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Ef"f:CTO DE' LA COMl'OSJC'ION 

rERf'U~ CROJo.CATOORAFICO 

1 NTEDDUCC ION. 

TRES MF:bJOS CULTIVO sonruo: 

c1-:LULAR1-:s 

el ciloplasm~, le 

cantcne1-

propon:i0na 

f:L 

DE 

las 

una 

c:omunicación con el medio e::let·no y tien~ un=\. -Función clave en 1.::i 

respiracii..">n cel1.1la1· • Lo:> p1·1ncipL1lcs compom-:>r1L•.:'s r:lr~ l.u mi:>mbt«Hla 

los ~as~olip1dos 

'fosfol ipl die a contiene so:d s o m.'1s clases di f'.C!t entes de li pi dos. 

donde catfo u110 c...on5istt:;o tle LH1a e~pecie molecul21· individui'l con 

va1·iacio~es estt-uclu1·dles. El pot·cenlaje relativo de la composición 

de los l!ptdos individL1ales y la estt·uctura de éstos. es 

in.Y:luenciada poi· la edc?td de las célul.::1s y ott·os parámetros 

amb1enta1P-s <3·1> «17>. 

Los p1·incipales c:ompcmQntr.!S de los 11 pi dos celula1·es son lon 

ácidos g1·asos, que so11 s1nl~ti=ndos y 1·egulados poi· mecanismos 

qu1micos bastante estables l~ célula becte1·iana, pa1· &sta 

ra::ón, los .'\Licios g1·asos pueden set· empleados como 

ta~:onómico (~) (3) (15) (16) c:11) (il5) ~ 

criterio 

E:: is ten vc:1r· ias c;u·acte1·1. st icas de valor t.-:D:onómico que se 

emple~n pa1·a /1ace1· la clasificación identiricación de las 

bac:te1·1as como son: la mo1·fologia e.Je 1.:1.s c··~lul~;:;-, la se>nsibilidild 

los antibióticos. c,;u·acter1. st..:. icas inmunológicas, 

P•"'tog~nicid<:1d, los datos u nivel de la gen•'..-tica rrrolecule.1·, al 

hábitat y los; i'nálisis qulmicos de los compon~ntGs c:elula1·es. 

Algl1nas de estas car·acte1·Jslicas pued~n no ser eplicables o út1los 

en un g1·upo par·ticulat· y uno d~be juzga1· que t,:-.n e;:tensa debe s~t· 

una comp i lac i•!:in de datos pa1·a efectuar una buena e la= i f ic:a.c:ión (5) 

(25). 

Las bacterias est.\n dividid.;is en dos grandes grupos~ segun la 
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composición celular de los :1cidos g1·asns. Un gr-upo conlieni:? ácidos 

grasas ramificados iso- y/o c•nteiso como c:ompo11sntes mayo1·it.;it·ios 

y los ácidos grasos del ot.1·0 g1·upo son prinr:ipAJmentr? cacJcn .. -..s de 

ácidos lineales. que incluyen tlt: idas monoi nsal ura.dos ((..}. 

Las n1·queobacte1·i~s d1fie1·e1l do las Eubactct·iss Jas 

secut!'nci;is cJ~ su Aí?l-l t· i bosumal 1 l.iS. no conl ie11<."11 pepl i.d•_1gluc<;H10, 

son 1·esislcntes él los ~nti~iólicos el clot·an1fer1icol y ln 

J~an<"'lmicina~ sc- h,1 dc>!.l.:innin.~do qui= el i>.rninof1cido pot·t.;do1· por el 

RNAt injciador es lil. metionini.l [.'fl lug.=11· de la 101·fliilmetin11in-=i y 

la compo51c16n q1Jlmico de 

l>stt~r (CO-D> <:'4) <25>. 

e 

1 ig,;:idas 

El mé-todo do c1·om¿¡tog1·-af\: él. de gas-11 qui do <CGLJ m~ty 

sensible pB1·a anal iza1· l~ compo~ici6n do los jcidas 

cel ul ar·es de mc•te1- i ~l e:·f: '"<"1 do de unos cvanlos 

miligramos dQ célulBs sPc~s. Las d~los obtenidos poi· l~ l&cnica de 

c1·oniatc.ig1·e1fl~ dP- gas-llq11ida pueden pt·ocosados por ltl1.;\ 

computeidora C-18>. Es lo m-',olcido 

csludi.:i.r en dc·tcc1l li:o~ }u":.; efectos Ul~ la edud dnl cLlltivo 1 de 1.1 

temper~tur·A y la can1po~ici6r1 d~J m~dio sc1!11·e la constitución de 105 

ácido:; g1-i'sus celulat·es en b,1r.ltwL.1s (6) C::'.'2). 

El p1·incip10 del m~toda p1·opue5to consiste. en la e::tt·acción y 

~r~lisis de los ictdas g1·asos c~lula1-es de las bactet·ias por 

cromatogt".:il-la de q0s-liquidn, Cada c""te']0t"1.=> f:¡;:i::on6mi"..':¿'\, c>~;t;l 

cat·aclet·i=ada poi· la p1·escncia y la 1·ola~16n mutua de 105 ~cides 

grasos conter11Uos directamente en los mic1·001·ga111smos. Estos /tcitlos 

son di;:>ler·mini."dos como •'.•"t>leres metl 1 icos. despL•,.,•s de ¡~ 

lio-filt~ación y eslerif1c..;-..ci<in d1=1l cultivo. Los 1 csul t.ados 

obtenidos d~n ur1~ Jm~gon ca1·Bcte1·1st1ca. que es mLty similar ur1~ 

huella digital eu r:1·iminoloq1 ei.. que co1·re-i:;pondc> cici-l_o 

microorganismo y no et> intci1·camhiable C33l. 
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ANTECEDENlES. 

El desa1·t·ollo del conocimiento de los lipidos en bactet·ias~ 

hasta donde se sabe. se inicia con los t1·abajos de Andet·son (cit 

el a11.!\lis1s de los lt pi dos del bacilo de la 

tuberculosis. Cn los a~os de 1955 a 1957, cu~ndo lL\ aplicación de 

la técnica de c1·omAtoQt·afla pa1·a ari~li~~,- llpidos llega ser 

emplii'. se aislat·on y ccn-ac.te1·i:a1 011 los Acidos g1·¿:\sos de l.:is 

bacle1·i¿\S~ quf.: inr:luyr:t·on al comple>JO ."leido mlc\:-lico y se conoció 

la natui-ale::-.i\ de los lipidos complejos, como lo5 í-osf;'ltidos y los 

glucall pi dos. En la actL1t:>l id<.ld. lB üC.Ltmtt lec i•:.11 de conoc imicnlos 

concc1·nientes ~ la compos1c1•:-n cJp los acido<..; g1·C\sr_)<::, de los 

fosfAt1dos, V 1.:.1 oJist1·ibuci<:•n cclulr>1· t .. h ... ~ los lip1rlu$ d•oo b,:.clc1·12'.'=' 

podran 1-ar:iliL,:\t· una an1p11r.1. i11fo1·m,:ic:ión de la nc:tivid'°'d de los 

lipidos en lM5 VL"'-S rnetL•b·'.>lici\:5 dt.,i i-2sl.:.15 m1cn:Jur·q<l.nir::.m·JS (11) (':7'> 

(28). 

El contenido y la composicl•~·n de los 11.pidos en l.:\5 bacte1·1-<.>s 

se ~,;\be qLIP v.:u·iafl con la composición del medio de c:ult1vo. la edad 

del cultivo y la lc=mpet·atLU-i1 e:.) (6) (7) (8) (15) (20). En 9ernffal. 

las c:oocentr·aci.oncs altas do glucosrl el mr::rJio. aument.:i."n 1..:l 

conlenida d~ l\r:idos, mient1·as que las !1~jas cuncent1·acione~ de 

azL1ca1· y una Alt~ concentt·ación de nit1·6geno. o glice1·01. en 1Ltga1· 

de ~=ucnr, dis1ninuye el contenido de lipidos <19) <=4>. 

En 1961 C1·oom y Me: tJei 11 (cit. in ~2). ollsm·va1·on que las 

en la fase 

estacionaria l1Jvieron un~ pt·od~ccir,r1 alta de ~cides lactob~cllicos 

y nivele~ bajos de ácidos ins2tu1·~doa, a d1~e1·enci~ clu las c&lt1l~~ 

cosechadas du1·ante la fti.r:;ci 1og.:i1·1 trnicci. También se ~11cont1·6 que la 

propor·ci·_!,n del c17-ciclop1·opano ¿:\Ufnen.t~• en Escher·ich\..ª- ~-9..li y que 

el Acidry i;1almitolr:ico b,;ja cu-::>.ndo lE\ 0d«d del cultivo es m<\yot·. 

Man· e lng1·cthi'\m <.:;1), y L"'\•l et .._-11 ('.:6), obse1·va1·on un eFecto 

similar· con g f=Olj_~ Los cultivos Jt'.JVencs tuvieron niveles alto<.:; de 
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C
16

- y ácido C 18- monoenoiCO 1' V.'llores bajos pa.i-r. }OS ácidtJS C
17

- y 

c
19

-ciclcp1·opanoo los prime1·os fue1·on c.:onvrn tit.loo;; C\l co1·i-u~pontlientr'°' 

ácido ciclopi-opano dunuite la ultima .fase de crecimiento 

loga1·1tmico~ la conver·si•~n comp let~ antes o jusl:.o di?s=puof..s 

de alcan::a1· E!l m:\::imo cr,ectmiuntll. Se obse1·va1·011 c.:\111bios. sim1 l"'"\1·es 

en cultivos de§~ !.fl~C~~' pero en nst~ cü~;o lo::; cambios 

-fueron muy lentos par·a la conversión C1 los ácitlo5 cit.:lop1·opanas, 

que íue,·on lerm111¿1dos durante el pe1-1odo de in:\~:imo ct·ec:imienlo. Los 

cultivos Jóvenes pt·oducen una g1·an cantidad de ácidos ir1satu1·ados 

y poco o nada de .\cido ciclop1·op8no, l"'·>l ve;-: m.'tr; t¿\rde 

sinteti~ados a c.:.•.us~ del envejecimiento d~l cultivo en la última 

-fase de c1·ecimionto logM·i tmic.o C'.22) (26). 

La base bioquLmica c . .h:! i:1st:os cambios E!n ¡:;_ ~Q.\.i., §. !.!!.;-]~~· b 
~binost•s, y att·¿is bacter·i¿¡.s quP sintE'ti::an ~'leido i:iclop1·opano, es 

la tran!:>-fe1·encia de un grupo metileno de l.:t S-adnnosilmetionina 

t1-av~s del dolJle enlace en el ácido n1onoenoico co1·1·espondiE'nte. Los 

cambios ob-:=e1·vat.los en 1.:.-. pr·opo1·c ión de ;-1c ido monoeno1co y 

ciclop1-opano dw·ante el ciclo d8 c:.i-ecimiento. puedr:in e::plicarse de 

lu sigLtiente rnL\11c1·a: du1·ante tas pt·1merus di·/isionos celulan;'?s, le>:> 

células j.~.ve11es s1nteti=an ácidos monoeno1co::;, p~1·0 no son 

conver·t:id•.J5 i\ ácidos cic:lop1 op~nos; con-fot·me la división celulc>r 

avan.::a. 1<'1s células vieJas en lr.\ población comienzan conve1·lii-

sus ácidas monoenoicos en :icidos ciclopr·opanus. este p1·oce!:,o 

te1·mina en la -fase eslC1ciona.1·ic-. cuando las c4lulas joven'?S 

estan en baja pi-opo1·ción <22) C'.231. 

Lenna1·= y cnlabot·adon:is en 1762 C.27). ob~3e1·v;;won c"'i.mbios 

análogus on la p1·opa1·ción de los ácidos g1·~sos c18 y c19 de 

Mycobactet·ium phlei dut·ante el ciclu de c1·ecimicnt.o. En los 

pr·ime1·os estadios de crecimiento~ los Acidos g1·asos tienen altas 

proporciones de ácido oleico y niveles de ácido 

10-rnetileste~i·ico; cui\ndo lo:; cultivos pasan de un ct·ecimiento 

il.Ctivo la -Fi.lse estacionai-i¿l, hay un marcado aumento en los 

r1iveles de ácido 10-metilestc~i·ico y tina disminución en el ácido 

oleico; e!l .!leido e-::;t:.eárico t.3mbié·n disminuye. Con bc'lse en estos 

cambios, estos invesligw.do1·es p1·eoponen la secuencia biosint4tica 

del ácido 10-melilesteArico 1~ cu~l se inicia con la dehidr·ogpnación 
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dir·ecta-· del .\cido ~ste:ir-ico en ácido oleico~ y por una metile.ción 

en el doble enlace (j{? ~st.:e ultimo ácicJo se pr-oduce el ácido 

10-metileste~i·ico. Estas 1·eacciones ocui·noon durante el ciclo de 

cr·ec:imiento de t! [!hlei~ lV3 céllll.ois jóvQnes sinteti<:iln estet·eato y 

lo convierten pn o}p,oolo• con-foi-rne l.< división celulo1· continúa. las 

c·~lulas VlE'Jils lransfot·1TI~ll ttcido oleico .~cido 

IO-metilestaA1·ico. este comp lE't.~. l¿\ 

estaciona1·ia. Cltando ya 110 t1~y c~lt•l~s Jóvenes f28). 

Los p1·imc1·05 estudios sob1·p el efecto de la lcm~1ra1-~tu1·~ e11 lu~ 

llpidor; de los mict noq1anismos. musL1·,¡1·u11 que a b<-dil5 temperi1Lu1·¿~5 

los lipidus cont1e11en altvs pr·oporciones de 

ins~·üw·ados (18) (:!!) C31) c::::7> C51). Ma1.,- e lngr·.:tham en 196:2 C:Hl 

estudici1·on el eFGcto de la lert•pr.ratu1·c.:1 sob1·c la cumposición de 

los Acidos g1-i\sos de g col i en medios con un mi nimo ele glucosa y 

medio camplcmenlLl.do con e::tl"t"'\cto dr;i levad!..u-a. Lrt llncte1·ia 

incubó a 10ª C en an1btis me-dios, y se obse1-v6 que le"'\ p1·opot·c16n de 

.icido he:'.üd12c~no1co y ácido oc:t~dr?canoico aumenl.!)t·an, y los niveles 

pa1·a el .-:\cido fhllrnl.licu y Pl .'<cidr.:i mctilenl1e):¿\d<o:ci\nOico di:;ic?yei-on 

con la disminuci<:•n de l~ t.0mpfo-1·utur,=i. 

Los niveles bajo<5 rlr. .'lc1tJn ciclopt·opo:O\no y los nivelr=?s alto~ dB 

~'leidos monot?noicos en ~ ~C:lli. y § 111t-.rce5cr.ns. quP- crecen 

tempe1·aturas bajas. se debe ci qL•e le. tr·ans-ferenc:i.:i en:im.\tica de un 

grupo metileno a la doble ligudur·a de los ácidos monoenoicos es 

muy lento o bien inliibido a tempe1·alu1·as baj~s y a la inter·vención 

de ot1·os ~~cto1·os tales como l~ composición del niedia y los cambios 

en la tasei de c1-ecimiento (31). 

Long y Willi~ms en 1960 (cit in 21). mencio11an que las 

organismos Ql.•e ct·ecen pot ene imil. de 

niveles altos d~ ~cides satur·ados y 

l:empe1·al;twa óptima tienen 

nivel bajo de insatltradas. 

Ha1·r· e Ingt·~l1~111 er1 196: (31), ob~et·varon la influencia da la 

nutrición sob1·e la co1r•posicil:,n de Jos acidos gt asas de_!;. E2.ll.· Las 

bacle1·i~s cn.?cie1·on a ::oº C 1 imit·:tdas de glucos.:i o de la ·fL1ente úe 

nitrógeno (amonio), en una tasa especl fica de cn;icimiento de O.:? 

hr-l. Las bacte1·ias 1 imi ladas por nitrógeno tuv1et·on niveles mfts 



altos de acido pal mi lico y ácido meti lenlH~Hadecanoico y niveles 

bajos de ácidos gt·,,sos irn::;al.Lu-.,•dos que las baclc~t·üu:i limitad¿¡,s t.Je 

glucosa; en este aspecto las lirnit2cion~s de nit1-óge110 son 

s1milcH·es al e-fect.o ele la~ te1npC!l"ülur.;is c...•lli<s. Par·a lletermifl¿\f" el 

efecto de l~ tasa de c1-Pcin1ienlo, las c~lul~s se cultiva1·or1 a ~5° e 

en di'fet"t>nles mr¿d1os: mi ni<'IO de s11cc inalo, ml n1mo de glucosa 

(cont1·01J y n1ln1n10 glucosi3 ~ ácido cas?m1no o e::tt·?cto de levadu1-~; 

las células FuE::it"on cosechadas dLJt"anta el cn?cimienlo e>:ponencial y 

ciclop1-opano. Las 

pt·opot·ciones de Ac1dos p~lmlticos y ~ciclos 1r1s~tu1·¿idos 

corrul.:1cionat on bien con li.l 1..ois¿:¡ tle ct·er.imiento. pet·o -fue1·on 

algo depcr1diontes t.Jel medio. L?s c~ll1J~s qt.~c r.1·ecie1·on c11 el n1eJ10 

minimo do glucosa tuvie1·011 un alto conlen1do lle ácido p.~lmitic:o y 

un contenido bri.jo de /1c.:1Jos i1isalu1·ados; Ja complement~c:i•::in 

ác:it.lus CdS-'"l1lllf\Ll o i;;•;:lt"t.H:lo t.J~ lE"·'<:>du1·a, o las que c1·0c1cron el 

medio mlnimo de succ1nalo, tienan niveles altos de .\e idos 

in;;,'ltu1-.;i.dos y n1vc:>les Üi1jo~ ú•.: .'\Cldo pulmlt1cu. E.~l.os res:L1lt~do~ 

sC?ñaL:u1 QUI';' L~ co111paré\c1ñn ".li1 la comro~;ic.ion de los !le.idos g1 ~~·t..•s 

de las bact..:e1·ias qui.;> puE>dr.:-n 

concluyenl.:.12s si sólo se t01•1.::1. E•n CllfHll.:\ le\ composic:i<:>n dnl medio 

<2=)• poi· lo que hay t]LIP co1151de1·21· l2mbi~11 la lempe1-alur~ y la 

-fase de c1-ecimienlo comn lo 11tencionat·on Man· E' lnru·rd1ilm (~1). 

Fujii y Fu/(Ul {17). investiga1·on el erecto ele 18 longitud de 

únir..:1 fuJ?nte de cat·bono, 

relación a li" co1npo9icion l1E' lo~ t.cidos grasos de 

ATCC 69%. Es; tos m·gani ~mas conter1lan cantidades 

apreci~bles de :'leidos gr-ac;:,os impi't·es ¿u'1n cu.;:¡ndo cnoicliln sobre 

n-alkano con n11me1-o pilr·. Adem~s fueron sintetizados vcwios 

homólogos del ácido tulm1·culoP.ste-.\rico (ácido-metilesle.\i-ico> y de 

ácidl.:''.3 i~o-,-.:imirl'..:<:\Lfos, s.?gt1n la lonyituU Ll<: ld Cc.l.dend del 

n-alk<O'.no. 

También estudi~ron el efecto de la vitAmir1a B 1= int1·acelula1· 

sobfe la composición efe 105 .\cidos g1·aso..:; <.Jp ,!;;;. ~.JJ!!.n~ ATCC 69·16. 

Obse1-vcu·on que )¿ts c·~lulas c:on suficiente vitamina B
12 

contienen 

más ~e.idos gt C>sos de c.:1dena 1·¿.m1fic:?.da 10-metil que ácidos 

monoinsuturcdas, y vicr.•vars¿;. Esto SLlgic:.>re~ qu.~ 12'. si nte-s:;i s 
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enzimAtica pcwa Formar Jos ácidos gt-asoc:; de cadena rami-Ficada 10-

metil se> aumer1tada pot· la tr~nsFe1·encia ~el grupo metil 

partir de la S-adenusilmet1onina hacia los ácidos mono1nsatL1r.;i.dos. 

(115 fue1on 

alterados al crecer en .c1m1 no.'tc idos de cudJ?na P-ilmi f-1c.;:ida y su 

cJe1-ivado acilo .• como únict:t -fu•2-nte de carbono. Estas condicionli.."'s d'::' 

cultivo sobre los de1·iv"dos .:<.cilu. bajan los njveles de los /,1cidos 

gr·asos ins.'-lLwa<Joo:; y aumenl:an los niveles dGl ácido ciclop1·opil. 

Este cambio en la p1-opat·c1·~·n de los hcida~ insatut·adas ácidas 

ciclop1·api l -fue t.Jc:biclo a la fu<::>nte de ca1·l.Jono y "º la 

cr·ecimiento ctel cul li vo. Taml.Jión concluyeron qua la bacte1· i a 

cni-bona 

cat~boli=~daE a p1·apionil-CoA. af~ct~ J~ sLnlesis de ~cides gt·asos 

Pse~@.'!~QD.:1.2. ,:iet-url!_!:!L~ Si cr·o:ce snb1-e fuente!> de 

de c:aderia imp,;u- y cuando 

iso-ram:i1-1ci1doo;:;. se lleYa ~1 c~tio la s.t.nles1s de .'-tcicJos grasos de 

cadena rDmif-icad~ (9). 

Li' investigación solJt-e el o::-fei::lo de J~ r:omnnsici6n del medio 

de cultivo en los ácidos g,-~,~os t¿¡.mb1én ~e l1a l1o:;cfio otros 

microorganismos <2> (3) (7> ({1} (9) Cl~) <14) (17) <21) (29) (32> 

(34> (41). Se encontrat·an ácidos g1·asas de C 18:2 en va1·1as 

cepi\5 del hongo Pl ,:l.Slomy!;_C].2 9~!.:.!fl..ilJi!:._i_rl.L?.• en donde se observó QLle 

los .tic idos e 16!0, e 16: 1. e 18:(1. e 18: 1 y e 18:::', contenidos en 

la pared celuJa1· y en toda la c·~lul~, va1-1ar1 poco cuando están 

la -Fase e.le levadu1·a y c1·ecen en medios de soya di~lisada, o en 1_m 

medio de c::b-aclo de levatfw·a .,. glucosa (.:;.:1. 

Massoudnia 'r' Scheer en 198:2 <32>. utiliza1·on la t~·cnic:a di:? 

cromatogr-afi.; da gu~-liq1_uc.fo y obse1·vcwon que las c,':Julas de ª 
tJerm.~titidis que cr·ecf,H1 en un m>:>dio madific.._uJu HalllUc,Y y McCoy 

de las 

células q•.1e cr~r.:1eron en un medio modificado 01·dal y Levine <LOf·O. 

Las células riue crectan en HMf'I ta.mbién lienen m~'is llpidos quizi las 

que cracla.n ~n LOM comple1rie>-nt,_1d•J con l.Jictina. Las de-Ficiencias; de 

biotin~ puedcr1 caus~t· disminución del~ sir1tesis de ácidos gt·~sos 

en ciertos hongos. r·oo:;iblmnenle .• los niveles allos de biolina en H/1f1 

aumentan el po1·cenl~Je de 11pidos y de ácidos gr~sos en hor1gos que 
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se desarTal lan en este medio. Aho1·a se sC1be que existen otros 

~actor·es a pa1·te ~e 18 biotina que influye11 an el conlenido de 

Upidos de los hongos. 

CARACTEF1:ISTICAS GENEF1'.ALES DE Lleb5ir~l la p}:yto~. 

m-~vi les. que pet"tenecen la Familia 

Enle1-obacte1-i<JCüi.le. Las s1yu1enles t:;at·acter!stice.s son uti1es pa1·a 

distinguit·la de otro~ 1niemb1-os de la familia: pi-aducen ácido 

pa1·ti1· de inosilol. t11d1·0Ii=en u1·pa, utili=an el cit1·ato, no 

p1-oducen oi-nilina deci'.1.d:·o·:i lasa ni ~e ido -::ul-fu1·1co. En gerieral, l<l 

p1-ueba de 1·0Jo de mel i 1 u Ctlf.:> llf.!Qi.\liva 

Voges-Pr-asl:aue1· IVP> es pas1 l i va. Los cepüs e::h1 ben un.:i. asee i cic ión 

relativa del "/:; ¿¡¡ l(lO~'., Pn los e5tudios de hib1-id-•ción d0 AOtl, con 

•(lebsiel lñ Qneumoniae <22!l'2.Y 2.1.t..U;___t.Q) como cepci de refe1·encici. 

0f2ntr·o del g•}ne1·0 e·:iste u11 intcr·valo de 55 a 5?'%. mol de G+C <4> 

(5) (38) (43> (~~). 

L-:i. c~peciE> ~Q5d.elli!_ ~~'i.t~r:i.~-º-· a cJifet·ern:L" de las especies de 

~.:.1-!..Cl Q_D_e.!:!filPni~_g <2...~?..b!. sti-icto> y 1-".lc>!J.2.i~.J.l.Q pl~ntl_col~, 

degi-ada pt~ct~to, -fot·ma indol, Forma p igmenlo sob1·e ag¿\1 D-g luconDlo 

citt·ato <~1·1·ico. crece a 10° C y a 44° C no Fe1·mentDn laclosa con 

producción de g~s <s11·u~ba de colifo1·1n~s Fecales>. utili=a qenlis~to 

y m-hidro::ibenzoato. Adf"m."ts, se encuent1·a que t1enC! valore5 del 581. 

mol de G-fC. 11:.) < 1(1i <~5>. 

Lt'.'ls i n....-nst igac iones m·~dic~'ls n~a·firman que !;;; Q.liY_toc.::1 es 

imporl.~Hllr.! en 1~~5 i1irec.ciü•H.·~ c11 lium.J.nos y ~n l.cis inf~cr:ion•:ii::: 

ot1·os animale~;. como p.oitó•;ieno opot·lunist<:l, con una t·esistencia 

múltiple a los antibióticos. Eslcs ¡Jat6genos opo1-tunistas han 

aislado de r-ábant"Js, tom.?tes y ensaladas vel"des consider·anclol.:15 CL•mo 

las pt·imet·as -fL1e11tes de L•.no;) inFec:c1•'•n nosocomial (43) (53). 

Muchos de los tt ab-ó'jus t·eal izados con cromatogt·a-F1 e de 

g.:ts-Uquido p1 cr;nnt~n dt'.\tü·:= muy v.:.H·ii\do!.3, por Jo qu<? ha 

podido re.:iliz~1- Llna con·el?cir::n muy clar-'3 de estos datos con la 

ta>:onomla e.te las bacterias. CL1ando los datos son emplc~ados la 
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clasi.ficación la estandarización de li'IS condicion12s de r.ultivo es 

un punta cn1ciaL La composici<'-•n del medio US<,11" C?S Ll!1 .ft1ctor 

importante y dete1·minante. Si se logra la osland;:i.riztu::ión de l~s 

condiciones d~ cn?cimíento y lt1 ca1·ac:teri::ación del medio de 

cultivo. l~ 1·ep1·oducib1lidad de~e se1· satiefactori~ p~t·a dos 

funciones: lc:1 co1-relL'cion posiliva de lus d~tos U:::> c1·om¿;otog1·t1fia de 

gas-liquido con li:i tR:~ont~mtt1 y el fli,;.ntenimiento o r:ons€crvación f"Je 

las cat·actm·t st ictis gen..;.l ici"ls dr: l.:is llactc.!1· i as. 

L-l\ composici·~n dn lo~ Ac1do5 qi-asos en baclcr-1.;1!:; u11.:i 

caractet·tstic~ es¡1eclfica. en los micmb1·os la Farni l ia 

Enterob.:i.cte1·ic:1i::et'<::>, los .:\nális1s cualit.=1t1vo~ y cu~ntilativos 

pueden ser ad~pliltlos r.~n labo1·¿;1tor·ios clinicos y pL1ed0n ser t.U1 

criterio ?dic1on~l muy irr0po1·Li'nl:8 p;u-a li" detr:wm1nación de especies 

estrechamente 1·elaciont'.'.d.:is. y si.:~rvi1· como L1t1 m•.'!..lodo 1·.'1pido y 

rep1·aducible, pat·a 1·utinas de identi.ficación 

sanitario, .:i.l111n.!nlv1·io y llioi_vc:nológicc.1. 

Cn el l~bo1·ato1·io d9 B?cte1·1ologia de 

nivel c 11 nico. 

¡~ lhli d~d de 

Inveatigaci6n lr1l~t·diciplinar·ia de l~s Ciencias da la S~lud y la 

Educ~:\ción .• de la Escuela l\J::i.cir.>nal de Cstuclios F'1 o-fesionales 

I =tacala-UMAl't. ~e i 11ic i.':'n i nvest igac iones en colu.boi-ac ión el 

Instituto de Investigaciones del í\gua en P1·tit;Fl.• Chect1slov€1·quia. 

para llegar a unifonni:?1· el m·f·lotio de an~lisis de los ácidos 

grasos poi· c1·omatag1·.:-.fii\ gas-lic¡u1do. con el fin de u1co1·po1·a1·lo 

las p1·uebas de 1·utina el p1·oceso de identi~icaclón y/o 

clasificación de ente1·abacte1·i.;.s. Esti= estudio ~01·m6 parte de l.;. 

p1·imora .fase de esla.nd.:u-ización del método. abocado las 

condiciones del cultivoª 
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OBJETIVOS. 

Detet min¿u- el efocto do:? loi;; c:;iguiont<::s fTIC?dias Lk• cL1ltivo: Llgat· 

nut1·itivo. ag.'3r· In-fusión rle Cere!Jt·o y Cora::ón <EcHI> y agc:w Eitt1·acto 

da Levadura-De:ü1 osa-Peptona <YF'D). sabt"e la compo=-ic ión de los 

ácidos gra~os cclula1·8s totales tle l-:l12lisi1?J l=' o·:ytocª- AfCC 1318::. 

P1·opon1?1· el pm·-fi 1 c1·om<'<tog1·/\ í-ico c.J(? ltis !tci dos g1 rir=c·s 

celul.;"·es de !.ill~ Q_:_:._tl_o~ ATCC 13182. P.n el media de cultivo 

que genPt'EJ !¿15 C<"l.racte1·1stic¿¡s ctwlilat.ivas y cuarititc•tivas m~s 

completC's pat·a el ¿~nál is is l ip1 dtco de la bucte1·i.J.. 

Dete1·mina1· el medio d8 cultivo mAs p1·opicio para la 

cons:erv~.ción o mantenimiento rle l,:;tr.:, cat'acted sticC1.s l ipi dicas d<:? 

l<lebsiella D':ytuc:ct ATCC i·_;ie:. 
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METODOS. 

UAC'l'E'.ltfANA Y CONDlClONES 

trabajo p1·ov j nu úi n:?c lamente de 1 ::t American Type Cul tun? 

Collect1on CATCC) (1). Pa1·A g~1·a11ti::a1· la vi~bilidad y estabilidad 

gen0tica de la bacte1·iu. dLwante el C?stuUio. 

custodia. en el labo1·ato1·io de Cultivos ~lic1·obianos del Ccntr·o de? 

lnvestigaci•~n do Es-ludios f'iv.:tn::~dus d1;;>l lnslilulo í'olit..?cnic.o 

Nac1onal. 

La cepa se hi;:o crecer· en ;1ga1· nutt·itivo Difco No de catálogo 

l)Ot)l-17-0, en agat· de infu5ión de cen~b1·0 y cot·azón (8111) No de 

catAlogo O!Jl0-17-7 y en un medio pt·eµarado, el c.:ual conl:eni a (g/100 

ml): 2% de De::t1·osa (0ifco). O.~% de 

<Di feo) y 1i~ Ue Fcplona (D.i feo) ('íPD). 

