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Resumen

Una de las técnicas que se puede utilizar para la identificacion de microorganismos,
es la determinacién del perfil de acidos grasos celulares (AGC). Sin embargo, con
dicha técnica se puede perder informacion, debido a la falta de un tratamiento de
muestra adecuada y algunos factores que influyen en la informacién, como en el
ayuno. En este trabajo se estudio ia influencia que tiene la cantidad de muestra
tratada y el ayuno sobre el perfil de AGC, con la finalidad de observar como se
puede afectar en los resultados para la identificacién de grupos de bacterias, en
especial las que se encuentran en el tratamiento de aguas residuales.

Para determinar cual es la cantidad adecuada de muestra utilizada, se trataron
diferentes muestras de la cinética realizada (10, 20, 30, 40 y 50 mg), se calculé la
concentracion de los acidos grasos encontrados en la muestra mediante las areas
encontradas. La muestra de 20 mg mostré, en comparacién de las demas, una
mayor area en los AGC de P. aeruginosa, siendo esta la cantidad adecuada para la
técnica utilizada. Ademas tratar muestras con 40 y 50 mg puede llevar a una
identificacion errédnea de los AGC ya que hay tiempos de retencién recorridos y

técnicamente es dificil tratar las muestras.

Para determinar la influencia del ayuno sobre el perfit de AGC, la cepa fue sometida
a 0, 24, 36 y 48h de ayuno, después de estos tiempos, se siguieron realizaron
cinéticas de consumo para ver cual era el efecto en la actividad y en el perfil de
acidos grasos. Se encontré que la muestra con 48 h de ayuno fue la que sufrid un
mayor efecto negativo en la actividad y en viabilidad. Para el perfil cromatografico de
AGC, desde la muestra de 24h se presentaron cambios en el perfil, disminuyendo la
cantidad de acidos grasos insaturados y aumentando en los acidos ciclopropanos,
en especial el 17:0cy, ademas hubo una aparicion de acidos ramificados (i15:0 y
a15:0). El efecto del ayuno es un factor a considerar muy importante para la
identificacion de microorganismos por medio del perfil de AGC, ya que éste puede
cambiar drasticamente, y llevar a resultados erréneos.
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1. INTRODUCCION

Los sistemas de tratamiento biolégico de aguas residuales estan constituidos por
comunidades de microorganismos que degradan los contaminantes. Muchos
investigadores se dedican al estudio de dichas comunidades, sin embargo, se han
enfrentado con algunos problemas en la identificacion de grupos de bacterias, asi
como en el estado en el que se encuentran. Es decir, su estado nutricional, su
actividad y su viabilidad.

Algunas técnicas que se utilizan para identificar microorganismos y para
determinar actividad y viabilidad, se realizan con cepas puras. Es decir, es
necesario un previo cultivo y aislamiento. Sin embargo, como ya se menciond
anteriormente los sistemas bioldégicos de tratamiento funcionan con comunidades
de microorganismos y no con cepas puras.

En algunos trabajos en los que se han identificado las comunidades presentes en
los diferentes sistemas de tratamiento como lodos activados y sistemas con
biomasa fija (Quezada, 2000) se han aislado y cultivado los microorganismos para
poder identificarlos. Sin embargo, dichas técnicas unicamente revelan la presencia
de los microorganismos que pueden ser cultivados (Vestal y White, 1989) y se ha
reportado que del 0.01 al 12 % de los microorganismos presentes en una muestra
ambiental pueden ser cultivados en el laboratorio (Olsen y Bakken, 1987).Esto
refleja un problema ya que se atribuyen las actividades degradativas anicamente a
los microorganismos cultivables e identificados por la metodologia clasica.

Las nuevas técnicas para la identificacion de microorganismos, han tenido que
superar los aspectos antes mencionados. El conocimiento del codigo genético
(pequenas secuencias de RNA o DNA) ofrece criterios para la identificaciéon de
microorganismos (Relman, 1998). Por lo anterior existen técnicas que involucran
el uso de PCR, utilizado para amplificar secuencias determinadas de material
genético, mas especificamente los genes de la porcion de la subunidad 16S rRNA.
Estos llevan al planteamiento de un diseiio especifico del primer para realizar la



amplificacién. Sin embargo, no puede ser usado el mismo primer para las
unidades génicas en los diferentes microorganismos (Widmer et al., 1998). Cabe
la aclaracién de que la técnica de PCR presenta un costo muy elevado en la

investigacion.

Los microorganismos también pueden ser identificados por medio de su
clasificacion quimiotaxondmica. Mediante el analisis en las células, los lipidos
pueden ser extraidos instantaneamente, ademas de realizar un analisis cualitativo
y cuantitativo de los acidos grasos celulares (AGC), pues se asume que, los AGC
se encuentran en una proporcion relativamente constante y su variacion entre los
diversos grupos taxonédmicos, les permite emplearse como un biomarcador en su
identificacién (Vestal y White, 1989). Con este analisis se puede estimar la
biomasa microbiana, diversidad taxondmica, estado nutricional y actividad de los
microorganismos.

Empero, la cantidad de muestra para obtener el perfil cromatografico de AGC no
se encuentra establecido de wuna forma estandarizada. Es decir, algunos
investigadores han utilizado diferentes cantidades, la cual no permite visualizar
adecuadamente el perfil cromatografico de AGC.

Ademas, existen algunos factores que influyen en el perfil de AGC, como el ayuno.
Este factor es importante en el tratamiento de aguas residuales, ya que disminuye
la actividad y viabilidad de los microorganismos, con ello la degradacién. Siendo
un factor que no se puede controlar, y esto no permitiria visualizar de forma
adecuada el perfil de AGC



1.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar y utilizar la técnica de determinacion del perfil cromatografico de acidos
grasos celulares y evaluar algunos de los efectos ambientales que se presentan
en el procesamiento de muestras.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la influencia que tiene la cantidad de muestra tratada en el perfil
cromatografico de acidos grasos celulares.

Analizar y especificar el efecto producido por el ayuno en el perfil cromatografico
de acidos grasos celulares de Pseudomonas aeruginosa.

1.3 CONTRIBUCION

Facilitar la determinacion de los perfiles cromatograficos para identificar tipos de
microorganismos que participan en la degradacion de compuestos durante el
tratamiento de aguas residuales.



2. Antecedentes

2.1 Lipidos

Los lipidos comprenden muchas clases de compuestos que contienen una gran
variedad de grupos funcionales. Sin embargo, los lipidos se clasifican seguin su
solubilidad: los lipidos son sustancias que se pueden extraer de células y tejidos
mediante solventes organicos o no polares. (Wade, 1993).

Los lipidos complejos son aquellos que se hidrolizan con facilidad para formar
constituyentes mas simples. La mayor parte de los lipidos complejos son ésteres
de acidos carboxilicos de cadena larga, los llamados acidos grasos. Los dos
grupos principales de ésteres de acidos grasos son las ceras y los gliceridos. Las
ceras son eésteres de alcoholes de cadena larga, y los glicéridos son ésteres de
glicerol (Wade, 1993).

Los lipidos simples son aquellos que no se hidrolizan con facilidad mediante un
acido o una base acuosos. Con frecuencia, este nombre parece inadecuado,
porque muchos de los lipidos simples son moléculas bastante complejas, como los
esteroides, prostaglandinas y terpenos (Wade, 1993).

2.1.1 Lipidos en la célula bacteriana

Los lipidos complejos, como los glicerofosfolipidos, son lipidos simples que
contienen adicionalmente elementos como fésforo, nitrbgeno o azufre, o
compuestos como azucar, etanolamina, serina o colina en el C-3 (Figura 1). Los
lipidos son compuestos que se presentan en todos los microorganismos y son
mas abundantes en las membranas de las bacterias.
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2.1.2 Acidos grasos en la célula bacteriana

Los principales lipidos que forman las membranas son los fosfolipidos, los cuales
tienen una regiéon polar y una no polar. La regidon hidrofilica (polar) es el grupo
fosfato y el glicerol mientras que la region hidrofébica (no polar) es la representada
por los acidos grasos. Con lo que en la membrana celular forman un bicapa como
se ve en la figura 2.

Figura 2. Estructura de membrana cclular.

El contenido de acidos grasos de la mayoria de las especies de bacterias se
encuentran distribuidos en la pared celular, membrana celular e inclusiones
citoplasmaticas, se sintetizan por separado y iuego son esterificados para formar
lipidos mas complejos. Se han encontrado muchas clases de &cidos grasos en las
bacterias: pueden contener un numero diferente de atomos de carbono, tener
cadena lineal o cadena ramificada, tener o no dobles enlaces, contener o no
grupos OH, contener o no anillos de ciclopropano. Ademas pueden ser saturados
o no saturados y el precursor de dichos acidos grasos es la acetil coenzima A
(L.ehninger et al., 1995).




