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I ABREVIATURAS.

GlUeiieer Glucosa

Gal..e Galactosa.

MaN......coooiiic Manosa.

RID. s Ribosa

Xilovioiiiieree s Xilosa.

GICNAC......coccciine, Glucopiranosamida acetilada.
GalNAC.......coreeceieirin Galactopiranosamina acetilada.

LPS. o Lipopolisacarido.

PS. Polisacérido.

E. COlivvnriiiieeees Escherichia coli.

(€ Cromatografia Gas-Liquido.

AM. oo, Anélisis de metilacion.

AA .o Andlisis de azucar.

RMN HL...oooiiiiiiiccene Resonancia Magnética Nuclear Protonica.
RMN C13.....ciiiiiiinn Resonancia Magnética Nuclear Carbono 13.
SDS-Page.....ccccoevvvvrrenenn. Dodecil Sulfato de Sodio-Electroforesis en Gel de Poliacrilamida
MM Milimetros.

M. Miligramos.

ML, Mililitros.

ML Microlitros.

SDS..r Dodecil Sulfato de Sodio.

THoo e, Muestra a una hora de hidrdlisis.



1%H Muestra a una hora y media de hidrélisis

2H oo, Muestra a dos horas de hidrdlisis.

2V H. Muestra a dos horas y media de hidrdlisis
Tl Tiempo de retencion.

RE Factor de retencion.

(6]C] SR Cromatografia de gel filtracion.
AC0....ciiiinies Anhidrido Acético.

TFA o, Acido Trifluoroacético.
MEOH......coieiiirce, Metanol.
HOAGC....c.vvveevveenrveensiesnsionns Acido Acético.

CCF i, Cromatografia de Capa Fina
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ii. RESUMEN

Con el presente trabajo de investigacion se pretende contribuir al estudio de la cepa de
Escherichia coli enteroagregativa 85D5 aislada de nifios con diarrea en Leodn, Nicaragua.
Investigacion en la cual se ha logrado caracterizar quimicamente de manera parcial uno de sus
factores de virulencia (Su endotoxina o Lipopolisacarido, LPS). Llograndose separar el Lipido A
del Lipopolisacarido mediante una hidrolisis acida y purificando el polisacarido resultante a través
de Cromatografia en Gel Filtracion. Ademas, se logrd determinar a través de cromatografia gas-
liquido, que el polisacarido es un heptasacarido compuesto por Ribosa, Manosa, Glucosa,
Galactosa, Glucosamina Acetilada, Galactosamina Acetilada y Heptosa, siendo la proporcion

relativa de los mismos la siguiente13:65:31:10:25:23:9.



1. INTRODUCCION.

En Nicaragua, las enfermedades diarreicas constituyen una de las principales causa de
mortalidad y morbilidad infantil. Uno de los principales organismos causantes de estas
enfermedades son las bacterias Escherichia Coli de la familia enterobacteriacea. (1)

La Escherichia coli es el anaerobio facultativo predominante de la flora intestinal
humana. Este organismo coloniza tipicamente el tracto gastrointestinal de los nifios en pocas
horas de vida. La Escherichia coli usualmente permanece inocuamente confinada en el lumen
intestinal. Sin embargo, en el huésped debilitado o inmunosuprimido, o cuando las barreras
gastrointestinales son violadas, aun cepas normales no patogénicas de Escherichia coli pueden
causar infecciones. Ademas, ain los mas robustos miembros de nuestra especie pueden ser
susceptibles a infecciones por uno de varios clones altamente adaptados de Escherichia coli los
cuales han desarrollado la habilidad de causar un amplio espectro de enfermedades humanas.
Las infecciones debido a la Escherichia coli patogénica pueden estar limitadas a la superficie
mucosal o pueden diseminarse por todo el cuerpo. Tres sindromes clinicos generales resultan de
la infeccion con cadenas inherentemente patogénicas de la Escherichia coli como son la

infeccion de tracto urinario, meningitis y enfermedades diarreicas. (23)

Actualmente, se ha descubierto que son las endotoxinas, que generalmente se
encuentran en la pared celular de la bacteria, las causantes de las enfermedades o infecciones.
Estas endotoxinas, en las bacterias Gram-negativas (como la Escherichia coli), conocidas como
Lipopolisacaridos (LPS), inducen respuestas inmunes lo cual ha despertado el interés de su
estudio. (23)

La importancia de estudiar la estructura de un polisacarido de los LPS bacterianos es
que puede ser usada para clasificar e identificar diferentes especies. Para entender y hacer uso
de las propiedades bioquimicas, biolégicas e inmunoldgicas de los polisacaridos, es necesario
conocer sus estructuras y algunas veces la conformacion tridimensional de porciones de los
polimeros. Hoy en dia, con una estructura conocida de polisacarido es posible hacer vacunas,
las cuales se obtienen de oligosacaridos producidos sintéticamente, imitando las partes activas

de las estructuras polisacaridas.



Las técnicas inmunoquimicas han logrado clasificar a los LPS como serotipos y
proporcionar un buen diagnostico. Sin embargo, conocer la estructura quimica o las principales
porciones de estas macromoléculas que inducen respuesta inmune en el organismo, solamente
puede ser conseguido por métodos quimicos. Estos métodos inicialmente requieren de la
separacion de los componentes estructurales de estas macromoléculas. Las técnicas como
electroforesis SDS-PAGE, cromatografia de capa fina, analisis de azlcar, analisis por metilacion,
espectrometria de masa, RMN H1 y C13, cumplen con este objetivo, y ademas, proporcionan

informacion sobre las porciones de la muestra.

En base a todo lo anterior, en la UNAN-Ledn se han realizado estudios epidemioldgicos y
estructurales sobre esta bacteria, algunas investigaciones se han obstaculizado por falta de
equipos Yy facilidades en los laboratorios. El estudio estructural mas reciente fue realizado en la
cepa de Escherichia coli 108 IV, cuyo objetivo era estudiar la composicion de azlcares y la
estructura presente en el polisacarido de la cepa de Escherichia coli 108 IV, realizado por
Leonardo Carmona. El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en la UNAN-Ledn,
dentro del Programa de Enfermedades Infecciosas, Proyecto Caracterizacion Molecular de
Microorganismos “Laboratorio de Inmunoquimica”, con el apoyo y colaboracién del Instituto de
Karolinska, Universidad Hospital de Huddinge, Departamento de Medicina de Laboratorio,
Divisién de Bacteriologia Clinica, Estocolmo/Suecia. (1)



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Caracterizar parcialmente la estructura del polisacarido proveniente de la cepa enteroagregativa
de Escherichia coli 85D5.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Separar el Lip-A del LPS de la cepa de Escherichia coli 85D5 mediante hidrolisis acida.

