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RESUMEN

Esta investigacion busca encontrar microorganismos capaces de biotransformar las
sales de acidos biliares: colato y dehidrocolato de sodio, que son generadas durante

la sintesis quimica del &cido ursodesoxicolico.

Frente a esto, se buscé evaluar la capacidad de utilizar estos productos de desecho,
para volver a sintetizar el &cido ursodesoxicolico o generar moléculas de interés que
puedan ser aprovechadas en la sintesis de hormonas. Para ello se utilizo el potencial
de biotransformacion de los &cidos biliares, realizado por hongos y bacterias que al
ser capaces de efectuar modificaciones especificas en la estructura esteroide, brindan

multiples ventajas que se traducen en economia, tiempo, dinero y trabajo.

La evaluacion de los microorganismos con capacidad para biotransformar las sales
de é&cidos biliares (colato y dehidrocolato de sodio) se llevd a cabo mediante
cromatografia en capa fina; esta técnica permitié identificar las biotransformaciones
realizadas por los microorganismos. Posteriormente se realiz6 la técnica de
resonancia magnética nuclear para poder identificar algunos de los productos de

biotransformacion.

Para finalizar la investigacion se realizé la identificacion del género de las bacterias

de interés mediante pruebas API (indice de Perfil Analitico).

Palabras claves: acido, biliar, biotransformacion, microorganismo, esteroide



ABSTRACT

This research intends to find microorganisms capable of biotransform the bile acids
salts: cholate and sodium dehydrocholate, which are residues generated during the

chemical synthesis out of the ursodeoxycholic acid.

Against this, this investigation was able to evaluate the capacity of using these waste
products, for go back synthesize the ursodeoxycholic acid, or generate molecules of
interest that can be seized in the hormones synthesis. For this, was used the
pontential of biotransformation for bile acids realized by fungus and bacterias that
are capable to perform specific modifications in the steroid structure, provide

multiple benefits that are translated into economy; time and work.

The evaluation of these microorganisms with the capacity of biotransform the bile
acids salts (sodium cholate and dehydrocholate) was carried out through thin layer
chromatography. Such technique allows identify the biotransformations performed
by microorganisms. Later we executed the technique of nuclear magnetic resonance,

to identify some products of biotransformation.

To conclude this research, was did the identification of the interest bacterias through
API tests (Analytical Profile Index).

Keywords: acid, bile, biotransformation, microorganism, steroid



INTRODUCCION

Uno de los &cidos biliares de mayor estudio y uso es el acido ursodesoxicolico,
extraido de la bilis de 0so, que ha sido utilizado desde hace mas de 3000 afios en la
medicina tradicional china, para el tratamiento de enfermedades hepaticas (Bensky,
Gamble, & Kaptchuck, 2011). En 1975 se comprobd la efectividad de este acido
como tratamiento para la disolucion de célculos biliares arenosos, con lo cual se hizo
necesario producirlo en mayores cantidades y a partir de otros &cidos biliares

mediante sintesis quimica (Kumar & Tandon, 2001).

La sintesis quimica del &cido ursodesoxicolico fue desarrollada durante los afios 50
por Hofman y Fieser, quienes inventaron una metodologia con un proceso que consta
de 5 pasos (esterificacion, acetilacion, oxidacion, hidrdlisis y reduccién) para la
obtencidn del acido quenodexosicolico y a partir de este, con un proceso que consta
de 4 pasos (esterificacion, acetilacién, oxidacion y reduccion), obtuvieron el acido
ursodesoxicolico (Fieser & Rajagopalan, 1950). De tal forma que para la obtencién
de los &cidos quenodesoxicolico y ursodesoxicdlico se requiere de un proceso largo,
complicado y peligroso debido a la naturaleza y toxicidad de los reactivos que se

utilizan.

Durante este proceso se eliminan grandes cantidades de toxicos, entre ellos el cromo,
hidréxido de sodio, disolventes organicos, entre otros, ademas también se realizan
procesos de purificacion que son necesarios para eliminar los subproductos que se
forman en cada etapa de reaccion. Todos estos procedimientos quimicos provocan un
alto grado de contaminacion ambiental, incrementan los costos de las empresas y

reducen el rendimiento de la produccion (Maldonado, 2013).

Por esta razén, en la actualidad la investigacion esta orientada hacia métodos de
sintesis mas ecoldgicos, menos peligrosos para los operarios de las empresas y mas
econdmicos. La biotransformacion es una alternativa que promete buenos resultados
ya que implica el uso de microorganismos no patdogenos que permiten modificar
compuestos organicos de una forma muy especifica. Por tal motivo es de mucho
interés seguir investigando nuevos microorganismos capaces de catalizar reacciones
en las moléculas esteroides, para generar nuevas moléculas con mejores propiedades

farmacologicas, mayor especificidad y que generen menores costos a las industrias.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Esteroides

1.1.1. Estructura esteroide

Lasser (2002) en su trabajo de esteroides topicos los define como: lipidos simples no
saponificables, en su mayoria de origen eucarionte, que derivan del ciclopentano
perhidrofenantreno. Su estructura la forman cuatro anillos de carbono
convencionalmente denominados A, B, C y D (IUPAC, 1989). Los esteroides se

diferencian entre si por el nimero y localizacion de los sustituyentes.

En los esteroides esta estructura basica se modifica por adicion de diversos grupos
funcionales, como carbonilos e hidroxilos (hidréfilos) o cadenas hidrocarbonadas
(hidrofobas). El nacleo esteroide es bastante rigido con una estructura practicamente
plana, que da una molécula anfipatica que se define como una estructura molecular
que contiene dos propiedades, una hidrofilica (afinidad por el agua) y otra
hidrofébica (rechazo del agua), lo que le confiere la capacidad para estar

parcialmente diluida en agua o en disolventes organicos (Lasser, 2002).

Figura 1. Estructura basica de nucleo esteroide

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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1.1.2. Colesterol

El colesterol es un esteroide que se encuentra comunmente en la naturaleza teniendo
gran relevancia en la biologia, medicina y quimica; como elemento estructural de las
membranas celulares de los animales, y es el precursor de las hormonas esteroides.
Se deriva de la molécula ciclopentanoperhidrofenantreno, una clase de lipido
terpenoide con un esqueleto de carbono practicamente plano y relativamente rigido,
formado por cuatro anillos aliciclicos condensados. Es un compuesto de caracter
hidréfobo y por consiguiente poco soluble en medios acuosos como el plasma. Se
puede encontrar libre o esterificado con acidos grasos, y ambas formas circulan en la
sangre unidas a diversas proteinas, constituyendo las lipoproteinas plasmaticas
(Garcia, Uhia, & Galan, 2012).

La alta solubilidad del colesterol en la sangre, se debe a la presencia de las
lipoproteinas plasmaticas (principalmente LDL que son lipoproteinas de baja
densidad y VLDL que son otro tipo de lipoproteinas de muy baja densidad) que
tienen la capacidad de fijar y por lo tanto solubilizar grandes cantidades de
colesterol (Flérez & Amado, 1997).

En la molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza polar constituida por el
grupo hidroxilo y una cola o porcion apolar formada por el carbociclo de nucleos
condensados Yy los sustituyentes alifaticos. Al igual que los otros lipidos, es bastante

soluble en disolventes apolares como el cloroformo (CCl,) (Véazquez, 2003).

Figura 2. Estructura plana del colesterol.

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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1.2. Acidos biliares

1.2.1. Los acidos biliares

Los acidos biliares son los productos finales mas importantes en el metabolismo del
colesterol. Derivan de un nudcleo de 24 atomos de carbono denominado &cido
colanico (Haslewood, 1967), ocupando por lo general las posiciones 3 y 7
hidroxiladas. Estos acidos se encuentran en la bilis, en los siguientes porcentajes:
37% de conjugados de colato, 33% de conjugados de quenodesoxicolato, 28% de
conjugados de desoxicolato, de 1 a 2% de conjugados de litocolato y el &cido
ursodesoxicolico se encuentra en trazas que representan menos del 1% (Ahmad,
Garg, & Johri, 1992).

Los principales acidos biliares en la bilis humana son el 4cido célico (3a, 7a, 12a-
trihidroxicolanico) y quenodesoxicélico (3 o, 7 a-dihidroxicolanico) (Hardison &
Proffit, 1977).

Figura 3. Estructuras del &cido cdélico y quenodesoxicolico

HaC..

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Las bacterias intestinales realizan biotransformaciones, que producen cambios en las
estructuras de los acidos biliares, asi el grupo hidroxi en C-7 es atacado por bacterias
anaerdbicas en el colon que eliminan el grupo hidroxilo para formar acidos biliares
7-desoxi (el término “desoxi” significa que el grupo hidroxilo se ha perdido). En este
proceso, el acido colico se convierte en acido desoxicolico. Del mismo modo,
mediante la 7-deshidroxilacién de acido quenodesoxicdlico, se forma un acido biliar
monohidroxilico que se denomina "&cido litocolico”. Los &cidos desoxicdlico y
litocolico son llamados "acidos biliares secundarios”, ya que se forman a partir de

acidos biliares primarios (Hofmann, 1989).



Figura 4. Estructura de &cido desoxicolico

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Figura 5. Estructura de &acido litocdlico
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Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Los é&cidos biliares gracias a su peculiar estructura tridimensional y sus
caracteristicas fisicoquimicas, han sido puntos de partida para la aparicion de nuevas
aplicaciones, diferentes de las tradicionales, en los campos de la biotecnologia,
quimica industrial entre otros. La presencia de uno, dos o tres grupos hidroxilo
genera pequefios cambios en las dimensiones moleculares de las diferentes sales
biliares, constituyendo asi una familia de las moléculas de forma y tamafio

practicamente idénticas (Nair & Kritchevsky, 1971).

Los acidos biliares que se utilizaron en la presente investigacion fueron el acido
dehidrocolico y el acido cdlico. A continuacién se realiza una breve descripcion de

cada uno de ellos.

1.2.1.1. Acido dehidrocélico

El &cido dehidrocdlico (Acido 3, 7,12-tricetocolanoico) es un acido biliar, formado

por la oxidacion del &cido cdlico (Sergio, Roberto, Piero, & Giacomo, 1986).



1.2.1.1.1. Aplicacion terapéutica

Tiene una excelente accion colerética que permite un aumento equilibrado del
volumen acuoso de la bilis, sin alterar el contenido de acidos biliares, haciéndola més
fluida y menos densa, lo que permite un féacil drenaje biliar y adecuada
emulsificacion de los lipidos y vitaminas liposolubles durante la digestion (Yousef,
Barnwell, Touchwebwe, Weber, & Roy, 1987).

El acido dehidrocdélico, ha mostrado ser hasta ahora el mas potente colerético en
cuanto al volumen de bilis secretada, aunque esta aumenta en liquido y no en

proporcion en solidos (Yousef, Barnwell, Touchwebwe, Weber, & Roy, 1987).

Figura 6. Estructura del &cido dehidrocolico

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

1.2.1.2. Acido colico

El &cido colico es un &cido biliar con consistencia blanca cristalina insoluble en agua,
con un punto de fusion de 200-201°C. El acido colico es uno de los
cuatro acidos que produce el higado sintetizado a partir colesterol. Es soluble
en alcohol y en acido acético. Forma un conjugado con el aminoacido taurina, dando

lugar a acido taurocdlico (Lippincott & Wilkins, 2007).
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1.2.1.2.1. Aplicacion terapéutica

El tratamiento con acido colico por via oral estimula la secrecion de bilis y favorece
el flujo normal de los acidos biliares en el proceso digestivo. Ademas favorece la
formacion de micelas de lipidos y vitaminas liposolubles en el intestino (Chiang,
2009).

Cuando se administra acido colico por via oral, este acido biliar primario se absorbe
y a traves de un proceso de retroalimentacion reduce la sintesis hepatica de acidos

biliares andomalos y de los metabolitos intermediarios hepatotdxicos (Chiang, 2009).

Figura 7. Estructura del &cido cdlico

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

1.2.2. Los &cidos biliares como principales componentes de la bilis

Entre los componentes de la bilis podemos encontrar: agua, sales biliares, bilirrubina,
colesterol, acidos biliares, lecitina, Na+, K+, Ca+, Cl- , HCO3-. Las sustancias mas
abundantes secretadas por la bilis son las sales biliares (que representan alrededor de
la mitad del total de sus solutos), pero también intervienen en cantidades
considerables la bilirrubina, colesterol, lecitina y electrolitos (Dietschy & Moore,
1964).



Tabla 1. Composicion de la bilis humana

Compuestos organicos Compuestos inorgéanicos
Organico Concentracion lones Concentracion
Acidos biliares 36 mmol Na+ 150 mmol
Lecitina 9 mmol K+ 4 mmol
Colesterol 2,5 mmol Cat+ 2 mmol
Bilirrubina 1,5 mmol Mg ++ 13 mmol
Proteinas 30 mg/100 ml Cl- 100 mmol
- - HCO3- 40 mmol

Fuente: Dietschy & Moore, 1964

1.2.3. Funciones fisioldgicas de los &cidos biliares

1) Eliminacion de colesterol.- Los acidos biliares eliminan el colesterol del cuerpo
mediante la conversién a acido biliar y por solubilizacién micelar de colesterol en la
bilis, lo que permite que el colesterol se mueva desde el hepatocito a la luz intestinal,
en Gltima instancia conduce a la eliminacién a través de la ruta fecal (Maldonado,
2013).

2) Transporte de lipidos en forma de micelas mixtas.- En el intestino delgado, los
acidos biliares promueven la absorcion de lipidos de la dieta mediante la
solubilizacion de estos y sus productos de digestion como micelas mixtas (Maitra,
Mukhopadhyay, Sarkar, Rao, & Indi, 2001).

3) Homeostasis del colesterol.- el colesterol es eliminado del organismo mediante la
conversion del mismo en &cidos biliares. Durante la circulacion enterohepatica las
sales biliares realizan un viaje ciclico desde el higado hasta el tracto gastrointestinal.
Durante esta circulacion solo un 5% de las sales biliares se pierde en el intestino. Si
en algin momento, el nivel de las sales biliares presentes aumenta (por ejemplo, por
la ingesta de comida) se produce una supresion de la sintesis de las sales biliares y
esto afecta a la ruta de eliminaciéon del colesterol (Mukhopadhyay, Maitra, Ira,
Krishnamoorthy, Schmidt, & Talmo, 2004).



Los &cidos biliares también solubilizan metales como el hierro y el calcio en el
duodeno, promoviendo su absorcion. Ademas intervienen en la absorcion de agua y
electrolitos por la mucosa colonica, y afectan a la motilidad del colon (Vlahcevic,
Heuman, & Hylemon, 1991).

1.2.4. La biosintesis de los acidos biliares

Los acidos biliares son los productos finales de la utilizacion del colesterol. De esta
manera, la sintesis de los acidos biliares constituye la principal via de catabolismo de

colesterol, esta sintesis se realiza en el higado (Hardison & Proffit, 1977).

Ahora bien, los acidos biliares primarios: el é&cido cdélico y el acido
guenodesoxicolico, por medio de la accion bacteriana, sufren 7-a-deshidroxilacion y
sus sales biliares resultantes son absorbidas por el higado. Para ser secretadas en la
bilis, las sales biliares necesitan conjugarse, propdésito para el que sirven dos
aminoacidos, la glicina y la taurina (Hardison & