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1. RESUMEN

El objctivo del presente trabajo fue determinar el perfil cromatografico de los
ésteres metilicos obtenidos de los acidos grasos celulares de fa membrana de Safmonelia
typhi, por cromatografla gas-liquido con el fin de establecer un criterio quimiotaxonomico
adaptando las condiciones necesarias para utilizar esta téenica como método de rutina para
la identificacion ripida de este microorgamsmo ¢n aguas residuales crudas.

La metodologla utilizada consistid en:  aislamiento de Salmonelia sp a partir de
muestras de aguas crudas residuales provenientes del Gran Canpal de 1a Ciudad de México,
obtencion de la biomasa a partir de una cepa pura, tanto para los aislamientos obtenidos,
como para la cepa (ATCC 0779) de Salmonella typh proveniente del Instituto Politécnico
Nacional; esterificacion y extraccién de los 4cidos grasos celulares, andlisis por
cromatografia gas-liquido de los ésteres metilicos obtenidos, identificacion de los mismos
en base a un estandar comercial de la familia Enterobacteriaceqe analizado bajo las mismas
congticiones.

Salmonella typhi cepa ATCC 0779 present6 la siguiente constitucion de 11 éstercs
metilicos provenientes de st respectivo acido graso, distribuidos por orden de efucidn, el
cual va en orden creciente tanto de su peso molecular como del nimero de tomos de
catbona: C 11:0, C 12:0, C 14:0, C i-15:0, C 15:0, C 2-OH 14:0, C 3-OH 14:0, C 16:1°, C
16:0, € 17:0% C 18:1” , con los siguientes nombres: metil undecanoato, metil
dodecanoato, metil tetradecanoato, metil 13-metiltetradecanoato, metil pentadecanocato,
meti] 2-hidroxitetradecanoato, metil 3-hidroxitetradecanoato, metil cis-9-hexadecenoato,
metil hexadecanoato, metil cis-9,10-metilenhexadecenoato, y metil cis-9-octadecenoato.
Las cepas aisladas de Salmonefla sp presentaron el mismo perfil cromatogréafico que el
obtenido para Salmonella typhi por lo cual esta técnica resultd adecuada para identificar a
diche microorganismo en aguas residuales crudas.



2. INTRODUCCION

La identificacién de microorganismos es uno de los problemas mas complejos de la
microbiologia moderna, esta s basa en el andlisis de caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas v de cultivo. En la mayoria de ios grupos, la identificacidn se basa en las
caracteristicas mas facilmente observables y en las bacterias este criterio no es del todo
satisfactorio. El estudio de una sala caracteristica no es una base suficiente para clasificar o
identificar 4 un organismo. En la actualidad la taxonomia de bacterias se basa en atributos
funcionales; en la prictica se ha demostrado que los métodos en la identificacién bacteriana
praveen una amplia informacion que en ocasiones por razones técnicas y de tiempo no es
utilizada totalmente, ademas de implicar mayor trabajo en laboratorio, con mds consume de
tiempo en su proceso, sobre todo en 4reas donde el acortar liempo es importante como en la
clinica, ingenieria sanitaria, calidad del agua, veterinaria e industia alimenticia. Para
conocer con precisiéon las caracteristicas bioquimicas de una determinada especie es
neccsario probar numerosas cepas y las reacciones de tal especie a cualquier prueba deben
expresarse en forma de porcentajes. (43)

Para la identificacién precisa deben utilizarse pruchas de tipificacion serolégica,
fagotipificacion y alguias otras determinaciones comeo el contenide de bases del ADN,
hibridacion, electroforesis de proteinas y diferencias cn la microestructura celular. (20, 29)

Fn los afios recientes se¢ ha hecho un esfuerzo para acelerar y simplificar la
identificacién introduciendo varios métodos por micropruebas biogquimicas, tales como el
sistema comercial API, que permite una aufomatizacién parcial de los procesos. En la
aplicacidn de métodos por computadora, {a identificacién adn permanece muy complicada
pues estd basada en el mismo principio: la investigacion de las propiedades bioquimicas de
los microorganismos.

Es por ello que vatios autores tratan de encontrar una solucidn reemplazandolos por un
método simple que provea al menos la misma cantidad de informacién, llevando asi la
identificacidn hacia otros principios y buscando caracteristicas o rasgos, principalmente en
la composicion quimica de los microorganismos, por 1o que algunos autores centraron su
atencién en esta composicion realizando un andlisis cuantitativo y cualitativo,

Lo anterior sc basa en el desarrollo de nuevos y avanzados métodos quimicos de
analisis de separacién especialmente por cromatografia de liquidos y de gases con
espectrometria de masas; electroforests y espectroscopia de infrarrojo, el desarcollo de la
instrumentacion y automatizacién del proceso analitico hace una perfecta separacion de los
posibles componentes de la muestra analizada con una minima demanda de tiempo asi
como de su expresion cuantitativa. La aplicacion practica de estos métodos en el campo de
{a taxonomia se denomina quimiotaxonomia. (24, 30, 33, 36)

La quimiotaxonomia con el uso del andlisis de los lipidos en bacterias propone una
alternativa: menos tiempo, métodos mds sencillos y mayor exactitud. (25, 33)



Es asi como swrge la Cromatografia de gases como medio para realizar una
clasificacién quimiotaxondmica de los microorganismos. Se han realizado diversos estadios
quimiotaxonémicos de diferentes microorganismos, principalmente de la familia
Enterobacteriaceae, ast como de otras familias como Pseudomonadaceae, y algunas
levaduras. Los estudios que se han realizado son: andlisis de proteinas, polisacéridos,
aminoacidos y en especial de los dcidos grasos celulares.

En el caso particular de salud publica y contaminacidn de aguas, la deteccion e
identificacién de bacterias de manera rapida y eficaz es uno de los mayores problemas a los
cuales se enfrenta la microbiologia en nuestro pais. Uno de los puntos principales en el
analisis de agua es el examen bacterioldgico en cl cual se enfatiza, aparte del nimero de
bacterias, la presencia del grupo coliforme que es prueba de contaminacién feeal, y por lo
tanto de la posible presencia de patdgenos intestinales que causan la ficbre tifoidea, las
fiebres paratificas, ¢l colera y disenteriz. Debido a que las técnicas para la deteccidn y
aislamiento de éstas bacterias es dificil e implica un tiempo mayor que se traduce en un
aumento de costos, se hace necesario acelerar los procesos de identificacidén de los
microorganismos que afectan directamente al hombre y su ambiente. (32)

[.a literatura abunda en descripciones de brotes de Salmonella transportada en
alimentos y agua contaminada, siendo la fiebre tifoidea, la disenteria y el colera las
enfermedades méas comunes tiansmitidas por estos medios. La fiebre tifoidea y la
salmonelosis no tifica son declarables a los laboratorios de salud ptblica. La incidencia de
salmonelosis ha cambiado desde la mitad de este siglo; la salmonelosis no tifica ha
avmentado considerabtemente reflejando la mala manipulacién de agua y alimentos. Los
seratipos de Salmonella allamente adaptados al hombre son: Salwonella. typhi, S
paratyphi, ¥ S sendai, no tienen ningun reservorio conocido aparte del humano. (22)

FEn Meéxico las enfermedades gastrointestinales ocupan un lugar importante en la
estadistica  sanitaria. Entre los principales agentes etiologicos causantes de estas
enfermedades se encuenttan diversos microorganismos, principalmente las bacterias de la
familia Enterobacteriaceae, como Salmonella spy Shigella sp (18). En estos casos el agua
esta considerada como uno de las principales rutas de transmisién de estos
microorganismos (10). De aqui nace la necesidad de buscar nuevos métodos més rdpidos y
eficaces para determinar en un menor tiempo y cou mayor precision la identidad de algun
microorganisimo, en esle caso Salmonella typht.

I] objetive principal del presente trabajo fue implementar una técnica alternativa
para identificar a dicho microorganismo por cromatografia gas-liquido de manera répida
sencilla y eficaz en aguas residuales crudas. Se obtuvo un perfil cromatografico de once
ésteres metilicos caracteristicos gue permifio identificar a las cepas aisladas e identificadas
por el método tradicional de API 20 E como Salmonella sp como Salmonada typht por lo
cual esta téchica es adecuada para aplicarse cn fa identificacion de dicho microorganismo
en aguas residuales crudas.



3. FUNDAMENTACION TEQRICA.

3.1 Antecedentes de identificacion de bacterias por Cromatografia de Gases.

La quimiotaxonomia con el uso def analisis de los lipidos en bacterias propone una
alternativa: menos tiempo, métodos mas sencillos y mayor exactitud con la utilizacion de
nuevas téenicas, como la técnica de cromatografia de gases que retine tales caracteristicas.

Fsta técnica consiste en identificar enterobacterias por cromatografia gas-liquido
mediante los constituyentes de las células bacterianas, especificamente el contenido de
acidos grasos, para lo cual es necesario formar un banco de datos, donde se obtengan los
perfiles cromatograficos de las prineipales especies de esta familia, para que después se
puedan identificar muestras comparando los perfiles. (62)

La bacteriologfa se ha desarrollado como una disciplina cientifica, que sirve
principalmente a propésitos epidemiolégicos y médicos, sin embargo en los ultimos afios se
ha puesto cspecial atencion a los aspectos ecologico-ambientales y esto ha hecho necesario
agilizar los procesos de identificacion de microorganismos que de alguna manera afectan al
hombre y su ambiente, Los procesos de identificacion, tradicionalmente sc han apoyado en
Ias respuestas bioquimicas de cada microorganismo que presenta un s®o tipo de respuesta,
positiva o negativa. (35)

Entre los primcros trabajos con aplicacién nucrobiologica, en los que se utilizé la
Cromatografia de gases, esta el reportada por James v Martin 1956 (37), quienes trabajaron
en la separacion ¢ identificacion de ésteres metilicos de 4cidos saturados e insaturados por
cromatografia gas-liquido para determinar acidos grasos bacterianos, al esterificar un
extracto de Pseudomonas aeruginosa. Bn noviembre del mismo afio elaboraron un aparato
muy sensible para la deteccion de vapores de sustancias a separar, utilizando Cromatografia
gas-liquido (38).

Abel (1) y colaboradores en 1963 sugirieron la clasificacion de especies de la familia
Enterobacteriaceae por medio del andlisis de Cromatografia gas-liquido En 1962 Kaneda
(43) efectud el aislamiento ¢ ideatificacién de los dcidos grasos provenientes de Bucillus
subtilis v en 1967 (44) analizé la produccién de acidos grasos en cspecies del género
Bacillus por Cromatografia gas-liquido. Para 1968 (16) Ceechini y O'brien contribuyeron
en la diferenciacion de Escherichia coli con ofras bacterias utilizando cromatografia de
gases. Brooks ct al en 1969 {11) diferenciaron Clostridium sordelli 'y Clostridium
bifermentans por cromatografia de gases, y en 1971 (12) analizaron los dcidos grasos
provenientes de extractos de especies de Newsserra por cromatogratia de gases.



En 1971 Kaneda (44) estudio los factores que afectan la concentracion de acidos grasos
en Bacillus cereus, como son la temperatura y ¢l medio de cultivo utilizade. En 1972 (3)
Amstein y Hartman diferenciaron algunos enterococos usando la téenica de cromatografia
de gases.

En un infento para demarcar la taxenomia de la familia Enterobacteriaceae, Gehrke y
Goerlits en 1963 (28), Brian y Gardner en 1967 (9), Boe en 1980 (6), Hiusler ¢n 1983 (33)
y Veys en 1989 (71) utilizaron la cromatografia de pases para identificar y esclarecer la
posicién taxondmica de diversos géneros y especies de enterobacterias.

En 1975 Moss ¢t al (54} rcalizaron un estudio para la identificacion de
microorganismos con el analisis de Acidos grasos celulares por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas. Posteriormente Holmes y Willcox (36) en 1978
contribuyeron al estudio e identificacién de la familia Knterobacteriaceae por el sistema de
identificacién bioquimica comercial para enterobacterias API 20 E. Mas tarde, Moss (55)
reportd en 1980 el uso de cromatografia de gases para el andlisis de los acidos grasos de
Propionibacterium acnes y Propionibacterum shermanii. En el afo de 1982 (56) Moss y
Mantiel reportaton el andlisis de acidos grasos de cadenas cortas en Clostridium difficile
por medio de cromatografia gas-liquido con una columna capilar de silice fundido. En el
mismo afio Moss y Shiroda determinan la composicién de 4cidos grasos celulares de
levaduras por cromatografia gas-liquido(58)

Bousfield et al en 1983 (8) elaboraron un analisis numérico del total de los perfiles de
los 4cidos grasos para la identificacton de coryneformes, nocardioformes y algunas otras
bacterias.

Lambert et al en 1983 (47) realizo la diferenciacion de 10 especies de Vibrio, dos de
Aeramonuas,, tres de Fotobacterium;, asi como de E. coli, mediante el andlisis de sus 4cidos
grasos celularcs por una columna capilar en cromatografia gas-liquido.

Hiauster v Richter realizaron la identificacién de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae par cromatografia de gases, en 1985 (35). En 1986 Rasoamanjara ¢t al
(61), caracterizaron especies de Flavobacterium por el andlisis de los 4cidos grasos.
Vershulst et al en 1987 (70) realizaron un andlisis sistemdtico de los acidos grasos
celulares de cadena larga de Eubacterium lentum. asi como Veysetal et al realiza la
identificacion de bacterias no fermentadoras Gram negativas en muestras clinicas utilizando
cromalografia gas-liquido.

En 1988 Moss realiza la caracterizacion quimica de varias especies de Moraxella y
Acinetobacter (53). En el mismo afio Monteoliva (57} realizdé un estudio sobre la
composicion de 4cidos grasos celulares de Deleya halophila y el efecto que provoca la
temperatura y la concentracién de salcs en su crecimiento. En 1988 Eerola ct al (27)
estudiaron por medio de cromatografia de gases ¢l procedimiento para la identificacion de
bacterias aisladas en clinica. En 1989 Johnson et al (41) desarrollaron un método especifico
de identificacion de Clostridium difficile por cromatografia gas-liquido.




Brondz et al (13) cn 1989 realizaron una evaluacién de los dcidos grasos de levaduras
por cromatografia de pases, como una alternativa a los métodos guimiotaxonomicos
usuales. En 1990 Ahmad et al (2) elaboraron un drbol filogenético de un grupo de
enterobacterias aplicando la biosintesis de aminoacidos aromaticos, por otra parte
Matsuyama en ¢l mismo afio estudia los niveles de glucolipidos y la produccién de dcidos
prasos en Serratia rubidea. Okuyama ¢t al (59) analizaron los 4cidos grasos trans-
insaturados en bacterias psicrofilicas, Vibrio sp cepa ABE-1. Finalmente, Urdaci ¢t a} (69)
determina lo composicién de los acides grasos celulares de Aeromonas & través de
cromatografia gas-liquido usando una columna capilar.

En la Gltima decada Bousfield , Cookson , Kaneda y Moss (8,21,43, 54} han definido
las diferencias mds importantes entre Jas bacterias Gram positivas y las Gram negativas.
Las segundas presentan dcidos oléicos , palmiticos, y palmitoléicos, mientras que para las
primeras atn no se han identificado varios ¢steres metilicos.

3.2. Generalidades sobre Cromatografia de gases.

La cromatografia es una técnica desarrollada a principios de siglo, que permite la
separacién de sustancias que se encuentran en uha mezcla. Bn peneral, la cromatografia es
un proceso de migracion diferencial en el cual los componentes de una mezcla son
transportados por una fase movil, gas o liquido y retenidos sclectivamente, por una fase
estacionaria que puede ser un liquido o un s6lido.(23)

La cromatografia de gases ba sido hasta la fecha un invaluable auxiliar en muchos
campos de la investigacién cientifica, Dentro del campo tan amplio de la aplicacion que
tiene dicha técnica, se han incrementado de un tiempo a Ja fecha las investigaciones sobre
los constituyentes de las células bacterianas especificamente en el contenido de los acidos
grasos, obteniendo con esto un avance en los aspectos taxondmicos, tomando en cuenta que
cada dia se requieren estudios mas réapidos y precisos. (34, 6l)

En la cromatografia de gases, la fase mévil es un gas y la estacionaria es un sélido
{cromatografia gas-solido) o un liquido (cromatografia gas-liquido). En la primera, cl
proceso de separacion se lleva a cabo por adsorcién entre el gas que transporta el soluto y cl
soporte, que puede ser aliumina, silica gel, carbén. etc. y en la segunda, la particién se lleva
acabo entre upa fase estacionaria liguida que cubte a un sélido inerte, como silica o vidrio,
y el gas que transporta el soluto. Cuando se introduce una sustancia en la corriente dei gas,
se volatiliza por ia elevada tempelatura y de esta manera cs transportada por cl gas
acarreador en la columna donde se distribuyc entre las fases sélida y liquida.(30, 4)

Las partes integrantes de un cromatdgrafo de gases son:

1. Gas acarreador: generalmente estd disponible en cilindros que tienen una vakvula
para regular fa presion del gas, el cual es conducido hacia un medidor, que permite
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¢l control adecuado e la velocidad de flujo del gas requerida para el andlisis de una
mezcla en particular. Los gases mas utilizados son: Helio, Nitrogeno y Argon.

