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1 RESUMEN 

La cromatografía de gases, en especial la de ácidos grasos 

celulares, es una herramienta muy útil y eficaz que cada día es 

más usada entre los taxónomos bacterianos para resolver los 

problemas de identificación y clasificación de las especies 

microbiológicas. Esta técnica provee mayor información que las 

bioquímicas tradicionales, se realiza en menor tiempo y a menor 

costo, reduce el número de personal del laboratorio, cantidad de 

materiales, reactivos y sobre todo reduce el error humano. 

Para aplicar dicha técnica a los campos de la ecología 

ambiental, microbiología, ingeniería sanitaria, industria 

alimentaria, clínica, etc., y resolver los problemas de 

identificación bacteriana, es necesario contar con un banco de 

datos con los perfiles cromatográficos de los ácidos grasos 

celulares del mayor número posible de especies provenientes de 

diversas fuentes y áreas 

La familia Enterobacteriaceae está formada por varios de géneros 

de importancia médica y económica. A pesar de ello y de los 

estudios de homología de ADN, existe gran controversia para la 

ubicación y subdivisión taxonómica de las enterobacterias. 

El análisis cromatográf ico de lípidos bacterianos podría 

representar una alternativa, para establecer relaciones y 

diferencias taxonómicas que ayuden a resolver éstos problemas. 

El presente trabajo es una aportación a este banco de datos, cuyo 

objetivo fué establecer el perfil cromatográfico de los ácidos 

grasos de Klebsiella ozaenae, enterobacteria patógena oportunista, 

que provoca en el ser humano infecciones graves como rinitis 

crónica, atrófica y fétida. Ocurre también en emfermedades 

respiratorias, urinarias, bacteremias, meningitis, lepra, 

septicemia, infecciones del colon y sangre, que pueden ser 

mortales. 

El perfil cromatográfico quedó establecido por 13 ácidos grasos 

cuya presencia y concentraciones son características para esta 

especie. 
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1 RESUMEN

La cromatografía de gases, en especial la de ácidos grasos
celulares, es una herramienta muy útil y eficaz que cada día es
más usada entre los taxónomos bacterianos para resolver los
problemas de identificacion y clasificacion de las especies
microbiolögicas. Esta técnica provee mayor información que las
bioquímicas tradicionales, se realiza en menor tiempo y a menor
costo, reduce el número de personal del laboratorio, cantidad de
materiales, reactivos y sobre todo reduce el error humano.
Para aplicar dicha tecnica a los campos de la ecologia
ambiental, microbiologia, ingenieria sanitaria, industria
alimentaria, clinica, etc., y resolver los problemas de
identificacion bacteriana, es necesario contar con un banco de
datos con los perfiles cromatográficos de los ácidos grasos
celulares del mayor número posible de especies provenientes de
diversas fuentes y áreas

La familia Enterobacteriaceae está formada por varios de géneros
de importancia médica y economica. A pesar de ello y de los
estudios de homología de ADN, existe gran controversia para la
ubicacion y subdivisión tazonomica de las enterobacterias.
El análisis cromatogrãfico de lípidos bacterianos podria
representar una alternativa, para establecer relaciones y
diferencias taxoncmicas gue ayuden a resolver éstos problemas.

El presente trabajo es una aportación a este banco de datos, cuyo
objetivo fué establecer el perfil cromatografico de los acidos
grasos de Klebsiella ggagnae, enterobacteria patogena oportunista,
que provoca en el ser' humano infecciones. graves como rinitis
crónica, atröfica y fétida. Ocurre también en emfermedades
respiratorias, urinarias, bacteremias, meningitis, lepra,
septicemia, infecciones del colon y sangre, que pueden ser
mortales.
El perfil cromatográfico quedó establecido por 13 ácidos grasos
cuya presencia y concentraciones son características para esta
especie.
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2 INTRODUCCION 

La cromatografia es un método de separación de mezclas y 

sustancias. Este método tal como se practica actualmente fué 

establecido por Michael Tswett (1872-1919) botánico ruso quien 

publicó en 1906 el uso de ésta técnica para la separación y 

aislamiento de los pigmentos clorofilicos, verdes y amarillos, 

gran parte de la nomenclatura cromatográfica se debe a él (53) 

(58). 

Desde entonces la cromatografia ha sufrido un sinnúmero de 

modificaciones, que aunadas al desarrollo tecnológico y comercial, 

nos permite contar con una herramienta de gran utilidad, en una 

amplia gama de aplicaciones, que para algunos autores es casi 

ilimitada, (58) (22) (54). 

En la clasificación más general de la cromatografia tenemos 2 

divisiones, 1) La cromatografia de gas y 2) La cromatografia de 

liquido o solución, pero la combinación de estas dos 

divisiones y tomando en consideración los tipos de fase 

estacionaria, dan como resultado la cromatografia: gas liquido, 

gas sólido, liquido liquido y liquido sólido. Existen otras 

subdivisiones en función al tipo de columna, tipo de separación, 

etc. (58) (57) (47). 

La cromatografia 

prometedor para 

gas liquido, es un campo tan activo como 

la investigación en diferentes áreas. En 

laboratorios tanto cientificos como industriales y comerciales 

se presentan y desarrollan constantemente nuevos avances en el 

diseño y construcción del cromatógrafo y sus elementos, as! como 

de sus aplicaciones. (53) (24) (32) (41). 

La quimiotaxonomia es una disciplina que se apoya en diferentes 

métodos como la e~pectrofotometria de masas, la espectrometria en 

el infrarrojo, la electroforesis, la cromatografia de gases, la 

cromatografia de liquidos, etc, para resolver uno de los problemas 

más complejos de la microbiologia moderna: la identificación y 

clasificación de los microorganismos. Para ello el taxónomo 
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La cromatografía es un metodo de separacion de mezclas y
sustancias. Este método tal como se practica actualmente fue
establecido por Michael Tswett (1372-1919) botánico ruso quien
publicó en 1906 el uso de ésta técnica para la separaciün y
aislamiento de los pigmentos clorofílicos, verdes y amarillos,
gran parte de la nomenclatura cromatogrãfica se debe a el (53)
(58).
Desde entonces la cromatografía ha sufrido un sinnúmero de
modificaciones, que aunadas al desarrollo tecnologico y comercial,
nos permite contar con una herramienta de gran utilidad, en una
amplia gama de aplicaciones, que para algunos autores es casi
ilimitada, (58) (22) (54).

En la clasificación más general de la cromatografía tenemos 2
divisiones, 1) La cromatografía de gas y 2) La cromatografía de
líquido o solución, pero la combinación de estas dos
divisiones y tomando en consideración los tipos de fase
estacionaria, dan como resultado la cromatografía: gas liquido,
gas solido, líquido liquido y líquido sólido. Existen otras
subdivisiones en función al tipo de columna, tipo de separación,
etc.(5$) (57) (47).

La cromatografía gas líquido, es un campo tan activo como
prometedor para la investigación en diferentes áreas. En
laboratorios tanto científicos como industriales y comerciales
se presentan y desarrollan constantemente nuevos avances en el
diseño y construccion del cromatógrafo y sus elementos, así como
de sus aplicaciones. (53) (24) (32) (41).

La guimiotaxonomía es una disciplina que se apoya en diferentes
métodos como la espectrcfotometría de masas, la espectrometría en
el infrarrojo, la electroforesis, la cromatografía de gases, la
cromatografía de líquidos, etc, para resolver uno de los problemas
mas complejos de la microbiología moderna: la identificacion y
clasificación de los microorganismos. Para ello el taxünomo
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bacteriano tradicionalmente necesita realizar gran número de 

pruebas bioquímicas, serológicas y genéticas, además de considerar 

morfología, fisiología y cultivo del microorganismo; proceso que 

consume mucho tiempo de trabajo en el laboratorio, material, 

presupuesto, etc. y produce un cúmulo de información que no 

siempre puede ser procesada en su totalidad por falta de tiempo y 

de aplicación práctica (22) (26) (25) (2) (23). 

Existen en el mercado algunos métodos por micropruebas como el 

API 20E que es un sistema de identificación comercial, que se basa . 

también en las propiedades bioquímicas de los microorganismos. La 

identificación por esta técnica sigue siendo complicada, ya que 

es necesario realizar pruebas complementarias a este sistema (30). 

Los métodos quimiotaxonómicos permiten obtener información 

cualitativa y cuantitativa de los microorganismos, de su 

composición química, metabolitos y estructura celular y no sólo 

información binaria como la de los métodos tradicionales (15) 

(14). 

Todas las células bacterianas tienen una composición química muy 

si mi lar, el agua representa el 90% de la biomasa ( 52) ( 54) y sus 

componentes principales son el carbono, hidrógeno, nitrógeno, 

fósforo, azufre, calcio, cloro, manganeso, magnesio, potasio, 

sodio y zinc. La detección de componentes únicos y la medición 

de la concentración relativa de sustancias comunes, se usa cada 

vez más en la identificación y clasificación de bacterias, amibas, 

hongos y algas (10) (41) (8) . 

La cromatografía gas liquido ofrece varias ventajas en comparación 

con los métodos tradicionales de análisis pues permite separar 

mezclas complejas de gran variedad de sustancias, como 

aminoácidos, carbohidratos, ácidos grasos, etc, reduce el tiempo 

que si puede de proceso total y proporciona información 

procesarse numéricamente. A través de ella se obtienen los 

patrones cromatográficos, patrones que usualmente son específicos 

para géneros y especies (34) (15). También se reduce el error 

humano que implica una técnica manual (19) (2) (32). 
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también en las propiedades bioquímicas de los microorganismos. La
identificación por esta tecnica sigue siendo complicada, ya que
es necesario realizar pruebas complementarias a este sistema (30).

Los metodos guimiotaxonómicos permiten obtener información
cualitativa y cuantitativa de los microorganismos, de su
composición quimica, metabolitos y estructura celular y no sólo
información binaria como la de los metodos tradicionales (15)
(14).

Todas las células bacterianas tienen una composición química muy
similar, el agua representa el 90% de la biomasa (52) (54) y sus
componentes principales son el carbono, hidrógeno, nitrógeno,
fósforo, azufre, calcio, cloro, manganeso, magnesio, potasio,
sodio y zinc. La detección de componentes únicos y la medición
de la concentración relativa de sustancias comunes, se usa cada
vez más en la identificación y clasificación de bacterias, amibas,
hongos y algas (lo) {41} (B).

La cromatografía gas líquido ofrece varias ventajas en comparación
con los métodos tradicionales de análisis pues permite separar
mezclas complejas de gran variedad de sustancias, como
aminoácidos, carbohidratos, ácidos grasos, etc, reduce el tiempo
de proceso total y proporciona información que si puede
procesarse numéricamente. A través de ella se obtienen los
patrones cromatográficos, patrones que usualmente son específicos
para géneros y especies (34) (15). También se reduce el error
humano que implica una técnica manual (19) (2) (32).
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En las áreas de clinica, calidad del agua, industria alimentaria e 

ingenieria sanitaria, se busca simplificar y acelerar la 

identificación, pues el tiempo de obtención de resultados es 

importante para decidir la acción a tomar. 

La técnica de cromatografia de gases utilizada en este trabajo se 

basa precisamente en el análisis de un componente: los lipidos. 

Los lipidos (principalmente los fosfolipidos) forman parte de las 

paredes y membranas celulares. Los ácidos grasos son pozos de 

energía y propagadores de energía, de importancia taxonómica. Son 

insolubles en agua y solubles en solventes orgánicos como el 

cloroformo, acetona, alcohol, hexano o benceno (14) (6). 

Los lipidos y los ácidos grasos celulares están presentes en todas 

las bacterias, su análisis por cromatografia de gas-liquido en 

especial de los ácidos grasos y sus ésteres metilicos ha sido 

estudiado más que cualquier otro tipo de componente quimico (11) 

(5) (10) (49) (42) y es considerado por diversos autores como una 

herramienta eficaz y con gran futuro en la taxonomia bacteriana 

(22) (5) (10) (41) (15) debido a las siguientes consideraciones: 

- Están presentes en todos los microorganismos con excepción de 

cierto tipo de virus. 

- La composición de los ácidos grasos celulares es muy estable 

genéticamente y su análisis cromatográf ico es comparable en 

resultados al de homología de ADN. 

Las mutaciones simples no alteran la composición de los ácidos 

grasos celulares. 

Las clases de lipidos han sido aisladas y analizadas por 

separado. Han sido objeto de análisis en estudios metabólicos. 

- Se usan con fines taxonómicos de identificación y clasificación 

rápida, pues cada perfil cromatográfico es como una huella 

digital especifica para géneros y especies (4) (17) (34). Las 

caracteristicas de los lipidos y del método cromatográf ico nos 

promete un análisis seguro, exacto, reproducible, cualitativo, 

cuantitativo y rápido (19). 

4 

En las areas de clínica, calidad del agua, industria alimentaria e
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En la actualidad, no existe un método estandarizado y reconocido 

mundialmente para la extracción de lipidos bacterianos, se aplican 

una gran variedad de técnicas (17) (10). 

Generalmente los métodos liberan los ácidos grasos de los lipidos 

saponificables y son los ésteres metilicos de estos ácidos grasos 

los que sirven para indicar la presencia de dichos lipidos (6) 

(40) (45) (35). 

En México la aplicación de la cromatografia de gases como técnica 

para la identificación de enterobacterias por análisis de sus 

ácidos grasos, es muy reciente (46) (48) (28) (29). 

En la ENEP-Iztacala de la UNAM, a través del Proyecto de 

Conservación y Mejoramiento del Ambiente (CyMA), se viene 

desarrollando desde 1985 la implementación y estandarización de 

una técnica cromatográfica para la elaboración de un banco de 

datos que favorezca la identificación más expedita de algunas 

bacterias responsables de la calidad del agua, utilizando el 

perfil cromatográfico de sus ácidos grasos. El proyecto fué 

apoyado en su primera fase por el "CONACyT" y se mantiene un 

convenio de asesoria con el Instituto de Investigaciones del Agua 

en Praga, Checoslovaquia, a través de los Doctores Hausler y 

Richter, especialistas a nivel mundial en el tema. Por otro lado 

en México se cuenta con el asesoramiento de los M. en c. Santiago 

Capella, Francisco Rojo y Carmen Labastida especialistas en 

cromatografia de gases en la División de Posgrado de la Facultad 

de Quimica de la UNAM. 

Para utilizar esta técnica como método de identificación es 

indispensable contar, en primer término, con los perfiles 

cromatográficos de bacterias tipificadas. De ahi la importancia 

del presente trabajo, que se propuso obtener el perfil 

cromatográfico de Klebsiella ozaenae. Esta bacteria pertenece a la 

familia Enterobacteriaceae (Abel, 1893) y es considerada no 

como una especie, 

estudios de su 

sino como subespecie de 

ADN que demostraron que 
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En la actualidad, no existe un metodo estandarizado y reconocido
mundialmente para la extracción de lípidos bacterianos, se aplican
una gran variedad de tecnicas (17) (10).

Generalmente los métodos liberan los ácidos grasos de los lípidos
saponificables y son los esteres metílicos de estos ácidos grasos
los que sirven para indicar la presencia de dichos lípidos (E)
(40) [45] (35).

En Mexico la aplicación de la cromatografía de gases como técnica
para la identificación de enterobacterias por análisis de sus
acidos grasos, es muy reciente (46) (48) (23) (29).

En la ENEP-Iztacala de la UNAM, a través del Proyecto de
conservación y Mejoramiento del Ambiente (CyHA), se viene
desarrollando desde 1985 la implementación y estandarización de
una técnica cromatográfica para la elaboración de un banco de
datos que favorezca la identificación más expedita de algunas
bacterias responsables de la calidad del agua, utilizando el
perfil cromatográfico de sus ácidos grasos. El proyecto fue
apoyado en su primera fase por el "CONACyT" y se mantiene un
convenio de asesoría con el Instituto de Investigaciones del Agua
en. Praga, Checoslovaquia, a través de los Doctores Häusler' y
Richter, especialistas a nivel mundial en el tema. Por otro lado
en Mexico se cuenta con el asesoramiento de los M. en C. Santiago
Capella, Francisco Rojo y Carmen Labastida especialistas en
cromatografía de gases en la División de Posgrado de la Facultad
de Química de la UNAM.

Para utilizar esta tecnica como método de identificación es
indispensable contar, en primer termino, con los perfiles
cromatográficos de bacterias tipificadas. De ahí la importancia
del presente trabajo, que se propuso obtener el perfil
cromatográfico de Klebsiella ozaepae. Esta bacteria pertenece a la
familia Enterobacteriaceae (Abel, 1893) y es considerada no
como una especie, sino como subespecie de K. pneumoniae por los
estudios de su ADN gue demostraron gue ambas junto con
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K· rhinoescleromatis pertenecen al mismo grupo (33) (18). 

Este microorganismo es de interés clinico, ya que causa 

enfermedades del tracto urinario, neumonias, atrofia fétida de las 

mucosas nasales, produce daño irreversible de tejido, es patógeno 

oportunista y de actividad variable (44) (33). 

