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RESUMEN

La Quimica Analitica puede considerarse una disci-
plina “solucionadora de problemas”. Este enfoque impli-
ca retos constantes a los que sélo se puede hacer frente
con una base sélida en técnicas de extraccion y de separa-
cién. En esta linea, los quimicos analiticos, y particular-
mente los cromatografistas, han establecido todo tipo de
colaboraciones con ec6logos, microbidlogos y biélogos
de muchos otros ambitos. De hecho, las técnicas croma-
tograficas han resultado ser herramientas bioanaliticas
extremadamente Utiles para resolver problemas en todos
esos campos; principalmente en sus combinaciones con
la espectrometria de masas, pero también utilizando com-
binaciones instrumentales mas convencionales. En este
articulo, mostraremos una seleccién de ejemplos para
ilustrar como se han utilizado diferentes estrategias cro-
matograficas para esclarecer cuestiones ecoldgicas no
resueltas, fundamentalmente en el &mbito de la ecologia
quimica microbiana. Dichas estrategias analiticas impli-
can laidentificacién y determinacién de biomarcadores
microbianos, ya sean constituyentes estructurales (ejem-
plificados por los dcidos grasos de los fosfolipidos de las
membranas de bacterias y hongos) o metabolitos (ilustra-
dos por el seguimiento de MVOCs —compuestos orgdni-
cos volatiles de origen microbiano- generados por los
microorganismos durante sus procesos metabdlicos).
Cada seccién comienza con una breve introduccién de la
aplicacidn correspondiente, seguida de la discusion de
diferentes casos de estudio, incluyendo una recapitula-
cién de la metodologia analitica propuesta.

INTRODUCCION

El desarrollo de métodos de separacion e identifica-
cién en el contexto de la Quimica Analitica puede contri-
buir a encontrar respuestas a cuestiones importantes en

estudios ecoldgicos. La idea principal subyacente es la
relacion entre la cromatografia y la ecologia quimica. La
ecologia quimica es un drea de investigacion interdisci-
plinar entre la quimica y la biologia que abarca el aisla-
miento, la identificacion, la sintesis y la biosintesis de
semioquimicos (compuestos quimicos emitidos por un
organismo que provocan una respuesta fisiolégica o de
comportamiento en otro organismo de la misma o dife-
rente especie) (Mori, 2013; Pickett, 2006). Las feromo-
nas son semioquimicos que difunden informacién entre
individuos de una misma especie, mientras que los alelo-
quimicos son semioquimicos utilizados para la comuni-
cacion entre individuos de diferentes especies (Pickett,
2006). Asi, la atraccién y la comunicacién entre seres
vivos implican frecuentemente la deteccién de “infoqui-
micos” especificos y, consecuentemente, las estrategias
de supervivencia eficaces de las especies se disefian sobre
la base de la ecologia quimica.

La cromatografia de gases (GC) es esencial para la
investigacion en ecologia quimica debido a su excelente
poder de separacidn, sensibilidad y deteccidn universal,
especialmente cuando se combina con detectores de
espectrometria de masas. Jones y Oldham (1999) revisa-
ron el andlisis de feromonas por cromatografia de gases;
desde entonces, las aplicaciones cromatograficas en el
campo de la ecologia quimica se han extendido en la
misma medida en que han evolucionado las técnicas ins-
trumentales de separacion y deteccion.

Se han identificado varios miles de feromonas y com-
puestos relacionados, a menudo en cantidades del orden
de nanogramos o incluso inferiores utilizando detectores
especificos como el detector de electroantenograma (GC-
EAD) (Millar, 2012) que sirve para determinar respuestas
electrofisioldgicas. Los compuestos, voldtiles y no-vola-
tiles, liberados por bacterias se pueden identificar y cuan-
tificar mediante GC-MS, LC-MS, pir6lisis-GC-MS y
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MALDI-TOF. El uso de la cromatografia liquida (LC) en
ecologia quimica es todavia mds importante, ya que la
disponibilidad de instrumentacién acoplada a detectores
convencionales -normalmente UV-Vis y fluorescencia-
estd mucho mds extendida en laboratorios no estricta-
mente quimicoanaliticos. Es mds, hay sistemas modelo,
criticos en el desarrollo de teorias en ecologia quimicay
coevolucion, como las cardenolidas —toxinas esteroideas-
que se monitorizan de modo habitual por HPLC
(Agrawal et al., 2012). Por dltimo, la configuracién LC-
MS-MS se ha aplicado al andlisis de algunas moléculas-
seflal (Quorum-Sensing Signaling Molecules — QSSMs),
moléculas difusibles de bajo peso molecular que actian
como un medio de comunicacién intercelular para coor-
dinar comportamientos bacterianos, tales como la pro-
duccion de metabolitos secundarios, el desarrollo de bio-
peliculas, la motilidad y la virulencia (Ortori et al., 2011;
Williams et al., 2007).

En definitiva, el mayor interés de este planteamiento
es poner de relieve la conexién entre los quimicos analiti-
cos y los (micro)biélogos para resolver problemas en
ambitos cientificos antes considerados independientes,
pero cuya frontera es cada vez mas tenue. En este trabajo,
se muestran algunos ejemplos de este tipo de cooperacién
entre cromatografistas e investigadores de los campos de
la biologia animal y la microbiologia, que trabajan con-
juntamente en lineas de investigacion integradas.

ECOLOGIA QUIMICA MICROBIANA

Las bacterias representan el dominio mas diverso de
la vida en la Tierra, con miembros que ocupan casi todos
los nichos naturales. Ademas, las bacterias sustentan
grandes cadenas alimentarias al ser capaces de convertir
distintas fuentes de energia en biomasa para otros orga-
nismos gracias a sus diversas capacidades metabdlicas.
El estudio de la composicidn y la ecologia de los ecosiste-
mas microbianos es de vital importancia, no s6lo para la
comprensién de sus roles funcionales, sino también para
el desarrollo de herramientas de prediccidon que permitan
una gestion eficiente de los recursos (Eren et al., 2013).
En consecuencia, no existe ninguna subdisciplina de la
ecologia quimica ajena a la creciente concienciacion
sobre la importancia de los microorganismos en todos los
ambitos. La ecologia quimica microbiana es un campo de
investigacioén en expansion, en el que se hace hincapié en
la diversidad de los compuestos quimicos de origen
microbiano y en la necesidad de una mejor comprension
de su produccién y de su metabolismo (Romeo, 2013).

La cromatografia de gases acoplada a la espectrome-
tria de masas (GC-MS) puede aplicarse a la determina-
cién en multiples matrices de los llamados biomarcado-
res quimicos, que pueden ser componentes estructurales
especificos o metabolitos microbianos. A continuacion se
resefian, brevemente, algunas aplicaciones de herramien-
tas cromatograficas al andlisis tanto de constituyentes
estructurales como de metabolitos microbianos.

Lipidos estructurales microbianos

Una comunidad microbiana se caracteriza por su
estructuray su funcién. La estructura se define como la
ordenacién y distribucién de los diferentes componentes
de la comunidad microbiana, incluyendo el nimero de
especies y su abundancia relativa, su distribucion espa-
cial y los componentes abidticos asociados a esta distri-
bucién. Y la funcion se entiende, en términos generales,
como actividad microbiana. Las bacterias y los hongos
son los grupos dominantes en la biomasa microbiana y su
abundancia se puede estimar basicamente de tres formas:
microscopia, inhibicién selectiva y andlisis de marcado-
res bioquimicos, que incluyen tanto componentes de las
membranas como de las paredes celulares. Los compo-
nentes estructurales bdsicos de la célula bacteriana (pro-
cariotas) son la pared celular, la membrana plasmatica, el
ADN nuclear y los ribosomas. En las bacterias Gram
positivo (G +) lamembrana plasmatica estd rodeada por
una gruesa pared celular que contiene dcidos teicoicos y
peptidoglicano. Las bacterias Gram negativo (G-) tienen
una pared mucho mas delgada, que a su vez estd rodeada
por una membrana celular externa que es muy similar a la
membrana plasmatica. Las paredes celulares de las bacte-
rias G- contienen peptidoglicano pero carecen de dcidos
teicoicos. Los hongos (eucariotas) tienen también sus
propios biomarcadores especificos que son parte de la
membrana celular (Figura 1).

Asi pues, el aislamiento directo de los componentes
celulares de las comunidades microbianas completas
representa un método importante para la evaluacion
cuantitativa de la abundancia microbiana y de la compo-
sicion de dichas comunidades. En este contexto, el anali-
sis de 4cidos grasos celulares ha demostrado ser particu-
larmente Util para la caracterizacién e identificacion de
diferentes grupos microbianos.

Perfiles de las comunidades microbianas via andlisis de
dcidos grasos

Todas las membranas celulares contienen acidos gra-
sos (fatty acids, FAs), unidos generalmente al glicerol por
un enlace de tipo éster constituyendo los fosfolipidos de



los acidos grasos (phospholipid fatty acids, PLFAs); éstos
se extraen y esterifican para formar metil ésteres de 4ci-
dos grasos (fatty acid methyl esters, FAMEs). El perfil
resultante del andlisis de FAMES por GC-MS constituye
una “huella dactilar” de los microorganismos presentes
en una muestra, pues contiene algunos biomarcadores
microbianos (Figura 1).

Para extraer FAs, al igual que para extraer cualquier
otra clase de lipidos, la eleccion del procedimiento ade-
cuado debe tener en cuenta, entre otras consideraciones,
el origen animal, vegetal o microbiano de la muestra. Sin
embargo, los dcidos grasos se extraen habitualmente con
mezclas de disolventes orgdnicos polares y no-polares.
Cualquiera que sea el método de extraccidn elegido, el
extracto obtenido se suele analizar por GC, razén por la
cual los FAs polares han de ser transformados en sus deri-
vados metilesterificados (FAMEs) menos polares, habi-
tualmente mediante una metanolisis alcalina suave
(White and Ringelberg, 1998) o utilizando hidréxidos
como el hidréxido de trimetilsulfonio (TMSH) (Gémez-
Brandoén et al., 2008).

Con la metodologia que proponemos (Goémez-
Brandon et al., 2008), basada en una extraccién con el
método clasico de Folch modificado y derivatizacién con
TMSH, es posible determinar la cantidad total de PLFAs,
la presencia de clases estructurales particulares (satura-
dos, insaturados, iso, anteiso,...) y también PLFAs indi-
viduales utilizados como biomarcadores de grupos
microbianos especificos (G+, G- y hongos) (Figura 1).
Ciertos PLFAs pueden utilizarse como biomarcadores
para determinar no sélo la presencia sino la abundancia
de grupos microbianos especificos (Zelles, 1997). Para
representar los PLFAs' bacterianos se ha seleccionado la
sumadeil14:0,115:0,a15:0,116:0y al7:0 para bacterias
Gram+ y de 16:1w7c, 17:1w7c, 18:1w7c, cyl7:0 y
¢y 19:0 para bacterias Gram-; como biomarcadores fingi-
cos se han usado el 18:2w6c y el 18:1w9c. Es importante
destacar que la mayoria de los PLFAs estan presentes en
una amplio rango taxonémico de microorganismos en
concentraciones diferentes, por lo que no pueden utilizar-
se para cuantificar o determinar especies o géneros espe-
cificos en comunidades microbianas completas, pero si
para evaluar cambios en la abundancia relativa de grupos
taxonémicos amplios como los que se han mencionado
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(Bardgett, 2005). El analisis de la composicién de PLFAs
es una de las herramientas mas cominmente utilizadas,
aparte de los cultivos en placa, para la investigacion de
poblaciones microbianas en estudios ecoldgicos (Dvreés,
2000). La mayor potencia de este enfoque basado en per-
files lipidicos, en comparacion con otro tipo de anélisis
de la comunidad microbiana, es que los PLFAs se sinteti-
zan rapidamente durante el crecimiento microbiano y
también se degradan rapidamente después de la muerte
microbiana y, ademas, no son moléculas de reserva ener-
gética, por lo que proporcionan una "huella dactilar" pre-
cisay real de la comunidad viva en el momento del anali-
sis (Evershed et al., 2006).