2. Inyector: es un dispositivo por el cual se introduce la muestra a la columna, la puerta
de inycceidn se calienta a una temperatura lo suficientemente alta para conseguir
una vaporizacion répida de la mezcla sin causar degradacién térmica. Las muesiras
se inyectan con una jeringa a través de un sello de hule o silicon que se encuentra
en la puerta de inyeccion.

3. Horno: tiene como funcion elevar la temperatura de la columna para los cual cuenta
con un material aislante y materiales necesarios para llevar acabe su calentamiento.
El calentarmiento es gradual y cs programado segin [as necesidades del andlisis

4. Columna: las columnas utilizadas en cromatografia de gases son basicamente de
dos tipos: 1) columnas empacadas en las cuales influye la manera en como se ha
lievado acabo el empaque en el movimiento relativo de los solutos a través del
sistema. Las columnas pueden ser de vidrio a menos que se especifique ofra cosa, se
utilizan de varias dimensiones pero normalmente son de 0.6 m a 1.8 m de longitud
y de 2 mm a 4 mm de diametro interno. Los materiales utilizados como soporte
deben ser totalmente incrtes al sistema, se encuentran disponibles en varjos tamafios
de particula entre los méas usados se encuentran los de malla 80 a 100; 2) las
columnas capilares estin constituidas por un tubo metéalico muy lfarge ( 0.01 a 0.02
pies) y son de didmetro pequefio (0.01 a 0.02 pulgadas} en donde la fase liquida se
deposita en forma de pelicula delgada (0.5 a 1 ) en las paredes interiores de la
columna, ¢l gas de arrastre tiene un camino libre sin restricciones requiriendo
alrededor de 20 psi para un flujo adecuado, por lo que poseen un  coeficiente K
clevado mejor que cl de las empacadas. Se han disefiado columnas poseen todavia
una mejor eficiencia que son las denominadas Scott.

5. Detector: cuando los componentes salen individualmente a través de la columna
pasan a través del detector que emite una seffal proporcional a la concentracion del
soluto en el gas transportador cuando éste sale de la columna. La temperatura del
detector debe controlarse para prevenir la condensacién. Los detectores mas
comtuumente utilizados son: ¢l de conductividad térmica, ionizacion de fiama (FID),
ionizacion de flama alcalina y captura de electrones (ECD). La eleccion dependerd
del analisis a realizar Para ésteres metilicos se utiliza ¢l FID que se caracteriza por
ser  sensible a todos los compuestos organicos, insensible al agua y a gases
inorganicos, se basa en que la conductividad eléctrica de un gas es directamente
proporcional ala concentracién de las particulas cargadas del mismo, produciendo
una corriente que pasa a través de una resistencia.

6. Registrador: las sefiales del detector pasan a través de un amplificador o electrémetro
que estd  conectado a un aparato automatico que grafica la sefial, de manera que
cada producto aparece como un pico a cada determinado tiempo La grafica
resultante  es cromatograma, que se emplea para determinar la identidad o



concentracién del componente, siempre y cuando se ocupe un estandar analizado
bajo las mismas condiciones.

A la grafica obtenida se fe Hama cromatograma, y los pardmetros registrados son
tiempe en las abscisas y milivolts en las ordenadas, el drea bajo la curva de cada pico
es proporcional a la masa total del componente. Debido a que la cromatografia de gases
es principaimente un método de separacidn, no puede usarse para idemtificar
compuestos sin comparar con una sustancia de referencia, (66)
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Fig. 1. Diagrama de un sistema cromatogrifico,

El parémetro utilizade para determinar la elucién de un compuesto es el tiempo de
retencion absoluto (TRA), bajo condiciones constantes de presién, flujo y temperatura,
tomando en cuenta que e! flujo es lineal con respecto al tiempo. Este tiempo de retencién ¢s
caracteristico de la muestra, ademds este pardmetro se usa para la identificacion de la
muestra problema. (30)

La identificacién se basa en una comparacion de los tiempos de retencién del
componente desconocido con los datos obtenidos de un compuesto estandar, analizado bajo
las mismas condiciones (51); los datos de los tiempos de retencidén de las sustancias se
observan ficilmente en e ¢cromatograma al ne verse traslapados los picos obtenidos.
permitiendo el uso de estos datos para alguna sustancia especifica Por esto la identificacion
de microorganismos por CGL requiere de especies tipificadas o cepas tipo, con el propésito
de hacer comparaciones. (25)



3.3. Lipidos en bacterias.

De primordial impertancia es ef andlisis de los polisacéridos, los aminoacidos y en
especial los diferentes lipidos; en las dos tltimas décadas se ha abordado el problema de
determinar &cidos grasos utilizando la técnica de cromatografia de gases con muy buenos
resultados, encontrandose como ventajas particulares, el reducir el tiempo del proceso total,
ademds de minimizar ¢l error humano, asi como ampliar la informacion con respecto a las
pruebas bioquinucas tradicionales en una sola operacidn, lo cual conlleva a la identificacion
en condiciones muy objetivas, (37)

La composicion quimica de las bacterias ¢s semcjante a la de otros microorganismos;,
el 90% de agua y el 10% de peso seco, este dltimo integrado por ADN, ARN, proteinas,
polisacaridos, lipidos ¥ fosfolipidos (14).

Los lipidos son una clase de constituyentes cefulares insolubles en agua y solubles en
disolventes no polares, tales como éter, cloroformo ¥ benceno (5). Se han subdividido en
lipidos complejos, que se caracterizan porque condienen acidos grasos como componentes,
comprenden a los acilglicéridos, los fosfoglicéridos, los esfingolipidos y las ceras, que
difieren en la estructura de los esqueletos a los que se hallan unidos, por covalencia, los
dcidos grasos. Reciben, también, el nombre de lipidos saponificables porque producen
jabones por hidrdlisis alcalina. El otro grupo son los lipidos sencillos, que ne contienen
dcidos grasos y no son saponificables, (48)

Los lipidos y sus dcidos grasos celulares se encuentran en todos los microorganismos,
excepto cierto tipo de virus, este tipo de compuestos bioquimicos presentes en bacterias han
sido estudiados por cromatografia de gas-liquido, més que cualquier otro tipo de
componente bioquimico. (23, 27, 54)

La membrana es el principal sitio de constituyentes lipidicos, el 95 % de fosfolipides
estan en la membrana, el otro 5 % en la fraccidn protoplasmatica, ambos de composicion
quimica idéntica. Moss et al_en 1988 (57) descubren que las Gram negativas poseen un alto
grado de uniformidad, ya que 14 de 16 especies poseen cadenas lineales saturadas de 16
carbonos, mientras que las Gram positivas exhiben variacién en su composicién.

3.4. Acidos grasos constituyentes de la célula bacteriana.

El contenido total de dcidos glasos de la mayoria de las especies de bacterias se
encuentran  distribuidos en la parcd celufar, membrana plasmatica e inclusiones
citopldsmicas. (61)

Incluyendo todos los lipidos, estos son mucho mds abundantes en la pared dc las

células Gram negativas que en la de las Gram positivas (22). Las bacterias no acumulan
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jipidos como material de reserva, sin embargo contienen cantidades considerables de clios
como constituyentes de sus sistemas membranosos. (28, 31)

Los 4cidos grasos sc sintetizan por separado y luego son esterificados para formar
lipidos més complejos. Se han encontrado muchas clases de icidos grasos en las bacterias:
los que contienen un niimero diferente de dtomos de carbono; son de cadena recta o de
cadena ramificada; pueden tener o no dobles enlaces; pueden contener o no grupos -OH; ¥
anillios de ciclopropano. (64)

Los 4cidos grasos de las bacterias pueden ser saturados ¢ nho saturados, o tener uno o
mas dobles enlaces, v el precursor de dichos acidos grasos es la Acetit Coenzima A. (23)

Los acidos grasos saturados iso y anteiso se encuentran cn las bacterias Gram positivas,
Las Gram ncgativas contienen cadenas lincales de dcidos grasos con una doble ligadura.
Esta caracteristica se utiliza como guia para la clasificacion taxonémica de bacterias. Los
4cidos grasos no saturados iso y antciso son aun raros en la naturaleza{60). La
determinacién de la posicién de la doble ligadura en estos acidos grasos se considera
importante cn aspeelos de biosintesis, incrementando asi su wvalor para clasificaciones
taxondmicas (7). La ausencia de 4cidos con cadenas ramificadas da la caracteristica de
bacterias Gram negativas, mientras que las Gram positivas se caracterizan por acidos con
cadenas ramificadas, especialmente por #cidos grasos de cadena lineal saturada de 15
carbonos (42). La biosintesis sc lleva a cabo por un procedimiento que difiere
significativamente del proceso opuesto a la oxidacion de acidos grasos y tal vez la
diferencia mas inesperada estriba en que el didxido de carbono (CO,) es esencial para la
sintesis de 4cidos grasos en extractos celulares. (48)

La composicion de dcidos grasos presente en los fosfolipidos juega un papel importante
en ta membrana de los microorganismos ya que determina la extension de los fluidos en 1a
membrana, Este fluido es necesario para funciones relacionadas con la membrana cn
procesos metabdlicos. (7)

Actualmente diversos trabajos, discuten la variacion en los valores de los acidos
grasos, como producto de los cambios que ocurrcn en los pardametros expetimentales (45).
Los perfiles cromatograficos pueden variar con cambios asociados a la edad del cultivo
(56), sustrato utilizado (15), temperatura de incubacion (64), dilucién usada en los cultivos
(15}, aereacién (26), concentracion de micronutrientes (52), vitaminas y pH (33).

Los 4cidos grasos se analizan debido a que representan un medio rapido para la
identificacién dc bacterias con fines taxenomicos, aunque también se han analizado en
relacion a estudios metabdlicos (31). Sin embargo los dcidos grasos no se pucden analizar
cromatograficamente como tales, pot lo tanto cs necesario obtener un derivado de estos,
para ello es necesario revisar algunas de sus propiedades quimicas.



3.5. Propiedades guimicas.

Los 4cidos grasos son compuestos de cadena recla con tres a dieciocho carbonos.
Cxisten 4cidos grasos saturados y no saturados con uno o mas dobles enlaces por molécula,
siendo los mas importantes el dcido oleico, linoleico y linolénico. (5, 67)

Las cadepas de 4cidos grasos saturados sc hallan extendidas linealmente, en zigzag
debido a los dngulos de enlace tetraédricos.

COOH

AN

Fig. 2. Cadena extendida de un Acido graso saturado

Los 4cidos grasos libres existen en proporcion limitada en la célula, ia mayoria de
ellos sc encuentran como ésteres triacit gliceroles y [osfolipidos .(50)

ILa unién éster es susceptible tanto a la hidrolisis dcida como a la alcalina. La hidrolisis
acida difiere de la alcalina en que la primera es reversible mientras que la segunda es
irreversible. El Gltimo paso de la hidrélisis alcalina es irreversible debido a que, en
presencia de un exceso de aleali, el dcido existe como un anion tolalmente disociado que
no presenta tendencia a reaccionar con los aleoholes.

En la hidrolisis 4cida, el sistema cs csencialmente reversible en lodas sus fases
alcanzdndose un equilibrio en vez de consumirse los reactivos. Asi las bases fuertes se
utilizan en la saponificacién para hidrolizar las uniones éster de los lipidos simples y
complejos. (48,5)

o ?HEOCOR1 CH,0H
B RICO(?CH o %A%HEOH +  R,COO + R,COO +R,COr
o CH,OCOR, CH,0H
Triacil glicerol Glicerol Acidos grases libres

Fig. 3. Reaccion de saponificacion de un triacit glicerol



Una vez obtenidos los acidos grasos libres se procede a formar el cster
correspondiente, aprovechando las propiedades del 4cido carboxilico, como se muestra en
la siguiente reaccion:

RCOOH + R OH * % RCOOR’ + HIO
Acido Alcohol Ester Agua

carboxilica

Fig. 4. Formacién de ésteres

La rcaccion para cfectuar la esterificacion es un cjemplo importante de sustitucion
nucleofilica, en donde los dcidos grasos reaccionan con el alcohol metilico (CH,OH) o con
una molécula sémejante a éste , en este caso se pretende obtener ésteres metilicos para lo
cual se utiliza el alcohol metilico necesario también para la metilacion del acido graso o
dcidos grasos.(28, 29)

Los principales dcidos grasos que se han aislado hasta el momento en bacterias y de los
cuales se han obtenido sus ésteres metilicos son: undecanoico, dodecanoico, tetradecanoico,
13-metilteiradecanoico, pentadecanoico, 3-hidroxitetradecanoico, cis-9-hexadecanoico,
hexadecanoico, heptadecanoico, 2-hidroxidecanoico, trans-9-octadecanoico,  cis-11-
octadecancico, octadecanoico, nonadecanoico, y ¢is-vacennato.(67)

3.6. Salmonelfa sp y su importancia en el tratamiento de aguas.

El abastecimiento d¢ agua para uso y consymo humano con calidad de agua
adecuada es fundamental para prevenir y cvitar la transmisién de enfermedades
gastrointestinales entreotras, por lo que se requiere cstablecer limites permisibles en cuanto
a sus caracteristicas bacteriologicas, fisicas , organolépticas, quimicas y radicactivas. Con
el fin de asegurar y preservar la calidad del agua en los sistemas se debe de someter a
tratamientos de potabilizacion hasta la cntrega al consumidor.

La Norma Oficial Mexicana (NOM-127-88A-1994) establece los limites
permisibles de calidad y los tratamientos de potabilizacién del agua para uso y cOnswmo
humano, que deben cumplir los sistemas de abastecimiento ptiblicos y privados o cualquier
persona fisica o moral que la distribuya en todo el territorio nacional.

El agua para consuo humano es aquella que 1o contiene  contaminantes
abjetables, ya sean quimices o agentes infecciosos que causen efectos nocivos al scr
humano. Las caracteristicas bacteriologicas son aquellas debidas a microorganismos

nocivos a la salud humana, Para cfectos de control sanitario se determina el contentdo de
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indicadores microbioldgicos, especificamente organismos coliformes totales y organismos
coliformes fecales; el contenido de estos organismos debe ajustarse a los Imites
establecidos que son: 2NMP/100 mL o 2UFC/100mL y no detectable NMP/100 mL o cero
UFC/100 mL respectivamente.

La potabilizacion del agua proveniente de una fuente en particular, debe
fundamentarse en estudios de calidad y pruebas de tratabilidad a nivel de laboratorio para
asegurar su efectividad. Se deben aplicar tratamientos especificos siguientes o los que
resuiten a las pruebas de tratabilidad, cuando los contaminantes biclogiocos, las
caracteristicas fisicas y los constituyentes quimicos del agua excedan los limites
permisibles en la NOM.

El tratamiento que sc cfectia a las aguas para que sean de nuevo potables desde el
punto de vista bacteriologico no tiene por objeto destruir todos [os organismos vivos en el
agua, pero si garantizar la ausencia de gérmencs infecciosos y suprimir el riesgo de
contaminacién de un punte de agua o de un sistema de distribucién que haya sufrido los
cfectos de una contaminacién. f.a gama de mcdios disponibles para realizar esta operacion
es bastante extensa, va desde las técnicas quimicas que utilizan reactivos oxidantes (cloro,
bromo, ozono la floculacién a pH elevado (aguas residuales), hasta los medios fisicos
(radiaciones ultravioleta o ionizantes), son los procedimientos quimicos, particularmente el
de! cloto, los que se utilizan frecuentemente, pues proporcionan una seguridad satisfaciotia
y ademas se pueden llevar en la practica con gran facilidad. (20, 62)

Las enfermedades transmitidas por agua (hidrotransmitidas) en pafses como México
no han podidos ser erradicadas, debido, en gran parte a la gran variedad de
microorganismos que  pueden ser transmitidos por el agua. El control de estas
enfermedades es altamente dependiente de la educacion a todos los niveles y el mangjo
apropiado de tratamicnto, monitoreo y distribucion del agua. En lo que se refiere al
monitoreo de la calidad bacteriolégica del agua se ha propuesto cuantificar la presencia de
organismos indicadores es decir, ol predecir la presencia de un organismo especifico o de
un grupo de patégenos. La presencia de estos indicadores estd relacionada con el riesgo de
infeccidon de una poblacion, Los cstindares para ¢l monitorco de la calidad del agua
actualmente en uso incluyen el conteo de colifoimes totales, fecales, termotolerantes y
Escherichia coli. Estos indicadores fueron desarrollados a principios del siglo XX, sin
embargo se ha demostrado  que Vibrio cholerae, Saolmonella sp, Shigella sp vy
Campylobacter jejunni  han producido e¢pidemias. Actualmente se ha sugerido el uso de
Salmonella sp como indicador de la calidad bacteriologica del agua.(62)

La fiebre tifoidea es una de las enfermedades febriles infecto contagiosas mas
comunes en México, esta enfermedad es producida por Salmorella typhi; este fendmeno se
encuentra directamente relacionado con deficiencias en el saneamiento ambiental y en el
aprovisionamicnto del agua potable asi como en el tiempo que requiere la deteceidn de este
microorganismo. (10)



3.7. Caracteristicas del género Salmonelia.

3.7.1. Generalidades.

Las salmonelas figuran enlre las bacterias patogenas de més ampfia distribuicién en
la naturaleza. Se encuentran mas comunmente en aves de corral, en animales domésticos y
roedotes, arlrépodos y animales salvajes, aves y reptiles. El habitat acostumbrado det
género es el traclo gastrointestinal de huéspedes animales y humanos. (65)

Las salmonelas dc origen animal pueden producir esencialmente las mismas
enfermedades clinicas humanas que las bacterias de origen humano, los mismos serotipos
pueden existir en origen en infecciones humanas y animales. Las personas que contraen
infecciones por Salmonella reaccionan en forma diferente segln varios factores de los
cuales los més importantes son la edad, ef estado de salud det enfermo y en menor grado la
cepa del microorganismo.

Dentro del género Salmonella existen tipos adaptados a huéspedes humanos o de
ciertas especies inferiores v con algunas cxcepciones estas formas existen inicamente en
sus huéspedes especilicos como Sulmonella typht, 5. paratyphi A, C 'y §. sendai, més o
menos estrictamente adaptadas al hombre. .a gran mayoria de tipos (més de 1500), no
muestran especificidad de huéspedes y en ocasiones pueden producir enfermedad en
cualquier animal de sangre caliente.

La ubicuidad de Sa/monella plantea un importante problema de salud piblica. La
literatura abunda en descripciones de brotes de Sufmonella transportada cn alimentos, como
leche en polvo, cremas, productos cérnicos, pescados y por contacto con animales. (14)

Los serotipos de Salmonella altamente adaptados al hombre son: S. fyphi, S
paratyphi, A, B,y C, Salmonella sendai, no tienen ningln reservorio conocido aparte det
humano. § pullorum, S. gallinarum afectan a las aves, 5. dublin al ganado, S. abursequi al
ganado v S. choleraesuis al cerdo. (22)

1.7.2. Cuadro clinico y epidemiologia de salmonclosis.

[ as salmonelas viven en los tefidos de los reptiles, aves, mamiferos y seres
humanos, son éstas kas fuentes de todas las infecciones por Salmonella. La infeceion se
debe a la ingestion de alimento, agua, leche, o al consumo de tejidos animales que
contienen salmonelas como pot ejemplo las camnes no cocidas. La contaminacion pucde
producirse mediante las excretas de humano o animal, por moscas que transportan excretas
de anumales, o por contaminacioén accidental de sistemas de agua con desechos o un pozo
por filtracién de agua superficial. También puede suceder que s¢ presente difusion por
portadores convalecientes, que pueden excretar los microorganismos 1-4 meses después de
su curacion, y fos casos subclinicos no reconocidos. Las portadores crénicos de Salmonella
typht son un peligro para ia salud péblica y constituye el principal problema de eliminacion
de la ficbre tifoidea. (49)
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Las mapifestaciones clinicas de salmonelosis s¢ han dividido en: 1) gastroenteritis,
2) bacteremia o septicemia con o sin  lesiones [ocales, 3) fiebre entérica con su clasico
ejemplo: ficbre tifoidea y 4 ) el estado del portador. Todas las cepas de Salmonella pueden
producir cualquiera de los cuatro tipos de infeccion clinica,

1. Gastroenteritis: sintomas que van desde una ligera diarrea hasta la forma
fulminante de iniciacion tepentina y violenta, esta s la manifestacién clinica mds
comun de la infeccion por Sulmonella.

2. Septicemia: se caracteriza por fiebre alta con picos, cultivos de sangre positiva y
manifestaciones focales tempranas Estas infecciones pueden producirse en
cualquier parte del cuerpo, produciendo abscesos de las regiones pelviana 'y
perineal.

3. Fichre tifeidea: causada por Sedmonella typhi, se caracteriza por el aumento
sostenido por ctapas de la temperatuta que llega a los 40 °C, por ta aparicién de
diversos puntos tosados {rash) y por alteracion al sistema nervioso central; el
estrefiimiento es comun la primera semana, acompafiado de hipersensibilidad
abdominal. La hemorragia intestinal es frecuente y se presenta perforacion
intestinal que es poco comin. Ll estado de la persona puede ir desde una ligera tos
hasta abscesos pulmonares. La fiebre empieza a ceder hasta la tercera semana. Las
fiebres entéricas causadas por otras salmonclas son mds benignas.

4. Estado del portador: es mas comdn con S fyphi. Muchos pacientcs continvian
excretando este microorganismo dias después de haberse recuperado y otros lo
hacen aun por afios. En los portadores permanentes de Salmonella se encuentra que
hay reproduccion generalmente en la vesicula biliar; estos portadores junto con los
reservorios animales constituyen un grave problema de salud publica. (65)

Epidemioclogia:

La fiebre tifoidea y la salmonelosis no tifica son declarables a los laboratorios de
salud piblica. Durante los ultimos aftos los estudios epidemiclogicos de salmonelosis han
empleado no solamente serotipificacion, sino también susceptibilidad a los antibidticos,
fagotipado y comparacién de plasmidos. La incidencia de salmonelosis ha cambiado desde
la mitad de cste siglo (22) La salmonelosis no tifica ha aumentado considerablemente,
reflejando la mala manipulacién de alimentos. asi como su distribucion.

3.7.3. Determinantes de patogenicidad.

Toxinas:

Ocasionalmente, la infeccion por Saimonella produce diarrea abundante, similar a
la del célera, y se ha descrito también la existencia de una enterotoxing, similar a la del
colera y a la toxina termoldbii de £ Coli Durante la gastroenteritis, producida por
Salmonella se proceden cambios cliopdticos, atribuibles probablemente a la citotoxina
asociada con la fraccion de membrana externa bacteriana, aunque st estructura y su papel
en la enfermedad permanecen desconocido.
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El tipopolisacérido (LPS}) es el determinante de virulencia de Salmonella quc ha
sido caracterizade con mds precision. El lipido A (endotoxina) puede activar los
macrofagos, lo que origina fiebre, leucocitosis e hipotensién (shock). E! cuadro general de
l infeceién sistémica por Salmonella es atribuible fundamentalmente a la porcidn téxica
del LPS.

Antigenos de superficie:

Los antigenos (Ag) O cspecificos son importantes para la virulencia de las
salmonelas al disminuir la susceptibilidad a la fagocitosis, y por su capacidad de activar la
via alternativa del complemente. En las cepas de S. fyphi el anligeno Vi capsular también
contribuye a la virulencia.

Adhesion y movilidad:

La localizacién de Satmonella en el {leon terminal sugiere que estos organismos se
achicren al epitelio intestinal. Salmonella sintetiza fibras normales tipo | sensibles a
manosa, pero el papel de estas estructuras virulentas parece ser minimo. Los flagelos
parecen ser los factores de virulencia m04s importantes.

Genes plasmidicos:

La mayoria de las especies de Salmonella (excepto S. typhi) conlienen un gran
plasmido esencial para su virulencia. Las cétulas que han perdido el plasmido penetran
normalmente en macrofagos y en las células epiteliales pero no logran sobrevivir. (22)

3.7.4. Estructura celular, caracteristicas coleniales y bioquimicas.

Estructura cclular.

Las salmonelas son bacilos Gram negativos, mobviles, anaerabios facultativos, tienen
una envoltura celular constituida por la membrana citoplasmatica, la capa peptidoglicana y
la membrana externa (22). La primera se compone de fosfolipidos (primordialmente
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, y cardiolipina) y una gian variedad de proteinas.
Los flagelos cstan anclados cn el citoplasma y atraviesan a la membrana citoplasmatica. La
peptidoglicana confiere rigidez y esta formada por cadenas paralelas de polisacaridos
constituidos por Acido n-nmuramico, y N- acetilglucosamina. La membrana externa esta
formada por proteinas, fosfolipides v polisacarido (LPS), est¢ ultimo ocupa
aproximadamente ¢l 45 % de la superficie (65). La membrana actha como barrera
impidiendo la entrada de sustancias toxicas como antibioticos y detergentes, contiene los
receptores para bacteriofigos y colicinas se relaciona con los procesos de conjugacion,
divisién celular y transporte de sustancias al interior de la célula. Asociados a la membrana
externa se encucntran los pili y el antigeno “Vi”.

El LPS establece intcracciones con las otras moléculas que forman parte de la
membrana, es un complejo macromolecular representado por el antigeno O y 1a endotoxina
de las bacterias Gram negativas, estructuralimente €5 un heteropolimero constituido por tres
regiones: el antigeno O, el nicleo basal, v cl lipido A, que se inserta en la bicapa dec
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fosfolipidos y le confiere su actividad de endotoxina. El antigeno O es un polisacdrido
constituido por unidades oligosacaridicas de repeticidn, entre los monosacdridos que la
forman se encueniran los az(cares neutros, azlicares aminados y édcidos urdnicos, la
estructura de las unidades de repeticion de las bacterias Gram-negatlivas muestran una gran
diversidad incluso dentro de una misma especie bacteriana. Esta propiedad ha permitido
diferenciar cepas de una misma cspecie. El nicleo basal es una estructura comdn para las
enterobacterias y es similar para todas las bacterias Gram-negativas, se trata de un complejo
polisacaridico. El lipido A como ya se dijo le confiere su actividad de endotoxina. Estd
formada pot un disacdrido de glucosamina en union (1'-6) tiene fosfatos o pirofosfatos en
posiciones |1 y 4 ; el grupo hidroxilo de discarido de glucosamina en posicion 6 * estd
sustitnido por el dcido 3-desoxi-d-manotulonico. Los grupos hidroxilo y amine estan
sustituidos por 4cidos grasos como ef B-hidroxi miristico, latrico, miristico, palmitico y
otros dcidos grasos, (42) .

Las salmonelas se dividen en grupos segln sus antigenos principales O
(somaticos). Los grupos se indican con mayusculas (A, B, C) y se subdividen (serotipos)
pot sus diferencias en los antigenos H (flagelares). Los antigenos O se indican con nimeros
arabigos y los antigenos H con minusculas y nimeros ardbigos. (fig.5)
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Fig. 5. Diagrama esquemdtico de 1a envoltura celular de bacterizs Gram negativas,

Caracteristicas coloniales.

Las salmonelas crecen bien en medios comunes de laboratorio. Para los fines de
identificacién es necesario utilizar medios selectivos gue contengan sales biliares o
desoxycolato como inhibidores. Las colonias son generalmente un poco mds pequeiias y
transparentes que las de microorganismos coliformes y se distinguen de estos por su
morfologia en medios diferenciales,



En agar Mac Conkey los bacilos de tifoidea, paratifoidea y disenteria no fermentan
lactosa, estas colonias son incoloras y transparentes. En agar verde brillante las colonias
tipicas de Salmonella son ligeramente rosas a incoloras rodeadas de un color rojo de uno a
dos mm de didgmetro, S. (yphi y otras especies de Sa/monella crecen pobremente en este
medio por el verde brillante, los fermentadores de lactosa producen una coloracidn verde
palido o bien pucden producir otras coloraciones; a veces hay que reincubar ¢l medio si no
se han observado a las 24 horas colonias sospechosas de Salmonefla. L agar Saimonella-
Shigella (SS) organismos que no fermentan lactosa {forman colonias opacas, transparentes 0
translucidas, incoloras que generalmente son lisas. algunos tipos de Proteus y Salmonella
pueden producir colonias de centro negro. En agar sulfito de bismuto (SB) después de 24
horas de incubactdn se observan colonias tipicas de color negro con un brillo metalico y en
ocasiones pueden presentar un halo; cuande existe un gran nimero dc colonias puede
producirse un crecimiento de puntes negros o grises verdosos. Algunas especies de
Salmonella presentan coloracion verde; la coloracion negra también puede ser producida
por olros organismos como Prefeus. Si ne se¢ observan colonias tipicas en 24 horas debe
reincubarse por ofras 24 horas, Este medio es especialmente efectivo para aislar cepas de
Salmonella typhi. En agar desoxicolato xylosina-lisina las colonias de Salmonella
producen colonias negras con centro rojo y dificren de las colonias coliformes en que estas
producen colonias amarillas. El tiempo optimo de incubacion es de 24 horas. (20, 22, 46)

Caracteristicas bioquimicas:

Por definicién las salmonclas no fermentan lactosa, sacarosa, rafinosa ni adonitol,
no producen indol y no muestran actividad de ureasa en agar urea de Christensen. Ademas
son positivas parz rojo de metilo, negativas para Voges-Proskauer. Casi todas son méviles
utilizan citrato y crecen en medio de acetato de sodio, decarboxilan lsina, arginina y
ornitina, y producen dcido sulfbidrico, no utilizan wmalonate de sodio, no licuan gelatina ni
desaminan fenilalanina. Las caracteristicas diferenciales dentro el género Salmonella se
muestran en el siguiente cuadro (65):

SUSTRATO Sulmonella S, paratyphi S. typhi

Gas de glucosa. + + N
Lactosa - - -
Sacarosa -

Manito! + +
Salicma - -
Dulcitol +

Lismna decarboxilasa + -
Movilidad +

Gelatina - -
Lhea - - -
H,S + - *
Indol - - -
Rojo de metito + + +
Voges-Proskauer - - -
Citrato ( Simmons) + + -
Malanato - - -

R S ST

Tabla 1. Serie bioquimica para la identificacién de Salmonella



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

! incremento de la poblacién durante los dltimos afios ha provocado la
contaminacién def medio ambiente. La contaminacion del agua se debe a desechos de todo
tipo: industriales, domésticos, y de agricultuta, entre otros. Esto da como resultado que este
recurso, que sc escasea Gltimamente, se encuentre cada vez mdas contaminado,
contribuyendo asi  en la incidencia de¢ enfermedades transmitidas por el agua
(hidrotransmitidas) tanto a nivel nactonat como a nivel mundial.

En México fas enfermedades gastrointestinales ocupan un lugar importante en fa
estadislica sanitaria. Entre los principales agentes etiologicos causantes de estas
enfermedades se encuentran: virus, protozoarios, y principalmente, bacterias de la familia
Enterobacterwceae tales como:  Salmonella sp,  Escherichia coli, Shigella, Yersinia,
Helicobacter y Campylobacier.

La ingestion de alguno de cstos patdgenos generalmente producen episodios
diarreicos, con deshidratacion, vomito, ficbre, dolor abdominal ademds de otros sintomas
que dependeran del tipo de organismo ingerido, si esto sucede con gran frecuencia puede
llegar a tener serias consecuencias nutricionales, ademdas de menoscabo en el desarrollo
mtelectual si estas enfermedades ocurren durante la nifiez.