Es importante el diagnóstico clinico temprano de neumonias 

producidas por bacilos Gram negativos oportunistas, para 

administrar una terapia preventiva y efectiva, pero los "métodos 

rápidos de diagnóstico" que se basan en pruebas bioquimicas 

y serológicas tardan varios dias ( 1 ó 2, para el aislamiento 

e identificación, o para su detección por inmunoelectroforesis) 

(9) (44). El método de cromatografia de gases puede dar resultados 

en unas horas. 
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Este microorganismo es de interes clínico, ya que causa
enfermedades del tracto urinario, neumonías, atrofia fétida de las
mucosas nasales, produce daño irreversible de tejido, es patógeno
oportunista y de actividad variable (44) (33).

Es importante el diagnóstico clínico temprano de neumonías
producidas por bacilos Gram negativos oportunistas, para
administrar una terapia preventiva y efectiva, pero los "métodos
rápidos de diagnóstico" que se basan en pruebas bioquímicas
y serológicas tardan varios días (1 ó 2, para el aislamiento
e identificación, o para su detección por inmunoelectroforesis)
(9) (44). El metodo de cromatografía de gases puede dar resultados
en unas horas.

6



3 ANTECEDENTES 

La cromatografia de gases se considera en la actualidad una de las 

herramientas más importantes en el campo de la investigación 

científica y tecnológica. 

La utilización de la forma gas liquido, tiene su inicio en 1952 

cuando Martin y James, obtienen por primera vez la separación 

de algunos ácidos grasos volátiles, (53) (25) (24). 

En 1954 N.H. Ray, demuestra la posibilidad de extender el campo de 

aplicación de esta técnica, a la investigación de muchas especies 

orgánicas e inorgánicas. A partir de 1955, se observa un avance 

vertiginoso de la cromatografia de gases, ampliándose 

constantemente sus aplicaciones, aumentando la investigación 

teórica, técnica y de aparatos nuevos para su instrumentación, 

( 53) . 

En 1963, K, Abel y colaboradores encontraron mediante la 

cromatografia de gases, diferencias entre las diversas familias de 

microorganismos, y similitudes entre las especies de la familia 

Enterobacteriaceae. A partir de entonces se han realizado 

numerosos trabajos de identificación y diferenciación de bacterias 

por medio del análisis de su composición quimica, y de la 

composición quimica de sus productos metabólicos y de degradación 

celular ya sea (quimica o térmica), utilizando la cromatografia de 

gases (4) (39) (12): 

- 1968 Ceccini y O'brien, trataron de identificar Escherichia coli 

por medio de la cromatografia de gases, sin tener éxito. 

- 1967-1980 Moss y colaboradores lograron avances en microbiologia 

clinica de diagnóstico. 

- 1971 Lechevalier; Blaschy y Zimmerman; MitruKa y colaboradores, 

analizaron los ácidos grasos de algunos microorganismos para su 

identificación. 

1973 Machtiger y O' leary, diferenciaron los géneros Arizona, 

Citrobacter y Providencia a partir de sus ácidos grasos celulares. 

- 1977 Vasjurenko y colaboradores, confirmaron la división en dos 
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cuando Martín y James, obtienen por primera vez la separación
de algunos ácidos grasos volátiles, (53) (25) {24).

En 1954 N.H. Ray, demuestra la posibilidad de extender el campo de
aplicación de esta tecnica, a la investigación de muchas especies
orgánicas e inorgánicas. A partir de 1955, se observa un avance
vertiginoso de la cromatografía de gases, ampliándose
constantemente sus aplicaciones, aumentando la investigación
teórica, tecnica y de aparatos nuevos para su instrumentación,
(53).

En 1963, K, Abel y colaboradores encontraron mediante la
cromatografía de gases, diferencias entre las diversas familias de
microorganismos, y similitudes entre las especies de la familia
Enterobacteriaceae. A partir de entonces se han realizado
numerosos trabajos de identificación y diferenciación de bacterias
por medio del análisis de su composición química, y de la
composición química de sus productos metabólicos y de degradación
celular ya sea (química o termica), utilizando la cromatografía de
gases (4) (39) (12):

- 1968 ceccini y Dfbrien, trataron de identificar Escherichia ggli
por medio de la cromatografía de gases, sin tener exito.
- 1967-1988 Moss y colaboradores lograron avances en microbiología
clínica de diagnóstico.
- 1971 Lechevalier; Blaschy y Zimmerman; Hitrufla y colaboradores,
analizaron los ácidos grasos de algunos microorganismos para su
identificación.
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Citrobacter y Providencia a partir de sus ácidos grasos celulares.
- 1977 vasjurenko y colaboradores, confirmaron la división en dos
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especies de Erwinia aroideae y ~- carotovora. 

- 1982 Vasjurenko y colaboradores diferenciaron entre Providencia 

alcalifaciens y E· stuartii. 

1983 Cernjauskaja y Vasjurenko, determinaron que el género 

Salmonella posee el ácido 2-Hidroxitetradecanoico, no así 

Escherichia y Shigella y establecieron la filogenia de éstos 

géneros de acuerdo al contenido de dicho ácido. 

1984 Cernjauskaja y Vasjurenko, mostraron la relación 

filogenética entre Proteus mirabilis, E· vulgaris y E· rettgeri y 

la confirmación de E· morganii. 

- 1985 Athalye, Noble y Minnikin, utilizaron la cromatografía de 

gases para analizar los ácidos grasos de bacterias Coryneformes 

presentes en osteomielitis, linfoadenitis, meningitis, pneumonia, 

obteniendo datos importantes para la identificación y 

clasificación de este grupo. 

1988 Eerola y Lehtonen, aplicaron la cromatografía de 

gas liquido de ácidos grasos bacterianos como una herramienta de 

identificación automática en muestras clínicas. 

- 1990 Brooks y colaboradores, demostraron la alta especificidad y 

sensibilidad de la cromatograf ia gas liquido con pulsador de 

electrones para el diagnóstico rápido de meningitis tuberculosa, 

(13) (14) (39) (42) (5) (19) (11). 

La amplia aceptación y éxito de la cromatografía de gas liquido se 

debe a su simplicidad, rapidez de análisis, alta sensibilidad de 

los sistemas detectores, eficiencia de las separaciones, variedad 

de aplicaciones, seguridad, reproducibilidad, posibilidad de 

procesar muestras muy pequeñas y a su relativo bajo costo, (24) 

(4) (32) (12) (2). 
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4 GENERALIDADES DE Klebsiella ozaenae 

La familia Enterobacteriaceae está constituida por una variedad de 

géneros que tienen importancia médica y económica (52). Unos están 

presentes en la "flora intestinal" normal de los vertebrados 

incluyendo al hombre, otros son patógenos reconocidos como: 

Escherichia, Shigella y Salmonella, y algunos más que son 

saprófitos. Esta familia es uno de los grupos más estudiados e 

importantes, sobre todo en microbiología médica, diagnóstica y 

clínica, pues algunos de sus miembros son la causa de enfermedades 

severas, crónicas y epidémicas que afectan principalmente los 

aparatos gastrointestinal y urinario, pero que también se pueden 

aislar de infecciones de cualquier otra parte del cuerpo (1) (36) 

(52). 

Las enterobacterias son bacilos Gram negativos, aerobios o 

anaerobios, no esporulados, con o sin flagelos periféricos, con 

algunas variantes no móviles de especies móviles, pueden crecer en 

medios simples, fermentan la glucosa con formación de ácidos y/o 

gases, reducen los nitratos a nitritos y son oxidasa negativos. 

Los organismos del género Klebsiella son inmóviles, con diámetro 

de o. 3 a 1. o µm y O. 6-6. µm de largo, pueden formar cadenas 

cortas, son anaerobios facultativos, su cápsula está formada de 

polisacáridos, por ello las colonias son mucosas, además de ser 

brillantes y viscosas. Son oxidasa negativos, usan citrato y 

glucosa como única fuente de carbono, la prueba Voges-Proskauer es 

positiva, fermentan inositol, hidrolizan urea y hay pérdida de 

ornitina descarboxilasa. su hábitat es amplio: suelo, agua, 

granos, vegetales, intestino de vertebrados y particularmente de 

pacientes clínicos. 

Las klebsiellas aisladas de infecciones hospitalarias · contienen 

factores R, que las hacen resistentes a antibióticos como 

B-lactámicos, cefalosporinas, aminoglicósidos, tetraciclinas, 

cloranfenicoles, sulfonamidas y trimetropim (52) (33). 

En el manual de Bergey's (33) se menciona que todas las especies 
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E_sch_e_ricl'_1ia, S_l1iqe_1_la y  , y algunos más que son
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de Klebsiella son resistentes a la ampicilina, sin embargo Murray 

et al 1981 establecieron que no lo son en un 100%, lo que indica 

que estos microorganismos tienen un amplio grado de variabilidad, 

resultando responsables de serias epidemias hospitalarias {52) 

{ 43). 

Estas bacterias son patógenos oportunistas primarios que ocasionan 

bacteremias, neumonias, infecciones urinarias y otras infecciones 

graves en el hombre. Las principales fuentes de contaminación 

son el tracto gastrointestinal, material de laboratorio clinico y 

las manos del personal hospitalario {16) (52). Los brotes 

generalmente ocurren en pacientes de urologia, recién nacidos y 

unidades de cuidado intensivo. Es entonces en los hospitales donde 

se han encontrado la mayor incidencia de estas infecciones en los 

últimos 25 años (43) (36). 

Esto se debe, al 

generalizado de 

menos en los paises desarrollados, al uso 

agentes inmunosupresores y 

otros microorganismos dejando citotóxicos que 

antibióticos, 

han eliminado a 

nuevos nichos ecológicos a microorganismos entéricos no 

fermentadores y anaerobios, antes considerados de baja virulencia 

o sin ella (Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter, Serratia, 

Pseudomonas y Bacteroidáceas), (16) (43). 

Los enfermos con respuestas inmunitarias alteradas, con problemas 

crónicos, debilitamiento, heridas y edad avanzada, son presas 

potenciales de estos organismos, principalmente en los paises 

occidentales donde han ido desapareciendo las infecciones 

estafilocóccicas, estreptocóccicas y neumocóccicas (16) (52). 

Klebsiella ozaenae es una enterobacteria arginina dihidrolasa 

positiva, que está muy relacionada con ,!S. rinoescleromatis y ,!S. 

pneumoniae por su composición de ADN; ,!S. ozaenae solo puede 

distinguirse con facilidad de ,!S. pneumoniae por su serotipo, 

(33) (7). Produce una enfermedad llamada ozena, que es una rinitis 

crónica, atrófica y fétida ( 52). Ocurre también en enfermedades 

respiratorias, urinarias, entéricas, bacteremias, 

lepra, septicemia, infecciones del colon y sangre, 

ellas pueden en ocasiones, llegar a ser mortales (1) 
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se han encontrado la mayor incidencia de estas infecciones en los
últimos 25 años (43) (36).
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generalizado de antibióticos, agentes inmunosupresores y
citotóxicos que han eliminado a otros microorganismos dejando
nuevos nichos ecológicos a microorganismos entericos no
fermentadores y anaerobios, antes considerados de baja virulencia
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Psepdpmonas y Bacteroidáceas), (16) (43).

Los enfermos con respuestas inmunitarias alteradas, con problemas
crónicos, debilitamiento, heridas y edad avanzada, son presas
potenciales de estos organismos, principalmente en los países
occidentales donde han ido desapareciendo las infecciones
estafilocóccicas, estreptocóccicas y neumocóccicas (16) (52).

Klebgiella ozaenae es una enterobacteria arginina dihidrolasa
positiva, que está muy relacionada con K. rjnoescleromatis y 5.
pneumoniae por su composición de ADN; 5. ozaenae solo puede
distinguirse con facilidad de 5. pgeumoniae por su serotipo,
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crónica, atrófica y fétida (52). Ocurre también en enfermedades
respiratorias, urinarias, entericas, bacteremias, meningitis,
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ellas pueden en ocasiones, llegar a ser mortales (1) (36). Se han
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reportado muertes por infecciones intrahospitalarias con cuadros 

por enfermedades, como la lepra y septicemia, complicadas con la 

presencia !L.. ozaenae en los que se administró previamente dosis 

fuertes de antibióticos {43). Ello crea un debilitamiento del 

paciente que es presa fácil de estos microorganismos oportunistas. 

Cabe señalar que la presencia de esta bacteria en el ambiente está 

relacionada con vegetales, es común encontrarla en aguas de 

desecho, efluentes industriales de productos de madera (con 

densidades 105
- 107 cel/ml), textiles terminados, lagunas, 

depósitos en plantas de tratamiento de agua y molinos de caña de 

azúcar. Se han aislado también del aserrin , vegetales frescos del 

mercado, ensaladas servidas en escuelas, cantinas y hospitales. Lo 

que podria ser la razón de su presencia gastrointestinal en el 

hombre. Klebsiella también se relaciona con enfermedades animales, 

como la mastitis en el ganado vacuno y caballar (52). 

Las enfermedades en el hombre son difíciles de tratar debido a la 

resistencia de estos microorganismos a los antibióticos y a la 

existencia de infecciones crónicas subyacentes en los pacientes 

(33) (43). El laboratorio de diagnóstico de estas infecciones 

requiere de técnicas y criterios establecidos para interpretar 

adecuadamente los resul tactos y determinar al agente casual. La 

diferenciación hasta género y especie es necesaria para aplicar 

una terapéutica idónea {l) (43). 

La clasificación de las enterobacterias se basa inicialmente en la 

presencia o ausencia de enzimas que actúan sobre sustratos en 

cultivos "in vitro" y un sistema indicador de degradación del 

sustrato o la presencia de un metabolito especifico (37). 

La identif i c a ción a nivel de especie se basa en la estructura 

antigénica, sin embargo cie rta s cepas con la misma actividad, 

tienen rea cciones metabóli cas, distintas. Por ello, la 

clasificación e identifica ción por medio únicamente de pruebas 

bioquímica s, serológicas y fagot í picas puede conducir a errores y 

controversias en los sistemas taxonómicos para esta familia. 
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Aunque los estudios de ADN aportan información que permite 

distinguir actualmente a diversos grupos, aún existe gran 

controversia para la ubicación y subdivisión taxonómica de las 

enterobacterias (47) (52) (18). Por consiguiente el análisis 

cromatográfico de lipidos bacterianos representa un recurso 

importante, para establecer relaciones y diferencias taxonómicas 

que ayudan a resolver estos problemas. 
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5 FUNDAMENTOS TEORICOS 

A continuación se resumen algunos conceptos generales con el 

objeto de entender mejor los pasos que se realizan en el método. 

5.1 CONCEPTOS BASICOS DE CROMATOGRAFIA DE GASES 

El cromat6grafo esta constituido esencialmente por las siguientes 

partes y consumibles, integrados como se muestra en este esquema: 

A) Inyector 

B) Horno 

C) Columna 

D) Detector 

E) Registrador 

F) Gas de arrastre. 

G) Controlador de flujo 

CROMATOGRAFO 

··················-· .. 

F 

E 

i . .. . .. .. .... . .. .. .. .. . .... ......... t 

13 

5 FUNDAMENTOS TEORICOS

A continuación se resumen algunos conceptos generales con el
objeto de entender mejor los pasos que se realizan en el método.
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A) Inyector
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La cromatografía gas líquido tiene por objeto separar mezclas más 

o menos complejas en sus componentes volátiles, por medio de una 

columna de separación por donde se eluyen éstos por el arrastre de 

una f a se móvil sobre una fase estacionaria (38). 

Para cualificar y cuantificar los ácidos grasos de K· ozaenae por 

cromatografía de gas liquido, éstos son convertidos en su forma 

más ·volátil, sus ésteres metílicos. Corno fase móvil para la 

part ic ión de la mezcla vaporizada de los ésteres se utiliza un gas 

inerte, nitrógeno. La fase liquida estacionaria está constituida 

por polidirnetilsiloxano sobre la superficie interior de un tubo 

capilar de 30 m, que se calienta en un horno hasta 25o
0

c . Los 

ésteres metílicos se distribuyen entre las dos fases de acuerdo a 

su polaridad y peso molecular característicos, después de ser 

inyectados al crornatógrafo; el flujo de nitrógeno (30 rnl/s) que 

sale por la columna arrastra a los componentes separados que se 

hall a n en él hacia un detector de ionización de flama, donde se 

mezclan con un flujo de hidrógeno (30 ml/s) y de aire (100 ml/s), 

y se queman en un campo eléctrico. El flujo de fragmentos 

ionizados de los ésteres metílicos, produce una señal eléctrica 

que capta automáticamente un registrador 6 integrador corno gráfica 

de una serie de picos bien delimitados, que corresponden a un 

determinado ácido graso. El área bajo el pico es proporcional a 

su concentración (13) (38) (55) . 

En la gráfica ó cromatograma se registran el tiempo de retención 

en que eluye cada componente de la mezcla y los milivolts que 

determinan la altura del pico. La identificación de la muestra se 

hace por comparación de los tiempos de retención del componente 

problema con los valores de un estándar ó control, analizado bajo 

las mismas condiciones constantes de presión, flujo y temperatura. 

Los tiempos de retención son específicos para cada sustancia 

determinada. 
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5.2 GENERALIDADES DE ACIDOS GRASOS 

Los ácidos grasos pertenecen principalmente a 3 grupos; los 

saturados como el laúrico, miristico, palmitico y esteárico son 

monocarboxílicos, de cadena lineal saturada, con 12, 14, 16 y 18 

carbonos respectivamente, son los más simples, ya que no poseen 

modificaciones, ramificaciones ó sustituciones estructurales, ni 

configuracionales . 

Los hidroxiácidos mirístico: 2-0H y 3-0H que tienen un grupo 

hidroxilo en su cadena y que por esto presentan reacciones del 

grupo alcohol y del grupo ácido. La más común es la formación de 

ésteres (45). 

Y los ácidos grasos insaturados que poseen dobles enlaces 

generalmente entre los carbonos 9 y 10 (35). Todos tienen 

configuración "cis", excepto el ácido e 18: 1 9 
Y 

11 trans-cis 

que puede cambiar su isomeria geométrica de trans a cis por giro 

de 3 0° de sus radicales -H y desplazamiento del doble enlace al 

carbono con posición 11 de la cadena. El ácido e 17: Ofi posee 

además 2 radicales metilo en los carbonos 9 y 10 y el ácido e 

18:29
'

11
, es dicarboxilico y el único con 2 dobles enlaces. 

La estabilidad quimica de los ácidos grasos está en función al 

grado de saturación de los mismos, lo que le confiere 

inestabilidad a todos los ácidos insaturados, pues cuentan con 

diversas modificaciones estructurales y configuracionales. 

En seguida se enlistan algunas características f isicas de varios 

de estos compuestos (35). 
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Y los ácidos grasos insaturados que poseen dobles enlaces
generalmente entre los carbonos 9 y 10 (35). Todos tienen
configuración "cis", excepto el ácido C 18:19 Y H trans-cis
que puede cambiar su isomería geométrica de trans a cis por giro
de 30° de sus radicales -H y desplazamiento del doble enlace al
carbono con posición 11 de la cadena. El ácido c 17:01) posee
además 2 radicales metilo en los carbonos 9 y 10 y el ácido C
18:2g'", es dicarboxílico y el único con 2 dobles enlaces.

La estabilidad química de los ácidos grasos esta en función al
grado de saturación de los mismos, lo que le confiere
inestabilidad a todos los ácidos insaturados, pues cuentan con
diversas modificaciones estructurales y configuracionales.

En seguida se enlistan algunas caracteristicas físicas de varios
de estos compuestos (35).

l5



NOMBRE COMUN 

La úrico 

Miristico 

Palmitico 

Esteárico 

Palmitoleico 

Oleico 

Linoleico 

Elaidico 

Cis-Vaccénico 

ACIDOS GRASOS SATURADOS 

SIMBO LO P.F cºc) P.E cºc) 

12:0 44 . 2 299 

14 : 0 53 .9 326 

16:0 63.1 352 

18: o 69.6 376 

ACIDOS GRASOS INSATURADOS 

16: 1 /:J.9 

18: 1 /:J.9 

18: 2/:J.9, 12 

18 : 19 trans 

18:111 

-0.5 

13 . 4 

-5 

16 

223/lOmm 

230/16mm 

SOLUBILIDAD 

(g/lOOg H20 a 

2oºc¡ 

0.0055 

0.002 

0.0007 

0.0003 

insoluble 

insoluble 

ACIDOS GRASOS SATURADOS

nomsaz comun sIMsoLo P.F (°c) P.s (°c) soLUsILIoAo
(gƒ100g I-120
2u°c)

_ i J í' *_'j¶í_ _ __ '_ “_ T íf

Laúrico 12:0
Mirístico 14:0
Palmítico 16:0
Esteárico 18:0

44.2

53.9

63.1

59.6

299

326

352

376

ACIDOS GRASOS INSATURADOS

Palmitoleico

Linoleíco ¿R12
Elaídico
Gis-vaccénico l8:1“

18 ¦ 19 LIEDS

1s:1A° -0.5
oleica 1a=1^° 13.4 223/loma insoluble

16

0.0055

0.002

0.000'1'

0.0003

18:2 -5 230/16mm insoluble



5.3 REACCIONES EN LA ESTERIFICACION 

El proceso de esterificación de los ácidos grasos consiste en la 

reacción de un ácido con un alcohol, usando como catalizador 

generalmente un ácido fuerte, (HCl ó H2SO•). 

La reacción puede alcanzar el equilibrio, cuando sólo se han 

transformado las 2/3 partes del ácido ó del alcohol en el éster. 

Un exceso de cualquiera de los reactivos desplaza el equilibrio en 

dirección a la formación del éster y se logra una reacción más 

completa (40) (6). 

R-COOH + R'OH R-coo-R' + H20 

La esterificación es una sustitución nucleofilica 

ácidos grasos reaccionan con el alcohol metilico 

un reacctivo semejante como el metóxido de sodio 

lograr la metilación de los ácidos grasos. 

o H+ o 
11 n 

en la que los 

(CHJOH) 1 ó con 

( CH30Na) 2 para 

1) R-C-OH + CH3-0H R-C-O-CH3 + H20 
-H 

ACIOO ALCOHOL ESTER llETILICO 

GRASO llETILICO 

o H• o 
11 11 

2) R-C-OH + Na0-CH3 R-C-O-CH3 + NaOH 
-H 

AC!OO METOXIOO ESTER llETILICO 

GRASO DE SODIO 
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5.3 REACCIONES EN LA ESTERIFICACION

El proceso de esterificación de los ácidos grasos consiste en la
reacción de un ácido con un alcohol, usando como catalizador
generalmente un ácido fuerte, (Hcl ó I-12504) .

La reacción puede alcanzar el equilibrio, cuando sólo se han
transformado las 2]3 partes del ácido ó del alcohol en el éster.
Un exceso de cualquiera de los reactivos desplaza el equilibrio en
dirección a la formación del éster y se logra una reacción más
completa (40) (6).

HO'

R-COOH + R'OH R-COO-R'+ HzO

La esterificación es una sustitución nucleofílica en la que los
ácidos grasos reaccionan con el alcohol metílico (CI-I::DH)1 ó con
un reacctivo semejante como el metóxido de sodio (CHs0}-Ia): para
lograr la metilación de los ácidos grasos.

O 4- O
I H 1

1) R-C-OH -I- CH3-OH R-C-O-CH3 + I-120
¡ H-

AC I DO ALCOHOL ESTER NET I L I CO

GRASO IETILICÚ

=o a: 'F

zo ono o2) R-C-OH + NaO-CH3 - - -CH3 + NaOH
†_

ACIDO HETOIIDO ESTER HETILICO

GRASO DE SODIO
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La reacción es 

hidrólisis ácida. 

reversible 

En ella 

correspondiendo 

pueden formarse 

entonces 

uno ó 

a una 

varios 

intermediarios, mecanismo que fué comprobado por M. L. Bender en 

1951, utilizando isótopos marcadores (40) (21). 

o OH OH 

11 1 ! + I· 
R-C-OH + H+ R-C + CH30H R-C-0 CH3 

1 ! 1 
H 

OH OH 

ACIDO ALCOHOL llETILICO 1 NTERl!ED !ARIO 

El ácido catalizador acelera ambos procesos (la esterificación y 

la hidrólisis) por protonación del oxigeno carbonilo y hace al 

carbono de este radical más susceptible al ataque nucleof1lico 

(40) (21). 

OH OH o 

1 
R-C-0 CH3 

1 ! 
R-C-0 CH3 + H20 

11 

R-C-0 CH3 + H+ 

+ 1 

OH2 

ESTER llETILICO 
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La reacción es reversible correspondiendo entonces a una
hidrólisis ácida. En ella pueden formarse uno ó varios
intermediarios, mecanismo que fué comprobado por H. L. Bender en
1951, utilizando isótopos marcadores (40) (21).

AQ

BJ

o-o-om---"az

-'P

----4 ----4 ----4R-c-oa + H* - + casos R-c-o cas
| H

DH
¿ciao iLconoL ns1:L1oo Inrznnrnrlnro

El ácido catalizador acelera ambos procesos (la esterificación y
la hidrólisis) por protonación del oxígeno carbonilo y hace al
carbono de este radical más susceptible al ataque nucleofílico
(40) (21).

OH OH O

R-c-o ca: íi R-c-o ona + mo * R-c-o ona + H*

DHz
Esmnrmfltuo
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6 OBJETIVOS 

1) Determinar el perfil de los ácidos grasos de Klebsiella ozaenae 

con base en su composición e identificarlos por medio de la 

técnica de cromatografía de gases. 

2) Valorar la reproducibilidad del método para la identificación 

de Klebsiella ozaenae. 
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Determinar el perfil de los ácidos grasos de fllepsiella gzaenae
con base en su composición e identificarlos por medio de la
tecnica de cromatografía de gases.

valorar la reproducibilidad del método para la identificación
de Elebsiella ezaenee-
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7 MATERIAL Y METODO 

a) PREPARACION DEL CULTIVO PURO. 

La técnica bacteriológica para preparar y cultivar al 

microorganismo puro, no varia con respecto a las técnicas 

convencionales; solamente difiere en que la preparación del 

cultivo puro debe realizarse en un medio de agar inclinado, con la 

finalidad de obtener un crecimiento abundante de la cepa pura de 

g. ozaenae. Se utilizó agar nutritivo marca "Difco" y la cepa de 

referencia g. ozaenae de la American Type Culture Collection, 

U.S.A . I (ATCC-11296). 

b) PREPARACION DE LA BIOMASA. 

Para la obtención de la biomasa, se prepararon 2 cajas de Petri 

con agar nutritivo marca "Difco" (solución estéril de 23 g/L), 

cada una con 25 ml de solución, se inocularon a partir del cultivo 

puro en agar inclinado y se incubaron a 3 7~0. 5°c por 24 horas. 

Para la posterior definición fueron suficientes 5 mg de biomasa 

por muestra, pero por razones prácticas y la posibilidad de 

repetición, es recomendable contar con 20 mg. 

c) COSECHA DE LA BACTERIA. 

Antes de iniciar la cosecha se preparó solución de formaldehido al 

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

pipetas de 10 ml, y tubos para centrifuga, todo el material de 

vidrio se esterilizó en estufa a 180°c por 2 horas. Una vez 

obtenido un crecimiento abundante en cada caja Petri, se 

adicionaron 5 ml de la solución de formaldehido, con el propósito 

de fijar y colectar la bacteria de la superficie del medio, 

frotando suavemente con una varilla de vidrio. 

La suspensión de la biomasa obtenida de las dos cajas de Petri 

(10 ml) se vació en un tubo para centrifuga. 

Todo el proceso anterior se realizó en condiciones de esterilidad. 
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8) ggzpansciou pz LA promesa.

Para la obtención de la biomasa, se prepararon 2 cajas de Petri
con agar nutritivo marca "Difco“ (solución estéril de 23 g/L),
cada una con 25 ml de solución, se inocularon a partir del cultivo
puro en agar inclinado y se incubaron a 3?Í0.5°G por 24 horas.
Para la posterior definición fueron suficientes 5 mg de biomasa
por muestra, pero- por razones prácticas y la posibilidad de
repetición, es recomendable contar con 20 mg.

G) Éflåfiåfià DE LA EAÉTEEIA-

Antes de iniciar la cosecha se preparó solución de formaldehído al
0.5% , varillas de vidrio en forma de "L" , embudos de vidrio,
pipetas de 10 ml, y tubos para centrífuga, todo el material de
vidrio se esterilizó en estufa a 180nC por 2 horas. Una vez
obtenido un crecimiento abundante en cada caja Petri, se
adicionaron 5 ml de la solución de formaldehído, con el propósito
de fijar' y colectar la bacteria de la superficie del medio,
frotando suavemente con una varilla de vidrio.

La suspensión de la biomasa obtenida de las dos cajas de Petri
(10 ml) se vació en un tubo para centrífuga.
Todo el proceso anterior se realizó en condiciones de esterilidad.
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d) CENTRIFUGACION. 

El contenido del tubo obtenido en la cosecha, se centrifugó a 

15,000 rpm durante 10 min a 4°C en una unidad refrigerada. En este 

caso una ultracentrifuga Sorvall modelo RC-58 (20). 

El sobrenadante se desechó cuidadosamente, y al residuo se le 

agregaron 5 ml de solución fisiológica de NaCl (0.85%) 

· para realizar un primer lavado, y se centrifugó nuevamente bajo 

las mismas condiciones. Este procedimiento se repitió una vez más 

para el segundo lavado. El paquete celular obtenido, se transfirió 

con ayuda de una cucharilla a viales lavados con hexano ó metano! 

y secados con anterioridad. La biomasa se repartió 

perfectamente sobre las paredes de los viales con la finalidad de 

obtener un secado más rápido y eficiente durante la liofilización. 

Los viales permanecieron cerrados con el fin de evitar cualquier 

contaminación proveniente del medio. 

e) LIOFILIZACION DEL PAQUETE CELULAR 

Inmediatamente después de la Centrifugación, el paquete celular 

fué directamente procesado durante 3 horas aproximadamente, en un 

liofilizador Lyph-Lock 4.5 litros, Freeze Dry System Modelo 77510; 

77510-01, acondicionado a -soºc y con vacio. Para un secado 

más rápido fué necesario congelar previamente las muestras en 

dióxido de carbono sólido ó adaptar un dispositivo en el 

liofilizador. 

esterif icación. 

La materia seca resultante 

f) ESTERIFICACION DE ACUERDO A ~ (1971). 

Reactivos: 

I. Solución A (metóxido de sodio). 

se sometió a 

A 37 ml de metanol absoluto, añadir 23 ml de metóxido de 

sodio y aforar a 100 ml con benceno. 

II. Solución B (metanol saturado con cloro gaseoso). 

En un dispositivo apropiado y con las debidas precauciones 
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a) cruïprfuoaclofl.

El contenido del tubo obtenido en la cosecha, se centrifugó a
15,000 rpm durante 10 min a 40€ en una unidad refrigerada. En este
caso una ultracentrífuga Sorvall modelo RC-SB (20).

El sobrenadante se desechó cuidadosamente, y al residuo se le
agregaron 5 :ML de solución fisiológica de NaCl [0.B5%)
para realizar un primer lavado, y se centrifugó nuevamente bajo
las mismas condiciones. Este procedimiento se repitió una vez más
para el segundo lavado. El paquete celular obtenido, se transfirió
con ayuda de una cucharilla a viales lavados con hexano ó metanol
y secados con anterioridad. La biomasa se repartió
perfectamente sobre las paredes de los viales con la finalidad de
obtener un secado más rápido y eficiente durante la liofilización.
Los viales permanecieron cerrados con el fin de evitar cualquier
contaminación proveniente del medio.

a) LIo¡IL1zAc1oN pag PAQU515 ggggpgn

Inmediatamente después de la Centrifugación, el paquete celular
fue directamente procesado durante 3 horas aproximadamente, en un
liofilizador Lyph-Lock 4.5 litros, Freeze Dry system Modelo 77510;
'?'If'5lü-01, acondicionado a -50°C y con vacio. Para un secado
más rápido fue necesario congelar previamente las muestras en
dióxido de carbono sólido Ó adaptar un dispositivo en el
liofilisador. La materia seca resultante se sometió a
esterificación.

f} ESTERIEICACIDN QE ACUERDO É §LA§§ (1271).

Reactivos:
I. Solución A (metóxido de sodio).

A 3? ml de metanol absoluto, añadir 23 ml de metóxido de
sodio y aforar a 100 ml con benceno.

II. Solución B (metanol saturado con cloro gaseoso).
En un dispositivo apropiado y con las debidas precauciones
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gotear 30 ml de ácido sulfúrico en 30 ml de ácido clorhidrico 

y colectar el cloro gaseoso que se produce en 20 a 25 ml de 

metanol absoluto. 

III. Solución e (solución fisiológica de NaCl al 0.85%). 

IV. Sulfato de sodio anhidro. 

V. Hexano grado cromatográfico 6 espectrofotométrico. 

Se pesaron 20 mg de materia liofilizada, se le agregó 1 ml de 

solución A y se agitó vigorosamente durante 5 min a velocidad 

constante. Posteriormente se agregó suficiente solución B hasta 

alcanzar un pH de 1 ó 2, se agitó nuevamente durante 30 min, se le 

añadieron 2 ml de solución e y se volvió a agitar por 7 min. 

El proceso de extracción de los ésteres metilicos se realizó 

agregando 1 ml de hexano, se agitó la muestra por 5 min a 

velocidad constante y se dejó separar la capa de hexano que 

contiene los ésteres metilicos, (capa superior transparente), y 

con una pipeta Pasteur se pasó a un tubo de ensaye conteniendo una 

cantidad suficiente de sulfato de sodio anhidro ( 1. O a 1. 5 grs 

aproximadamente) para extraer el agua que estuviera presente. Este 

procedimiento de extracción de ésteres metilicos con hexano se 

repitió 2 veces más para cada una de las muestras. 

Al final se obtiene un volumen de hexano con ésteres metilicos, 

para cada muestra. El hexano se evapora con nitrógeno gaseoso 

hasta que quede un volumen de 10 µl aproximadamente, de este 

volumen se toma 1 µl con una microjeringa y se inyecta en el 

cromatógrafo donde se realiza la separación y determinación de 

los ésteres metílicos (26) (27) (28) (29). 

g) OBTENCION DEL CROMATOGRAMA. 

Se utilizó un cromatógrafo de gases con detector de ionización de 

flama modelo 5890 A/3396 A. Hewlett Packard, con columna capilar 

de las siguientes caracteristicas; 30 m x 0.25 mm bonded fsot, 

RSL-150 polydimethylsiloxane, 0.25 UM MAOT: 330°c. Serial 4-3441, 

Alltech A, Inc. bajo las siguientes condiciones de operación: 
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gotear 30 ml de ácido sulfúrico en 3G ml de ácido clorhídrico
y colectar el cloro gaseoso que se produce en 20 a 25 ml de
metanol absoluto.

III. Solución c (solución fisiológica de Nacl al 0.35%).
IV. Sulfato de sodio anhidro.
V. Hexano grado cromatográfico ó espectrofotometrico.

Se pesaron 20 mg de materia liofilizada, se le agregó 1 ml de
solución A y se agitó vigorosamente durante 5 min a velocidad
constante. Posteriormente se agregó suficiente solución B hasta
alcanzar un pH de 1 ó 2, se agitó nuevamente durante 30 min, se le
añadieron 2 ml de solución C y se volvió a agitar por 7 min.

El proceso- de extracción. de los ésteres 'metílicos se realizó
agregando 1 ml de hexano, se agitó la muestra por 5 min a
velocidad. constante y se dejó separar la capa de hexano- que
contiene los ësteres metílicos, (capa superior transparente), y
con una pipeta Pasteur se pasó a un tubo de ensaya conteniendo una
cantidad suficiente de sulfato de sodio anhidro (1.0 a 1.5 grs
aproximadamente) para extraer el agua que estuviera presente. Este
procedimiento de extracción de ésteres metílicos con hexano se
repitió 2 veces más para cada una de las muestras.

A1 final se obtiene un volumen de hexano con ésteres metílicos,
para cada muestra. El hexano se evapora con nitrógeno gaseoso
hasta que quede un volumen de 10 pl aproximadamente, de este
volumen se toma 1 ul con una microjeringa v se inyecta en el
cromatógrafo donde se realiza la separación y determinación de
los ésteres metilicos (26) (27) (28) (29).

9) OBÍENCIQH DEL ERüHóÍQ§RAflfi-

Se utilizó un cromatógrafo de gases con detector de ionización de
flama modelo 5390 Aƒ339S A. Hewlett Packard, con columna capilar
de las siguientes caracteristicas; 30 m x 0.25 mm bonded fsot,
RSL-150 polydimethvlsilozane, 0.25 UM MADT: 33üflC. Serial 4-3441,
Alltech A, Inc. bajo las siguientes condiciones de operación:
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temperatura del inyector y detector 250 e; temperatura de la 

columna programada de 120 a 25o
0
c con incremento de 4 ºc/min; el 

flujo del gas acarreador fué de JO ml/rnin. Una vez realizada la 

separación cromatográfica de los ésteres rnetilicos, sus áreas y 

tiempos de retención fueron registrados y graficados por un 

integrador modelo; HP-3396 A, Hewlett Packard. 

El cromatograrna obtenido de la muestra, se comparó con otro de 

una mezcla estándar de referencia (Bacterial Acid Methyl Esters CP 

Mix, No. Cat. 4-7080), que contiene un total de 10 mg/ml de metil 

ésteres para la identificación de los ácidos grasos, presentes en 

ella (10) (15) (54) (19) (57). 

h) ANALISIS ESTADISTICO. 

Una vez identificados los ácidos grasos de la muestra, sus tiempos 

y áreas de retención se expresaron en porcentajes normalizados, 

para su análisis y comparación, tomando como 100% al pico o área 

más alto, es decir el más abundante. 

La reproducibilidad de la técnica cromatográfica se determinó por 

la repetición de 50 muestras idénticas, tanto de la mezcla de 

ésteres rnetilicos, corno de la cepa pura de ¡. ozaenae cultivada 

bajo las mismas condiciones. Para lo cual fué necesario calcular 

media, desviación estándar, coeficiente de variación, valor máximo 

y mínimo, e intervalo de confianza, (x ~ 2s), (2) (19) (51). 

23 

temperatura del inyector y detector 250 C; temperatura de la
columna programada de 120 a 250%: con incremento de 40€/min; el
flujo del gas acarreador fué de 30 mljmin. Una vez realizada la
separación cromatográfica de los ésteres metílicos, sus áreas y
tiempos de retención fueron registrados- y Igraficados por' un
integrador modelo; HP-3396 A, Hewlett Packard. .

El cromatograma obtenido de la muestra, se comparó con otro de
una mezcla estándar de referencia (flacterial acid Hethyl Esters CP
Miz, No. Cat. 4-Tüaüj, gue contiene un total de 1D mgfml de metil
ósteres para la identificación de los ácidos grasos, presentes en
ella (10) (15) (541 {19] (57).

h) ANALIs1s zsrnggsrlço.

Una vez identificados los ácidos grasos de la muestra, sus tiempos
y áreas de retención se expresaron en porcentajes normalizados,
para su análisis y comparación, tomando como 100% al pico o área
más alto, es decir el mas abundante.

La reproducibilidad de la técnica cromatográfica se determinó por
la repetición de 50 muestras idénticas, tanto de la mezcla de
ésteres metílicos, como de la cepa pura de 5. gzaenae cultivada
bajo las mismas condiciones. Para lo cual fué necesario calcular
media, desviación estandar, coeficiente de variación, valor máximo
y minimo, e intervalo de confianza, (É Í Es), [21 [191 (51).
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8 RESULTADOS 

Se procesaron un total de 50 muestras de una cepa pura de 

Klebsiella ozaenae con el objeto de extraer los ésteres metilicos 

totales de esta especie y determinar su perfil de acidos grasos 

por cromatografía de gases. 

Los picos cromatográficos se identificaron por comparación de sus 

tiempos de retención con un estándar de ésteres metílicos de 

ácidos grasos para enterobacterias, analizado simultáneamente y 

bajo las mismas condiciones que las muestras bacterianas. 

La figura 1 muestra un cromatograma del estándar inyectado y la 

figura 2, el cromatograma teórico que viene adjunto con dicho 

estándar y con el que se pueden identificar los picos del 

estándar inyectado. 

La figura 3 es ejemplo de un cromatograma de una muestra, el 

cual puede identificarse mediante comparación de sus picos con 

los del cromatograma del estándar inyectado (Fig 1) . De esta 

forma se analizaron cada uno de las 50 muestras, encontrando que 

en los cromatogramas siempre se presentaron 13 de los 26 ácidos 

grasos presentes en el estándar. 

En orden de elución los 13 ácidos grasos identificados fueron: 

e 12:0 dodecanoico, e 14:0 tetradecanoico, e 15:0 pentadecanoico, 

2-0H e 14:0 2-hidroxitetradecanoico, 3-0H C 14:0 

3-hidroxitetradecanoíco, e 16:19 cis-9 hexadecenoico, e 16:0 

hexadecanoico, e 17:0 cis cis-9,10 metilen hexadecanoico, e 17:0 

heptadecanoico, e 18:2 9
'

12 cis-9,12 octadecadinoíco, e 18:19 

cis 9 octadecenoíco, C 18:1 9 v 
11 Trans-9 Y Cis-11 octadecenoíco y 

e 18: o octadecanoico ( 31) , (Tabla 1) . 

En l a t a bla 2 del apéndice se presentan los valores obtenidos de 

las á reas ( A ) y tiempos de retención ( TR ) normaliz a dos para 

cada uno de los ácidos grasos presentes en todas las muestras. En 

la normalización se consideró como el 100% al ácido graso que 

24 

8 RESULTADOS

Se procesaron un total de 50 muestras de una cepa pura de
Klebsiella ozaenae con el objeto de extraer los êsteres metilicos
totales de esta especie y determinar su perfil de acidos grasos
por cromatografía de gases.

Los picos cromatográficos se identificaron por comparación de sus
tiempos de retención con :ni estándar' de ósteres. metílicos de
ácidos grasos para enterobacterias, analizado simultáneamente y
bajo las mismas condiciones que las muestras bacterianas.

La figura 1 muestra un cromatograma del estándar inyectado y la
figura 2, el cromatograma teórico gue viene adjunto con dicho
estándar y con el gue se pueden identificar los picos del
estándar inyectado.

La figura 3 es ejemplo de un cromatograma de una muestra, el
cual puede identificarse mediante comparación de sus picos con
los del cromatograma del estandar inyectado {Fig 1) . De esta
forma se analizaron cada_uno de las 50 muestras, encontrando que
en los cromatogramas siempre se presentaron 13 de los 25 ácidos
grasos presentes en el estándar.

En orden de elución los 13 ácidos grasos identificados fueron:
C 12:0 dodecanoico, C 14:0 tetradecanoíco, C 15:0 pentadecanoico,
2-OH C 14:0 2-hidroxitetradecanoico, 3-OH C 14:0
3-hidroxitetradecanoico, C 16:19 cis-9 hezadecenoico, C 16:0
hexadecanoico, C 1?:0 cis cis-9,10 metilen hezadecanoíco, C 17:0
heptadecanoìco, C 18:2gJ2 cis-9,12 octadecadinoico, C 18:19
cis 9 octadecenoico, C 18:19 ï 11 Trans-9 Y Cis-11 octadecenoìco y
C 18:0 octadecanoico (31), (Tabla 1).

En la tabla 2 del apéndice se presentan los valores obtenidos de
las áreas ( A ) y tiempos de retención [ TR 1 normalizados para
cada uno de los ácidos grasos presentes en todas las muestras. En
la normalización se consideró como el 100% al ácido graso que

24



CROMATOGRAMA DE UNA MEZCLA 
ESTANCAR DE ESTERES METILICOS 
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CROMATOGRAMA TEORICO DE UNA MEZCLA 
ESTANCAR DE ESTERES METILICOS 

BACTERIANOS 

1. 11:0 Me. undecanoloo 
2. 2-0H 10:0 Me. 2-hldroxidecanoico 

3. 12:0 Me. dodecanoico 

4. 13:0 Me. trklecanolco 
5. 2-0H 12:0 Me. 2-hldroxldodecanoico 

6. 3-0H 12:0 Me. 3-hldroxldodecanoico 

7. 14:0 Me. te!radecanoico 

8. 1-15:0 Me. 13-metiltetrlldecanoico 

9. a-15:0 Me. 12-metittetrlldecanoico 

22 10. 15:0 Me. pentadecanoico 
11. 2-0H 14:0 Me. 2-hldroxltetrlldecanoico 

12. 3-0H 14:0 Me. 3-hldroxltetradecanoico 

13. ~18:0 Me. 14-metilpentadecanoico 

14. 16:19 Me. cls-9-hex-.::.noico 

15. 16:0 Me. hexadecanoioo 

18. ~17:0 Me. 15-metilhexadecanoico 

17. 17:0 MI. ci•9, 10-metit.nhexadecanoico 

18. 17:0 Me. heptadecanok:o • • .. ;. • • 19 . 2-0H 18:0 Me. 2-hktroxlhexadeeanoico ..... 
18:2"· ' 2 20. Me. cl•9. 12-octadecadienoico 

21. 18:19 Me.cl.-Oico 

22. 18:19 Me. tran•9-<>ctadecenoico & 
18:111 Me. cl•11-oct-.:.noico 

23. 18:0 Me.-.noico 
24. 19:0 Me. ~. 10-metilenoctadecanoico 

25. 19:0 Me. nonadecanoico 

211. 20:0 Me. etcooanoico 

Figura 2 

CFIOMATOGRAMA TEOFIICO DE UNA MEZCLA
ESTANDAR DE ESTERES METILICOS

BACTERIANOS

Figura 2
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T A B L A 

ACIDOS GRASOS IDENTIFICADOS EN Klebsiella ozaenae 

PIC9 SIMBOLO 
No. 

NOMBRE QUIMICO NOMBRE COMUN 

3 12:0 DODECANOICO LAURICO 

7 14:0 TETRADECANOICO MIRISTICO 

10 15:0 PENTADECANOICO PENTADECILICO 

11 14:0 2-0H 2-0H TETRADECANOICO 2-HIDROXIMIRISTICO 

12 14:0 3-0H 3-0H TETRADECANOICO 3-HIDROXIMIRISTICO 

14 16: 19 CIS-9 HEXADECENOICO PALMITOLEICO 

15 16:0 HEXADECANOICO PALMITICO 

17 17:0 CIS CIS-9,10 METILENHEXADECANOICO ---------

18 17:0 HEPTADECANOICO MARGARICO 

20 18: 2 9' 1 2 CIS-9,12 OCTADECADINOICO LINOLEICO 

21 18: 19 CIS-9 OCTADECENOICO OLEICO 

22 18:1 9 y 1 1 TRANS-9-CIS-11 OCTADECENOICO ELAIDICO 

23 18:0 OCTADECANOICO ESTEARICO 

EL NUMERO DE PICO CORRESPONDE AL DEL ESTANDAR UTILIZADO PARA 

LA IDENTIF"ICACION DEL ORDEN DE ELUCION DE LA COLUMNA 

(FI GURA 2). 
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TABLA

ACIDDS GRASDS IDENTIFICADDS EN Kldbãidlla oãacnac

PICQ SIHBOLD NOMBRE QUIMICO
ND.

NOMBRE COMUN

20

21

_ _ _ ¬ï 1ïIII±_

0 12:0 nooscanoïco

1 14:0 Tzraaozcanoïco

10 15:0 PsNTA0zcAno1co

11 14:0 2-oz 2-on TETRAozcANo1co

12 14:0 3-on 3-on Tsrnanzcnuoïco

14 10:1” c1s-9 Hzxaozcznoxco

15 16:0 Hzxnnzcauoico

1? 17:0 CIS CIS“9,10 HETILENHEXADECANOICO

13 17:0 HEPTADECANOICO

LAURICO

MIRISTICO

PENTADECILICU

2-HIDROXIHIRISTICO

3-HIDRÚXIHIRISTICD

PALHITOLEICO

PALMITICD

HARGARICO

10:2°**2 cxs-0,12 ocTA0EcA01noIco L1NoLE1co

1z:19 cis-9 ocraozcznoïco oLzIco

22 10:1” ' 1* TRANs-9-cxs-11 ocraoscsnoïco zLa101co

23 18:0 ÚCTADECANOICO ESTEARICÚ

EL HUHERD DE PICO CDHRESPDHDE AL DEL ESTÄHDAR UTILIZADD PÄHA

La IDEHTIFIClEIOH DEL URDEH DE ELUCIDH DE La CÚLUHHà

:FIGURA 2:.
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presentaba el área mayor, para obtener así las proporciones en 

términos de porcentaje de los 12 ácidos restantes, siendo en este 

caso el e 16:0 el de mayor área. 

Con los datos normalizados se procedió a calcular la media, la 

desviación estándar, los valores mínimo y máximo, el intervalo de 

confianza, porcentaje de los datos dentro de éste y el coeficiente 

de variación para los tiempos de retención y áreas normalizadas de 

cada uno de los ácidos grasos identificados, con el objeto de 

hacer un análisis cualitativo y cuantitativo. Dichos parámetros se 

pueden visualizar en las tablas 3 a 6. 

Los tiempos de retención normalizados para todos los ácidos grasos 

muestran desviaciones estándar muy pequeñas en un rango de O.O a 

1. 02 y por tanto los coeficientes de variación también son 

pequeños, van desde O.O a 0.90%, lo que significa que la 

variación de los datos con respecto a la media {x), fueron menores 

al 1% . Para todos los ácidos los valores dentro del intervalo de 

confianza son del 90 al 98% excepto el ácido hexadecanoico 

e 16:0, considerado como el 100% 

La gráfica 1 representa los valores promedio para los tiempos de 

retención normalizados de 50 cromatogramas. 

La cuantificación de los ácidos grasos de E· ozaenae se obtuvo del 

área de los picos en el cromatograma, que es proporcional a su 

concentración. 

En orden de abundancia, el ácido graso hexadecanoico {C 16: O) 

resultó tener el valor más alto con una media de 100.0, le 

siguieron el cis-9 hexadecanoico {C 16:19
) con 66.29, el Trans-9 

octadecanoico y cis-11 octadecanoico (C 18:19 
Y 

11
) con 40.01, 

tetradecanoico {C 14:0) con 28.86, 3-hidroxitetradecanoíco (3-0H 

e 14:0) con 10.77, pentadecanoico {C 15:0) con 3.4076, 

heptadecanoico {C 17:0) con 2.29, 2-hidroxitetradecanoico (2-0H 

e 14:0) con 1.95, octadecanoico {C 18:0) con 1.48, dodecanoico 

(C 12:0) con 0.61, cis-9,10-metilenhexadecanoico {C 17:0 cis) 

con 0.42, cis-9-octadecanoico (C 18:19
) con 0.42 y el 

cis-9,12-octadecanoico (C 18:29
'
12

) con 0.21, (Gráfica 2). 
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presentaba el área mayor, para obtener asi las proporciones en
términos de porcentaje de los 12 ácidos restantes, siendo en este
caso el C 16:0 el de mavor área.