áe 

De cada uno de los medios se p1·cpc:u-a1·on '.20 ecUas de r-·et1·i. 

cada Lma con '.25 ml de agar. La inoculación de las cajas hizó 

parti1· de l.ln tubo con agat· incl1n.::~do con lFI cepa b<?.cter1anct. el 

Final del perlado e::nonenci.:-il clo c1·ocimirn1to. La inocuL--.ci..:1 n 

hi:o por· estr·iecioncs que cubr·ie1·011 totalmente la caja. Las c~lulas 

se incub.?.1·on i\ ::':70 C dut·cH1te 24 hOl"GIS después rle la inoc1_1l"'ción. 

tiempo en el cual los cL1ltivos estuvie1·on en le fase ~inal del 

ct"ec imiento Ú.:ponenc icJ1. 

T1·anscut·1·ido el tiempo de incubación. en cada c¿ija Pet1·i 

procedió a adicione\!" 5 ml tJe fo1·maldehldo al 57. con el p1·op6silo de 

colecta1· las bacte1·ias de la supe1·~icie del medio. levnnt~ron 

suavemente con una v.;n-1 l lct de vid1·io pa1·.a desprende1· todo el 

crecimiento celulA1· y VACl~r· 1~ ~Lisp~nsi~·n A un t:ubo d~ CP11trt~L1g~. 

El contenido de cada tubo obtenic!o 

dur--ente 1(1 minL1tns. El sob1·en:>d~,11t.e del pt·imer· lavado d<E;>sechó 

cuidadosamente~ dc>spL1~s se .:ig1·cgr'J solución 'fisiológica U~ NeiCl al 

(l.85X para n.?uliz:.:u· un <.:·egundo 12'vado y centt·iFugat· 

du1·ante 10 minutos. Este p1·oceso sa ,-epite 

terce1· li:'vado C41.1). 

11 
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Pasterio1-mente so 1·ecogieran ~O mg de biom~s~. las cuales se 

pesa1·on en luUos de ens~ye lav?dos con he::ano y secados en E:'Stu-fa~ 

la biomasa se distribuyó ~ lo la1·go de las pa1-edes de los tubos 

por medio dr:! l•na cuclh:H-ill¿"\ d~'!- f'let"'l• p1·evi",mc.•nte lavada con 

he:~ano, con lL" -finalid.:1d de obtenm- un secado mas r:ipido y 

e-f1ci.enle dut·c·nte la lin-fili:::,":"!ción. Los lubos pe1·maneciC>1-on 

cerradas en todo momento pat-~ evita1· cualquiet· cor1tarui11ac16n. 

hidr¿¡tación y deslt-L1cc:ión de los .<tcidos g1·asos. 

l..f0f""tl.t7.A•:l•)N. 

El paq1..1ele c0lulV<i- oblnnido s~ liofili~ó dt.trante 3 1101-as en 

1..tn apa1·ato L¿;bcom:o L YF"ll-LOCI\ 4. 5 con un sistema tle 

en-fi-1amiento seco 57::.9561, p1·1:-vi~m<:nte se .:>condicionó la 

liof"ili:::.:ido1-.;1. ", -~c1° C y Lm vacl.o de- ~5 mic1·ones de mercurio 

(25::1(1-·-· Tot·1-). f'ki r.~·c; 1-~i:omrooncl~ble alm¿\CC"n·:u· el 1 ioFili.::ado, poi· 

que al pasar el tiempo se pr·esPntan problemas dQ hid1-atación y 

destrucción de los á•;:idos 'J'"L\:30s, si fue~e muy nec.es~·1.1·ia, se coloca 

a -2(IO C Qn UO COflq8 l r'.H.Jot· • 

1P7l 

dt in 40). 

A la muestr-¿\ lioFili;:atJa de c:>p1·01:imad13menle ZO mg de mat.e1·ia 

seca, se le agregó t ml de metó::ido de sodio después s~ agiló pot· 

5 minutos. Poste1-ior·mente. se adic:1ona1·on 0.7 ml 

satut·ado de ácido sul~u1·ico hasta ~lcan=at· un pH de 

dE? metanol 

ó :: y se 

agitó con movimientos ci1·cula1·es lige1·os, se dejó 1·epoear dut·ar1le 

::o minutos. Ti-anscu1-1·1do este tiempo se atJicionai-on 2 tnl de 

solución f"isiológic"' rle NaCl al 0~854 y se me=cló con movimientos 

c:i1·cular·es. 

El procesa de e::t1·acc i•:•n de los l•stei-es mett 1 ic:os con he::anC' 

se reali=ó al ag1·ega1· 1 ml d<:::! h<?::ano. se agitó mecánicamente p01-

espacio de 1 minuto. se dej•) n~postu· hastR sepat"rJ1-se las capi\s y !38 

supet·ior-

lr<.H1$pan~ntel ccn 1.1n21 pi pi'? l.;.• í-'.:;><::,l.eu1·, i se ti· e ns f. i 1- ió n un tul.Jo e.Je 

ensayo que contiene sulfato de sodio anhidro pa1·a e::-t:s.:ier P.l ~yua. 
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Este pr~Oceso de e::tt·acci6n de los ésten?s meti l ices con he>:ano se 

repitió dos VP.ces m;\s p~1-a cada una de las muostt·as. Al Final se 

obtuvo en cada 1..1110 de los tubos un volumen de he;:ano 

metl l ico~. 

La evaporación dol he~:i.u10 real í ::6 con ni tt·ógeno pi\ra 

obtener un volumen final de 10 ~tJl. y de ahl tom.:'.11- 1 _µJ que se 

inyectó al ci-omalóg1·afa de ga~es (35). 

i\NAL1S:I$ LOS A1;111nr-: <lRA~•O:';: ESTl·:n1rtcAnn~. 

La muest1·a de 1 _,Ul de la fracción obl1:>nid-:ii dr:> los ósten?s 

metllicos sr=i Bn~'lli;::ó c1·omatóg1·~ fo dt? g¿¡ses (5890 

A/3396A; Pacl:anJ Instrumenl Ca. lnc., r.:ocl-.vi lle, Md.) equipado con 

inyectat· sólido <Cl11·omp<'H.:k 8991); P"'·u.:I i'lr d) y deteclo1· de 

ioni::~cjón d•2 fJ,,rn~, l1id•r"q•~no SGF. or.I-3. con un.::i columna capilcu­

de si 11.ce Fundido c:.o m :: (l.~3 mm de diámett·o inte1-no) c1..1bjertil 

con polidime?lilsilo::ano C0.25 um de c¿1p21_) como .fase estac:ion~u-ii.1. 

En p1·incipia. la me=cl~ de &sl~1·os rle ácidos g1-~sos se separa 

column?. citpi J a1- (35>. 

L~s cundic::1ones tle ope1·2c:i·~íl del c1·orn.:\t6g1·afo fL1e>ron l<:\S 

siguiente~: 

Tempe1·alu1·a del inyector 270° C. 

Tempe1·atu1·a del detecto1· 270° C. 

fempe1·att.Wt' de la colunm.:i. prog1·amada de 12oºc a 250 ºe a 4°C/minuto 

P1·esión del nitt·ógeno 50 l',g/p
2

• 

El gas acan·eadoi- -fue nit1·ógeno con Ltn -flujo ci.p1·o::imado de 

5 ml/minulo al puei·to de inyf'.'r:::c:ir'.•n. En est.::1s condiciones los 

ésten~s meti 1 icc."-3 e.Je los ácí dos iJt"i\$OS de 11) 

longitud, eluye1·on de 1,). columna t:>n .31) minutos en pt·omedio. La 

cu~ntif-icación de los pe1·f-iles ct·omatogt-~ficos en el ~r·ee de loo 

picos -fue ejecutada con un integrador electn~nico He1·1lett Packa1·d 

3396 A. 

Los pico:3 de loi;; t'->stP-1""?5 metl lico!'i e.Je Jo~ ;f:..cidos grasos, 

fueron identi-ficados p1·ime1·0, pot· la campc?ot"i'ción de los tiempos de 



r-etención do cada cromatograma. con los tiempos de retención de una 

mezcla estAnda1· de ést01-es 1netllicos de los Acidos 

bacterianos de 1·efe1·enci~ No 4-708(1. La me::cla contiene un total de 

10 mg/ml de ~st:eres metl licos en metil cap1·oato: Sulpeco <!ne., 

Bella-fonte Pa.). El anAlisis d0l ef"ecln de cada medio d~ cultivo, 

sob1·e el pe1-fi 1 de A e idos g1·C'.1sos dí.! l<lphsiel la Q.U.yt.oc.,_"'\ en este 

tt·abajo, .fue t·eal i::i\do de ::o a GO veces. 

Af~Al.lSt~: ES1'AlllSTlC.:U. 

Los picos de los Acttlos con el númer·o de átumos de ca1·Uono <.:?-n 

el inte1·valo de 12 :'.'8 -fue1·on consith.?t·ados pat·¿¡ p1·ocesa1- la 

in-fc.•1-(Tl·-:i.ción d~ la siquientc manEH"a: 

a) No1·m,;i l i ::Lle ión. Estanda1- i=-a1· en pm·centajes l ~s .'_1.1·e¿i.s dadas por 

el cromi.\tog1·a111a~ qL•e fur:.won .3íh:i l i ;:¿1¡das poi- los métodos estadl st i cos 

desc1-ib:::is; ~ contir111a.ción: El p1-oceso de no1·malizaci0n e-fectuó 

mediante la ti-ansfonni\ción de los datos nt•m,_...,.,. icos de Area y tiemp•J, 

a porcentajes, en 1·elación un dalo de ~1-e? ti f.Jmpo, como 

i-e-fet·encia que se cor1side1·a io?l J0(1"f., el ct·itet·io pet1·a oblener el 

dato de-! ~xca y tiempo dt? re-fci-e11c:i""1 es el sigui1-::n1le: de los dutos 

origina le::::; a1·1-ojados por el c1-01natorJt'cim.ol, ,:,e el ii:Jc aquel que 

p1·ovenga del pico o .\rna más itlla y se le asor:1~ el tiempo de 

retención. Y~:i que Sl:? tienro-n los e.latos nonnali;:ados 

tabUliH"los y g1·oficc.wlos C16). 

b) M8dida0 eslatH.5tiCi\5 desc1·iptivas. Se c .. "1lcula1·on la 1nr1dia 

arit~~tica, l~ desviacion est~r1dar· y el coeficiente de ve1·iaci6n 

pa1·2 las A1·eas de los picos y tiempos de 1·etencion nor·malizados, 

pa1·a cada rnc>dio dQ cultivo. Los valor-ea 01Jtuv1e1·011 

porcentajes del total del a1·ea del pico pc.1-a oliminar el efecto de 

la v.:n·i~ci·:-On por el tamai"lo dP.l inóculo. 

e) El anAlisis de v~1-ian::a fue c~lculado pA1-a las át·e~s y tiempos 

de 1·etenció11 no1·mali::ados pa1-a cada medio. 
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RESUL Tl1PO~. 

Los t:oripon!!n1:<:?3 qui micn~ de los tn:s mtidios tle r:ul t ivo, 

empleado• en Gsle l1·abajo, y los cr·omatag1·~mas d8 los ~cidos g1·~~a5 

esteri'ficados que se obtuvie1·011 

pt·c:::;::;entein r.>n el <•p···ndicr;-, 

cada uno de estos medio;, ..:::e 

Los 1·e!;;•_1lt;1{jo:; ':·E' c:Jbtuvtcr·un por· ¿i11áli<.::.1s 1·epetitivas Ue 21 

50 dcte1·mir1<:lt::JOflP5 ~ ... 1-¿, •:.•d.• n·ed\o da cultl'-D· Al cr_;m~¿.1·;;t· la::; 

cr·omatuqrL\m¿:\S d<:> lu~· ..'11: 1 dr.1':> q1·r,SO<:i ester i fic°"'dos tlr:> Qeb~l.n.LL! 

Q.l'.Xts~~ G._IT.,..<; 13182 ct.Jt<"Jnirloo:. en lo tri:?.: n1eLlios de cultive el 

est.'tnda•· de 1·eff?1·enci~, 4-708(1 de los -'~<::-teres me\:.l 1 icns di:! los 

irJent1d~d 

de 11 .'leido·; •,p· .. ,sos en l."1 Íi'SJ? fir1<'l del cr·ec.imiento a::ptJnertci~l 

de lD b .. ~ctP.t"i., \lalJL"\ 1). Es impor·t:01nle mencio1i.:n- rpir~.. lo:. 

c1·cmci;to1;p·a.m~1s Sí? del-7.'•..:t~--.1·011 :.c1dns gT.:;sos menc.H·~s de 1: c.o:u l.JcH1·~, 

mayot·cs de 211 carbones P.rl 1,-. lcngil1.1d de la c.ildf?na. cL•yci 

del 1% poi· lo cual 

La not·mali=aci·~n de los datos de ~r·c~s y tiempos de r·etenci•~n 

de C·~d.:i. :i.cidu r.Jt"¿l.'2'.tJ ol!LL,111d·.•s e11 lc..s tn::'.'i dif!~t-•.:-nl·r5 m'?dio:o dQ 

cultivo se ~u~st1·an en las tAbJ2s =· 3 y 4 del 2p~ndic~. 

L,'\ c..r.iinpusición qu1rnic.:t di: lo;:; medios cti:-' cultivo 

los tiempc>5 do ,-~tenci·~ri de lo!::. :.,!:idos g1·aso:.::•s, y.;i que 12 em1si··.1n 

de cad¿\ ~cido grasu e11 IR columna cie ct·omvtogt·afl~ de gas-liquido 

í-ue consla'lle. Esto ~~ C! .. n1f1 r·m.:, en el an~ l i 51 s '2;;.L~dl. st ico aplica.do 

a los dnt.os dn t icmpos tJe 1·etención para los tn~s m0dios dP 

cultivo~ con el cti"""l se o!Jset·\.l':l un.:i. dtfe1811r:1.,., si9nifi 1~.,-..ti·-2 

Lt' ta..bla S pe1·mile unr:. CDl'f'f.-"'.\•-¡:-<.ci•~,n simultttnea de los pe1·files 
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rn BLn J. 

Principales ~cidos grasos celulares totales aislados de 

JClebsiella nxutoca. Los ~cidos grasos son enuMerados de 
acuerdo al urden de elucidn de la ooluMna tle croMatogr~ 

tla Gas-LÍqUil\o. 

ABREVIATURA 

e J.?.: o 
e J.4: 0 
e J.51 0 
3-011 e .L'11 la 

e J. 6: J. (? Cis> 
e 1.6: 0 

e J. 7: A ... 
e J.7: 0 
e J.B: J. 

9 -e J. B: J. 

!O e J.B: 0 
11 e J.9: 0 

J.J. 

NOMBRE 

DODECRNOICO <LnUTIICO> 
TETTIRDECnNOICO (MITIISTICO) 
PENTnDECnNOICO 
3-llIDBOXITETBnDECnNOICO 
<~ llIDROXIMITIISTICO> 
Cis 9-llEXnDECnNOICO <PnLMITOLEICO) 
llEXnDECnNOICO <PnLMITICO> 
Cis 9-J.0 METILENllEXnDECnNOICO 
JI EPTn DEcn NO I co 
Trans 9 OCTADECANOICO <OLEICO>-Cis 

J.J. OCTnDECnNOICO (Cis uncCENICO> 
OCTnDECnNOICO <ESTERBICO) 
Cis 9-J.0 METILENOCTRDECRNOICO 
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en el mctlia agar nutritivo 

tiene la siguienli:? con5titL1Ci•'-•n de ;'icjLfos t;-ffa-:os: C 12:0~ C 14:0, 

e 1~·:0~ 3DH-C 1.i:o, e 16: 1 ( qCis-l. e 16:c:i. e 17:0 t:,., e 17:0. 

C 18: 1 (9, 11 c1o;:;l • C 18:0. C 19:(1 t\, rn el nw't!io ~q¿ir BHI ti~n<:! 

medio .?ga1· nut1·1tivo. Cu¿:111d1.' =-e h¿:.r::e 

medio YPD. c•s n0tC1ble li\ ~l-~<::>nci¿¡ r)e lo5 sigu1e11te=· :_._cidos 9t-<.J'50s: 

e t5:o y e 17:1) ct;:.b1," 51. 

