaci6n de bacterias, gracias a la reproducibilidad 
y sensibilidad del método. 
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R I I U I I I

En 1963 se sugirio que el analisis quimico de
microorganismos podria ser usado para su clasificacion.
Subsecuentemente, el analisis cromatografico gas-liquido (CGL)
de la composicion de los acidos grasos de bacterias se propone
como una prueba complementaria en la identificación y
clasificacion de una gran variedad de bacterias (1) (23).

La especie bacteriana utilizada en el presente trabajo fué
Elebsislla ezrtesa cepa tíP° HTCC 13192-

Para el análisis fue necesario la obtencion de la biomasa,
su centrifugacion, liofilizacion y esterificacion,
posteriormente un analisis cromatografico seguido de un
analisis estadístico. con ãsto se determino el perfil lipidico
con base a las diferencias cualitativas v cuantitativas de la
composicion de los acidos grasos celulares por cromatografía
de gas-liquido.

El perfil lipidico mostro que los ácidos grasos
característicos son el dedeeaaoiee, tetradeeaaaieo, 3-
hidromitetradeoanoico, hamadeeamoico, eim-i-1e¬meti1ememadeea-
noise, heptadecaaoioo, trans-9-ootadecemoioo, octmdecanoieo y
sis-9-10-matilenootmdecanoioo.

Los resultados obtenidos por CGL de los acidos grasos son
una muestra de que el método puede ser adaptado en
laboratorios clinicos para proveer un criterio adicional para
la identificacion de bacterias, gracias a la reproducibilidad
y sensibilidad del método.
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I • T R o D u e e I o • 

En el área biológica, los microorganismos han jugado un 

papel importante en el desarrollo de la investigación, la 

docencia y la tecnología. Desde tiempos remotos existía ya el 

interés en los microorganismos y su efecto en la salud pública. 

Uno de los objetivos principales del análisis bacteriológico 

es la identificación de los microorganismos aislados. Lo 

anterior tiene el propósito de ubicarlos en un taxón y el de 

compararlos con nuevas especies aisladas (37). 

IDENTIFICACIOM DB BACTERIAS 

Los métodos tradicionales empleados en la identificación de 

microorganismos, se basan fundamentalmente en el estudio y 

descripción de las características morfológicas y fisiológicas 

de cada grupo de microorganismos, sin embargo, el valor 

taxonómico de dichos caracteres dependera de que estos se 

mantengan estables y de la capacidad del investigador para 

interpretarlos y diferenciarlos (4) (11) (29) (37). 

Apartir de la década de los 50's surge la posibilidad de 

clasificar e identificar a los microorganismos con base a la 

biología molecular, a través de sus componentes celulares tanto 

estructurales como funcionales, entre los que encontramos ciertas 

enzimas, el ADN, la composición química de membranas, 

lipopolisacáridos, carbohidratos, proteínas y ácidos grasos entre 

los más usados (3) (22) (46). 
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anterior tiene el proposito de ubicarlos en un taxon v el de

compararlos con nuevas especies aisladas (37).
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Los metodos tradicionales empleados en la identificacion de

microorganismos, se basan fundamentalmente en el estudio y

descripcion de las caracteristicas morfologicas y fisiológicas

de cada grupo de microorganismos, sin embargo, el valor

taxonomico de dichos caracteres dependera de que estos se

mantengan estables y de la capacidad del investigador para

interpretarlos y diferenciarlos (4) (11) (29) (37).

Apartir de la década de los 50's surge la posibilidad de

clasificar e identificar a los microorganismos con base a la

biologia molecular, a traves de sus componentes celulares tanto

estructurales como funcionales, entre los que encontramos ciertas

enzimas, el ADN, la composicion quimica de membranas,

lipopolisacáridos, carbohidratos, proteinas y ácidos grasos entre

los mas usados (3) (22) (46).
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LIPIDOS 

Los lipidos son los constituyentes de los seres vivos; 

insolubles en agua, se extraen con solventes orgánicos, como son 

el éter, cloroformo, alcohol, éter de peróleo, etc. Aunque los 

lipidos son material energético y actúan como amortiguadores 

fisicos y aisladores de temperatura, su función más importante es 

la de participar, asociados con proteinas y carbohidratos en la 

composición de las membranas celulares (39). 

Los lipidos estan presentes en casi todas las bacterias, ya 

que son componentes de la pared y parte fundamental en la 

estructura de la membrana celular. Para fines de quimiotaxonomia 

son analizados de acuerdo a su constitución: compuestos de cadena 

larga, isoprenoides y lipidos polares (15) (39) (46). 

Los compuestos de cadena larga pueden ser divididos en dos 

grupos: los ácidos grasos, cuyo número varia entre 12 y 20 átomos 

de carbono y el grupo de los ácidos micoliticos, los que poseen 

de 20 a 90 átomos de carbono. 

ACIDOS GRASOS CBLOLARES 

Los ácidos grasos estan presentes en grandes cantidades como 

componentes de la estructura de los lipidos, muy raramente se 

presentan en forma libre (no esterificada) en las células. Son 

ácidos monocarboxilicos cuyo radical alquilico representa una 

estructura de h i drocarburo que puede ser lineal o ramificada. De 

acuerdo a la ausencia o presencia de dobles ligaduras en su 
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estructura se dividen en ácidos grasos saturados e insaturados. 

Los grupos más importantes de bacterias Gram negativas, han 

sido examinados en relación a su composición de ácidos grasos. 

Son conocidos más de 50 tipos. un organismo Gram negativo t1pico 

puede contener de 12 a 20 ácidos grasos en cantidades que van de 

un 60 a 70 % del peso total y poseen uno o más de los siguientes 

ácidos grasos: ácidos grasos de cadena normal, monoinsaturados 

sustituido con anillos ciclopropanos, hidroxilados en posición 2 

o 3, metilaciones y ramificaciones iso y anteiso. En algunos 

casos los patrones de los ácidos grasos pueden ser 

caracteristicos de un taxón particular a nivel de género y 

especie como es el caso de las enterobacterias (3) (25) (38). 

En la actualidad el análisis de 11pidos en la taxonomia 

bacteriana está bien establecido y ha provisto de caracter1sticas 

adecuadas para ser empleadas en la clasificación e identificación 

de diversos grupos, ya que son componentes de la célula 

bacteriana que se han logrado mantener geneticamente estables 

a través del tiempo. 

A!IALISIS DE LIPIDOS POR CROllATOGRAl'IA DE GAS-LIQUIDO 

El análisis de los 11pidos por cromatografia de gas-liquido, 

como un método para identificar bacterias fue iniciado por James 

y Martin en 1956 (30) (42) Actualmente son varios los autores 

que estudian los diferentes métodos cromatográficos para el 

análisis de 11pidos, útilizando los ésteres met1licos de los 
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estructura se dividen en acidos grasos saturados e insaturados.

Los grupos más importantes de bacterias Gram negativas, han

sido examinados en relacion a su composicion de acidos grasos.

Son conocidos más de ED tipos. Un organismo Gram negativo típico

puede contener de 12 a 20 acidos grasos en cantidades que van de

un 60 a TG % del peso total y poseen uno o mas de los siguientes

ácidos grasos: ácidos grasos de cadena normal, monoinsaturados

sustituido con anillos ciclopropanos, hidrorilados en posicion 2

o 3, metilaciones y ramificaciones iso y anteiso. En algunos

casos los patrones de los ácidos grasos pueden ser

característicos de un taxon particular a nivel de género y

especie como es el caso de las enterobacterias (3) (25) (38).

En la actualidad el análisis de lípidos en la taxonomía

bacteriana esta bien establecido y ha provisto de características

adecuadas para ser empleadas en la clasificacion e identificacion

de diversos grupos, ya que son componentes de la célula

bacteriana que se han logrado mantener geneticamente estables

a traves del tiempo.

IHILIBIB DE LIPIDÚI PDI CIDHLTOGRLIII DI Gli-LIQUIDO

El análisis de los lípidos por cromatografía de gas-líquido,

como un método para identificar bacterias fue iniciado por James

y Martin en 1955 (BD) (42) . Actualmente son varios los autores

que estudian los diferentes métodos cromatográficos para el

análisis de lípidos, útilizando los ésteres metílicos de los
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ácidos grasos; los cuales, son evaporados y removidos dentro de 

una columna columna capilar que útliza un flujo de gas nitrógeno 

o helio como gas acarreador. Los ésteres individuales emergen de 

la columna en relación al tiempo de retención obteniendose un 

cromatográma parecido a una huella digital. (13) (23) (25) (39) 

(50). 

Se ha demostrado el valor que tiene ésta técnica para la 

identificación y clasificación rápida de una gran número de 

bacterias asi como para la diagnósis de microorganismos, 

presentando ventajas como la sensibilidad, especificidad, 

uniformidad, rapidez y reproducibilidad en la detección de 

componentes 

permitiendo 

bacterianos en concentraciones nanográmicas, 

un análisis cualitativo y cuantitativo de manera 

simultanea, aplicandose con éxito en sectores de importancia 

clinica, sanitaria, veterinaria y en la industria de la salud y 

la alimentación (1) (5) (24) (25) (43) (47) (58). 