2. Purificar el polisacarido obtenido del lipopolisacérido de la cepa de Escherichia coli 85D5 por
cromatografia de gel-filtracion.

3. ldentificar los monosacaridos presentes en el PS de la cepa de E. coli 85D5 a traves de CCF
y CGL.

4. Calcular los radios relativos de los monosacaridos presentes en el PS de la cepa de E. coli

85D5, a partir de las areas de correlacion de cada pico obtenido en CGL.



3. MARCO TEORICO.

3.1. BACTERIAS.

Las bacterias son diminutos organismos, los cuales se encuentran en casi todos los lugares. En
la mayoria de los casos una bacteria es una simple célula auténoma. Sin embargo las células
bacteriales tienen una organizacion procariotica y se diferencian de las células eucarioticas de
los grandes organismos por carecer de membrana nuclear, aparato mittico, mitocondrias y
reticulo endoplasmatico visible. Tienen una estructura superficial mas compleja que las células
animales, pues por fuera de la membrana citoplasmatica se encuentra una pared celular rigida,
que les permite soportar las condiciones adversas del medio ambiente que las rodea. La
composicién de la pared celular es diferente tanto en las bacterias Gram-positivas como en las
bacterias Gram-negativas, y tienen una estructura que por su antigenecidad les confiere

especificidad en cada caso. (7)

3.2. CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS.

Existen muchas formas de clasificar a una bacteria, pero una de las mas fundamentales es la
division de la bacteria en Gram-positiva y Gram-negativa. Los términos Gram-positivo y Gram-
negativo provienen, de cémo la bacteria reacciona a un cierto procedimiento de coloracion
(tefiido). Lo que determina que la reaccién ocurra, es la estructura de la pared celular de la
bacteria. La bacteria Gram-negativa tiene una pared celular exterior ordinaria, una bicapa
adicional de la cual la parte exterior consiste de fosfolipidos, proteinas y Lipopolisacaridos

(LPS), por lo que la bacteria no se tifie. (3)

Otra forma de clasificar a las bacterias es a través del taxon superior que lo constituye el
reino procariético, que se subdivide en dos divisiones:

Primera division  : Cianobacterias.

Segunda division : Bacterias.

En la segunda division, se encuentra la familia enterobacteriacea dentro de la cual esta
la bacteria E. coli.



3.2.1. LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEA.

Las bacterias de esta familia se caracterizan por las propiedades comunes siguientes: todas son
bacilos gram-negativos, no forman esporas, carecen de oxidasas, reducen los nitratos en nitritos,
fermentan la glucosa con produccion de gas o sin la misma, son maoviles (peritricos) o inmoviles,

proliferan muy bien en medios comunes y son anaerobios facultativos.

La propiedad fermentativa varia segin la especie. La Escherichia coli se diferencia de
las especies patogenas (salmonella de la fiebre tifoidea, las paratifoidea A y B, etc.) por su
actividad bioquimica méas pronunciada. A pesar de que muchas especies de enterobacteriaceas
son saprofitas ambientales y destruyen la materia organica, todas se encuentran a veces en el

conducto intestinal del hombre y los animales inferiores, de ahi el nombre de la familia.

Algunos son patdgenos primarios peligrosos, otras sélo secundarios. (4)

3.3. EL GENERO ESCHERICHIA COLI.

Este grupo comprende la Escherichia coli y diversas variantes tales como:
Enterotoxigénicas  (ETEC),  Enteropatégenas  (EPEC),  Enteroinvasivas  (EIEC),
Enterohemorragicas (EHEC), Enteroagregativas (EAEC) y Adherente difusa (DAEC). (4)

Este microorganismo fue aislado de las heces fecales por T. Escherich en 1885. Este
microorganismo se distingue de otras bacterias coliformes por su incapacidad para utilizar el
citrato en lugar de la glucosa como fuente exclusiva de carbono; estas variantes producen una
diversidad de enfermedades como diarreas, neumonia, meningitis neonatal e infecciones en las

vias urinarias. (4,23)

El género Escherichia incluye una sola especie de Escherichia coli la cual comprende
varios grupos serologicos que se diferencian por sus propiedades bioquimicas, antigénicas y

culturales. (4)



Por su morfologia, la E. coli corresponde a las caracteristicas generales de las
enterobacteriaceas, puesto que es un anaerobio facultativo cuyo crecimiento optimo tiene lugar a
temperaturas entre 30-37°C y pH 7.2-7.5; prolifera bien a temperatura ambiente en los medios
corrientes y se desarrolla a temperaturas de 10 a 45°C en los primeros dias. Por su estructura
fisicoquimica se caracteriza como bacilo gram-negativo y mide de 0.5-1 pm. y su estructura
quimica se define por proteinas flagelares y polisacéaridos de envoltura los cuales pueden
enmascarar al antigeno polisacarido-O-somatico estructural que constituye parte integral de su

pared celular. (23)

3.4. COMPONENTES ESPECIALES DE LAS PAREDES CELULARES DE
BACTERIAS GRAMNEGATIVAS.

Los componentes celulares de las bacterias gram-negativas contienen tres componentes
que yacen exteriores a la envoltura del peptidoglucano: lipoproteina, membrana exterior y
lipopolisacérido. (23)

3.4.1. LIPOPROTEINAS

Las moléculas de una lipoproteina sirven para entrecruzar la membrana exterior y las
envolturas de péptidoglucano. El componente proteico contiene una secuencia de 57
aminoacidos; es un péptido eslabonado a residuos de &cidos diaminopimélico de las cadenas

laterales tetrapéptidicas del peptidoglucano.

El componente lipido consiste de un tioéster de diglicérido unido a una cisteina terminal,
se inserta en forma no covalente a la membrana exterior, la lipoproteina es abundante en la
célula gram-negativa y su funcion es estabilizar la membrana externa y fijarla a la capa del

peptidoglucano. (23)

3.4.2. LAMEMBRANA EXTERIOR

Es una tipica capa doble de fosfolipido en el cual estos han sido sustituidos por

moléculas de lipopolisacaridos. Al igual que la membrana citoplasmatica (membrana celular) la



membrana exterior es un mosaico liquido que contiene proteinas especificas ancladas en una

matriz especifica de fosfolipidos.

