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EL EFECTO DE LA COMPOSICION DE TRES MEDIOS DE - GULTIVO SONRE EL

PERFIl. CROMATOORAFICO DE LOS ACIDOS  GRASOS  CELULARES  TOTALES DE

INTRODUCCION.

La ctlula bacteriana tien2 una membrana plasmatica que sirve

para ia incarporacidn  de  nutrimenlos. ayuda a contener las

estructuras celulare en @l citoplasma, le proparciona una
comunicacion con el medio externo y tiene una funcidén clave en  la
respitacion celular . Los principales componenlaes e la  membrana
plasmatica son  los  fosfolipidos y las proteinas. La parte
fosfoliplidica contiene seis o mas clases diferentes de lipidos.
dande cada uno consiste de uwna especie moleculsr individual con
variaciones estructurales. El porcentaje relativo deo la composicidn
de los 11 pirdos individuvales y la estructura de “otos, es
influenciada por la edad de las células y otros parametros

ambientales (34) (47).

Los principales componentes de los lipidos celulares son  los
4cidos grasos, gue son sintetizados y regulados por mecanismos
quimicos bastente estables en la célula bacteriana, par ¢sta
razédn, los acidos grasos pueden ser empleados como un criterio
taronmico (2) (3) (15) (16) (24) (4D).

nisten varias caractertsticas de valor taxondmico que se
emplean para hacer la clasificecidén e identificacion de las
bacterias como son: la morfologla deo las gcolules, la sensibilidad
a los antibioticos. las caracteristicas inmunolsgicas, la
patogenicidad, los datos a nivel de la gemrtltica maolecular, al
habitat y los analisis quimicos de los componentes celulares.
Algunas de estas caracteristicas pueden no ser aplicables o utiles
en un grupo particular y uno debe juzgar que ton extensa  debe ser
una compilacidén de datos para efectuar uwna buena clazificacidn (G)

(25) .

Las bacterias estan divididas en dos grandes grupos, segun la
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composicidn celular de los Acidos grasos. Un grupo contiene acidos
grasos ramificardos iso- y/o0 anteiso como companentes mayoritarios
y los &cidos grasos del otro grupo son principalmente cadenas de

4cidos lineales, que incluyen acidos meonoinsaturados (&),

Las Arqueobacterias difieren de las Eubacteriss en las
secuencias de su AR ribosomal 165, o conltiensn peplidoglucano,
son resistentes & los  antibiceticos coma el cloramfenicol y la
kanamicina, sc ha deteraminado que el aminodcido  portador por el
RNAt iniciador es la metionina en lugar de la formilmetionina y en
la composicidn guimica de sus lipidos de membrana son ligados a
é¢ter (CO-C), mientras que los lipidos Fubhaclerianos estén ligados a
éster (CO-0) (24) (Z5).

¢

El wmetodo de cromatografia de gas—liguido (CGL) es . muy
sensible para analizar la composicidn de los acidos grasos
celulares de wmaterial extratdo a partir de unos cuantos
miligramos de c#¢lules secas. Los datos obtenidos por le técnica de
cromatogrefla  de gas—ltguirdo pueden ser procesados  por una
computadora (48). Este métodno en la actualidad se emplea para

estudiar en detalle los sfectos de la edad del cultivo, de la

temperatura y la composicion del medio sobre la constitucian de los

Acidos grasos celulares en bacterias (&) (2.

El principio del mftodo propuesto consiste, en la extraccidn y

analisis d=2 leos A4cidos grasos celulares de las  bacterias par

iondmica,

cromatogrefia de aqas-liauido, Cada categoria
caracterizada por la presencia y la relacidn mutua de los acidos
grasos conterniitdos directamente en los mictoorganismos. Estos acidos
son  determinados como estares metllicos, despuis de 1a
liofilizacion y esterificacian del cultivo. Los resultados
obtenidos dan una imagen caracteristica, que es muy similar a una
huella digital en ecriminolegia, que corresponde & un cierlo
microotganismo y no es intercembiable (330,
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ANTECEDENTES.

El desarrollo del conocimiento de los 1ipidos en bacterias,
hasta donde se sabe. se inicia con los trabajos de Anderson (cil In
22) sabre el anilisis de los lipidos del bacilo de la
tubereculosis. En los athos de 1255 a 1957, cuando la aplicacisn  de
la t#cnica de cromatografta para anslizar lipidos llega &  ser
amplia, se aislaron y caracterizaron los Acidos grasos de 1las
hacterias, que incluyeron al compleja scido micolico y se conocid
la naturaleca de los lipidos complejos, como los fosfatidos y los
glucolipidos. En la actualidad, la acumulacion de conocimientos
concernientes a la compoasician  de los  acidos  grasos, de  1os
fosfatidos, v la distribucicon celular de los lipidos de baclerias
padran facilitar una amplia informacidén de la actividad de los
lipidos en las vias metabdlicas de estoaus microorganismas (113 (27

ze) .

El contenido y la composicion de los lipidos en las bacterias
se sabe que varian con la composicion del medio de cultivo, la edad
del cultive y la temperatura (2) (&) (7)) (8) (15 (28)Y. En general,
las concentraciones altas de glucosa en el medio, aumentan 21
contenido de lipidos, mientras que las bajas concenbtraciones  de
azucar y una alte concentracion de nitrdgeno. o glicerol. en  lugar
de azucar, disminuye el contenido de lipidos (19) (Z4).,

En 1961 Croom y Mec Heill (cit in Z2), observaron que las

calulas de Lactobacgillus arahingsus cosechadas en la fase

estacionaria tuvieron una produccion alta de Acidos lactobacilicos
y niveles bajos de Acidos insatuwrados, a diferencia de las coflulas

tosechadas durante la fase logarttmica. También se encontréd que la

proporcisn del C, —ciclopropano aumenta en Escherichia coli y que

17
2l Acidn palmitolzice baja cuando la edad del culbtivo es mayor.

Mary e Ingraham (31), y bLaw et al (Z6), abservaron un efecto
similar con E goli: Los cultivos jwvenes tuviercon niveles altos de
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clé_ y Acido CXB— monoenoico y valores bajos para los acidos 017— y
C‘q-ciclcprapano: los primeros fueron converLidos al correspondiente
Acido ciclopropano durante la ultima fase de crecimienteo
logarf tmico, la conversion se completa antes o justo despu4s

de alcanzar el maximo crecimiento. Se observaran cambios similares

en cultivos de Serratia marcescens, pero en este caso  los  cambios

fueron muy lentas para la conversién a los Acidos ciclopropanas,
que fueron terminados durante el periodo de marimo crecimiento. Los
cultives jéovenes producen vna gran cantidad de acides insaturados
y poco o nada de Acido ciclopropano, tal wves  mas tarde con
sintetizados a cousa del envejecimiento del cultivo en la altima
fase de crecimiento logeritmico (22) (26).

La base bioguimica de sstos cambios en £ coli, § marcescens. L

arabinosus, y otras baclerias que sintetizan acido ciclopropano, es

la transferencia de un grupo metileno de la S-adenosilmetionina a
través del doble enlace en el acido monoenoico correspondiente. Los
cambios observados en la proporcidén de Acido monoenoico '
ciclopropano durante el ciclo de crecimiento, puedsn explicarse de
la siguiente manora: dwante las primeras divisiones celulares, les
células jouvenes sintetiran &cidos monoenoicos, pero no son
canvertidos a Acidos ciclopropanes: conforme  la divisidn celular
avanza. las células viejas en la poblecidn comienzan a convertir

oo se

sus acidos monoencicos ©n acidos ciclopropanos, este proc
termina en la fase estacionaria cuanda las células jovenes

estan en baja proporcidgn (22 (23 .

Ltennarz y colaboradores en 1762 (27), ohservaron cambios
anadlogus en la preoporcién de  1os Acidos greasos CIB Y Cl° de

Mycobacterium phlei dwrante el ciclo de crecimiento. En  los

primeros estadios de crecimiento, los Acidos grasos tienen altas
propotrciones de 4Acido oleico v bajos niveleg de Acido

t0~metilesterrico; cuande loz cultivos pasan de un crecimiento

active a 1la fase estacionaria, hay un marcado aumento en los
niveles de 4acido 10-metilestearico y una disminucidn 2n el  Acido
oleico: ol Acido estearico tambiéen disminuye. Con base en estos
cambivs, estos investigadores propongn la secuencia biosintética
del Acido 10-metilaestedrico la cual se inicia con la dehidrogenacidn
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directa” d=l acido estedrico en acido oleice, y por una metilacion
en el doble enlace de este ultimo acido se produce el acido
10-metilestesricn. Estas reacciones ocurren durante el ciclo de
crecimiento de M phlei, las celulas jovenes sintetizan astereatoe vy
1o convierten on olealo; conforme la divisién celular continua. las

ctlulas vieldas transforman BU acido oleico en Aacide

19-matilestei)yico. easte proceso se completa 2N la

estacionaria. cuando ya no hay células idvenes (Z8).

Los primeros estudios sobre m] efecteo de la temperatura en los

l{pidos de los microarganismos, mastraron que a bajas emperaburas

los 1lipidos contienen altes proporciones de hoidos grasog
insaturados (18) (21) (31) (Z7) (91). Marr e Ingraham en 1562 30
estudiaron el efecto de la temperatura sobre la composicidn  de
los Acidos grasos de E coli en medios con un minimo de glucosa ¥y un
madig complementiado con extracto de  levadura. La bacteria se
incubd a 100 C en ambus medios, y se observo que la proporcion  de
Adcido heuxadecanonico y &cido cctadecanoico aumentaton, y los niveles
para 21 Acido palmitico y el 4cido motilenhexadecanoico decayeron

con la disminucion de la temperatura.

Los niveles bajos de scido ciclopropanc y los niveles altos de

Adcidos monosnoicos en E cgli vy § marce

que  crecen  en
temperaturas bajas, se debe a gue la transferencia enzimatica de un
grupo metileno a la doble ligadura de los scidos monoencicos es o
muy lento o bien inhibido a temperaturas bajas y a la intervencidan
de otros factores tales como la composicidn del medio y los cambias

en la tasa de crecimiento (31).

Long v Williams en 1960 (cit ip 21}, mencionan que  los
organismos que crecen por encima de so Lemperatura optima  tienen

niveles altos da acidos saturades y un nivel bajo de insaturados.

Hary e Ingraham 2n 19862 (21), observaron la influencia de  la

nutricion sobre la composicion de los acidos grasos de E goli. Las

. s O -

bacterias crecieron a I0° £ limitadas de glucosa o de la fuente de

nitrégeno (amonio), en una tesa espect fica de crecimiento de 0.2
-1 : PR . .

hr ", Las bacterias limitadas por nitrédgeno tuvieron niveles mas

S



altos de acido palmitico y acido metilenhexadecanoico y niveles
bajos de acidos grasos insalurados que las baclerias limitadas de
glucosag en este aspecto las limiteciones de nitrdgeno 50N
similares al efecto de lag teinpzraturas altas. Fara determinar el

- . ]
sa de crecimignto, las célules se cultivaren a 257 C

efecto de la L
en diferentes medios: minimo de succinato, atnimo de glucosa
{control) y mtrimo glucosa 4+ Acido casamino o extracto de levaduras
las células fueron cosechadas durante el crecimiento exponencial y
se determinaron proporciones bajas de Acido ciclopropano. Las
proporciones de  Acidos palmiticos y Acidos insatuwrados no  se
correlacionaron bien con la Lasa de crecimientoe, pero fusron en
algo dependientes del medig. Las calulas que crecieron en el medic
miaimo de glucosa tuvieron un alto contenide de Acido palmitico vy
un contenido bajo de aAcidos insaturados: la complementacidn  con
acidos casamino o extracto de levadura, o las gue crecieron en el
medio mtnimn de succinalo, tienen niveles altos de acidos
insaturades v niveles bajos de dcido palmtticoa. Estos resultados
sefalan que la comparacién  de la composicien de los Acidos  grasos
de las bacterias que crecen 2n  diferentes medios 0o pueden  ser
cancluyentes s1 s4lo se tona en cuenla  la composicidén del medio
(23) ¢ por lo que hay que considerar también la temperatura y la

fase de crecimiento comn lo mancionaron Marr e Ingraham (X1),

Fujii y Fuluwa (17), investigaron e] efecto de la longitud de
la cadena d= n-alkano usads como udnica  Ffuente de carbonag, en
relacion a la composicion de los Acides grasos de Corynebacterium
simplex ATCC &946. Estos organismos content an  cantidades
apreciables de Acidos grasoz  impares ann cuando  creciasn  sobre
n—alkano con numer o par. Ademas Fueron sintetizados varios
hom&logos del Acido tuberculoestedrico (dcido-metilestearicop) y de
acidos iso-ramificados, segun la longitud de la cadena del

n-alizano.

Tambien estudiaron el efecto de la vitamina Bl: intracelular
sobre la composicion de los Acidos grasos de © simplex ATCC 6946.
Obsetrvaron que las cflulas con suficiente vitamina 812 contienen
mas Acidos grasos de cadena ramificada 10-metil que Acidos
monoinsaturados, y viceversa. Esto sugiere, que la sintesis
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enzimatica para formar los acidos grasos de cadena ramificada 10—
metil se ve aumentada por la transferencia dJdel grupo metil a

partir de la S-adenosilmetionina hacia los dcidos monoinsaturados.

Los 1ipidos de FEseudomonas aeruginosa cepa o013 fueron

alterados al crecer en aminoijcidos de cadena ramificada y su
derivado acilo, como dnica fuente de carbono. Estas condiciones dz
cultivo sobre los derivados acilo, bajan los niveles de los 4cidos
grasos insaturados y aumentan los niveles del A&cido ciclopropil.
Este cambio en la proporcion de los Acidos  insatwrados en  Acidos
ciclopropil fue debido & la fuente de carbono y no a la fase de
crecimiento del cultivo. Tambisn concluyeron que la bacteria

Fseudomonas  aerugiboza sl crece sabre fuentes de carbono

catabolizadaz a propionil-CoA, afecta la sintesis de Acidos grasos
de cadena impar  y cuando crecen sobre sustralos de cearbono
iso-ramificados, se lleva a cabo la sintesis de acidos grasos de

cadena ramificada ().

La investigacidn sobre el afecto de 1a compnzicion del medio
de cultivo en los acidas grasos tambien se ha hecho en otros
microorganismos (2) (X)) (7) 8y () (12) (14) (17} (21) (29) (32)
(34> (41). Se encontraron 4cidos grasos de C 18:2 en varias
cepas del hongo Rlastomyces dermatibidis, en donde se obssrvd  que
los acidos £ 1610, ©C 161, C 18:0, C 18:1 v C 18:2, contenidos en

la pared celular y en toda la celula, varian poco cuando estan en
la faze de levadura y crecen en medios de soya dialisade, o en un

medio de cntbtracto de levadura + glucosa (32).

Massoudnia ¥ Scheer en 1582 (32). utilizaron la tdécnica de
cromatografia de gas-liguido y observaraon que las celulas de- B
darmatitidis gues crecfaon en un medio modificado Halliday y McCoy
(HMM) conkenlan mis Acidos grasos, quae las proparaciaonas de las
celulas que crecieron en un modio modificade Ordal y Levine (LOM) .,
Las cflulas que creclian 2n HHMM también tienen mas lipidos que las
que creclan en LCM complenmenptado con biotina, Las deficiencias de
kbictina pueden causar disminucion de la sintesis de Acidos grazos
en ciertos hongos. Fosiblemente, los niveles altos de biotina en HMH
aumentan el porcentaje de lipidos y de acidos grasos en hongos gue
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se degarrollan en este medio. Ahora se sabe que existen otros
factores a parte de la biotina que influyen en el contenido de

lipidos de los hongos.

CARACTERISTICAS GENERALES DE klebsislla ouvtoca.

Las bacteriass del géenero bBlebsieslla son Gram negativas, son
hacilos con capsula, nn msviles, que pertenecen a la Familia
Enterobacteriaceae. Las siguienles caracteristicas son utiles para
distinguirla de otros miembros de la familia: producens acido a
partir de inositol, hidvrolizan uwrea, utilizan el citrato, no
producen ornitina decartonilasa ni Acido sulfurico. En general, la
prueba  de rojo de melilo (MR 25 negativa vy la ptrueba de
Voges-Fraoshauer (VFP) es positiva. Lag cepas eixhiben una asociacion
relativa del 73 al 100%, en los estudios de hibridacion de ADM, con

Klebsiella poeumnoniae (sensy stricto) como cepa de referencia.

Dentro del género etiste un intervalo de 55 a 94 mol de G+C (4)
(5 (38) (45) (53).
La especie Lle

boiglla oxytnca, & diferencia e las especies de

Klebsiella pneunoniae (sensu stricto) vy ilebsiella planticola,

degrada pectato, forma indol, forma pigmento sobre agar D-gluconato
citrato férrico., crece o 10° C y a 44°% ¢ no Fermentan lactosa con
produccidn de gas (prueba de coliformes fecales), utiliza gentisato
y m—hidrotibenzoateo. Adenas, se encuentra que Liene valores del 58%
mol de 6+C. (&) (103} (Z0).

Las investigaciones médicas reafirman gque K oxytoca es
importante eon las inf=sccicons en hwianos y en lag infecociones en
otros animales, como patdégeno oportunista, con una resistencia
maltiple a los antibisoticos., Estos patdgenos oportunistas se  han
aislado de rabanns, tomates y ensaladas verdes considerandolas como

las primeras fuentes de una infeccisn nosocomial (43) (53).

Muchos de los trabajos realizados con cromatografia de
gas—liguido presentan datos muy variados, poar lo que no se ha
podido realizar una correlecidn muy clara de estos datos con  la
taxonomia de las bacterias. Cuando los datos son empleados en  la
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clasificacion la estandarizacion de las condicignes de cultivo es
un punto erucial. La composician del medio. "a usar es un factor
importante y determinante. Si se logra la estandarizacion de las
condiciones de crecimiento y la caracterizacidon del medio de
cultivo, la reproducibilidad debe sar satisfactoria para dos
funciones: la correlacion positiva de lus dstos de cromatografia de
gas—liquido con la taronomia y el mantenimiento o conservacidn de

las caracteristicas genslicas de los bacterias,

La composicion de  los Acidos grasos en bacltersas es  una
caracteristica espectfica, en los miembros de la Familia
Enterobacteriacean, lus analisis cualitativos vy cuantitativos
pueden ser adeptados 2n laboratorios clinicos y pueden ser un
criterio adicional muy imparlante pa}a la determinacidn de especies
estrechamente trelacionadeas, vy sarvir como un metodo ~apido  y
reproducible, para trutinas de identificacion a nivel clinico,

sanitario, alimentario y hiotezcnoldgico.

laboratorio de Racteriologta de la Unidad de
Investigacidn Interdiciplinaria de las Ciencias de la Salud vy la
Educacién, de la Escuecla WNacional de Estudios Frofesionales
Iztacala-UNAM, se inician investigaciones en colabotacidn con el
Instituto de Investigaciones del Agua en Fraga, Checoslovaguia,
para llegar & uniformizar el método de andlisis de los Acidos
grasos por cromatogtrafia gas-liquida, con el fin de incorporarla a
las prusbas de rutina 2n el proceso de identificacidén y/0
clasificacidn de enterobacterias. Este estudio formé parte de 1la
primagra fase de estandarizacion del metodo, abocado a las

condiciones del cultivo.



CGBJETIVOS.

Determinar 21 efeocto de los siguientes eedios de cultivo: agar
nutritivo, agar Infusidn de Cerebro y Corazédn (BHI) y agar Exlracto
de Levadura-Dextrosa-Feptona (YFD), sobre la composicidn de los

Acidos gras=os celulares totales de Elebsiella guytoca ATCC 13182,

Froponer el perfil cromatografico de 1oz Acidos grasos
sytoca ATCC 13182, en el medio de cultivo

celulares de hlebsiella

que genere las caracterfisticas cualitativas y cuantitativas mas

completas para el andlisis lipidico de la bacteria.

Daterminar el medio de cultive mas propicio para la
conservacidn o mantenimiento e las caracteristicas lipidices de

Klebsiella puytoca ATCC 131827,

10



METODOS.

CEPA DACTERTANA ¥ CONDIGIONES DR CULTIVO.

LA cepa de Elebsielle oryloca ATEC 17182 wsada en este

trabajo provino directamente de 1la American Type Culture
Collection (ATCC) (1). Fara garantizar la viabilidad y estabilidsd
genttica de la bhacteria, durante #l estudio, se deposite en
custodia, en el laboratorio de Cultivos Microbianos del Centro de
Investigacidn de Estudios Avanzados del Instituto Folitécnice

Nactional.

l.a ceopa se hico crecer en agar nutritivo Difco No de catalogo
G001-17-0, en agar de infusién de cerebro y corazén (BHI) No  de

catAdlogo 0413-17-7 y en un medio preparado, €1 coal contenta (g/100

ml): 2% de De de extracto de levadura

(Difco) y 1% de Feptona (Difca) (YFD).

rosa (Difeco), O.

De cada uno de los medios se prepararon 20 cajas de Fetri,
cada una con 25 ml de agar. La inoculacidn de las caljas se hizd a
partir de un tubo con agar inclinedo con 1a cepa bacteriana, al
final del periodo exponencial de crecimiento. La  inoculacidn  se
hizo por estriaciones que cubriercn totalmente 1a caja. Las celulas
se incubaron a 37° € durante 29 horas despugs  de la  inoculacion,
tiempo en el cual los cultivos estuvieron en la fase final del

crecimiento eapanesncial.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, en cada caja Fetri se
procedid a adicionar 5 ml de formaldehido al S%4 con el propssito de
colectar las bacterias de la superficie del medio, se  levantaron
suavemsnte con una varilla de wvidrio para desprender todo el
crecimiento celular y vaciar la suspensisn a un tubo de centri fuga.
El contenido de cada tubo obtenido se centrifugd a 13,000 rpm
durante 10 minutos. El seobrenadante del primer lavado se desechd
cuidadosamente, despuss se sgregd solucisn fisioldgica de NaCl o al
0.85% para realizar un cegundo lavado v centrifuagar a 15,000 tpm
durante 10 minutos. Este proceso se repite una vez mis para el
tercer lavado (40).
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Fosteriormente se recogieron 20 mg de biomasa, los cuales se
pesaron en tubos de ensaye lavados can henrann y secados en estufa,
la biomasa se distribuyd a lo largo de las paredes de 1os  tubos
por medio de una cucharilla  os  metal, previamente lavada con
hexano, con 1a finalidad de obtener un secado mas rapide vy
aficiente durante la liofilizacidan, Los  tubos permanecicron
cerrados en todo momento para evitar cualquier contaminacidn,

hidratacién y destruccidn de los acidos grasos,

LIOFILIZACION,

El paquete celular abtenido se liofilizéd durante 3 horas en
un  aparate Labconco LYFH-LOCK 4.5 1 con un sistema  de

enfriamiento cen seca 5739561, previamente se  econdiciond  la
PR 0 ; .
liofilizadora a —-50° C y un vacio de 25 wmicrones de mercurio

i:SulU_: Tore). Mo eos vacomendable almacenar ol liofilizado, pot

que al pasar el tiempo se presentan problemas de hidratacién vy

destruccidn de los Acidos grasos, si fuese muy necesaria, se coloca
a -z0% C en un cangalador,

ESTERIFICACION v ENTRAGGION DE  LOS  ACIDOS  URASOS tOlaas 1971
cit in A0,

A la muestra liofilizada de aproximadamente Z0 mg de materia

secR, s2 le agregd 1 ml de metsxido de sodio después se agité  por

5 minutos. Fosteriormente. se adicionaron 0.7 ml de metanol

saturado de acido sulfuriceo hasta alcanzar un pH de 1 o 2 vy se
agitd con movimientos circulares ligeros, se dejs repozar durante
IO minutos. Transcurrido este tiempo se adicionaron 2 il de
solucién fFisioléegica de NaCl al 0.85%Z y se mezcléd con movimientos

circulares.

El proceso de eitraccicon de los ésteres metilicos con  haiane
se realizéd al agregar 1 ml d= henano, se agitd mecanicamente por
espacio de 1 minutm, se dejd reposar hasta separarse las capas y 5e
extrajos el heiiano con los  ésteres metilicos {capa superior
transparente) con una pipets Festeur, y se transfirid a un tubo de
ensayo que contiene sulfato de sodio anhidro para entraer =21 agua.

2



Este proceso de extraccidén de los ¢steres metilicos con hexano se
repitiéd dos veces mas para cvada una de las muestras. Al Final se
abtuvo en cada uno de los tubos un volumen de herano con ésteres

metl licos.

La evaporacisn del herano se realizé con nitrégeno para
obtener un volumen final de 10 yl, y de aht tomar 1 ul que se

inyects al cromatédégrafo de gases (35).
ANALISIS DE LOS AGIDOR GRASOS ESTERIFICADOS,

La muestra de 1 yJ de la fraccidn obtenida de los ésteres
meti licos se analizéd en un cromatédgrafo de gases {5870
A/3396A; Fackard Instrument Co. Inc., Rockville, Md.) equipado con
un  inyectaor sélido  (Chrompack 875135 Fackard) y  detector de
ionizacidan do flama hidedgeno S6E ODI-7, con una columna  capilar
de silice fundido (30 m 2 O.23 em de diamebro interno) cubierta
con polidimetilsilorane (0.25 um  de capa) como fase estacionaria.
En principio, la mezcla de 4sleres de acidos grasos se separa  en

columna cepilar (35).

Las condiciones de operacisn del cromatsgrafo  fueron  las
siguiantes:
Tenperatura del inyector z70% ¢,
Temperatura del detector 2707 c.
Temperaturs de la columna programeda de 1209C a 250 °C a 4%C/minuto

Presion del nitrégeno 59 kg/p{

El gas acarreador fue nitravgeno con un flujo aprosimado de

S ml/minute  al puerto de  inyeccidn, En estas condiciones los
dsteres metilicos de los Acidos grasos de (0 - a3 20 . carbonos. de
longitud, eluyetran de la columna en 20 minutos en promedio. La

cuantificacién de los perfiles cromatograficos en el area de los
picos fue ejecutada con vun integrador electrdnico Hewlett Fachard
3356 A.

Los picos de los ¢steres metf{licos de Jos Acidos grasos,
fueron identificados primero, por la comparacién de los tiempos de
1z



retencién de cada cromatograma, con los tiempos de retencién de una
mezcla estaAndar de ésteres metilicos de los Acidos grasos
bacterianus de referencia No 4-7080. La mezcla contiene un total de
10 mg/ml de 4¢steres metilicos 2n meltil caproato; Sulpeco (Inc.,
Bellafonte Pa.). El analisis del efecteo de cada medio de cultivo,

sobre el perfil de Adcidos grasos do klebsiella oxytoca en este

trabajo, fue tealizado de 20 a S0 veces.

ANALISIS ESTADISTICO.

tos picos de los acidos con el namero de Atomos de carbano  =n
el intervale de 12 a I8 fueron considerados para procesar la
informacidon de la siguiente manera:

a) Narmalicacién, Estandarizar en porcentajes las 4reas dadas por
el cromatograma, que fueron analirzadas por los mé¢todos estadlsticos
descritos a continuacidén: E]l proceso de normalizacisan se efectud
mediante la transformacion de los datos numéricos de Area y tiempoa,
a porcentajes, en relacion a un dato de aree o tiempo, comno
referencia gue se considera o1 100%, =] criterio para obtener al
dato de Area y tiempo de reforentia es el siquiente: de los datos
originales arrojados por el cromatograma, s elige aguel que
provenga del pico o svea mae alta y  se le asocia el tiempo de
retencidén. Ya que se tienen los datos normalizados se procede a
tabulavlos y graficavlios (1&).

b)) Madidaz estadisticas descriptivas. Se calcularon la media
aritmetica, la desviacidn estandar y el coeficiente de wvariacidn
para las areas de los picos y tiempos de retenciéon normalizados,
para cada wmedio de cultivo, Los valores se obtuvieton como
porcentajes del total del area del pico para eliminar el efecto de
la variacisn por el tamaito del indculo.

c) - El amalisis de varianza fue calculado para las &reas y  tiempos

de retencisdn normalizados para cada medio.
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RESULTADOS.

tos componentes quimnicos de los  tres medios de cultivo,
empleados en este trabajo, y los cromatogramas de leos Acidos grasos

esterificades que se obtuvieron en cada wno de estos medicoz, =e

presentan on ol spandic

Las resultados ze obiuvieron por analisie repetitivas de I1 a
50 determinaciones para <ads aedio de cultivo. Al comparar los
cromatogramas de los  dcidos  grasos esterificados de lebsiella
o1 AR
estandar de referencia 4-7090 de los «asteres mekllicos de los

3182 cbtonidos en lo traz: smedios de cultive cun el

=0s bacterianos, se establecio la ocurencia e identidad

acidos gra
de 11 Acidns grasos en la faze  final del crecimiento exponsncial
de la bacteria {Labla 1). Es importante mencionar auae  en 1os

cromatogramas se doetactaron Acidos grazos meneres de 12 carbones  y

mayores de 24 carbones en la lonaitud de la cedena, cuya  Area

tan pequeiia gue sy aparicidn fua menor  del 1% por lo cual se

dificulto =u determinacion (ver apendice cromatograma

tLa normalizacién de los datos de sreoas y tiempos de  retencidn

de cada Acido obtenidos 1 1les tres diferentes medios  de

cultive se mue

tran en las tables T, 3 y 4 del aptndice.

La composicidn qurmice de los medios de cultive iy afectaron

los tiempos de retencion de los 4 « ya que la

1dos grasc

de cada scido graso en 1a columna de cromategrafta  de gas-liguide

fue constante. Esto s2 confirmd en 21 apAlisiz estadistico aplicade

a los datos do tiempos dJde retencien para los tres medios de

cultive, con @l cual no se observd una diferencia siagnificatbi

tver ansl cianra para Yiempes de retencion y 1a tabla § ).

La tabla 0 permibte una comparacion simultanea de los perfiles
de

cromatograficns  en estos aedios de cultivo y da la  abundanci

cada acidn grasa en porciento.



TABLA L1

Principales Acidaos grasos celulares totales aislados de
Klebsiella oxuytoca. Los dcidos grasos son enumeratlos de
acuerdo al orden de elucidn de la columna de cromatagra

ria Gas-Ligquido.

ABREVIATURA NOMBRE

1 C 12:0 DODECANOICO C(LAURICO)>

2 C 14:49 TETRADECANOICO (MIRISTICO>

J C 15:0 PENTADECANOICO

L] 3-0H C 14:4 3-HIDROXITETRADECANOICO
Ci- HIDROXIMIRISTICOY

5 C 16:1 <92 Cis) Cis 9-HEXADECANOICO (PALMITOLEICO)

& C 16:4Q HEXADECANOICO <(PALMITICO)

1 C 17:8 -~ Cis 9-18 METILENHEXADECANOICO

8 [of l?:Bg 11 HEPTADECANOICO

9 C 18:4 —-C 18:1 Trans 9 OCTADECANOICO (OLEICO>-Cis
11 OCTADECANOICO <(Cis UVUANCCENICO)>

1e C i18:0 OCTADECANOICO CESTEARICO)

i C 19:4@ » Cis 9-10 METILENOCTADECANOICO




onytoga ATCC 173182 en el medio agar rnutritivo

Klebsie

tiene la siguiente constitucinan de scidos arazos: C 12:0, © 14:a,
LY

C 1%:0, IDH-C 14:0, C 16:1 ( Cis), € 16 € 17:0 4, C 17:0,

C18:1 (%, 11 cis), € 168:0, © 19:7 A, en el medio agar EHL tiens

la misma composicion cualitativa de Acidos grases presentada en el
medio agar  nubtritiveo. Cuando s2 hace crecer  essta bacteris en el
medio YFD, o notable la ansencia de los siguientes acidos grasos:
€ 15:Q0 y C 17:0 (tabla %),

En 1a fane final del orec

imiento erponencial de la bagteria vy

a una ipcubacion de 7 € e obzorvd gue ol sspecto cuantitativo de
los Acidos gresos difiere entre los tres medios. Aszi 1oz  Acidos
grasos Clésn y C17:0 &4 prascotzron porcentajes eny altos en  los
tres medios y les Scidos grosos  con valores mis  bajos  fueron
C15:0, Clb:1 (9 cis), Ci7:0 vy Ci8:1 (9, 11 ciw) los cuales se

cbltemides an el medio YPD, tambisn

presentaron en 16s cromabogr
el Acido C19:% A en  e) mesefin THIY prosente valores bajons  con

respecto a los otros dos medios de cultive (figuras 1, Z, Iy 4).

Fara determinar si esistian diferencias sigmificativae en al
aspeclo cuantitative de las areas de los scidos grasos, entre  los

medios de cultivo, ge realiza wn analisis. de varianza, los

intervalos de confianzs se  detarminaron al  0.935% debido al

diferente numsro de repeticiones utilizadas en trabajo. Con

baze en ecte anilisis se obtuvieoron los siguianke suitadas: las

Adcidos grasos C12:0, C14:0, CiS:a, Z-0H Ci4: 0, Cl1b:) {5 cis), C17:0

y Cig:l (7, $11 cie) obtenidoz al hacer crecer a la bactaria

medio agar YFD mostraren diferenciesz cvantitatives con respec

tenidos an la

= de culbis

estns  misnos  acidos  gragos

Otros  de

arrellada en 1oz obros dus  medic

Acidns grasos aque gresentan difersnmncisg significobivas zon 21 C17:0
4 obtenido en el medio agar outritive y el CI1%:0 A eobtenide en el

medio EBHI. For este ondlisis se obzervd que en el medio agar  YFD,

= prasentan difarenci

1a mayoria de tos Azislan ar

significatives con el perfil cromalografico de Plebsiella oxyhona

ATCC 17182 crecida on el medio EHI oy en nitritivo (var

andlisis de varisnze, opdndice y la Figuwrs 1),

TESIS CCH
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» TABLA 5
Efecto de la composicidn del medie sobre el wperfil
de los acidos grases de Klehsiella aoxytoca ATCC
13182 a 37' C y cosechada durante la fase final del

crecimiento expronencial.