2.2 Nomenclatura de los acidos grasos celulares

Los acidos grasos (AG) son designados por el nomero de atomos de carbono, el
grado de instauracion se indica por un numero separado por dos puntos. El grado
de insaturacion es seguido por Ax, donde x indica la posicion del doble enlace mas
cercano al carboxilo final (A), o en pocos casos el mas cerca del alifatico final (»).
Los prefijos a, i, cy y d se refieren acidos grasos con ramificaciones anteiso, iso,
cyclopropil y dicarboxilicos respectivamente. Las letras br indica que et tipo de
ramificacion es desconocida, mientras que un namero seguido de ME indica la
posicidn de un grupo metilo. Los prefijos a y p indican que el grupo OH se localiza
en la posicidon 2 y 3 respectivamente. Una letra ¢ indica un acido graso en forma
cis y una t indica una forma trans (Welch, 1991; Zelies, 1999).

2.3 Separacion y analisis de lipidos

En la investigacion del papel de los lipidos en un proceso bioldégico es a menudo
util saber que lipidos se hallan presentes y en qué proporcion. Debido a que los
lipidos son insolubles en agua, su extraccion de los tejidos y su posterior
fraccionamiento requieren la utilizacion de solventes organicos y algunas técnicas
usadas para la purificacion de moléculas hidrosolubles como las proteinas y los
glicidos. Los lipidos que contienen acidos grasos en enlace éster o amida se
pueden hidrolizar (saponificar) tratandolos con un acido o un alcali para analizar
sus componentes. (Lehninger ef. al. ,1995).

Cuando se tiene un tejido homogeneizado, se trata de extraer con un solvente no
polar (organico) y uno polar (agua), en el solvente organico quedan extraidos los
lipidos y las moléculas mas polares quedan situadas en la fase polar.

Los lipidos pueden ser analizados cualitativa y cuantitativamente, mediante una
técnica cromatografica, siempre y cuando estos tengan una naturaleza volatil que
permitan ser analizados. Pero la mayoria han de modificarse previamente para



aumentar su volatilidad (esto es disminuir su punto de ebullicibn, una vez
convertidos los acidos grasos que esterificaban al glicerol en sus ésteres
metilicos). Se cargan a continuacion los ésteres metilicos en una columna
cromatografica y se calienta esta para volatilizar los compuestos. E! orden de
elucion depende de la naturaleza del adsorbente sdlido de la columna y del punto
de ebullicion de los componentes de la mezcla lipidica. Con fa utilizacién de las
técnicas cromatograficas, se pueden separar completamente mezclas de acidos
grasos con diferentes longitudes de cadena y diversos grados de instauracion
(Lehninger et. al. ,1995).

2.3.1 Cromatografia de gases

La separacion de compuestos con el propésito de identificar, cuantificar o purificar
es uno de los aspectos de la quimica analitica. |l.a cromatografia es considerada
como una de las mas poderosas metodologias de separaciéon. (Harris 1992).

En la cromatografia de gases, un liquido volatii o un soluto gaseoso son
arrastrados por una fase movil gaseosa que circula sobre un liquido estacionario
que cubre un soporte sdlido, o sobre una superficie sdlida absortiva. (Harris 1992).

Las columnas empacadas cortas tienen gran capacidad de soluto, pero baja
resolucion. Las columnas tubulares abiertas y largas y estrechas tienen baja
capacidad, pero producen excelente separacion. Las columnas tubulares abiertas
de silice fundida pueden ser de pared recubierta, de soporte recubierto o de capa
porosa. Cada fase estacionaria liquida retiene principalmente los compuestos que
pertenecen a su misma clase de polaridad. Entre las fases estacionarias soélidas
comunes se incluyen alGmina y tamices moleculares. (Harris 1992).

La programacion de la temperatura se utiliza para reducir los tiempos de elucion
de componentes que se retienen fuertemente. Sin afectar la eficiencia de la
separacion, el gasto lineal puede incrementarse empleando H; o He en lugar de



N2 como gas acarreador. La inyeccion dividida es el procedimiento ordinario,
mientras que ia inyeccidn sin division es la mejor para el analisis cuantitativo. La
inyeccion sobre la columna es mejor para solutos térmicamente inestables. La
deteccion de conductividad térmica tiene respuesta universal pero la ionizacion de
flama es la mas sensible. Otros medios de deteccidn son los de captura
electronica, fotometria de llama, deteccion de aicalis a la flama, espectrometria de
masa y espectroscopia al infrarrojo de transformada de Fourier. Un compuesto
puede identificase por su tiempo de retencion en diferentes columnas y
cuantificarse con base al area de bajo su pico de elucion. Los factores de
respuesta relacionan el area con la concentracién de diferentes compuestos
(Harris 1992).



2.4 Importancia de microorganismos en aguas residuales

El conocimiento microbiologico involucra la estabilizacion de aguas residuales e
intenta proveer los fundamentos de las operaciones y de las técnicas de trabajo,
para establecer condiciones aceptables en el tratamiento de sistemas de aguas
residuales (Gerardi, 1991).

Elementos fundamentales en la degradacidén de compuestos toxicos son los lodos
activados, donde las bacterias son las responsables de la estabilizacién.
Regularmente, Achromobacter, Flavobacterium y Pseudomonas son encontradas
en la formacién del floculo, donde es absorbida la materia organica soluble de las
aguas residuales, donde se lleva a cabo la degradacion. Ademas, en el mismo,
estan agregados Nitrosomonas y Nitrobacter que son responsables de la
nitrificacion, la conversidon de amonio (NH4") a nitrito (NO7’) y de nitrito a nitrato
(NO3 Y Gerardi, 1994).

En la mayoria de las ocasiones, los organismos remueven eficientemente la
materia organica en los lodos activados, sin embargo, algunos son causantes de
problemas en la sedimentacidon. Por ejemplo, bacterias filamentosas como
Shaerotilus natans y hongos como Geotrichum causan abultamiento de lodo. Los
flamentos de actinomicetos como Nocardia han mostrado problemas de espuma,
lo cual, altera la sedimentacion. (Gerardi, 1990).

Para estar seguros de que un agente causal de esponjamiento en los reactores es
un actinomiceto. es necesario obtener al microorganismo puro. Dicho agente, tiene
un lento crecimiento comparado con otras bacterias, lo que hace dificil su
aislamiento e identificacion. El periodo de incubacion esta comprendido entre 7 y
28 dias para cultivo y aislamiento, debido a su baja tasa de crecimiento. (Gerardi,
1990).
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En lodos anaerobios de digestiéon, las moléculas organicas grandes, como lipidos,
proteinas y poiisacaridos, son transformadas a moléculas mas sencillas por la
inserciéon de moléculas de agua, este proceso es conocido como hidrélisis. Aqui,
las bacterias responsables de la degradacién que se encuentran generalmente
son: Clostridium, Micrococcus, Bacillus, Streptomyces, Alcaligenes \'
Pseudomonas. La presencia de Desulfovibrio en ciertos lodos industriales con
altas concentraciones de sulfatos, puede convertir los sulfatos en sulfuro de
hidrégeno, causando problemas en la digestibn anaerobia de los lodos. (Gerardi,
1994).

Muchas de las bacterias responsables de la hidrolisis también son formadoras de
acido, tales como Aerobacter, Escherichia, Pseudomonas, Flavobacterium y
Alcaligenes. Por Gltimo fos productos de los acidos que se forman, son convertidos
a metano (CH4) a través de Ila metanogénesis. Claro ejemplo es que
Methanobacteriurm, Methanosarcina, Methanococcus y Methanospirilum han sido
identificados comunmente en lodos de digestion anaerobia (Gerardi, 1990).

Las bacterias coliformes estan altamente concentradas en las aguas residuales y
generalmente esparcidas, ademas de ausentes en otro habitat. La relacion entre
coliformes y aguas residuales, es considerada como un indicativo de
contaminacion. Cuando la contaminacion es por materia fecal, se pueden
transmitir enfermedades bacterianas como Ia fiebre tifoidea, disenteria,
gastroenteritis y colera; enfermedades virales como hepatitis y polio; parasitos
intestinales como Gijardia, Cryotosporidium y Entamoeba. (Gerardi, 1990).

Se considera adecuado el uso de indicadores microbiolégicos como referencia de
la contaminacién de aguas y no como indicador de especies. Generaimente, una
alta concentracidon de especies indicadoras, sugiere un alta concentracidon de
patégenos. Se consideran excepciones cuando los patéogenos son abundantes y
no los indicadores y viceversa. Dichas excepciones, resultan en ocasiones de
efectos naturales como contaminacién del agua, interferencias en el muestreo y
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pueden llevar a resultados erréneos. El riesgo que esta asociado a la presencia de
organismos patégenos y agua contaminada por materia fecal pone en serio peligro
la salud de la poblacion. (Gerardi, 1990)

2.5 Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

El genero Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadacea, se
caracterizan por ser bacilos rectos o curvos, Gram negativos, motilidad por flajelos
polares. Aerobios estrictos, teniendo el oxigeno como el aceptor terminal de
electrones, en algunos casos puede usar el nitrato como aceptor final de
electrones. Quimiorganotréoficos, son capaces de usar mas de un compuesto de
carbono organico como fuente de carbono y energia. Reaccion de catalasa y
oxidasa positivo (Holt, 1984)

Tabla 1. Caracterizacioén primaria de P: aerug

Color (pigmento de piocianina) Presente

Fluorescencia en UV Presente

Actividad de la citocromooxidasa Presente

Morfologia y tincion Gram Bacilos cortos, Gram
negativos

Olor Caracteristico, similar a tortilia
mojada

P. aeruginosa tiene un crecimiento optimo a 37°C, también puede crecer a 42°C.
Puede ser aislado de la tierra y agua, inclusive se puede encontrar en agua
destilada. Comunmente es aislado de muestras clinicas, debido a se considera
como un agente infeccioso patégeno oportunista. Agente causal de la “pus azul”
origen del sindnimo de pyocyaneus (Holt, 1984; Tortora et al., 1998).

* Konnemanet al., 1992.
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2.6 Estado del arte
2.6.1 Acidos grasos celulares en la identificacién de microorganismos

Los perfiles de acidos grasos ceilulares se han utilizado para la identificacion de
gran numero de microorganismos (con previo cultivo y aistamiento). En algunos
casos la identificacion se realiza con fines taxondmicos y en otros casos se trata
de bacterias que tienen importancia meédica, esto se puede llevar a cabo gracias a
que se puede contar con biomarcadores (AGC) que permitan la identificacion de
familias inclusive de especies de microorganismos aparentemente similares
(Vestal y White, 1989).

Sin embargo, durante el estudio de los microorganismos se han encontrado con
problemas al utilizar la técnica para determinar el perfil de AGC. Es ia faita de
patrones de AGC dnicos por tipo o porcentaje molar de las comunidades que se
encuentran en los sistemas de tratamiento de aguas residuales o incluso en
suelos. Esto provoca que exista confusidn en la interpretacion de los perfiles de
AGC, ya que muchos AGC son comunes para diferentes microorganismos (Zelles
et al., 1999). Con la cantidad de muestra adecuada, se evitan los problemas de no
encontrar AGC, que llegarian a ser determinantes en la identificacion de los
microorganismos.

La cantidad de muestra para obtener los perfiles celulares varia entre experimento
y muestra, ya que investigadores han utilizado diferentes cantidades de muestra.
Ramirez (2000) utilizé 20 mg de liofilizado de cepas aisladas de cinco especies de
Klebsiella, King et al.(1977) utilizé muestras de mar con 25 a 43 mg, 50 mg Weich
(1991), 560mg Daffé et al.(1983), Mufoz et al.(1997) utilizé 10 mg de dos tipos de
micobacterias directamente raspadas de las placas de agar.
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2.6.2 Acidos grasos determinados durante el ayuno

Con el estudio de los AGC se puede conocer el estado en el que se encuentran
los microorganismos (Vestal y White, 1989). Algunos autores describieron que se
producen cambios en los AGC dependiendo del estado metabdlico en el que se
encuentren los microorganismos y que tales cambios pueden utilizarse como
biomarcadores (Guckert et al., 1986).

Tambieén, durante el ayuno se observd que los porcentajes molares de los AG
saturados disminuyen y de los AG insaturados aumentan (Hood et al, 1986 y
Guckert et al., 1986). La relaciébn Trans/Cis aumenta, especialmente en los acidos
16:1W7t/16:1 w7c vy 18:1w7t/18:1w7¢c (Guckert et al., 1986 y Webster et al., 1997).
De hecho, se ha reportado que para indicadores de estrés en bacterias Gram
negativas hay un incremento en la tasa de acidos grasos insaturados y un
incremento en la tasa de acidos grasos de ciclopropano sobre sus precursores
monoendlicos (Guckert et al., 1986).

Guckert et al. (1986) mencionan que en Vibrio cholerae se obtuvo una relaciéon de
0-2 para una condicion de cero dias de ayuno, de 0.70 para un ayuno de 7 dias y
de 1.56 para un ayuno de 30 dias. Vestal y White (1989) encontraron valores mas
pequenios, de tal modo que una comunidad sana tuvo una relacion cercana a 0.1y
una comunidad en estrés tuvo una relaciéon entre 0.3 y 0.6.

Las determinaciones de la variacion de AG y de la relacion de estrés se han
obtenido durante el ayuno de nutrientes, en cepas puras o en ambientes naturales
como suelos y aire. Sin embargo, no se han realizado estudios sobre el ayuno de
nutrientes o de una fuente de carbono en ambientes como aguas residuales. Lo
anterior es muy importante ya que se ha reportado que durante el tratamiento de
aguas residuales, disminuye la viabilidad y la capacidad de los microorganismos
para degradar los compuestos téxicos, si se someten a un factor estresante como
el ayuno (fuente de carbono).



3. METODOLOGIA

3.1 Preparacion de cepa Pseudomonas aeruginosa

La cepa de Pseudomonas aeruginosa 095081, se recibi6 del cepario de la
Facultad de Quimica de la UNAM. Esta cepa se escogid por tener en cuenta
algunos aspectos, el primero por que es un microorganismo representante de los
sistemas de aguas residuales de tratamiento.

La cepa fue caracterizada, para verificar la pureza de la misma, se identificé por
técnicas microbiologicas convencionales, en las que se incluyeron morfologia
colonial, tincion Gram y pruebas bioquimicas por el sistema de identificacion
comercial API20E.

3.2 Influencia de la cantidad de muestra a tratar

Se siguieron cinéticas iniciales de crecimiento de FP. aeruginosa, estas se
realizaron con el fin de conocer las fases de crecimiento del microorganismo,
tiempo que transcurre durante el crecimiento con restriccion de fuente de carbono,
temperatura controlada y produccion de biomasa.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa se sembroé en agar nutritivo y se incubd a
37°C durante 24 horas, con el fin de promover su crecimiento. Tomando el tapete
de colonias de dos cajas se inoculd a un matraz en el cual se realizé la cinética. La
cinética se llevd en un matraz de 2 L con un volumen de operacién de 1.5 L, el
cual contenia caldo nutritivo con 500 mg/L como carbono organico total (COT)
inicial, a 25°C, aerado (Figura 3). La cepa se dejo crecer durante 7 dias,
alimentando con la misma cantidad de fuente de carbono cada 12 h.

Para mantener el sistema aerado se dispuso del siguiente sistema (figura 3): el
primer matraz contenia hipoclorito de sodio al 7%, en el segundo matraz agua, en



el tercero carbon activado seguido de un filtro de aire (poro nominal 0.2 pm).
Posteriormente, se determind la biomasa presente por medio de los SSV (segun
APHA, 1992), y en su caso por turbiedad, del matraz de la cinética se tomo todo el
volumen y se llevd a centrifugar a 3500 rpm, por 20 min. Una vez centrifugado, el
sobrenadante se desecho y de la pastilla se tomo la biomasa. Se pesoé en balanza
analitica la cantidad de 10, 20, 30, 40 y 50 mg de muestra y se tratd, como se
indica el la seccién 3.4, para ser analizada en el cromatégrafo.

Figura 3. Eaquema grifico de aeracion para la cepa.

3.3 Crecimiento de la cepa bacteriana en ayuno

La cepa de Pseudomonas aeruginosa fue sembrada en agar nutritivo y se incubé
a 37°C durante 24 horas, con el fin de promover su crecimiento. Posteriormente,
se tomo el tapete de colonias que crecieron en la placa y se procedid a realizar
una cinética de crecimiento, en caldo nutritivo con una concentracion de 500 mg/L
como COT inicial, a 25°C y aereado (ver en Figura 3). Una vez que tuvo la
cantidad de SSV mayor a 300 mg/l ia biomasa se centrifugd, a la pastilla se le
agregd una soluciéon salina isoténica (SSt, 0.85 % de NaCl) para resuspender a la
biomasa, se centrifugd en las mismas condiciones como para el primer lavado y
se desecha el sobrenadante; la operacion se repitid una vez mas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




La pastilla se resuspendid en un volumen de 1 L con SSl y se adicioné medioc de
caldo nutritive para tener una concentracién de 125 mg/L de COT. En ese
momento se inicié la cinética de consumo, se tomaron muestras en las primeras
dos horas en intervalo de 20 minutos, después de dos horas, se tomaron cada 4
horas. Las muestras se filtraron y se procesaron en un analizador, TOC analyzer
Shimadzu 5050. Después de seguir la cinética se dividid en 3 matraces de 1L con
volumen de reaccién de 5560 mL, y se dejo pasar 24, 36 y 48 horas, sin alimentar.
Posteriormente se volvid a alimentar con la concentracion de 125 mg/L de COT y
se siguieron las cinéticas posteriores, para las cuales, la operacidon de muestreo se
repite. Al final del tiempo de! ayuno se tomé muestra y se traté, como se indica en
la seccion 3.4, para ser analizada en el cromatégrafo.