Con los datos normalizados se procedió a calcular la media, la
desviación estándar, los valores minimo y máximo, el intervalo de
confianza, porcentaje de los datos dentro de éste y el coeficiente
de variación para los tiempos de retención v áreas normalizadas de
cada uno de los acidos grasos identificados, con el objeto de
hacer un análisis cualitativo y cuantitativo. Dichos parámetros se
pueden visualizar en las tablas 3 a 6.

Los tiempos de retención normalizados para todos los acidos grasos
muestran desviaciones estandar muy pequeñas en un rango de 0.0 a
1.02 y por tanto los coeficientes de variación también son
pequeños, van desde 0.0 a 0.90%, lo que significa gue la
variación de los datos con respecto a la media fi), fueron menores
al 1% . Para todos los ácidos los valores dentro del intervalo de
confianza son del 00 al 98% , excepto el ácido hexadecanoico
C 16:0, considerado como el 100% .

La gráfica 1 representa los valores promedio para los tiempos de
retención normalizados de 50 cromatogramas.

La cuantificación de los ácidos grasos de E. gzggpag se obtuvo del
área de los picos en el cromatograma, que es proporcional a su
concentración.

En orden de abundancia, el acido graso hexadecanoïco (C 16:0)
resultó tener el valor más alto con una media de 100.0, le
siguieron el cis-0 hexadecanoico (C 16:15) con 06.29, el Trans-9
octadecanoico yr cis-11 octadecanoico (C 10:19 vil) con 40.01,
tetradecanoíco (C 14:0) con 23.86, 3-hidroxitetradecanoico (3-OH
C 14:0) con 10.??, pentadecanoïco (C 15:0) con 3.4076,
heptadecanoico (C 1?:0] con 2.29, 2-hidroxitetradecanoïco (2-OH
C 14:0) con 1.95, octadecanoïco (C 13:0) con 1.40, dodecanoico
(C 12:0) con 0.61, cis-9,10-metilenhexadecanoico ((2 17:0 cis)
con 0.42, cis-9-octadecanoíco (C 18:19) con 0.42 y' el
cis-9,12-octadecanoico (C 18:29J2) con 0.21, (Gráfica 2).
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TABLA 3 
MEDIDAS l!STADISTICAS DE LOS TIEMPOS 

DE Rl!Tl!NCION NORMALIZADOS. 

HUM. AC . GRASO N llEDIA DESVIACIOll COEF . DE VALOR VALOR 
PICO ESTAllDAR VARIACION lllNlllO llAXlllO 

( X ) ( X ) 

12:t 5t 42.64 t . 21 t.5t 42.19 43.18 

14:t 5t 69 . 37 t.15 t . 22 69 . t7 69 . 71 

1• 15:t 5t 83.9t 1 . 29 1 . 35 83 . 23 84 . 56 

11 14:1 -20H 51 85. 39 t.31 1 . 36 84 . 69 86.19 

12 14:t -30H 5t 89.47 t.24 1 . 27 88.97 91 . tl 

14 16: 1' 51 95 . 76 1 . 14 t . 14 95. 37 95.96 

15 16:1 51 '"·" l . M l . M IM.M 1M.M 

17 17:t c1s 51 lit . 76 ..... t.36 1t9.82 111. 63 

18 17:1 5t 114.12 1.12 t.9t 113.M 12t.67 

21 18 : 2'· 12 5t 122.48 t.41 1.34 121.42 123 . 27 

21 18:1 9 cls 51 124.tl t.38 t . )1 123 . tl 124 . 69 

22 18:1 9
•' 

1 5t 125. 35 1.21 t . 17 124.79 125.68 
t r•ns-cl s 

23 18:1 5t 128 .55 1.41 t.32 127 . SI 129. 33 

N=NUllERO D E CROllATOGRAllAS 

'l

I

I_--í'_

T

NUI.
PICO

3

F

10

II

12

14

15

1?

II

II

21

II

23

AC. GHASD

12:0

14:0

15:1

14:1 -:ou

1-no -son

1ó:I'

Ifi=I

1?:I :Il

I?:I

:a::'*'*

10:1' 1:1:

:u::""'“
tran:-cl:

TABLA 3
Illìlìlillfluäi I¦Ei1'I1EiI15'T¦¦Í¦JH¦i EIEÉ LJDEE T IIEIHIUIIEE

EIEE IlIE1'E!hIiII[l1lI FIi1llII!1L.I¦IIl1CìCJ!i.

I IEDIA IESUIACIDI CHEF. DE VALOR
E$TAIgàI Elãlhflšüfl IIHIIO

il 42.61

$I 60.3?

SI I1.§I

SI $5.39

SI I9.1?

SI 15.10

SI III.II

SI 110.70

SI 114.02

Sl 122.4!

SI 12l.II

El 125.35

SI 120.55

Í I

I.

II

15

Ii

31

24

14

II

ll

II

ll

30

II

11

I

I.5I

I.22

I.35

I.1ú

I.I7

I.II

I.iI

I.3ó

I.0I

I.34

I.II

I.IT

I.3I

42.19

69.0?

03.23

84.69

II.9?

95.31

100.00

II9.B2

Il3.II

121.42

123.01

I2l.T9

I2T.5I

VALDH
HAIIHO

41.13

50.71

$4.56

06.19

90.01

05.96

IIO.II

111.63

120.07

123.2?

l21.00

125.00

120.33

1
W

|

I
L.

_ mi' _- 1-

I'|=NL!IERO DE CROHñ`f0GRñ.H1\5



TABLA 4 
MEDrDAS ESTADrSTrCAS DE LAS AREAS 

NORMALrZADAS. 

NUll. AC . GRASO N llEDIA DESVIACION COEF. DE VALOR VALOR 
PICO ESTAllDAR VARIACION lllNlllO llAXlllO 

( % ) ( 1 ) 

12:t se e . 61 1 . 22 36. 23 1 . 38 1.6t 

14:t se 28 . 86 7 . 3t 2S . 31 21.e3 63. 67 

11 1S:e se 3.41 1.t7 31. 36 1.63 S . 89 

11 14:1 -20H se 1.9S e . 9t 4S.87 G. 66 4 . 72 

12 14 : e -30H se 11. 77 4 . 67 43 . 37 3 .13 24 . 62 

14 16: 19 se 66 . 29 13.41 21. 22 33 . 96 98 . 86 

1S 16 : e se 1M.M e.M e . M 1M.M 1M . M 

17 17 : e cls se e . 42 e.3e 71.14 e . 1e 2 . e2 

18 17:1 se 2. 29 e . 71 31 . 63 1. 1 S 3 . 66 

21 18 : 29
'

12 se 1 . 21 t.ta 3S.86 1 . e6 l.S1 

21 18: 19 cls SI 1 . 42 e . 18 43 .67 e . 15 1.12 

22 18: ,., 11 SI 41.11 11.42 26 . tS 24 .18 97. 34 
trans-c 1 s 

23 18 : 1 St 1.48 1.42 28.21 1 . 93 3 . 33 

N=NUMERO DE CROMATOGRAllAS 

1.0__II

.1_É.-mi_

|
1

i

1

EEGF

3

I

10

11

12

14

15

1?

10

20

El

22

23

IIIEIJIIIDJAIS

AE: GRASD

12:0

14:0

15:0

14:0 -IÚH

14:0 -30H

10:1'

10:0

11:0 cl:

1T¦0

10:2" '*

10:1' 1:1:

1n:1'1"'
1-l'I|'I1¬¦¦|I

.10:0

TABLA 4
Eí5i1'l1EIIÍ5iT`I1:Jl!5 [005 L.!H5 JHFIEEAJS

0IEJF¡0IJLL.IÍI:AIDJl¦i:

HEDIA 0E5ïIl[IOI CHEF. DE ïllfll
Eìïllflàl ïllllfllflfl IIIIIO
Í I 1

0.01 0.22

10.00 ?.J0

3.0I 1.01

1.05 0.00

10.?? 0.01

00:19 13.00

100.00 0.00

0.42 0.30

2.20 0:10

0.21 0.00

0.02 0.10

00.01 10.02

1.00 0.02

1 I 1

30.23

25.11

31.10

45-0?

43:3?

10-22

0.00

ï1.I4

30.03

35.00

03.0?

20.05

10.20

0.10

20.03

I:03

0,00

3.03

31.00

100.00

0.10

1.10

0.00

0.15

24.00

0.03

HLLDH
IAIIHO

1.50

01.0?

0.00

0.71

20.02

00.00

100.00

2.02

3.00

0.51

I.02

01.34

3.33

H-HUHEHO HE' CR0lHiTO0H›\.I|H.S



TABLA 5 
XNTl!RVALOS DI! CONFXANZA PARA LOS TXEMPOS 

DI! Rl!Tl!NCXON NORMALXZADOS . 

llUll . AC . GRASO LllllTE LllllTE :l DENTRO DEL 
PICO INFERIOR SIWERIOR INTERVALO 

12 : t 42.22 43 . K 9t 

14:t 69 . t7 69.67 94 .. 15:t 13.32 84 . 41 94 

11 14:t -20ll 14.77 16. H 94 

12 14: t -lOll " ·" 9t . 45 92 

14 16:1 9 95.49 9' . t4 92 

15 16:t 1H.H 1H.H IN 

17 17:t cls 1t9.96 111.55 94 

11 17:t 111.97 116 . t7 98 

2t 11:29 ' .. 121 . 65 123 . 3t 96 

21 11 : 19 cls 123 . 24 124 . 77 96 

22 11 : 19
-'

11 124.93 125. 77 96 
tr•ns-cls 

23 ll:t 127. 73 129.36 96 

INTERVALOS CONSTRUIDOS DENTRO x : 2S 

I hI1'IEFl\fIiL.C0¦i I7I¦ i¦C70IF¦¦IJ\00¦¦Ih F'I1F1l1 L.C15i T”I EEhIF'C7¦i

IUI.
FICH

1

7

10

11

12

10

15

17

10

20

71

77

23

TABLA 5
__l__l_ ' í l_ mi 1 _ 1__ _ 1

E0!! III!1`EEhIC¦I¦CIl0 0IC0lIO0J1L.]I2¦I1I1C0¦:

IE. 00050

11:0

10:0

15:0

1-no -¡on

14:0 -000

10:1'

10:1

17:0 cl:

17:0

1::=:""

10:1' :I:

11:1'-1'"
trlnn-cl:

10:0

LIIITE LIIITE I DEHTRÚ DEL
IIFEIIÚI IUFEIÍÚH IIÍEIVALD

42.77

09.07

03.31

00.77

00.00

00.00

100.00

100.00

111.07

171.00

121.20

170.0!

127.73

I”

07

II

00

45

00

00

S0

07

30

77

77

10

00

00

00

00

07

07

100

04

00

00

00

00

00

1I|TERïII.0S EÚHSTIHJIDOS DEII 1
._ .F 'kfl' _' _ __ _ _ _
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TABLA 6 
:INTERVALOS DI! CONP':IANZA PARA LAS AREAS 

NORMALJ:ZADAS. 

-· AC . GRASO LllllTE LllllTE 1 DENTRO DEL 
PICO IMFERIOR SUPERIOR INTERVALO 

12:t t.17 l.t6 94 

14:t 14.25 43 . 47 96 

lt 15:t l. 27 S.55 98 

11 14:t -20ll t . 16 3 . 75 96 

12 14:t -30ll 1.43 2t . ll 96 

14 16:1' 39 . 49 93 . t9 92 

IS 16:t IM.M IM.M IM 

17 17:t cls .... l.t3 96 

18 17:• t.89 3.69 IM 

2t 11:29 ' IZ t.t6 • . 37 96 

21 18:1' cls •.•s t.78 96 

22 18:1
9
'" 19.16 6t.8S 98 

trans-c Is 

23 18:• t.64 2. 31 96 

INTERVALOS CONSTRUIDOS DENTRO i : 2S 

____ __l
"lï_.

I hI1'IEI11f:0.L.¢ì!i

IUI.
PICO

3

7

10

II

12

10

15

17

10

20

71

22

23

AC. GIASD

na

Ha

10:0

10:0 -¡OH

14:0 -:on

10:1'

un

17:0 cl!

17:0

10:2'-"

lmficu

10:1',"
iran:-:Il

10:0

TABLA 6
_ _ _ “ _“|_'“

lil! E¦CO0IF'I¦l1hIIEI: F'I:F1J1 L.I:Ei l:F1EEl\Si

HDHHALIIADAS

LIÍITE LIIITE I DEHTRD DEL 1
IIFEIIUI SUPERIOR IHTERVALO

0.17

10.20

1.77

0.10

1.0]

30.00

100.00

0.00

0.00

0.00

0.00

10.10

0.00

1.00

43.47

0.00

1.75

20.11

01.00

100.00

1.01

3.00

0.17

0.70

00.05

2:31

00

96

00

90

90

02

100

96

100

90

90

00

90
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Las áreas normalizadas de los 13 ácidos grasos muestran 

desviaciones estándar de O.O a 13.40, coeficientes de variación 

de 20.22 a 71.14% , lo que demuestra una variabilidad importante 

en los resultados, a pesar de ello el 96.46% de los datos 

normalizados cayeron dentro de los intervalos de confianza 

(Tabla 6). En 11 de los 13 ácidos grasos, los porcentajes fueron 

de 96 a 100% , exceptuando a los picos 3 y 14 con valores de 94 y 

92% respectivamente. 

El análisis cromatográfico fué complementado con las siguientes 

pruebas adicionales: 

Bioquímicas tradicionales efectuadas al inicio y final de este 

trabajo, comprobándose la autenticidad y viabilidad de la 

bacteria. 

- API 20E, se realizó al finalizar el estudio, estas micropruebas 

bioquímicas solo nos llevaron a resultados "probables" en la 

identificación a escoger entre 2 especies K· ozaenae y 

lo que hizo necesario realizar pruebas !L. pneumoniae, 

adicionales de 

determinación, la 

manera tradicional para dilucidar la 

cuál se prolongó y la hizo más tardía. 

36 

Las áreas normalizadas de los 13 ácidos grasos muestran
desviaciones estándar de 0.ü a 13.40, coeficientes de variación
de 20.22 a ?1.14% , lo que demuestra una variabilidad importante
en los resultados, a pesar de ello el 96.46% de los datos
normalizados cayeron dentro de los intervalos de confianza
(Tabla 6). En 11 de los 13 ácidos grasos, los porcentajes fueron
de 96 a 100% , exceptuando a los picos 3 y 14 con valores de 94 y
92% respectivamente.

El análisis cromatográfico fué complementado con las siguientes
pruebas adicionales:

- Bioquímicas tradicionales efectuadas al inicio y final de este
trabajo, comprobandose la autenticidad y viabilidad de la
bacteria.

- API ZOE, se realizo al finalizar el estudio, estas micropruebas
bioquímicas solo nos llevaron a resultados "probables" en la
identificación a escoger entre 2 especies L. ggaenag y
E, pneumoniae, lo que hizo necesario realizar pruebas
adicionales de manera tradicional para dilucidar la
determinacion, la cuál se prolongó y la hizo más tardía.
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9 DISCUSION 

se identificaron 13 ácidos grasos que caracterizan a ~- ozaenae, 

en comparación con los 26 que contiene el estándar empleado, 

(Tabla 7). 

Las áreas y tiempos de retención se normalizaron con objeto de 

eliminar la variación que pudo existir en la medición de la 

muestra. El ácido graso e 16:0 fué el que siempre presentó las 

áreas más altas en relación con los demás, confirmándose lo 

reportado en la literatura ( 26) ( 14), que este ácido es 

caracteristico de la familia Enterobacteriaceae, y por lo tanto de 

~. ozaenae. 

El hecho de que el 94.77% de los tiempos de retención normalizados 

para los 13 ácidos grasos obtenidos, cayeran dentro de los 

intervalos de confianza y gracias a sus bajos coeficientes de 

variación (menor al 1%) nos permitió identificar claramente los 

ácidos grasos presentes en ~. ozaenae, mostrando que no hubo 

solapamiento de picos, debido a la buena separación de la columna 

y las condiciones idóneas en la programación del detector e 

integrador (55) (38). 

La abundancia de ácidos grasos en orden creciente por número de 

pico fué: 20, 21, 17, 3, 23, 11, 18, 10, 12, 7, 22, 14 y 15. El 

porcentaje de variación con respecto a la media, que se observa en 

los datos de áreas normalizadas, depende no sólo de la técnica 

empleada, de los métodos de detección e integración ó de la 

concentración y cantidad de la muestra, sino también de las 

caracteristicas fisicas y quimicas de los ácidos grasos y sus 

ésteres metilicos ( 55). Las cadenas de carbonos de los ácidos 

grasos con número de pico 3, 7, 10, 15, 18 y 23 (Tablas 5 y 6), 

son saturadas, no tienen ramificaciones, ni dobles ligaduras, 

hidroxilaciones, ni metilaciones que pudieran hacerlos inestables 

químicamente. Los picos 11, 12, 14, 17, 20, 21 y 22 representan a 

los ácidos grasos que por ser insaturados, pueden sufrir 

rnodif icaciones estructurales y conf iguracionales corno las ya 
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9 DISCUSION

se identificaron 13 acidos grasos que caracterizan a E. ggagggg,
en comparacion con los- 26 que contiene el -estándar empleado,
(Tabla 7).

Las areas y tiempos de retención se normalizaron con objeto de
eliminar la variacidn que pudo existir en la medicion de la
muestra. El acido graso C 16:0 fue el que siempre presento las
áreas mas altas en relacion con los demas, confirmandose lo
reportado en la literatura (26) (14), que este acido es
característico de la familia Enterobacteriaceae, v por lo tanto de

E- Qåååflåš-

El hecho de que el 94.??% de los tiempos de retencion normalizados
para los 13 ácidos grasos obtenidos, cayeran dentro de los
intervalos de confianza y gracias a sus bajos coeficientes de
variación (menor al 1%) nos permitió identificar claramente los
ácidos grasos presentes en L.  , mostrando que no hubo
solapamiento de picos, debido a la buena separacion de la columna
y las condiciones idóneas en la programacion del detector e
integrador (551 (33).

La abundancia de acidos grasos en orden creciente por número de
pico fué: 20, 21, 1?, 3, 23, 11, 13, 10, 12, T, 22, 14 Y 15. El

porcentaje de variacidn con respecto a la media, que se observa en
los datos de areas normalizadas, depende no solo de la técnica
empleada, de los metodos de detección e integracion 6 de la
concentración y cantidad de la muestra, sino también de las
caracteristicas fisicas y químicas de los acidos grasos y sus
ésteres metilicos (55). Las cadenas de carbonos de los acidos
grasos con número de pico 3, 7, 10, 15, 18 y 23 (Tablas 5 y 6),
son saturadas, no tienen ramificaciones, ni dobles ligaduras,
hidroxilaciones, ni metilaciones que pudieran hacerlos inestables
químicamente. Los picos 11, 12, 14, 17, 20, 21 v 22 representan a
los ácidos grasos que por ser insaturados, pueden sufrir
modificaciones estructurales y configuracionales como las ya
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mencionadas. Los picos 14, 21 y 22 tienen una doble ligadura; el 

11 y el 12 son hidroxiácidos, el pico 17 es un ácido graso 

metilado, además de tener una doble ligadura; el pico 20 

corresponde a una cadena de 18 carbonos con 2 dobles enlaces, 

es decir con un mayor grado de insaturación. 

Estas caracteristicas les confieren inestabilidad, lo cuál se ve 

remarcado por el incremento de la polaridad debido a la metilación 

en el proceso de esterificación (21). La mayor polaridad de los 

ácidos grasos los hace más afines a la fase estacionaria de la 

columna cromatográfica, y su acarreo por la fase móvil pudo ser 

afectado. El tipo de columna empleado para el análisis y su 

tiempo de uso, también pudo influir en los resultados, debe 

tenerse entonces especial cuidado en considerar su vida media 

(58) (55). 

Los resultados establecen una variabilidad del 20 al 28% para los 

picos 7, 14, 22 y 23; del 30 al 36% para los picos 3, 10, 18 y 20¡ 

del 40 al 46% para los picos 11, 12 y 21. De 0% para el pico 15 y 

de 71% para el pico 17. El pico 15 fué el más abundante y de 

variación no significativa, por lo que se consideró como el 100% 

para normalizar los valores de los otros 12 ácidos grasos 

determinados en este estudio. La alta variabilidad no se debió a 

una dispersión general de los datos sino a casos aislados en 

algunos cromatogramas, con valores extremos por arriba ó debajo de 

la media, como sucedió con el pico 17, con 2 áreas normalizadas 

extremas, 2.02 y 1.28 de las 50 obtenidas. Este pico tuvo el 

coeficiente de variación mayor (71%). 

También debemos considerar que los valores de las medias para las 

áreas de retención normalizadas, fueron pequeñas para la mayoria 

de los ácidos grasos de K· ozaenae, 8 de ellos tienen valores 

entre o. 21 y 3. 41, los 4 restantes con resultados que van 

desde 10.77 hasta 66.29 y con frecuencias de tan solo uno para 

cada valor. Cantidades pequeñas pudieron incrementar el grado de 

variación de los resultados, debido a la cantidad y concentración 

de la muestra inyectada, aspecto determinante para un buen 
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mencionadas. Los picos 14, 21 y 22 tienen una doble ligadura; el
11 y el 12 son. hidroxiácidos, el pico- 1? es un ácido- graso
metilado, ademas de tener una doble ligadura; el pico 20
corresponde a una cadena de 18 carbonos con 2 dobles enlaces,
es decir con un mayor grado de insaturación.

Estas caracteristicas les confieren inestabilidad, lo cuál se ve
remarcado por el incremento de la polaridad debido a la metilación
en el proceso de esterificación (21). La mayor polaridad de los
acidos grasos los hace mas afines a la fase estacionaria de la
columna cromatografica, v su acarreo por la fase móvil pudo ser
afectado. El tipo de columna empleado para el analisis y su
tiempo de uso, también pudo influir en los resultados, debe
tenerse entonces especial cuidado en considerar su vida media
(53) (55).

Los resultados establecen una variabilidad del 20 al 28% para los
picos 7, 14, 22 v 23; del 30 al 36% para los picos 3, 10, 18 y 20;
del 40 al 46% para los picos 11, 12 y 21. De 0% para el pico 15 y
de 71% para el pico 1?. El pico 15 fué el más abundante y de
variación no significativa, por lo que se consideró como el 100%
para normalizar los valores de los otros 12 acidos grasos
determinados en este estudio. La alta variabilidad no se debió a
una dispersión general de los datos sino a casos aislados en
algunos cromatogramas, con valores extremos por arriba ó debajo de
la media, como sucedio con el pico 17, con 2 areas normalizadas
extremas, 2.02 y 1.23 de las 50 obtenidas. Este pico tuvo el
coeficiente de variación mayor (71%).

También debemos considerar que los valores de las medias para las
areas de retención normalizadas, fueron pequeñas para la mayoria
de los ácidos grasos de 5. oggggae, 8 de ellos tienen valores
entre 0.21 y 3.41, los 4 restantes con resultados que van
desde 10.77 hasta 65.29 y con frecuencias de tan solo uno para
cada valor. Cantidades pequeñas pudieron incrementar el grado de
variación de los resultados, debido a la cantidad y concentración
de la muestra invectada, aspecto determinante para un buen
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análisis. La inyección y medición manual de la muestra debe 

estandarizarse y hacerse con rapidez para que no influya 

considerablemente en los resultados (38) (55). 

Sin embargo el 96. 46% de los resultados cayeron dentro de los 

intervalos de confianza, determinando asi su validez. Es posible 

que exista además una isomeria de algunos de los ácidos grasos, 

que no fué resuelta por la columna de separación utilizada y que 

puede haber incrementado la variabilidad de los resultados, 

denotando que dentro de la misma especie existe una diferenciación 

importante que nos lleva a pensar en un perfil más detallado y 

preciso que conduzca a una identificación a nivel de subespecies ó 

biotipos (28). 

Los resultados de los tiempos de retención normalizados concuerdan 

con lo reportado por Yañez (1992), (56) para los ácidos grasos 

correspondientes. 

El análisis cromatográfico de una muestra, bajo las condiciones 

mencionadas en el método, se llevó a cabo en aproximadamente 35 

minutos, el proceso total desde el cultivo bacteriano hasta la 

extracción de los ésteres metilicos se hizo en aproximadamente 48 

hrs. Esto quiere decir que la cromatografia gas liquido fué un 

método rápido y eficaz, con una reproducibilidad mayor al 95%, en 

relación con las pruebas bioquímicas tradicionales que consumen 

más tiempo, material y trabajo de laboratorio (19). Recientemente 

han aparecido en el mercado métodos de identificación, que 

pretenden minimizar estos inconvenientes, tal es el caso del 

sistema API que provee una serie de micropruebas bioquímicas, que 

prometen resultados en una identificación ideal entre 24 a 48 hrs 

aproximadamente. Pero si le agregamos 24 a 48 hrs extras para 

realizar ciertas pruebas adicionales, tendríamos un m1nimo total 

de 48 hrs, aunado al hecho de que en ocasiones es dificil 

considerar positiva ó negativa una microprueba a causa de las 

variaciones en los vires de color y al resultado de códigos 

inexistentes que complican la identificación. 

La cromatografía gas líquido es una alternativa muy utilizada en 
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análisis. La inyección y medición manual de la muestra debe
estandarizarse v hacerse con rapidez para que no influya
considerablemente en los resultados (38) (55).
Sin embargo el 96.46% de los resultados cayeron dentro de los
intervalos de confianza, determinando así su validez. Es posible
que exista ademas una isomería de algunos de los ácidos grasos,
que no fué resuelta por la columna de separación utilizada y que
puede haber incrementado la variabilidad de los resultados,
denotando que dentro de la misma especie existe una diferenciación
importante que nos lleva a pensar en un perfil más detallado y
preciso que conduzca a una identificación a nivel de subespecies ó
biotipos (28).

Los resultados de los tiempos de retención normalizados concuerdan
con lo reportado por Yañez (1992),(56) para los acidos grasos
correspondientes.

El análisis cromatográfico de una muestra, bajo las condiciones
mencionadas en el metodo, se llevó a cabo en aproximadamente 35
minutos, el proceso total desde el cultivo bacteriano hasta la
extracción de los ésteres metilicos se hizo en aproximadamente 48
hrs. Esto quiere decir que la cromatografía gas liquido fué un
método rapido y eficaz, con una reproducibilidad mayor al 95%, en
relación con las pruebas bioquímicas tradicionales que consumen
mas tiempo, material y trabajo de laboratorio (19). Recientemente
han aparecido en el mercado métodos de identificación, que
pretenden minimizar estos inconvenientes, tal es el caso- del
sistema API que provee una serie de micropruebas bioquímicas, que
prometen resultados en una identificación ideal entre 24 a 48 hrs
aproximadamente. Pero si le agregamos 24 a 48 hrs extras para
realizar ciertas pruebas adicionales, tendríamos un mínimo total
de 48 hrs, aunado al hecho de que en ocasiones es dificil
considerar positiva ó negativa una microprueba a causa de las
variaciones en los vires de color y al resultado de códigos
inexistentes que complican la identificación.

La cromatografía gas liquido es una alternativa muy utilizada en
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identificación y taxonomia bacteriana (39) incluyendo a las 

enterobacterias (26). Las bacterias son responsables de una 

gran cantidad y diversidad de enfermedades que dañan al hombre. Un 

diagnóstico rápido y preciso es determinante para su prevención, 

tratamiento y erradicación. 

Por lo tanto esta técnica alternativa puede ser de mucha utilidad 

en áreas como medicina y clinica donde se necesita contar con un 

diagnóstico y prescripción rápidos con un bajo costo. Otra ventaja 

de la técnica es que se pueden manejar un gran número de muestras, 

se utilizan pequeñas cantidades de biomasa y se pueden detectar 

concentraciones nanográmicas. 

El análisis cromatográfico de los ácidos grasos de ;K. 

permitió determinar su perfil y aportar información 

composición quimica de sus lipidos totales (50). 

ozaenae 

de la 

La composición de los ácidos grasos que se obtuvo de un total de 50 

repeticiones se compone de 13 ácidos grasos; saturados, 

insaturados, metilados e hidroxilados, caracteristicos de 

enterobacterias como lo menciona la literatura (26) (10) (14). 

Estos 13 ácidos grasos con sus tiempos de retención normalizados y 

con sus áreas normalizadas respectivamente, representan el perfil 

cromatográfico de los ácidos grasos de !L.. ozaenae, que es 

caracteristico solo para esta especie. (Figura 4) 
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identificación yf taxonomía bacteriana (39) incluyendo a las
enterobacterias (25). Las bacterias son responsables de una
gran cantidad y diversidad de enfermedades que dañan al hombre. Un
diagnóstico rápido y preciso es determinante para su prevención,
tratamiento y erradicación.

Por lo tanto esta técnica alternativa puede ser de mucha utilidad
en áreas como medicina y clinica donde se necesita contar con un
diagnóstico v prescripción rápidos con un bajo costo. Otra ventaja
de la técnica es que se pueden manejar un gran número de muestras,
se utilizan pequeñas cantidades de biomasa y se pueden detectar
concentraciones nanográmicas.

El análisis cromatográfico de los ácidos grasos de 5. ozaenae
permitió determinar su perfil y aportar información de la
composición quimica de sus lípidos totales (50).
La composición de los ácidos grasos que se obtuvo de un total de 50
repeticiones se compone de 13 ácidos grasos; saturados,
insaturados, metilados e hidroxilados, característicos de
enterobacterias como lo menciona la literatura (25) (10) (14).

Estos 13 ácidos grasos con sus tiempos de retención normalizados y
con sus áreas normalizadas respectivamente, representan el perfil
cromatográfico de los ácidos grasos de E¿ ozaenae, que es
característico solo para esta especie. (Figura 4]
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10 CONCLUSIONES 

- Se obtuvo el perfil de los ácidos grasos de Klebsiella ozaenae 

a partir de 50 cromatogramas. Consta de 13 picos representativos 

de dichas sustancias aisladas e identificadas por Cromatografía 

de gases. 

- La precisión del método fué de 95.6% considerando los tiempos de 

retención y las áreas de retención normalizadas; es decir que es 

reproducible en más del 95%. 

- La técnica es rápida, de resultados confiables y de bajo costo 

en análisis rutinarios. 

- En un futuro inmediato puede emplearse 

sanitaria, industria alimentaria, 

microorganismos del ambiente 

ingeniería 

identificar 

enfermedades y fuentes de contaminación, 

en clínica, 

etc., 

causantes 

así como 

para 

de 

en 

quimiotaxonomía. Para lo que es necesario contar con un banco de 

datos con los perfiles de estos organismos, el presente trabajo 

es una pequefia aportación que puede ser utilizado en México a 

resolver este tipo de problemas. 

- La técnica aün puede optimizarse, o variar en sus resultados, 

acorde a las condiciones en que se lleve a cabo en diferentes 

laboratorios, por lo que es necesario estandarizar la 

perfectamente para que pueda ser utilizada en otros lugares. 
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10 CONCLUSIONES

Se obtuvo el perfil de los ácidos grasos de Klebsiella ozaenae
a partir de 50 cromatogramas. Consta de 13 picos representativos
de dichas sustancias aisladas e identificadas por Cromatografía
de gases. .

La precisión del método fue de 95.6% considerando los tiempos de
retención y las áreas de retención normalizadas; es decir que es
reproducible en más del 95%.

La tecnica es rápida, de resultados confiables y de bajo costo
en análisis rutinarios.

En un futuro inmediato puede emplearse en clinica,
ingeniería sanitaria, industria alimentaria, etc., para
identificar microorganismos del ambiente causantes de
enfermedades y fuentes de contaminación, asi como en
guimiotaxonomïa. Para lo que es necesario contar con un banco de
datos con los perfiles de estos organismos, el presente trabajo
es una pequeña aportación que puede ser utilizado en México a
resolver este tipo de problemas.

La técnica aún puede optimizarse, o variar en sus resultados,
acorde a las condiciones en que se lleve a cabo en diferentes
laboratorios, por lo que es necesario estandarizarla
perfectamente para gue pueda ser utilizada en otros lugares.
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11 SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES 

Probar la técnica con muestras del ambiente y demás áreas 

mencionadas, para poder a futuro implementarla como una 

alternativa de identificación. 

- Seguir incrementando el banco de datos mediante el ánalisis de 

ácidos grasos de otras especies, para enriquecerlo y tener mayor 

posibilidad de identificar una muestra al comparar su 

cromatograma con los perfiles almacenados. 

Poner especial cuidado en los procesos de esterificación y 

extracción de los ésteres metilicos, pues son criticos en la 

aplicación de la técnica cromatográfica. 
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Probar la técnica con muestras del ambiente= y -demás áreas
mencionadas, para poder a futuro implementarla como una
alternativa de identificación.

Seguir incrementando el banco de datos mediante el ánalisis de
ácidos grasos de otras especies, para enriquecerlo y tener mayor
posibilidad de identificar' una. 'muestra. al comparar su
cromatograma con los perfiles almacenados.

Poner especial cuidado en los procesos de esterificación 'v
extracción de los ésteres metílicos, pues son críticos en la
aplicación de la técnica cromatográfica.
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?†.3I

95.23

ó5.ó3

15.

óó.

Ió

55

95.25

óó.ó3

95.

ó?.

II

39

l5.2ó

ó?.45

95.II

Í óó.I$

55.2!

ó?.4¦

95.95

9B.fló

Ió¦I
III.ÍÍ

Iii.ID

1II.lI

lIi.I$

III.II

lIi.Ii

1

-_

II

II

1II.II

I ìIl.II

.Il

III.II

IIi,II

III.ifi
15

_? __?=| _=n_ lIl.I9

I.2ó

IlI.1?

I.l1

1II.4l

0.37
.I
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I

1

-_

I1

3ó

III.

I.

35
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1ll.

I.

Il

BI

l11.A?

Ill]

1l1.I5

I.21

ói

I.4I

___.__a¡
2.I2`

lo I I?¦I

F
III.

2.

29

I?

lI4.3I

2.13

I 113.52

_ I.9I

114

I

I2

A?

49

3?

II3.

2.

1I4.

T.

2I

72

II3.fi2

l.4I

1|3.9§ I

Las
†I3.

1.

Tó

Bb

¬ k
i.
lll

2

.EI

.B9

zo 1a-2*" 122.