Para solucionar este problema se han planteado diversas soluciones: educacion de la
poblacidén mediante campafias de salud impartidas por diversas instituciones, el
abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad fisicoquimica, radiactiva,
organoléptica y microbioldgica adecuada, lo cual no ha sido suficiente, ya que existen
deficiencias en ¢l andlisis eficaz de estas propiedades, siendo esto fundamental para
prevenir y evitar la transmision de enfermedades gastrointestinales.

En México la fiebre tifoidea y la salmonelosis ocupan un lugar importante en la
estadistica sanitaria, por lo que es importante contar con un método répido de identificacion
de Salmonella typhi agente patolégico de dicha enfermedad, sin una intetvencion apropiada
los brotes epidémicos pueden aumentar drsticamente.

Uno de los mayores problemas en el andlisis de la calidad microbiologica del agua
¢s 1a deteccion e identificacion de bacterias de una manera ripida y eficaz. En la mayoria de
los casos, la identificacion se basa en las caracteristicas macroscdpicas y microscopicas e
las bacterias en medios de cullivo especificos, asi como en sus caracteristicas bioquimicas,
que en ocasiones como por razones técnicas y de tiempo no se analizan totalmente, ya que
ademds de implicar mayor trabajo en el laboratorio, implica un mayor consumo de tiempo y
teactivos en su proceso esto se convierle en un factor critico sobre todo en areas donde
acortar ¢l tiempo es vital, como en la clinica, ingenieria sanitaria, veterinaria, ¥
alimenticia.

Aunque cn afios recientes sc ha hecho estucrzo para acelerar y simplificar la
identificacién introduciendo varios métodos por micropruebas bioguimieas, tales como el
sisterna comercial API 20 E. que permite una automatizacion parcial de los procesos y la
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aplicacion de métodos por computadora, la identificacién agn permanece muy complicada
pucs esta basada cn ef misme principio: la investigacion de las propiedades bioquimicas de
los microorganismos, mediante lecturas de cambios de color después de transcurrido cierto
tiempo o bien mediantc la adicion de un reactivo una vez inoculado el sistema, lo cual
disminuye la confiabilidad de las lecturas ya que fa apreciacion o diferenciacion de colores
es muy subjetivo y varia enormemente de una persona a otra.

Una de las soluciones a este problema es la utilizacién de tecnologia de punta. El
avance tecnoldgico que se ha dado en los dltimos afios, permite buscar nuevas alternativas
para lograr una deteccion e identificacion de microorganismos de manera mas rapida.
sencilla y exacta proponiendo un método simple que provea la misma cantidad de
informacion, basandose en principios de la composicion quimica de los microorganismos.

El desarrollo de métados quimicos intrumentales tales como la cromatografia de
liquidos y pases, cspectometria dc masas, ¢lectroféresis y espectroscopia de infrarrojo,
permite hacer una perfecta separacién de fos posibles componentes de una muesira
anatizada con una minima demanda de tiempo y con una certeza altamente satistactoria. La
aplicacién practica de estos métodos en el campo de la taxonomia se denomina
quimiotaxonomia. (24, 30, 33)

Para realizar analisis dc este tipo debe de centrarse la atencién en uno 0 mas
componentes especificos de la composicién del microorganismo a identificar, estos
componentes pueden ser polisacéridos, aminodcidos, acido dexosirribonucleico, proteinas
y en especial 4cidos grasos celulares. Se ha puesto mayor enfasis en los acldos grasos
celulares ya que pueden analizarse por cromatografia de gases, el cual es un método
sencilto, rdpido y confiable a diferencia del analisis de otros componentes celulares que
implican téenicas muy complicadas, equipo y reactivos sumamente costosos, ademas de
personal altamente especializado.

Hasta hoy sc¢ ban realizado diversos estudios quimiotaxonomicos mediante la
extraccién de los dcidos grasos celulares con su correspondiente conversion a ésteres
metilicos de diferentes nucroorganismos, principalmente de la familia Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae y algunas levaduras, utilizando ésta técnica. La quimiotaxonomia con
el uso del andlisis de los acidos grasos en bacterias propone una allernativa. menos tiempo.
métodos mds sencillos y mayor exactitud. (39)

De aqui surge la nccesidad de establecer un método de analisis por cromatografia de
gases que pucda utilizarse como métedo de rutina, para identificar los acidos grasos
provenientes de la membrana celular de Salmonella (yphi, con ¢l fin de contar con un perfil
cromatografico que permita tener un criterio de identificacién rapido, preeiso v eficaz
para dicho microrganismo aislado en aguas residuales crudas.



5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL.

Establecer e} perfil cromatografico de los ésteres metilicos obtenidos de los acidos grasos
de la membrana celular de Sulmonella fyphi.

5.2. PARTICULARES,

5.2.1. Aislar Salmorelia sp a partir de aguas residuales crudas provenientes del gran canal
de la Cindad de México

5.2.2. Cultivar Salmonella sp de los aislamientos obtenidos.
5.2.3. Identificar Saintonella sp por sistema miniaturizado (API 20 E ).

5.2.4. Establecer las condiciones para el andlisis por cromatografia gas-liquido de los
ésteres metilicos de la cepa ATCC 0779 de Salmonella typhi.

5.2.5. Comparar de los perfiles obtenidos para Salmonella typhi ATCC 0779 y Sulmonella
sp aislada.

5.2.6.Identificar Salmonellu sp aistada de aguas residuales crudas mediante las condiciones
establecidas del analisis por cromatografia gas-liquido para Salimonella typhi.
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6. HIPOTESIS

B! andlisis cromatografico de los ésteres metilicos de
acidos grasos celulares provenientes de la membrana de
Salmonella (yphi, permitira  establecer  un criterio
quimiotaxondmico asi como las condiciones del andlisis
cromatogrifico para utilizar esta técnica como método de
rutina para la identificacion répida y precisa de dicho
microorganismo en aguas crudas residuales.
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7. METODOLOGIA.

7.1. MATERIAL.
7.1.1.MATERIAL ESTERIL.

Bolsas de polietileno.

Hisopos de Moore.

Solucion salina 0. 85 %

Pipetas graduadas.

Pipetas Pasteur.

Tubos de ensaye con tapdn de rosca.
Cajas Petri.

s & & & 9 s &

7.1.2. MEDIOS.

¢ Caldo tetrationato

o Agar Salmonella y Shigeila (Bioxon)
o Agar Sulfito y Bismuto (Merck)

s Apar Kliger

e Agar Base Cerebro Corazon (BHI)

» Agar Soya tripticasa (TSA)

1.3, MATERIAL NO ESTERIL.

-~

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas de 2, 5y 10 mL.
Matraz Erlen Meyer, 1 L.

Vasos de precipitado 100 mL. y 250 mL.
Termémetro de mercurio ( 0 °C a 100 °C)
Mechero Fisher

Perillas de seguridad

Guanies de latex.

Cinta teflon

Asa bacterioldgica.

Pinzas con punta de raton,

* Microjeringas 10 ul

s Viales delml

e & & 9 & = ¢ & 3 & @

7.1.4. EQUIPO

Campana de {lujo laminar
Placas de agitacion y calentamicnto.
Agitador clinico.
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Vortex.

Balanza semianalitica

[ncubadora

Autoclave.

Bafio de agua.

Refrigerador.

Cromatografo Gas-Liquudo Modelo GCHP6390

7.1.5. REACTIVOS

Hidroxido de Sodio.
Metanol.

Agua destifada.

Acido Clorhidrico 6.0 N
Metanol.

Hexano.
Metil-terbutil-éter.

Y odo resublimado.
Yoduro de potasio.

Fenol al 5 %
Estindar comercial de los ésteres metilicos de Enterobacterivceae SUPELCO BAME

Bacterial Acid Methyl Esters Cat. 4-7080 Lote No. LA-69713!
Sistema comercial API 20 E.

7.1.6. GASES UTILIZADOS,

Nitrogeno grado ultra alta pureza.
Hidrégeno grado cromatografico.
Adre grado extraseco.

7.1.7. CEPAS.

Sadmonella typhi ATCC 0779 depositada en la Escucla Nacional de Ciencias Biologicas

del Instituto Politécnico Nacional
Salmonelia sp aistada de aguas residuales crudas del influente de la planta de bombeo

Lago.



7.2. METODO.

7.2.1. Aislamiento de Salmonella sp.

Se realizé un muestreo por semana durante 12 semanas, colocando el hisopo de
Moore en el influente de agua proveniente del Gran Canal de la Ciudad de México en la
planta de bombeo Lago por un periodo aproximado de 12 a 24 horas. Para el transporte al
laboratorio se colocd el hisopo en caldo tetrationato que se incubo a 44.5°C, después de 6
horas se colocaron [0 mL de este medio nuevamente en caldo tetrationato, se continuo
incubando hasta 72 horas en esta temperatura,

Se realizaron siembras en agar Sulfito ¥ Bismuto (SB) y en agar Salmonella y
Shigella (55), los cuales se incubaron a 37°C por 24 horas; se continué tesembrando en estos
medios cada 24 hrs durante tres dias. Se seleccionaron en SS colonias opacas, transparentes
o translucidas, incoloras, lisas; mientras que en SB se seleccionaron colonias de color
negro con un brillo metalico.

Estas colonias se sembraron en medio kligler por picadura y estria. Los tubos que
presentaron formacion de gas y/o dcide sulfidrico (H,S), asi como reaccion alcalina/acida
sc sembraron en placa de Agar Soya Tripticasa (TSA), se aislaron nuevas colonias a las
cuales se les realizd la prueba de oxidasa, los cultivos que fueron oxidasa negativa se
seleccionaron para realizar su identificacion por el sistema miniaturizado API 20 E.

7.2.2.Preparacién del cultivo puro,

La cepa de refercncia utihzada de Salmonella typhi fue una cepa certificada ATCC
0779 depositada en la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto Politécnico
Nacional, la cepa pura se mantuvo en agar inclinado infusién cerebro corazén (BHI), v
para el andlisis por API 20 I se sembrd en placa, con 25 mL de Agar Soya Tripticasa
(TSA) para obtener colonias aisladas; de las cuales se  volvid a resembrar nuevamente en
TSA para su andlisis cromatografico. se realizd el mismo procedimiento para las cepas
aisladas de Salmonella sp.

7.2.3. Identificacién por sistema miniaturizade APT 20 E.

Este sistema miniaturizado se utiliza para la identificacion de organismos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram-negativos no
exigentes, consiste en 23 pruebas bioquimicas estandarizadas y miniaturizadas, ¥ una base
de datos que indica con un 99 % de conflabilidad en su mayoria al microorganismo en
cuestién, siempre y cuando sean cultivos puros. La galeria API 20 E consta de 20
microtubos que contienen los sustratos deshidratados. Las pruebas se inoculan con una
suspension de bacterias en solucion salina estéril que rehidrata ios medios. Durante la
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incubacién el metabolismo de la bacteria produce cambios de color espontaneos o bien al
ailadir reactivos. La lectura de las reacciones se hace con la tabla de reactivos y la
identificacion por medio de la tabla de identiticacién API 20 £ Index, del conjunto de
reacciones se obtiene un perfil numérico que puede ser de 7 nimeros bésicos o 2 mas
complementarios. Cada cultivo puro se identifico por cste sistema utilizando como
referencia la cepa ATCC 0779 de Salmonella typhi.

7.2.4.Cosecha de la bacteria para ¢l andlisis cromatogrifice.

Para la obtencidn de la biomasa. la inoculacién se hizo & partir de una colonia aislada y
se resembraron dos placas por cepa bacteriana utilizando 25 mL de Agar Soya Tripticasa
por caja, incubando a 28 °C por 24 horas tanto para la cepas aisladas identificadas como
Selmonella sp. como para la cepa ATCC 0779 de Salmonella typhi

Sc cosechd la bacteria después de las 24 horas de incubacion, raspando suavemente
con una espatula metdlica todo cl crecimiento celular. El contenido de las dos cajas petri
(0.45 g de peso hiymedo aproximadamente) se deposité en tubos de vidrio con tapa de rosca
limpios y enjuagados con hexano, utilizando uno diferente para cada cepa.

7.2.5. Esterificacién y extraccidn de acidos grasos.

Una vez que se colocd la biomasa bacteriana en el tubo se realizo fa saponificacion
de la siguiente manera: se adiciond 1.0 mL del reactivo de saponificacién (ver anexo). El
tubo se seild perfectamente con cinta de teflén y se agitd en vortex de 5 a 10 segundos,
enseguida se incubé en bafio de agua a 100 °C 5 minutos, se agild nuevamente en vortex S5a
t0 segundos y se reanudd la incubacion a 100 °C 25 munutos.

Después sc realizd la metilacién: se dejo enfriar en bafio de agua y se adicionaron
2.0 mL de! reactivo de metilacién (ver anexo), se sellaron los tubos nuevamente con cinta
teflén, sc agité cn vértex por 5 a 10 segundos; se incubd a 80 + 1°C por 10 + 1 minuto en
bafio de agua v sc enfrié rdpidamente. Nota: este Gltimo paso es sumamente importanie 1o
debe pasarse ni un grado y ni un minuto.

Para la extraccién de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos se adiciond 1.25 mi
del reactivo de extraccién (ver anexo) cerrando perfectawente el tubo. Se agitd en agitador
clinico durante 10 minutos para después remover la fase acuosa del fondo y desecharla; la
fase orgénica donde se encuentran los ésteres metilicos (capa superior) se conservé en el tubo.

El lavado de los ésteres metificos obtenidos se realizé adicionando 3 0 ml del reactivo
para lavado (ver anexo) y se agitd lentamente durante 5 minutos en el agitador clinico.
Finalmente se recuperd la fase organica (superior) apréximadamente las % partes de la fase
superior, se transfirié a un frasco vial de 2 ml, la muestra se evaperd con Nitrdgeno hasta
aproximadamente 10 pL de la cual se tomaron 3 pl. para su andlisis por cromatografia gas-
tiquido.
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7.2.6. Andlisis eromatografico de los ésteres metilicos obtenidos.

Condiciones del equipo:

Las mucstras de los ésteres metilicos de los dcidos grasos celulares se analizaron en
un Cromatografo de Gases Hewlett Packard modelo 6890. La columna utilizada fue una
columna capilar modelo HP No. 19091B-102 Ultra 2, 5% dc fenil metii silicona (25.0 m de
largo X 200 pm de didmetro interno X 0.3 pm de pelicula). Las condiciones de la columna
son: temperatura imicial de 170°C con una rampa de 5°C por minuto hasta 270°C, con una
post-corrida hasta 300°C durante 5 minutos para limpiar la columna. La temperatura del
inyector fue de 250°C. El detector utilizado fue de ionizacién de flama (FID) y su
temperatura fue de 270°C El gas acarreador atilizado {ue Nitrogeno con una velocidad de
flyjo total de 22.3 mL/miu. El tamailo de mucstra inyectado fue de 3 pl.

Los picos de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos obtenidos, fueron
identiticados comparando el tiempo de retencién con un estdndar comercial : SUPELCO
BAME Bacterial Acid Mcthy! Esters Cat. 4-7080 Lote No. LA-697131, e} cual consta de
26 ésteres metilicos difcrentes, El tiempo de andlisis fue de 30 minutos para cada muestra.

Para la cepa tipo de Salmonella typhi se obtuvieron 50 cromatogramas v para cada
cepa de Sulmonella sp se obtuvieron 10 cromatogramas .

7.2.7. Analisis estadistico

De los picos que representan los ésteres metilicos. el punto de interés son aquellos con
el nimero de dtomos de carbono en el infervalo de 10 a 28. Una vez seleccionados los picos
representativos para Salmonellu typhi, se procesd ta informacion con las téenicas que se
citan a continuacion:

Normalizacion. Se realizé con el fin de estandarizar las unidades porcentuales de
medicion de las 4rcas dadas por el cromatograma preparando los datos de la especie
Salmonella typhi. El proceso de normalizacidn se cfectud transformando los datos
munéricos de drea y tiempo a partes proporcionales en porcentaje en relacidn a un dato de
drea y tiempo tomando como referencia el 100%.