3.4 Tratamiento de las muestras

Las muestras que fueron tomadas de las cinéticas, se colectaron en tubos de
vidrio, previamente enjuagados en cloroformo. Posteriormente se realizd el
siguiente tratamiento (Daffé et al/, 1983; Mufoz et al.,1997):

a) Saponificacion
1) Se puso la muestra bajo reflujo con una solucion de KOH al 5 %,
preparada con una mezcla de metanol/benceno 8:2 (v/v). El reflujo se
realizé a 60-79 °C durante 16 horas
2) Se evapord el solvente en una campana de extraccion con una cofriente
de aire y a 60°C

b

-~

Extraccion:

1) A cada muestra se le agregé 2 mL de HCI al 10 % mas 2 mL de eter
etilico. Se agitdé con vortex durante 1 min.

2) La fase organica (éter etilico) conteniendo los lipidos disueltos se
recuperaron con una pipeta Pasteur y se colocd en un tubo nuevo
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<)

d)

3) Se adicionaron 2 mL de éter etilico a la fase acuosa. Se agitdé con vortex
y se recupero |la fase etérea para disponeria en un tubo nuevo.

4) Se repitié el paso anterior una vez mas

5) Se adicionaron 2 mi. de agua destilada a Ia fase organica. Se agito y la
fase acuosa se retiré del tubo

6) Se repitié el paso anterior dos veces mas

7) Las muestras se sometetieron a una corriente de aire a 30°C para
evaporar el solvente

Esterificacion

1) Los acidos obtenidos en el paso anterior, se resuspendieron en 2.5 mL
de diazometano (ver preparacion en el anexo 1)

2) Se dejé reaccionar durante 15 minutos

3) Se evaporé el diazometano en un bafic de agua a 60°C

Analisis de los ésteres metilicos

Cada muestra conteniendo los acidos grasos esterificados, antes de ser
inyectados en el cromatégrafo se resuspendieron con 30 ulL de éter de
petroleo y de ésta suspension se tomd con una jeringa Hamilton un
volumen de 1 ub, el cual se inyectd en un cromatografo VARIAN STAR
3600 CXGC (Varian Associates, Inc USA), equipado con una columna
capilar de silice HP-1, de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno, ¢
25 mm de grosor y un detector de ionizaciéon de flama. La elucion se
efectud con nitrbgeno como gas acarreador a un flujo de 1mbL/min con un
gradiente de temperatura de 50 a 280°C, a razén de 10°C/min,
manteniendo la temperatura inicial y por quince minutos la temperatura
final. El tiempo de analisis fue de 39 min.

Los resultados se obtuvieron en un Registrador/integrador Varian 4400,
acoplado al cromatografo. Los datos obtenidos y registrados en el
integrador aparecen en un cromatograma, en el cual se muestran los



porcentajes de area, los tiempos de retencion y las areas bajo la curva que
son proporcionales a la cantidad de los acidos grasos constituyentes de la

célula bacteriana.
3.5 Calibracion de la técnica

Se inyectd un estandar comercial, el cual consisti®6 de una mezcla de 26 acidos
grasos que se encontraban en forma de ésteres disueltos en metil caproato
(10mg/mL concentracion total) Catalogo No. 47080-U de Supelco/Sigma-Aldrich
Co, USA. Adicionalmente, se adicionaron 2 acidos grasos (ac. Behénico, 22:0 y
ac. Lignocérico, 24:0), se resuspendieron en éter de petroleo y se mantuvieron en
congelacion (-20°C) para cada inyeccion.

3.6 Determinaciones analiticas
3.6.1 Carbono organico total (COT)

La determinacion es una expresion directa del contenido de carbono organico del
agua. El método se basa en la combustion de la materia organica trasformada a
CO:; y transportado a un analizador de gas infrarrojo.

Las muestras que se trataron, fueron filtradas y se procesaron en un analizador,
TOC analyzer Shimadzu 5050, segun APHA, 1992, Esta determinacion se realizd
al caldo nutritivo (Bioxon, CAT-103-1) gue se utilizé, con la finalidad de restringir a
la cepa una fuente de carbono.



3.6.2 Turbiedad

Esta determinacion se realizd junto con el crecimiento de a bacteria, se determiné
la turbiedad mediante un Nefelometro Turner TD40, y se graficé la turbiedad en
unidades nefelométricas (NTU) contra tiempo. Con la finalidad de conocer la fase
logaritmica de crecimiento de la bacteria en las condiciones presentadas.

3.6.3 Solidos Suspendidos Volatiles (SSV)

Es una prueba que cuantifica la materia volatil suspendida en el agua para
analizar. Se basa en las diferencias de peso de la materia organica e inorganica
no soluble en el agua, después de ser evaporada el agua.

Se determinaron SSV (mg/l) segun APHA, 1992 para determinar la concentracion
de biomasa presente.

3.6.4 Cuenta heterotrofa en placa (CHP)

Es un método utilizado para estimar el nimero de colonias de bacterias que se
han desarrollado en cajas petri conteniendo en un medios de cultivo. Con éste
metodo se calcula el numero de bacterias viables en un volumen conocido por
medio de diluciones.

Se realizé esta determinacion con el fin de obtener |a cantidad de unidades

formadoras de colonias por mililitro de muestra (UFC/ml). Se utilizd el método por
extensién, en agar nutritivo (Bioxon, CAT-104) segtin APHA, 1992
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3.6.5 Prueba de identificacion por medio del sistema APl 20-E

Esta sistema AP 20-E es utilizado para la identificacion para Enterobacteriaceae y
otros bacilos Gram negativos. El sistema consta de 21 pruebas sobre los
siguientes sustratos (incluidos en los microtubos del sistema API): ONPG (o-
nitrofenol-b-D-galactésido), ADH (arginina), LDC (lisina), ODC (ornitina), CIT
(citrato sodico), H2S (tiosulfato sodico), URE (urea), TDA (triptofano), IND (indol),
VP (piruvato sodico), GEL (gelatina de Kohn), GLU (glucosa), MAN (manitol), INO
(inositol), SOR (sorbitol), RHA (ramnosa), SAC (sacarosa). MEL (melobiosa), AMY
(amigdaiina), ARA (arabinosa) y la prueba de la oxidasa (OX). Segun las
instrucciones que acompafan al producto, con las 21 pruebas se forman siete
grupos ordenados de tres. A cada integrante del trio se le asignan los valores: 1, 2
y 4 (en ese mismo orden y en el caso de que las reacciones resulten positivas).
Segun si cada reaccidn resulta positiva o negativa, el digito correspondiente a
cada grupo puede ser como minimo cero, como maximo siete, y todos los
numeros intermedios posibles, segun la suma resultante.

En los resultados que se tabularon en las tarjetas, se obtiene obtener un cdédigo o
perfil numérico de 7 digitos. Con ese perfil se consultd la base de datos del
programa de Bio Mérieux (Francia), cuya consulta permite la identificacion de las
especies y de los fenotipos bioquimicos, en forma simultanea.

3.7 Analisis Estadistico

3.7.1 Tiempos de retencion

Se realizaron tres inyecciones del estandar y dos en las muestras. Se calculo la
media aritmética y la desviaciéon estandar a los tiempos de retenciéon.
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3.7.2 Porcentajes de areas

Se sumaron todas las areas bajo la curva lo que corresponde al 100 % y se
calculé el porcentaje para cada pico sobre la base de éste total. Una vez obtenidos
los porcentajes de las areas, se calculd la media aritmética y la desviacion
estandar y coeficiente de variacion de las inyecciones.

3.7.3 Concentracion de los acidos grasos celulares

La concentraciéon de los acidos grasos obtenidos en las muestras fue determinado
mediante la concentraciéon del estandar interno (24:0). Se utilizaron los porcentajes
de area de los acidos grasos encontrados en las muestras, para relacionarlas con
las areas del estandar, obteniéndose las concentraciones para cada acido en las

muestras.
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4. Resultados y discusién

4.1 Preparacion de la cepa Pseudomonas aeruginosa

Ademas de realizar caracterizacion primaria se efectud la prueba AP| para la cepa
de P. aeruginosa, mediante el codigo de nimeros encontramos que las pruebas
correspondian a lo reportado para la cepa, solo la prueba de hidrolisis de urea, no
correspondi® con el cédigo. Para la prueba de la utilizacion de la urea esta
reportada como una prueba verdadera (Konemman et al., 1992). Tomando esto en

cuenta, se tuvo un 78% de confianza en la identificacion para la cepa de P.
aeruginosa.

4.1.2 Cinéticas iniciales de crecimiento de P. aeruginosa

Para tomar muestras y analizarlas, se obtuvieron datos de la cinética de
crecimiento de P. aeruginosa. Como podemos ver en la figura 4 (Anexo, tabla 1A),
a partir de 3 h termina la fase de latencia de crecimiento, para iniciar su fase
logaritmica y a 10 h tiene inicio su fase estacionaria.
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Figura 4. Cinética de Hmi de P. aeruginosa
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Nuevamente se realizé otra cinética, pero ahora alimentando a la cepa, cada 12 h,
con el fin de contar con evidencia de como se comporta la cepa con alimentacion
periddica. Obtenido de la figura 5 (Anexo, tabla 2A), tendremos cual sera el tiempo

para el muestreo y procesamiento de muestras.

Para el crecimiento de P. aeruginosa en las condiciones utilizadas, se necesitaron
de 2 a 3 dias para una produccion de biomasa aproximada de 300 mg/L. Cantidad
que fue utilizada el los experimentos posteriores (seccidon 4.3 y 4.4)

450
400 A
350 A
300 A
250 4
200 A+
150 4
100 +
50 1
o]

Turbiedad (NTU)

o} 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (d)

e
e
e

Figura 5 Cinéti de crecimi de P. aeruginosa, alimentada durante 7 dias.
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Con los datos de las cinéticas de crecimiento de P. aeruginosa, se tiene una
relacidén entre SSV y turbiedad (figura 6 y Anexo, tabla 3A). Esto con e! fin de
relacionar posteriormente datos en las determinaciones para el procesamiento de
muestras futuras.
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50

o) v T T v v \
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Figura 6. Relaciéon cntre turbiedad y SSV




4.2 Calibracion de la técnica

Para calibrar la técnica se inyectaron 26 acidos grasos provenientes de! estandar
comercial. En la tabla 4A del anexo se muestran los tiempos de retencion para
cada acido que fue reconocido del perfil cromatografico con el del diagrama
sefialado del fabricante se compararon los picos y lo identificamos como se

muestra en la figura 7.

Acido graso
11:.0
20H10:0
12:0
13.0
20H12:0
30H12:0
14:0
150
ats5:.0
10 15:.0
11 20H14:0
12 30H14.0
13 16:0
14 16:1°

VONDIGNAWN -

Me. Hexadecanoato

Nombre del acido 15
Me. Undecanoato 186 Me. 15 metitenhexadecanoato

Me. 2 hidroxidecanoato 17 Me. Cis9.10 metilenhexadecanoato
Me. dodecanoato 18 Me. Heptadecanoato

Me. Tridecanoato 19 Me. 2 hidroxihexadecanoato

Me. 2 hidroxidodecanoato 20 Me. Cis 9,12 octadecadienoato

Me. 3 hidroxidodecanoato 21 Me. cis 9 octadecenoato

Me. Tetradecanoato 22 Me. Trans 9 octadecenoato

Me. 13 metitetradecancato 23 Me. Octadecanoato

Ma. 12 metitetradecanoato 24 Me. Cis 9,10 metileneoctadecancato
Me. Pentadecanaato 25 Me. Nonadecanoato

Ma. 2 hidroxitetradecanoato 26 20.0 Me. Eicosanoato

Me. 2 hdroxitetradecanoato 27 22:0 Me. Eicododacainato (Behénico)
Me. 14 metilpentadecanoato 28 240 Me. Eicotertainato (Lignocerico)
Me. Cis -9-hexadecancato

Figura 7. Perfil cromatografico del estandar comercial obtenido con el equipo utilizado para la

experimentacion
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4.3 Influencia de 1a cantidad de la muestra en el perfil cromatografico de

acidos grasos celulares

El! analisis cromatografico de los acidos grasos celulares para P. aeruginosa, se
realizd por duplicado para las diferentes cantidades de muestra (10, 20 30, 40 y 50
mg). Mediante los tiempos de retenciéon del estandar fueron identificados los
acidos grasos de la muestra. En la figura 8 se muestra el perfil cromatografico de
P. aeruginosa con una muestra analizada de 20 mg. Los demas cromatogramas

se encuentran en el anexo (figuras 17).

(3]
-

0
18:1wy¢ 22:9 {
~

19:0cy

Figura 8 Perfil cromatografico de Pseudomonas aeruginosa, con una muestra de 20 mg

Se realizdé una busqueda bibliografica para encontrar cuales son los AGC de P.
aeruginosa. En la tabla 2, se encuentran marcados los acidos grasos que se han
reportado por otros autores (Kropinski et al, 1987, Rodriguez, 2000) y

encontrados en el presente estudio.
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Tabla 2. C idn de #cid grasos (auscncia-presencia) encontrados en el

prescate trabajo y por otros autores

Acido Referencias (Kropinski et al., Muestras, presente trabajo
1987, Rodriguez, 2000)
I’

12:0
20H12:0
30H12:0
14:00
18:0
16:1wSc
16:0

17:0cy

18:1w9c

AR YAYAYAYANAY

19:0cy

21.53*

23.57

AV RV R RN RN RNEN RN A R A A

22:0

24.0 - Estandar interno

* Tiempo de o picas no con

Para los acidos grasos que se han reportado, en comparacion de los encontrados,
se ve que no aparecen los acidos 12:0, 14:0, 18:0, 20H12:0, 30H12:0, reportados
los tres primeros en bajas concentraciones (0.01, 1 y 0.01%, respectivamente).
Para el caso los acidos conteniendo grupos hidroxi (20H12:0 y 30H12:0), la
técnica que se utilizé en este trabajo, no permite la recuperacion de acidos con
grupos hidroxi, mientras que tiene una alta recuperacién para de acidos grasos
con grupos ciclopropanos. Esto se debe a que en el momento en que la mezcla
después de la saponificacion (estando en condiciones alcalinas) se preservan los
componentes de acidos-sensitivos tales como acidos grasos ciclopropano y con
esto son a menudo insuficientes las condiciones para lanzar componentes amido-
unidos, tales como acidos grasos hidroxilados. De la mezcla obtenida después de
la saponificacion es acidulada, esto es suficiente como para llevar a cabo hidroélisis
acida de los grupos hidroxi, llevando a una inapropiada extraccién con un solvente
organico (Mayberry y Lane, 1993).
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De los resultados obtenidos en los cromatogramas, porcentaje de area y de la
concentracion inyectada del estandar interno (24:0), se calculd la concentracion
que tiene cada pico (Anexo, tabla S5A). En las figuras 9 y 10 se observan, ya
determinadas, las concentraciones de cada acido encontrados en los
cromatogramas de las diferentes cantidades de muestra.

Se observo el comportamiento de las areas en las diferentes cantidades de
muestra, Estas cantidades para los acidos grasos varian, para la muestra de 20
mg de muestra tratada, en general, aparecen areas con mayor area de los picos,
lo que corresponde a la concentracidn mas alta en los acidos grasos. Para la
cantidad de 10 mg de muestra tratada, también se encuentra una de las mayores
concentraciones de AGC.

Para las muestras de 30, 40 y 50mg, era de esperar que con una mayor cantidad
de muestra, obtener una mayor concentracion en los acidos grasos. Sin embargo,
debido a la técnica utilizada, hubo problemas los cuales no permitieron la
adecuada extraccién de los acidos, debido a que en el momento de la extracciéon
de la parte acuosa a la parte organica, la fase organico se saturaba. Formando asi
interfase entre las dos fases conservando retenidos a los acidos grasos en ésta,
teniendo la necesidad de utilizar una mayor parte de solvente(Mayberry y Lane,
1993).

En las muestras de 40 y 50 mg los tiempos de retencion fueron recorridos. La
identificacion de los acidos grasos definidos por el cromatograma fueron
identificados mediante el patron cromatografico de las muestras de 10-30 mg.
Ademas en las series de muestras de 30 a 50 mg, los porcentajes de area y lo
tiempos de retencion no se observa reproducibilidad en ios datos, ya que se tienen
coeficientes de variacidén mayores al 30% (Anexo, tabla 5A).
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Este fendmeno cromatografico se debe a los efectos de la adsorcién en la
columna cromatografica, y es que no se comporta de manera ideal a la particion
gas-sdlido cuado hay una mayor cantidad de muestra. Ya que la adsorcion se
encuentra principalmente en la superficie sdlida y en menor extension en la
interfase gas-solido. Esto afecta considerablemente en la resolucién, la fraccion
molar y la retardacién de la traza inerte, afectando a el tiempo constante del
detector (Huber y Gerritse, 1973).
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4.4 Influencia del ayuno en el perfil cromatografico

4.4.1 Cinéticas de consumo

Antes de proceder con los experimentos para determinar la influencia del periodo
de ayuno, se efectud una cinética para comprobar la actividad inicial que tiene el
in6bculo con el sustrato facilmente degradable, en la figura 11 (Anexo, tabla 5A) se

puede ver el comportamiento que tuvo la cinética.