La membrana externa impide la pérdida de proteinas periplasmaticas y protege a la
célula (en el caso de las bacterias entéricas) de las sales biliares y las enzimas hidroliticas del
medio. La presencia de poros externos la hace permeable a solutos de peso molecular bajo; no
obstante, las moléculas grandes de antibi6ticos penetran con relativa lentitud, lo cual explica la

resistencia que manifiestan las bacterias gram-negativas a estos. (23)

3.4.3. LIPOPOLISACARIDO.

El Lipopolisacarido (LPS) es uno de los principales componentes de la membrana
exterior que envuelve la célula de la bacteria Gram-negativa. Estando éste en contacto con las
proteinas de la membrana, le provee integridad y estabilidad a ésta y hace posible las propias
funciones de la membrana (permeabilidad selectiva, reconocimiento e interaccion intercelular).
Los LPS juegan un rol importante en el contacto de los microorganismos con otros sistemas
biologicos. De esta manera, éste toma parte en interacciones de la bacteria con plantas y sirve
como un receptor bacteriéfago, proporcionando reconocimiento para los virus de su propio
microorganismo y adsorcion del virus sobre la superficie celular. EI LPS es una endotoxina
bacterial con un amplio espectro de propiedades toxicas, incluyendo toxicidad letal, y es un
inmunoestimulante potencial. Este sirve como un inmunégeno bacterial y de proteccion
antigénica, que es la repuesta inmune de organismos superiores, incluyendo la formacion de

anticuerpos, y su interaccion con el microbio es directa. (25)

El término lipopolisacarido, denota una especie molecular compleja, consiste
principalmente de un polisacarido, pero contiene una porcion significativa de un lipido unido o
asociado, que ha adquirido una connotacion especial en quimica bacteriologica. En este contexto
el lipopolisacarido es una designacion aceptada para los carbohidratos componentes del O-
antigeno endotoxico de las bacterias gram-negativas y los productos correspondientes de sus
rompimientos bruscos o de sus mutantes. Es decir el LPS consiste de un Lipido A, el cual es una
glucosamina disacarida acetilada con acidos grasos, y carbohidratos, esta Ultima parte consiste
de un centro oligosacarido y el O-antigeno, el cual, mas frecuentemente, consiste de una

repeticion de unidades de oligosacarido por encima de residuos de ocho azlcares. (3, 4, 25)



3.43.1.ESTRUCTURA, ENDOTOXICIDAD,
INMUNOGENECIDAD Y ANTIGENECIDAD DE LOS
LIPOPOLISACARIDOS BACTERIALES
(ENDOTOXINA, O-ANTIGENOS).

En los estudios clasicos realizados a finales del siglo XIX, Richard Pfeiffer encontré que
los lisados de la bacteria “Vibrion cholerae” inducia en animales experimentales shock y muerte.
Pfeiffer establecié que el principio endotoxico estaba presente dentro de la célula bacterial y por

lo tanto le llamo endotoxina.

En estudios posteriores, se demostro que las endotoxinas estaban localizadas sobre la
superficie de las células bacteriales y forman junto con los fosfolipidos y proteinas la membrana
externa de las bacterias gram-negativas. Como estructura de superficie, las endotoxinas juegan
un papel importante en la interaccion de la bacteria gram-negativa con los organismos
superiores. Asi, el sistema de defensa del huésped reconoce a la bacteria invasora por su
estructura de endotoxina y reacciona con la formacion de anticuerpos antibacteriales dirigidos en
contra de la estructura de la endotoxina. Las endotoxinas, por lo tanto, presentan antigenos de
superficie inmunorreactiva y si esta propiedad es bien marcada, ellas reciben el nombre de

antigenos-O.

Por el contrario, las endotoxinas liberadas de bacterias contribuyen significativamente a
los sintomas de bacteremias representando asi factores patogénicos importantes en infecciones

gram-negativas. (23)

3.5. NATURALEZA QUIMICA Y ESTRUCTURA DE LAS ENDOTOXINAS.

La posicion de las endotoxinas en la superficie celular permite el aislamiento suave de las
mismas; varios métodos de extraccion han sido descritos, entre ellos los procedimientos de
fenol-agua y fenol-cloroformo-éter han tenido gran aplicacion. Estos metodos combinados con
pasos de purificacion producen preparaciones de endotoxinas libres de &cidos nucleicos,

proteinas, fosfolipidos, y otros componentes de la célula bacterial.



Estudios realizados en endotoxinas altamente purificadas han revelado que ellas
consisten de un polisacarido y un componente lipidico llamado lipido-A, y de aqui su
representacion quimica como lipopolisacérido. Hoy en dia la estructura general de muchos LPS
es conocida. (4)

- =

Cadena Polisacérida Centro Lipido A

Figura # 1. Representacion esquematica de un polisacarido bacteriano.

3.6. COMPONENTES DE UN POLISACARIDO.

El componente polisacarido de los LPS bacteriales consiste de dos regiones las cuales
difieren en su determinacion genética, biosintesis y arquitectura. Estas regiones son: la cadena

O- especifica y el centro del oligosacarido. (4)
3.6.1 CADENA O - ESPECIFICA.

La cadena O-especifica esta constituida de unidades repetidas de oligosacaridos los
cuales contienen hasta cinco residuos de azucares que conforman las unidades repetidas dentro
de diferentes bacterias gram-negativas. Estas incluyen azucares piranosidicos y furanosidicos
neutros (hexosas, pentosas, y derivados desoxi y O-metil) azlcares cargados (aminohexosas y
aminopentosas, acidos hexuronicos y acidos hexosaminados urénicos) los cuales pueden llevar
una gran variedad de sustituyentes tales como grupos aminos, acilos, fosforilos, glicerilos y
acetilos.

La naturaleza, secuencia, tipo de enlaces y tipo de sustitucion de los residuos
monosacaridos individuales dentro de una unidad respectiva es caracteristica Unica para un LPS
dado y la cadena bacterial padre. Asi, la cadena O-especifica es especie especifica debido a la
diversidad de constituyentes y de sus enlaces que pueden concebir un diverso nimero de

estructuras de cadena especifica lo cual ha sido edificado en la naturaleza. Por lo tanto, una



inmensa variabilidad estructural es revelada si se compara la cadena O- especifica de distintos
ordenes bacteriales. (4)

3.6.2 CENTRO DEL OLIGOSACARIDO.

La region del centro consiste de un heterooligosacarido, el cual esta subdividido en el
lipido-A-proximal o centro interno y el lipido-A-distal o centro externo.

El centro externo contiene los azucares encontrados frecuentemente, D-glucosa, D-
galactosa y N-acetil-D-glucosamina, mientras que la region del centro interno esta compuesta de
los azucares inusuales, heptosa, principalmente en la configuracion L-glicero-D-manno y la D-
glicero-D-manno y 4&cido 2-ceto-3-desoxioctonico también llamado 4&cido 3-desoxi-D-
monooctulosonico (KDO). La region del centro interno exhibe una acumulacion considerable de
residuos cargados. La variacion estructural del centro de diferentes especies bacteriales es
pequefia comparada con la cadena O-especifica; asi por ejemplo, en la Salmonella existe un
solo tipo de centro para todos los serotipos, el cual es llamado centro Ra y en E. coli se han

descrito hasta seis tipos de centro para mas de cien serotipos diferentes. (4)

3.7. ANTIGENOS.

Se denominan antigenos a sustancias organicas de origen ajeno y estructura coloidal, como
proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos de alto peso molecular (>8000kDa) y que son capaces

de inducir una respuesta inmunitaria detectable al ser introducidos en un animal. (23)

Al ser introducidos en el organismo (de forma subcutanea, intracutanea, intramolecular,
intraperitonal, intravenosa y también en la mucosa) son capaces de desencadenar reacciones

inmunoldgicas especificas.

Los antigenos pueden estar constituidos por sustancias inofensivas (como la caseina,
clara del huevo) o pueden ser componentes de agentes infecciosos (pueden ser virus, células
enteras, una parte de la célula o sus productos solubles, o proteinas enzimaticas). Los antigenos

pierden su poder antigénico al ser desnaturalizados, digeridos o hidrolizados en residuos de



pequefio peso molecular. Por tanto para actuar como antigenos, deben llegar a las células
productoras de anticuerpos por cualquier via, excepto por el aparato digestivo.

Los antigenos se caracterizan por dos propiedades:

e Inducen a la formacion de anticuerpos (antigenecidad) o de linfocitos sensibilizados.

e Interaccionan con los anticuerpos correspondientes (especificidad antigénica) o con

los linfocitos sensibilizados.

Luego de la combinacion del anticuerpo con el antigeno sigue por lo general la
destruccion del anticuerpo. Las uniones entre el anticuerpo y el antigeno se dan por enlaces

quimicos (covalentes, idnicos, puentes de hidrogeno, etc.).

Las bacterias presentan un dificil complejo de antigenos, entre los cuales se incluyen
compuestos de elevado peso molecular de naturaleza proteica y polisacaridos biolégicamente
activos y otros compuestos quimicos. La composicion de los polisacaridos especificos de las
bacterias forma diferentes derivados aminicos de azucares, residuos de monosacaridos,
alcoholes, etc.

De las bacterias moviles se distinguen dos tipos de antigenos:

Los antigenos H (del flagelo), los cuales son proteinas termolabiles que se destruyen a
las temperaturas de 56-80°C.
Los antigenos O (somaticos), los cuales son lipoprotéicos termoestables que soportan el
calentamiento hasta de 80-100°C. (4)

En la E. coli se han aislado antigenos K (capsulares) que componen la pared celular
bacterial. El antigeno somatico compuesto de las bacterias que estan en forma S (smooth)
contiene un hapteno (antigeno incompleto), polisacarido que condiciona su especificidad de
especie. Dicha bacteria de la misma en forma R (rough), pierden el polisacarido especifico y no

poseen una marcada especificidad de especie. (23)

3.7.1. ANTIGENOS POLISACARIDOS DE ESCHERICHIA COLI.



En la E. coli existen mas de 150 grupos de antigenos-O, los cuales se caracterizan por
sus LPS somaticos, muchas cepas de E. coli desarrollan antigenos K adicionales (Kauffman,
1954, 1961). (8)

Los antigenos de E. coli se han dividido en tres grupos: A, By L, esto se hizo en base al
grado en el cual estos intervienen con la serologia antigeno-O. (15)

3.8. CARBOHIDRATOS.

Llamados también, sacaridos o gldcidos se definen sencillamente, como polihidroxialdehidos o
polihidroxicetonas y sus derivados. Muchos poseen la formula empirica (CH20)n, que daba a
entender, en su origen, que se trataba de <<hidratos de carbono>>. La mayor parte de estos
carbohidratos se acumulan como resultado de la fotosintesis: el proceso mediante el cual las

plantas convierten la energia solar en energia quimica.

Los carbohidratos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, los cuales
representan la clase mas abundante de biomoléculas orgénicas sobre la tierra. (20,2)

3.8.1. CLASIFICACION DE LOS CARBOHIDRATOS.

Quimicamente los carbohidratos son derivados aldehidicos o ceténicos de alcoholes
superiores polivalentes (con mas de un grupo hidroxilo).

En las aldosas el grupo carbonilo esta en la posicion nimero uno, mientras que en las
cetosas este grupo se encuentra en la posicion nimero dos. Los carbohidratos, se pueden
clasificar de acuerdo al nimero de unidades monoméricas que contienen en: monosacaridos,

oligosacéridos y polisacaridos.

Los monosacaridos, también llamados azlcares sencillos, estan constituidos por una sola
unidad de polihidroxialdehido o polihidroxicetona. EI monosacarido mas abundante es la D-

glucosa.



Los oligosacaridos, contienen de dos a diez unidades de monosacaridos unidas mediante
enlaces glucosidicos.

Los polisacaridos contienen muchas unidades de monosacéridos enlazadas, formando
cadenas lineales o ramificadas. Muchos polisacéridos contienen unidades de monosacaridos que
se repiten, bien de una sola clase, o de dos clases, que se alteran. Los polisacaridos
desempefian dos funciones biolégicas principales: una como almacenadores de combustible y

otra como elementos estructurales. (2)

Los glicanos que estan formados por una sola clase de monosacaridos son llamados
homopolisacéridos, los heteropolisacaridos estan formados por dos o mas clases de

monosacaridos.