En el primer caso de estudio que se comenta, se ha uti-
lizado la metodologia analitica optimizada para estudiar
las comunidades microbianas de matrices medioambien-
tales sélidas con un alto contenido de materia organica
mediante su composicién en FAMEs. Los datos obteni-
dos permiten establecer la importancia de los diferentes
grupos de microorganismos en las diferentes matrices
so6lidas (Figura 2). En este caso, el analisis de los perfiles
de PLFAs indica que la estructura de la comunidad
microbiana difiere entre muestras de suelo, estiércol,
compost y vermicompost. Ademds, tanto la biomasa
microbiana viable (medida como contenido total en
PLFAs) como la abundancia de bacterias y hongos son
mucho mayores en las muestras de vermicompost que en
las de compost y estiércoles iniciales.

También se analizaron los perfiles de FAMEs para
evaluar la diversidad y cantidad de dcidos grasos y com-
parar las distintas huellas bioldgicas. En las muestras ana-
lizadas, se identificaron y cuantificaron por GC-MS 21
PLFAs, de entre 10 y 18 4tomos de carbono, saturados,
mono- y poliinsaturados y ramificados y sus respuestas se
procesaron mediante técnicas de andlisis multivariante.
Este enfoque resulté muy util para comparar las comuni-
dades microbianas en residuos animales no tratados y en
los productos finales resultantes de los procesos de su
degradaciéon biolégica (compost y vermicompost)
(Gémez-Brandoén et al., 2011; Lores et al., 2006).

Aunque la mayoria de los estudios sobre semioquimi-
cos en invertebrados se han llevado a cabo en insectos, ya
sea en relacion con las feromonas sexuales o con el

' La nomenclatura propuesta por la IUPAC (1977) es A:BwC. La letra A se refiere al niimero total de dtomos de carbono, seguido por el nimero de dobles
enlaces (B) y su posicién (C), tomando como referencia el &tomo de carbono w. Los dtomos de carbono de los dcidos grasos se numeran empezando por
el extremo carboxilo. Los dtomos 2 y 3 se denominan o y § respectivamente; y el &tomo del grupo metilo al final de la cadena hidrocarbonada se conoce
como w. Las configuraciones cis y trans se representan con las letras ¢ y 7 respectivamente. Los prefijos i, a y /0 Me indican la existencia de un grupo
metilo en posiciones iso (pentltimo carbono), anteiso (antepeniltimo carbono), y en el décimo carbono; y el prefijo cy simboliza a los dcidos grasos con

un anillo interno de ciclopropano.
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Figura 1. Esquema de las cubiertas celulares y biomarcadores de la fraccién fosfolipidica de las membranas de varios gru-
pos de Microbiota: cromatogramas de iones seleccionados para dcidos grasos poliinsaturados, moninsaturados, y satura-
dos de cadena ramificada; representativos de hongos, bacterias Gram — y bacterias Gram +, respectivamente.
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Figura 2. Abundancia de cada PLFA biomarcador (ug g') de bacterias G+ (i14: 0,115: 0,a15: 0,116: 0 y al7: 0), bacterias
G- (16: 1w7¢c, 17: 1w7c, 18: 1w7c) y hongos (18: 2wbc, 18: 1w9c) en las diferentes muestras sélidas estudiadas.




control de plagas (Grasswitz and James, 2009), la meto-
dologia analitica que se ha resumido previamente, puede
utilizarse también para estudiar interacciones bidticas
entre los microorganismos y un importante grupo de ani-
males del suelo, las lombrices de tierra, tanto en estudios
de ecologia del suelo basicos como aplicados.

Los efectos de las lombrices de tierra sobre la comu-
nidad microbiana varian dependiendo de la especie y de
su dieta. El vermicompostaje, método muy eficaz para
convertir los residuos sélidos orgdnicos en biofertilizan-
tes, es un proceso acelerado que implica la biooxidacién
y la estabilizaciéon del residuo, como resultado de las
interacciones entre algunas especies de lombrices de tie-
rra’y los microorganismos. Eisenia andrei, Eisenia fetida
y Perionyx excavatus son especies de lombrices de tierra
muy utilizadas para procesar sustratos orgdnicos en el
vermicompostaje.

El analisis multivariante de 25 PLFAs (i14:0, 14:0,
115:0,a15:0, 15:0,116:0, 16:1w9, 16:1w7, 16:1w5, 16:0,
10Mel16:0, i17:0, al7:0, cyl7:0, 17:0, 10Mel7:0,
18:2w6,9, 18:1w9, 18:1w7, 18:0, 10Mel8:0, cy19:0,
20:4w6, 20:5w3, 20:3w6) diferencia claramente entre el
vermicompost obtenido con las tres especies diferentes de
lombrices de tierra, con independencia de si el estiércol
utilizado para el vermicompostaje era de vaca, caballo o
conejo (Figura 3). Esto indica que hay diferentes perfiles
de PLFAs asociados con los vermicompost y no relaciona-
dos con el tipo de estiércol animal utilizado, sino mds bien
con las especies de lombrices de tierra y/o su microflora
intestinal endosimbidtica (Gomez-Brandon et al., 2012).
Por otra parte, la separacion entre vermicompost y sustra-
tos de control (estiércoles procesados sin lombrices) tam-
bién fue muy clara (Figura 3), lo que indica que las lom-
brices de tierra desempefian un papel clave en la configu-
racién de la estructura de la comunidad microbiana en los
residuos organicos durante el proceso de vermicomposta-
je. Se encontraron resultados similares analizando tam-
bién los perfiles de FAMEs (Lores et al., 2006) o la evolu-
cion de los PLFAs a través del proceso de vermicomposta-
je de bagazo de uva (Gémez-Brandoén et al., 2010).

Metabolitos microbianos

Las bacterias producen un amplio rango de metaboli-
tos secundarios que facilitan tanto la competicion entre
especies como la colonizacién de diversos nichos ecold-
gicos (Ortori et al., 2011). Asi, se ha demostrado la exis-
tencia de interacciones bioquimicas entre los microorga-
nismos y su medio mediante a través de la produccién de
compuestos orgdnicos volatiles de origen microbiano
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(MVOCs) (Davis et al., 2013). Ademas de para evaluar el
contexto funcional y ecoldgico de las sefiales MVOC en
la exploracién de importantes rutas metabdlicas implica-
das en su produccién, los MVOCs también se pueden
utilizar para controlar la “invasién” microbiana de pro-
ductos de consumo, como por ejemplo la contaminaciéon
microbiolégica de alimentos (Garcia-Cafias and
Cifuentes, 2007) o de cosméticos (Alvarez—Rivera etal.,
2013). Se ha intentado también establecer correlaciones
entre los MVOCs y especimenes especificos, para deter-
minar si algunos MVOCs podrian servir como marcado-
res para la deteccion de ciertas especies microbianas en
particular.