180
160
140
120
100

80

COT(mgi)

60
40

20

o
5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (h)

Figura 11. Cinética 1 de consumo para fuente de carbono

La cinética del inoculo que fue seguida mediante COT, se observa que en 10 h
consume el 60% de 160 mg/L como COT. En 32 h se tiene consumido el sustrado
en un 80%. La maxima actividad que se presenta es antes de las 10 h, después
de este tiempo, el consumo disminuye por aparicidon de compuestos refrac tarios.

la cinética de degradacién y la actividad inicial del indculo de P.
se procedid a dividir los matraces y tomar el tiempo de ayuno

Teniendo

aeruginosa,
estipulado. Una vez cumplido el periodo de ayuno se volvid a alimentar y a
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monitorear para ver como se comportaba nuevamente ante el consumo de la
fuente de carbono.

En la figura 12 (Anexo, tabla 7A)se pueden observar {as cinéticas de consumo de
sustrato por P. aeruginosa, en las diferentes condiciones de ayuno. Como se
puede observar para la cinética en condiciones de abundancia de sustrato (inicial),
al igual que para las cinéticas de 24 y 36 horas de ayuno de sustrato, el tiempo
que tardan para consumir fue muy similar (En 6.5h consumieron el 76%). Sin
embargo, al comparar la cinética de abundancia de sustrato con la de 48 horas de
ayuno, se puede observar que después de dichas horas de ayuno, P. aeruginosa
tarda mas tiempo en consumir el sustrato (en 7 h consumié 68%).

—e—inicial 1

—a— 24h ayuno

100

— —a— 36h ayuno
2 80
E —e— 48h ayuno
g 60
(=)

40

20

ot T v —r— —T
4] 5 10 15 20 25 30

Tiempo(h)

°

Figura 12. Cinética de consumo de sustrato por P. aeruginosa, a diferentes tiempos
de ayuno
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En la tabla 3, se muestra la velocidad de consumo y la actividad especifica en las

condiciones que se trabajaron.

Tabla 3. Vel de id. 12 de P. serugi en ia de

sustrato ren estado de ayuno

Condicion Velocidad de Actividad especifica CHP (UFC/mL)
consumo (mg/hz Smg/bg SSV)

Abundancia de 15.69 372.84 8.35x10°

sustrato

24 h ayuno 11.53 306.90 6.08x10°

36 h ayuno 12.44 354.94 5.75x10%

48 h ayuno 8.86 284.54 1.20x10%

Se realizé también CHP para ver como afectaba el periodo de ayuno a la
viabilidad y con este a la degradacion de la fuente de carbono. En la figura 13 y 14
se muestran como estan representadas la viabilidad y actividad especifica en el

consumo del sustrato.

1.00E+09
8.35E+08

7.50E+08 -

6.08E+08 5.75E+08

%

L

5.00E+08

UFCimL

2.50E+08 A
1.20E+08

0.00E+00 T T T
inicial 24h 36h 48h

Figura 13. Cuenta heterotrofa en placa de cinéticas de consumo con ayuno
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Figura 14. Grafica de actividad especifica en el ayuno sobre el consumo de sustrato

Como se puede observar en las graficas (figura 13), la viabilidad disminuye con
respecto a la inicial conforme el periodo de ayuno aumenta, llegandose a perder
hasta un 85% de viabilidad después e 48 h de un ayuno.

Sin embargo, aun cuando la viabilidad disminuyé para 24 y 36 h de ayuno. la
velocidad de consumo y la actividad especifica, se mantuvo de manera similar
respecto a la cinética inicial (figura 14). Esto se debe a que los microorganismos
viables conservan activas las enzimas que degradan los compuestos del medio.

La viabilidad es una variable muy importante en los procesos de tratamiento de
aguas residuales, en donde se ven envueltos los microorganismos para la
degradacion de téxicos, ya que si los microorganismos no estan viables ni activos
durante un periodo de ayuno, esto resulta €n una baja en la degradacién de

compuestos toxicos y como resultados descargar agua aun contaminada. (Torres,
1998)
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4.4.2 Analisis cromatografico de los acidos grasos celulares

El analisis cromatografico de los acidos grasos celulares para P. aeruginosa, se
realizd por duplicado para los diferentes tiempos de ayuno (0, 24, 36 y 48h).

Mediante los tiempos de retencion del estandar fueron identificados los acidos
grasos de fa muestra. En la figura 15 se muestra el perfil cromatografico de P.
aeruginosa después de un ayuno de 24h. (ver en Anexo, figuras 18, los
cromatogramas para 0, 36 y 48h de ayuno)

24:0
12:0
17:0cy
18:1w9
Y 190 22:0
, L.
Figura 15. Perfil crc grfafi de P. aerugi tra con 24h de ayuno

A partir de los porcentajes de area y de fa concentracién del estandar interno
(24:0) se calculé la concentracién que tuvo cada pico (Anexo, tabla 8A). En la
figura 16, se observan, ya determinadas, las concentraciones de los picos
encontrados en los cromatogramas de las diferentes tiempos de ayuno.
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Se observo el patrén que tienen las areas en los diferentes tiempos de ayuno. En
general todos los acidos grasos tienden a disminuir cuando la cepa se encuentra
bajo el efecto del ayuno. La concentracion de los acidos en forma Cis, como el de
16 y 18 carbonos tiende a disminuir hasta en un 89%, lo cual es reportado por la
bibliografia para una cepa de Vibrio cholerae en ayuno de nutrientes (fuente de

carbono), debido a que la bacteria tiene que mantener la integridad de la
membrana (Guckert et. al., 1986).

En 1o que respecta a los acidos grasos saturados, 12:0, 16:0, 22:0, se puede ver
como hay una disminucion de ellos en 24 y 36h, teniendo un aumento a las 48h.
Lo que se ha reportado, en periodos de ayuno, es que hay un incremento en los
acidos grasos saturados. Ya sea por mecanismos de sobrevivencia para mantener
la fluidez de membrana, para produccion de energia endégena y para la sintesis
de otros acidos grasos (Hood et al., 1986 y Guckert et al., 1986).

También, se ha reportado que los acidos ciclopropanos aumentan cuando una
cepa se encuentra en ayuno. A partir de sus precursores cis-monoenolicos se
sintetizan los acidos con grupos ciclopropanos. La ventaja que tienen las célutas al
sintetizar acidos grasos con grupos ciclopropanos, es tener mayor estabilidad en

membrana y una facil degradacion de ellos para obtencion de energia (Guckert et.
al., 1986).

En el estado de ayuno aparecen 2 acidos grasos que son los a16:0 y i15:0, ambos
acidos ramificados. Estos acidos no se encuentran reportados para la cepa de P.
aeruginosa en condiciones normales de crecimiento ni para condiciones de estrés
por ayuno de nutrientes. Sin embargo, este comportamiento podria deberse a que

se tratd con un ayuno con restriccion de la fuente de carbono y no por un ayuno
dado en condiciones basales.
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Conclusiones

Se encontré que la cantidad de 20 mg de muestra presenta los mejores resultados

para la técnica utilizada.

Tratar muestras con 40 y 50 mg puede llevar a una identificacion erronea de los
AGC ya que hay tiempos de retencion recorridos y técnicamente es dificil tratar las
muestras. Ademas se tiene una baja reproducibilidad en los datos.

El perfil cromatografico de AGC se ve influenciado por el ayuno. De tal modo que
la concentracion de la mayoria de los acidos grasos disminuye para 24, 36 y 48
horas de ayuno, especialmente para los insaturados. El acido 17:0cy aumenta
para 24 y 36 horas de ayuno. Ademas se observa la aparicion de dos acidos

ramificados, i15:0 y a15:0.

El ayuno disminuyd la actividad especifica de P. aeruginosa, de forma que, para O
y 48 horas de ayuno se obtuvo una actividad de 14.54 y 9.48 mgTOC/L-h
respectivamente. Ademas de disminuir también la viabilidad, que para O y 48
horas de ayuno se obtuvo una CHP de 8.35x10®° y 1.2x10® UFC/mL

respectivamente.
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Anexo



Preparacion de soluéiones
Solucion etérea de diazometano

Prepararé dentro de la campana de extraccion entre 0-4°C, sin utilizar material de vidrio

esmerilado.

1. Se midid en un matraz Erlenmeyer (de 500 mlL) 3 mL de una solucion acuosa de
KOH al 40 % (w/v) y 15 mL de éter etilico. Se dejd el matraz en hielo durante unos
minutos.

2. Se adiciondé con precaucion a la fase acuosa 1 gramo de nitrosometilurea (utilizd
cubrebocas y guantes). E! diazometano se solubilizé en et éter. El recipiente
conteniendo la nitrosometilurea se enjuagd con un poco de éter etilico a 4°C.

3. Se decantd la fase etérea sobre otro matraz Erlenmeyer previamente enfriado, el
cual contuvo aigunas lentejas de KOH para eliminar la humedad. Esta solucion
puede utilizarse quince minutos después de su preparacién. Para conservar la
solucidn, se tapd muy bien el matraz con un tapén de hule con papel aluminio.
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Tabla 1A. Datos de cinética de Tabla 2A. Datos de Cinética de

crecimiento de P. aeruginosa crecimiento de P. aeruginosa con
‘Tiempo (h)] Turbiedad alimentacion periddica
(NTU) Dia Turbiedad
O 1.9 (NTU)
0.67] 1.9 3 17
1.17] 1.9
2| 111
2.17] 1.9 >
- 3 220]
3.17] 2.2 579
4.17| 2.31
5.17 2.7 7 336]
6.17 3.43
7.17 5.33
8.17] 8.4
22] 10

Tabla 3A. Datos de cinética de crecimiento de P. aeruginosa, relacién entre SSV y

turbiedad

SSV (mg/L)} Turbiedad
(NTU)
17 2
211 61
300 141.¢
631} 360.