El criterio para obiener ¢l dato referente de area y tiempo se elige de los datos
originales arrojados por el cromatograma, aquel que presenta ¢l pico o drea mas alta y se
toma como el 100%, cn este caso s¢ toma como referencia al metil hexadecanoato C 16:0.
Una vez obtenidos los datos normalizados se procede a tabularlos y graficarlos para cada

cepa.

Medidas estadisticas. Se caiculd la media aritmética, maximo, minimo para las dreas
de los picos y tiempos de retencién para cada cadena de éster metilico obtenido. Para
eliminar ¢l efecto de la variacidn por el tamafio del mocule, los valores se calculan como
porcentajes del {otal del drea del pico.
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Esquema general de procedimiento para el aislamiento de Sefmonella typhi a partir de
aguas crudas residuales. (g 20,004

CON,CENTRACION DE LA MUESTRA MEDIANTE
LA TECNICA DE HISOPO DE MOORE: COLOCARLO
EN EL SITIO DE MUESTREO POR 24 HORAS.

TRANSPORTE EN CALDO
TETRATIONATO

TOMAR 10 mL DE LA MUESTRA* COLOCARLA
EN CALDO TETRATIONATO.

!

r INCUBAR A 44.5° C POR 6 HORAS

l*REPETIR INCUBANDO

NUEVAMENTE

SEMBRAR EN PLACAS DE  AGAR
SALMONELLA-SIGHELLA Y  SULFITO-
BISMUTO

y

INCUBAR A 37 °C POR 24 HORAS J

SELECCIONAR LAS COLONIAS
CARACTERISTICAS DE Salmonella
SEMBRARLAS EN MEDIO KLIGLER POR
PICADURA Y ESTRIA.

v
( SELECCIONAR LAS COLONIAS QUE

PRESENTAN FORMACION DE GAS (H,S)
REACCION ALCALINA/ ACIDA. B
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SEMBRAR POR DILUCION EN PLACAS DE
AGAR CEREBRC CORAZON ASI COMO EN
AGAR SOYA TRIPTICASA.

PRUEBA DE OXIDASA POSITIVA | | PRUEBA DE OXIDASA NEGATIVA
SE DESCARTAN. SELECCIONAR PARA
[DENTIFICAR POR AP 20 E

Fsquema general de  procedimiento para la identificacion de Swimonella typhi por el
sistema minaturizado APL 20 E

SELECCIONAR UNA COLONIA AISLADA
OXIDASA NEGATIVA

SEMBRAR EN PLACA DE AGAR INFUSION
CEREBRO CORAZON

N INCUBAR A 37° POR 24 HORAS. |

(TUBO 1 ESCALA DE MAC VARLAND) EN 5 mL

PREPARAR UNA SUSPENSION BACTERIANA '
DE SOLUCION SALINA 0.85 % ESTERIL.

h 4
EN CONDICIONES ASEPTICAS COLOCAR LA
SUSPENSION EN CADA CELDA DEL SISTEMA
MINIATURIZADO API20 E

Y
INCUBAR A 37 ° C POR 24 HORAS.LEER EL
SISTEMA SEGUN EL INDEX API20E

SELECCIONAR LOS RESULTADOS POSITIVOS
| PARA Safmonella sp o Salmonella typhi.

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LAS CEPAS
IDENTIFICADAS POR AP1 20 E
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Esquema general para cl andlisis cromatografico de los éstercs metilicos obtenidos de
los acidos grasos celulares de Safmonella (yphi y para cepas aisladas de Salmonella sp

(17 19.40,55,56,67, 68.72)

SIEMBRA MASIVA EN TSA INCUBAR
A 28 °C POR 24 HORAS.

h 4
TOMAR APROX. 40 mg DE BIOMASA
COLOCARLA EN UN TUBO LIMPIO.

SAPONIFICACION

h
ADICIONAR | mi DEL REACTIVO 1

TAPAR PERFECTAMENTE Y SELLAR
CON CINTA TEFLON.

h 4
r AGITAR EN VORTEX 10 SEG. ]

Y
INCUBAR A 100 °C EN BANO DE AGUA
POR 5 MINUTOS, ENFRIAR, AGITAR Y

CONTINUAR INCUBANDO DURANTE

25 MINUTOS

METILACION

TAPAR PERFECTAMENTE

X
ADICIONAR 2 ml DEL REACTIVO 2 T

h 4
L AGITAR EN VORTEX 10 SEG. J

v

CALENTAR A 80 1°C POR 10 1
MINUTOS EN BARO DE AGUA.,

'



EXTRACCION

m)ECIONAR 1.25 ml DEL. REACTIVO 3,
TAPAR PERFECTAMENTE.

y
AGITAR 10 MIN EN AGITADOR CLINICO

y
DESCARTAR LA FASE ACUOSA
(INFERIOR) CONSERVAR [.A FASE
ORGANICA (SUPERIOR).

LAVADO

4
ADICIONAR 3.0 ml DEL REACTIVO 4 AT,
FASE ORGANICA, TAPAR BIEN

y

AGITAR EN AGITADOR CLINICO POR 5
MINUTOS.

h 4
TOMAR LA FASE ORGANICA CON
PIPETA PASTEUR (APROX. % DE LA
CAPA SUPERIOR) DEPOSITAR EN
FRASCOS VIALES.

i

4
INYECTAR EN EL CROMATOGRAFO

Y
IDENTIFICAR LOS ACIDOS GRASOS
OBTENIDOS POR COMPARACION CON
EL ESTANDAR DE ENTEROBACTERIAS
ANALIZADO EN LAS MISMAS CONDICIONES

h 4
ANALISIS DE RESULTADOS
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8. RESULTADOS.

8.1. Perfil cromatografico de Safmonella typhi.

La identificacion de cada pico se realizé con base a un estandar de €steres metilicos de
acidos grasos para enterobacterias SUPELCO BAME Racterial Acid Methy!l Esters Cat. 4-
7080 Lote No. LA-69713] (fig. 6). analizado bajo las mismas condiciones. El perfil
cromatografico de la cepa ATCC 0779 de Salmonella (yphi se obtuvo por el andlisis
cromatografico de las extracciones esterificadas de los Acidos grasos hasta obtener al menos
50 cromatogramas representativos (fig 7).

Para ¢l andlisis se tomaron en consideracion las cadenas de dcidos grasos con una
composicién de entre 10 y 28 carbonos, ya que son los caracteristicos encontrades en estas
células procariontes, los de menor longitud se omiten debido a que presentan un area menor
al 1%, por lo que su aparicién no fue significativa para la determinacion, esto se apoya con
un esiudio realizado por Erols, 1988 (27).

De acuerdo a los ésteres metilicos asiados (tabla 2}, los resultados cualitativos
permiten determinar la siguiente constitucion de acidos grasos: C 11:0, C 12:0, C 14:0, C i~
15:0, C 15:0, C 2-011 14:0, C 3-OH 14:0, C 16:1%. C 16:0, C 17:0°, C 18:1% con los
siguientes nombres: undecanoico, dodecanoico, tetradecanoico, 13-metilictradecanoico,
pentadecanoico, 2-hidroxitetradecanoico,  3-hidroxitetradecanoico, cis-9-hexadecenoico,
hexadecancice, cis-9,10-metilenhexadecenoico, ¥ cis-9-octadecenoico respectivamente. Con
estos datos se establece la identidad de 11 picos de los 4cidos grasos presentes en la
membrana de Salmonella typhi

En la tabla 3 sc observan los dalos normalizados de cada éster metilico con
respecto al Me. hexadecanoato; se presentan la frecuencia (niimero de veces) con Ja que se
presenté cada une de ellos, la media aritmética para los tiempos de retencion normatizados. y
¢l maximo y minimo de cada uno.

TIEMPOS DE RETENCION

Se observé que el primer componente eluido, ef Me. Undecanoato, present® una
frecuencia de 50 (100 % de los cromalogramas), cop un tiempo medio de 31.84 con un
minmmo y un méaximo dec 30.76 y 33.94 respectivamente; el cual estd formado por una
cadena lineal saturada de 11 carbonos, la mas corta y sencilla que se presenté en el perfil
cromatogréfico, ya que no prescnta dobles enlaces o hidroxilaciones. Enseguida aparecié el
Me. dodecanoato, con una frecuencia de 50 (100 % de  los cromatogramas) con un tiempo
medio de 43.48, un minimo y un maxumo de 42.70 y 45.27 respectivamente; formado por
una cadena lineal saturada de 12 carbonos; otra de las cadcnas mas corta y sencilla que se
presentdé en el perfil ya que no presenta nt dobles ligaduras, nt metilaciones, ni
hidroxilaciones. Posterjormente se picsento el Me. tctradecanoato, con una frecuencia de 30
(100 % de tos cromatogramas) con 14 carbonos en su cadena y un valor promedio de 70.78
con minimo y maximo de 70.00 y 71 90 respectivamente.
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Poco después  se presento al Me. 13-metiitetradecanoato proveniente de un hidroxiacido
sustituido en el carbono 13, presentd una frecuencia de 40 (80% de los cromatogramas)
con una media de 78.02 , minime y maximo de 77.75 y 79.12 respectivamente.

Inmediatamente se presenté el Me, Pentadecanoato con una cadena saturada de 15
carbonos y sin ninguna modificacién quitmica en su molécula, presentd una frecuencia de
25 (50 % de los cromatogramas) con un valor de media aritmética de 90.12, un minimo y
médximo de 89.75 y 91.12 respectivamente. A continuacidén aparecié el Me 2.
hidroxitetiadecanoato, este compuesto de 14 carbonos en su cadena con un grupo hidroxi
en el carbono 2 provicnente también de un hidroxidcido, presentd una frecuencia de 25
(50% de los cromatogramas) ¢l valor ptomedio del tiempo es de 91.00, con un minimo y
maximo de 91.89 y 92 15 respectivamente.

Después aparecid el Me. 3-hidroxitetradecanoato, compuesto isomero del anterior,
sustitido por un grupo hidroxi en el C-3 tiene wna frecuencia de 35 (70 % de los
cromatogramas), cl valor promedio del tiempo es de 92.65 un minumo y un mdximo de
92.29 y 93.34 respectivamente,

En octavo [ugar sc¢ observa ¢l pico correspondiente al éster metilico de un acido grase
insaturado que presenta una doble ligadura en el carbono 9 y una isomeria geométrica con
radicales -H en el mismo iado de la molécula, por lo que se le llama Cis-9-hexadecenoico
con I6 carbonos en su cadena y una (recuencia de 30 (100 % de los cromatogramas) el
promedio del tiempo de retencion de 97.23, con ua minimo y maximo de 97.00 y 98.21; el
siguiente éster metilico corresponde al dcido graso hexadecanoico (Me. Hexadecanoato)
con 16 carbonos dispuestos en una cadena lineal saturada y sin ningun tipe de
configuracion; este acido es ¢l caracteristico de la familia Enterobacteriaceae y presentd un
valor promedio del 100%, por lo que fuc el representativo y se tomd como dato referente.

Posteriormenie sc observo la presencia del Me. Cis-9,10-metilenhexadecenoato, gue
tiene como caracteristica prumordial un mecanismo de resonancia dado por el grupo metil
presente, ademds de una doble ligadura ent los carbonos 9 y 10 lo que le caracteriza como
insaturado y con una frecuencia de 50 (100 % de  los cromatogramas), presentd un vajor
de 111,98, un minimo ¥ maximo de 106.88 y 112 33.

Por tltimo se presenté ef Me. Cis-9-octadecenoato, que es el 4cido graso mas largo
de todos los que se presentaron en el perfil, se compone de 18 carbonos, sin embargo este
presenta un mecanismo de resonancia y es insaturado ya que hay una doble ligadura entre el
carbono 9 y 10, con una frecuencia de 50 (100 % de  los cromatogramas) presentd un
tiempo de retencién de 124 99 con un minimo y maximo de 12447 y 125,52 .

El analisis cuantitativo revela que el drea producida por cada pico es proporcional a la
concentracion del componente, donde el factor de respuesta va a ser especifico para cada
compenente y su valor dependera de las propiedades fisicas y quimicas, mediante las cuales
se lleve a cabo el andlisis asi como cl riguroso contiol de todas v cada una de las variables
de este experimento. La exactitud obtenida por cromatografia de gases depende de la
técnica usada, detector, método de integracidn y caracteristicas propias de la muestra.
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AREAS DE LOS PICOS

En la tabla 4 s¢ muestran los valores normalizados de las dreas de los picos con
tespecto a C 16:0, los valores son el promedio de 50 detcrminaciones como ya sc ha
mencionado anteriormente. En la evaluacién del andlisis cromatogrifico de los éteres
metilicos, se observd que el éster  mas abundantc para  Salmonella ryphi, fue el
correspondiente al acido graso hexadecanoico (C16:0), el cual mantiene su abundancia en
las S0 corridas cromatograficas sin variacion considetable, por lo que se tomd como
referencia para oblener el porcentaje de los restantes dcidos grasos, ya que los valores
obtenidos para este dcido presentan una desviacion estindar sumamente baja 0.05 % por lo
que se dice que este dcido graso mantiene sus propiedades quimicas durante el andlisis
cromatografico con una estabilidad alta

Siguid en abundancia el cis-9-octadecenoalo con un valor medio de area de 79.28
con un minime dec 53.95 v un méximo de 202,70 observandose una coerme diferencia entre
estos valores. En tercer lugar de abundancia se encuentra el Me. cis-9-hexadecanoato,con
una media de 72 19, con un minime de 47.48 v un méximo de 194.42 respectivamente.
Posteriormente se presentd el Me. undecanoato que presenta una media de 41.27 con
minimo y méximo de 6.86 y 100.28 respectivamente. Despucs se obtuvo ¢l Me. cis-9.10-
metilenhexadecenoale con una media de 39.61, minimo y mdximo de 1521y 52.86
respectivamente. En sexto lugar de abundancia se cncuentra el Me. tetradecanoato con una
media de 31.71 y un méximo y minimo de 2,59 y 90.09 respectivamente. Le sigue a éste el
Me. 13-hidroxitetradecanoato con una media de 31.02, con un maximo y minime de 2.85 y
170.29.Los siguientes  ésteres metilicos presentaron un valer medio mucho menor a [os
mencionados anteriormente; el dodecanoato con un valor medio de 20.15, minimo y
méximo de 2.93 y 56.58, Enseguida se presenta el 13-metil tetradecanoato, con una media
de 7.78 v minimo y maximo de 2.21 y 29.31 iespectivamente. Por ultimo los dos ésteres
metilicos menos abundantes del perfil cromatografico obtenido fueron: el pentadecanoato
con una media de 2.56 un minimo y maximo de 2.19 y 7.29 respectivamente, asi como el
2-hidroxitetradecanoico con una abundancia de 2 29 un minimo y miximo de 205y 6 84
respectivamente,

£ la grafica 1, se representan los valores de los tiempos de retencion normalizados
para cada éster metifico con respecto a C 16:0 (Me. hexadecanoate) mientras que en la
grafica 2, las bamas representian el valor promedio dado en porcentaje del drea del pico
notmalizada de cada éster cuantificado de acuerdo a fos resuitados obtentdos de 50
determinaciones.

En basc a los resultados normalizados de tiempo de retencion y drea del pico para
cada éster metilico eluido, se presento el perfil cromatografico de once picos caracteristicos
para Salmonella typhi de la cepa ATCC 0779 con la siguiente copstitucion de acidos
grasos: C 11:0, C 12:0, C 14:0, Ci-15:0, C 15:0. C 2-OH 14:0, C 3-OH 14:0, C 16:1°, C
16:0, C 17:0", C 18:1%; con los siguientes nombtes respectivos: undecanoico, dodecanoico,
tetradecanoico, 13-metilterradecanoico, peatadecanoico, 2-hidroxitetradecanoico, 3-
hidroxitetradecanoico, cis-9-hexadecenoico. hexadecanoico, Cis-9,10-
metilenhexadecenoico, cis-9-octadecenoico (grafica 3}
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Fig 6. Cromatograma del estindar para los ésteres metilicos obtemdos de los acides grasos de la
familia fnterobacteracear (SUPELCO BAME Bacteual Acid Methyl Ustets Cat. 4-7080
Lote No. LA-697131) analizados en una columna captlar modeto HP No. 190918102 Ultra 2, 5%
de fonil meti] silicona (25 0 m large X 200 pm D0 X 03 pm de espesar).Velocidad lineal del gas
scatreador Nitrogeno 22,3 mbL/min Temperatura de la columna  cafentamicento 53°C por minuto
de 170°C hasta  270°C, 300°C dwante 5 minufos, Temperatura del deteetor (FIDY 270°C
Temperatura del inyector, 25G°C Split 1 50.1 La mercia de esteres metilicos contienen un tota! de

16 mg/ml en caproato de metilo
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Fig 7. Cromalograma de los esteres metilicos oblenidos de los dcidos grasos de la membrana
celular de Salmonella typhi, analizados en una columna capslar madelo [P Na. 19091B-102 Ultra
2, 5% de fenil metil silicona (25.0 m Tlargo X 200 pm d.i. X 03 pm de espesor). Velocidad lineal
del gas acarreador Nittdgeno 22.3 ml/min. Temperatuta de la columna: cafentaniento 3°C por
misuto de 170°C hasta 270°C, 300°C durante 5 minutos Temperatuia del inyector. 250 °C

Femperatura del detector (F1D): 270 °C Split 56 1



Tabla 2. Principales ésteres metilicos identificados en Safmonella typh

cepa ATCC 0779.