I.

93

25

122.88

I.19

122.04

I.25

122

I

73

25

II

2ó

122.

I. in.
BI

15

122. 122.I2

1.25

_2z.sr '
1.24

I22.

I.

33

2% 1

123.13

I.3¢

21 _s=1'¢is I24.3T

I.2? i___D.

124.3?

2?

123.53

i.41
II-_IIlIíH- _tii. __ I .L

|
' 22 1B:i"'1
! ltrnns-cis

I _ __l

I2$.44

36.85

125.

3ó.

43

89

124

I

2!

49

_
Í 123.

I.

54 ¡ 124.

I.34

3! 123.58

I I.21 I.5B

l
|24.I2 123.

I.

E4

54

†24.ól

12$.II

35.54

125

36

42

49

_I_'_ 1

l2$.

37.65

“J
I3 l2$.33

2ó.óó

123.II

39.82 33.52

-1"'
I25.34 125.2I

39.3?

I'

125.6!

2?.3I

i 23 Í IB:I

J

I23.92

1.12

94

I3

ì2$.

I.

t2B.I4

I.32

123

I

24

26

I2fl.Ú4

I.4I

I _za.a2
| I.93

12Ú¬I?

1.26

_2a._s_ i
1.24 J

123.34

I.2 3

Iii-.IB

i

I.5ï



TABLA 2 (continuacion) 
AREAS Y TIEMPOS DE RETENCION NORMALIZADOS 

DE K 1eba1•1 1 a oz••n•• 

Num . de Cromato 
grama . -----+ 11 12 13 H 15 16 17 18 19 20 

Hum . d• T T T T T T T T T T 
pico ,. Ac. Graso -------- -------- ----·-- -------- -------- -------- -------- -------- ----- --- ---- ----

A A A A A A A A A A 

42. 75 42. 54 42. 29 42 . 19 43. 18 42.88 42. 88 42 . 69 42 . 44 42. 64 
3 12:9 

t.43 1 . 43 • . 53 1.52 t.6• • . 54 • . 52 l. 56 t . 43 0 . 61 

69 . 41 69 . 34 69 . 17 69 . 17 69 . 71 69 . 51 69 . 59 69. 41 69 . 16 69 . 38 
7 14 : 1 

24 . 24 23.45 25.64 25. 64 27 . 79 27 .99 27 . lt 31. 71 21. 80 29. 03 

83 . 97 83 . 99 83 . 23 83.23 84 . 56 84 . 22 84. 22 84. 16 83. 62 84 . 01 
11 15 : 1 

2, 61 2. 33 3. 74 3 . 69 2.86 2. 39 2 . 39 2 . 98 2. 54 3 . 2• 

85 . 48 85 . 41 84 . 69 84 . 76 86.19 85 . 73 85 . 72 85. 67 85 . t6 85 . 46 
11 14 : 0 - 21H 

1. 69 l. 21 2 . t4 2. 11 1. 91 1.27 ( . 29 1. 64 1 . 11 1. 36 

89. 55 89. 42 88. 97 88 . 97 91.tl 89. 68 89. 67 89. 66 89. 14 89 . 51 
12 14 : 1-30H 

9.48 7. 13 12.16 7. 74 11 . 88 7 . 68 7 . 87 11 . 13 6. 32 7. 51 

16 : 19 
95. 79 95. 76 95 . 59 95. 51 95. 92 95.86 95 . 86 95 . 87 95.41 95 . 83 

14 
66 . 23 64.81 66.22 56 . 52 67 . 18 66 . 83 66. 97 86. 77 33 . 96 78 . 26 

111 . H 111 . H 111 . •0 IH. H 111 . ff 111.H 111 . 11 111.00 111.H 100.H 
15 16 : 0 

IH. H 111 . te IH. 11 llt . 0• 111.H l ..... 190 . 11 100.H 111.11 111 . 80 

110 . 77 lit . 74 119 . 82 119 . 83 111. 43 111 . 25 111 . 17 111. 36 111 . 39 119 . 89 
17 17:G ci s 

l . 27 0 . 25 •. 39 l. 39 t. lt • . 36 l. 11 l. 48 1 . 41 9 . 38 

113. 92 113.86 113 . 90 113.11 114. 65 114.27 120 . 67 114. 31 113. 55 114 . 99 
18 17:1 

1.87 l. 58 2 . 51 2 . 51 2.05 1. 55 l. 53 2.•7 1.89 2 . 18 

18: 2'· 12 
122 . 54 122.44 121 . 42 121 . 42 123. 27 122 . 94 122 . 93 123 . 03 122 . 11 122 . 66 

2• 
1 . 21 1.21 l. 24 l. 24 1.16 l. 21 1 . 2• l. 17 l . 23 9.t8 

18: 1 'c is 
124.04 124 . 11 123.11 123 . 11 124. 69 124 . 41 124.49 124 . 48 123. 66 124 . 22 

21 
9 . 47 l. 38 l. 25 1 . 25 l. 55 • . 71 • . 72 1.92 0. 49 l . 56 

18 : 1"" 
125. 31 125. 24 124 . 79 124 . 79 125. 68 125 . 48 125.47 125 . 57 125. 17 125. 46 

22 
lrans - c i s 38 . 18 32 . 42 38.62 38 . 62 24.98 33.22 33 . 27 29 . 28 37 . 23 38. 88 

128 . 56 128. 5t 127 . 50 127 . 51 129. 33 128 . 95 128 . 95 129.05 128. 20 128. 79 
23 18:t 

l. 13 1.18 l. 39 1. 36 l. 26 1 . 15 l.t5 1. 53b l. 31 1. 31 

TABLA 2 (continuacion)
.A F¦E1A_fi¦ “F T I IEAIF*{3!i III! FII!'T EÉAIIZIIIJIH IiI3IiII_l L.I I¦IL[343!5

DE Hlflbolulln ozaenae
_ ___ '-il ' _

Num. de Cromalo
q_-________¬-I› __ 12 13 |-_ IS Ia J _? _B Is I 20

3 12:3
42.25

¡.43

42.34

I.43

1_m___u__' 1 T 1* T T-
_ pjgg n A¢_ Epi; - - - - - - -1- - - - - - --w- - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - --- - - - - - - --------

A A A A A A A

T T T T1.......... _-
A A

T

A

42.21

I.53

42.19

1 14:1
ó9.41

24.24

59.34

23.45

$9.42

25.ó4

ó3.I2

25.ó4

I.52

__I _

43.13

I.óI

_¡__

42.33

3.54

I.

41.
_I__ _ __'

BB

S2

22.29
5

aofÍT_1† 69.54

22.09

H__`_`

afin
21. II 31.21 21

42.ó9 42.44

I.5ó I.43 I_ó1 I

ó9.4I ó9.1ó 69.3!

BI

I.

-_.

42.54

29.33

14 1SrI

14:3*2ÍH

33.92

2,óI

33.45

I.ól

I3.9I

2.33

$5.41

1.21

B3.23

3.24

34.69

2.I4

33.23

3.ó9

34,2ó

2.II

| $4.55

2.ló

óó,19

1.91

04.22

2.39

35,23

1.22

G4.

2.

$3.

1.

22

31

22

29

-____

1 auna' Í:
2.9! 2

asa: I si
1.ó4 1

ó2

54

Ió

I1

84.111
3.20

85.46

1.3ó

ll?

I-

12

14

14:3-3üH
$9.55

2.43

$9.42

2.13

53.3?

12.16

B2.9?

2.24

9I.I1

. II.ó3

B9_ófl B9-

2.

1fi=|"
33.29

óó.23

93.26

ó4.l1

95.59

óó.22

95.51

5ó.52

1

95.92

ó?.IB

?.fil

95 óó

óó.33

$2

G?

'un95.

óó. 9?

I ó9_óó - B9

lI.13 3

I4 $9.51
32 7.51

95.32 93

25.?? 33

41

QB

93

lo

33

2ó
' -I “_' I _'_í-I __†

15

__ _; _ }_

17 I?

1ó:I

:O il;

144.44

III.IB

110.2?

3.2?

III.IÚ

IIi.Ifl

I1I.?4

4.25

1

lII.lI

1II.Ii

II9.B2

I.39 _
1lI.I4

1II.II
_ 'I-I--$1' *H-"

143.33

4.39

¬ 1
1

I-

1Il.II

III.Ii

Ilo.

III.

II

Ii

I._

_u.u 1 _
1 _n__.n__ u_u.

1
I

1¢U

III

II

ii

I1I,43

I.II

Í".

l1I.2$

4.36

_.

i

_¡._

I1I.

I.

Ii

1?

11 I.4B

1I1.3ó 1II

I

39

41

B9

36

20

_'_ï

13 I2¦I
113.92

1.8?

113.36

1.3!

I13.II

2.51

I13.Il

2.51

íï_ Í

114.53

2.I5

114.2?

1.55

123.

1.

ó?

53

'__-:.31-
2.I2

113

I

55

39

114

2

I9

II

|.=21,l¦ 122.54

I,2I

'_“|__ _`_'. 1' 1

122.44

042'

É." -_ --L
121.42

0.24

121.42

4.24

__ __ ___@

123.2?

I.Ió

122.94

4.21
_-_

122.

I.

93

2I

123.43

I.I2

122. 11

23

122

I

óó

IB

21 '1_u=_'*=¡2_, 124.l4

I.4?

.'_' ____

124.I1

4.33

____l'

123.31

0.25

I23-I1

I.23 I.

124.59

S5

124.41

I.?I

124.

I.

4I

22

124.43

¬ mi
123

Q

óó

49

124

I

22

Só

22
1
lan"-I"
tran:-cis

125.31

33.13

123.24

32.42

124.7?

3I.ó2

124. 29 125- ófl

3ó.ó2 24.i3

125.48

33.22

125.
33.

4?

22
I

1 125.5:
2S.2fl

125

3?

12

23
1 123

33

46

BB

23
12E.5ó

1.13

128.54

I.II

122.5I

1.39

122.34

I.3ó

129.33

1.- if'
123.95

1.15

123.

I.

95

IS

I T
|

29.ü3

. I.53h

.H...

125

1.

20

31
1 123

1

T9
31



TABLA 2 (continuacion) 
AREAS Y TXEMPOS DE RETENCXON NORMALXZADOS 

Num. de Cromato 
grama . - 2J 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

Num . de T T T T T T T T T T 
pico " Ac. Graso -------- -------- -------- -------- -------- -------- -- ------ -------- -------- ---- --- -

A A A A A A A A A A 

42 . 6• 42 . 53 42. 56 42 . 73 42.48 42A2 42.43 42. 59 42. 35 42. 37 
3 J 2,. 

9 .42 0.42 0 . 45 t . 79 t . 49 •. 42 •. 50 9. 49 9 . 45 e . 38 

69 . 26 69 . 25 69 . 27 69.48 69 .24 69 . J 8 69 . 2J 69 . 26 69. J J .69. J J 
7 J 4 , 9 

2t.t3 2J .44 24 . 43 39.•8 25 . J4 23. 43 27 . 0 2 26 . 08 24 . 3t 20 . 32 

83.92 83 . 85 83 . 85 84 . 12 83 . 67 83 . 62 83 . 6J 83.83 83 . se 83. 54 
J0 J 5 ,, 

2. 29 3. 73 5 . lt 4 . 77 4. 79 4. J 7 4 . J 7 5 .89 2 . 9t 4. 25 

85 . 38 85 . 32 85 . 29 85 . 58 85 . lt 85 . t7 85 . t6 85 . 27 84 . 9J 85 . 90 
J J J4 , 0-29H 

0 . 66 0 . 96 1.16 4 . J J 1.53 J. 24 J . 79 l. J t 1.•2 0.8J 

89. 39 89 . 37 89 . 3J 89 . 72 89. 2J 89 . J8 89. 25 89 . 28 88 . 99 89 . 03 
J 2 J4,f-30 H 

3 . 97 5 . 85 5.47 J 9 . 96 8. 36 7. JI 9 . 77 6.t7 3 . t3 4. 64 

16: 1' 
95. 69 95 . 73 95 . 76 95 . 88 95. 45 95. 48 95 . 69 95. 81 95. 74 95 . 67 

J4 
46. 74 65 . 4J 78 . 37 86 . 23 36.67 4t. 72 58. 7J 8J. 62 80. 40 65. 69 

Jet.et J .. ... J .. . .. IH . .. JH.tt JH.H JH.99 J00.tt J00 . 00 J00 .ee 
J 5 J 6, . 

Jet.et IH . H JH . te IH.H JH . H IH . te 111 . 99 IH.90 lte.00 100 .00 

l lt . 82 110.84 l lt. 65 111.12 l lt . 41 l lt. 38 l lt . 36 J Jt . 63 J J 0 . 24 J J0 . 27 
J 7 17 : 0 ci s 

0 . 35 • . 3 J •. 51 t.46 1 . 47 t . 42 • . 37 • . 69 t.6• • . 50 

J J 3 . 99 113 . 92 J J 3 . 89 J 14 . 24 113. 59 J J 3 . 56 J 13. 57 J 13 . 85 113 .45 113.46 
18 17,. 

l.6t 2. 58 3 . 32 3 . 16 3.•3 2 .66 2.69 3 . 66 3 . 49 2 . 82 

:a :2'· 11 
122. 58 122 . 51 122 . 44 122 . 83 122 . 17 122 . J4 122 . 13 122 . 41 121.93 121. 93 

2• 
l . 22 1 . 21 0 . 23 l . 24 e.2• 1.19 t . 2t • . 23 •. 25 • •• 7 

18 : 1 'c is 
124. J 5 123. 97 J 23 . 98 J 24 . 35 J 23 . 64 J23 . 65 123 . 68 J 24 .11 J 23 . 55 J 23 . SJ 

2J 
e . 54 • . 23 t . 45 t . 54 t.15 • . 24 • . 25 0 . 39 • . 45 t. J8 

18: 1 '1 11 
J 25 . 39 125 . 39 125 . 37 125. 58 125 . 23 J 25. 22 125 . 21 125 . 3t 125 . J4 125. 12 

22 
trans- c is 34 . 6• 39. 37 46. 0J 49. se 0 . 75 41. 81 42. 7t 3J . 86 39 9J 38. 95 ---

J 28. 69 J 28. 63 J 28. 52 J 28. 94 J28 . 2• J 28 . J 9 128. J 7 J 28. SJ J 28 06 J 28.04 
23 J 8,e 

l. 3• l. 50 1.64 l. 53 l. 38 l. 28 l. 28 J. 73 J .87 J . 49 

TABLA 2 (continuacion)
A_FIIEJl15 H' 'T I IiAlÍ'C315 III! FIIE T Eihli: IICDF4 hIC3F1IA.A L.II2¦ltE3{33i

DE Klobnlol 'ÚZICPIHÚ
F

4

T Aun. de Cromato
vfwe- -_--I-

H
2I 22 23

F

24 25 2ó 22 2! 29 39

Hum. de
pico I Ac. Graso4-

T

A

Ii

T

A

T

A

T

A

T
-1

A
I

T

A

F
T T T

A A A

T

A

3 12:9
¿il

42.

I.

ól

42

42.53
.42

l

42.56

9.45

I 42.33
Í.29

42.43

I.49

42.42

I.42 I.59 9.49A L
A -_z.-_aI¬_-Íi.sv I Ãi:-is 2

I.45

__ T.

42.3?

9.33

J ? 14:9

'I'_

ó9.

29.

2ó

I3

I.

69

21

.23

.44

ó9.2?

24.43

I 69.43

39.43

$9.24

25.14

69.18

23.43

sa.. 21
oz2?.

4

69.26

26.9!
__ .i_

ó9.

24.

I1

39

1

ó9.lI

29.32

13:9

1--.. .

† 33.

2.

92

29

B3

3

.35

.23

¦ amas
' s._u

$4.12

4.??

83.ó2

4.29

53.62

4.1?

$3.61

4.12

33.33

5.89

_ 33. 39

2.99

J

33.54

4.25

I1 ¦4:9'2IH
85.

9.

38

66

'fas .32

.96

85.29

I.Ió

85.53

4.11

ó$.1I

1.53

35.4?

1.24

35.96

1.79

135.2:
1.11 -1

*_ __. 91

1.92

35.99
9.31

12

| _ __
" F

14:9*3DH

E

39.

3.

39

9?

1 39

3

.32

.B5

39.31

5.4?

39.22

19.96

89.21

3.36

89.1!

2.11

89.25

9.??

39.25 82.99

3.93

$9.93

4.ó4
...--_-

14

III `l `I

Ió:1T
95.

46.

G9

24

I es
es

.23

.41

95.7o

23.3?

95.3!

36.23

95.45

36.62

95.48

4I.22

9S.ó9

58.21

95.31

BI.ó2

ó.I2 I

95.24

59.49

95.ó?

ó5.ó9I 15 1ó:I
199.

TIG.

III.II

1II.9I

III.I9

III.II

199.49

19I.lI

III.II

149,99

199.99

199.99

199.99

193.99

199.34

199.09

1? 12:9 ti!
119.

D.

82

33

119.34

I.31

190.99

110.53

9.51

18 1?:I

F

113.

1.

99

GI 2 PSU

'___ __.I" *Í

113.92 113.39

2I †a;i'* '* 122.

I.