Tabla 4A. Tiempos de retencion para la mezcla de acidos grasos de) estandar comercial

Tiempo de [Tiempo de [Tiempo de [Media  [Desviacién|Porcentaje
lAcido grasolNombre del &cido retencion [retencion jretencién [aritmétrica jestandar | de variacién)
1] 11:.0  |Me. Undecanoato 13 13,07 13.03 13.03 0.035 0.269
2| 204100 Me. 2 hidroidecancato 1324 133 1327 13n] o042 0.320
3120 Me. dodecanoato 14.59 14.66) 14,624 1462  0.035 0.240;
4130 [Me. Tridecanoato 15870 1594 159 1880 0,035 0221
5[ 20H12:0 {Me. 2 hidroxidodecanoato 16010 16000 16040 1608 0040 0252
6] 30H12:0 [Me. 3 hidroxidodecanoato 1632 1630 1635 1638 0035 0215
7| 140 [Me Tetradecanoato 17.08 17.16 1712 1742]  0.040) 0.234
8| 150 [Me. 13 metitetradecanoato 1784 1791 178 1141 003 0.196)
9 al50 |Me. 12 metitetradecanoato 17.94 18.01 17.96) 17.97 0.036) 0.201
10] 150 [Me. Pentadecanoato 1824 1832 1827  18.28] 0040 0221
1] 20H14:0 [Me. 2 hidroxitetradecanoato 1841 1849 1844 1848  0.040) 0219
12| 30H14:0 Me. 2 hidroxitetradecanoato 1869 1876 1872 172 003 0.188
13} 160 [Me. 14 metilpentadecanoato 18.96 19.04 1899 1900  0.040] 0.213
14| 16:1°  |Me. Cis -9-hexadecanoato 19.11 19.19 19.14) 1998 004D 0211
15 160 |Me. Hexadecanoato 1935 1942 1937 193 003 0.186
16] 117.0 [Me. 15 metienhexadecanoato 2003 201 2005 20080 003 0180
17] _17.0cy |Me. Cis8,10 metilenhexadecanoato 2025 2033 2028] 2029  0.040) 0.199]
18] 17.0 _|Me. Hepladecanoato 204 2048 2043 2044 0040 0.198]
19| 20H16:0 [Me. 2 hidroxihexadecanoato 058 2066 2061 2080 0040 0196
200 182”7 |Me. Cis 9,12 octadecadienoato 2108 2113 2108 2108 003  0int
21| 18:1°  Me_cis 9 octadecenoato 218 21220 207 Ay 00 040
22] 18:1°  |Me. Trans 9 octadecenoato 220 228 2123 124 00 0470
23| 180 |Me. Octadecancato 24 2149 2143 M 0042 0194
24| 190cy |Me. Cis 9,10 metileneoctadecanoato 22 209 224 0.045  0.203
25| 190 [Me. Nonadecanoato 2% 04 24 0045 0201
260 200 [Me. Ficosanoato 23 w283 -0 003 015
21| 220 [Me. Eicododacainato (Behénico) 2538] 2530 2538 2838 0006 0023
26| 24:0  [Me. Eicotertainato (Lignocérico) 27 [ a3 oo0e 002
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Tabla 5A. Tiempos de retencién, areas bajo la curva y concentracién para las
diferentes cantidades de muestra.

10 mg
Acido TR bajo curva|% area| conc. bajo curva 1% area; conc. | conc. prom | DS |% variacion
16:1w9c 19.1] 35809 5.34 10.1050 22463 6.30_|0.1346 0.1198 0.02 17.47|
16:00 19.37; 55309 8.25 ]0.1622 34344 9.63 |0.2059 0.1840 0.03 16.76)
17:0cy 20.21 3245 0.48 |0.0095 2000 0.56 |0.0120 0.0108 0.00 16.24|
18:1wot 21.23] 89531 13.35 |0.2626 54332 15 24 |0.3257 0.2941 0.04 15.16]
21.62 21.62 9406 1.40 |0.0276 6152 1.73 |0.0369 0.0322 0.01 20.37]
19:0cy 22.23| 15109 2.25 |0.0443 10664 2.99_10.0638 0.0541 0.01 25.61
235 23.8] 8650 1.29 [0.0254 6451 1.81_]0.0387 0.0320 0.01 29.36
22:0 23 53| 47978 7.15_[0.1407 21563 6.05 {0.1292 0.1350 0.01 6.01
24:.0 25.19] 405690 | 60.49 |1.1899 198536 55.69 {1.1900 1.1899 0.00 0.01
.f 670727 }100.00 356505 100.00
20 mg
Acido TR lbgjo curval| % areal conc. bajo curva |% area| conc. | conc. prom | DS |% variacidn
16:1w8c 19.02|” 63971 8.77_{0.2479 79645 8.17 {0.2310 0.2385 0.01 4.98
16:00 19.26) 33619 4.61 10.1303 42281 4.34_10.1226 0.1265 0.01 4.27
17:0cy 20.12 6739 0.92_ (0.0261 8906 0.91 10.0258 0.0260 0.00 0.77
18:1wot 21.16] 127734 17.51 10.4950 177772 18.24 |0.6157 0.5053 0.01 2.89
21.53 21.831 7600 1.04 ]0.0295 9331 0.96 {00271 0.0283 0.00 5.97
19:0cy 22.15| 27306 3.74 |0.1058 41549 4.26 |10.1205 0.1132 0.01 9.19
23.5 23.5 8785 1.20 10.0340 11944 1.23 {0.0346 0.0343 0.00 1.24
22:0 23.44| 146582 | 20.10 |0.5680 192792 19.78 {0.5592 0.5636 0.01 1.10
24:0 25.3] 307086 | 42.10 |1.1900 410253 42.10 [1.1900 1.1900 0.00 0.00
729422 [100.00 974473 100.00
30 mg
Acido TR lggjg curval % area| conc. bajo curva  |% area| conc. | conc. prom | DS |% variacion
16:1w9c 19.02] 8ege 5.90_]0.0967 12254 1.73 10.0274 0.0621 0.05 78.89
16:00 19.26} 7579 5.15 10.0843 25680 3.62 [0.0575]| 0.0709 0.02 26.69|
17:0cy 20.12 2000 1.36 |0.0222 17218 2.43 {0.0386 0.0304 0.01 37.96]
18:1wot 21.1§j[ 20058 13.62 10.2231 75518 10.65_10.1691 0.1961 0.04 18.44
21.53 21.53) 2000 1.36 _|0.0222 32859 4.63_10.0736 0.0479 0.04 75.78|
19:0cy 22.15| 4098 2.78 [0.0456 17249 2.43 |0.0386 0.0421 0.00 11.65
235 23.5 2000 1.36_10.0222 6138 0.87 10.0137 0.0180 001 33.38|
22:0 25.2f 39735 26.97 10.4418 218477 30.81 10.4894 0.4656 0.03 7.21
24.0 25.3] 61139 41.51 {0.6799 303605 42.82 {0.6800 0.6800 0.00 0.01
147305 |100.00 708998 100.00




40 mg

Acido TR jggjo curva|% area| conc. bajo curva |% area| conc. |conc. prom | DS [% variacion
16:1w9c 19.02' 6590 5.66_10.0792 6472 9.68 |0.2762 0.1777 0.14 78.40]
16:00 19.26 6491 5.58 |0.0780 6649 9.94 /0.2838 0.1809 0.15 80.44
17:0cy 20.12 [s] 0.00 {0.0000 o 0.00 |0.0000 0.0000 0.00 0.00
18:1w8t 21.16 17464 15.01 [0.2099 15999 23.92 |0.6828 0.4463 0.33 74.92
21.83 21.53 5584 4.80 {0.0671 4903 7.33_]0.2093 0.1382 0.10 72.74
19:0cy 22.15 2782 2.39 |0.0334 2329 3.48 |0.0994 0.0664 0.05 70.23| !
23.5 23.5 4874 4.19 [0.0586 3615 5.40 |0.1543 0.1064 0.07 63.59( B
22.0 25.2 15967 13.73 [0.1919 10981 16.43 |0.4691 0.3305 0.20 £$9.31 i
24:0 25.3] 56580 48.64 |0.6800 15931 23.82 |0.6799 0.6799 0.00 0.00
116332 1100.00 100.00
50 mg
Acido TR | bajo curval|% area| conc. bajo curva % areal| conc. |conc. prom | DS [% variacioLl
16:1tw9c 19.02] 27907 8.84 |0.1546 22749 6.20_]0.1138 0.1342 0.03 21.47|
16:00 19.26 34716 12.24 [0.1923 39116 10.66 |0.1958 0.1840 0.00 1.25
17:0cy 20.12 2706 0.95 [0.0150 4992 1.36 |0.0250 0.0200 0.01 35.35
18:1w9t 21.186 52428 18.49 |0.2904 53714 14.64 {0.2688 0.2796 0.02 5.47
21.53 21.53] 9150 3.23 ]0.0507 11343 3.09 |0.0568 0.05637 0.00 8.00]
19:0cy 22.15 13113 4.62 [0.0726 75516 20.58 |10.3779 0.2253 0.22 95.82]
23.5 23.5] 8109 2.86_|0.0449 11090 3.02 |0.0555 0.0502 0.01 14.90|
22:0 252 12666 447 {0.0702 12638 3.44 |0.0632 0.0667 0.00 7.33]
24:.0 256.3] 122746 43.29 10.6800 135866 37.02 |0.6800 0.6800 0.00 0.00
283541 100.00 367024 100.00

TR: Tiempo de retenciéon (min):
concentracion (mg/mL). conc. prom: Concentracion promedio (mg/mL); DS: Desviacién estandar, %
variacion: porcentaje de variacion.