Hoy en dia para lograr una identificación precisa son 

empleadas más de 50 pruebas bioquimicas, además de la aplicación 

de pruebas complementarias como son: la tipificación serol6gica, 

fagotipificación, y algunas otras pruebas como la determinación 

del contenido de bases en el ADN (G+C), hibridación, 

electroforesis de proteinas y diferencias entre los 

constituyentes tipicos de la pared celular, la membrana celular y 

el citoplasma bacteriano (29) (44) (45). 
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bacterias asi como para la diagnosis de microorganismos,

presentando ventajas como la sensibilidad, especificidad,

uniformidad, rapidez y reproducibilidad :mi la deteccion de

componentes bacterianos en concentraciones nanográmicas,

permitiendo un análisis cualitativo y cuantitativo de manera

simultanea, aplicandose con exito en sectores de importancia

clínica, sanitaria, veterinaria y en la industria de la salud y

la alimentacion (1) (5) (24) (25) (43) (47) (58).

Hoy en día para lograr una identificacion precisa son

empleadas mas de 50 pruebas bioquímicas, además de la aplicacion

de pruebas complementarias como son: la tipificacion serologica,

fagotipificacion, y algunas otras pruebas como la determinacion

del contenido de bases en el ADN (G+C), hibridacion,

electroforesis de proteínas y diferencias entre los

constituyentes típicos de la pared celular, la membrana celular y

el citoplasma bacteriano (29) (44) (45).
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Por esta razón, varios investigadores han tratado de 

eliminar la laboriocidad y desventajas de los procedimientos 

convencionales tratando de encontrar en la cromatografia de gas 

liquido un método simple que provea, al menos la misma 

información. 

IMPORTAllCIA DB LA FAMILIA IDITBROBACTBRIACBAB 

La familia Enterobacteriaceae es uno de los grupos más 

importantes de bacterias encontradas en el tracto intestinal de 

animales de sangre caliente. Integrados a este grupo , 

encontramos a organismos caracteristicos del género Shigella filL.. 

y Salmonella filL.., los cuales tienen caracteristicas importantes, 

como las de ser patógenos al hombre. Otros géneros son el de 

Escherichia filL.. y Enterobacter filL.., cuyas caracteristicas radican 

en ser organismos sapróf i tos, representantes de la flora 

intestinal normal del hombre, y que bajo circunstancias muy 

excepcionales, causan infección. Dentro del grupo encontramos 

organismos oportunistas que en ocasiones, pueden ser patógenos, 

tal es el ejemplo del género Proteus filL.. y Klebsiella filL.. (3) 

(9) (49). 

En un principio, los organismos del género Klebsiella no se 

consideraban organismos patógenos, pero desde hace 25 años se han 

incrementado las infecciones causadas por este género, 

particularmente infecciones clinicas en pacientes hospitalizados. 
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Por esta razon, varios investigadores han tmatado de

eliminar la laboriocidad y desventajas de los procedimientos

convencionales tratando de encontrar en la cromatografía de gas

líquido un método simple que provea, al menos la misma

informacion.

IIPORTAHCIL DI LA PLIILIA IHTIRDBIBTERIACEAI

La familia Enterobacteriaceae es uno de los grupos mas

importantes de bacterias encontradas en el tracto intestinal de

animales de sangre caliente. Integrados a este grupo,

encontramos a organismos característicos del género åhigella spp

y figlmgpellg §p¿, los cuales tienen características importantes,

como las de ser patogenos al hombre. Otros géneros son el de

Escherichia ser Y Enterebactsr eee. suyas caracteristicas radican
en ser organismos saprofitos, representantes de la flora

intestinal normal del hombre, y que bajo circunstancias muy

excepcionales, causan infeccion. Dentro del grupo encontramos

organismos oportunistas que en ocasiones, pueden ser patogenos,

tal es el ejemplo del género Proteus ppp y Klebsiella spl (3)

(9) (49)-

En un principio, los organismos del genero filgbsiglla no se

consideraban organismos patogenos, pero desde hace 25 años se han

incrementado las infecciones causadas por este género,

particularmente infecciones clínicas en pacientes hospitalizados.
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CARAC'l'BRISTICAS DEL GEllERO KLEBSIBLLA 

Los organismos del género Klebsiella son bacterias 

oportunistas que pueden causar infecciones. Las más comunes se 

dan en el tracto urinario, de origen nosocomial, siendo el tracto 

intestinal el reservorio principal, y las •anos el vector de 

transmi sión (3) (9) (14) (51). 

El género Klebsiella son bacilos Gram negativos de 0.3-1.0 x 

0.6-6.0 um, de arreglos si•ples, pares o cadenas cortas, 

presentan cápsula, son no móviles, anaeróbios facultativos, con 

metabolismo respiratorio y fermentativo. Crecen en medio 

extracto de carne produciendo colonias en forma de domo, de color 

brillante en distinto grado, dependiendo de la composición del 

medio. 

Presenta la siguiente ubicación taxonómica: 

Familia I. Enterobacteriaceae. 

Tribu IV. Klebsiella. 

Género V. Klebsiella. 

1.- L. oxvtoca. 

El habitat que presenta es el tracto respiratorio, 

encontrandose en el intestino de animales y del hombre, asi como 

en el suelo, polvo, aire y agua. (3) (9) (33) (49 ) . 
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CARACTERISTICAS DEL GENERO ILIHBIILLA

Los organismos del género filebgiglla son bacterias

oportunistas que pueden causar infecciones. Las mas comunes se

dan en el tracto urinario, de origen nosocomial, siendo el tracto

intestinal el reservorio principal, y las manos el vector de

transmision (3) (9) (14) (51).

El género Klebsigllg son bacilos Gram negativos de 0.3-1.0 x

0.6-6.0 um, de arreglos simples, pares o cadenas cortas,

presentan cápsula, son no moviles, anaerobios facultativos, con

metabolismo respiratorio y fermentativo. Crecen en medio

extracto de carne produciendo colonias en forma de domo, de color

brillante en distinto grado, dependiendo de la composicion del

medio.

Presenta la siguiente ubicacion taxonomica:

Familia I. Enterobacteriaceae.

Tribu IV. Klebsiella.

Género V. glgpgiglla.

1-* El Qäïiâäå-

El habitat que presenta es el tracto respiratorio,

encontrandose en el intestino de animales y del hombre, así como

en el suelo, polvo, aire y agua. (3) (9) (33) (49).
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A M T B C B D B M T B 8 

La cromatograf1a de gases en la actualidad es útilizada como 

auxiliar en muchos campos de la investigación cient1fica. De un 

tiempo a la fecha se han incrementado los estudios para dilucidar 

los constituyentes de la célula bacteriana, especificamente el 

contenido de los ácidos grasos, obteniendo con ésto un gran 

avance en aspectos taxonómicos (5) (52). 

Los primeros trabajos de cromatograf1a aplicada en la 

investigación, fueron los realizados por Tswett, M. (10) (56), 

bioqu1micos Rusos que en 1906, describieron como la clorofila 

podria ser separada de otros pigmentos presentes en las plantas, 

empleando para ello una columna de carbonato de calcio con éter 

de petróleo; hasta 1931 se publica la técnica (35) (50). 

En 1956 los investigadores James y Martin fueron los 

primeros en trabajar con la cromatográf ia de gases aplicada a la 

microbiolog1a, determinaron los ácidos grasos de un extracto de 

Pseudomonas aeruqinosa utilizando para ésto diazometano y éter de 

acetona ( 1) ( 3 o) . 

Más tarde la clasificación de microorganismos a través del 

análisis qu1mico de las células por cromatograf1a de gas fué 

sugerido por Abe! y colaboradores en 1963, quien es considerado 

el fundador de una nueva dirección en la bacteriolog1a moderna al 

sostener que los microorganismos pueden diferenciarse con base a 

la composición de sus ácidos grasos, introduciendo esta técnica 

para determinar especies de la familia Enterobacteriaceae (1) (58). 
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A I T I C I D E I T I E

La cromatografía de gases en la actualidad es útilizada como

auxiliar en muchos campos de la investigacion científica. De un

tiempo a la fecha se han incrementado los estudios para dilucidar

los constituyentes de la célula bacteriana, especificamente el

contenido de los acidos grasos, obteniendo con esto un gran

avance en aspectos taxonomicos (5) (52).

Los primeros trabajos de cromatografía aplicada en la

investigacion, fueron los realizados por Tswett, ll. (lo) (55),

bioquímicos Rusos gue en 19135, describieron como la clorofila

podría ser separada de otros pigmentos presentes en las plantas,

empleando para ello una columna de carbonato de calcio con éter

de petroleo; hasta 1931 se publica la técnica (35) (5a).

En 1956 los investigadores James y Hartin fueron los

primros en trabajar con la cromatogrãfia de gases aplicada a la

microbiología, determinaron los ácidos grasos de un extracto de

Esggdgpopas aeruginosg utilizando para esto diazometano y éter de

acetona [1] (3o).

Has tarde la clasificacion de microorganismos a traves del

analisis químico de las colulas por cromatografía de gas fue

sugerido por Abel y colaboradores en 1963, quien es considerado

el fundador de una nueva direccion en la bacteriología moderna al

sostener que los microorganismos pueden diferenciarse con base a

la composicion de sus acidos grasos, introduciendo esta técnica

para determinar especies de la familia Enterobacteriaceae (1) (53)

E



En los años 60' s se utiliza la técnica para diferenciar 

grupos bacterianos como lo demuestran los trabajos de Kaneda en 

1967 quien trabajó con especies del género Bacillus (34); Brook 

y colaboradores con ayuda de la técnica de cromatografia de gases 

logran la diferenciación de 2 especies del género Clostridium 

( 6) • 

En la primera mitad de la década de los 70's Amstein y 

Hartman determinaron los ácidos grasos del género Enterococcus y 

obtuvieron el patrón lip1dico (2). 

Boe y Hausler en los SO's siguen desarrollando la técnica de 

cromatografia de gases con el fin de establecer el patrón de los 

ácidos grasos para emplearlos como una herramienta en la 

identificación y clasificación de ciertos representantes de la 

familia Enterobacteriaceae (4) (22). De igual modo Bousfield y 

colaboradores (5), Cookson (7), Guerrat y colaboradores (21), 

Hausler (22) (24), Janzen (32) y Lechevalier (38). 

A finales de los SO's con el desarrollo de los métodos de 

análisis de los 11pidos por medio de la cromatografia de gases se 

logra advertir que la composición de los ácidos grasos se ve 

afectada de manera cualitativa y cuantitativa por parámetros 

experimentales bajo los cuales se desarrollan los microorganismos 

como son la naturaleza del medio y las condiciones del cultivo 

(edad del cultivo, sustrato utilizado, temperatura de incubación, 

pH e inóculo) (1) (10) (12) (16) (17) (48) (57). 
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En los- años 50's se utiliza la 'técnica para diferenciar

grupos bacterianos como lo demuestran los trabajos de Kaneda en

1967 quien trabajo con especies del género flagillgs (34)) Brook

y colaboradores con ayuda de la técnica de cromatografía de gases

logran la diferenciacion de 2 especies del género Q],_Q5;Li,_d_j¿m

(6).

En la primera mitad de la década de los 70's Amstein y

Hartman determinaron los ácidos grasos del genero Enggrggggggs y

obtuvieron el patron lipídico (2).

Boe y Hausler en los 30's siguen desarrollando la tecnica de

cromatografía de gases con el fin de establecer el patron de los

ácidos grasos para emplearlos como una herramienta en la

identificacion y clasificacion de ciertos representantes de la

familia Enterobacteriaceae (4) (22). De igual modo Housfield y

colaboradores (5), Cookson (7), Guerrat y colaboradores (21),

Hausler (22) (24), Janzen (32) y Lechevalier (38).

A finales de los 80's con el desarrollo de los métodos de

análisis de los lípidos por medio de la cromatografía de gases se

logra advertir que la composicion de los acidos grasos se ve

afectada de manera cualitativa y cuantitativa por parámetros

experimentales bajo los cuales se desarrollan los microorganismos

como son la naturaleza del medio y las condiciones del cultivo

(edad del cultivo, sustrato utilizado, temperatura de incubación,

pH e inoculo) (1) (10) (12) (16) (17) (43) (52).
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En la década de los 90's los estudios que se desarrollan en 

esta área tienen como objetivo el estandarizar los parámetros de 

crecimiento para cada uno de los grupos bacterianos, as! como la 

variación den la presencia y concentración de los ácidos grasos 

de cada grupo bacteriano (13) (53) (54) (55). 
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En la década de los 90's los estudios que se desarrollan en

esta área tienen como objetivo el estandarizar los parámetros de

crecimiento para cada uno de los grupos bacterianos, así como la

variación den la presencia y concentracion de los acidos grasos

de cada grupo bacteriano (13) (53) (54) (55).
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J u s T I p I e A e I o • 

Los métodos desarrollados para la identificación de 

microorganismos se basan en el análisis de sus caracteristicas 

fisicoquimicas. 

El análisis cromatográfico gas-liquido (CGL) de los ácidos 

grasos es propuesto apartir de los 50's como una una alternativa 

en la identificación y clasificación de bacterias (28). 

La familia Enterobacteriaceae está formada por un grupo de 

microorganismos causantes de un gran número de infecciones al 

hombre, algunas veces producen la muerte. Dada la importancia que 

representa este grupo en la salud, la implementación de 

métodos para la determinación rápida y precisa de estos 

microorganismos será un gran avance en el control y prevención de 

enfermedades de este origen. 

El presente estudio se realizó en la Unidad de Investigación 

Interdiciplinaria de Ciencias de la Salud y Educación 

(U.I.I.C.S.E.) dentro de los objetivos del proyecto de 

Conservación y Mejoramiento del Ambiente (CyMA) en la Escuela 

Nacional de Estudios Profesionales Iztacala (E.N.E.P.I.), 

U.N.A.M. La estandarización del método por cromatografía de 

gases, permitirá utilizarla como una técnica rutinaria para la 

determinación de bacterias; para ello es necesario contar con los 

perfiles cromatográficos de las principales especies de la 

familia Enterobacteriaceae. El objetivo principal fue la 

obtención del perfil lipidico de Klebsiella oxytoca para ser 
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J U B T I F I C A C I O I

Los métodos desarrollados para la identificación de

microorganismos se basan en el análisis de sus características

fisiooquímicas.

El análisis cromatografico gas-líquido (CGL) de los acidos

grasos es propuesto apartir de los 50's como una una alternativa

en la identificacion y clasificacion de bacterias (28).

La familia Enterobacteriaceae está formada por un grupo de

microorganismos causantes de un gran número de infecciones al

hombre, algunas veces producen la muerte. Dada la importancia que

representa este grupo en la salud, la implementacion de

metodos para la determinacion rápida y precisa de estos

microorganismos será un gran avance en el control y prevencion de

enfermedades de este origen.

El presente estudio se realizo en la Unidad de Investigacion

Interdiciplinaria de Ciencias de la Salud y Educacion

(U.I.I.C.s.E.) dentro de los objetivos del proyecto de

Conservacion y Mejoramiento del Ambiente (CyHA) en la Escuela

Nacional de Estudios Profesionales Iztacala (E.N.E.P.I.),

U.H.A.H. La estandarización del método por cromatografía de

gases, permitirá utilizarla como una técnica rutinaria para la

determinacion de bacterias; para ello es necesario contar con los

perfiles cromatogråficos de las principales especies de la

familia Enterobacteriaceae. El objetivo principal fue' la

obtención del perfil lipídico de 15_]_gp_§_j,_e_1_],_a ggy_t_Qg_a para ser
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evaluado como un método rápido y que en un futuro pueda ser 

empleado de manera rutinaria en la determinación de bacterias 

aisladas de fuentes que hayan tenido contacto con materia fecal 

de animales de sangre caliente. 
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evaluado como un metodo rapido y que en un futuro pueda ser

empleado de manera rutinaria en la determinacion de bacterias

aisladas de fuentes gue hayan tenido contacto con materia fecal

de animales de sangre caliente.
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O B J B T I V O S • 

OBJETIVO GENERAL: 

Aplicación del método por Cromatografia gas-liquido par a la 

identificación de los Acidos grasos celulares total es de 

Klebsiella oxytoca. 

OBJETIVO PARTICULAR: 

Obtención del perfil cromatogrAfico de los Ac i dos g r asos 

celulares totales de Klebsiella oxvtoca. 
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D B J I T I T U B :

ÚBJETIED GIHERAL¦

Aplicacion del método por Cromatografía gas-líquido para la

identificacion de los ácidos grasos celulares totales de

 eflmsei

ÚHJETITÚ PARTICULAR:

obtencion del perfil cromatografico de los ácidos grasos

celulares totales de filepsiella oxytoca.
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M A T E R I A L B 8 y M B T O D O 

Microorqanisao y cultivo: 

La especie bacteriana usada en el presente estudio fué 

Klebsiella oxytoca (13182) obtenida directamente del American 

Type Culture Collection (ATCC), cultivada y mantenida en Agar 

Nutr i tivo. La cepa f ue depositada para su conservación a largo 

plazo en la Colección de cultivos Microbianos del CINVESTAV-IPN. 

Preparación de Bioaaaa Bacteriana 

Para la preparación de la biomasa se partió de un cultivo 

proven iente de la cepa pura, se realizó un pase en agar inclinado 

incubándolo a 37 ºC por 24 h. De este cultivo se resembró en 

placa a 37 ºC por 24 h para aislar una colonia que se utilizó 

para un sembrado masivo en placa (dos cajas por muestra). Cada 

caja de Petri de 10 cm de diámetro con 25 ml de medio nutritivo. 

Cosecha Bacteriana 

Para la cosecha de bacterias se utilizó una solución de 

formaldehido al 0 . 5%, varillas de vidrio en forma de "L", embudos 

de vidrio, tubos de centrifuga, pipetas de 5 ml (Todo el material 

previamente esterilizado en autoclave a 15 lbs/15 min). Después 

de obtener un crecimiento abundante en las cajas de Petri se 

procedió a adicionar 5 ml de formaldehido a cada una de las 

cajas, lavando suavemente con ayuda de la varilla de vidrio, este 

proceso se realizó con la finalidad de fijar y cosechar la 

bacteria. 
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HATBIILLIB Y HITDDD

Hicroorganismo y Cultivo:

La especie bacteriana usada en el presente estudio fue

Elebsiella oxytocg, Llglggl, obtenida directamente del American

Type Culture Collection (ATCC), cultivada y mantenida en Agar

Nutritívo. La cepa fue depositada para su conservación a largo

plazo en la coleccion de Cultivos Hicrobianos del CINVESTAV-IPN.