La espectrometria de masas, incluyendo su integra-
cién con técnicas de separaciéon como la cromatografia
liquida, la cromatografia de gases y la electroforesis capi-
lar, es una potente herramienta bioanalitica para estudios
de metabolémica. En aquellas aplicaciones en las que se
conocen los metabolitos de interés y existe disponibilidad
de patrones puros, la cuantificacion se puede llevar a
cabo con un alto nivel de precision, exactitud y sensibili-
dad; sin embargo, dichos metabolitos han de ser extraidos
de las muestras de un modo robusto y cuantitativo (o, al
menos, conocido) y, asf, la etapa de tratamiento de mues-
tra previa al andlisis se convierte, como en tantos otros
ambitos, en un aspecto clave de este tipo de estudios
(Dunn and Hankemeier, 2013).

La microextraccion en fase sélida en espacio de cabe-
za (Headspace Solid-Phase Microextraction, HSSPME)
es una opcidén muy interesante, ya que integra las etapas
de extraccion, concentracion e introduccién de muestra
en un unico paso, reduciendo el tiempo de preparaciéon de
muestra e incrementando simultdneamente la sensibili-
dad en relacién con otras técnicas de extraccion. De
hecho, el acoplamiento con cromatografia de gases-
espectrometria de masas (HSSPME-GC/MS) se conside-
ra una interesante opcién para el analisis de MVOCs
(Zhang and Li, 2010).

Deteccion de contaminacion microbiana en cosméticos
mediante biomarcadores voldtiles

En este contexto, se propone un método basado en
MVOCs para la deteccién rapida de contaminacién
microbiana. Los resultados demuestran que es factible
identificar microorganismos viables en cosméticos, cuali-
tativamente, e incluso cepas microbianas especificas,
mediante la deteccién de biomarcadores volatiles, lo que
resulta un complemento muy valioso para otros métodos
de deteccién rdpida. En este tipo de aplicacion hay que
contemplar dos cuestiones preliminares importantes: la
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Figura 3. Diagrama de dispersion obtenido como resultado del Andlisis Lineal Discriminante (LDA) (Wilks<>1=0,00099,
p <0,0001) realizado para los PLFAs de los vermicompost producidos con las tres especies epigeas de lombriz (Eisenia
andrei, E. fetida y Perionyx excavatus). Se observa la modificacién especifica de la composicién de la comunidad micro-
biana de tres estiércoles animales diferentes (vaca, caballo y conejo —iniciales-) después de un mes de vermicompostaje
con las tres especies distintas de lombriz de tierra. Cada control representa el mismo tratamiento, pero sin lombrices.

ECunwtan ]

T Undecarana s 2 -Trdcs o
sl ™EE = L
L 450
- -
v Ep =
E ;-.:.E._-. ] |I-ul1.'
ﬁ (et et G R :; i grnéstrE
i L=
BE XM ES BB Ha MNE o
Tirrga: rvan] Tanrrgey | min |
B R e Fert i sl E
o £ 3
| [ E -] 'E
. 31 U-Dodiiennd | = & E -
- | i k| i
| 5§ § g
2 'J J | 3 \ | L B ;
P | |
el 1 L .._J l_-_.!l-l_ll_ | e I._-l.l. b _ __|.-.L o
f " r | - — o ) i
15,00 20,00 25.00 30,50

Tiempa (min}

Figura 4. Cromatogramas de ion total (TIC) superpuestos de medio de cultivo TSB (a) y de medio de cultivo TSB incuba-
do con Pseudomonas fluorescens (b). Perfiles cinéticos que muestran la produccién de 2-undecanona y 2-tridecanona en
una crema de manos incubada con P. fluorescens




identificacién fiable de los diferentes MVOCs y el andlisis
de blancos. Para identificar de modo seguro los volatiles
de origen microbiano estudiados, es muy recomendable el
uso de herramientas complementarias a las bibliotecas de
espectros de masas, como los indices de retencién de
Kovats -especialmente cuando no existen patrones ade-
cuados-, que permiten distinguir compuestos relacionados
tales como isémeros geométricos y posicionales, los cua-
les producen espectros de masas muy similares entre si.
Debe prestarse también una atencion muy especial al ana-
lisis de blancos, tanto de los medios de cultivo como de las
muestras cosméticas ensayadas, puesto que ambos son
fuentes abundantes de compuestos volatiles en si mismas.
Esta complejidad en los perfiles cromatograficos se afron-
ta facilmente gracias a la selectividad del modo SIM
(Selected-Ton Monitoring o Monitorizacion Selectiva de
Tones) de la espectrometria de masas.