Todos los polisacéaridos tienen un sélo extremo reductor y unidades terminales no
reductoras en numeros variables segln el grado de ramificacion, por ejemplo, el almidén, el

glucogéno y la porcion O-antigénica de los LPS. (9)

3.9. PURIFICACION DEL POLISACARIDO UTILIZANDO CROMATOGRAFIA DE
GEL FILTRACION.

Esta técnica consiste en separar y purificar macromoléculas tales como polisacéridos,
acidos nucleicos, enzimas, etc. Las moléculas son separadas de acuerdo a las diferencias de los
tamafios moleculares que pasan por la columna empacada, cuyo medio es un gel que ha sido
solvatado con un solvente determinado, dicho solvente es la fase movil, la cual es bombeada por
una bomba peristéltica, y todas las fracciones son recolectadas en un recolector programable. La
separacion por tamafio se debe a que los intersticios del gel son comparables en tamafio con los

tamafios de las moléculas a separar.
Las moléculas (muestra) son adicionadas en la zona alta de la columna y son eluidas por

un eluyente que se afiade continuamente sobre el gel. Las moléculas dejan la columna en orden

de tamafio, primero las de peso molecular mas alto y luego las mas pequefias. (16)

3.10. LIOFILIZACION.



La liofilizacion es un proceso de secado por sublimacion, es decir el paso de una sustancia de su
estado solido a su estado gaseoso sin pasar por su estado liquido. La sustancia es evaporada
mediante la aplicacion de temperatura y vacio cuando ha sido previamente congelada.

La virtud de un producto liofilizado es que al ponerse de nuevo en contacto con el liquido
(sustancia sublimada), el producto recupera todas sus caracteristicas fisicas de aroma y sabor
que poseia antes de ser liofilizado. Otra ventaja de la liofilizacion es que permite que el producto
sea almacenado por largo periodo de tiempo sin deteriorarse. (13)

3.11. CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA.

Esta técnica se puede utilizar para la identificacion de azlcares y otros tipos de
sustancias. Es considerada Util con fines cualitativos, pero su aplicabilidad cuantitativa es
dudosa. Sin embargo en la actualidad, como resultado de las mejoras introducidas, ha vuelto a

surgir el interés por la misma, dando lugar a la cromatografia de capa fina de alta resolucion.

La ventaja mas importante de la cromatografia de capa fina se encuentra en el campo de
aplicacion, ya que es mucho mas amplio debido a su versatilidad, pudiéndose utilizar para
separar sustancias polares y no polares, organicas e inorganicas, segun el tipo de solvente

utilizado.

En cromatografia de capa fina, la posicion de los solutos se mide mediante los valores
de Rf (factor de retencion). Este factor se define como la relacion entre la distancia recorrida por
el soluto y la distancia recorrida por la fase movil:

_ distancia recorrida por la zona del soluto
distancia recorrida por la fase movil

Rf

Otro factor es el denominado Rx, que se define como la relacion entre la distancia

recorrida por la zona del soluto y la recorrida por una sustancia utilizada como estandar. (17)



Rf = & Rf =&
X D
donde:
C = Soluto. C = Soluto.
X = Patron X. D = Disolvente.

Rfx = Factor de retencion con el patron.  Rf = Factor de retencion.

En cromatografia de capa fina la eleccion de la fase movil va a depender de la
naturaleza de los solutos a separar y de la fase estacionaria utilizada. Una regla general a seguir
es comparar la polaridad de los solutos de la mezcla con la de los posibles disolventes a utilizar.
Hay que tener en cuenta que la fase mavil va a competir con los solutos por los sitios sorbentes,
por tanto, los solutos polares necesitan un disolvente polar para que migren mejor (mayor sera el
valor del Rf obtenido). Para solutos pocos polares, se utilizan disolventes apolares como fase
movil. (17)

3.12. ANALISIS DE AZUCAR.

El analisis de azlcares es un método estandar que permite analizar a los polisacaridos,
oligosacaridos, monosacaridos y otros azlcares relacionados. Este método consiste en la
hidrdlisis de glicosidos y polisacaridos, posteriormente una reduccion de azdcares y la inmediata

conversion a acetatos de alditol los cuales son analizados por Cromatografia de Gas.

Una variedad de acidos pueden ser usados para la hidrdlisis, los mas comunes son:

acido trifluoroacético, acido sulfdrico y acido clorhidrico.

El &cido TFA es algunas veces mas débil que los otros, pero es mas facil de eliminar
(evaporar). (11)

3.13. ACETILACION DE POLISACARIDOS.

La hidrolisis de glicosidos para reducir azucares y la consecuente conversion a acetatos
de alditol (Reduccion con borohidruro y acetilacion) es un método estandar para analizar

polisacaridos que contengan aldosas, cetosas, deoxialdosas, acetamidohexosas y otros



azucares relacionados. Los azlcares que no se pueden observar con este analisis son los
acidos uroénicos, acidos ulosénicos (como Kdo), 4-aminoazlcares, 0 especies cargadas, como
azucares fosforilados, los cuales pueden aparecer en un hidrolizado. Los &cidos no son
observados porque la sal sodica de los &cidos que se forma en la adicion de NaBH4 no es volatil.
De especial interés es la diferencia en la proporcion de hidrélisis entre los azlcares. De este
modo, los &cidos urdnicos estan unidos a su sub representado. Las 2-Acetamidohexosas sufren
una parcial N-deacetilacion y los resultantes 2-amino azlcares no son hidrolizados del todo, y
ambos, los 2-aminoazlcares y el azlcar al cual esta enlazado, son subrrepresentados.
Normalmente, se obtienen rendimientos del 60-80%. Los 4-acetamidoazucares son hidrolizados
a pirroles derivados, los cuales son polimerizados y dichos azlcares por lo tanto no son

observados. La metanolisis es sin embargo posible con los 4-acetamidoazucares. (21)
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Figura # 2. Secuencia en la acetilacion total de un polisacarido.



3.14. CROMATOGRAFIA DE GAS.

La cromatografia de gas es un método fisico de separacion basado en la distribucion de
la muestra entre dos fases. La fase movil se denomina gas portador, ya que €s un gas inerte
cuya finalidad es transportar las moléculas de la muestra a través de la columna. Los liquidos
organicos de alto punto de ebullicidn constituyen la fase estacionaria en la cromatografia de gas-
liquida. La fase estacionaria se extiende como una pelicula delgada sobre un sélido inerte
llamado soporte s6lido.

La base para la separacion es la particion de la muestra dentro o fuera de esta pelicula
liquida. Si se puede encontrar una fase estacionaria que tenga solubilidad selectiva para dos
compuestos entonces estos dos pueden separarse mediante cromatografia de gases. Debido a
la amplia gama de fases estacionarias disponibles, la GLC es la forma més selectiva de la

cromatografia y la que se presta a mayor uso.

En la CGL se emplea el procedimiento de elucion; la muestra se afiade a la columna y el

gas puro que actua de portador fluye continuamente.