Er1 l~ ~0--~ fin~l d~l c1·eci~1ier1tu r••·r1or1~r1ci0l d~ l~ b2clet·1~ y 

~ una i nct..•bC\c ión de ::.7° C s l' ob~·t:>t"\. 6 qtie ol i'!:."p<o:·c:: ':.o t:Lli\í1l í ti'.t i vo de 

los ,\e idos g1·,osos dJ. Fu:i-e ent.i·p los tn:s medio-:;. As1 lo~ ."\c1do:: 

gr~sos C16:0 y Ct7:(1 1\ p1·•~s:;:.11l,c.1·on pon:cntujes fl"IY ¿111.a-;: lcis 

tre~ m~dios y 1~~ ~cidos gti'~us cor1 ,·alot·e~¡ n1is b~jos ~uPt-011 

C15:0, C16: J C'1 e.is}, Cl7:(1 y Cl8: 1 C9~ 11 c.i-sd los cuales 

presenlat on ef) los cr·om;_;l_r.>tjr·,~,,11.;:•~· i::t~\ 1_·111dor. ~Tl el tW?dl.0 \'í-.f'l~ ta.mbi·~n 

Pc11·a detr:onnin¿¡1 ~i P.::1-:~l.i. ,;n difc1·!"o?11c1as siyn1fic.<ti ;¿-1..:; r2l 

aspnclo cuantit~livo de las ~1-~~s d~ los ~cides 91·asos. er1tr·e las 

int~rvalos de confien=a al 

di<~t·e1~te nuA•~1-o de 1·0pelicion~s utili~adas en e~te tr·ab~jo. Con 

Uase en eGte ao.\lisis se obtuv\nn.ln tus s1gulenl.c 1:: n:.'su·1tados: lus 

~tciclos g1·••".:ir:Vi C12:0. Ct'l:O, C15;1°1, 3-·0ll C1·1:0. C16:1 (9 cis), Cl7:(1 

y ClO: 1 (~, 1 t cls) obtenido::, .o>! J;,•i:e•· c1·ccer· i\ 1-0\ l.J,~cts-r·i,;:i ~1 

medio ?gat· VF·D rN.Jst1·¿1.i-en dií-1:.>r·c1•Cl?'=' ci.1«ntítrti·1E)5 co11 r·esp~cto 

l, obtt?nido en el medio <'CJ.oi1· rn .. 1L1·ítlvo y 81 c1'1·:(1 1\ oblenido en el 

111edio t~Ht. F'i.:>1 ¡·.s;tr:- "'"'n-~ 1 • r-l s s~ ob'::e1·,;ó q•-•e en el mi;:dio ,:>g~t· Yf"D. 

la 

signi f i•=al i v.~ 5 

ATCC 13182 c.1·~c1de 

el pc>t·fi 1 c:nJ•no:>l.cr~1-.'.fica de !.J.sk!_gll.Q Q!.E.:t!~ 

el 1n~d10 t:'dJ'-"'' [;f\I r ~0 n <C'~J~·1· n>_•t1·ilivo {•,..:;ot· 

l7 



TOBLn 5 
EEecto de la coMposici&n del Medio sabre el perfil 
de los ~cidos grasos d~ J(lebsiella ax~tocn nTCC 
.13.182 a 37" C u cosecJ1"-di\ durante le:\ Case f'inal t\el 
creciMiento exponencial. 

nCIDO nann nann nann 
aJtnso NUTRITIUO Btl I VPD 

nnEn - x D ST e u x DST e u x DST e u 

e 12:0 l.Bl 0.10 0.10 1.33 0.&íl 0.12 2.39 0.10 0.11 
e 11:0 &.32 1.30 0.20 9.90 1.73 0.17 J&.OB t.B0 0.10 
e 15:0 3.12 0.40 0.13 1.13 1.1:1 0.10 0.00 0.00 0.00 
3-0H e 11 :0 1.20 1.01 0.00 l.1A 0.02 0.&0 3.37 1.70 0.50 
e 1&:1 19 Cis) 1&.13 7..10 0.13 2&.21 5.02 0.22 5.·15 0.33 0.íl6 
e 1&:0 100.00 0.00 0.00 100.00 8.00 0.00 100 .00 0.00 0.00 
e 11:0 . &LBS 0.20 0.H 50.71 S.11 0.11 54.00 2.00 0.05 
e 11:0 3.19 0.&2 0.20 1.52 0.71 0.16 0.00 0.00 0.00 
e rn:1 

9
-crn:111 

29.99 3.70 0.12 19 .70 3.&5 0.JB 4.h1 0.&2 0.13 
e 10:0 2.00 0.30 0. 15 1.33 0.21 0.16 J.06 0.71 0.10 
e 19:0 . 22.21 3.11 0.11 6.71 U3 0.24 19.16 !.35 0.07 

TIEMPO DE RETENCION 

- - x X D ST e u X D ST e u D ST e u 

e 12:0 42.70 0.20 0.004 12. 70 0.15 0.003 11.61 0.IB 0.001 
e 11:0 60.70 t.12 0.020 69.31 0.15 0.002 70.60 0.16 B.00?. 
e 1s:0 01 .01 0.37 0.001 01.20 0.21 0.002 0.1!0 0.00 0.000 
3-0H C 14:0 09.47 0.11 B.Oíl1 90.00 0.76 0.000 90.55 0.20 0.002 
C 16:1 19 Cls) 95.1& B.53 0.005 95.60 0.11 0.001 95.92 0.19 0.002 
e 1&:e 100.00 0.00 8.000 JBB.00 B.00 B.000 100.00 0.00 0.800 
e 11:0 . 111.95 0.12 0.001 111.97 0.11 0.009 111.66 0.09 0.000 
C 17:0 111.21 0.13 0.003 1!4.4& 0.29 0.002 0.00 0.00 0.000 
C 1B:t

9
-CJB:1

11 
125.45 0.31 0.002 125.SB 0.2?. 0.001 124.&3 B.30 0.002 

e rn:0 120.03 0.&íl 0.004 129.19 0.32 0.002 128.19 0.34 0.002 
e 19:0 A 110.0& B.42 0.003 111.05 0.33 0.002 139.&3 0.32 0.002 

X=Media aritMéti"ª• D ST 
CoeEiciente de variación. 

Desv i ac i On es tánclar. e u 
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;>.CIDOS GRASOS 

Figura 1. Areas de los ácidos grasos de Klebsiella oxytoca ATCC 13182 

en tres medios de cultivo. 
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DISCUSION. 

Va1·ios inve~tigado1·es her1 e:1~mina~o en detalle la con1po~iciór1 

de los ácidos g1·2.so~. poi- c1·011wtograria d8 gas:-1.lquida. una 

obtienen por 

le 

cl~1s;ific .. ·v.:k'in l~l1'.0IY'.1mic~"\ de '?StCJs .nic.-c:•or·q,:•nismo!Ci (:":) ((:,) <15) <16) 

C3~> <36> {391 i·1(1) (4~) C1\Gl (5r"1) <3=1. Sin f.>mb._11-gu, ti~-ir· -F~•rlo1·es 

que punder1 aJte1·a1- ~st~ 1·ela~16r1. una de los facla1·us ~ue inflLtye 

en Fui-~~ cualit¿>tiv~ y c1Janlil~~iv~ dal pe1·fil cr·omAtogr·~fico de 

los ácidos g1-~sos de bact~1 ldS, es la composiciór qutmica dal medio 

csteindt'1·i:::21· 01 r11edlo di? c••Jliv.-:1 P·~·•·¿-¡ ~-rnpl~'~r lo r.>n J,1. t"~cnir:~ d;::­

c1·omat1..~~p-~fi?. d~ lu~ -\e idos gt .o>s.us. 

l!ledios de cultivo y se compe1·a1·011 lo~ dato~ de esle tt-~b~jo con 

ot1·.:-~s tnvestigt:ir.::ior1i:.'s. Co1110 re•.::1.1lt:>tJo iJe lo cu¿1l pi-opon<? 

medto dr.? cultivo QL'P ~P.:!t·mlti.1 que les bactet·i"'s rlt·i:-sentnn las 

siguie1•tef; c-::it aLte1·isticas: lll'li\ muyrw tliv;_.:1-~id<Jd y un inr::t·J?mt:?nto doe? 

lo~ ~cidos g1·~sos pt-PY1Amente e~:tt·Aidos. medianle la meltlactón corl 

rnetilato de sodio e h1dt·oli~~dos con met~r1ol salu1·odo y Acido 

!:;Ul Fi.Jt· ico y h~:~.:ino. 

Pat·a lle9a1- a ~stablece1- el media de cultivo e~tándat· 

p1·ocedió 1·enlizat" el an~lisis cualitativo de los pe1·fil~s 

cromatng1·f.t f icns cli:? los Ac i d1~1s y1 .. asns de L;.L~.•.,; i'?.ll..::~ 9~:yloca ATCC 

1318'2 y m~s aLlel{rnle el an~llsts cuantit;::ilivo de los .ácidos grasos 

de esta bPctc1·ia. 

L~ p1·esern:ia de 11 ác..idt:."= qt"<~!'lo5 d8 1~:l~bsi_g.ll.u p.Jl..Y.toca AlCC 

1318~ en el m0dio cig;:i1· infusión cer·ebr·o cor·a::ón 1BHI> y el medio 

aga1· nut1·itivo (figut·a 1) san los mismos que cp1·~cte1·i:an las 

bacteria5 pertenecientes a la F•milta Ef1te1·abacte1-iilcDa (~) (qQ). 

Ademas. ~ o~:ytoc-ª ATCC 1::10:: posr:'e dos ácidos fJUe c€l1··:ictei-i:on 

las b~cterins Gr·c·m n!O'galiv;,s <bl. G~los son el ,"Je.ido c:is •,o:ic:cr::ni<.:o 

CC18:t 11 ) 1 ~l fJcicio 3~hidt·o::1lot~·;;<Jr.o<•:...,ri<Jico CClt;:(1). En eol •nr:dio 

"'gm- nuli-itivo y el medio ?g¿•t· r~1-11 se d~tccto Je rwesenr:ici d~ los 

~1 



ácidos gr·.:i.sos de cadena impar·, eslos ácjdos s':'.:•lo h~n 5'.:iido 

n?port~dos pa1·a las bactcr·i.:~5 {9) '>' son 1·.:u·o.::; en plci11tas y anim.:des 

(30l. 

A diferenci~ del medio iVJc.:u· [IHI y el medio ~~1"'11· 11ut1·itivo, 

el aga1· e::tr·acto de Jevadura-peplona-de):tn.:isa <YF-"0), 

pr-esentiffon lc>5 ácidos g1«":'.Sos de cadena impiH·, la tmpor·L.Hv.::: ¡._\ do 

estos .~1cidos gf:> discuti1·a 1n:is 2deJante. Los /.1c1tlos gr·cisus que 

apa1-ecie1·on en el medio aga1· YPD también son los quv ca1·acler-i~an a 

la f-am1li.; Eflte1·obc1t::Lt'"'t·i~ceae. pero l<• ausem:i¿:i, del ~cido C15:0 y 

la Familia Enlr.•1·al:i.;.H::tc:t i~\CP-:"2• l1¿lsl," rJunúe e•:istG>n 

tri'!bajos que comp.oit·C'n y ril:'lr.1·mi11en l.;o irr1pl:'.ll"t~nr:i.:i d{? l« pn:!senc:i¿i. 

de estos Acidos ni lus pr·ocesos ~io~1ntólicos de los ácidos de 

cadena impa1· en este géne1·0. 

El Scido p.;."\lfllit1co CCll>:O) fUP. E'n los tres mc>dio;; de cultivo. 

el ácido m·~S e1bund~•nt:e que c:.:i1·¿¡.c:te1·i.:.~ un e5le estudio a!.:;. cn:yt:o~ 

ATCC 1318::. lo quo t·c·:lÍ-Jl-mc.'\ }¿i. inclusión t!e oste g<'.-nero la 

Famili-=1 Entm·c.1bact81·1aceae <5> (6) (1(1). Corno las 

medio ag¿i.1· nutt·itivo. el ~cido rn~s 8bUnd¿:i,nte el cis 9-10 

metilonl1e::adecanoico <CJ7:0 ó) que pcs~e t~n ~1-e~ de 61.8. 

desvii\ción esl:1nd.;:ii- <DS> e.ti.: B.17 y L1n coef1cienle de v-~u·i¿i.cj..-'ln (C\-1) 

de 1"'.:·i~; en el medio .:-q¿H· DHI el .-'-.ici-::1 de este ,~cido es de 50.7. una 

DS de 5. 43 y p1·esent=- un CV de 1(1% y en c-l medio <.>ga1· y~··o, posee un 

.'.\rea de ~4.8. una OS rle 2.8'1 y un CV de 51.. Ci:irrto Ob5•:?t"V<-l 

estos d.)to5. ~ot r:it·esr.ncia y i:1bur1d .. •nci,:i de esle -5.cido gt·?so pr.:.llfrici 

se1· F?l qu0 c,:11·.,,c:te1·L:::a a 1-;l e:=¡i•.·ciP y rosil:demJO>nl:<=> .,¡ r;h:-10,·o, nl 

~cida C17:(1 A p1·esor1tD el CV m~~ peque~u y constante de todos las 

ácidas y1asoe lla~la ~>. 

Los pf11·-files cn::•m.:;i,tQg1·;l.ficos el":" los ácido:;; gr-aso<::: UP. .L Q.!.!J·loc~ 

ATCC 1318Z obtenidos en los tres medios de cult.ivo no p1.tsim'on de 

n1anifiesto los ácidos g•·~sns co11 cadenas ,-~mi~ic~d~~, los ~cides 

gras1~~ poliin~~lu1·ados ni Jo~ ~cidas grasos o::igen~dos. lo qu~ 

bacte1·ias Gram n'2gat iv-1s (5) <¿,) <'::'.'.:) t:2:<l) (40) (4'1). 

22 i-----~ 



Se re·~li=l·_. un analisis c:u.:\ltlativo al compat"<"'I" lar;; datos 

obt~nidos e11 ente t1·~bajo con los de ut1·a5 in~e~Ligac1ones, h~sta 

el momento de l.:\ n?a 1 i Zi.lCión de E''..;tJ? 1_•slLtdío, 

literatura l~ te>f"21-e11ci-O' q•.1e 1·r.!porte el ¡.>E-t"f"iJ e.Je le>-:'.'· ~\1.:idos gr;isr.1s 

de ~lli>. 9..:.;.Y.1J;.>~.• c1·ecicia en .:ilguno d<~ lu;:; 11•t·tli1:.-:; dt: culti•-·o 

rJ.qui cmµll'"2,-:i.dr_1~ •• [;-:~1rJ211 y Soh<:1111 c-n 198·1 (6), 1-<:."'pc1·l.:a1C'fl 0:i po::i ftl 

c1·omalogt·L\ f.ic.u d~ L ~~'_to.:~~.;,.:'.\ obtenido ~ll un medio di~ ª'J·:ff s::lric_p·e. 

loG 1·esL1lt-1do~; de r.st-.os; ill'•P.~~t19."=1.rl1_;rE-;:; son cu,"1lilüti~·o::irw.•11te muy 

pa1·Qcid".JS ,-;¡ los oblen1rJuSo en el medio aga1· nut1·ilivo y P.n '.?1 1i1edio 

) . Stn tomb2.1·qo. Pl .'.te ido cis- 9-lu 

meti ]Pnh~::.oidec~q101t:o <Cl7:''.I 6.i no fue ~l /1cido m:1:._..; ,")bL•nd¿inte en el 

di-fen:~nti;.•. a los que f;e emplE<at·on en f.?sf:e lt·abe-.Jo~ dC'tecl~ron 

los ll -'.leidas gr-2'.SC!s qU(-! int:l•_•ycn ,-.1 g"'ner·r..) L.lcb .... ·ie~ J~. 

Fi\milta Ente1·obi\cte1·ié\t:1:!'<.:it>. I.k·sLIG •c:·l ~it_tfd.o LI•..: vis-ti\ d!::' r¡uc .sé>lrJ l.:o 

presencia L::iirk'ili<c-.is Cl.lc°:'l tl·:i.Li"o) de los -'1c1do::; g1·25os -f,:ivo1·c>c:e 

c:o1·1 elacir'.>r1 po::-1t1va en I~• id•=.>r1li r:1cc>c.1•.'.>f"l ti'? }.-.-:;; b-:-ct:e1·i~s. 

pued!? d<::'c11· quf'! c:11.:\lq•.licw ffi(-!dlo de cull.ivo di= los mc-ncion.:idos hc>st~ 

abund2nci2 y di~~r·sid~d de los ~c1dos g1·~sas p~,-~ 12 id•2nti~icAci~·n 

y conse1·v,:u:i0n de U_gH._~ell~• Q~:...'i_L~ll.:2. 

Por· la q11e 1·espPCL.3 ¿:¡] ¿in.1lisis cu2ntitat1vo le- tabl;:· 5 

muesb"<°' qu~ ;d 1 r?-di::<'"'t' l.;i. r:o~cchi.>. en la -Ít:'.se f-in•"l del cr·ecimiEo..•nto 

ei:ponencial de l~ IJacle1·iA. er1 el n10dio 2g~1- nut1·1tivo encontró 

el medio rig.;ot· DHI. P::wa el cu 1 t: i vo cr·ec ido en .?ga1· YPU, lo·::. l1r: i d':JS 

S:::·i\tut«"'ldos l inc:>i.tle~~ úi"?olflinuyet·o11 h¿:isla un 36'l., Sc•lO los att·os ácidos 

mantuvier-on lc•s mic;:;m".:ls riot·c<:>nl~JF1S p1·c:.. .. ent.adus en el mer.110 ~g!.li· P.HI 

y medio C\g·::>1· n•.1tr i l i va. En ~ Qli>c ión a estos pot·cent~ajes sf:> obse1·"ó 

en la -f1QLll"a l. que du1·¿1nte el p1·u..::E-..•so de .. ~J.:;1 geniicni_o de l,:.s 

caden~s de lo~ ~cides gr·~sos ~~tu1·ados line~l~~. ~1 inici~ del 



pr·oceso las cadenas cot·Lus di: 1.?stos ácidos g1·¿,st1s tuvier-c: .. n fu·E>as 

muy pet1ueRas y confo1-me se ~g1·a11dabD11 las cad~r1~s satu1·pdas sus 

:.reas fL1eron m;)s pequei'íils, i:.:imbir?n lBE án:.:•s do lu:: ."'leidos 

insatu1·ados disminL1ye1·on, miur1t1·as que l~s ~t·e~s de los ácidos 

gr?.sos c1c lapt op¿lnos se inct·P.menl.:iron con Forme av,"'ln:!<:i el p1·occ>sr.J dQ 

ulat·q~mi~,..,t_o di:o lus c.o•denas de loo:: ~'\cíe.Jos tJi-asos <11>. E'::·tc.1 

significa que durante el .:ivc:H1ce d!:<l r:1·8c:imiento lfel cu) tivo. l~ 

pi-ese ne i a de los ~"te. í dos satur·,oirJns e í ns~~Lu1·acJD-:; y 5us; pon:~ntaJes 

de át·e,-1s i1 á.n di':"111int.•·,·p11i;lo, ":n 1:L1rnbio l,~ p1··-~scnc:i-~ y .:ü.Jund"'ncia rle 

los ái:icJos ci•:.li.=o:-, ,11,•rP~nl."11·.!i. ffigtn·<>s 2. 3 y 4). Pc.w lt:' lt"\nto. ~l 

medio rJr? cultivo qun rn·ociuce u1v_, 111.?yor rJivet·sid.:id y soU1·e todo 

mayor t\t·ea d<::?- los ;.\cidos y1·a:::;us CCJSf.~clwdos-. r.=-n la. f,35e final del 

c.1-ecimi~nt:1.J e~~pDn~nc.1a.l de L1 tJ.o_•cte1 ¡.~~ 1?5 el meU10 ""~Ja•· nutr·itivo 

(taUlLO\ S y Figura 1). 

La con1no:>ición riutmica del medio CHJar BHI conl.ien~ O.~i: de 

de:;trosB, que 

que -fue ele 2% de de:'.tt·osa (ve1· la composición quLmiC.:\ de los medi8s 

de cultivo Qn el 0n•?ndicr:;i). Se ob:=c1·vó, que LJ.J?J!.~_iel l_Q '.2.:.:_~J__gs__e. rHCC 

13182 E.»:pu•2sl¿; .?. b?J,~s concc-nt1·.:-..r:.1one~:; de tk·~:lt·cisa in•.:1-em1Ent:-::'I •,;l 

án::!u en un tt?. 78/. d(~l f.1r.: ic.Jr:1 ClO: 1c
7
--C10:1 11 

y tJi':".min•Jy'? hilsl .. l 

6. 71"1. el f.cído C1'7:(l /\ Cl.~bla 5). En PI mP.dio a.gr.ir· YF'D. las c~·lul,;is 

bacle1·i~11as p• esent~1-on pc11·c~r1t~Jes el to~ clel ~cí0o Cl9:0 A 

C19.16i:) y ltn po1·cent8je bajo del -".e ido C18: 1
9

-Ct8: 1
11 

(1l.64%). Los 

efectos de lu cr:mcentr·ución d•2 de::l1·osa, contenidC\ en los m~dios de 

cultivo, se obsei-Vil. f,:>n la e::1st~ncia de bajos niveles d>-~ ácidos 

ciclicos cuand•.J h~y alt¿ls concent1·.o,ciune$ do de):ti·os<:1 'i vicc,1e1·sa 

(34). En el me0io ~ga1· nut1·i1:ivo se p1·esenta1·an los valu1·es de á1·ea 

m~B altos i1a1-~ los ~cidos ins~lu1·ados y los ciclop1·o¡idr10~. 

1 especlo a los ot1·os medios. debido que la conce11t1·aci611 de 

Les valo1·es bajos tf~ l~s A1·eas de los ~cidos g1·~sos obtenido~ 

filcton::-s 

enzim~licos qLte dete1·minan o regulan l~ longitud de la cadena y que 

las r8accior1D$ que catalizdrl este p1oceso es la etapa lin11tante de 

la velc.1c1dc.1cl Pn l·J biosi ntesis de los .'leidos g1-.,.sos satu1·i:'dos, la 

prirnet a Qn::im;; que pci1·licipa es los p1·ocesos pu1·ece sc!t". de> 



acuerdo a Lim·et y Moyse (~O>, la Acet1J-CoA carbo::i1a"Sil, la c11al 

posee biolin~. que t1·ansfo1·ma la Acetil CoA Malonil-Ccf\. 

Liot·et 1' Moyse (-::;Cit '/ r1~"\SSOlHJ11ia y 3c.h0r=1 (:7.;2J. •ncnr:ti:in~in que un 

aumenta r.;n l.;i concentrac.1•"i11 dr¿ L:. biottn::>. cont811it.la en el eid:t·aclu 

bactet·ias y los f1t1ngo5. C1J.;111da e·:isle 

Cl:lllt:entt"C'CÍÓll rJt.> lilPl irl-"1 ,.,J ri-or.:<:>SO inict¿>} dt.:> c11·'.'ll"')~'nj•:c,11to dr. !¡1:.; 

cadf~nas e':1 m'i:-: 1·;p\do y como const:i•:•_1enc1e< los .'tctdos p1·e~·r::-nt?n un 

q11t·· p•.•t1r.l1~n 

~cido 111r--!til8nocl:'\deca11oic1.1 H:l8:(q vet· c~;quPmü l"lllil 

!Jl usl ntet le ci •Je los .tlC. idos ¡;p· <>::;ns l':"ll ~? 1 <'P•>nt.l ice. es tas en;:: 1mes ~on 

J¿i. s1nt<:::ot,;1s.:i 11 {11>. 

Pas-::aud c:.t;i) ~ ílll?llt.lülltl f"ll\!2' !ns ,-dlr.:is p1.1rcQPlt1J!?'.:' de .\cides ~p-~t:OS 

snlL11·ados de l.:iHJ'2na c.:n1·LC\ pu<:?ll0n s~t· cor1s1d1.?1·,;..dos como "pr·em.;;lurc-~" 

>'ªque <:::il"".'eri cumo su~lr·a.to p¿i1-,• l,:i -fa1·m,1ción de los ot1·os- -'.°•c1dos 

g1·2o;.~os 't' qL•e en ~l ri1·or::E=:.>so d~ cond011s:'>ctón. el ,\1 ~i) lk• <.:..•slc•:.; :"ciCu-:3 

se ve dismim1ida <fi.gur"' 5}. 

En I~, ÍÍ'JUP -i t ::·~ i:;0i1.?L' el poi CQ11t.1.1e dE.> L1 .,l1unJ~11t.:Lc.l d<.: lo::-, 

ácido:;. gr-=-'~itJS p.oo·a ce>da uno dt> lo-=- rr•ed10s dr= cullivo. 512 absr-:>n .. ó 

que el Arr;ic• del ftcido pi>lmil:olr;.>ico íClt-.: J
9

J r::>s mi?m:Jt ~l In del .'1c1do 

cis 9-Jt) meli lenho?::.;;dec¿inoico <C.17:0 t..) los t1·es medios de 

cultivo y con 1·especlo a loa ácidos t1·?n5 9 oct2dec2noico y 9 

octadr:?canoico <Ct8:1
7

-C18: t
11 >, los cuales probablemente 

1ne:cla de ci~ v~cc~111co )'ácido olraico, qu~ por· las c21·acte1·Jstic3s 

de la columna del c1·om2t.~gt·afo r10 se pL1die1·on sepa1·a1·. su At·ea e5 

nieno1- que Ja d~l ~cidu cis Q-10 melilenoctad~canoico <C19:0 ~). Con 

bcise en esto. 

P.}<pOn'.:'rici~l 1·1. p1i:r•n1·rj¿.r¡ 

inc1·e·TI<=..>ntc.r·se~ mi<?nlr·es qLH? J'°' dE> los .leidos monaenoicos disminup~, 

en dino>c.:ción y tio::•npo del ala1·g;i.mit::nto de las ceiúen21s ci~2 los ácidos 

g1·a!::0'3 y n.rml>o o la +¿i,se de t:n:.>cimiento estaciDll<:\t·io rJe l'.lt.?bsilll__J...E_ 

r·esu 1 t ~duc.; r:onr:ue1 d~1n c•:.in 

obsen1.c-cion8~ de Ctof1:1n y r-'r.KI· {Jl>. los cui\les 111enc:1o'l<'n qu9 {;'] 

Acido Cl7:0 A y P.1 Ac-1tlo CIS-':(1 /\ connen:;:;an 

'i ;:~ l~ C N 
FALLA LE OR.GEt: 



·:2 1 0---> C'I: 0 --)CG 1 0-->CO: 0 

l 
Clr: 0 

Cl.2: 0--------> 3-0ll Cl.41 0 
1 

l. 

E
C>l.l.4:0 

OXJGrno 9 

Cl.5: 0 - C>l(' 0 - OXl:E:16: J---->CJ. 7: 01:> 

c.t.7:0-I ? C:.1.a:0~ c.1.s1.t.9~ • 
~----> OXIGEllO l.l. 

>CJ.B: l. 

-->CJ.9: 0u 

íigura 5, Ula biosintética de los ácidos grasos en hñcferhs, to"ada de Il1o"rson, G, 1. 

1980 (16), 



cultivó ~ntra en 1C1 fase c.,;ta1:ion211·i~"\ {ct.'?5e del crecimiento dF?l 

cultivo debido a 1.:- limit2ci 1:>n d.:- 0::1geno y nuL1·imAntusl. L<:l 1·ut<'.l 

para la b1os1r1Lee1s de ~etas ~e ido~, t·ec1cnlcmer•te f13 sido 

estudiada en dcl.:'lle. Lo:: 1·.;?sulladt:is s•.1gie1·en que le=- ~'leidos 

ciclop1·op¿¡nc.1s si= fut·m;:_1n pc.w L•nrt modi1-1ci'ci611 pu::;Lsint~'.-tit::<? dP. lo~ 

que los 

fos1-olipidl.J!; tJe la n112mb1·i."nc• í11le1·1k\ y memb1""'llL.l. t:i::tr=:1·11,:i.. Ld 

modi1-ic¿lcion del dable enl0ce cis ee da por·que ur1 ~tomo de catbono 

se agr·egn a pi't"llt" del g1·1_1po metl le• d<cJ 12' s--.::irfr?nosi lmetiunill3 pc:>.r·ci 

1-e=.1c.c i on~G la 

biosintr'd:ic::i ~n ~•r·~11t.JicC' t'22.) C3tl <~t:) ít\6) C-1'7>. En 1¿\ filsl:! Fin.-~l 

del cn:~cimienlo c~:ponern:ial los 2'cidr.:1s c1·7~(1 f'i. y C19:(1 t.. de 

l(lcUsir:!ll ~ p.J..'..Y.l.Q.f:_2 i\Tr:C l ::182 <?str_tvir;ot·on nwj~,- 1·f:rr·esFmt.:.i.dost poi· 

En lo tobla 5 se obsnrYó ~ue an el medie ·~•• YPO, 

los ot.1·u~::; dus medios de c:11ll1vo. lü impot-t¿\nr.;1-:\ 

Ott LlS 

t1·,z1b;\JO:!. SiP 01nb-.. wqo. !."'<?- liene '-'º .,-,flálisis det<i.ll;:HJo de ~u 

biostntesís en Er:;.cl1~1·ichiM coU <lt) !7-7). 

A pc-::;at· d~ que- los .'or_id03 g1 ,~.sos ClO: 1 7--ClO~ 1 11 '.3C i;..-.tJLLtVierun 

co•n-:i LHl.3 rnr?o:cl.~. SP supuso qL"2 el hcido C18: 1 11 (cis vaccenico) sea 

el ác:ido m,'.1s 1·ern·e51:;ntctivo de esta rnezcli\. poi· la 1·a::.·...r1 de que Jos 

ácidos g1·t>soc::- insatu1·ad•:is con J.:; cnnfigLwac.ióll t1·ans. l"E!l"OS 

na se pt·eser1La11 en baclot·ia~ <11). El ácido la con~igu1·aci6n 

cis <~cido cis vaccenico> se t1a 1·e¡,orlado coma oe\cido g1·a50 

insatLU--::!dO car·~cteti:,,1_¡._o d~:! ¡,__, raf'1il1: !7.n~1:wa1'rir.:b:-1·i·:'l': . .-.fle (6). Can 

estci. i'lt:l?r·;:ic:i•'.•n, se pror:ed1ú a e::tt·.?¡iola1· el e~querné'. de Uioslnlesis 

de los ;,cidos gl¿\<;:Os irn:;~1tu1·¿odos de~ colí (42>, a l¿i. bíoslnte:;is de 

los ácido~ !Jl.8so::; iro!:.•al•.11·i'.d•:.is di¿ l_'._lill.;i.:21.glls Q.!!..Yl.:oc"" ATCC 1"3182. Se 

sabe q1Jc ~~n 1-:is: IJ~:\i::t.~t·t,_1-.;, r.u-?.lq11ie1· m0c .. t11isrno y<:\ sc>.::i. ac1·abia o 

anaer·obio ~s respons¿=ible pa1·a J~ biostntesis de los ácidos gt·¿>sos 

on '.l.fl-? 

modi-f1c¿=icion pu::tet·ir.:u- de lus .'•ciclos g1·.0\sOs sc.•tut·ados totalment.e 



sintetizados, er1 tanto que en la anaer·obia li.l insatu1·ac16n, tiene 

lug~:\r dttri.\nle el -:il.;i1·go?'l1112nto d<:> l'°' c.:>den~ de los .:,cidos gt·aso~. 