% area: porcentaje de area; bajo curva: area ba;

Tabla 6A. Datos de la cinética inicial de consumo de sustrato

Tiempo [COT(mg/L)
Of 159.11
0.25 153.11
0.41 146.11
0.74 135.11
1.75 121.11
6.05] 88.11
10.05 61.11
18.05] 54.97,
25.96| 34.19
32.11 29.52

o la curva; Conc.:
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Tabla 7A Datos de la cinéticas de consumo de sustrato después del ayuno

Tiempo Inicial 1 24h ayuno 36h ayuno 48h ayuno
0.00 125.00] 110.84 116.43 109.80)
119.40
114.84 106.33 122.70
112.00]
106.33 122.70
101.00]
108.74| 101.03 123.60
86.64 78.03
121.20]
6548%
86.204
45.54 40.31
31.00]
47.201
26.54| 25.33
27.80
38.60
30.3 18.00
21.69
31.8
18.61 10.03
20.86;
19.70
17.54 10.9:
20.00
14.14
18.70
27.32 18.16

Nempo de candtica en minutos, COT en mg/l




Tabla 8A. Tiempos de retencién, areas bajo la curva, concentracion para las
diferentes tiempos de ayuno.

cero horas ayuno

|
Acido TR bajo curva I% area |conc. |bajo curval|% area l conc. jconc. prom IDS % wvariaciéon
16:1w8c 19.02 62359 7.98/0.1387] 149845 7.571041286 0.1336] 0.01 5.36]
16:00 19.26 99365| 12.72] 0.2210] 248975 12.58|0.2136 0.2173] 0.01 2.40
17:0cy 20.12 7985] 1.02|/0.0178| 16895 0.85|0.0145 0.0161 0.00] 14.31
18:1wot 21.16 123568| 15.82]/0.2748] 310000 15.66/0.2660 0.2704 0.01 2.31
21.53 21.53 7985 1.02] 0.0178] 20356 1.03]/0.0175 0.0176] 0.00 1.18|
19:0cy 22.15 29306 3.75,0.0652] 68956 3.48/0.0592 0.0622] 0.00 6.84
23.5 23.5 8956 1.15/0.0199| 23569 1.19|0.0202 0.0201 0.00| 1.07]
22:0 23.44 135895| 17.40[0.3023] 348563 17.61[{0.2991 0.3007, 0.00, 0.75
240 253 305689| 39.14] 0.6799] 792568 40.03|0.6801 0.6800 0.09 0.05‘
781108| 100.00 1979727 | 100.00|
24h ayuno
Acido TR__|bajo curva|% area |conc. [bgjgcurva % area | conc. |conc. prom |DS % variacion
12:0 14.46 69576 11.76 0.1269] 33746 10.93| 0.1200, 0.1234 0.00 3.95]
14:0 17.04 3013 0.51 0.0055| 2000 0.65| 0.0071 0.0063| 0.00 18.14
i15:0 17.8 13277 2.24]0.0242 7890 2.56/0.0281 0.0261 0.00 10.40
al5:.0 17.9 13811 2.33| 0.0252 8279 2.68| 0.0294 0.0273 0.00 11.01
16:1w9c 19.06 7030 1.19/0.0128 4168 1.35/0.0148| 0.0138] 0.00 10.23
16:00 19.33 33830 5.72]0.0617] 20793 6.74| 0.0739| 0.0678 0.01 12.76)
17:0cy 20.24 36684 6.20[{0.0669] 21373 6.92| 0.0760, 0.0715] 0.01 9.00]
18:1wSc 21.16 1592§{> 2.69{ 0.0290] 8302 2.69| 0.0295 0.0293 0.00 1.1§|
19:0cy 22.21 12060 2.04/0.0220 5544 1.80{ 0.0197| 0.0209| 0.00 7.73
22:0 25.12 13767] _2.33]0.0251| 5350 1.73[0.0190 0.0221| 0.00] 19.45}{
24:0 27.66 372812'7 63.00} 0.6800| 191228 61.95| 0.6800 0.6800| 0.00 0.00]
591821} 100.00 308673[ 100.00] ]
36h ayuno
Acido TR _|bajo curvai% area | conc. |bajo curval|% area | conc. |conc. prom |DS % variacién
12:0 14.46 19731 8.74|0.0913| 19731 8.74] 0.0913 0.0913| 0.00 0.00]
14:0 17.04 11404 5.05/0.0527| 11404 5.05| 0.0527] 0.0527] 0.00] 0.09]
i15.0 17.8 2774 1.23{0.0128] 2774 1.23]0.0128| 0.0128 0.00 0.09|
ais:0 17.8 3597 1.59] 0.0166] 3597 1.59| 0.0166 0.0166] 0.00| 0.00|
16:1wSc 19.06 2000 0.89| 0.0083 2000 0.89| 0.0093| 0.0093 0.00] 0.00,
16:00 19.33 2000 0.89 0.0093 2000 0.89| 0.0093! 0.0093) 0.00] 0.00
17:0cy 20.24 3929 1.74/0.0182 3929 1.74{0.0182 0.0182; 0.00 Q.09
18:1w8c 21.16 6225 2.76} 0.0288| 6225 2.76]0.0288] 0.0288 0.00 0.09]
19:0cy 22.21 3191 1.41/0.0148 3191 1.41{0.0148 0.0148; 0.00 0.00|
22:0 25.12 23858 10.57]0.1103] 23858 10.5710.1103 0.1103] 0.00 0.00]
240 ‘|27.66 ] 147026 65.13]0.6800| 147026 €5.13] 0.6800 0.6800] 0.00 ©.00|
225735 | 100.00 225735




48h ayuno

Acido TR _|bajo curva|% area |conc. _|bajo curva|% area % variacion
12:0 14.46 559695| 35.34] 0.4824] 621759 38.24 0.05] 9.60]
14:0 17.04 2000 0.13]/ 0.0017 2000 0.12 0.090 2.18|
i15:0 17.8 2000 0.13] 0.0017| 2000 0.12 0.00 2.18
al5:0 17.9 2000 0.13| 0.0017 2000 0.12 0.00 2.18|
16:1w9c 19.06 20004 0.13/ 0.0017, 2000 0.12 0.00 2.18|
16:00 19.33 34653, 2.19|/0.0299] 37112 2.28| 0.00 7.02
17:0cy 20.24 2000 0.13 0.0017[ 2000 0.12 0.00 2.18|
18:1w8c 21.16 18126 1.21 0_016§l 17784 1.09 0.00 2.96)
19:0cy. 22.21 2873 0.18] 0.0025 2749 0.17] 0.00 0.94
22:0 25.12 168493] 10.64| 0.1452] 171471 10.55| 0.1524 0.1488] 0.01 3.42
24:0 27.66 7 49.81| 0.6801] 764912 47.05| 0.6800] 0.6800 0.00; 0.01
1583796| 100.00| 1625787] 100.00

TR: Tiempo de retencién (min); % area: porcentaje de area; bajo curva: #rea bajo la curva; Conc.:
concentracion (mg/mL); conc. prom: Concentracidon promedio (mg/mL); DS: Desviacion estandar; %
variacion: porcentaje de variacion.
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Figuras 17. Perfiles cromatograficos de AGC para P. aeruginosa a diferentes

cantidades de muestra: a) muestra de 10mg, b) muestra de 30mg c) muestra de

40mg y d) muestra de 50mg
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c) muestra de 40 mg
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d) muestra de 50 mg
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Figuras 18. Perfiles cromatograficos de AGC para P. aeruginosa a diferentes
tiempos de ayuno: a) muestra de Oh de ayuno, b) muestra de 36h y c) muestra de

48mg.
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