Preparacion de Biomasa Bmcterimnm

Para la preparacion de la biomasa se partio de un cultivo

proveniente de la cepa pura, se realizo un pase en agar inclinado

incubándolc a 3? °C por 24 IL De este cultivo se resembro en

placa a 37 “C por 24 h para aislar una colonia que se utilizo

para un sembrado masivo en placa (dos cajas por muestra). Cada

caja de Petri de 10 cm de diámetro con 25 ml de medio nutritivo.

cosecha sacteriana

Para la cosecha de bacterias se utilizó una solución de

formaldehído al 0.5%, varillas de vidrio en forma de "L", embudos

de vidrio, tubos de centrífuga, pipetas de 5 ml (Todo el material

previamente esterilizado en autoclave a 15 lbs/15 min). Después

de obtener un crecimiento abundante en las cajas de Petri se

procedió a adicionar 5 ml de formaldehído a cada una de las

cajas, lavando suavemente con ayuda de la varilla de vidrio, este

proceso se realizo con la finalidad de fijar y cosechar la

bacteria.

.If
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El contenido de 2 cajas de Petri (10 ml) fue vertido en 

tubos de centrifuga (previamente lavados con hexano ó acetona) 

mediante un embudo de vidrio para su posterior centrifugación. 

Centrifuqaci6n 

Una vez preparados los tubos con la cosecha bacteriana se 

procedió a centrifugarlos a 15 000 rpm/10 min a una temperatura 

de 4 º C . 

El sobrenadante del primer centrifugado fue desechado, 

agregando posteriormente 5 ml de solución fisiológica de cloruro 

de sodio 0.85% con la finalidad de realizar un lavado. Este 

proceso se r e pi t i ó una ve z más bajo las mismas condi c iones. 

Al té r mino del proceso de centrifugación, el paquete celular 

obt enido fue transferido a frascos viales previamente lavados con 

hexano y secados en estufa. La transferencia del paquete celular 

se realizó con la ayuda de una cucharilla metálica, repartiéndose 

perfectamente la biomasa sobre las paredes de los frascos con la 

finalidad de obtener un secado más rápido y ef i c i ente durante la 

liofilización. 

Liofilhaci6n 

El paquete celular obtenido se liofili zó a -50 º C. Este 

proceso de liofilización se llevó a cabo en un lapso de 3 h . con 

un vacio total. Para un secado más rápido la mues tra se congeló 

previamente empleando hielo seco y acetona (26). 
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El contenido de 2 cajas de Petri (10 ml) fue vertido en

tubos de centrífuga (previamente lavados con hexano ó acetona]

mediante un embudo de vidrio para su posterior centrifugacion.

coatrifugacion

Una vez preparados los tubos con la cosecha bacteriana se

procedió a centrifugarlos a 15 000 rpm/10 min a una temperatura

de 4 °`C.

El sobrenadante del primer centrifugado fue desechado,

agregando posteriormente 5 ml de solución fisiológica de cloruro

de sodio 0.85% con la finalidad de realizar un lavado. Este

proceso se repitió una vez más bajo las mismas condiciones.

Al termino del proceso de centrifugacion, el paquete celular

obtenido fue transferido a frascos viales previamente lavados con

hexano y sacados en estufa. La transferencia del paquete celular

se realizo con la ayuda de una cucharilla metálica, repartiéndose

perfectamente la biomasa sobre las paredes de los frascos con la

finalidad de obtener un secado más rapido y eficiente durante la

liofilización.

Liofilisaoion

El paquete celular obtenido se liofilizo a -50 °C. Este

proceso de liofilizacion se llevo a cabo en un lapso de 3 h. con

un vacío total. Para un secado más rápido la muestra se congeló

previamente empleando hielo seco y acetona (26).

15



Esterificaci6n 

El proceso de esterif icación se realizó de acuerdo a Glass 

( 18) . Este proceso consistió en agregar a cada una de las 

muestras (20 mg de muestra liofilizada) 1 ml de solución de 

metóxido de sodio (solución A) agitando durante 5 min, 

posteriormente se les adicionaron de 0.6 ml a 0.7 ml de s o luci ón 

de metanol saturado con cloro gas (solución B) alcanzando las 

muestras un pH de 1-2. Se agitaron por un periódo de 30 mi n. 

Al término de este tiempo se agregaron 2 ml de so luci ón 

fisiológica de clururo de sodio O. 85% (solución C) a cada 

muestra, agitándose posteriormente por 5 min. 

La extracción de los ésteres metílicos se r eal i zó 

adicionando 1 ml de hexano manteniendo las muestras en ag itación 

durante 5 min. La capa de hexano con los ésteres metí licos se 

extrajo con una pipe ta Pasteur (capa superior transparente) y se 

transfirió a tubos de ensaye con sulfato de sodio anhidro esto 

último para extraer el agua q ue aún estuviera presente . La 

extracción de los ésteres metílicos se repitió 3 vece s más para 

cada una de la s muestras. 

Evaporaci6n 

Para evaporar el hexano de las muestras se empleó u n flujo 

de gas nitrógeno hasta obtener un vo l úmen final de 10 }l l • Con 

una microjeringa se tomó 1 J.ll y se inyectó en el croma t ógrafo 

gas-líquido. 
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sstorificación

El proceso de esterificacion se realizó de acuerdo a Glass

(13). Este proceso consistió en agregar a cada una de las

muestras (20 mg de muestra liofilizada) 1 ml de solución de

metoxido de sodio (solución A) agitando durante 5 min,

posteriormente se les adicionaron de 0.6 ml a 0.7 ml de solución

de metanol saturado con cloro gas (solucion EH alcanzando las

muestras un pH de l-2. Se agitaron por un periodo de 3D min.

A1 término de este tiempo se agregaron 2 ml de solucion

fisiológica de clururo de sodio o.s5% (solución C) a cada

muestra, agitándose posteriormente por 5 min.

La extracción de los esteres metílicos se realizó

adicionando 1 ml de hexano manteniendo las muestras en agitación

durante 5 nJL La capa de hexano con los ésteres metílicos se

extrajo con una pipeta Pasteur (capa superior transparente) y se

transfirió a tubos de ensaye con sulfato de sodio anhidro esto

último- para extraer el agua. que aún estuviera presente. La

extracción de los ésteres metílicos se repitió 3 veces más para

cada una de las muestras.

Evmporacion

Para evaporar el hexano de las muestras se empleó un flujo

de gas nitrógeno hasta obtener un volúmen final de 10 pl. Con

una microjeringa se tomo 1 1.11 y se inyectó en el cromatografo

gas-líquido.
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Anilisis Croaatogrif ico 

1 )11 de la muestra de metilésteres obtenidos de la 

extracción, se analizó en un cromatóqrafo HP 5890 A (Hewlett 

Packard) equipado con un detector de ionización de flama y una 

columna capilar (FS-150 DODIDED FSOT) de Polidimetilsiloxano de 

30 m x 0.25 11111 de diámetro interior. 

La temperatura inicial de la columna fue de 120 ºC a 250 ºC 

incrementándose 4 ºC/min. La temperatura de inyector y del 

detector se mantuvo a 270 ºC. Utilizando nitrógeno como gas 

acarreador con un flujo de 30 ml/min. (figura No.1) 

Los metilésteres de los ácidos grasos se identificaron por 

la comparación de sus tiempos de retención con un estándar 

comercial para enterobacterias. Estos tiempos de retención y 

áreas se registraron en un integrador HP (Hewlett Packard) . 

El tiempo del análisis cromatográfico fue de un promedio de 

35 min, los ácidos grasos elu1dos fueron de 12 a 20 carbonos de 

longitud. 

Aniliaia estadístico 

Una vez determinados los picos de importancia en el 

cromatograma se procedió al procesamiento de la información. 

Este proceso se inició con la normalización de los datos 

obtenidos, transformando los valores numéricos de áreas y tiempos 

en porcentajes en relación a un dato base de área y tiempo, 

tomando como referencia el 100\ para aquel ácido graso con el 
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análisis cromatografico

1 pl de. la muestra de metilésteres obtenidos de la

extracción, se analizó en un cromatógrafo HP 5390 A (Hewlett

Packard) equipado con un detector de ionización de flama y una

columna capilar (F5-150 DCDIDED FSOT) de Polidimetilsiloxano de

30 m x 0.25 mm de diametro interior.

La temperatura inicial de la columna fue de 120 “C a 250 “C

incrementándose 4 °Cƒmin. La temperatura de inyector y del

detector se mantuvo a 270 °c. Utilizando :nitrógeno como gas

acarreador con un flujo de 30 ml/min. (figura Ho.1)

Los metilésteres de los ácidos grasos se identificaron por

la comparación de sus tiempos de retencion con un estandar

comercial para enterobacterias. Estos tiempos de retención y

áreas se registraron en un integrador HP (Hewlett Packard).

El tiempo del analisis cromatográfico fue de un promedio de

35 min, los acidos grasos eluídos fueron de 12 al 20 carbonos de

longitud.

Amilimim emtmdímtioo

Una vez determinados los picos de importancia en el

cromatograma se procedió al procesamiento de la información.

Este proceso se inició con la normalización de los datos

obtenidos, transformando los valores numéricos de áreas y tiempos

en porcentajes en relacion a un dato base de área y tiempo,

tomando como referencia el 100% para aquel ácido graso con el

17



área más alta, asociándose asi mismo el tiempo. Una vez obtenidos 

los datos normalizados se procedi6 a ordenarlos y a graficarlos 

para las 38 repeticiones realizadas. 

Posteriormente se calcularon las siguientes medidas 

descriptivas: media aritmética, desviaci6n estándar y coeficiente 

de variaci6n, valores máximos y minimos e intervalos de confianza 

para cada una de las áreas y tiempos de retenci6n de los picos de 

los ácidos grasos; se construyeron gráficas de barras con base en 

los valores obtenidos de cada ácido graso. 
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área más alta, asociándose así mismo el tiempo. Una vez obtenidos

los datos normalizados se procedió a ordenarlos y a graficarlos

para las 38 repeticiones realizadas.

Posteriormente se calcularon las siguientes medidas

descriptivas: media aritmética, desviación estandar y coeficiente

de variación, valores máximos y mínimos e intervalos de confianza

para cada una de las areas y tiempos de retencion de los picos de

los ácidos grasos; se construyeron gráficas de barras con base en

los valores obtenidos de cada ácido graso.
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FIG. 1. DIAGRAMA DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA LA DETERMINACION 

DE LOS ACIDOS GRASOS CELULARES DE BACTERIAS. 
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R B S O L T A D O S • 

La figura No. 2 muestra un cromatograma de una mezcla 

estandar de metilésteres de los ácidos grasos para la familia 

Enterobacteriaceae, SUPELCO Cat. No. 4-7080 Lote LA 26756 10 

mg/ml. El análisis del estandar y de las 38 muestras de cultivo 

de Klebsiella oxytoca fueron procesadas por una columna capilar 

de sílice fundido. 

Para valorar el análisis cromatográfico de los ácidos grasos 

como una técnica en la identificación de bacterias, los 

resultados fueron analizados de manera cualitativa y 

cuantitativa. 

El cuadro No. 1 resume la composición de los ácidos grasos 

para Klebsiella oxytoca los cuales fueron identificados con base 

a la comparación de cada uno de los cromatogramas con el estándar 

de los metilésteres de los ácidos grasos; estableciendose la 

presencia de 11 ácidos: (12: O) dodecanoico, (14: O) 

tetradecanoico, (15:0) pentadecanoico, (3-0B 14:0) 3 Bidroxi­

tetradecanoico, (16:1'> cis-t-hexadecanoico, (16:0) 

hexadecanoico, (17:0 cis-t-10-aetilenehexadecanoico, (17:0) 

heptadecanoico, ( 18: 1') trans-t-octadecenoico, ( 18: o) 

octadecanoico, (19:0 ) cia-t-10-aetileneoctadecanoico. 

El ánalisis estadístico de media aritmética, 

estandar (D.S.) y coeficiente de variación (C.V.) 

máximos/mínimos {MAX) (HIN) para las áreas y 

desviación 

y valores 

tiempos de 

retención norma l izados de cada uno de los ácidos grasos presentes 
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IIBULTIDOI.

La figura Ho. 2 muestra un cromatograma de una mezcla

estandar de metilésteres de los ácidos grasos para la familia

Enterobacteriaceae, SUPELEII Cat- No. 4-7080 Lote LA 26756 10

mg/ml. El análisis del estandar y de las 38 muestras de cultivo

de filgpgiellg gxytgga fueron procesadas por una columna capilar

de sílice fundido.

Para valorar el análisis cromatográfico de los ácidos grasos

como una técnica en la identificacion de bacterias, los

resultados fueron analizados de manera cualitativa y

cuantitativa.

El cuadro Ho. 1 resume la composicion de los ácidos grasos

para Klebsiella oxytgga los cuales fueron identificados con base

a la comparacion de cada uno de los cromatogramas con el estándar

de los metilésteres de los ácidos grasos; estableciendose la

_presencia de ll ácidos: (12:O) dodmcmnoico, (14¦fl)

tetradeoeaoico, (15:o) pentadecanoíoo, (3-os 14:o) 3 sidromi-

tetradecanoico, (16:19) cia-9-hemadeoanoioo, (16:01

hexadecanoico, (1?:o ) oia-9-10-motilonehexadecanoioo, (17:0)

heptadeomnoico, {1I:1') trans-I-ootmdeoenoico, (1I:o)

octadoomnoico, (1!¦s ) cim-9-lo-metileneootmdeomnoioo.

El analisis estadístico de media aritmética, desviación

estandar (D.S.) y coeficiente de variación (C.v.) y valores

máximos/mínimos (MAX) (MIN) para las áreas y' tiempos de

retención normalizados de cada uno de los ácidos grasos presentes
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en K.,_ oxytoca se muestran en los cuadros No. 2 y 3 

respectivamente. 

determinaciones. 

Los valores fueron obtenidos con base a 38 

La figura No. 3 muestra los promedios de los tiempos de 

retención para cada uno de los ácidos grasos identificados en Ki_ 

oxytoca, expresados en porcentaje, asociandole la desviación 

estandar. El primer ácido en e luir fue el 4o4ecanoioo con un 

tiempo de retención (T.R.) de 42. 82 \, una desviación estandar 

(D . S.) de 0.23 \y un coeficiente de variación (C.V . ) de 0.54 \, 

le siguió el tetradecanoico con un T.R. de 69.74 \, una o.s. de 

3 . 2 7 \ y un C.V. de 4. 69 \, después el penta4ecanoico, con un 

T.R. de 84.15 \, una D.S. de 0.33 \ y un c.v. de 0.39 \ , el 3-

Bidroxitetradecanoico con un T.R. de 89.60 \, una o.s. de 0.36 \ 

y un c .v. de 0.40 \; le siguió el cia-t-hezadecenio con un T.R. 

de 95.53 \, una o.s. de 0.40 \ y un c.v. de 0.42 \; el cia-t-10-

aetilenehexadecanoico con un T.R. de 111.92 \, una o.s. de 0.12 

\ y un c.v. de 0.11 \; el heptadecanoioo con un T . R. de 114 . 26 

\, una D. S. de 0.34 \ y un c .v. de O.JO\; le siguió el cia-t­

octadecenoico con un T.R. de 125.44 \, una D.S. de 0.28 \ y un 

c.v. de 0.22 \; el octadecanoico con un T.R. de 128.90 \, una 

D. S. de 0 . 46 \ y un c.v. de 0.36 \; y el ültiao en eluir el cia­

t-10-aetileneoctadecanoico con un T.R. de 140.79 \, una D.S. de 

0.36 \ y un c .v. de 0.25 \. 
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en Ey ggyggga se muestran en los cuadros Ho. 2 y 3

respectivamente. Los valores fueron obtenidos con base a 38

determinaciones.

La figura No. 3 muestra los promedios de los tiempos de

retencion para cada uno de los ácidos grasos identificados en gy

gxyìggg, expresados en porcentaje, asociandole la desviación

estandar. El primer ácido en eluir fue el dodeomnoioo con un

tiempo de retencion (T.R.) de 42.82 t, una desviación estandar

[D.S.) de 0.23 % y un coeficiente de variación (C.V.) de 0.54 1,

le siguió el tetradecanoioo con un T.R. de 69.74 %, una D.S. de

3.2? ft y un c.v. de 4.69 t, después el pantadaoanoioo, con un

T.R. de s4.l5 %, una D.S. de 0.33 % y un C.V. de 0.39 8, el 3-

sidromitatradaoanoioo con un T.R. de 89.60 %, una D.S. de 0.36 t

y un C.V. de 0.40 %; le siguió el cia-9-bemmdecenio con un T.R.

de 95.53 1, una D.S. de 0.40 t y un C.V. de 0.42 t; el oim-s-1n-

motilonohemadeoanoioo con un T.R. de 111.92 t, una D.S. de 0.12

t y un C.V. de 0.11 t; el baptadaoamoioo con un T.R. de 114.26

1, una D.S. de 0.34 t y un C.V. de 0.30%; le siguio el oim-!-

ootadaoenoioo con un T.R. de 125.44 t, una D.S. de 0.28 t y un

C.v. de 0.22 11; el ootadaoanoico con un T.R. de 123.90 1, una

D.S. de o.46 t y un C.V. de 0.36 1; y el último en eluir el sis-

!-10-matiloneootadeoaaoioo con un T.R. de 140.79 t, una D.s. de

0.36 1 y un C.V. de 0.25 %.

21



"' "' 

1. 11 :0 Me. undeeenoato 
2 . 2-0H 10:0 Me. 2-hldroxldeeanoato 
3 . 12:0 Me. dodeeanoato 
4 . 13:0 Me. trldeeanoato 
6 . 2-0H 12:0 Me. 2 -hldroxldodeeanoato l2 
6 . 3-0H 12:0 Me. 3 -hldroxldodeeanoato 
7 . 14 :0 Me. tetradeeanoato 
6 . 1-16:0 Me. 13-metiltetradeeanoato 
9 . a-16:0 Me. 12-metiltetradeeanoato 
10. 16-0 Me. pentadeeanoato 
11 . 2-0H 14:0 Me. 2 -hldroxltetradeeanoato 
12. 3-0H 14 :0 Me. 3-hldroxltetradeeanoato 
13. 1-16:0 Me. 14 -metilpentadeeanoato 
14 . 16: 1 • Me. ele-9-hexadeeenoato 
15. 16:0 Me. hexadeeanoato 

' 12" 
20 

3 1 
2 4 •''º/ 13 ",, \ 

21 u 21 

11• 
' ,, 

1 " .. ,, 
16. 1-17:0 Me. 16 -me ti lhexadeeanoato 
17 . 17 :0• Me. ele-9, 10-metllenehexadeeanoato 
16. 17 :0 Me. heptadeeanoato 
19. 2-0H 16:0 Me. 2-hldroxlhexadeeanoato LJ 

11 

n ,.2• 
1 •' 

20 . 18:29 ; 12 Me. ele-9, 12-oetadeeadlenoato 
21 . 18: 1' Me. ela-9-octadecenoato 

' 1 • 1 1 1 
O 1 4 1 1 ~ tt M • • B D M a a ~ 

22 . 18:1 9 Me. trana-9-octadecenoato 
18:11

, Me. ela- 11 -octadecenoato 
..... 

23 . 18:0 Me. oetadecanoato 
24. 19:0. Me. cla - 9, 10-metileneoctadecanoeto 
25 . 19:0 Me. nonedeeanoato 
26. 20 :0 Me. elcoaanoato 

FIGURA 2. MEZCLA DE LOS METILESTERES DE LOS ACIDOS GRASOS BACTERIANOS. 
ESTA MEZCLA CONTIENE UN TOTAL DE 10 mg/mL DE METILESTERES EN METIL CAPROATO . 
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ACIDO GRASO NOMBRE SISTEMATICO NOMBRE COMUN 

c 12:0 Dodecanoico Láurico 

c 14:0 Tetradecanoico Mirlstico 

c 15:0 Pentadecanoico 

c 14:0 3-0H 3-Hidroxitetradecanoico (3-Hidroxi 
mirlstico 

c 16: 1 9 
Cis - 9- hexadecenoico Palmitoléico 

c 16:0 Hexadecanoico Palmltico 

c 17:0. Cis-9-10-metilenehexadecanoico 

c 17:0 Heptadecanoico Margárico 

c 18: 1 
9 

Trans- 9-octadecenoico Elaidico 

c 18:0 Octadecanoico Esteárico 

c 19:0• Cis-9- 10-meti leneoctadecanoico 

CUADRO 1. PRINCIPALES ACIDOS GRASOS AISLADOS EN Klebsiella oxytoca 
SEGUN EL ORDEN DE ELUCION A TRAVES DE LA COLUMNA DE 
CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO. 
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ACIDO N MEDIA O.STO. c.v. MIN. 
GRASO % % % 

12:0 38 42.82 0.23 0.54 42.23 
14:0 38 69.74 3.27 4.69 64.60 
15:0 38 84.15 0.33 0.39 83.15 
14:0 3-0H 38 89.60 0.36 0.40 88.50 
16:1 9 38 95.53 0.40 0.42 94.59 
16:0 38 100.00 o o 100.00 
17:0 ... 38 111.92 0.12 0.11 111.6 7 
17:0 38 114.26 0.34 0.30 113.30 
18: 1 9 38 125.44 0.28 0.22 124.61 
18:0 38 128.90 0.46 0.36 127.54 
19:0.a. 38 140.79 0.36 0.25 139.97 

CUADRO 2. MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LOS TIEMPOS DE RETENCION DE CADA 
ACIDO GRASO EN Klebsiella oxytoca. 

N • Número de cromatogramas realizados, 
O.STO.• Desviación estándar, MIN.•Valor mlnimo, 
C.V.• Coeficiente de variación, MAX.• Valor máximo . 

MAX. 

43.22 
88.75 
84.61 
90.10 
97.36 

100.00 
112.14 
114.84 
125.90 
129.62 
141.48 
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ACIDO N MEDIA O.STO. c.v. MIN. 
GRASO % % % 

12:0 38 1.52 0.95 62.85 0.56 
14:0 38 7.96 2.76 34.73 2.99 
15:0 38 , 3.82 1.0 26.17 2.66 
14:0 3-0H 38 2.57 2.40 93.45 0.45 
16:1 9 38 19.49 6.92 35.52 0.14 
16:0 38 100.00 o o 100.00 
17:0& 38 55.88 12.76 22.84 38.02 
17:0 38 2.80 1.27 45.21 1.38 
18:1 9 38 28.25 9.92 35.11 11.02 
18:0 38 1.97 0.61 30.80 1.05 
19:0• 38 16.53 9.07 54.88 5.66 

CUADRO 3. MEDIDAS DESCRIPTIVAS DE LAS AREAS DE CADA ACIDO GRASO 
EN Klebsiella oxytoca. 

N • Número de cromatogramas realizados. 
O.STO.• Desviación estándar. MIN.• Valor mlnimo. 
C.V.• Coeficiente de variación . MAX.•Valor máximo. 

MAX. 

4.07 
14.23 

6.35 
9.11 

45.08 
100.00 

90.73 
8.51 

68.68 
4.67 

44.11 
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FIGURA 3. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE Klebsiella oxytoca 

CON BASE A SUS TIEMPOS DE RETENCION. 

• El tiempo de cada écido graso fu6 obtenido como la media de 38 cromatogramas. ¿_w___suO_fl___O__O
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En la figura No. 4 se muestra la composición de los ácidos 

grasos identificados de .1L_ oxytoca con base a las áreas. Los 

valóres son expresados en porcentaje asociando la desviación 

estandar para cada ácido graso. En orden de abundancia se 

observó el ácido cia-9-10-aetilenehexadecanoico con una área (A) 

del 55.88 % y un coeficiente de variación (C.V.) de 22.84 %, le 

sigue el trana-9-octadecanoico con una A de 28.25 % y un c.v. de 

35.11 %, el siguiente es el cia-9-hexadecenoico con una A de 

19.49 % y un c.v. de 35.52 \fueron los más abundantes. En 

proporción intermedia se encontró el ácido tetradecanoico con una 

A de 7.96 % y un c.v. de 34.73 %, posteriormente el 

pentadecanoico con una A de 3.82 \ y un c.v. de 26.17 %, le 

sigue el heptadecanoico con una A de 2.80 \ y un c.v. de 45.21 

%, el 3-Bidroxitetradecanoico con una A de 2.57 % y un c.v. de 

93.45 % y por último el dodecanoioo con una A de 1.52 % y un c.v. 

62.85 %. 

La figura No. 5 muestra el perfil cromatográfico de .1L_ 

oxytoca, con base a la identificación de los ácidos grasos 

determinados en esta especie, donde se relacionan el área de 

cada ácido graso y su tiempo de retención. Es importante aclarar 

que este perfil se obtuvo bajo las condiciones citadas en el 

método. 
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En la figura Hc. 4 se muestra la ccmpcsición de lcs ácidcs

grascs identificados de 1E_. g_g_¬fl¿@_g ccn base a las áreas. Los

valcres scn expresadcs en pcrcentaje ascciandc la desviación

estandar para cada acidc grasc. En crden de abundancia se

cbservó el acidc ciI-l-10-letilenehazadeeaneiee ccn una area [A]

del 55.38 % 5' un cceficiente de variación [C.ï.] de 22.54 ã, le

sigue el tranl-9-cctadlcancicc ccn una A de 23.25 % Y un C.ï. de

35.11 L el siguiente es el cil-9-hlxadleeneicc ccn una A de

19.49 % y un CAI. de 35.52 ft fuercn lce más abundantes. En

prcpcrción intermedia se enccntró el acidc tetradecancicc ccn una

à de 'ì'.'-JE ft yr un CAI”. de 34.13 1:, pcstericruente el

pantadecancice ccn una A de 3.82 I y un CJ?. de 25.1? ft, le

sigue el haptadecauciee ccn una A de 2.30 t y un CJJ. de 45.21

1, el 3-Hidrclitatradacancice ccn una A de 2.5? % y un C.¬L'. de

93.45 % y per últimc el dedecaneiee cen una A de 1.52 t y un 0.?.

52.55 1:.

La figura He. 5 muestra el perfil crcmatcgraficc de EL

 , ccn base a la identificación de les acidcs grasós

determinadcs en esta especie, dónde se relacicnan el area de

cada ãcidc grasc y su tiempc de retención. Es impcrtante aclarar

que este perfil se chtuvc baje las ccndicicnes citadas en el

metcdc.
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FIGURA 4. COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DE Klebsiella oxytoca 
CON BASE A SUS AREAS. 

• El Area de cada Acido graao fu6 obtenida como la med i a de 38 cromatogramaa . 
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En Klebsiella oxytoca se estableci6 la presencia de 11 

ácidos grasos celulares (cuadro No. 1), la secuencia de 

aparici6n de cada uno de estos ácidos grasos corresponde al orden 

en que eluyeron a través de la columna capilar. 

Para la Familia Enterobacteriaceae los ácidos grasos 

liurico (4o4ecanoico), airi•tico (tetra4ecanoico), palaitico 

(he:xa4ecanoico) y ••t•irico (tran•-t-octa4ecenoico) se han 

identificado como caracteristicos; de tal manera la presencia de 

estos ácidos grasos en Klebisella oxytoca, permitieron ubicarla 

dentro de dicha familia (1) (4) (55). 

El tiempo de retenci6n para cada uno de los ácidos grasos 

está determinado por sus caracteristicas (19) (27), los ácidos 

grasos de bajo peso molecular son los que eluyen más rápido dada 

la menor afinidad que tienen con la fase estacionaria de la 

columna, contrario a los que presentan aayor peso molecular, los 

cuales son más afines y por lo tanto se retienen más tiempo (20) 

( 41) • 

Para los ácidos grasos identificados en K..... oxytoca los que 

presentan una cadena lineal corta aostraron bajos tiempos de 

retenci6n, mientras que los ácidos grasos 

presentaron un mayor tiempo (figura No. 2) 

de cadena larga 

eluyendo de la 

siguiente manera: el 4o4ecanoico con 12 átomos de carbono, le 

siguio el ácido tetra4ecanoico formado por 14 átomos de carbono 

en cadena lineal y as1 susesivamente hasta el ci•t-10-

••tilenocta4ecanoico que fue el último en eluir. 
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En filgpsigllg 9311995 se estableció la presencia de 11

acidos grasos celulares (cuadro No. JJ, la secuencia de

aparición de cada uno de estos ácidos grasos corresponde al orden

en que eluyeron a través de la columna capilar.

Para la Familia Enterobacteriaceae los ácidos grasos

liurioo ldodoeanoieo), mirintioo (tetradecanoiool, palmïtise

lhezadeeanoieei y esteãrioo (trans-I-oetadeeonoiee) se han

identificado como característicos; de tal manera la presencia de

estos acidos grasos en fllgpiggllg Qgggggg, permitieron ubicarla

dentro de dicha familia (1) (4) (55).

E1 tiempo de retención para cada uno de los acidos grasos

esta determinado por sus caracteristicas (19) (27), los acidos

grasos de bajo peso molecular son los gue eluyen mas rapido dada

la menor afinidad que tienen con la fase estacionaria de la

columna, contrario a los que presentan mayor peso molecular, los

cuales son más afines y por lo tanto se retienen más tiempo (20)

(41).

Para los ácidos grasos identificados en E, 951199; los que

presentan una cadena lineal corta mostraron bajos tiempos de

retención, mientras que los acidos grasos de cadena larga

presentaron un mayor tiempo (figura No. 2) eluyendo de la

siguiente manera: el dodeolnoieo con 12 átomos de carbono, le

siguio el ácido tetradeoanoioo formado por 14 átomos de carbono

en cadena lineal y asi susesivamente hasta el ein!-1th

motilonoctmdecanoico que fue el último en eluir.
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Con respecto a las áreas (figura No. 3) los ácidos grasos 

que registraron una mayor proporción fueron: el cia-9-10-

aetilenebexa4ecanoico y el ácido elai4ico. En cantidades 

intermedias se registraron el palmitoleico y el cia-9-10 

aetileneoota4eoanoico. En pequetlas cantidades se registaron el 

ácido airistioo, el esteirioo y el ácido i¡urico. 

El ácido graso con mayor 

(hexadecanoico) y se tomó como 

normalización para 

asignandole el 100 

el resto de 

% de área. 

área 

dato 

los 

Este 

fue el palaitico 

referente para la 

ácidos identificados 

ácido graso ha sido 

identificado por varios investigadores entre ellos B~e y Gjarde 

(4) y Hausler (23) quienes lo reportan como un elemento 

caracteristico de la familia Enterobacteriaceae y el más 

abundante en bacterias. 

En los coeficientes de variación obtenidos para los tiempos 

4• retenci6n (cuadro No. 2) se observó que los valores 

registrados son muy constantes y no muestran variaciones 

significativas, ubicandose por debajo del 1 % , excepto el 

tetra4ecanoioo que registro un valor de 4. 69 % el cual no es 

considerado como un valor significativo. 

· Sin embargo para los valores de las 'reas (cuadro No. 3) los 

ácidos grasos que registraron variaciones significativas fueron 

el ácido 8-bi4roxiairíatioo con un c. V. de 9 3. 4 5%, el i¡urico 

c on un c. v . de 62.85% y el cia-t-10-aetileneoctadecanoico con un 

c.v . de 54.88 %. 
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Con respecto a las areas (figura No. 3] los acidos grasos

que registraron una mayor proporción fueron: el eil-I-1ó-

metilonehomadocanoico v el ácido olaidico. En cantidades

intermedias se registraron el palmitoleico y el oie-9-10

notileneootadooanoioo. En pequeñas cantidades se registaron el

acido miriatioo, el oltelrieo y el acido låvrìoo.

El acido graso con mayor area fue el pmlmitico

(hexadecanoicoj 3,* se tomó como dato referente para la

normalización para el resto de los acidos identificados

asignandole el 100 1: de área. Este acido graso ha sido

identificado por varios investigadores entre ellos Bpe y Gjarde

(4) y Hausler (231 quienes lo reportan como un elemento

característico de la familia Enterobacteriaceae y el más

abundante en bacterias.

En los coeficientes de variación obtenidos para los tiempos

de retención (cuadro Ho. 2) se observó gue los valores

registrados son muy constantes y no muestran variaciones

significativas, ubicandose por debajo del 1 1, excepto el

tstradocanoico gue registro un valor de 4.69 1 el cual no es

considerado como un valor significativo.

` Sin embargo para los valores de las iroas (cuadro No. 3) los

ácidos grasos gue registraron variaciones significativas fueron

el ácido B-hidrolimirìstioo con un C.V. de 93.45%, el liurico

con un C.V. de 62.35% y el cil-9-1D-motileneoctadaomnoico con un

C.V. de 54.88%.
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Estas variaciones puede ser atribuida en parte a la 

estructura qulmica de cada ácido, tal es el caso del 3-

bidrozitetradecanoico que cuenta con un radical OH, confiriendole 

una inestabilidad qulmica, pués en el proceso de hidrólisis son 

los más afectados, aunado al uso continuo de la columna capilar 

(10) (12) (31) (40); por otro lado es importante mencionar que el 

análisis cromatográfico para esta especie fué uno de los primeros 

en realizarse dentro del proyecto Conservación y Mejoramiento del 

Ambiente en el laboratorio de bacteriologla, en el cual no se 

controlaron los flujos de los gases del cromatografo y no se 

estandarizó el peso de la biomasa bactertiana a esterificar, de 

alguna manera, estos factores pudieron influir en los resultados 

obtenidos, de ah! la importancia en controlar y estandarizar cada 

uno de las variables en el método cromatográfico. 

Se establecieron intervalos de confianza X! 2 (5) y se 

observó que de 38 cromatogramas realizados para K.,_ oxytoca 

respecto a los tiempos de retención el 97 % caen dentro de los 

limites establecidos. Mientras que para las áreas del 92 % al 97% 

caen en los limites. Para los ácidos grasos liurico, 3-

hi4roxitetra4ecanoico y cis-9-10-aetileneoctadecanoico, no fue 

posible la construcción de los intervalos, ya que mostraron una 

alta variabilidad durante el análisis (ver anexo). 

El perfil cromatográfico obtenido (figura No. 4) para 

K.,_ oxytoca representa los ácidos grasos caracterlsticos de esta 

especie. Se observa la presencia de ácidos grasos de cadena 

lineal saturada, tales como el láurico, airístico, 
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Estas variaciones puede ser atribuida en parte a la

estructura química de cada acido, tal es el caso del 3-

hidromitetradooanoico que cuenta con un radical OH, confiriendole

una inestabilidad quimica, pues en el proceso de hidrólisis son

los más afectados, aunado al uso continuo de la columna capilar

(10) (12) (31) (40), por otro lado es importante mencionar que el

analisis cromatogrãfico para esta especie fue' uno de los primeros

en realizarse dentro del proyecto Conservación y Mejoramiento del

Ambiente en el laboratorio de bacteriologïa, en el cual no se

controlaron los flujos de los gases del cromatografo y no se

estandarizó el peso de la biomasa bactertiana a esterificar, de

alguna manera, estos factores pudieron influir en los resultados

obtenidos, de ahi la importancia en controlar y estandarizar cada

uno de las variables en el método cromatográfico.

Se establecieron intervalos de confianza X±2(S) y se

observó que de 38 cromatogramas realizados para K; ogytoca

respecto a los tiempos de retención el 9? % caen dentro de los

limites establecidos. Mientras gue para las areas del 92 % al Qïã

caen en los limites. Para los acidos grasos llurico, 3-

hidromitotradocanoico y cia-El-lo-motilonooctmdoomnoico, no fue

posible la construcción de los intervalos, ya que mostraron una

alta variabilidad durante el analisis (ver anexo).

El perfil cromatografico obtenido (figura No. 4) para

5_._ ogïtgga representa los ácidos grasos característicos de esta

especie. Se observa la presencia de acidos grasos de cadena

lineal saturada, tales como el lâurico, miriatico,
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pentadecanoico, palaitoliico, y octadecanoico. Se 

de.tectaron ácidos grasos insaturados con doble ligadura como el 

trana-9-octadecenoico, y ácidos ciclopropanos como el cia t-10-

••tilenehexadecanoico y el cia-t-10-aetileneoctadecanoico, as! 

como la obtención de un hidroxiácido, el 3-hidroxitetradecanoico. 

Estos ácidos grasos en K.. oxytoca le confieren flexibilidad, 

estructura y estabilidad a las aembranas (8) (55). Los 

hidroxiácidos son caracter!sticos de los lipopolisacáridos 

constituyentes del lipido A y componentes estructurales de la 

membrana externa (36) (55). 

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que la técnica 

cromatográf ica ofrece una buena sensibilidad para el análisis de 

los ácidos grasos y su reproducibilidad depende del tipo de ácido 

que se analice. 