ACIDO AGAR AGAR NGAR
GRASO NUTRITIUO BHI YPD
AREA

X DST € U X DST CU X DpsTC U
C 128 1.8t 8.48 0.48 1.33 B.68  08.42 2,39 0.1 8.4t
¢ 14:8 6,32 138 8.728 9.98 1.73 0.17 1608 1.8 8.18
€ 15:8 3.2 6.4 8.13 4.43 L73 B.4p 8.6 o0.e8 0.6
3-0HC 148 1.28 184 0.09 1.49 9.82 8.60 3% 1t p.hA
€ 16:1 (9 Cis) 1643 2.8 8.13 26.21 582 8.2 545 £.33 8.0
C 168 i8.68  0.08 6.69 103.p8 9.88 0.80 0.8 8.86 B.008
cire * 61.85 8.28 8.13 58.74 544 8.1 c4.06 2.86  8.85
178 g 1 3.19 8.62  8.20 1.52 8.71  B8.46 B.66 0.99 9.00
C 18:1 “-C181 23.99 3.7 8.2 19.78 365 8.18 4.64 8.62 8.13
c 10:8 288 8.3 815 1,33 8.2t 8.6 186 8.4 8.48
c19:8 ° 22,24 3.4 814 6.71 163 0.4 19.16 1.35  8.97

TIEMPO DE RETENCION

X DST ¢ U X DST ¢ u X DST c U
€128 42.70 8.20  B.884 42,7 8.5 0.883 44.64 0.18  0.984
C 14:8 68.78 1.42 9.820 69.31 8.5 8.882 78.68 B8.16  6.002
C 15:8 B1.64 8.37 0.694 84.28 B8.21 8.882 6.80 8.88  0.068
3-0H C 14:8 89.47 B.41 B.604 9.9 0.7 0.880 9.55 8.78 B.882
C 16:1 (9 Cis) 95.46 . B8.53  8.08S 95.66 6.14 9.081 95.92 8.19 ° 0.802
C 168 198.688 9.6 8.069 ivA.Bg  8.e8  B.A6Y 1p0.08 6.88  B.80p
ci1g 111,95 8.12  6.801 1197 8.11  B.889 111.66 0.89  6.808
¢ 17389 1 11421 8.43 8.883 114,46 8.29 B8.882 64 6.04 6.89
C 181718t 125.45 8.34  6.882 125.58 8.22 8.881 124.63 8.38  8.602
C i8:8 120.83 9.68  B.894 129.19 8.32 8.882 128.13 9.3¢4  6.082
c198 * 148.80 8.42 8.883 141,85 8.33  8.862 13963 8.32  8.602
X=Media aritmética, DST = Desviacidn estandar, CU =

Coeficiente de variacidn-
15



&1

-sgar nutritivo agar BHI E]egar YPD

e ( . 1
C12:0 Cl4:0 CL5:0 3-0H Clé:L CL6:0 CL7:04 cl7:0 C18:1° C18:0 CL19:04
C14:0 (9cis) c1g:1tt

ACIDOS GRASOS
Figura 1. Areas de los dcidos grasos de Xlebsiella oxytoca ATCC 13182
en tres medios de cultive.
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DISCUSION,

Varios investigadores han exominado en detalle la composicién
de los acidos grasos por cromatografia  de gas-ligquida, en  una

amplia variedad de bocterias. Los resultedos que s2 abtienen por

TOMO un complemento para la

aesta ULicnica =zon empleados
clasificacidn taonomica de estos microarganismos (Z) (6) (15 (1&)
(35 (3H) (3% {an) (45) (A (T0)Y (G2, Gin eabarge, hay fFactores

que punden alterar ests relscidn, uno de los facltores aque influye

en forma cualitative y cuantilativa del perfil cromatografico do
los 4Acidos grasos de bacterias, es la compesicidp gqutmica del medio

vCcidin gore de la

de cultivo. Fara establecer wuna

identificacian de 1 haste unifarmar y/o

estandarizar el medio de coltiva psra emplesrlo en 1a tdconicas  de

cromatografie de los Acidos gt esos.

Eo te estudia, =0 analizd  la  comparacidn entre  las  tres
mwedios de cultivo y s2 compararon los datos de este trabajo con
otras 1nvestigociones. Como reswlisdo de 1o cuzl se  propons  un
medic de cultivo que parmita  que les bacterias pr nten las

siguientes caracteristicas: una mayor divaersidad y un incremento de
los Acidos grasce previamente estraidos, mediante 1a metilacidn con
metilato de sodio e hidrolizsdos con wmetanol satuwredo y  Acido

sulfiarico y hexano.

Fara lleaar a establecer el medio de cultivo estandar s
procedid a tealizar el analisis cuwalitative de los perfilas

cromategraficos de los Acidos grasos de Klebsiella ouytoca ATCC

13162 y mas adelante el analisis cuantitativo de los Acidos grasos

de esta bacteria,

La presencia de 11 acidos graseos de  Klebsiella oryteca - ATEC

13182 en el media saazr infusidan cerebro coracsén (BHI) v el medie
agar nubtritivo (Figura 1) son los mismos que cerecterizan a  las
bacterias partenecientes a la Familia Enterobacteriacea  (3) {400 .

Ademas.

K euytoca ATCC 17182 posee dos acidos que caracterizan a2

las bacterias Grem negativas (&), eslos son el acido cis  veccenico

(C18: 17 7)) y el acido 3-hidrozitotradecanoico (CLa:M . En el medio
agar nutritive y =1 medio ager GHI se detecto le presencia de  los

ot



scidos graseos de cadena impar, estos 4cidos s5lo han sido
reportados para las bacterias (F) y san rar
(30).

= en plantas y animales

A diferencia del medio agar BHI y el maedio agar nuteribivo, 2n
el agar eitracto de levadura-peptona-dextrosa (YFD), no j=X=]

presentaron los acidos grases de cadena impar, la importancia  de

estos Hcidos g discutira mas  adelante. Los  Acidos grasus gue
aparecieron en el medio agar YFD tambien son los que caracterizan a
la Familia Enterobacieriacese, perce lo auncsencia del acido C1&5:0 vy
f

del Acido Cl7:0, hace dificil establecer a orykaca ATCED 12182 on

la Familia Entercbackeriacpase, hasla donde <2 caba no  enisten
.

trabajos que comparen y delerminen la importsncis de la presencia
de estos Acidos ni lus procesos Liaosintdlicos de los Acidos de

cadena impar en aste gonero,

El 4cido palmitico (C146:0) fue en los tres medios de cultivo,

el adcido mds abundante que caracteriza en este estudio a K oxyvhocs

ATCEC 13182, lo que reafirma la  inclusidn de opste genero a la
Familia Enterobacteriaceae (5) (&) (1) . Como se  obgerva en las

mids  en el

figuras 2, 3 y 4 para la especis ) exytoca ur
maedio ager nutritivo, el adcido mis abundante w©s el cis 9-I0
metilenhenadecanoico (C17:0 A) gue posee un  arga d=  61.8, una

desviacioen estandar (DS) de B,17 y un comficiente de variacian (CV)

de 12%: en el medio ogar BHI el &rea de este acido es de 50,7, una
NS de S.43% y presenta un CV de 104 vy en &] medio agar YD, posee un
area de 54.8, una DS d= Z.87% y un CV de S4. Como  se  obssrva  en
estos datom. por presencia y abundoncis de este Acido graso podrie
ger =] que coracteriza a la ezpecie y posiblemente 21 gensro, o)
Acido C17:0 A presente el CV miz pequelio y constante de todos los

acidos ygresos (tabla 5.

Los peefiles cromatograficos de los Acidos grasos de | guvioca
ATCC 13182 obtenidos en los tres ssdios de cultiveo no pusieron de
manifiesto los Acidos gresos con cadenas  ramificadas, los  4Acidos
graseos poliinsaturados ni Jos 4cidos grasos osigenados, 1o que
confirma que estos Acidos grasos ho son representativoe de  las

bactaerias Gram nagativas (D) (&) {22 (24) (40) (34) .,

s e
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Se realiza un analisis cuwalitativo al coaparar los datos
obtenidos 2n este trabajo con les de obtras  invesligacieness, hasta

el momento de la realizocion de estudio, 0o existe en  la

literatura la referencia gue reporte cl perfil de les dcidos grasos

de Klebsiella A, erecida en alguno de 1os eediczs de cultive

agui emplaoados. Batgen y Sohein en 1989 (&), reportaven o porfil

cromatografica de I onytoca obtenido en un medio de  agar  sangre,

los resultados de ostos investigadores son cualitativamente muy
parecidos a los obtenidos en 1 medio agar snutritivo y en €1 sedio

agar BHI (Ffigura oy I . Sin  embargo, el acido cis $-10

metilenheradecanoico (C17:9 A no fue el Scido m abundante en el

medio a sangre, pero si se presento. A pessr de que es un  medic

diferente, a los que se emplearon en este trabajo, e detectaron

los ! acidos grasos que incloyen al gsnero blebziella en

Familia Enterchacteriaceae. Uesde &) punlo de vista de que soHlo 1a

presencia (analisis cualilative) de los Ascidos grasos favorcce  una

correlacicn pezitiva en 1a  identificacion de  1ns  bacterias. ne

puede decir que cualguier medio de culbivo de los mencicnados has

2l momente de esta discusitn pueden ser utilizados para 21 andlisis

cromatografice de los Acides gresos de LD exyion

b actudin fus mss alla del analisis cualitativo, con 21

sentide de gstablocar un medie de cultive gue permita una mayor

la identificacian

abundancia y diversidad de los acidas grasos para

vt

y conservacion de bleobsiella

For lo giie respocla al anilisis cusntitativo 12 table O

muestra que al realizer la cesccha en la fase final del crecimiento

exponencial de la bacteria, en el medio agar nutritivo ze encontrd

el T4% de los acidos lipesles saturados, un 18Y%  de Jos 4acidos

los scides ciclapropanaz v un 97 de  los

insaturades, vn 13%

Acidos hideonilacdons, 2s5tos mizmos peorcentojos 2iron obtenides  on
el medio agar BHI. FPara el cultivo crecido en agar YFD, lon 4cidos

dos

saturados lineal disminuyeron hasta un 6%, sdlo los otros Ao

mantuvigraon los mismas porcentaies presentados en &l medio agar BHI

y medio agar matritiva. En relacidén a estos porcentajes e observe

en la figura 1, que durante el procese de alarganmiento de  las

cadenas de los acidos grases saturados lineales, al inicin  del



proceso las cadenas corlas de estos Acidos grasos  tuvieron Areas

muy pequelias y conforme se agrandaben las cadenas  saturadas  sus

areas fueron mas pequefias, btambien las  Areoss de  los Acidos

insaturados disminuyeron, mientras que las &resas de los 4acidos
grasos ciclapropanos se incrementaron canforme avanid el proceso de

alargamicnto de las cadenas de 1

Acidos  grasos (11). Esto
significa gue durante el avance del corecimiento del cultivo, la
presencia de los Acidos saturados e insaturados vy sus  porcentajes

de aAreas iran dizminuyendo, en cambio la presencia y abundancia  de

los Acidos ciclican auvmentara (Figuras Ty 4). For lo tanto, el
medio de culbtivo que produce una mayor diversidad y sobre todo una

mayor aArea de los acidos grasos cosechados 2n la  fase  final del

crecimiento exponancial Jde la bacterias es el medio  agar nutritivo

(tabla 5 y Figura ().

La composicidn muimica del medio agar BHI  contiene ©0.2%  de
destrosa, que es una concentracibn menor & le del medieo  agar YFD,

que fue de 2% de dextrosa (ver 1la composicidn quimica de los medios

de cultivo en =21 aptndice). Se obzervd, qgue i le oxyloca ATCC

D182 expusstes e bsjes caoncentracicnes de  dextrosa irezremanta &l
b

37 del dcido C18:17~C1 1

i1 y dismiouye hasta  un
&.71% =1 Acido C17:0 A (tabla S). En el medio agar YFD, las cédlulas

1.7

area en un

bacterianas presantaron povcentajes  altos det Acido C19:0 A
o5

(15.16%) y un porcentaje bajo del Acido c1a:1’—51a:1“ (1.63%). Los

efectos de la concentracidn de de:xtrosa, contenida en los medios de

cultive, se observa en la existencia de bajos niveles deo Acidos

cliclicos cuands hay altas concentraciones de dextrosa vy viceverss
(34). En el medio agar nutritive se presentaron los valores de area
mas altos para les Acidos  insatwrados vy  los cicleopropanos, con

respecto a los otros medios, debido a que la concentracidn de

dextrosa en esle nedia pueds 1 omuy baje o nula (figura 1),

Les valores bajos de las areas de los 4cidos grasos obtenidoz
en @l medio  agar YFD (tabla D), estann asociados a factores
enzimiticos que determinan o regulan la longitud de la cadena y que
las reacciongs que catalizan este proceso es la etapa limitante de
la velocidad en la biosintesis de los acidos grases saturados, la
primera enzima gue pearticipa en estos procesos parece  ser, de

4




acuerdo a Lioret y Moyse (310, la Acetil-Cof carbouilas=a, la cual

posees biptina, que transforma a la Acetil Cen en Halonil-Cefh.

Lioret y Moyse (T0Y vy Massaudnia y Scheer 2y, aencionan que  un

aumento en la concentracion de la biotina contenida en el extracto

de levadura, coesn sucedse en ol wedio agar YOD, pude ser an faclor

determinante en ] contenido de les dacidos grasos saturadoes de

ste un aumanto en

bacterias y los bongos. Cuanda e

concentracion de biolina ©] proceso inicial de alarpamiento de
cadenas es mis rapido y como consecuencia los acidos  presentan un

A anhe 12 e m de

2 o

incremante en s0: droon,

condensacidn, En esta eotopa participan  dos Zimas  gquue pueden
catalizar Lodes las reacclionns  de  condensacion  hasta  formar el

de ia rula

acido metilenoctadecancico (218 vEr  esques

brosintetica vde los Acidos ol apendice, =2stas ancimes con
£

asa 11 (113,

1lamadas la C-letoacil~ACK

Fascaud (2%9), menciona que Ins altos porcentajes de  Acidos grasos

saturados de cadesna corta pueden soer considerados como "premature
ya que =irven como sustrato para la formacidn de los otros

s0 de condens

grazos y que en el proo ciGan, el Srea do ostos

se ve disminuida (figura D).

En la Tigura 1 a el porcantaie de la abundancia de las

medios de cultiva., Se obs

aAcidoz grasos para cada uno de lg

que el aAree del Acido palmiloleice (Ci&:t ) es menor a la del scido

&) en los tres medios de

cis ?-10 melilenh2iadecanoico (C1
cultivo y con respecto a los Acidos trans ? octadecenoico y cis 2
aoctadecannico (CtB:lq‘Clazlll), lpos cuales son probablemente una
mezcla de cis vaccenico y aAcido olerico, que por las caracteristicas
de la columna del crematografo no se pudieron separar, su AFea es
menor que la dal dcido cis ?-10 metilenoctadecanoico (C17:0 A). Ceon

Final de la Ffase de crecimsiento

bacse en esto, an la ptapa
Texponencial  la prepeecidn o Ins aAcides  ciclices  comeEnad &
incrementarses, mientras que la de los acidos monoenoicos disminuyd,
en direccion vy Liempe del alargamiento de las cadenas de los Acidos
grasos y rumbo a la fase de crecimiento estacionario de plebsielle

ATCE 17182, Estos resultados concuer dan con las

Qx

abservecionns de Cronan y Fock (11}, los cuales mencienan qus el

0 A comienzan 2 formacs

Acido C17:Q0 A y el Acido C17 cuanda @l

5

i
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Figura 5. Vla biosintética de los icidos grases en bacterias, tomada de Thompson, G, I.

1989 (46).
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cultive entra en la fase estacionaria (cese del crecimiento del
cultivao debido a l& limitacidn de omigeno y nutrimentos).  La  ruta
para 1la bicsintesis de weosztos 4Acidos, recigntemente  ha sido
estudiada en detalle. Loz resultados sugieren gue los Adcidos
ciclopropanas =e {orman por una modificacidan postsintdtics de los
Acidos qrasos insaturados que ectan incorporados an los
fosfolipidus de la sembrana interna vy membrana  exterona, la
modificacidon del doble enlece cis se da porque un dtomo de cat bono
se agrega a partiv del grupo metileo de la S-adenosilmetionina para
Fermar  un anillo  ciclopropano,  vet raacciones dez la rigta
bigsintatica =2n apsndice (23) (31) (42) (44 (A9). En 1la fase Final
del crecimiento  euponencial los dcidos CI17:0 A y T1F:0 A de
Klebsiella oryieoca ATCC 17182 estuvieron mejor  representados  por
leoge valmres sltos de sus dreas en 21 madio agar nubtritivo (tebla 3).

En la tabla 5 =2 observe ngue on el medic  aga ¥FD, =e
obtuvieron les acidos grezos insaturades con Areas may pequeias  2n

relaczion a los otros dous medios de
bioldgica de sstos scidos en la estruc

discute mas adelante. La formacian de los
en K oxytoca, hasta donde e sabe, na e
trabajoz. Sin embargo, s Liena wun A
binmsintesis en Ezch 1y (T

A pesar de que loe 4cidos g ases OIS

cona una mzzcla, se supuse que el 4dcido C

el acido mis representeativo de esta mezcl

4dcidos grasos insaturados con ta configur

11y, ED

ha reporta

no sz presenlan en baclerias Aci

cis (Acido cis vaccenico) se

& des

insatur

da caracterisbico la Familia E

esta aclaracidn, se procedid a estrapolar

de los &cidos grasos

los dcideos grasos insabuwrados de 12

sabe que en  lasz  bacherias, cualquier

anaerobio =2s responseble para bigsinte
(11> (b .

medificecion posterior de

la

inzaturados La ruta serab

Sridos
27

los gra

insatuwrades de E coli

ebsjelle ouyboca ATCC 13182,

cultivo, ta

de2

importancia

tura la bacteria se

dcardos grasos insaturedos

ha reportado en otros
nilisis detallado de  su

:1?"210:1‘1 se  obluvieron
18:111 {cis vaccenico) sea
a. por la
acion trans,
do
do

razsn de que los

0N raros o

con la configuracion
acido
(€30

biosinlesis

coma  un graso

nhtoraobanct Con

ri

reae
el esquema da
42y,

a la biosintesis de

Se

mecanisng ya sea agtrobio o

sis de los Acidos gresos

ia interviens 2

on

sos  saturados totalmente



sintetizados, en tanto gque en la anaerobia la insatwraciédn, tiene
lugar durante el alargemiento de la cadena de los 4cidos grasos.
Los Acidos grasos insaturades ze forean en la ruta anaerobia por la

deshidratacicn del compueasto I-hidroxidecenoil-nCF y per la adicién

y reduccion de unidades de carbono del HMalpnil-& s 52 produce el
<
acida palmitoleico (Clé:1)) y da <4ste el acide cis vaccenico

ci18: 11 (11, Lioret v Moyse (S, s

fizlan que las bacleria que
emplean la rubta anaerobia conlienen acido cis vaccenico, an lugsr
de acido oleico. gue o 2l producto de saturacion directa del scide
estearico (18:0 por la rula asrebia (46), Esto e3 una  razdn mas

que apoya la suposicidn de que el acide 018:11‘ es el

ida graeso
ntativo 2n la waccla vy que posiblements  de

2y s

insaturado mAs repre

acuerdo a lo smencionado por Liorel ¢ Hoyse (

ATCC 1ZIRD sintetiza sus acidos grasos insaturad

anasrobia.

Lermarz (29), menciona algunos trabajos sobre el efecto  que
tiens la biotina en los cultivos bacterianoz, seiiala que las

células deficientes en bintina les falla el Acido

p-hidrozimirtstico Cit E14:0) en 1a estructurs del lipide A, Como

se zaiiald anteriorsente, la bictina en el medio agar YPD  determins

encia  de acidoz  gra ados en la bacteria. La

la pr =Y

concentracion de biotine en ol medio agar YED causd un aumento  eon
el area del Acido ji-hidrorimiristico & difarencia de los otros dos
medios de cultivo. Sin embarge. no =ze sabg gue efecto puede tener
un cambio en gl nivel del acido pi-hidrogimiristico en lo estructuera

1 ara ATCC 131EZ.

Crepnan y kock (11), menciopan gue el acide p-hidroximiristicao forma

2bmiclla

guimica del lipido A de la cepa de b

parte de la estructura del ltpido A do los  lipopolisa ridos. Sin

embarga, no so conoce el mecanismo que  incorpora este Acido  al

lipido A,

Al detetrminar las diferencias significativas (ver el analisis
de ANOVA en =01 apéndice) 2p ml aspecto cuantitativo de las areas de
loz &cidaz grasos de Viebsiella pxyloca AICC 13182, entre los  tres
medios de cultiveo, se detecto que en @l medio agar YFD. 1a mayorta
de Ios acidos grasos btuvieron diferencias significativas en  sus

aezle a4 las areas oblepidas con los otros  dos  medios

jots]

Areas con 1resp




de cultivo, por lo que vl medio ager YFPD podria dificultar el
analisis de los scidos grasos para llever a cabo una identificecion

de la bacteria,

Guarnieri y Jahnson (20) . sehalan gue  lag

saturados linesales, los  Acidos ciclopropanos ¥
insaturados constituyen elementos estructurales de los fos
de la membrana interna y de la membrana externa de las hasclerias.

los fozfolipidox participan en forma ectiva 2n la bacteria, dan una

caractart st a el

tica y semipermeable a las membranas. para

zin de nutrimentos, 1s estabilizacidn de

llevar a cabo la incorpor

la forma celular, los rocesos vespiratorios y reproductivoeos de la

bacteria., C- 4N (11}, seialaron que las mambiranas

nany

bactiorianas con Acidas gr 5 insaturados, por los  enlaces cis o

trans, son funcionales, paro  aguellss que dlo  poseen  Acidos

ionales, tes mutantes se lisan. ia

grasez saturades no son funo

funcionalidad de la sembrana requisi e gue  la  comprosicion  de

A balancaara, razoanamiento

Atcidos  grasos

I wdtive de

integyvidand o2 la posbrana

13182 crecida en el medio agar YFD (figura 4), pueds
debido a gue suz acidos grasos con incompletos y sus dreas son mas
bajas que laz obtenidas an los otreos dos medieos de cultivo. El uso
de este medio de cultive nao se recomienda para  los  prooes

conzervacton de la bacteria y para la realizacion del

cramategrafica de los Acvidos grasos totales de |0 grvioca,

identificacidn.,

81 la bacteria se crecieca a una temperatura constante y 2o un

solo tipo de medio de cultivo, le composicidn del perfil

fico de los acidos grasos 2 nivel cualitativo b

cromatogry
cuantitativo zeria unico., Fara determinar que la composicidn de losg
acidos grasos es dependiente de la composiciéen qulmica  del medio,
la tempzratura se mantuve constante a 3706, v Ia cosscha dz2 la
bacteria siempre fus a las 29 hores de incubacisn. Al realizar la

camparscien entre los tres medies. se observe que €1 medio

nutritivo preszenta camractertsticas nutricionales ideales para
realizar estudios de cromakogradla de los acidos grasos de
[} iella y llevar a cabe cu gonsarvaciaon media,




CONCLUSTOMES.
1~ El medio agar nutritivo es 21 ideal para realizar estudies
de cromatografla gas-—-ligquido y llevar a gabo 1la conservacion de

Klebsiella.

2- El perfil cromatografico d= los &cidosz graszos tobtales de

tlebsiella o

25 Acido  laurico (C12:0),  acido, ;. miristico (C14:0) Ascido

ATCC 12182 oblenido en el medin agar putritivo

pentadecangico (CID:), Ascido (-hidiorimiristico (T~0H Ci14:0),
Q

acido palmitoleico (Cl6:17). acido palmibtico (Cia:e0), Adcide cis

sdeconnica  (C17:0),

9-10 metilenhasxadecanineg (C17:0 &) Scida  hs
. N . 11 . B - N
Acido cis vaccenjco (C1@:) Y, acido octedecanuvice (C18:4)  y o =l

Acido cis 7-10 metilenoctadecanoico (C1G:0 A) .

radecanoico (CL7:0 A)

3~ Ca propaoane al Acido cis $-10 metilenhe

lehsiella oxytoca NTGC 151

como el iaoido graso caracteristico e

por poseer el segundo porcentaje de Aarea mas  sltao y  conslants,

despuds del scidoe palmitico (Cth:o),

tr y bietina jurgen un  papal

4- La concentracion do ds
importante en la formacian de los Acidos grasos saturados lineales,

an la de los Scidos insaturados y los scidos cicloptopanos,

T I
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APENDICE

Composicidén quimica de los medios de cultive uwtilizados en

esle trabaja.

AGAR NUTRITIVO (DIFCQ) No de cataloge QOO0L-17-0

EXTRAGTO LE CARNE 5 oa.
PEPTONA DI CARNE 2 oa.
AOBAR 12 4

Aaua 1rcer ol

Analisis bipo (13).

Contenido en poptona (come M) calculado como sustancia seca:

minimg BOL-85%, nitragena amtnico I L YA creatinina {poar

cromatografia en capa fina): 0.9%-1%, cenizas de  sulfato: MAImo
20%, vaompuectos fusforados (como Fl: manimo %, metales pesados

L OF

.o Mg.: 0

(Fbl: masimo O.0001%, galaie: masian O

. Térdida por

desecacion (4 horas a 1GTCY: mAarimo © valar del pH {en  colucidén

al 2% ): &-7, nitrito: correspende a motales pezados,

MEDIO ENMRIQUECIDO: AGAFR IMFUSTON  CERERRQ CORAZON (BHD) (DIFCH

No de ceti4leogo 04:8-17-7

INFUS TOM DF ENRO BE TUPHFRA LIT N
INFOUS TON DE CORAZON DE RES 270 A,
MEZGLA DE PEPTOMAS to a.
DEXTROSA 2 g
CLORURG DE 5 a.
FOSFATO DIFOTA 2.5 g
AGAR 15 g,
AOua 1eon a.

Anal

tipo (1),
Cantenido de peptona (camo ) calculado como sustancia seca: minimo
0%, nitrogena ami nico: minimo 3,90, triptofano (por cromatografia
an capa fina)l: 1-2%, cenizas de sulfato: manimo SV, compuestos
fosforades (como F): manimo 1%, metales pesados (Fb): mbiimo  O.1%,
M

FPerdida por desecacicn (4 haras a 1u37C mé

ima TY, solubilidad
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conservanda la transparencia: minimo 2N, valor del pH (en solucisn

al Z4): &6-7.

AGAR DEXTROSA, FEFTONA Y EXTFACTO DE LEVNADURN (YD) .

Este medio fue elaborado en el laboratorio de Racteriologia
de la Unidad de Ipnvestigscisn Interdiciplinaria para las Ciencias
de la Salud y de la Educacion de la Ezrucsla Hecional e Estuadios

Frofesionalez de lztacala.

EXTRACTO DE TEVALIIRA 9 g,
DENTROSA 20 9.
PEPTONA 10 g,
ACAR 20 q.
AGUA 1o

Analisis tipe (17).

Contenido =n peptena (como M) calculado como sustancia seca: minimo
65%, proteina coagulable: no detectable, cenizas de sulfate: minimo
15%, compuestos fosforados (como F): mauimo 280, metales pesados
(Fb): manimo O.005%Z, calcior micimo 0,000%,  Mg.:mssimo S%, valer

dal pH {en solucidn al 2% ) G.G-7.0.
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fndlists de varfanza para conparar las dreas de los picos de Jos dcidos

grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de cultivo,

Uariahle: Ncido latiricoe

Fuente de Suna de Grados de  Coadrados b Probabi Hdad
variacion. cuadrados  libertad, nedios,

tratanientos  48.976 2 28.488 36.491 4.608E-13
errar £6.251 118 561

total 187.227 128

Hedio de - No de s

cultivo, X datos Prueba de Tukey:

agar PHI 1.339 58 agar BRI vs agar YPD ®
agar YPD 2.188 58 agar Bl vs agar Nutritive (n.s)
agar Nutritivo 1.818 21 agar YPD vs agar Nutritive ®

Variable: Acido miristico

Fuente de Suna de Grado de  Cuadrados P Probabilidad
variacidn, cuiadrados  libertad. nedies.
tratanientos  2669.898 2 1034.945 368,991 ,BO0E 88
error 338.966 118 2,805
total 2409856 128
Medios de - Mo de .
cultive, X datos Prugha de Tukey:
agar i1 9.981 B agar BHl vs agar YPD . *
agar 8D 16.8% 8 agar BHI vs agar Natritive (n.s)
¥ agar YPD vs agar Nulvitjvo »

agar Nutritivo 6,320 21

* = diferencia significativa (=85 , n.s = diferencia no significativa,
41



findlisis de varianza para conparar las dreas de los picos de los cidus

grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres medles de enltive.

Variable: fAcido pentadecansico

Fuente de Suna de Grados e Cuadrados F Probabilidad
variacidn, cuadrados  libertad, nedios.

tratanientos 25,515 1 25.515 11,758 1.826E-83
error 149,729 69 2,47

total 175,244 78

Hedio de - Ho de s

caltivo. " datos Prueba de Tukey:

agar Bl 4,435 58 agar Bl s agar Hutritivo  (n.s)

aqar Nutritivo 3.122 21

Variable: Acido 3—-hidroxitetradecanoico

Fuente de Suna de Grade de  Cuadrados f Probabilidad
varacidn. cuadrados  libertad, nmedios.

tratanientos 115,183 2 57.591 34.933 {.218E-12
error 194,506 118 1.648

total 389.689 178

Hedios de - Ho de .

cultiva, X datos Prueba do Tukey:

agae Dl .40 e :9“: g:i " ‘;9:: r:ll:riliuu :n s)
agar YPD 3,378 o8 g v !

snar Nubritive 1,282 2 agar YPD vs agar Hutritivo »

* = diferencia significativa (=.85 , n.s = diferencia no significativa,
42
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findlisis de varianza para comparar las dreas de los picos de los dcidos

grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de cultivo.

Variable: Acido palmitoleico

Fuente de Suna de
variacidn, cuadrados

tratanientos  1B773.653

error 1753.587
total 12527.159
Hedio de -
cultivo. X
agar BHI 26.217
agar YPD 5.459

agar Hutritivo 16,132

Variahle: ficido cis

Fuente de Suma de
varjacidn. cuadrados

tratanientos 845,757

error 3195.749
total £841.587
Hedios de -
cultiva, ¥
agar BHI 58.741
agar YPD 54.806

agar Nutritive 61.868

Grados de
libertad.

2
118
128

No de
datos

58
58
2t

Grado de
libertad.

2
118
128

No de
datos

58
58
2

Cvadrados F Probabilidad

nedios.

5306.826  362.500 .BBE+80
14.868

Prueba de Tukey:

agar Bl vs agar YPD *
agar BHT vs agar Nutritivo  (n.s)
agar YPD vs agar Mutritivo

2—-189 metilenhexadecanoico

Cuadrados F Probabilidad
nedios.

922,879 34.87 2.869E-12
27,883

Prueba de Tukey:

agar BHI s agar PD (n.s)
agar Bl vs agar Nutritivo »
agar YPD vs agar Mutritivo »

« = diferencia signif icativa (=.85 , n.s = diferencia no significativa.

43



fndlisis de varianza para conparar las dreas de los picos de los deidos

grasos de Klebsiella oxytoca AICC 13162 crecida en tres nedios de cultivo.

Uariable: Acido

Fuente de Suna de
variacidn. cuadrados

tratanientos  41.568

error 32.823
total 73.611
Hedio de -
cuitivo, X
agar BH§ 1.528

agar Nutritivo 3,197

VUariable: fcide trans9, cis1

Fuente de Suna de
variacidn, cuadrados

tratanientos  11211.898

error 946. 145
total 12158.835
Hedios de -
celtivo. X
agar BHI 19.701
agar YPD 4.645

agar Hutritive 29.998

Grados de

libertad,

1
89
8

Ko de
datos

58
21

Grado de
libertad.

2
118
128

Ho de
datos

58
58
21

heptadecannico

Cuadrados F Probabilidad

nedios,

41,500 89.610 1,3B8E-13
Ab4

Prueba de Tukey:

agar Bl vs agar Notritive (n.s)

1 octadecaroico

Cuadrados F Probabilidad
nedios.

5605.945  £93.154 .BOHE+B8
B.818

Prueba de Tukey:

agar BHI vs agar YID *
agar BHI vs agar Nutritivo (n.s)
agar YPD vs agar Nutritivo »

» = diferencia significativa o=.85 , n.s = diferencia no significativa.
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fndlisis de varianza para comparar las areas de los picos de los dcidos

grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de cultivo.

Variahle: Acvido octadecanovico

Fuente de Suna de Grados de  Cnadrados F Probabilidad
varfacidn. cuadrados  libertad. nedios.
tratanientos 11,189 2 5.554 28.848 1.775E-80
error 31.458 18 267
total 42.558 128
Hedio de - Ho de .
cultivo. X datos Pruchs de Tukey:
agar Bli} 1,338 58 agar BT vs agar YPD {n.s}
agar YPD 1.868 58 agar BH1 vs agar Mutritivo (n.u)
agar Nutritive 2.808 21 agar YPD vs agar Nutritivo (n.s)
Variahle: nitocis9-18 netilenoctadecanoico
Fuente de Suna de Grado de  Cuadrados F Probabilidad
variacién, cuadrados  libertad,  nedios.
tratanientos  5377.454 2 2688745 757.608 ,08BE+6D
error 418,786 118 3.549
total 579.2% 128
Kedios de - No de .
cultivo. % datos Prueba de Tukey:
agar Bl 6.716 £ agar BHI vs agar ¥PD . v

agar Bl vs agar Nutritivo *
w1067 50 YD v agar Rutritivo (n.)
agar Hutritivo' 22.245 2 agae v g !

» = diferencia significativa (=85 , »n

.s = diferencia no significativa.
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fndlisis de varianza para conparar los tienpos de retencidn de los

fcidos grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de

cultivo.

Uariahle:

Aecido

ladrico

Fuente de Suna de Gradus de  Cuadrados F Probabilidad

variacidn, cuadrados  libertad.  nedios,

tratanientos 138,215 2 55.187 1479.435 .BOGE+E8

error 3,468 110 829

total 113,675 128

Hedio de - No de .

cultivo, " datos Prucha de Tukey:

agar BHY 42,785 58 ayar Bl vs agar YPD (n.s)

agar YD 44.642 58 agar Bl vs agar Mutritivo  (n.s)

agar Nutritivo 42,701 2 agar YPD vs agar Mutritive (n.s)

Variable: Acido miristicao

Fuente de Suma de Grado de Cuadrados 13 Probabiiidad

variacidn, cuadrados  libertad, nedios.

tratanientos 72.411 2 36.236 99.919 JBBAE+RE

error 42.193 118 363

total 115.264 120

Hedios de - No de .

cultivo, b datos Prueba de Tukey:

agar B (9.319 B agar BT vs agar YPD . (n.s)
agar BHI vs agar Nutritivo (n.5)

agar 11D 7,680 s agar YPD vs agar Mutritivo (n.s)

agar Nutritivo 68,789 2 9 - ’

* = diferencia significativa ,=.85 , n.s = diferevcia no significativa.
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fndlisis de varlanza para conparar los tienpos de retencidn de los

dcidos grasos de Klebsiclla oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de

cultivo,

Variable:

Fuente de Suma de
variacidn, tuadrados
tratanientos an
error 5.852
total 5.428
Nedio de -
cultivo. X
agar BHI 84,203

agar Nutritivo 84,843

Grados de
libertad.

{
69
7

No de
datos

5]
2

Acido pentadecanoico

Cuadrados F Probabilidad
nedios,

377 5.149 8264

873

Prueba de Tukey:

agar Bl vs agar Mutritivo  (n.s)

Variable: Acido 3-hidroxitetradecanoico

Fuente de Suna de
variacidn. cuadrados
tratanientos 19,869
error 33.638
total 52.6%9
Hedios de -
cultiva, X
agar BHI 99,884
agar YPD 98.568

agar Nutritive 89.437

Grade de
libertad,

2
118
128

No de
datos

58
58
2

Cuadrados F Probabitidad
nedlos,
9.535 33,455 3.898E-12
285
Prueba de lukey:
agar M1 vs agar YPD (n.s)

agar BHl vs agar Mutritivo {n.s)
agar YFD vs agar Mutritivo {n.s)

*» = diferencia significativa (=85 , n.s = diferencia no significativa,
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fndlisis de varianza para conparar jos tienpos de retencidn de los

dcidos grasos de Klebsiclla owytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de

cultive,

Variable: Acido
Fuente de Suna de Grados de
variacidn, cuadrades  libertad.
tratanientos 4.184 2
error 8.404 1i8
{otal 12,668 120
Hedio de - o de
cultivo. b datos
agar Bl 95,685 58

agar YPD 95.929 58

agar Nutritivo 95.468 21

Variable:

Fuente de Suna de
variacidn, cuadrados
tratanientos 2,769
error 1,280
total 4.857
Hedios de -
cultivo. X
agar Bii 111.978
agar YPD 111,665

agar Nutritivo 111,956

Neido cis

Grado de
lidertad.

2
118
128

No de
datos

58
58
21

ralmitoleico

Cuadrados F Probabiiidad

nedios.

2.892 29,898 S,336E-11
072

Prueba de Tukey:

agar BHI vs agar YPD (n.s)

agar Bl vs agar Mutritivo  (n.s)
agar ¥PD vs agar Rutritive (n.s)

9-10

Cuadrados F Probabilidad

nedios.

1.385
Bl

126,808 .BBOE80

Prueba de Tnkey:

agar BHI vs agar YPD (n.s)
agar BHI vs agar Nutritivo (n.s)
agar YPD vs agar Mutritivo (n.s)

# = diferencia significativa ¢=.85 , n.s = diferencia no significativa.

48
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fndlisis de varianza para conparar fos tienpos de retencidn de los

dcidos grasos de Klebsiella oxytoca AICC 13162 crecida en tres nedios de

cultivo.

VUariable: dAcido

Fuente de Suma de
variacidn, cuadrados

tratanientos 933
errop 7.85%
total 8.788
Hedio de -
cultivo, X
agar BHI 114,468

agar Nutritivo 194,217

Yariahle:

Fuente de Suna de
variacidn, cuadrados

tratanientos 24.692

error 9.322
total 34.814
Hedios de -
cultivo, X

- agar BHI 125.586
agar YPD 124.635
agar Nutritive 125.456

Grados de
libertad.

1
69
L

Ho de
datos

21

Grado de
tibertad,

2
118
128

No de
datos

58
58
21

hepwtadecanoico

Cuadrados F Probabilidad
nedios.
933 8.192 5.565E-83
14

Prucba de Tukey:

agar Bl vs agar Mutritivo  (n.s)

ficido trans 9, cis 11 octadecanvico

Cuadrados F Probabilidad
nedios.

12,346 156,279 .BOBE+B8
879

Prucba de Tukey:

agar BT vs agar YPD (n.s)
agar BT vs agar Mutritivo {n.s)
agar ¥PD vs agar Mutritivo (n.s)

* = diferencia significativa (=.85 , n.s = diferencia ne significativa.
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ndlisis de varianza para comparar los tienpos de retencidn de los

dcidos grasos de Kicbsiclla oxytoca ATCC 13182 crecida en tres nedios de

cultivo,

VUariahle:

Fuente de Suna de
variacién. cuadrados
tratanientos 25,19
error 17.368
{otal 42.563
Hedio de -
cultjvo. X
agar B} 129.192
agar YPD 120,195

agar Nutritivo 128.836

Variable:

Fuente de Suna de
variacidn. cuadrados
tratanientos 54.9%2
error 14.826
total 68.998
Hedios de -
celtivo. X
agar BH1 141.852
agar YPD 139.633

agar Hutritivo 148.861

Grados de
libertad,

2
118
128

No de
datos

50
58
2

Grado de
libertad.

2
118
128

No de
datos

58
58
A

Acido octadecanoico

Cuadrados F Probabilidad

nedios.

12,598 B5.593 .BoBE+60
147

Prueba de Tnkey!

agar BHI vs agar YFD (n.s)

agar BT vs agar Nutritivoe (n.s)
agar YPD vs agar Nutritive (n.s)

ficido cis 9-18 netilenoctadecanoico

Cuadrados F Probabilidad
nedjos.
27486 231211 oot
419
Prucba de Tukey:
agar Bl vs agar YPD (n.s)

agar Bl vs agar Hutritivo (n.s)
agar YPD vs agar Nutritivo (n.s)

* = diferencia significativa =85 , n.s = diferencia no significativa.

5@



INIcto

art ACI-5H

- 0135 g i AP -

t- Acetil CoAsdl mcdgungo(ﬂnggg?clzn}g)aA N,'Haloml Cofstialonil €on ﬂLF-——N““ Halonsl-ACF
ACE-sH

2- Acetil CoA#Acetil transacilasa ComiACH m Acedil-nll
CONDENSACTON anys
3- Halonil-ACP4Acetil-aCF+3 Jotoacil-ACP sintetssa JRblniA Rcetoscetil-ACP+3 ketoacil-ACP reductasa
WiNADEH -n 0 mxnnm
======= D{~)3 hidroxiscil-A(P dehidrass — = eneil-alP reductrsa o=~ Butiril-aCF4H5CaR
Haoy e (trans 2-ACF r=duc'ha)
e Budiri 1= (oAsHEAST 400, 4 2TRIH,0 2
K
ALARGANIENTY DE LGS ACIDGS GRASDS 3ATURADDS
4- Butiril- toﬂ lg P1-ACF———)Rlargimiento de 1a cadena de los dcidos grases
W [ (€6, °48)

FORMACION TE LOS ACIDOS GRASOS INSATURADOS (sistena anaerebio)

TFHHH TH20
= Aeids ostanoicesC, ——Acido 3 ketodacanoico 3D 3 hidroxidecancicod,r Yzido ¥ cis decancicotld(,
Acido cis § hexadecanoicati(,~——)Acido cis {1 octadecanvico -
£ hsido octanoicot,—rhcido denanoicot(, MAcido 3 hetododecanoico —-——>D 3 hidroxidadecsnsico B,y

‘MEO
——ctdo cis 3 dndecandicat2C,—=)Acido cis 2,8 heradecannicotC,~——Icido cis 3 ertsdecanotee
(sistena aerobio}
0 ’Y'NK . R
7- 4cido palmitico ® Acide palmitoleice
40100 0X15EHADO
0 III'IN
§- Acido estearico ?

e G fdo 0leicO
2120 oxistnaps o o0 ¢ ie

FORMACION DE ACIDDS CICLOFROFANGS
-H
9- Acido paimiteleicotadenosili——) Acido cis 9, 10 metilenhexadecanoicotadenosil
~Acide trans o cis octads icotadenosil -ut
10-Aeido trans 9 ois 11 ostadecanaicotadens — 2 acido cis 9, 10 netilenoctadecancicosadenosil

Reacciones de la biosintesis de los dcidos grasos de bacterias,




CROMATOGRAMAS GAS-LIQUIDO DE LOS ACIDOS GRASOS
DERIVADOS DE Klebsiella oxytoca ATCC 13182
CRECIDA EN AGAR NUTRITIVO.



+ RUH ¥ 3 JAN 3.

STARTY

1991

e ——— T ]
IS PR S SES 2.383
2.91%
461
3.823
é 5,919
Ccl2:0
.202 /CH:O
11,120 1o- 78
11,7838
12,623
13.083 Cc15:0
13,928 14:0 3-0H
L < ° Cl6:l (9 cis)
S 14,861
15,628
E 16.320 c16:6
—, QL7398
17.792 CI7:0 tf-483
{._Ls.ud c18:1.9 j
et i PR AT 14 ¢d5
20.066 Cl18:0

22,167

RPA90

sTO0P

€19:94



« FRUN # 3 FEB 1. 1991 131521314
START

eemeeseee s i H

?— f. 845 Cigzv

10,775 Cl4:0
13,086 C15:0
13,938 cl4:0 3-oH
- Llbe) 19‘9.]'.&“,
& 5001
7 1 15.529
Cl6:0
,Cl7:04
=== 17.403
e —— 17,785 Cl7:0
P ,C1B:1 9,11 cis
i 19.310
20.058 cl8:¢
21,152
=== = 21.928

/
Cl9:0



« RUH » 4

START

FEB 3,

1991 13142109

" 6.653 Cc12:0

EIEL14

‘#3-\——-—-——-'-—————‘ ig.700
E:: 11.801
(:~ 13.09% €15:0
L 13.943 Cl4:0 3-on
== 14.831  c16:1 (( CIS)
15. 498
F £16:0
GL7 308
E%———-—~ 17,786 417:0
] £18:), 9,31 cis
20,067 Ccl8:0
21,1493
21634 21.909 c19:04

F

$6.370
[~ 26.76
™ 28.253
L

S0P



+ RUN # 10 FEB 7., 1991 15107239

&
(11}

————— 6. 646

Cl2:0
ie.285
10,761 Cl4:0
E 11,890
£ s2.627
13,056 C15:0
t— 13,935 Cl4:0 3-OH
Ccl6:1 ( 9 cis)
& 15,878 14,862
T 15,566
16,292 C16:0/
AL - S— m7.n/i\? 420
17,792 C17:0 ‘
18.18%
£18:1.9.,.11 i,
L Flia
E—ﬁiz—ﬁ———' 20.076 C18:0
(WA c19:04

= = 21,940
& 26,121
stop



» RUH & 3 FEB B, 1991 12111143

7.413
19,236 C14:0

10.810
11.026

™

12,665

13,124 c15:0
13.970 €14:0 3-0H

cl6:1 (9 cis)
5107 14,904

-— 7 15.629
Ci—;—‘ 16,335 €16:0
12452

=C17 04
17,80z Cl7:0 .48

18.221

A

3169 o0 > 5
=T N CLEsL Qaddheoin
20,330 20.111 cl8:0

21.1@9
1,229

m

Cl9:0A
21,997

A By

25,540
26350440

20.206

STOP



* RUK & 4 FEB 8, 199} 13124128

| 59

T S L o e o S e i ! {1 68§
2.3?5
L
" 6.562 clz:o

198.801 cl4:0
11,619
= 13,117 15,0
13,965 Cl4:0 3-on
Clé6:1 (9 cis}
= i4.370
VA 15,549
v Ms cLé:0
Ccl7:0n0
17,423
17,813 Cl7:0
19,343
20,101 c18:0 s 9,11 cis
21,123 Cl9:0A
21,949
3

STOP



. RPUN ¥ S FEB 8, 1991 14100822
START

10.230
10.901 c14:0
11,018
12.661 i
13.112 c15:0
Fo——= 13,955 . -
Cl4:0 3-oH Cl6:1 (9 £ia)
& 15.89%5 Teve
5 13366
E Cl6:0
e iae Cl17:04
17,430

i_______ 7. 807 C17:0
Cl8:1 9,11 cis
19,551
20.092 c18:0
gal‘lra
24e210

21.950
é19:0n

26,137

[
ca
tp ]
O

D
£

STOP TE :

FALLA LE ORAGEN




FE® 8, 1991

13636147

6.658

Ccl2:0

186.793  Cl4:0

En.am

12,650
i 13.103 C15:0
E_., 13,950 . -

Cl4:0 3-0H Cl6:1 (9 cis)

Ef crozse - 14.866
E Seol 15,577

16.307

12 133 ¢l 7940
= 17,805 Cl17:0 T
z < = CLB2d ?s’.ls’anis

S 20.084 clB:0

21.168

21120 A

~ 26.128

sToP



+ RUH » 7 FEB 8, 1991 1581321

h—— 6.654 Cl2:0

19.788 Cl4:0
P 11.803
me— 3,096 Cl15:0
™ 13.940 Cl4:0 3-0OH .
Cl6:1 (9 cis)
E 14,849
E wieiol 13,315
= FLL: 08
lr 17.706 c17:0
cil8:l, 9,11 cis
i 14,812
E‘——-—- 20,074 cle:o
21216 19104
r

s8TOP



RUN ¥ 8 FEB 8., 1991 16182149

10,782 C14:0

C
!’" 12.639

13.0%6  (15:0

13,938 Cl4:0 3-o0H
Cl6:1 {9 ci
AT = n.znc
o 7 V15,574
C16:0
2138 C17:0A
= 17,437
e 193 17757 €17:0
L cl8:1 9,11 cis
= === 1a,3559
[-onltW E-PYL % N, C18:0
21,162
Cl19:0A
™ 21.948
25.5153
26.126

STOP



CROMATOGRAMAS GAS-LIQUIDO DE LOS ACIDOS
DERIVADOS DE-Klebsiella oxytoca ATCC
CRECIDA EN AGAR BUIL.