No. de pico del STD.  Formula

Ester metilico.

Acido graso

SUPELCO correspondiente
I C 11:0 Me. Undecanoato, Undecanoico.
3 C 12:0 Me. Dodccanoato Dodecanoico
7 C 14:0 Me. Tetradecanoato Tetradecanoico
8 C =150 Me. 13-metiltetradecancato  13-metiltetradecanoico
10 C 15:0 Me. pentadecanoato Pentadecanoico
11 C2-OH {4:0 Me. 2-hidronitetradecanoato 2-hidroxitetradecanoico
12 C3-OH t4:0 Me. 3-hidroxitetradecanoato 3-hidroxitetradecanoico
14 C16:4° Me. Cis-9-hexadecenoato Cis-9-hexadecenoico
15 Cl16:0 Mc hexadecanoato Hexadecanoico
17 C 170V Me Cis-9.10- Cis-9,10-

metilenhexadecenoato metilenhexadecenoico

21 C18:1° Me cis-9-octadecenoato Cis-9-octadecenoico

*#* E| nimero corresponde al cromatogiama de la figura 6 de acuerda al orden de elucién en la columna de

fenit metil silicona.



Tabla 3. Tiempos de retencion normalizados con respecto a Me. hexadecanoato de
cada uno de los ésteres metilicos aislados de la cepa ATCC 0779 de
Salmonella typhi

Formula Ester metilico. Frecuencita Media Minimo Miximo
C 110 Undecanoato. 50 31.84 30.76 3394
C 12:0 Dodecanoato 50 43.48 42,70 4527
C 14:0 Tetradecanoato 50 7078 7000 71.90
C i-15:0 13-metiltetradecanoato 40 7802 T71.75 79.12
C15:0 Pentadecanoato 25 90.12 89.75 91.12
C2-OH 14:0  2-hidroxitetradecanoato 25 91.00 91389 92.15
C3-OH 14:0  3-hudroxitetradecancato 35 92.65 92.29 9334
C16:19 Cis-9-hexadecenoato 50 9723 97.00 98 21
C16:0 Hexadecanoato 50 100 100 100
c 170V Cis-9,10-metilenhexadecenoate 50 111.98 106.88 112.33
Cc18:1° Cis-9-octadecenoato 50 124.99 12447 12552

#% [os valores fueron obtemidos a partu de los datos de 30 cromatogramas de la cepa ATCC 0779 de
Salmonella typht



Tabla 4. Arcas normalizadas con respecto a Me. hexadecanoato de cada une de los

ésteres metificos aislados de la cepa ATCC 0779 de Salmonella typhi.

Férmula Ester metilico. Media Minimo Maximo
C 110 Undceanoato. 41.27 6.86 100.28
C 12:0 Dodceanoato 20.15 2.93 56.58
C 14:0 Tetradecanoato 3iLn 2.59 90.09
C i-15:0 13-metiltctradecanocato 7.78 2.21 29.31
C15:0 Pentadecanoato 2.56 2.1% 7.29
C2-OH 14:0  2-hidioxitetradecanoato 229 2.05 6.84
C3-OH 14:0  3-hidroxitetradecanoato 31.02 2,85 170.29
Cl6:1? Cis-9-hexadecenoato 72.19 47.48 194,242
C16:0 Hexadecanoato 160 100 100
C17:0V Cis-9, 1 0-metilenhexadecenoato 39.61 [5.21 52.86
c1s:1° Cis-9-ocladecencato 7928 53.95 202.70

*# Los valores fueron obtenidos a partir de los datos de 50 cromatogramas de la cepa ATCC 0779 de

Salmonclla typhi.
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Grafica 1. Media de los tlempos de retencién normalizados para cada éster metilico de

Saimonelia typhi.
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8.2, Perfil cromatografico de cepas aisiadas de Salfmonella sp.

Del total de 12 muestreos realizados en el influente del Gran Canal de la Ciudad de
México en la plant de Bombeo Lago, se obtuvieron nueve cepas de Salmonella sp
{recuperacion del 75 %) , identificadas como tales por el sistema miniaturizado API20F a
las cuales se les asignéd un ndmero de cepatio correspondiente, segin el orden en el que
fueron aisladas: 049, 050, 051, 052, 053, 054, 057, 058 y 059.

La identificacidén de los ésteres metilicos obtenidos en el perfil cromatografico de
cada cepa se realizo en basc al estandar comercial SUPELCO BAME Bacterial acid methyl
esters, cat. No. 4-7080, lote No. La- 697131 (fig. 6} y posteriormente se realizd la
comparacion de estos picos con el pefil cromatografico de la cepa de Salmonella tvphi
ATCC 0779 (fig. 7}

El perfil cromatografico de cada cepa aislada se obtuvo por el analisis de 10
cromatogramas representativos, al igual que en la cepa tipo solo se tomaron en
consideracion los acidos con cadenas entre 10 y 28 carbonos v con dreas bajo la curva
mayores al 1 % (figs. 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16).

Para cada cepa se obtuvieron perfiles cromatogrificos que presentaron once ésteres
metilicos, iguales a los que se presentaron en el perfil cromatografico de Salmonella typhi
cepa ATCC 0779 (tabia5)

TIEMPOS DE RETENCION

En la tabla 6, se presentan los datos normalizados de cada éster metilico parta las nueve
cepas aisladas de  Salmonella sp, se presentan la frecuencia de cada pico, la media
aritmética, asi como el minimo y méximo.

La frecuencia para los once ésteres metilicos de las cepas marcadas como 049, 050,
051, 052, 053, 057, y 058 fue de 10, es decir se presentaron en los 10 cromatogramas
obtenidos. L.a cepa 034 presentd una frecuencia de 10 para diez éstcres metilicos a
excepeidn del Me, 3-hidroxitetradecanoato quefuc el que presenté una frecuencia de 07. La
cepa 059 presentd una frecuencia de 10 solo para ocho de sus ésteres metilicos, ya que el
Me. 13-metilietradecanoato y el Me. pentadecanoato presentaron una frecuencia de 08, en
tanto que ef Me. 2-hidroxitetradecanoato presento una frecuencia de 47.

Para visualizar de mejor manera los resultados se presentan las medias, seguidas de
los valores maximos y minimos de acuerdo al orden en que aparecio cada éster metilico con
su correspondiente cepa.

El Me. undecanocato presentd un tiempo de retencion promedio normalizado de
31.2 .minimo ¥ maximo de 30.8 y 31.6 para la cepa 049; 31.3, 31.0 y 32.t para la cepa 050,
3.4, 31.0 y 32.2 para la cepa 051, Para la cepa 052 fucron 30.6, 30.0 y 31.2 mientras que

43



para la cepa 053 fueron 31.6, 31.4 y 32.1; cn tanto que la cepa 054 presento los siguientes
valores 31.2. 30.8 y 31.9, respectivamente. Para la cepa 057 fueron 31.2, 30.7 y la cepa 058
presenté 32.3, 30.5, 31.8 como resultado. Finalmente para la cepa 039 se presentaron valores
de 31.1,30.3 y 32.0 respectivamente.,

El segundo componente eluido fue el Me. dodecanoato que presentéd un tiempo de
retencion promedio normalizado, minimo y méximo para la cepa 049 de 43 0, 42.5 y 43.3
respectivamente; 43.0, 42.7 y 43.1 para la cepa 050 43.1, 42.8 y 43.3 para la cepa 051, 42.9,
42 0y 43.2 para la cepa 52; 43.3, 42.8 y 43.7.1 para la cepa 053; para la cepa 054 de 43.4,
43.5 ,44.1; mientras que la cepa 057 presentd los siguientes valores 43.5,42.8 y44.1 parala
cepa 058 sc obtuvieron valores de 43.6, 42.7 v 443, {inalmente para la cepa 059 se
presentaron vatores de 43.7,42.9 y 43.9 respectivamente.

El tercer componente eluido fue el Me tetradecanoato que presentd un tiempo de
retencion promedio normalizado, minimo y méaximo para la cepa 049 de 70.1., 70.2 y 70.9
respectivamente; 70.8, 70.2 y 71.0 para la cepa 050; 70.0, 69.5 y 71.0 para la cepa 051, 71.8,
70.9 y 72.0 para la cepa 52; 70.2, 70.0 y 70.9 para la cepa 053; en la cepa 054 se obtuvicron
valores de 70.7, 70.2 y ,71.3; micntras que la cepa 057 presentd los siguientes valores 70.9,
70.3 y 71.4 para la cepa 058 sc obtuvieron valores de 70.5, 70.1 y 71.2, finaimente para la
cepa 059 se presentaron valores de 70.3, 69.8 y 70.G respectivamente.

El cuarto orden de clucidn correspondié al — Me. 13-metiltetradecanoato que
presentd un tiempo de retencién promedio normalizado, minimo y maximo para la cepa 049
de 78.7, 78.0 y 78.9 respectivamente; 78.4, 77.9 y 79.0 para la cepa 050; 78.8, 78.0 y 79.6
para la cepa 051; 77.1, 76.5 y 77.8 para la cepa 052; 78.3, 78.1 y 78.7 para la cepa 053; enla
cepa 054 se obtuvieron valores de 78 3, 78.0 y 78.9; mientras que la cepa 057 prescnté los
siguientes valores 78.4, 78.0 y 78.8. Para la cepa 058 se obtuvieron valores de 78.9, 78.4 y
794, finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 78.5, 78.0 y 791
respectivamente.

El quinto orden de elucion pertenceid ab  Me. pentadecanoato que presentd wi
tiempo de retencién promedio normalizado, minimo y maximo para la cepa 049 de 83.3,
85.2 v 85.6 respectivamente; 85.7, 85.2 y 86.3 para la cepa 050; 85.6, 85.3 y 86.1 para la
cepa 051; 84.3, 84.0 y 84.6 para la cepa 052; 85.9, 85.0 y 86.2 para la cepa 053; en la cepa
054 se obtuvieron valores de 85.1, 84.9 y 85.8; mientras que la cepa 057 presentd los
siguientes valores 85.8, 852y 86.3 Para la cepa 058 se obtuvieron valores de 85.5, 85.3 y
85.9, finalmente para ia cepa 059 se presentaron valores de 859, 852 y 863
respectivamente.

El Me. 2-hidroxitetradecanoato se presento en sexto tugar de elucién, que obtuve un
tiempo de retencién promedio normalizado de £8.1, minumo y méaximo de 88.0 y 83.4 para
la cepa 049; 88.3,88.0 y 88.6 para la cepa 050; para la cepa 051 88.8, 88.1 y 89.2. La cepa
052 presento los siguientes valores 87.9.87.0 vy 88.8, en tanto que 88.9, 885y 89.2 fueron
los valores obtenidos para la cepa 053, En la cepa 054 se obtuvieron valores de 88.9, 879y
89.2: mientras que la cepa 057 presenté los siguientes valores 88.7, 88.0 y 89.1. Para lacepa
058 se obtuvieron valores de 88.6, 88 2 y 89.3, finaimente para la cepa (59 se presentaron
valores de 88.3, 88.0 v 88.9 respectivamente.
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En séptimo lugar s¢ presentd ef Me. 3-hidroxitetradecanoato, que presenid un
tiempo de retencion promedio normalizado, minimo y maximo para [a cepa 049 de 92.9,
92.1 y 93.0 respectivamente; 92.1, 91.6 v 92.4 para la cepa 050, 92.5, 91.9 y 92.9 para la
cepa 051; 92.8, 92.1 y 93.2 para la cepa 052; 92.9, 92.3 y 93.0 para la cepa 053. En la cepa
054 se obtuvieton valores de 92.8, 92.4 y 93.3; mientras gue la cepa 057 presentd los
siguientes valores 92.2, 91.8 y 92.9. Para la cepa (0538 sc obtuvieron valores de 92.5, 91.4 y
93.5, finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 923, 92.0 y 92.9
respectivamente.

El Me. cis-3-hexadecencato se presentd en octavo lugar del perfil, que presentd un
tiempo de retencion promedio normalizado de  97.0, minimo y maximo de 96.8 y 97.5 para
la cepa 049; 97.1, 96.5 y 97.8 para la cepa 050; para la cepa 051 97.2, 96.7 y 97.6. La cepa
052 presentd los siguientes valores 96.9, 96.5 y 97.7; en tanto que 97.8, 97.2 y 98.2 {ueron
los valores obtenidos para ia cepa 053. En la cepa 054 se obtuvieron valores de 97.7, 97.0 y
98.5; mientras que ka cepa 057 presentd los siguientes valores 97 6, 97.2 y 98.0. Para la cepa
058 se obluvieron valores de 97.5, 97.1 vy 97.8, finalmente paia la cepa 059 s¢ presentaron
valores de 97.4, 97.2 y 98.3 respectivamente.

Bl siguiente éster metilico corresponde al Me. hexadecanoato con 16 carbonos
dispuestos; este dcido es el caracteristico de la familia Enterobacieriaceas, como ya se sefiald
anteriormente, y presentd un vator promedio del 100%, por o que fue el representativo y se
tomd como dato referente.

Posteriormente se presentd ¢l Me. cis-9,10-metilenhexadecenoato, que presentd  un
tiempo de retencion promedio normalizado de  112.3, minimo y mdximo de [19.3 y 113.0
para la cepa 049;en la cepa 50 se presentaron valores de 112.7, 111.9 y 113.5; para la cepa
051 182.7, 11.9 y 113.3 respectivamente. La cepa 052 presentd los siguientes valores 112.3,
F11.9 ¥112.7; en tanto que 112.0, 111.0 ¥ 113.3 fueron los valores obtenidos para la cepa
053. En 1a cepa 054 se obtuvieron valores de 112.1, 111.9, y 112.8; mientras que la cepa 057
presentd los siguientes valores 112.2, 111.0 y 113.2. Para la cepa 058 se obtuvieron valores
de 112.3, 111.7 y 112.8; finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 112.4, 111.3
y 112.6 respectivaments.

En Gltimo lugar se presento el Me. cis-9-octadecenoato, que presentd un tiempo de
retencién promedio normalizado de  125.1, minimo y maximo de 124.5 y 125.4 para la cepa
049: 125.1, 125.0 y 125.5 para la cepa 050; mientras que la cepa 051 presentd valores de
125.2, 1259 y 126.1 respectivamente. La cepa 052 presentd los siguientes vajores 124.5,
124.3 y 125.9; en tanto que 127.6, 126.9 y 127.8 fueron los valorcs obtenidos para la cepa
053. En la cepa 054 se obtuvieron valores de 125.7, 124.9 y 126.2; mientras que Ja cepa 057
present fos siguientes vatores 125.2, 124.7 y 125.6. Para la cepa 058 se obtuvieron valores
de 125.9, 125.1 y 126.0; finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 125.7, 125.0y
126.4 respectivamente.
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AREAS DE LOS PICOS

Referente al aspecto cuantitativo en la tabla 6 se presentan los valores obtenidos
para la media normalizada respecto al Me. hexadecanoato (C16:0), los valores minimos y
méximos obtenidos para cada éster metilico y para cada cepa. £l orden en que se presentan
los datos no esta en funcién de la abundancia de cada uno de ellos.

[l Me. undecanoato presentd un promedio de drea normalizada de  39.2 ,minimo y
méximo de 38.9 y 39.5 para la cepa 049, 90.4, 89.2 y 91.5 para la cepa 050, 29.3,28.3 y 30.7
para la cepa 051. Para la cepa 052 fueron 15.6, 14.9y 16.2 mientras que para la cepa 053
fueron 21.6, 21.3 y 22.4; en tanto que la cepa 054 presento los siguientes valores 20.9, 19.5
y 21.6, respectivamentc. Para la cepa 057 fueron 20.8, 19.7 y 21.4; la cepa (58 present6 30.6,
29.3 y 31.4 como resultado. Finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 91.5,
90.4 y 92.8 respectivamente.

El Me. dodecanoato presentd un promedio de drea normalizada, minimo y maximo
para la cepa 49 de 25.1, 24.6 y 26.2 respectivamente; 28.3, 27.7 y 29.1 para la cepa 050;
25.9,24.5 y 26.9 para la cepa 051, 12.8, 12.4 y 13.8 para la cepa 52;20.6, 19.4 y 21.7 para
la cepa 053; para la cepa 054 de 11.7, 10.6y 12.3; mientras que la cepa 057 presentd los
siguientes valores 13.9, 12.8 y 14.2 para la cepa 058 se obtuvicron valores de 29.6, 29.2 y
30.5, finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 79.2, 785 y 794
respectivamente.

El Me. tetradecanoato que presentd un promedio de drea normalizada, minimo y
méximo para la cepa 49 de 28.8, 28.2 y 29.6 respectivamente; 32.7, 31.4y 33.3 para la cepa
050; 30.2, 29.1 y 31.5 para la cepa 051; 16.9,16.6 ¥ 17.4 paralaccpa 52;23.8,22.2y 24.3
para la cepa 053; en la cepa 054 se obtuvieron valores de 18.9, 17.7 y 19.2; mientras que la
cepa 057 presentd los siguicntes valores 25.6, 25.0 y 26.5 para la cepa 058 se obtuvieron
valores de 40.8, 40.7 y 42.6, finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 78.4,77.9
y 79.3 respectivamente.

Bl cuarto componente el Me. 13-metiltetradecanoato presentd un promedio de area
normalizada, minimo y maximo para la cepa 49 de 6.4, 5.7 y 6.5 respectivamente; 7.9, 6.4 y
8.7 para la cepa 050; 5.8, 4.6 y 6.1 para la cepa 051; 2.8, 2.1 y 2.9 paralacepa 052;4.9,44y
5.8 para la cepa 053; en la cepa 054 se obtuvicron valores de 2.1, 1.7 v 3.5; mientras que la
cepa 057 presentd los siguientes valores 3.1, 2.3y 3.4. Para la cepa 058 se obtuvieron
valores de 5.2, 4.5 y 5.8, finalmente para la cepa 039 se presentaron valores de 6.3,5.7y 7.2
respectivamente.

Fl Me. 13-pentadecanoato presentd un promedio de area normalizada, minimo y
méximo para la cepa 049 de 6.2, 5.9 y 6.6 respectivamente; 7.0, 6.9 y 7.6 para la cepa 050;
15.6, 15.2 y 16.1 para la cepa 051; 5.6. 5.2 y 6.7 para la cepa 052; 4.2, 3.7 y 4.4 para la cepa
053; en la cepa 054 se obtuvieron valores de 3.7, 2.1 y 4.0, mientras que la cepa 057
presento los siguientes valores 4.5, 4,1y 5.1. Para la cepa 058 se obtuvieron valores de 6.4,
63 y 71, {inalmente para la cepa 059 se presentaron valores de 38 28 v 43
respectivamente. Lste comporente {ue uno de los menos abundantes que se presentaron en ¢l
perfil de todas las cepas.
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El Me. 2-hidroxitetradecanoato presentd un promedio de area normalizada, minimo y
mdximo 3.8, 3.0 y 4.4 para la cepa 49; 5.3, 4.6 ¥ 5.9 para la cepa 050; para la cepa 051 7.3,
6.4y 8.7. La cepa 052 presentd tos siguientes valores 5.1, 4.5 y 5.2; en tanto que 2.5, 2.1 y
3.0 fueron los valores obtenidos para la cepa 053. En la cepa 054 sc obtuvieron valores de
2.2, 1.9 v 2.5; mientras que la cepa 057 presento [os siguientes valores 2.8, 2.4 y 3.8, Para la
cepa (058 se obtuvieron valores de 2.9, 2.2 y 3.4, finalmente para la cepa 059 se presentaron
valores de 2.1, 1.6 y 3.5 respectivamente. Este compuesto fue también el menos abundante
en las cepas aisladas, sin embargo se considerd en el perfil por poseer un drea mayoral | % y
por presentarse de manera constante una vez que se tuvo mejor implementada la téenica.

En séptimo lugar se presentd el Me. 3-hidroxitetradecanoato, presentd un promedio
de drea normalizada, minimo y maximo para la cepa 49 de 3.0, 2.5 y 3.1 respectivamente;
5.1, 4.5 y 5.8 para la cepa 050; 40.5, 539.6 y 40.4 para la cepa 051; 10.6, 9.3 y 10.8 para la
cepa 052; 5.5, 4.8 y 6.1 para la cepa 053. En la cepa 054 se obtuvieron valores de 2.1, 1.8 y
3.4; mientras que la cepa 057 presento los siguientes valores 2.0, 1.8 y 2.4. Para la cepa 058
se obtuvieron valores de 2.6, 1.4 y 2.9, finalmente para la cepa 059 se presentaron valores de
72.9, 71.3 y 73 .4 respeclivamente.

El Me. cis-9-hexadecencato se presentd en octave lugar del perfil presentd un
promedio de area normalizada, minimo y maximo 68, 67.3 y 69.2 para la cepa 49; 78.0, 77.1
y 78.4 para la cepa 050; para la cepa 051 92.9, 92.1 y 93.1. La cepa 052 presento los
siguientes valores 94.8, 93.4 y 95.1; en tanto que 9.3, 8.7 y 9.9 fueron los valores obtenidos
para la cepa 053. En la cepa 054 se obtuvieron valores de 91.8, 91.1 y 92.2; mientras que la
cepa (037 presenté los siguientes valores 96.3, 96.1 y 97.5. Para la cepa 058 se obtuvieron
valores de 90.5, 89.7 y 91.1, f{inalmenie para la cepa 059 se presentaron valores de 93.6, 93.5
y 94.3 respectivamente.

El Me. hexadecanoato con 16 carbonos dispuestos es cl caracteristico de la familia
Enterobacterigeeae, como ya se sefiald anteriormente, y presentd un valor promedio del
160%, por lo que fue el representativo y se tomo como dato referente.

Posteriormente se presenté el Me. cis-9,10-metilenhexadecenoato, presentdé un
promedio de drea normalizada, minimo y maximo 22.2, de 21.7 y 23.1 para la cepa 4%.en la
cepa 50 se presentaron valores de 24.0, 23.6 y 24.3; para la cepa 051 75.7, 75.1 y 76.2
respectivamente. La cepa 052 presento los siguientes valores 18.2, 17.8 y 18.7; en tanto que
20.9, 20.1 y 21.2 fueron los valores obtenidos para la cepa 053. En la cepa 054 se obtuvieron
valores de 23.1, 22.5, y 23.6; mientras que la cepa 057 presentd los siguientes valores 30.2,
30.0 y 31.1. Para la cepa 058 sc obtuvicron valores de 45.3, 44.2 y 45.9; finalmente para la
cepa 059 se presentaron valeres de 75.7, 75.2 y 76.3 respectivamente.

En ultimo lugar se presento el Me. cis-9-octadecenoato, presentd un promedio de area
normalizada, minimo y maximo 93.3, 92.1 y 93.5 para la cepa 49; 67.8, 63.4 y 68.1 para la
cepa 050; mientras que ja cepa 051 presentd valores de 95.2, 94.1 y 95.5 respectivamente.
La cepa 052 presentd los siguientes vatores 30.5,29.4 y 31.1; en tanto que 70.1,69.2'y 71.3
fuiseron los valores obtenidos para la cepa 053. En la cepa 054 se obtuvieron valores de 80.4,
79.5 y 81.2; mientras que la cepa 057 presentd los siguientes valores 929, 92.6 y 93.4 Para
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la cepa 058 se obtuvieron valores de 97.6, 97.1 y 98.3; linalmente para la cepa 059 se
presentaron valores de 88.9, 88.5 y 89.6 respectivamente.

En la grafica 4 se presentan los valores de los tiempos de retencién representativos
para cada éstre metilico de las nueve cepas aisladas, mientras que la grafica 5 presenta cl
porciento del area del pico normalizado representativo para cada ester metilico de las nueve
cepas aisladas.

En la grifica 6 se presenta ¢l perfil cromatografico representativo de las cepas de
Salmoneila sp aisladas. Estos resultados permiten determinar la siguicnte constitucion de
acidos grasos presentes en las nueve aisladas ¢ identificadas previamente solo como
Salmonella sp: C 11:0, C 12:0, C 14:0, C i-15°0, € 15:0,C 2-0H 14:0, C 3-0H 14:0, C
16:1°, C 16:0, C 17:0%, C 18:1% con los siguientes nombres respectivos: undecanoico,
dodecanocico, letradecanoico, I 3-metiltetradecanoico, pentadecanoico, 2-
hidroxitetradccancico, 3-hidroxitetradecanoico, cis-9-hexadecenoico, hexadecanoico, cis-
9,10-metilenhexadecenoico, y cis-9-ocladecenoico respectivamente. Con estos datos se
cstablece la identidad de 11 picos de los acidos grasos presentes en la membrana de
Salmonella typhi, por lo que estas cepas se identifican como dicho microorganismo.
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1] Me. ZALDROXITETRADECANOATO,
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Fig. 8 Cromatograma de los ésteres metilicos obtenidos de los dcidos grasos de la membrana
celular de Sefmonelia sp CEPA 49, analizados en una columna capilar modelo HP No. 19091B-102
Ultra 2, 5% de Tenil metil sthcana (25.0 m fargo X 200 pm di. X 0.3 pm de espesor). Velocidad
lineal del gas acarreador Nitrégeao 22.3 mlL/min. Temperatura de fa columna calentamiento 5°C
por minuta de 170°C hasta 270°C, 360°C duranic 5 minutos. Temperatura det nyector: 250 °C
Temperatura del detector (FID): 270:°C Split 50:1
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Fig. 9. Cromatograma de los gsteres metilicos obtenidos de los acidos grasos de la membrana
cebular de Sedmonella sp CEPA 50 anaiizades en una columna capilar modelo 1P No. 19091B-102
Ultia 2, 5% de fenil metil silicona (250 m  largo X 200 um di. X 0.3 pm de espesor).Velocidad
lineal del gas aearreador Nitrogeno 22 3 ml/min Temperatura de a columna: calentanmento 5°C
por minuto de 170°C hasta 270°C, 300°C duante 5 minutos Temperatura del inyector 250 °C.
Temperatura del detector (1F10): 270 °C. Spht 50 1
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Fig 10, Cromatogtama de los ésteres melilicos oblemdos de los acidos grasos de la
membrana celilar de Salmonella sp CEPA 51 analizados en una columna capilar modeio HP No.
19091B-102 Ultra 2, 5% de fonil metil silicona (250 m farge X 200 pm  di. X 0.3 pm de
espesor). Velocidad Lincal del gas acartcador Nitrdgeno 22.3 mL/min, Temperatura de la columna:
calentamiento 5°C por minuto de 170°C hasta 270°C, 300°C dwiante 5 minutos Temperatura del
inyector: 250 °C. Temperatura del deleetor {F113) 270°C Split 501
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Fig. 11. Cromatograma de los ésteres metilicos obtenidos  de los dcidos grasos de a
membrana celular de Selmonella sp CEPA 32 analizados en una columna capilar modelo HP No
19091 B-102 Ultra 2, 5% de fenil metil silicona (25.0 m  largo X 200 pm di. X 0.3 pm de
espesor). Velocsdad ineal del gas acarreador Nitrégeno 22.3 ml/nnn, Temperatura de la columna
calentamiento 5°C por mivuto de 170°C hasta 270°C, 300°C durante 5 minutos. Temperatura del
inyector: 250 °C Temperatura del detectar {F1D), 270 °C Spiit 50 1
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Fig. 12, Cromatograma de tos ésteres metilicos obtenidos  de los acidos grasos de la
menthrana celular de Salwonella yp CEPA 53 analizados en una columna capilar modelo HP No.
19091 1-102 Ultra 2, 5% de fenil metil silicona (25.0 m  largo X 200 pm di. X 0.3 pm de
espesor). Velocidad lineal del gas acaercador Nitrdgeno 22.3 mL/min. Temperatura de la columna-
calentamicnto 5°C por minuto de 170°C hasta  270°C, 300°C durante 5 minutos. Temperatura del
inyector- 250 °C. Temperatura del detector (IF12) 270 °C Split 50:1.
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membrana celular de Safmonella sp CEPA 54
(90913-102 Ultra 2, 5% de fenit metil silicona (250 m
espesor) Velocidad lineal del gas
calentamicnto 5°C por minuto de 170°C hasta 270°C, 300°C durante 5 minuatos Temperatur
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Fig. [4. Cromatograma de los ésteres metilicos ablenidos de los dcidos grasos de Ia
membrana celular de Safmonefla sp CEPA 57 analizados en una columna capiiar modeto HP No
1909113102 Ultra 2, 5% de Tem] metil silicona (250 m largo X 200 pm di. X 0.3 pm de
espesor). Velacidad lineal del gas acarreador Nitrogeno 22.3 mL/min, Temperatura de la columna:
calentamiento 3°C por mmnuto de 170°C hasta 270°C, 300°C duranfe 5 minutos. Temperatura del
nyeetor: 250 °C. Tempeatura del detector (FID) 270 °C. Split 50:1
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Fig. 15. Cromatograma de los ésteres metilicos ohtenidos de los dcidos grasos de la
membrana celular de Sefmonella sp CEPA 58 analizades en una colusmna capilar modelo HI? No.
1909113-102 Ulira 2, 5% de fenil metil silicona (25.0 m largo X 200 pm  di. X 0.3 pm de
espesor). Velocidad lineal del pas acarreado Nitrégeno 22.3 mLAnm. Temperatura de la columna.
calentamiento 5°C por minuto de 170°C hasta 270°C, 300°C durante 5 nmueatos. Temperatura del
inyector. 250 °C. Temperatura del detector (FID) 270 °C. Split 50.1.
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Fig, t6. Cromatograma de los ésleres metilicos obtenidos  de los dcidos grasos de la
membrana celular de Sulmonella sp CEPA 59 anahzados ¢n una columna capilar modelo HP No
190913-102 Ultra 2, 5% de fenil metil silicona (25.0 mv largo X 200 pm d.i. X 0.3 pn de
espesor). Velocidad lineal del gas acarreador Nitrogeno 22 3 mL/min. Temperatura de la columna:
calentamiento 5°C por minuto de 170°C hasta 270°C, 300°C dwante 5 moutos. Temperatura del

inyector; 250 °C. Temperatura del detector (FID): 270 °C Spht 50:1
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Tabla 5. Principales ésteres metilicos identificados en las cepas aisladas marcadas como

049, 050,051,052,053, 054, 057, 058, y 059 de Sculmonelia sp

No. de pico de} STD. Formula

Ester metilico.

Acido graso

SUPEL.CO correspondiente
1 C 110 Me. Undecanoato. Undecanoico.
3 C 12:0 Me. Dodecanoato Dodecanoico
7 C 14:0 Me. Tetradecanoato Tetradecanoico
8 C i-15:0 Me. 13-metiltetradecanoato  13-metiltetradecanoico
10 C15:0 Me. pentadecanoato Pentadecanoico
11 C2-0OH 14:0 Me. 2-hidroxitetradecanoato 2-hidroxitetradecanoico
12 C3-0OH 140 Me., 3-hidioxitetradecancato 3-hidroxitetradecanoice
14 c16:1’ Me. Cis-9-hexadcecenoato Cis-9-hexadecenoico
15 C16:0 Me hexadecancato Hexadecanoico
17 C17:0V Me Cis-9,10- Cis-9,10-

metilenhexadecenoato metilenhexadecenoico

21 c1sr Me cis-9-octadecencato Cis-9-octadecenoico

** E| nimero corresponde al cromatograma de la
fenil metil silicona.

figura 6 de acuerdo al orden de elucién en la cofumna de
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9. DISCUSION

Para el analisis de la composicion de los acidos grasos celulares totales de Salmonella
typhi se utilizd una columna capilar de sifice fundido, debide a que los isomeros iso y
anteiso de los 4cidos grasos con la misma longitud de carbones y también los derivados
hidroxilados y metilados presentes en bacterias gram negalivas como s el caso del presente
andlisis, se separan completamente ¢n esta colunma. (66)

La separacién de los componentes se logrd en un tiempo total aproximado de 30
minutos; esta caracteristica de la cromatografia de gases en cuanto a la rapidez del analisis,
es debida primordiaimente a la baja densidad del gas acarreador Nitrogeno(fase movil}, el
cual permitié la difusion rapida del componente vaporizado en la columna, asi como el
equilibrio casi instanténeo logrado entre las fases, segun Pabrio. (23)

El tiempo de retencion es una propiedad caracter{stica para cada componente de la
muestra, va desde la inyeccion de la muestra hasta el maximo del pico (30); este pardmetro
s importanie ya que es caracteristico de cada éster metilice y se incremente de manera
directa con ¢l aumento en el numero de carbonos de la cadena, ademas se mantiene
constante con una fase liguida estable en condiciones constantes de operacion referidas a la
velocidad det flujo v la temperatura. Su importancia radica en su utilizacion para identificar
cada componente, cxpresado como un pico en el cromatograma; por lo que este tiempo da
la pauta para la identificacion de los picos. Esta identificacion se hizo comparando €l
cromatograma de la muestra problema contra un estandar conocide, como lo reporta Mc
Nair (51), que se inyecté diariamente bajo las mismas condiciones del cromatdgrafo en las
que se analizaron las muestras de Salmonella typhi, asi como también se tuvo especial
cuidado en que la frecuencia de aparicién de los picos 10 variara, lo cual es recomendado
por Gehrke, 1963 (28).

Esto quiere decir que Jas condiciones bajo las cuales se manejd el cromatdgrafo se
mantuvieron constantes, permitiendo la migracion diferencial entre los componentes; dicha
migracién depende, segiin Martin (50), en gran medida de las diferentes afinidades de los
componentes por la fase estacionaia ya que los componentes con mayor afinidad se
mueven con mayor fentitud a través de la columna y consecuentemente alcanzan el extremo
final después de aquellos con afinidad relativamente menar, sin embargo también hay que
tomar en cuenia que el orden de elucion de tos componentes va en sentido creciente tanto
de su peso molecular como de el nimere de atomos de carbono de la cadena, también se
debe tener presente que al llevar a cabo la metilacion durante €l proceso de esterificacion la
polaridad de los dcidos grasos aumenta, por lo que aunque tengan el mismo namero de
carbonos, e incluso menor, aparecen después como es el caso del 3-hidroxitetradecanoico
que presenta 14 carbonos y sin embargo aparece después del pentadecanoico que ticne 13.

La comparacion de los cromatogramas a partir de muestras csterificadas de los 4cidos
grasos de la membrana celular de Saimonella typhi cepa ATCC 0779 con el perfil de
veferencia de los ésteres metilicos de fos dcidos grasos para la familia Enrerobacteriaceae,
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permiti6 [a identificacion de once picos caractetisticos de un total de 24 picos que contiene
el esténdar comercial SUPELCO Cat 4-7080 Lote LA69713.

El tipo de 4cidos grasos celulares presentes en Salmonella typhi son cadenas lineales
saturadas ¢ insaturadas, lo cual es caracleristico de Enterobacterias. De los picos presentes,
los correspondientes a los 4cidos dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoico y
octadecanoico, se han establecido como caracteristicos de la familia Enterobacteriaceae,
los cuales permiten incluir a Salmonella typhi dentro de esta segun Boe, 1980 (6); Cecchini,
1968 (16) y Héusler, 1985 (34).

Debido a que la técnica utilizada cs sensible a los cambios producidos durante su
seguimiento, se realizaron estimaciones de valores méximos y minimos alrededor del
porcentaje del valor medio calculado para cada uno de los ésteres metilicos eluidos.

Por lo que respecta a los valores medios de los porcentajes de los tiempos de retencion,
se puede hablar en términos generales de once ésteres metilicos obtenidos que conforman el
perfil lipidico, ya que no se observo traslape de picos y estos fueren perfeclamente
diferenciados, esta caracteristica se tomé en cuenta basandose en lo reportado por Drucker,
(25) cada uno de los 4cidos se presentd en un tiempo determinado que mantuvo su
constancia sin variaciones significativas.

La frecuencia con la que se presentaron el 13-metiltetradecanoato en la cepa de
Salmonella typhi fue de 40 es decir se presento en 40 de 50 cromatogramas por lo que
aunque ho estuve presente et todos se tomo en consideracion por presentarse en la mayoria
de los cromatogramas ademés de presentar en todos los casos un area mayor al 1 %, segin
Erola (27), como es el caso del Me. 3-hidroxi tetradecanoato que presento una frecuencia de
35, al igual que el Me. pentadecanoato y 2-hidroxi tetradecanoato que presentaron una
frecuencia de 25, es decir que solo estuvo presente en 25 de los 50 cromatogramas
obtenidos. Se incluyen estos dcidos grasos cn base a lo reportado por Kaneda (43) en la que
se atribuyen ligeras diferencias en los perfiles cromatograficos tanto en la presencia como
en concentracion de los ésteres metilicos obtenidos, debido a las condiciones
experimentales en las cuales se llevo a cabo ¢l andlisis; cabe sefialar que en un inicio se
obtuvieron solo en algunos cromatogramas y una vez que se implementd completamente la
técnica utilizada se presentaron de manera consecutiva e todos los demds cromatogramas .
También se considerd para la inclusion de estos picos [o reportado por Moss (56) y Sinesky
(64) que seiiatan la influencia de la edad del cultivo sobre la produccion metabolica de los
acidos grasos, aqui cabe aclarar que la cepa utifizada en este estudio provenia de un
cultivo refrigerado ya por demasiado tiempo. Por Gitimo se tomd en cuenta las
propiedades quimicas de los ésteres metilicos ya que pueden existir variaciones debido a
las estructuras quimicas ¢ue son estiucluras inestables que bien pueden descomponerse 2l
entrar en contacto con el detector  de ionizacién de flama, por otra parte se puede
relacionar con lo diche por Tuppie {68), quien menciona gue la variacidn en la abundancia
de los hidroxigcidos puede explicarse a partir del tipo de columna v el tiempo de uso, ya
que en columnas capilares de silice fundido como la que se utilizd en el presente estudio y
cuyo uso haya sido extensivo, el analisis de los dcidos grasos de enlerobacierias se afecta
variando los resultados, por lo que es necesario tener muy presente el tiempo de vida media
de las columnas.
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{.a mayoria de los 4cidos grasos presentes en Salmonellu {yphi, son cadenas lineales
saturadas, aungue tfambién hay 4cidos grasos de cadenas insaturadas, asi como nietilaciones
e hidroxilaciones. Este estudio concucrda con las reportades por Boe (6) y Cecchini (16),
que mdican la ausencia de cadenas ramiticadas, polinsaturadas y oxigenadas para la familia
Enterobacteriaceae.

Las cadenas insaturadas de los dcidos grasos del perfil obtenido sdlo presentan una
doble ligadura, lo cual concuerda con lo reportado anteriormente, esto s caracteristico de
las bacterias gram negativas segin lo reportado por Boon, 1977 (7); el cual establece que la
posicién de la doble ligadura se considera necesaria en aspectos de biosintesis; esla
calacteristica se utiliza como gufa para la clasificacion laxonomica de bacierias.

Por lo que se refiere al andlisis cualitativo, ¢l método empleado resulta adecuado ya
que se lograron caracterizar oncc Acidos grasos que representan el perfil de Salmonella

fyphi.

El analisis por cromatografia pas liquido es una técnica valiosa para caracterizar
muchas especics de bacterias como lo reporta Moss (58); esto se usa subsecuentemente para
ayudar a la identificacién y clasificacion de una gran variedad de microorganismos,
inctuyendo miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Las ventajas de la cromatografia, como lo reporta Martin (50), son su sensibilidad
extrerna, que permite separar mezclas de cantidades muy pequefias, y el hecho de que las
columnas puedan usarse repetidamente, aunque como se dijo con anterioridad se debe tener
presente el tiempo de vida media de la columna ya que nos puede llevar a reportar
resultados variables; otra de las ventajas que presenia la cromatografia gas-liquido es la de
proponer mayot exactitud en menos tiempo, ya que en ia prctica se ha demostrado que los
métodos en la identificacion bacteriana proveen una amplia informacion que en ocasiones
por razones técnicas y de tiempo no se wiilizan totaimente, ademas de implicar mayor
trabajo en el laboratorie segin lo reportado por Hatisler (33) v Holmes (36), ya que para
conocer con precision las caracteristicas bioquimicas de una determinada especic es
necesario probar muestras amplias y diversas de cepas aunque en afios recientes se ha hecho
un esfuerzo para acelerar y simplificar fa identificacién introduciendo varios métodos por
micropruebas bioquimicas, tales como el sistema comercial APL, que permite una
automatizacin parcial de los procesos y la aplicacién de métodos por computadora. la
identificacion atin permanece muy complicada pues se basa en el mismo principio que es la
investigacion de las propiedades bioquimicas de los microorganismos, es por esto que la
veniaja de la técnica por cromatogralia de gas-liquido consiste en el analisis principalmente
de la composicién quimica de los microorgansmos, basicamente 4cidos grasos
constituyentes de los lipidos de la mermbrana en las bacterias, haciendo una perfecta
separacion de los posibles componentes de la muestra analizada, con una minima demanda
de tiempo asi como su expresion cuantitativa.

No obstante la sola caracterizacion cualitativa no es del todo suficiente para establecer
un perfil lipidico de la especie analizada, por lo que es mejor recurrir a complementar con el
andlisis cuantitativo donde se asocia la abundancia refativa en (érminos de su drea

normalizada.
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El andlisis cuantitativo presento enormes diferencias entre log datos de los promedios
de las arcas, minimos y maximos obtenidos. Algunos autores como Gotischalk (31) indican
que los 4cidos grasos son los componcntes bdsicos de los lipidos de todos los
microorganisimos y que el drea bajo la curva que presentan estos depende de la cantidad de
muestra inyectada, considerando que en un inicio no sc contaba con un sistema adecuado de
concentracion de la muestra este factor no se descarta como probable fuente de variaciones,
también se sefiala como fuentc de variacion en las areas obtenidas, la posibilidad de que
sean lipidos variables a nivel de ruta metabélica como ya lo han sefialado Cookson (21) y
Jones (42). Asi mismo Moss (55) seiiala que cxisten acidos prasos en los diferentes grupos
de bacterias que tienden a presentar alteraciones en su abundancia como respuesta a la
regulacién genética en la construccion de lipidos celulares ent microorganismo, la variacién
temporal en la abundancia de los lipidos celulares es alln un campo poco conocido y
requiere mayor investigacion.

L.os resultados dei area bajo la curva permiten establecer que el acido graso
hexadecanoico es ¢l que se presenta con mayor abundancia en Sa/monella typhi al 1gual que
en otros microorganismos como  Enferobacter aglomerans, Salmonella choleraius y
Escherichia coli, que también pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. (17, 67,72)

Referente al per{il cromatografico de las nueve cepas aisladas de Salmonella sp se
observé que éstas presentaron el mismo perfil de once ésteres metilicos que la cepa ATCC
0779 de Salmonella typhi. En el andlisis cualitativo se observo que las nueve cepas
presentaron tiempos de retencion promedio, minimos y maximos semejaantes entre si, y que
no difieren de los valores obtenidos para la cepa tipo representados por las barras.

Respecto al analisis cuantitativo los valores obtenidos para el drea bajo la curva de cda
éstre metilico presentan una gran diferencia entre las nueve cepas aisladas, siendo el Gnico
éster metilico mas abundantc y que presenta el drea constante el hexadecanoato, estas
variaciones, como ya se explico anteriormente se atribuyen a variaciones metabdlicas.

Con base en los estudios reportados por Drucker (25) se asevera que el perfil
cromatografico de la composicion de los ésteres metilicos de los dcidos grasoes en las
bacterias representan la "huella digital” de estas.

En los resultados del presente estudio se obtuvo ¢l perfil cromatogragico de
Salmonella typhi cepa ATCC 0779 con la siguiente constitucién de dcidos grasos: C 11:0,
C12:0, C 14:0, Ci-15:0, € 15:0, C 2-0OH 14:0, C 3-OH 14:0, C 16:1°, C 16:0, C 17:0%, C
18:1% con los siguientes nombres respectivos: undecanoico, dedecanoico, tetradecanoico,
13-metiltetradecanoico, pentadecanoico, 2-hidroxitetradecanoico, 3-hidroxitetradecanoico,
cis-9-hexadecenoico, hexadecanoico, Cis-9,10-metilenhexadecenoico, cis-9-octadecenocico,
presentado en la Grafica 3, asi como la identificacion, utilizando este perfil como referencia
de nueve cepas aistadas a partir de aguas residuales provenientes det Gran Canal de la
Cindad de Meéxico, identificadas primero como Swulmonella sp por APL 20 E y
posteriormente con ayuda de ésta técnica cromatografica como Salmonella typhi en un
menor tiempo y con una mayor precision que por una analisis tradicional de micropruebas
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IV,

10. CONCLUSIONES

Ios resultados del prescnte estudio permiten dentificar a Salmonella typhi a partit
de la técnica de andlisis de ésteres metilicos de los dcidos grasos celulares por
Cromatografia Gas-liquido ya que cada microarganismo posec su propia “huella
quimica” que le permite diferenciarsc de otros.

[l perfil presentado se pucde tomar como criterio quimiotaxonomico y utilizarse a
nivel de identificacién de especie para la identiticacion de Saimonella typhi.

La técnica utilizada en este trabajo es util para identificar Salmonella typhi en aguas
crudas residuales y puede adaptarse como téchica de rutina para una identificacién
répida, confiable ademas de ofrecer una alternativa a las pruebas bioquimicas que
requieten mas tiempo y gue son menos precisas.

El andlisis realizado en el presente estudio pone de manifiesto por primera vez {de
acuerdo a la revisién bibtiografica realizada), la composicién de los acidos grasos
presentes en la membrana celular de Saimonetla typhi, contribuyendo asi al
conocimiento de esta célula bacteriana a nivel bioquimico.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron cumplir de manera satisfactoria
con el objetivo principat y los particulaies planteados inicialmente.
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1L

V.

11. PROPUESTAS

Deben de realizarse estudios mas profundos sobre la regulacion en sintésis de los
lipidos bacterianos a nivel bioquimico para determinar las variaciones en cuanto a
concentracion de los diferentes dcidos grasos de la membrana celular de bacterias.

Se sugicre probar esta técnica para otras especies de Sulmonella con la finalidad de
apreciar las difcrencias que existen en los dcidos grasos dependiendo la especie v el
serotipo al que pertenecen

Realizar la validacién det método con la finalidad de comprobar que cumple con
los paramettos minimos necesarios cstablecidos para métodos analiticos.

Evaluar esta técnica en cepas de Salmonella aisladas de diferentes ambientes, no
solo de aguas residuales, para determinar la mfluencia del medio sobre la
produccion de dcidos grases tanto en cantidad como en presencia ¢ ausencia de los

misnios.

Para estudios posteriores con csla técnica sc sugiere realizar la evaporacion con
Nitrégeno y el sellado con cinla teflon de los tubos factores importantes que no
estan sefialados en la bibliografia consultada.
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REACTIVO |
Reactivo para saponificacion.

* 45 g de Ihdréxido de Sodio
+ 150 mL de Metanol
s 150 ml. de Agua destilada

REACTIVO 2,
Reactivo para metilacién.

» 325 mL de acido Clorhidrico 6.0 N
s 275 ml. de metanol.

REACTIVO 3.

Reactivo para extraccion.

s 20 mL de hexano.

+ 2000 mL de metil-terbutil-éter.

REACTIVO 4.

Reactivo para lavado.

¢ 10.8¢ de Hidrdxido de sodio.
¢ 900 mL de apua destilada.

12, ANEXO
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