Los ácidas gt ;~sos ins .. ;tu1·ados 5"' F1.:irm,,n en lA n1t::... anal:'!n:.ibia poi· la 

deshidrat~cit'.•n del co111puP.sto 3-hid1·0:1id<:?t:i.lnoil-{!CF y poi- lu adición 

y 1·educci1Jn d~ unidnd~s de crH·bono del 11aloni 1-r•CF, se p1·oduce Ql 

ácidc> palmitoleico (C16: t 7
) )' de •3-stG. el .t1citlo Vr,CC"-'.'nico 

CC18:1
11 > (11\. L2otet y Moys'2 1-:.0). :oc>ií,o•lan que l.:.·.s bé>cl:e1·i¿:1 q1~1e 

de ·'\cido olelt.o. que cin nl p1·oducto de s!'.\turélción direct"' d~l ."'Jc1do 

esl8A1·ico (!O:t)) poi· l~ tl•l~ ?Ql"ob1~ 146>. E~to es 1-~~~1n ni~s 

que apoy.;¡ la supo<.::1c1·~r1 de .-:p.11? 121 .'l.cuJr:i C18: t 1 1 es el .'.cid':! gr·i?3íJ 

insa..tu1·ado mA:; 1·r,:p1·•2;.•:~11L-.:ili·"o <2fl lo" m•J.:-=l.:i y ql•r~ po~iblc·11Jent1C?" d~ 

<'1.CUet·Uo a lo mc~11ci<.'11A•Jo pc1· Lim·el y M•:Jysro> <:.(1) 1 !..::..!.5:JJ:;it?ll.± ~~Q_C_::_ 

nTCC 13182 3inl!~Li.::c> su~ l1ctclos-. g1 ;::>,;t.•<s in':.j.:~tu1·.:idos poi· la 1·ul::0> 

.;_¡nae1·ab i e>. 

lieni:: 1a lJiotin~"' los cultivos ba.cte1·i.:inos- • .,;;.eiíali\ que ¡.,_,s 

c:élul¿is b1ntina les -( i• l l..J el .'\cic.Jo 

O-hiUr·o:~imirLst1co c:::-rnt C1'1:(1) Pn ]~ e~t··uctL•J <':' diril lLrit.lc> A. Como 

se :erí¿iló ?.nl~1·icu-1;.i::·nte. 1~• b1otin.o1 eq el metilo ;igi'-1· y'PD tl~lenninó 

la pt-!2sc•11c.i::> •h~ :u:id•'.T3 91·--'..l.::q•:; s."'\tu.t·-'.'dos en la b.:\r.:l-=.i1·ia. L:0t 

concent1·ación Ue bioli11~ en el medio .::>g~1· YPD caus6 un ¿iumenlo 

el ·"l'eil df'l :1¡;:\do ¡í'-hidt·o::imi1·1 slico .:> diftH·~nc1e. de los oti-os do5 

medio::; de cultivo. Sin 12mbar·9r:." no -=:--t? s .. °"b'=' que eFeclo puede ten01· 

un c.;\mlJio "'" r.!l oiv<?l del t1r.:ido (i-hid1·o::imi1·1o:;tico en 1.:i esl1·L1ctt.tt"t>. 

qulmic"-' U~l l.!.pido {) rJ~-. la .-:ep-~ tlt? l'l0Ll~ie.l1:~ Q..;.;_y.J.:2~ ~·ncc 1-318:::::. 

Ct·onan y r.ocl (J l). rm:HH:"lOíFl,11 q•Je Pl i·cido r~-hidt·o~:imi1·tslico -Fo1·m¿1. 

part<? de l'"'. e;:;tr·1.1ctu1·¿\ dr?l llpido A d0 l'.JS lipo:·pol1<::.~i:.:0t·1das. Sin 

en1b~1·g~'· no s~ conoce el <n~c~r1ismc q1~e 111co1·po1-~ ast~ ~cida al 

11.pida A. 

Al d&te1·n1in~t· les dife1·oncias signific~tivas Cve1· el an~lisis 

de AMOVA en e) ,:ip&ndice) eri i:-1 ¿¡spec..:to cu.::i.ritit-.ativo de lus ~Tl?i'S de 

loo:;; ácido5 g,-,~so:;. di::- 1·~lP.!>Ji12ll3. o~n1toc·~ ~YiCC 17-182, entt--e los tt·e::; 

medios de cultivo, se detQ~t·~ que en el m~dio ~g¿\r )FD. l~ m~yor·ta 

de lar; ácido= g1·"'sos tuvi 12r·t.-..11 dife1·ent:ias siq11ifi.t..:O\liv.,:;s; en 

áreas con 1·~5pe~lo A las ~1·e~s ubl~11idas co11 los olr·as dos ~edias 

::o 
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de cultiva, pu1· lo que el medio aqat- YPD padt·l.-:i dificulta•· el 

análisis de- lt.1s .-'leidos grasos pat·a llevet· ¿i c~-üio una identi.ficación 

de la bacte1·1"'. 

satur.:idos 11ne<"l<::>s, lc.>s ."leidos ciclopt·op~·u10~ y 105 :.c.i dos 

insalLu-ados constilL•yi?n P-lementos est1·uctrn·.-:iles de lo5 ·fosf"oll pi dos 

de la mc.>rr•bran¿. i11'.e1·na. y de.> l¿l membr·¿u1a e::tE?1·n¿:i de ]¿¡~ bt1•.:te1·i.-.s. 

1~09 -fo=JollpirJu:·; p'°"r·l_icip.'l.n en íc:n·m.• .--.t:liva >:>n I~ /J,_tr_:LE!/"Í,:1. tfon •.1na 

llevar a C:·::\bo 1"'1 inr:•:wpcir.'.Jci•'..in d12 nutrimenf-.03, l"" e-;lc:lbil i:.ación de 

la fot·ma ce:lu]¿:.1·, 11.li:o p1i::ri::•.'Sr:>s n:u:pit-~l:orios y 1Ppt0Uuclivos di:.:i la 

trans, soP f1n;ci•.:>naJi-_.s, 

lnts'fJ1·ttL:1r.I d•2- J,, 11,..!r1b1·~111,1 ~J-::>I <..11ltivo <J~ L.h-.b::jE·lL: o:·~i:l.o._:.::.i! ATCC 

13182 c1·ec1d~ en eJ medio aga1· 'fPD (fiqur·fl 4). pue>de -:.;io!r in~<¿.t.:'\blP, 

baj.:>.s qu<::> l.:t~ obt:enidas 'Jfl los •.Jlt·r_1s dos modios de cultivo. El uso 

con=:e1· ... ,,ci<'.:ln de la bttcb~t·i.:i y p,:11·~ la 1·eeli:::f'Ción del .=on.~di.sis 

c1·0·11.;\tpgr«-"f"ica <.k; lns :1cid0s g1··'"\SOS totales de !...:. ~toca. P<1t'C'I 

identific~ci..:.n. 

S1 ¡,, b-1cte1·ii:.l S"-' ':t·•:ci•.:it·-• u Ufh.""\ t<:>mpC't"fltLlt-~• con5t:,;.ntc y ~n un 

solo tipo dE> medio de cultivo. l;. corripc:is1t:ión 

nivel cu.-.\ it_:"ltivo :.' 
cuentit~t1vo se1·ia tJnico. F·a1·~ delPt·min.;\r QL'~ 1~ compasici 1'.·n d~ lus 

tl.cidos ~jl"asos es d~pr:.>ndif?ot~ de la corr.posición qu1mJc,"\ de! rr.c;idio. 

la tempe1·¿t.tt.11·8 st~ mant.1.1v1:i con~tant.e <J 37°c, •¡ lit cosGch.::\ J·::? la 

Liacter·ia sicmp1·e fu"? a 1¿1.s 2·1 ho1·2s de incubación. Al re .. :d i;::.?lr· 1-:-. 

campat·?ci~n enlre los tr·en medios. 

11uti·ilivo pr~.,.:r~;11-~ c:n -ó1r:t~1·1 st1c .. 1s 

abse1·v0 que el medio 

nut_r·icion..:\les irJ~ales péwa 

re¿"\1 izat· estud:ios rJe c:rurni\l:ogr.oif! il dE' lo<:.; ·~c1dos gi-nsos de 

!.:.12.!:;:s.JF'l la y llevi\1· .oi c~bo '='~.1 cr 1 11s-,0r·"'"'c:i<:,n en ~=le mc-Ui•.J. 



CONCLUSIOMES. 

1- El ini:>t.Jio cVJ·Jr nutt-1li·,-o es !?l tdt?al P·"'t·a i-ei'lli~,,,. e<Etudio:; 

de c1·omatog1·afLa gas·-llquido ). llE~at· a cebo l~ conEet·v~cion de 

l<lebs~U..".!· 

2- El p~·-~il c1·omatag1·afico de Jos ácido~ qt·asos totales d~ 

t"lebs~~l_L~ p,:.:_yJ:..ci_c~ ATCC 1:.18~ oblc:>nido en el medio agC\r nutt itivo 

~s: ~e ido l.o-ut 1c~o CC12:0) • ~1cir;Jo mil'istico CC14:0l • ._!..e ida 

penf:adecanoico (CJ~i:O) • !1cid1.:i (J-lli!j! o."'1mu-1stico c:.-Of-1 C14:0). 

~cidn pt1lndloleit:o {C1l>:1
9 >. :.citlo p<'.\lmiUc1.:- CC16:(1), Acido i::is 

9-}(l rn~c>li lr=nlV?}:.;ide>CtUlÍQCQ lt'.17:•) C.,) .'.leida h·:'pt,;:;tfc>C,)fi<:llCO <C17:!)} ~ 

5.cido cis Vél•:.c.enica lCHJ: J t1), .:._e ido octcido::?c;"·H1uico (C18:Ü) y el 

~cida c1s 9-ll' mQlil~noctad~canoico CC19:0 ó). 

3- s~ p·-~p•Jr1e al ~cidu cis 9-10 mctilanhe::odec~noico CC17:(1 A) 

por· posee1· e-1 segundo po1·ccntc~je? ti<:.> .'11·e.;o. 

dDSJ-'Ll•~S d~l .-'i.e~idv p":.i.lmiticn (Cll::-:(1), 

4- LcJ C\HlCe11tr·~·c iu11 ""' d<::>::t1·0~~"'· y biatin-.1 jut:lJc>ll tir·1 p-;.">J'.•t:l 

i1npo1·tante en l~ ~01-mAcion de los ~cides g1·esos sat~r-ados lineales. 

en la de los ,-1cidos insaluri".do~. y lD~ :'1cidos ciclop1·op~nos. 
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APENDICE 

Composi1:16n qui.micü de- lo~ 111P.clios de 1..:•-tllivo utili::t'ldoé; t~n 

e~l'? t1·Hbajo. 

AGAR MUTf.~l TIVO (D!FCQ) tfo de C2-t.:l)üqo (u)(ll-17-(1 

inl. 

An:llii:ts tip•.J lt:.}. 

Conteni•Jo r-:n p•.:?ptcint:t <como fJ) calcul~do como sust<1ncia seca: 

mtnimo 80'!.-85i:. 11it1·1'.11Jeno .~mt nico :::1.-3.5%. cn::·~t1nina (µ01· 

c1·omalog1-i\í-la en c¿i_p..._ .fin.;): (1.5"1.-li:, C811i;;.c•s de sulfi"to: m.).::11110 

2(lí'., campuest..os fosfot··'.:\dos <coma F'J: m.'.'1.::imo !!.., mel"'lns pesados 

(F'b): m.a::1mo (l,t.i1_1(1t'.'., .. :-~lc1c: 1n;..::1•'•·:i 1).l'.'.. J·:g,: 1·1.(lS~:. r~·1·did"1 pot· 

desecacir;1n (4 hcwas"' 11)0:,'=·c): cn-\::i<no 5;~, valo:w lh .. •l pH (12n ~olución 

al ~'!. ): 6·-7, r11t1·ilo: ca1·1·esponde a melal~s po=~dos, 

No ~e c~t~Jogo onJB-!7-7 

TL'l't~l"fl.-\ 7.(10 'J· 

I NFllS J<)N llE C:'1>1l/\?.:•:>tl 

to 9. 

Ft:>.~F .... 1·0 r•tt•n1·,...s1.-:n 

l~ g. 

f\11~\i;:;i:; tipo ~i·-::). 

Contenido de peptona (como l.Jl calcul.::>.do como sust.:\ncia seca: ml nimo 

9(1'l.~ nit-.1·c•gf?110 i"fTll nico: mtnirno 3 .. !:i~:, tt·iptofano <poi- cromatoa1-~H~ 

en c:api\ f-ina): 1-2%. c:eniZ<:"'S de sulf"ato: m.'ot::irno 57.. compue~tc>~ 

fos-fot".o:\dos lcomo P>: má::imo l'l.. nH:>lalg·s po:>sado= <Fb): 1n.)::1mo (1.11.. 

P~rdida poi· de~cc~c:ié•n (4 hi:i1·as .:i 1o::::;'""'c>: rn;t::imo T-~. ~nlubilide-cl 

TESIS COH 
FALLA DE OR;GEN 



conservando l ~ tr<'!ns;;p¿.rf!nc:j il! mi nií'ln v°"'lor dt:!l pH <en solución 

nl 2%>: 6-7. 

AGAí~: DEXTf''OSI'+. PEPTONA y EXTF'ACTO DE LEVr.our.:11 <Yr>D>. 

de lc:i. L'rdd~,d d..? [11vP;-;lig=ic1r.'>n lnte1-dir..:ipl1n<O\ri.=; par·.:i l::t::; CicncitJS 

dc:.o la Salt•d v de L:t Er!t1i:::.:ici•:.n de l::'I E:c.r.LH_'lJ tJ.:io::ionol.l rJ<? E-.;ludio:o:; 

F'rof-esionilJe::; do l::t2.cal~. 

211 ':f. 

10 9, 

;>e)'"._/. 

Canlenido ~rt peplrinri (como t~J c.1lcul~'lcio como sustancia ser:¿'\: m1 nimo 

ó5·-:, prolei n.:t co<.,gulcJ.Ule: no cJ8tecL:;ble, ceni::as tle sLtl'fato: nr~::imo 

lS'l.., compuP.stas ·fos-fcwados (corno PJ: mA~:irno ............ met~.les pesada;; 

CF'b): mA!:imo 0.(H)5%., c.;ilcic:1: IT''•·:imo O.OO:i~~. Mg. :m.~!:imo 5%, valor 

del pl4 'e11 solución al =x ): 3.5-7.0. 
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rmAllsis de Vñrianzn rílra con¡1ñrar las árcM de Jos picos de los ~cidos 

grasos de Klcl1siel1a oxytoci\ OTCC 13182 creciilft en tres nedios de cullivo. 

UariaJJle: ne ido 1 i\tÍ.r i ca 

rur.nle de Suníl de Grodos de Cui\ilrados Prob,,bi lldad 
varim:ión. cuildri\dos libertad. nedlns. 

trat;,nienlos 18.97b 28.188 3b.191 4.bUBE-13 
error 6b.25J !IR .5bl 
\oh! 107 .227 128 

Medio de No de 
Prueba de Tukcy: 

cultl\>O, datos 

agar Rlll 1.330 so agar 0111 
agar YPD 2.188 58 agar 0111 
agar N11lrilivo J.818 21 agar YPD 

Uariabl~I ncido Mirística 

Fuente de 
variación. 

tralanienlos 
error 
\ola! 

Suna de Grado de Cuadrados 
cuadrados l iberlad. nedios. 

28&9.098 1031.915 
33B.%b 110 2.805 

2188.0Sb 17.8 

vs agar YPD 
us agar Hulrilivo (n.s) 
vs agar Nutritivo 

Probabilidad 

3&8.991 .808E•88 

Medios de Ho de 
Prueba de lukey: 

cultivo. datos 

agar Blll 9.901 58 
agor OHI us agar YPD 

agar YPD lfd!Bb 58 
agar 0111 us agar Nulriliuo (n.s) 

ag.r Hu\ri\iuo b.328 21 
agar YPD us ílgi'lr Nutritivo • 

• = ~ifcrcncia. significativa (-:::,05 , n.s =diferencia no significñlivñ. 
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hnUisis de varianza pl'ra cor1parar las áreas de los picos de los ácidos 

grasos do Klobsiella ox~loca ATCC 13!B2 crecida en tres nedlos de cullh'O. 

Variabl~: neldo pentadecanoico 

Fuente de 
variación. 

trataoientus 
error 
total 

Medio de 
co1Uuo. 

agar Bll1 
agar Hulritiuo 

Snna de Grados de Cuadrados Probabilidad 
cuadri'IJos 1 ibertad. ncd ios. 

25.515 1 25.515 11.750 1.07.r.E-03 
149.729 69 2.170 
175.211 70 

Ho de 
Prueba de luk~: 

o a los 

4.135 50 agar Blll vs agar Nutritivo (n.s) 
3.171 21 

Variable1 ncido 3-l1idroxitetr~decanoico 

Fuente de 
variación. 

tratanientos 
error 
total 

Medios de 
cultivo. 

agar D\11 
agar YPD 
agar Hulriliuo 

Suna Oc 
cuadrados 

115.103 
19UOG 
309.GR9 

1.409 
3.375 
1.202 

G,.do de 
liberlod. 

UB 
120 

No de 
datos 

50 
50 
21 

Ct1i\~ri'ldos 

nedios. 

57 .591 
1.G4B 

31.939 

Prueba do lu~ey: 

agor BH1 us agar YPD 

Probabi liood 

1.Z!BE-12 

agor Blll us agar Hulriliuo (n.s) 
agor YPD us agar Hulrltiuo • 

• = direrencia signirlcaliva i:=.85 , n.s =diferencia no signHicatiua. 
42 



Análisis de varianza para conparar las áreas de los picos de los ácidos 

gr .. os de Klcbsiella oxytoca ATCC 13182 crecida en tres ncdlos de cultivo. 

u~riahle; Acid.o pa.l1-1itoleico 

Fuente de Suna de Grados dr. Cuadrados Prohabilid'd 
variación. cuadrados libertad. nedios. 

tratanien!os 18773.&53 530&.82& 362.580 .000E•80 
error 1753.507 118 14.8&0 
total 12527 .159 120 

Medio de Ho de 
Prueba de lukey: 

cultivo. datos 

agar Blll 2&.217 50 agar Blll us agar VPD 
agar VPD 5.159 50 agar BHI vs agar Nutrltiuo (n.s) 

agar Nutritivo l&.132 21 agar VPD vs agar Nutritivo 

Ua.ria.blet Ocido ois 9-i~ Metilenl1exa.decanoico 

Fuente de 
variación. 

tratanientos 
error 
total 

Medios de 
cultivo. 

agar BHI 
agar VPD 
agar Nutritivo 

Suna de Grado de Cuadrados Probabilidad 
cuadrados 1 iber!ad. ned ios. 

1845.757 2 922.879 34.87& 2.8B0E-12 
3195.749 118 27 .083 
5041.507 120 

No de 
Prueba de lnKey: 

datos 

58.741 50 
agar BHI us agar 'IPD (n.s) 

54.80& 50 
agar BHI vs agar Nutritivo * 

&!.860 21 
agar VPD vs agar Nutritivo • 

•=diferencia significativa ,=.85 1 n.s =diferencia no significativa. 
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Análisis de varianza para conparar las Áreas de los picos de Jos ácidos 

grasos de Klebsiell• o<yloc• OTCC 13182 crecida en lres ncdios de cultivo. 

UariaJJlc: ncit.\o J1eptadecanoico 

Fuente de 
v•ri•clón. 

lralanicnlos 
error 
total 

ttedio de 
ctdlh'O, 

Suna de Grados de Cuadrados 
cu~drados libertad. Mcd ios, 

41.588 41.500 B'l.ól0 
32.023 ó9 .4ó1 
73.óll 70 

No de 
Prueba de !11key: 

d•tos 

Probabilidad 

l.380E-13 

agar Blll 1.520 50 agar Blll vs agar Nnlritlvo (n,s) 
agnr Ntttrilivo 3.197 21 

V ar i i\ JJ I e : ne ido lrans 9, cis 11 ocladccanoico 

Suna de Probabi 1 id•d Fuenle de 
variación. c11adrodos libertad. ncdios. 

tralanientos l!Zll.890 
error 9·1ó.145 
tot.I 12150.035 

Hedios de 
cultivo. 

agar Blll 19. 781 
agor YPD 4.ó15 
agar tlutri\ivo 29.990 

2 
118 
120 

No de 
datos 

50 
50 
21 

5ó05. 915 ó99 .151 .000E•00 
8.818 

Prueba de !11key: 

•9•" BHI vs •gar YFD 
agar BH! vs agar Nutritivo (n.s) 
agar YPD vs agar Nutritivo • 

*=diferencia significativa a:=.05 1 n.s =diferencia no significativa. 
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Análisis de Vi\riil.nza para conparar las a'reas de los picos de los ácidos 

grasos de Klcbsiella o•y\oca OTCC 13102 crecida en tres nedios de cullivo. 

Variable: Ocido octadecanoico 

fuente de 
variaci6n. 

tratanicntos 
error 
total 

Hedio de 
cultivo. 

agar Blll 
agar YPD 
itgar Nutritivo 

SuM dr. Grados de Cuadrados Prohabi lidad 
cu,1drados libertad. ncd ios. 

IJ .109 2 5.551 20.810 l.n5E-0B 
31.450 IJB .2&7 
12.SSB 17.0 

tlo de 
Prueba de Tukcy: 

datos 

l.33B 5B agar Blll vs agar YPD (n.s) 
1.0&0 5B •gar Blll vs agar Hutritivo (n.;l 
2.0BB 7.1 agar YPD vs i\gar Nutritivo (n.s) 

Variable: ncido cis 9-10 ncli Jcnoctadecanoico 

Fuente de 
variación. 

tratil.nientos 
error 
total 

Hedlos de 
cultivo. 

agar Blll 
agar YPD 
agar Nutritivo 

Suna de Grado de Cuadrildos Probabilidad 
ctrndrados libertad. rir.dios. 

5377 .491 2 2GBB. 715 757 .GBB .000E•00 
118 .7BG 110 3.549 

57%.276 120 

Ho de 
Prueba de Tukcy: 

datos 

G.71G 50 
agar Blll vs agar YPD 

19.167 50 
agar Blll vs i\gar Nutriliuo • 

22.215 21 
agar YPD vs agar Nutritivo (n.s) 

* = direrencia significativa (=.05 , n.s = diferencia no signiricatlva. 
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nnUisis de varfonza para conpa.rar los tien¡1os de retención de los 

.leidos grasos de Xlehsiella oxyloca AICC 13102 crecida en !res ncdios de 
cultivo. -----

Variable: Ocit\o la.Úrico 

Fuenle de 
variación. 

trata"ientos 
error 
lolal 

Medio de 
cultivo. 

ogor RHI 
agar YPD 

S11na de Grados de Cuddrados Probabilidad 
cuadrados 1 iber\ad. ned los. 

110.215 2 
3.160 110 

113.&75 120 

No de 
dalos 

42.785 58 
14.&12 58 

55.107 
.029 

1879.435 

Prueba de Tu~cy: 

oyar BllI vs ogar YPD (n.s) 
agar Flll vs ogor Nutritivo (n.s) 

ogar Nutritivo 12.781 21 ogar YPD vs ogar Nutritivo (n.s) 

IJariable: ne ido Mirlstico 

Fuente de Smrn. de Grodo de Cuadrados Probab i lidod 
variación. cuadrados liberlod. nedios. 

tratanienlos 72.171 2 3G.23G 99.919 .088E•80 
error 12.793 118 .363 
total 115.261 120 

Medios de No de Prueba de !ukcy: 
cultivo. dolos 

agor Blll &9.319 50 
agar Blll vs •g•r YPD (n.s) 
agar BHI vs agar Nutritivo (n.s) 

agar YPD 70.680 50 
agar YPD •gar Hulrilivo (n.s) 

agar Nutritivo 60.789 21 
V> 

* = diferencia significativa '(=.05 , n.s =diferencia no significativa. 
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AnAlisis de varianza para conparar los ticnpos de retención de los 

ácidos grasos de Klebsieiia oxytoco ~ICC 13182 crecido en tres nedios de 
cultivo. -----

Variable: ncido pentadecanoico 

Fuente de Suna de Grados de Cuadrados Probab ii id ad 
Vl'.riación, r.nadrc'lños libertad. neñios. 

tratanientos .37'1 .377 5.119 .02ó4 
error 5.052 69 .073 
total 5.429 70 

Medio de No de 
Prueba de lukey: 

cultivo. datos 

ag•r BHI 01.203 50 agar Blli vs a~11r Nutritivo (n.s) 
agar Nutritivo 01.013 21 

u~riable1 no ido 3-J1idroxitetradecanoico 

Suna de Grado de Cuadrados Probabi 1 id•d Fuente de 
variación. cu•drados libertad. ned los. 

tratanlenlos 
error 
tot•I 

Medios de 
cultivo. 

19.0&9 
33.630 
52.699 

ogar Blli 90.001 
agar YPD 90.560 
ogar Nutritivo 99.437 

2 
110 
120 

No de 
datos 

50 
50 
21 

9.535 
.zas 

33.155 

Prueba de lukey: 

3.090E-12 

ogar Dlli vs agar YPD (n.s) 
agar BIH vs agar Nutritivo (n.s) 
agar YPD vs ogar Nutritivo (n.s) 

"= ditercncia significativa (=.ES , n.s =diferencia no significativa. 
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Análisis de varianza para conparar los ticnpos de retención de los 

leidos grasos de Klebsiclla º'yloca AICC 13102 crecida en lres nedios de 
cultivo. -----

Uariahle: Acido 11a.lMit.oleico 

rur.nte de 
variaciifn. 

Suna de Grados de Cuadrados Probabllldad 
cuadrilil.cis libertad. ned íos. 

lri\hnicnlos 4.104 
error 0.401 
tulal 12.&60 

Medio de 
cultiuo. 

•gar BHI 95.&05 
agar YPD 95.929 
agor Nntritluo 95.·1&0 

110 
120 

No de 
dalos 

so 
50 
7.1 

2.692 
.072 

29.890 

Prueba de lukey: 

5,JJGE-11 

agar Blll us agar YPD (n.s) 
agar Dlll us agar Nutritivo (n.s) 
agar YPD us agar Nulriliuo (n.s) 

Uaria1Jle1 ncido cis 9-J.0 Metilenhexac\ecanoico 

monte de 
variación, 

tratanientos 
error 
total 

Medios de 
cultiuo. 

Suna de 
cuadrados 

2.7G9 
1.280 
4.057 

agar Blll 111.970 
agar YPD l!UGS 
agor Nutritivo 111.95G 

Grado de 
liberlad. 

110 
120 

No de 
dalos 

58 
50 
21 

Cuadrados 
ncdios. 

1.305 12G.000 
.811 

Prueba de lukey: 

Prohabi lidad 

.800E•80 

ag.tr Blll vs agar YPD (n.s) 
agar Blll us agar Nutrilluo (n.s) 
agar YPD us agar Nutritivo (n.s) 

*=diferencia siyniricativa (=.85 , n.s = diferencia no signiricatiua. 
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An!lisis d~ varianza para ccnparar los tienvos de relern:ión de los 

ácidos grasos de Klehsiella oxyloc• AICC 13102 crecid• en !res ncdios de 
cultivo. -----

Varia.ble: Acido heptadecanoico 

Fuente de Suna de Grados de C1111drados Proh•hilidad 
variación. cuadrados liherlad. nedios. 

lralanicnlos .933 .933 B.192 5.565E-83 
error 7.BS6 69 .111 
total B.780 70 

Hcdio de tlo de 
Pn1cha de T11key: 

culliuo. dalos 

agar Blll 114.168 50 
agar Nulrilivo 111.217 21 agar Blll us agar Nulrilivo (n.s) 

v ar i ab 1 e: f'tcido trans 9, cis 11 ocladecanoico 

Fuenle de 
uariaci&n. 

SuM rle Grado de Cuadrados Prohahllldad 
cuadrados l iberhd. ned ios. 

lralanicnlos 
error 
total 

Hedios de 
cultivo. 

21.692 
9.322 

31.0H 

•gor 8111 125.58& 
agor YPD 121.635 
•gar Nutritivo 125.156 

118 
120 

No de 
d•los 

58 
50 
21 

12.316 15&.279 .80BE•00 
.079 

Pnmh• de lukcy: 

agor 8111 vs agor YPD (n,s) 
•gor Blll vs agor Nulrilivo (n.sl 
•gar YPD vs agar Nutritivo (n.s) 

*=diferencia significativa (=.05 1 n.s =diferencia no siynificati~·a. 
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nn&I is is de varianza para conparar los lienpos de retención de los 

ácidos grasos de Klebsiell• oxyloea AICC 13182 crecida en \res Mdios de 
cultivo. -----

Ua.ria.ble: nciLlo octatlecanaico 

Fuente de 
variación. 

tralanlenlos 
error 
\ola! 

Medio de 
cultivo. 

agar Blll 

Suna de GNdos de Cuadrados 
cu,1drados liLcrtad. nedios. 

25.1% 12.5911 85.593 
1?.36R 118 ,117 
12.563 120 

No de 
Prueba de lnkey: 

dnlos 

129.192 50 agar 8111 VS agar YPD 

Probabilidad 

.000E•BB 

(n,s) 
agar YPD 120.195 50 agar B\11 vs agar Nutritivo (n.s) 
agar Nutritivo 120.B36 21 agar YPD vs agar Hulrilivo (n,sl 

Ua.ria.hle1 (leido cis 9-10 ncti lcnoctadccanoico 

Fuente de 
variación. 

Suna de Grado de Cuadrodos Probabilidad 
cuadrados libertad. nedios. 

\ralan\enlos 
error 
total 

Medios de 
cultivo. 

51.912 
14.026 
68.998 

agar Blll 141.052 
agar YPD 139.&33 
agar Hulriliuo 110.861 

110 
120 

No de 
dalos 

!i0 
50 
21 

27 .10& 231.231 
.119 

Prueba de Ttlkey: 

agar 8111 vs agar YPD (n.sl 
agor B\11 us agar Hulrlliuo (n.s) 
agar YPD us agar Nutritivo (n.sl 

•::diferencia significtllivll c.=.85 , n,s =diferencia no significalh1i1.. 
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lNWO 
AU :io-SH 

1- Acetil CoA+C0 2 +~¡¡5!j,,~o~,Jn~HH!):i~nalonil CoA+M!lordl CoA:A~f~ tl!lon1l-Aa 
o'IO·Slf 

Z- Acetil Coi:i+Acetil tnnH•:il!S! CMi:ACf ~ Ace~il-~·:f' 
C01UH 

r.ormErlSAClOll 
1\1'.ViH+l'.0 

3- Malonil-HCf'tAcetíl-f1CF+3 Jeto1cil-ilCP s1ntetHa __ ._! Act-toJ·:et11-ACP+J letoit1l-ACi' ndu.:hn 
H

0

rni:.op1 -H o N .. tHA[llH 

~ D<->J hictroxi!cil-ACP d~hi\1n.n ~-:: ~~g~~·1~~Au·~¡~J.~~tHJ)~ Sutiril-~CF+HSCoA 
+H

2
0 :::::;::::::::: f ~l: ri 1-r,.:¡¡')+HSA•:f +coi! t 2rr11 IHlú 

ALARGMl!EflTO DE LOS A1:IMS GhM3"0S $"TUF.ADOS 

FORMCIO~ I•E L05 A(Jr·OS GilASOS ill:ililJ;iADOS Csisteru anaerobio) 
TFUH.oH1 -fl20 

5- Acid,;i od:inotN•C2 -)Acido 3 ht~do;iono1co-->D J hidro~id!r.anoicoB,1--~¡:¡.;ido 3 c1s denncico+JC2 
Ac1fo el:: 9 l1exadecario1co•1C2-->AciJo cis 11 octadecanoico TPl11"+1<• 

€- M.;ido ochno1co+':?-Jlic1do d€•:ir.otco+C 2-->Acido 3 i!todod!cano1co --)0 3 h1drond1Jecannco B.1 
·HiO 

-->Acido cis 3 dOJdecancico+ZC!-Hlcido cis 7,8 hevadeoMico+Cz-->Acido els ? o.:t~deci;.otco 

(síst~m. aerobio) 
O TPUH 

7- Ac1dó palMft1co l' Acide NIMitoleico -----) 
~CJ[IO O~Mtr1t11lO 

o rrnH 
S- Acido Hteanco l' 

----->Ac.h.lo chico 
q~Jt!O OXililUAM 

FORMACIO:l DE ACIDD5 CJCLOFROFA/105 _,. 
9- Acido F!lMitoJl'icot!denuíl---> A·::IJo cis 9, 10 rietilenhexadtcano1co+idenosil 

10-ACHio tnns 9 o cis 11 octadecanoieo•~dfnosil -11• 
-->Acido cis 9, 10 t1ftihncd3decenoico+ad!nosil 

Reacciones de h biosinhsis de los leido:; grasos de bacto?riH. 
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CROMl\TOGl!l\Ml\S Gl\S-LIQUIDO DE LOS l\CIDOS GRl\SOS 

DERIVADOS DE Klebsiella oxytoca ATCC 13182 

CRECIDI\ EN l\Gl\R NU'rRITIVO. 