A la fecha son pocos los trabajos reportados utilizando el 

análisis de 11pidos en K.. oxytoca; se pueden citar los realizados 

por Hausler (23), algunos otros solo hacen inferencia a la 

familia Enterobacetriaceae de manera :muy general, como los que 

reporta Abel y colaboradores (l); ellos demostraron la presencia 

de los ácidos grasos C111 C121 C14, C15, C161 C17, C19, C19, C201 

para Escherichia ~, Serratia marcescens, Proteus yulgaris, 

Enterobacter freundi, Arthrobacter cloacae y Klebsiella aerogenes 

(IL.. pneumonae); las diferencias que se presentan radican 

solamente en las cantidades relativas de los ácidos C161 C17, C1s 

Y C19· 
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pentadocanoioo, palmitoliico, :mmrgirico jy ootadooanoico. se

detectaron acidos grasos insaturados con doble ligadura como el

trans-9-octadeconoico, y acidos ciclopropanos como el cie 9-10-

motilonehomadecanoioo y el oie-9-10-matilonooctadocanoioo, asi

como la obtención de un hidroxiacido, el 3-hidromitotradooanoioo.

Estos ácidos grasos en ]§_,_ gfljgçg le confieren flexibilidad,

estructura y estabilidad a las membranas [B1 (55). Los

hidroxiãcidos son característicos de los lipopolisacáridos

constituyentes del lipido A y componentes estructurales de la

membrana externa (36) (55).

Los resultados obtenidos nos permiten sugerir que la técnica

cromatografica ofrece una buena sensibilidad para el analisis de

los ácidos grasos v su reproducibilidad depende del tipo de acido

que se analice.

A la fecha son pocos los trabajos reportados utilizando el

análisis de lípidos en fl¿ gggtggg; se pueden citar los realizados

por Hausler (231, algunos otros solo hacen inferencia a la

familia Enterobacetriaceae de manera muy general, como los que

reporta Abel v colaboradores (1); ellos demostraron la presencia

de los acidos grasos C11, C12, C14, C15, C15, C11, C13, C19, C20,

Para Escherichia cali. âsrnatia  . Emma isdsaria.
 fimmi. cmafisï 
(E¿_ pgggmgpgej; las- diferencias que. se presentan radican

solamente en las cantidades relativas de los acidos C15, C17, C13

Y (719-
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l. El ánalisis por cromatografia gas-liquido de constituyentes 

quimicos, tiene un alto potencial, como un método rápido y 

altamente reproducible en la determinación de estos 

microorganismos. 

2. El análisis de los ácidos grasos por cromatoqarfia de gas­

liquido, es un método que puede ser adoptado por 

laboratorios clinicos, sanitarios y biotecnol6gicos como una 

alternativa en la diferenciación de grupos bacterianos. 

3. El uso de la cromatografia gas liquido combinado con un 

método rápido de extracción de los ácidos grasos, ofrece 

ventajas de velocidad y simplicidad en la determinación de 

bacterias. 

4. Klebsiella oxytoca puede ser determinada a través del perfil 

lipidico de sus ácidos grasos celulares totales, por el 

método de cromatografia de gas-liquido. 
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El analisis por cromatografía gas-líquido de constituyentes

quimicos, tiene un alto potencial, como un metodo rapido y

altamente reproducible en la determinación de estos

microorganismos.

El analisis de los acidos grasos por cromatogarfía de gas-

líquido, es un método gue puede ser adoptado por

laboratorios clínicos, sanitarios y biotecnológicos como una

alternativa en la diferenciación de grupos bacterianos.

El uso de la cromatografía gas liquido combinado con un

método rapido de ei-:tracción de los acidos grasos, ofrece

ventajas de velocidad y simplicidad en la determinación de

bacterias.

Elebsiglla ggytocg puede ser determinada a través del perfil

lipídico de sus acidos grasos celulares totales, por el

metodo de cromatografía de gas-líquido.
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A H B X O 

SOLUCIONES 

Soluci6n ~ foraaldehido Al ~ 

Fórmula: 

formaldehido 

agua destilada 

Preparación: 

0.5 ml 

100 ml 

Medir con pipeta 0.5 ml de formaldehido y mezclarlos en 100 

ml de agua destilada para tener una concentración del 0.5%. 

conservar en refrigeración. 

Solución f isioloqica ~ ~ Al ~ 

Fórmula: 

cloruro de sodio 

agua destilada 

Preparación: 

0.85 g 

100 ml 

Pesar O. 85 gr de NaCl y disolverlos en 100 ml de agua 

destilada, esterilizar a 15 lb / 15 min. 

refrigeración. 

Soluci6n ~ aetóxido ~ ~ l Soluci6n A l 

Fórmula: 

metanol 

metóxido de sodio 

benceno 

37 ml 

23 ml 

Se conserva en 

43 

aazzo

aonucionza

fi;Lfl=finfl flLü
Fórmula:

formaldehído 0.5 ml

agua destilada 100 ml

Preparación:

Medir con pipeta 0.5 ml de formaldehído y mezclarlos en 100

ml de agua destilada para tener una concentración del 0.5%.

conservar en refrigeración.

Eslflsiås 1121212515! il 1191 al Riliì

Fórmula:

cloruro de sodio 0.85 g

agua destilada 100 ml

Preparación:

Pesar 0.35 gr' de HaCl y' disolverlos- en 100 ml de agua

destilada, esterilizar a 15 lb / 15 min. Se conserva en

refrigeración.

Bflläeiåndllmtålidsdmlfláiflilelflsiàhal

Fórmula:

metanol 37 ml

metórido de sodio 23 ml

benceno
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Preparación: 

Medir con pipeta 37 ml de metanol y vertirlos a un matraz 

voluméntrico de 100 ml, posteriormente se agregan 23 ml de 

metóxido de sodio y se afora a 100 con benceno. Se conserva 

en refrigeración. 

Solución ~ aetanol saturado con ~ gAI l Soluci6p 1 l 

Fórmula: 

ácido clorhidrico conc. 

ácido sulfúrico conc. 

metanol 

Preparación: 

30 ml 

30 ml 

20-25 ml 

En un matraz de bola se colocan 30 ml de ácido clorhidrico 

concentrado, en un embudo de separación se colocan 30 ml de 

ácido sulfur ico concentrado y en un tubo colector se 

colocan de 20 a 25 ml de metanol. 

Se hace reaccionar el ácido clorhidrico con el ácido 

sulfurico, recuperándose los vapores del cloro en el tubo 

colector que contiene el metanol hasta un pH ácido. 

MEDIO DE CULTIVO 

~ putritivo DIFCO 

Fórmula: 

Bacto extracto de Carne 

Bacto peptona 

Bacto agar 

3.0 g 

5.0 g 

15.0 g 

44 

Preparación:

Medir con pipeta 37 ml de metanol y vertirlos a un matraz

voluméntrico de 100 ml, posteriormente se agregan 23 ml de

metóxido de sodio y se afora a 100 con benceno. Se conserva

en refrigeración.

aelneiàn de metanol saturado sen slers sal l aelnsiás H l

bss:

Fórmula:

acido clorhídrico cono. 30 ml

acido sulfúrico conc. 30 ml

metanol 20-25 ml

Preparación:

En un matraz de bola se colocan 30 ml de acido clorhídrico

concentrado, en un embudo de separación se colocan 30 ml de

acido sulfurico concentrado y :ni un tubo colector se

colocan de 20 a 25 ml de metanol.

Se hace reaccionar el acido clorhídrico :un: el acido

sulfurico, recuperandose los vapores del cloro :ni el tubo

colector que contiene el 'metanol hasta un pH acido.

xsnxo nz cutwxvo
nutritivo PIP¢0

Fórmula:

Bacto extracto de Carne 3.0 g

Bacto peptona 5.0 g

Bacto agar 15.0 g
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Preparación: 

Pesar 23 g de agar nutritivo y disolverlos en 1000 ml de 

agua destilada, se calienta hasta completa disolución y se 

esteriliza a 15 lb / 15 min. 

45 

Preparación:

Pesar 23 g de agar nutritivo y disolverlos en 1000 ml de

agua destilada, se calienta hasta completa disolución y se

esteriliza a 15 lb ƒ 15 min.

45
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ACIDO LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE 
GRASO CONFIANZA (%) 

14:0 63.20 76.28 97 % 
15:0 83.49 84.81 97 % 
16:1 9 94.73 96.33 94 % 
16:0 100.00 100.00 100 % 
17:0• 111.68 112.16 97 % 
17:0 113.58 114.94 97 % 
18:1 9 124.88 126.00 97 % 
18:0 127.98 129.82 97 % 

CUADRO 4. INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS PARA LOS TIEMPOS DE 
RETENCION DE CADA ACIDO GRASO EN Klebsiella oxytoca. 

• Los limites fueron establecidos corno X~ 2(S) 
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... 
._J 

ACIDO LIMITE INFERIOR LIMITE SUPERIOR INTERVALO DE 
GRASO CONFIANZA (%) 

14:0 2.44 13.48 92 % 
15:0 1.82 5.82 97 % 
16:1 9 5.65 33.33 94 % 

1 16:0 100.00 100.00 100 % 
17:0. 30.36 81.41 94 % 
17:0 0.26 5.34 97 % 
18:19 8.41 48.09 94 % 
18:0 0.75 3.19 97 % 

CUADRO 5. INTERVALOS DE CONFIANZA ESTABLECIDOS PARA LAS AREAS DE CADA 
ACIDO GRASO EN Klebsiel/a oxytoca. 

• Los limites fueron establecidos como X~ 2(S) 
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