5!

22

l22.SI

l.21

122.44

9.23

111.12

114.24

3 46
122.83

¡.24

_:|_

3.32 .

I1I.4I

I.4ó I.4?

I13.59

3.43

119.33

I.42

113.35

2.65

J |11'Í;fi

n_n
__a.s:r

2.69

122.12

9.29

122.14

I.19

' ïí-I-Z'

122.13

' ¡.21

_l

119.53

9.59

119.24

I.óI

1Ifl.2?

9.59
“ï_ _-'I-¶'_

113.35

3.56

122.41

I.23

__'_ì|._

113.45

3.49

121.93

l.25

113.45

2.32

121.93

I.I2

L 2I

ÉIT_ _ “W ___

I3:I':i: 1
124.

I.

15

54

E 123.92 I 123.93

az:-1' _-_s
124.35

9.54

123.64

9.13

123.65

9.24

123.ó3

9.23

124.91

9.39

123.35

I.43

123.51

I.1B

22 _u=_"!“
trans-cis

125.

34.

39

BI

125 .39 125.11 1
39.3? 46.!!

125.5!

49.51
125.23

49.23

125.22

41.31

125.24

42.29

1
125.30 ' 125.14

39.91

125.12

33.93

H
I

23 1S:I

-1-_ -A
I2B.

I.

ó9

39

2-123 __›3
I.5I 1

123.32

.ó4

_;
' 123.94

4 1.53
1 123.29

1.3!

128.19

1.2!

123.12

1.23

:__.nal
125.51 h

_.r:_
128.06

_.a?
12B.G4

1.49

1-



TABLA 2 (continuacion) 
AREAS Y TXEMPOS DE RETENCXON NORMALXZADOS 

o~ Kl•b•l•I 1• ozaenae 

Num. de Cromato 
grama . --+ 31 32 33 34 35 36 37 38 39 49 

N ... de T T T T T T T T T T 
p ico • A.c. Graso ---- ---- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- ------ ·-

A A A A A A A A A A 

42 . 7t 42 . 47 42.64 42.77 42.67 42.48 42 . 71 42. 79 42 . 69 42 . 73 
3 12,e 

t.46 1 . 47 t . 69 t.6t •. 53 • . 63 t . 45 t . 46 t . 63 •. 58 

69. 38 69 . 22 69 . 39 69 . 45 69 . 41 69 . 3t 69 . 39 69 . 39 69 . 42 . 69 . 41 
7 14,. 

23. S8 24.41 27 .t9 31.3S 27 .46 33. 31 22. S8 23.43 34 . 69 3t . 6S 

84. lt 83 . 7S 84 . t4 84.16 83.94 83 . 79 84 . t9 84.19 83. 96 84. ti 
11 IS , . 

3 . 99 4.6S 3 . 91 4 . 92 3 . 91 S. t9 4.34 4 . 39 4. 79 S. 14 

8S . SS 8S.17 8S. S3 8S . 62 8S . 41 8S.22 8S . S4 8S . S3 8S . 42 8S . SI 
11 14 , l -21H 

l.t6 l. 74 2.1• 1.63 2.t1 2 . 63 1. 44 1.49 2. 61 l. 97 

89. SS 89 . 31 89. S9 89.63 89. S2 89. 37 89. S7 89. S6 89 . S4 89 . S3 
12 14 , l-30H 

S . 81 8 . 66 11 . S2 8 . 71 lt . 49 11 . 79 6 . 82 7 . 81 13 .18 11 . 23 

16, 1' 
9S . 84 9S . 72 9S . 83 9S .86 9S . 82 9S . 79 9S. 78 9S . 84 9S . 84 9S . 87 

14 
66 . 72 66.33 68.12 8S.62 68 . 64 79 .1 s 48 . 79 66 . 13 7t . 96 86.8S ...... 111.H lff.H ...... ...... ltt.ff ...... 111 ... 119 . H .. .... 

IS 16,, 
ltl . tt ltl . tt ltt . ff ...... ...... llt.99 ...... 111 . ff ltt . •• IH . H 

111.tS 1 lt . 54 111.ff 111. 34 1 lt . 81 11t .S8 111. ti 111.lt 1 lt . 82 111.88 
17 17 , 1 cls 

t.39 t . S2 t.4S 1.28 t.47 t . 54 l. SS t.St t . 46 t . 61 

114 . 21 113 . 74 114 . 19 . 114 . 24 113.98 113 . 74 114.21 114.21 113 . 99 114 .tS 
18 17,. 

1.15 3 . tl 2 . 6t 3.33 2 . 61 3.12 2 . 88 2. 74 3 .32 3.35 

18 : 29 ' IZ 
122. 85 122 . 29 122 . 85 122.87 122. 54 122 . 31 122 . 81 122. 78 122 . 58 122 . 65 

2• 
t.18 t.21 t . 25 t . 22 • . • 9 t . 18 t . 23 l . 2t l . 3t 9 . 15 

18 : 1 'c Is 
124. 33 123 . 86 124 . 33 124.38 124.12 123.84 124.3t 124 . 33 124 . 12 124 . 17 

21 
9 . 21 • . 33 t . 76 t . 55 t . 44 •. 39 • . 53 t . 47 1.47 9 . 38 

18'1.," 
125 . 59 125 . 32 125 . 58 125 . 6t 125.45 125 . 24 12S . S6 125. SS 125 . 47 125 . 48 

22 
lrans-c l s 37. 66 4t.62 4t . 36 51.63 41.t2 32 .S I 38.97 39 . 2t 52 . 37 SI. 37 

128. 93 128 . 36 128 . 91 128.94 128.63 128.37 128.91 128.92 128 . 66 128 . 73 
23 19 , e 

1.28 1. S3 1.48 l. 77 1.29 l. 44 1.46 l. 37 l. 93 l. 74 

TABLA 2 (continuacion)
ALÍIIEJATS `Y' T I IÉIIf¡C2¦¦ ¦2|¦ FlIE1'I!fI43I[I3I4 IIC3IlII_A.L.I 2¦I_I24215

DE Kløhililll ollinno
_ ___¡_ _

í -I'  í__ l'_ _
INum. de (remato

grana. el 3! 32 33 34 35 36 32 36 39 44

Hul. de
pico - Ac. Gr_-mflfll-1-no--I-n-IIIIHD-I-II

T T -1 T

A A A

3 12:4
42.29

9.46

42.42

0.42

42.64

z

T

A

42.22

2 14:4
69.33

23.56

15:4
B4.1I

3.99

69.22

24.40

33.25

4.65

11 14:I-2IH
65.55

1.96

$5.12

1.24

""T' ,_»_hi 'ifl

22.I9

69.43

39.35

65.53

2.19

I2 14¦I'3DH
69.55

5.61

69.39

I.66

69.59

11.52

65.62

1.63

T T T T T T

A A I A A A A

42.62

9.53

69.41

22.46

33.94

3.9!

42.46

I.63
__

69.39

33.31

l

-1±_¡_

42.21

I.45

69.39

22.56

42.24

I.46

69.39

23.43

42.69

I.63

69.42

34.69

42.23

9.53

-69.41

39.65

63.29

5.99

.I._

64.99

4.34

84.99

4.39

us.-sm
4.29

1

B4.II

3.94

$5.41

2.9!

65.22

2.63

I-

65.54

1.44

65.53

1.49

35.42

2.61

65.56

1.92
I

$9.63

6.21

r

69.52

1I.49

39.32

11.29

69.52

6.62

89.56

2.41

39.54

13.96

12.13 1 _ 95.64

66.22

95.22

66.33

1 95.63

63.12

95.66

65.62

95.62

66.64

1 us.:-n
nus

1

95.26

46.29

95.34

66.13

95.64

29.96

89.53

19.23

95.82

36.85

13 16:9
109.99

199.99

1II.ÍI

1II.II

1II,II

III.Ii

$99.99

1II.II

199.99

169.94

12 I2¦I Cl!
112.93

4.39

119.54

I.52

11I.II

3.45

111.34

1.26

I1I.lI

4.42

1 110.56

¡.54

11.61

I.S5

12:9
114.21

I.l5

113.24

3.II

114.19

2.64

114.24

3.33

113.96

2.61

1 _
113.24

3.12

14.24

2.!!

29 1B¦22'IT
122.65

I.lI

122.29

0.21

122.65

4.25

122.32

4.22

122.54

I.I9

122.31

9.18

22.61

4.23

11I.II

I.5I

114.29

2.24

III.62

I I.46

113.99

3.32

110.66

9.69

114.95

3.35

122.26

I.2I

122.5!

l.3I

122.65

I.13

21 TB:1'tiS
I24.33

9.21

123.66

9.33

124.33

9.26

124.36

4.55

124.12

9.44

123.64

9.39

1 24.39

9.33

124.33

I.42

124.12

I.42

124.12

9.36

22 _a__"!“
tran:-cis

125.59

32.66

125.32

44.62

123.56

44.36

125.69

51.63

125.45

41.92

125.24

32.51

25.56

36.92

125.35

39.2I

I25.42

52.32

125.46

5I.32

23
123.93

1.26

125.36

1.53

123.91

1.46

123.94

I.22

125.63

1.29

126.32

1.44

26.99

1.46

126.92

1.32

123.66

1.93

126.23

1.24
_'___-i-H." __ _____'_ _

† L1 _Ií _ B _ -IlIíIfl`_ _ï_ ' _! í



TABLA 2 (continuacion) 
AREAS Y TXEMPOS DE RETENCXON NORMALXZADOS 

De Kl•b•l•I la ozaenae 

Num . de Cromato 
grama. ---+ ~1 42 43 44 45 46 47 48 49 51 

Num . de T T T T T T T T T T 
pico • Ac . Graso- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- -------- --------

A A A A A A A A A A 

42. 68 42 . 41 42. 78 42 . 43 42.83 42 . 53 42. 33 42 . 53 42. 52 42.64 
3 12 •1 

l . 73 1.61 1 . 88 1.12 1 . 86 1.85 1.63 1.68 1. lt l . 71 

69 . 43 69 .41 69 .48 69 . 41 69 . 51 69. 38 69. 16 69 . 39 69 . 38 69. 41 
7 14•1 

31. 26 63.67 31 . 63 45. 96 32. 61 31 . 11 26. 27 26 . 91 4t . 78 29 . 31 

83.95 83. 58 84 . 13 83 . 55 84.15 83 . 89 83 . 39 83. 69 83 . 67 83. 97 
11 15•• 

2. 72 4 . 11 2 . 17 4.13 2.17 2 . 26 1.95 1. 94 1.63 1. 95 

85.44 85.19 85 . 6• 85 . 14 85 . 62 85. 37 84.91 85. 19 85 . 19 85.46 
11 14 , t-29H 

3 . 3• 4.72 3 . 52 3. 47 3 .27 3 . 16 1.65 1. 61 2 . 65 2.66 

89 . 62 89.42 89 . 75 89 . 33 89. 74 89 .61 89 . t9 89 . 35 89 . 42 89.61 
12 14 ol - 30H 

18 . 11 24. 62 18 . 38 18 . 44 17 . 73 17 . 25 9 . 28 9. 55 15.29 14 . 72 

16• 1 • 
95 . 79 95. 93 95 . 8S 95 . 37 9S.83 95 . 78 95 . S2 9S . 76 9S . 81 95 . 81 

14 
67 . SS 46. 26 66 . 71 38 . 71 66 . 94 66 . 14 51 . 56 6S . 47 7S . 29 65. 32 

111 ... 111 . 11 111.tl 1 ... 11 1 ... .. 111 . H 111 . .. 111 . 11 ltl . 11 108 . tl 
1 s 16ol 

let.11 !ti . ti 111 . 11 111 . 11 111 . H 111 . 11 111 . H 111 . •• ltl . 11 1ee . ee 

111. 79 111. 37 111.12 111 . 32 111.97 111. 77 111.12 111. 52 111.54 110.87 
17 17 : t e is 

l . 27 •. 39 1 . 21 1 . 41 t.1S 1 . 21 t . 19 l . 19 1 . 15 1.19 

113 . 97 113. Sl 114.22 113.48 114. 21 113 . 95 113. 27 113 . 6S 113. 67 114.17 
18 17ol 

1.84 2 . 93 1. 51 2. 91 1.43 1. SS 1.47 1.41 1.16 1.43 

18 :29
'

12 
122 . 61 122 .11 122.83 122 . 11 122.86 122 .48 121. 83 122. 26 122. 27 122 . 67 

2• 
t .2 1 l . Sl 1.17 1.38 1 . 15 1 . 16 1 . 18 1 . 21 l . 32 • . 18 

18 : l 9ci s 
124. 10 123.69 124. 38 123 . S6 124.38 124 . 15 123 . 49 123.81 123. 89 124 . 25 

21 
• . 41 l.4t • . 33 1 . 23 1.26 1.31 1 . 21 •. 26 1 . 34 l . 32 

18: 19J 11 
l 2S.42 125.45 125 . S7 125 . 98 125. 51 12S .47 125 . 11 125. 36 125 . 46 125 .S6 

22 
trans-cls 42. 2S 97 . 34 32 . 16 36. 78 41. 96 44.99 34.44 45 . 18 SS. 61 44 . 43 

128. 66 128.21 128. 93 128 . 14 128. 90 128 . 68 127. 9t 128 . 34 128 . 39 128 . 81 
23 18 ot 

1.41 3.36 1. 36 2. 7t 1.35 1.47 1.4t 1. S4 2 . 59 l. 52 

TABLA 2 (continuacion)
A_FlE!IL3i “Y T'I I!AI9'93¦¦ 939! 9lI!1'I¦94932¦C399 944399AIJAI.II 2¦Ah¦293¦5

DE Hlflbllilll oznunli
Ã. _ Â. *I __ ".-”'

Hum. de Cronato
grana . il- 41 43 42 46 49 39

Hum. de
pico I Ac. Gr 959-

T

A

T T T

A A A

T

A

1 T
A

i-ÉII'l1I-II'F-I'--í-

l l

T T_ -¿_---1
3 12:9

42.66

9.23

44 45 46
I _1

A

4:.:a 42-4: 42-uz 1 42-5:
1 12 9.96 9. 95

.I

42.33

9.63

42.

9.

53

69

42.52

1.19
l

42.64

9.29

2 14:9

15:9

69.43

39.26

63.93

2.22

63.62

$3.39

4.91

42
'iq---¡---

Í3.__
1.6.

_. a§Í4_ 69.49

39.63

94.13

2.92

69.41

45.96
:"' I-u-fl____ UL.

63.33

4.93

69.51 6

32.61 31

9.36

.19

69.16

26.22

69.

26.

39

91

69.39

49.29

69.49

29.39
'_ _ï

94.15 9

2.92

_`__`I` .I

3.69

2.26

63.39

1.95

B3.

1.

69

94 1.63

93.92

1.93

11 14:9-29H
63.44

3.39

83.99

4.22

63.69

3.32

95.94

3.42

93.62

3.22

93.32

3.96

94.99

1.63

65.

1.

19

69

65.19

2.65

65.46

2.66
I-

12 14:9-3DH
39.62

II.9I

59.42

24.62

99.25

16.39

39.33

19.44

99.24

2.23' _
99.61

12.23

99.99

9.26

99.

9.

35

35

99.42

13.29

69.61

14.22

14

l___ïl

16:1.
95.29

62.55

-Í

95.93

46.26

I
95.65

66.21

95.32

39.21

95.63 _

66.94

95.26

66. 14

95.52

59.56

95.

65.

26

42

95.99

23.29 63.32
¡___

I5 16:9

-__

199.99

199.99

199.99

199.99

199.99

199.99

199.99

199.99

199-99 199.99

199.99 199.99

199.99

199.99

199.

199.

199.99

199.99
-_

12 12:9 els
119.29

9.22

119.32

9.39

111.92

9.29

119.32

9.41

111.92

9.15

119.22

9.29

119.12

9.19

119.

I.

52

19

119.34

9.15

119.62

9.19

19 12:9
113.92

1.94

113.51

2.93

114.22

1.31

113.49

2.91

114.29

1.43

3.93

1.33

113.22

1.42

113.

I.

65

41

I 113.62

| tu
114.92

1.43

29 _a=z"" 122.69

9.21

122.11

9,51

122.63

9,12

122.91

I-36

122.96

9.13

_1'2.-to
9.96

-I-

121.63

9.16

122.

9.

26

29

122.22

9.32

122.62

9.19

21 _u=_*¢__ 124.19

9.41

ïFfl± ""_"-'

123.69

9.49

'_ _'ï-

124.36

9.33

123.26

:.23
4.15 123.49

9.21

123.

9.

99

26

123.69

9.34

124.23

9.32
_

I

i
II

22

23

_a=_'I"
3f9fl5*¢¡5

125-42

42.23

128.66

1.49

I.

125.45
9:-34

:mié:
3-za

_I.

123.32

a:_na
uzaìal

_.aa

123.99

36.26

129.14

2.24

l_
123.91

34.44

123.

43.

36

99

125.46

33.69

125.36

44.43

_z4.as _:
¡.26 ¡.31

_zs.s_ 125.4:
4_.ea 44.19

:zas: "_'za.ãI
1.35 1.4:

122.99

1.49

126.

I.

34

34

126.39

2.39

129.61

1.52
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