GRASOS
13182



4 RUH » ¢ FEB 14, 1991 17354011
START

e

bl
—_— 5

§§¢

C12:0

10,172

10,745 Cl4:0

13,059 C15:0
c14:0 3-od

C16:1. {9cis)
14,908

C16:07 T 15,464

SRR
17,237 Ccl7:0

.
u

ClPil 9,11 cis

21,1035

[— 20.019 Cc18:0
L

21.857  C19:04

s1oP



* RUH # 9

BTHRT

| I

FEB 15. 1391 1761453

‘—_W

a5

1]

10.731

e 553221379
b
T 6. 627 clz:0
L—‘- 16.178 Ccl4:0
En.:m
L

13,033 €15:0

&—— 13.903 C14:0 3-0H
Cl6:1 (9 ¢ig)
-~ b2s
7 15,586
f Cl6:0
A
17,741 CLT:0 -
L 2 Cl8:19,1)1 cis
i 19.475

20.026 clg:0

{* T 25.864 ClY:0.



RUWt » 10 FEB 15, 1991 17158136

b 6 531

Cl2:0

29. 021 C18:0

10,182
10,750 Cl4:0
11.270
12.604
13,053 C15:0
[:—-— 12,902 14 -
L C14:0 3-o1 Cl6:1 (Y cis)
&5 035 — = :::::
cle:0/ "
‘ Cl7:0n
17,340
17,737 C17:0
- Ccl8:1 9,£1 cis

{ 21.836 c19:0A
TOP



+ RUH

START.

-

[T 21.0ss c19:04

SToP

[ FEB 13, 1991 19127132
. e e = l1g82
T F e
|
fr——— §. 597 Ccl2:0
—~ 8. 855
10,165
10,734 Ccl4:0
11,738
13.04% Cl15:0
13.894 Cl4:0 3-OH
C16:1 (9 cis)
& 15,025 14,799
7 15,438
C16:0
C17:0A
- 17.324
f—— 17.734 C17:0
19.444C18:1 9,11 cis
; 20.022 C18:0



* FRUH » 13 FEB 15, 1991 19138154

11.76%
12,600

[C-::-—~ 13.903 €14;0 3-oH

13,055

P

7 10,752
Cl4:0

C15:0

€16:1 (9 cis)
C 15.040 - 14,839
' y5.329
E ClG:O/
17.094 C17:0A0
17,379

?———_\ 17,742 Cc17:0

,Cl8:1 9, 11 cis
= T— 19,482
20,027 Cc18:0
21,185
=trdad 21,563 c19:00
4
b
L
Top

p——emm .

L T——

TE8IS CON ¥
| FALLA LE ORiGRY |




* LHI aF /5 @

+*Al
RUN W 6 FEB 18, 1591 11133102
START
l &%
e - & R e S e e e ————————
N8 21 Bara oL omoel s FRP
T 1337

6.635  12:0

10.1%6 :
C (CL1:0

13,071 €15:0

L———: 13.925 C14:0 3-oH

5 15,160
15.%58

" — §
! cle6:0”
.Cl7:0£\.
e c17:0 17.398
[__. cl8:1 9,11 cis
WAL

158.7903
L 21,129

285 21,887 €19:04

cle:1 (9 cis)
14,864

EHD OF SIGHAt



* RUH W L] FEB 21. 1991 12146107

$TART

0
1:604

DA AT TEGS
£

(T s.s0 c12:0

™ 19,187

10,712 Cl4:0

13,817 Cl15:0

Ccl4:0 3-0H /Cl5:l (9 cis)
o .7

& _i%.002
~ N 15.425

[- c16:07
€1 740
17.698 Cl7:0 .
/ClB:l 9,11 cis
19.405%

1e.980 C18:0

14,875

21.067
2t.809 c19:04



o own
STart

o 2 FEW <00 1291 LUt ddidn

71
TR T T.757 ===1 4,604
F’:F‘s
p——— 5. A4 Cl2:0
b
1n.704 Cl4:0
11,743
13,847 Cc15:0
13.as2 Cl4:0 3-on /C16:1 (9 eis)
& 14,742
7 15,404
( C16:0
Cl7:04A
e o \r.27%
f-—— 17,694 Ccl7:0
13,400 C18:1 9,11 cis
19,977 cl18:0
21,805 Cl9:0A

stToP



+ PUN W s FEE 2/, 1391 1atduiug

START

==a ipa1

T 2037 ITTIS T a7
2,350

pr————— 5. 591 c12:0

10.134

( 10,699 Cl4:0
£ 11712
S 13.000 C15:0
=T t3.872 C14:0 3-0H Cl6:1 (9 cis)
2 1a.9rs £ [N 1)
: 7 15. 408
Em.ms Ccl6:0
Cl7:04A
e T17 e €17:0 17,289
E /C18:l 9,11 cis
- 19.190

— 19,949 cl8:0

E : 21.0489
21,791 c19:0A

“TrsiS CON |
FALLA TE ORIGEN




« RN 9 FER 27: 1391 14135102
STapT
s UED LEEE i
- 2.359
AT
b
r——————————— 5 .%1313 cl12:0
~ 8.520
. n.Rg6e Cl4:0
1 E
12.9n8 Ccl5:0
i3.8%4 €l4:0 3-on /Clﬁ:l (9 cis}
ézi ey 14.750
14,985 s.a1
= == 45,47
16,1278 C]G:O/
Cl7:0A
= = R to.2r3
17,661 Cl7:0
,Cl8:1 9,11 cis
s e 13. 174
E—-— 19,944 €18:0
21.016
fL_._" e 21,777 Cl19:04

Y

STOF



CROMATOGRAMAS GAS-LIQUIDO DE LOS ACIDOS GRASOS
DERIVADOS DE Klebsiella oxytoca ATCC 13182
CRECIDA EN AGAR YPD.



JUH 28, 1991 151451350

>
. Leee
F.237 cl2:0
11.535 Ccl4:0
14.775 cl4a:0 3-oH
g'—"' 6 Cl6:1 ( 9 cis) Cl6:0
( L 16.240
[ GhTi0A
20,316 cl8:1 9,11 cis

20.897 C18:0

cly:0 A



+ RUN
START

o JuN 28, 1931 16821132
Th
T LR (¥R 11}
R
E_—_‘—- F.293 Clz:o
10,375
r 11,537 Cl4:0
r 12.535
14,783 Cl4:0 3-0OH
15.5%0 Cl6:1 (9 cis) C16:0
16,282
/Cl7:0 [N
13,198

20.317 c18:1 9,11 cis
-ass C18:0
22. 003

=

5T0F

22.743

Cl9:0 4



o HUB N 15 JUN 3. 1EEE 181ugt sl
STARY

-
EFLEE] T 1838
AL

“3lras

7.297 c12:0

18,370

110538 cld:0

14,777 Cl4:0 3-0OH

et 15 643 Clé6:1 (9 cis) C16:0

/Z
[ - 16,238

e ,CL7:08

13,191

2@.315 cl8:1 9,11 cis
20,893 ci8:0

22.4a03

22.751 c19:0 A



» RUH 8 10 JUL 1. 1331 17126144
sTar?

78

Ei,'_,zﬁ.s.w, el Y.}
2.7218

bovessa—— 7. 206 cl2:0

11,521 Cl4:0

14,750 Cci4:0 3-on
15.635 Cl6:1 (9 cis) ,C16:0

Fve— 20,295 C18:1 9,11 cis
~ 20,375 C18:0

-
[’ 22.728 Cl9:0A




¢ RUK W 3 JUL 2. 1391 1413 LG
STARY

Py e 05T FTTEES 1. 9800
2.733
F—— 7.235 c12:0

t1.516  ©14.0

Cl4:0 3-oH
L8628 Cl6:1 (9 cis) /C16:0

16.261

C17:0A
13,167

c18:1 9,11 cis

22,725 Cl9:0A

ISTA TESIS M8 DEBE
SAIR BE LA BIBLIOTECA



ERCIVITIEY 2
STARYT

UL 7. 1991 11548156

s}
Esmm@
EIRTLY Sfd1e8e 1.98¢
F- 2.701
— 7.21% cr2:0
18,358
11,425 C14:0
12,470
14,659 cl4:0 3-0H
15.523 Cl6:1 (9 cis) /C16:0
14,151
! Cl17:04
i / 13.93%4
L 20.1a% cl8:1 9,11 cis
f—— 20,733 cl8:0
22.618 cl9: 0L

T

sTOpP



s RUH ¥ k] JUt 17, 1991 135148109

START
Biiﬁ
X311

2.62%

——— 7.176 c12:0

™ i18.a15

11.385 Ccl4:0
P 12.416
14,600 Cl4:0 3-oi
[ 15,473 Cl6:1 (9 cis} /CLG:O
Eﬁ 1h.118
£17:.058 13,014
29,144 €18:1 9,11 cis
[ oee.m7 cl18:0

] Cc19:0.




4 RAUW » 1 JuL 12, 1391 17:20:105

START

R i ERRE] EEgiELY T 19l
2.7049
E
—— 7177 Cl2:0

 18.315

f1.3a4 Cl4:0

— 12,416

14,6a8 Cl4:0 3I-OH

Il

15,473 Cl6:1 (9 cis) Cl6:0

t6.111

.

16,348

—

CL7:04

1a.854

[e———— 20.145 €18:1 9,11 cis
™ 20,712 C18:0

»
0
o
~

Cl9:04H




*  RUN 4 JUL 18, 1991 13132118

2,304 PR Ny R OCRUrZ Frars 11948
[=2 2%,

= 7.174 cl2:0

10,812

————— 11,384 c14:0
12,417
14,600 C14:0 3-0H
E 15,477 Clé:l (9 cis) ,C16:0

16,105
16,948

/Cl7:0A

12,009
g

[ 20.141 Cc18:1 9,11 cis

[ 2e.716 cl8:0
L
L cr———————— 22 563 cl9:0 A

éioP B



. RUH ¥ 19 JUL 9. 1931 143127312
START

a4

SR 161 2 v4T 1. 008
Z2.685

cl2:0

11.363

Cl4:0
12,398
$4.577  ° C14:0 3-00
. 15.438 Cl6:1 (9 cis) ,CL6:0

16,877
%; 16.919

17.989 CL7:0

20.128 Ccig:l 9,11 cis
20.699 Cc18:0
o ————— 22.5%2 clg:0a

STOP
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