El area del pico permite determinar la concentracion de cada componente separado en

la columna.

La programacion de la temperatura de la columna durante el andlisis se utiliza para
simplificar y acelerar la separacion, identificacion y determinacion de los componentes de una

mezcla. (14)

Para determinar la proporcion de cada componente con respecto a otro en una mezcla,
se determinan los radios relativos de estos. El Radio relativo se define como la relacién entre el
Area de correlacion de uno de los componentes de la muestra y el Area de correlacion del

componente elegido como referencia, en cromatografia de gases.

. . Area de correlacion del componentel
Radiorelativo = — — _ _
Area de correlacion del elegido como referencia




1. MATERIALES Y EQUIPOS.

Ultra sonido (Vidra foc).

Bafio maria, Hetotherm BWO (40 °C a 110°C).

Ultra Centrifuga, Centra MP4R, (14000 rpm, -5°C a 40°C).
Liofilizador (Hetossic).

Balanza analitica, Sartorius.

Columna cromatografica de gel filtracion.

Bomba peristaltica Microperplex.

Colector de fracciones, raquetas PKT/ 12 de 20 tubos Pharmacia.
Espectrofotdmetro (200-1100 nm), Shimadzu UV-1203.
Refractdmetro Millipore

Vortex-2 GENIE LABORA.

Desecadores.

Blogue térmico, Baxter H-2025-1A.

Micropipetas LABSYSTEMS, 1-5 mL, 1000 uL, 50-200 pL, 1-5 L.
Pipetas pasteur.

Viales para cromatografia.

Cromatografo de gas con detector de ionizacion de llama.
Termémetro (20 - 150°C)

Agitadores magnéticos.

pHmetro, Corning Pinnacle 530.

Volumétricos aforados de 1000 mL, 100 mL, 10 mL.
Placas Bio - rad.

Cromatofolios Kieselgel 60 Fass, 20 x 20 cm.

Cémara de corrida.

Rociador, Merck.

Horno, W TE binder.

Jeringa SGE, 0- 50 pL.

Agujas desechables.

Gas nitrégeno.

Rotavapor con bafio maria. BUCHI 461.

2. SOLUCIONES Y REACTIVOS.

Acido acético glacial 100 % GR. Merck.

Acetato de sodio anhidrido. 99% para analisis. Merck.
Separes G 25. Pharmacia.

Triclorobutanol. Merck.

Fenol 99% GR, Merck.

Acido sulftirico concentrado. GR. 95.0 - 98.0%.



Dimetil sulféxido de sodio (DMSO). 99% Merck.
Butil litio. 15% en Hexano para sintesis. Merck.
Pentoxido de fosforo. GR para analisis al 98% Merck.
Yoduro de metilo. 99% para sintesis. Merck.
Etanol absoluto al 99 %. Merck.

Anhidrido acético (Ac20) 98% P.A. Merck.
Acetonitrilo. GR. 99.9 % BDH.

Tolueno.

Metanol 99.8% GR. Merck.

Acido trifluoracético 98% Merck.

Cloroformo 99.8%. EM.

Diclorometano para cromatografia 99.8%. Merck.
Borohidruro de sodio Merck.

Amonio 25 % Merck.

Piridina. 99% Merck.

Acido acético. Merck.

Xilosa. 99% Merck.

Acido clorhidrico. 32% Para analisis. Merck.
Aceite mineral. Comercial.

Glicina 99.7 % G.R. Merck.

Glicerol 99.9%. P.A. Fischer. A.C.S.

Azul de bromofenol, indicador, pH 3.0 - pH 4.6. Merck.
Formalina. 40% comercial.

Acido citrico. 99 % Merck.

Hidréxido de sodio 99 % GR. Merck.

Etanol absoluto. 99% Merck.

Butanol 99%. Merck.

Glucosa 99%. Merck.

Galactosa 99%. Merck.

Fucosa 99%. Merck.

Ribosa 99%. Merck.

Manosa 99%. Merck.

Glucosamina acetilada 99%. Merck.
Galactosamina acetilada 99%. Merck.



3. METODOLOGIA.

6.1. HIDROLISIS Y PURIFICACION DEL POLISACARIDO.

Se pesaron 5 mg de muestra del LPS 85D5 en un tubo de ensayo con tapa de rosca. Se
disolvid el LPS en 5mL de acetato de sodio pH 4.2 y se incubd a 100°C durante 4 horas. Una
vez finalizada la incubacion del LPS, éste se dejo enfriar a temperatura ambiente, y
posteriormente se centrifugd a una temperatura de 4°C y 10,000 rpm por 20min. Se separd
el sobrenadante con una pipeta pasteur, se congelo para ser liofilizado, y se obtuvo la

muestra de PS seca pero impura.

La purificacion del PS de la cepa de Escherichia coli 85D5 se realiz6 en una columna
cromatografica de P-2 (Volumen de columna empaquetado 477,594 cm3, Pharmacia)- Se

utilizé agua como fase movil, se le afiadid triclorobutanol al 0,05%, como agente preservativo
y bactericida. El PS se disolvié en una pequefia cantidad de la fase movil y se procedié a

purificarlo.

El equipo colector de fracciones (Pharmacia LKB-SuperFrac) se programé para que

recolectara 60 fracciones, de 5mL cada una, en 8 horas.

La velocidad de flujo se reguld con una bomba peristaltica Microperplex S 2232 a una razdn
de 30 mL/h. Se midid la sefal a través de un refractometro diferencial marca Agua Millipore.
Se registro el nimero de fracciones en un registrador ABB GERZ SE 120 a una velocidad

del papel registrador de 0.2 mm/min



6.2. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

Se tomd 3mg del PS-85D5 purificado y se disolvid en 500uL de HCI al 3%, se coloco en un
bloque de calentamiento en un periodo de 1 a 2% horas a 100°C. Se aplicaron 15uL de la
muestra hidrolizada en el cromatofolio a distintos tiempos de hidrdlisis.

Tabla # 1) Aplicacion del PS de la cepa de Escherichia coli 180 a diferentes tiempos de

hidrolisis.
Tiempo de hidrdlisis (Hrs) Aplicacion Muestra
1 15uL PS 85D5
1% 15pL PS 85D5
2 15pL PS 85D5
2Y5 15puL PS 85D5

Para los patrones se tomd 1mg de los patrones puros (Glucosa, Galactosa, Ribosa, Xilosa,

Manosa, Glucosamina y Galactosamina), y se disolvieron en 300uL de HCl al 3%.

En el proceso de identificacion de azlcares se necesitd realizar estas cromatografias
utilizando diferentes solventes para seleccionar €l o los mas adecuado para ello. Después de
varios ensayos se seleccionaron los solventes Butanol:Etanol:Agua (5:4:1) vy
Butanol:Etanol:Agua (5:4:1) en 1% de volumen de NH4sOH y se uso como revelador
H2S04:CH3CH20H (1:9).

6.3. ANALISIS DE AZUCARES TOTALMENTE ACETILADOS.

6.3.1. Hidrolisis con Acido Trifluoracético.

Se transfirieron 0.2mg de muestra de PS seco y puro a un tubo screw cap. Se utilizé como

estandar interno 50ug de Xilosa.

Se hidrolizd en 0.3mL de TFA 0.5M a 100°C durante 16 hrs.




Se evapord a sequedad la solucion con una corriente de Nz, y se agregé 0.5mL de metanol,
y se evaporo a sequedad (se repitié una vez mas).

6.3.2. Reduccién con Borohidruro de Sodio.

Se redujo con 0,3mL de solucion recién preparada de NaBH4 en amoniaco (1mg/mL), por
30min a 20 °C.

Se detuvo la reaccion con 0,5mL de 10% HOAc en MeOH, se evapor6 a sequedad (Se
repitid dos veces mas). Se agregaron 0,5mL de MeOH y se evapord a sequedad (se repitio

dos veces mas).

6.3.3. Acetilacion con Anhidrido Acético y piridina.

Se acetilo con 100uL de Ac,0 y 100pL de Piridina a 100°C por 20 min.

Se evaporo la solucion y se agreg6 0,5 mL de tolueno, se evapord a sequedad (se repitid

una vez mas).

6.3.4. Purificacion de los Acetatos de Alditol obtenidos.

Se realiz6 la particion, agregando 0,5mL de agua y 0,5mL de CHCl; y se mezclé por
agitacion. Se esperd a que ambas fases se separaran y se removié la fase superior con una
pipeta Pasteur. Se agreg6 0,5mL de agua, se agitd y se separd nuevamente la fase superior.
Después de remover la fase superior acuosa se agregé etanol hasta completa claridad. Se
evapord a sequedad. Se disolvio en 1 mL de CH,Cl, y se transfirid a un vial, se evaporo a

sequedad. Se agreg6 20uL de CH2Cl, para inyectarse al equipo CGL (Equipo de suecia).

Todo este procedimiento se le realizd también a los estandares siguientes: Glc, Gal, Rib,
Fuc, Xil, Rha, Ara, Man, GIcNAc, GalNAc.



4. RESULTADOS.

7.1. HIDROLISIS Y PURIFICACION DEL POLISACARIDO.
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Figura # 3. Gréfico del perfil de elucion del PS 85D5 hidrolizado con Acetato Sédico a pH 4,2;
purificado a través de cromatografia en Gel Filtracion Biogel P-2. (No. de fracciones vs.

Absorbancia/medicion).



7.2. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA.

La seleccion de los patrones de los azucares neutros para la identificacion de los azucares
de la muestra por comparacion de sus Rf (factor de retencion) estd basada en todos los estudios

realizados con anterioridad sobre una gran variedad de lipopolisacaridos bacteriales.

Después de realizados los ensayos con los patrones de los diferentes carbohidratos y la

muestra, se corrieron estos en Butanol:Etanol:Agua (5:4:1), obteniéndose los resultados

siguientes:
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Figura # 4: Cromatoplaca # 1 del PS de la cepa de Escherichia coli 85D5 hidrolizado en HCI al

3% {Fase movil Butanol:Etanol:Agua (5:4:1)}.



Para obtener una mayor informacion acerca de los azucares presentes en la muestra, se corrio
esta placa para lo cual se usa la mezcla anterior Butanol:Etanol:Agua y se le afiadio el 1% en
volumen de NH4OH. El revelador es el mismo, H.SO4 (98%):EtOH (1:9). Se obtuvo entonces los

siguientes valores:
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Figura # 5: Cromatoplaca # 2 del PS de la cepa de Escherichia coli 85D5 hidrolizado en HCI al
3% {Fase movil Butanol:Etanol:Agua (5:4:1) y se le afiadio 1% de NH4OH}.

7.1. ANALISIS DE AZUCARES TOTALMENTE ACETILADOS.
Monosacarido Tiempo de Retencion (min.)




Std. 1 Std. 2
Rha 9.42
Rib 9.49 9.46
Fuc 9.63 9.68
Ara 9.73 9.74
Xil (estandar interno) 10.15 10.2
Man 15.55 15.56
Gle 15.8 15.86
Gal 16 16.02
GIcNAc 19.88
GalNAc 20.54

Tabla # 2. Tiempos de retencion en cromatografia de gas-liquido del estandar |y Il acetilados en

andlisis de AzUcares.

No. Picos | Tr(min.) Area de Correlacion Radio relativo Posibles Azlcares
Muestra (muestra) (muestra) (muestra)
1 9.486 14016667 13 Rib
2 10.202 70047437 Estandar Interno Xil (estandar interno)
3 15.611 71622922 65 Man
4 15.838 34276835 31 Glc
5 16.013 11016590 10 Gal
6 19.844 27182339 25 GlIcNAc
7 20.490 25213953 23 GalNAc
8 22.010 10039686 9 Hep

Tabla # 3. Tiempos de retencion en cromatografia de gas-liquido de los azucares acetilados del

PS de la cepa de Escherichia coli 85D5 en andlisis de Azlcares.
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Figura # 6. Cromatograma del estindar | acetilado en andlisis de azucares.
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Figura # 7. Cromatograma del estandar Il acetilado en andlisis de azlcares.
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Data File : d:\1\Samuel\0801008.D Vial: 8
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Figura # 8. Cromatograma de los azlcares acetilados de la muestra del PS 85D5 en analisis de

azucares.



1. DISCUSION DE RESULTADOS.

8.1. Separacion del Lip-A del LPS de la cepa de Escherichia coli 85D5.

En la figura # 3, del gréafico del perfil de elucion de la purificacion del polisacérido 85D5,
se muestran 60 fracciones colectadas, de las cuales se seleccionaron las fracciones de la 15 a la
38, en donde la mayor concentracion de azlcares estaba presente, el relativo incremento de
absorbancia en las fracciones de la 39 a la 60 se le atribuye al producto de sales formadas
debido a la hidrdlisis. Aqui cabe sefialar el principio de la técnica: primero eluyen las moléculas

mas grandes y luego las mas pequefias.

8.2. Cromatografia de capa Fina del PS de la cepa de Escherichia coli 85D5.

En la figura # 4 (cromatoplaca # 1) se muestran los resultados obtenidos al realizar el corrido de
las muestras con la mezcla de solventes Butanol:Etanol:Agua (5:4:1), la cual se reveld con
H.S04(98%): Etanol (1:9).

El Rf de la muestra a dos horas de hidrélisis del PS-85D5, en comparacion con los Rf de los
patrones, nos indica la presencia de un azucar con un Rf de 0.59. De aqui se asume la presencia
de Galactosa (RfGal = 0,56) y/o de Glucosa (RfGlc= 0,60), en esta sefial ain no es posible
indicar si estaban los dos azlcares en una Unica sefial o si se trataba de sélo uno de ellos, y cual
de ellos era. También la placa presentaba una sefial pequefia cercana al lugar de aplicacion de
la muestra (Rf = 0.18).

En la Figura # 5 (cromatoplaca # 2) se muestran los resultados obtenidos al realizar el recorrido
de las muestras con la mezcla de solventes Butanol:Etanol:Agua (5:4:1) afiadiéndosele 1% de
NH4OH, revelandose con H2S04 (98%): Etanol (1:9).

En esta cromatoplaca, los Rf de las muestras hidrolizadas del PS-85D5, en comparacion con los
Rf de los patrones, nos indican la presencia de un azdcar con un Rf de 0.42 a 1 hora, que al ser
comparado con los Rf de los estandares, no se puede distinguir entre la presencia de Manosa
(Rf = 0.41), y/o Glucosa (Rf = 0.40), por la proximidad de Rf de los mismos. Lo mismo sucede

para el caso de la muestra a 1%z horas de hidrdlisis. Con respecto a la muestra de 2 horas de



hidrolisis, existe una mancha con un Rf de 0.40, lo cual nos indica la presencia de Glucosa (Rf =
0.40), y/o Galactosa (Rf = 0.39). En la muestra a 2% horas de hidrdlisis, se detecta la presencia
de dos aztcares con un Rf de 0.39 y un Rf de 0.34. Se ratifica la presencia de Galactosa (Rf =
0,39) y/o Glucosa (Rf = 0.40) con respecto a la mancha con Rf = 0.39. Mientras que la mancha
con Rf de 0.34 nos indica la presencia de Galactosamina (Rf = 0,33) y/o de Glucosamina (Rf =
0,34), en esta sefial aln no es posible indicar si estaban los dos azucares en una Unica sefial 0

si se trataba de sélo uno de ellos, y cual de ellos era.

8.3. Analisis de azUcares Totalmente Acetilados del PS de la cepa de Escherichia
coli 85D5.

Los azucares Totalmente Acetilados, del PS de la cepa de Escherichia coli 85D5, fueron
separados en una columna de silica fundida HP-5 (0.20mm x 25m; Hewlett-Packard), usando un
programa de temperatura de 170°C (1min) seguido por aumento de temperatura de 1 °C/min.
hasta 180 °C (1min) y 4 °C/min. hasta 250°C. Se usd Hidrdgeno como gas de arrastre. La
columna fue fijada a un cromatografo de gas Hewlett-Packard (modelo 5890 serie Il equipado

con un detector de llama FID).

Del cromatograma de los azUcares acetilados de la muestra del PS 85D5 (ver figura # 8), se
puede notar la presencia de 8 picos en éste, con Tr de Pico; 9.486, Pico, 10.202, Picos 15.611,
Picos 15.838, Picos 16.013, Picos 19.844, Pico; 20.490, Picos 22.010, comparandolos con los Tr
de el estandar | (Std ) (ver Figura # 6), podemos asumir presencia de Ribosa (Trrib = 9.49) con
respecto al pico # 1. El pico # 2 corresponde al estandar interno de Xilosa (Trxii = 10.15). En el

pico # 3 presencia de Manosa (Trman = 15.55). En el pico # 4 Glucosa (Tr = 15.8). En el pico #5

Galactosa (Trga = 16).

Los otros dos picos que aparecen en el cromatograma de la muestra del PS 85D5 (ver figura #
8), nos indican debido a los altos valores de los tiempos de retencion la presencia de al menos
dos aminoazUcares, por lo cual se presenta el segundo cromatograma de estandar Il (STD II)
(ver Figura # 7). Cabe sefialar que tanto el STD |y el STD Il son mezclas de azlcares de
referencia. Realizandose el STD I, sélo con la finalidad de determinar la presencia de
aminoazucares en la muestra. Con el empleo del STD Il se determina la presencia GIUNAc

(Trelunac = 19.88) con respecto al pico # 6 y GalNAC (Trcanac = 20.54) con respecto al pico # 7.



El dltimo pico presente en el cromatograma de la muestra (ver figura # 8), pico # 8, nos hace

asumir la presencia de Heptosa (TrHep = 22.01).

El PS de la cepa de E. coli 85D5 hidrolizado contiene: Ribosa, Manosa, Glucosa, Galactosa,
Glucosamina, Galactosamina y heptosa; en un radio 13:65:31:10:25:23:9, en relacion a la
Galactosa (Gal =10).



2. CONCLUSIONES.

Se logro separar el Lip-A del LPS de la cepa de Escherichia coli 85D5.

Se purificd el PS-85D5 resultante por CGF.

El polisacérido de la cepa de Escherichia coli 85D5 es un Heptasacarido, compuesto por dos
aminoazucares, cuatro azlcares neutros y una heptosa. Los cuatro azlcares neutros son

Rib, Man, Glc y Gal, y los aminoaztcares son GIuNAc y GalNAc.

El radio relativo de los monosacaridos presentes en el PS de la cepa de E. coli 85D5 es:
Rib: Man: Glc: Gal: GIcNAc: GalNAc: Hep (13:65:31:10:25:23:9)



3. RECOMENDACIONES.

Confirmar la presencia de los monosacaridos presentes por andlisis de metilacion de

azucares, a traves de Cromatografia Gas-Liquido y espectrometria de masas.
Determinar la posicion de los enlaces y tipo de anillo (furanosa o piranosa) de los
monosacaridos presentes a través de Cromatografia Gas-Liquido y espectrometria de
masas.

Determinar la configuracion absoluta de los Azucares por Cromatografia Gas-Liquido.

Tipificar la cepa de E. coli 85D5 a través del método electrofdretico SDS-PAGE.
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