52 



• RUtl 1 JAH :¡, 1991 1713711:1 

START 

:s.~ 11 

6.640 Cl2:0 

to. 202 Cl4:0 
10. 781 

13. 08 3 Cl5:0 

Cl4: O 3-011 

28.229 

STOP 



• ftUli 1 FEB 1· 1991 13152151 

START 

)o.. 11. 126 

?- 11. 003 

::- 12. 636 

r=--- 13.938 

r 15.0;"1 

l.'.1 ¿:u 

13. 006 Cl5:0 

Cl4: O 3-0ll 

10, 775 Cl4:0 

Clfi•l !9 1 !fj..¡;,~ 

/ 
Cl6:0 

;;;;;;::::::::::~=::~~==~:;:~======o=-::=================-Lo~:~~~OJ 
~ 17.785 Cl7:0 

2(t. 060 ClB:O 

/ 
Cl9:0D. 

21. 928 



., RUH • FES S. l9~l lJt4ZHl'1 

SlART 

F--- 10.011 

~., 
e 13.095 Cl5:0 613 .. 943 Cl4:0 3-011 

28. 253 

STOP 

Cl4:0 

Cl9 :Ol'.I 



+ RUt• 1 10 FEB 7• l'i''H l!i1Cl71J9 

STl"IRT 

--- 6.6-16 

10. 205 

13, 9J!i 

~736 

~ :,•·;.',' 

26, 1 Zl 

S OP 

Cl2:0 

13. 096 

Cl4:0 3-0H 

17. 79Z 

20. 076 Cl8:0 

Cl4 :O 

c"'1°'1=,=oo========='Cl..7-~.o'i"1. "'aa 

Cl9: 06 
' 21, ~-40 



• RUH 1 FED a, 1991 12'1l1 43 

START 

~r"fljii~, .~. ~.~m. rn~;:ul;~ ... - ~~~"º ~ '·"' - =~ ""' 

7. 4 13 

11), Z36 

l l. ~26 

zs. 540 

Z6~~b~4S 

2a. 2et:. 

STOP 

6, 669 Cl2:0 

Cl4 :O 
10. e 1 a 

13. 1 Z•1 Cl5:0 
Cl4:0 3-011 



• RUtf t 

START 

FEB e, 1991 13124125 

11. 619 

13.117 ClS:O 

1 J. 965 Cl4:0 3-011 
Cl6:1 (9 cis) 

14. 9?0 

Cl6 ~O=t==' 15.~49 

--·----,,-,-,--;-;---· c11: o ---------·-------= cl7,: ~ ~ '" 

20. 101 ClB:O 

STOP 

610:1 9,11 
¡ci, :543 

cis 



• PUH 1 

START 

10. 23'l 

11. 919 

12. 661 

26, 137 

STOP 

FEO S, 1991 1-41(10122 

13. 112: 

17. 907 

.20. 092 ClB:O 

1o.801 
Cl4 :O 

ClS:O 

Cl7:0 

Tf ~~!S cr N 
FALLA LE ORlGEN 

21. ':150 

619: º"' 



G.6~0 Cl2;0 

Z6, 128 

STOP 

- ·- · - Cl 7:0 
17. 80:1 

-=----=----
Cl6:0 

l:Ui 

10. 794 CH:O 



• RU/f • FEB a. 1991 1~11312:1 

START 

Cl2:0 

1ti.7SS Cl4 :O 

11. 003 

J J. 096 CJ.5:0 

- 13.940 Cl4:0 3-011 
Cl6:1 (9 cis) 

'~~~~~~~~----~--- ... - 14.949 
ciG:O/ 15,:Jt5 

17.706 Cl7:0 

21. ':it 6 
Cl9 :O~ 

STOP 



+ RU!l 1 

ST~RT 

FEB 9, 1991 16102149 

-===r----------~= l: m 

6.647 Cl2:0 

10. 2 llJ 

13, 939 Cl4:0 3-0l! 

17. 797 

Cl8:0 

25. 51 '!I 
26. 126 

STOP 

ClS:O 

Cl7:0 

JO, 792 Cl4 :O 

Cl7:01' 
·----===1 1;,437 

clB:l 9,11 cis 
1?. '!159 



CROMllTOGRl\Ml\S GAS-LIQUIDO DE LOS llCIDOS GRASOS 
DERIVADOS DE Klebsiclla oxytoca ATCC 13iB2 

CRECIDll EN l\GllR Blll. 
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• RIJll 1 FEB 14, 19~1 17154111 

STAP.T 

- 6.625 Cl2:0 

- 10.172 

[ 

S OP 

1 '.L O~O Cl5:0 
Cl4:0 3-011 

Cl4:0 

Zl. 9:"J7 Cl9 :OC. 

C16:1 (9cis) 
1•1. 900 

Cl6:07-• i~.464 



,¡. RUll ti FEB 1 ~' 

ST•RT L - ,.-
-- - ~~ 

- 2.373 2 ' 

6. 62;' Cl2:0 

2 0.0Z6 ---w,o 
21. 106 

2 1. B64 

65 

-=·1:m 

t:l y: OL::.. 

Cl4 :O 
10. 7'50 

cis 



+ RUI/ 1 10 FED l5, 1991 17150136 

6,631 Cl2:0 

JO, 1 tl2 

11. 770 

L 
F--~0 .. 21 
Lll.110 

Cl7:0 

ClB:O 

TOP 

21. 0'5G 

10. 750 Cl4:0 

.f.L§..;J ... JJ_s. i ~ ! . a 1 o 

Cl~~c;=r-=i 15.>4;'5 

CI 7 :Ol> 
·--====~·' 17.340 

clB:l 9,11 cis 
~~~~~~~~~-"":..:..:..:..~ 19.459 

Cl9:0.6 



+ RUH • 11 FES 1!5• 1991 1912;13.z 

STf'lRT 

--L 
[§~ .. ~,-q~~~~,,;;;;, .. "";.;""m;"'n;;;;;,,~~~~~~===···q'·Í!m 

t..59? Cl2:0 

10. 16:: 

11,7:SO 

E IJ,094 

t=:}3. 025 

STOP 

Cl4:0 3-011 

Cl7:0 

21. 05!5 

10. ;'J4 Cl4:0 

13.1)45 Cl5:0 

t 9 .-H 4ClO:l 9,11 cis 

Cl9: Ob. 



., P:Ull 11 13 FEB 1 ,, l9~1 1-:i1391~H 

STAIH 

3, 905 

6. t7a 
Cl2:0 

lCt. 17;' 

TOP 

(:G 

2, ZO? -i, .. m-·""'~ 11m 

/ 
Cl4:0 

.-.-~----·-··-----------

TESJS CC:N 
FAl.LA LE ORiGEif: 

Cl 9: Ob 



• t.H 1 

Hlll 

RUtl • 
STAIH 

FEB 10. 1991 111331 02: 

-L ----· 
69 

[
-~ '""'u"" 

G.63'5 Cl2:0 

[ 

Cl4 :O c~1º;,,'.!·1 .. :__ ________ _;__ 10., .. 

~ 13 .1.'171 Cl5:0 

Cl4: O 3-011 

nio OF SIGllAL 

-~-~6 :1J,91~~856)4 

ClG:o.f-"' 1s.5se 

Cl 7: Oú 
·-~============··· t;'. J'Jfl 

Zl.SB? Cl9:0l> 



t RUH • 

START 

ll. 7.17 

FEB 21• 19'H \2146Hl7 

13. '117 Cl5:0 

Cl4:0 3-011 

lrJ. 7 t 2 Cl4:0 

'.:==='==========~~::=-;;=-;;:;~-:=;;~".._~ __ -_~ ... -===--;;-= .• ~ _ ________:-·~--=-======, :~:::~ 
Cl6:0/ 

>========~-~---~-~------ -=~·~~~--~~~~-~~-~-~-~-__ ___c17,:_qi¡¡, 
t7.699 Cl?:O . 

ClB: l 9, 11 cis 
19. 405 

19. 9QO Cl8 :O 

21.9{19 Cl9 :O.C,. 

TOP 



STnRT 

.3 .::. , , .. , 1979 
2. 3.;5 

6.6t4 Cl2:0 

in. 714 

ll.741 

t3.nt7 Cl5:0 
Cl4: O 3-011 

71 

.. ';, 

Cl4 :O 

C16:1 (9 cis) 
14. :"62 

;=====~-~~==~=~~- cÍG:-~ ''·••• 

Cl7:0L\ 
------- l7.27~ 

Cl7:0 

t?, 4011 Cl8:1 9,11 cis 
19. 9;'i' ClB:O 

?.l.9'15 Cl9 :OL:> 

~TOP 



1' F'IJU • 

SlART 

0>.'591 Cl2:0 

tO.ll4 

Fll.712 r=------ 13. 000 e lJ.A;>.2 c14:0 3-011 

Ó7:0 

ClO:O 

Cl4 :O 

Cl5:0 

¡Cl6:1 (9 cis) 

¡ClB: l 9, ll 

Cl 9: O 6. 

. TrSJS CON 1 
f AU.A rE ORiGE!_j 

Cl7:06 
.. t7 • .269 

cis 
19.190 



+ l<'IJll. FEB 27, 1"3?1 1415~102 

Sli"IPT 

<t. .'O':. ..,,~.,, 

~- :'359 

Cl2:0 

e 10.120 

Cl4:0 3-0ll 

ClB:O 

$TOF' 

1.~o 

Cl4:0 

ClS:O 

¡Cl6:1 ( 9 cis) 
-.==-:-.~=~~··..,...·""'"'T'll ____ ....... _._..... t 4. 750 

=============-:--. l'L41;' 

Cl6:0/ 

Cl9 :06 

cis 
l>;l.11:14 



CROMATOGRAMAS GAS-LIQUIDO DE LOS ACIDOS GRASOS 

DERIVADOS DE Klcbsiclla oxytoca ATCC 13182 

CRECIDA EN AGAR YPD. 
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~ PU!i 11 lO JUll ~R. 1991 l514Sl:i0 

START 

-\-
':;;;;¡¡;~~ .. ;?<"~~~~,========~================================~~ 

2:. 726 

;:-.n7 Cl2:0 

l l. ~3~ Cl4:0 

;?2. 74S Cl9 :OD. 

l1Ut 



• RUll 1 11 JUU 213, l'il'H 16121132 

Sli"lRT 

-\ 
':;:;;::;;:,~.~~.~,~.sro================--=--=--~'='=--=--=--~~~~~~~~~ 

2. 726 

Cl2:0 

IR. ")7!i 

11. :¡3;> Cl 4: O 

12. :i9!'.i 

Cl4:0 3-0H 

1-~-ñ-~~-~~~~~-----==~~.....-. 

l 1 ... 

''"'· 2aa 

F " "' """ •,H oü 

·-------~~a."" 

2"·ª~!. ClB:O 

22. llna 

Cl 9: O L; 



7. 297 Cl2 :O 

Hl. ~70 

t t. S3'S Cl4 :O 

14 .77' Cl4: O 3-0fl ¡Cl 6: O 
___ t'5.b·I~ Cl.6:1 (9 cis) --=~-·--~ ili.2a~ e;::~~~=-===~=-=--·~~ 

[ -· - . 1cl 7: O<'.:'> 
1a. 1?1 

9 ,11 cis 

22. 7~1 Cl9:0b. 



.., RUll 1 10 JUL 1, 1?')1 17126144 

SHIRl 

12. Z72 

[ 20,ns 

21). ;¡7:;; 

Cl2:0 

1 t. 521 

Cl4:0 3-011 

ClG:l (9 cis) 

ClB:l 9,11 cis 
ClO:O 

22 .1ia Cl9:0l> 

/8 

'·'" 

Cl4:0 

Cl7:06 



• RUll 1 
START -, 

~-<="~:::::::•.=,.=.1~=J=a=·========2r.~o=,T,===============================:;_7.~uffiab<'"' '·''' 
2. 733 

l l. !:016 Cl4 :O 

1•1.7S2 C14:0 3-0ll 

LL;,=.==:=_:::::::·=·=--=·=~~_,~--~-=-=-~.=-~c=~~6-:_l._l_9_c_1_· •_> ____________ ..,./_c_l 7:,:~;: 
ClB:l 9,11 cis 

22. 725 

ESTA 
SiUiR 

Cl9:0L> 

TESIS 
BE LA 

NO DEBf 
BIBl.IOTECA 



* PU!f • 
START 

'•·'.:'I Q8i!. 

Cl2:0 

1 t. 425 

CH: O 3-011 

Cl4:0 

'::=====~'~º=·=''='~~-c_1_6=:=1~(=9~c=i=s-)~-·~~~~~~.LC16:0 

2íl.7!5'J 

~TOP 

ClO:l 9,11 cis 
ClB:O 

22. t.10 Cl9:06 

, .... 

·- 1,;., 1s1 

¡Cl7:0.ó.1a.0:-;4 



.. RUll 1 

STAIH 

JUL t7. 1991 1'51ol9109 

7. l76 

12. 416 

Cl2:0 

11. Ja!: 

Cl4: O 3-0I! 

Cl6: l 19 cis) 

Cl8:1 9,11 cis 
ClB:O 

, .... 

Cl4:0 

¡Cl.6:0 
'"' 1 f.. ltO 

ta. 014 

Cl9 :O;:,. 



Al.111 • 

SHill:f 

-· lo fll 

z. 7trn 

'·"' Cl2:0 

l 1. 334 Cl4:0 

- t;'.!. 416 

14. 6(H1 CH :O 3-011 

15. 47¡:¡ Cl6:1 (9 cis) ¿Cl6:0 

[ '"·'" ·----
16. 1 t t 

Cl 7: Oll. 

~ >•·"" 

111. a1" 

ClB:l 9,11 cis 
:rn. 711' ClB :O 

22. 571 Cl9 :O ll. 



• RUtl 11 JUL 18, 1991 "'37110 

START 

--·L ~ ,., 
e= dsf§<=n.; ___ _ 

2, 334 
2. 687 

7,174 Cl2:0 

10. 812 
11.384 Cl4 :O 

12, 417 

Cl4:0 3-011 

15.477 Cl6:1 (9 cis} 

TOP 

ClB:l 9,11 cis 
ClB:O 

.?2. S68 Cl9:0 l> 

16, IO!i 

Cl 7 :Ol> 
1 o. (109 



+ RUll 11 
START 

10 JUL l9o 19il 14127112 

2.un---

7,156 Cl2:0 

111. 792 

~~~:~-
l l. 363 

Cl4 :O 

~ l4.077 Cl4:0 3-011 

~-456 Cl6:1 (9 cisl 

[16.919 ,. 

[ 20.120 

20. 699 

STOP 

ClB:l 9,11 
ClS:U 

22. 552 

cis 

Cl9 :O A 

, .... 

Cl6:0 
16. 077 

Cl7:06 
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