No es necesario que los cosméticos sean estériles pero
deben estar adecuadamente conservados, o protegidos de
algiin modo, del deterioro y la contaminacién microbia-
na. El simple uso normal y cotidiano de productos cosmé-
ticos ya los expone repetidamente a la accidon de microor-
ganismos en la saliva, las manos sucias, el agua de grifo,
etc. (Sutton, 2006). La contaminacion bacteriana mas
comun en cosméticos incluye los géneros Pseudomonas
spp, Klebsiella spp y Serratia spp. entre otros (Geiss,
2006). Asi, para llevar a cabo el andlisis de los compues-
tos volatiles producidos por esta clase de bacterias en cos-
méticos, se han seleccionado miembros representativos
de los géneros mencionados: P. fluorescens, S. marces-
cens 'y K. pneumoniae. Escherichia coli se incluy6 tam-
bién en el estudio debido a su presencia ubicua en entor-
nos humanos.

Las bacterias seleccionadas se hicieron crecer en un
medio de cultivo adecuado y los compuestos volatiles
producidos metabdlicamente se analizaron mediante HS-
SPME-GC/MS (Alvarez-Riveraet al.,2013). Se detecta-
ron varios MVOCs comunes, al menos, a tres de las bac-
terias estudiadas; concretamente las cetonas 2-nonanona,
2-undecanona, 2-tridecanona y 2-pentadecanona; y los
alcoholes grasos 1-decanol, 1-dodecanol, 2-tridecanol y
1-pentadecanol, ademads del 2-feniletanol; si bien cada
especie mostré un perfil particular y distintivo. La Figura
4 muestra la superposicién de cromatogramas de ion total
(TIC, Total Ion Chromatogram) del caldo de soja triptico
(TSB, tryptic soy broth) que se ha utilizado como medio
de crecimiento bacteriano (blanco) y del mismo medio
TSB incubado con P. fluorescens. En el cromatograma
del cultivo bacteriano, se identifican 10 compuestos cla-
ramente diferenciados del blanco y relacionados, por
tanto, con el crecimiento de Pseudomonas. Pero ademas,
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la combinacién HSSPME-GC/MS permite el seguimien-
to del perfil cinético de algunas sustancias volatiles iden-
tificadas como potenciales biomarcadores de contamina-
ci6n microbiana (Figura 4). Para evaluar en detalle el
comportamiento cinético de los MVOC:s identificados, se
inoculd una crema de manos con P. fluorescens 'y se incu-
b6 durante periodos crecientes de tiempo hasta un total de
12 dias. Como puede observarse, las respuestas obtenidas
para la 2-undecanona y la 2-tridecanona mostraron un
crecimiento significativo durante el periodo de incuba-
cién (especialmente pronunciado para la 2-tridecanona
entre los dias 7y 12, lo que sugiere la tendencia exponen-
cial tipica de los metabolitos de crecimiento bacteriano).
Aunque estrictamente, s6lo los experimentos con
nutrientes que contengan precursores marcados pueden
demostrar de manera concluyente si un determinado
compuesto es en realidad producido por una bacteria
determinada, los datos confirmados en la bibliografia dis-
ponible y la evidencia cinética apoyan la hipdtesis de que
los compuestos voldtiles identificados son biomarcadores
de presencia bacteriana. Mds atin, la cinética de consumo
de algunos de los ingredientes cosméticos son prueba evi-
dente de actividad metabdlica bacteriana en sustratos
cosmeéticos (Alvarez—Rivera etal., 2013), ya que mues-
tran un comportamiento cinético completamente opuesto
al de los metabolitos relacionados con el crecimiento bac-
teriano.
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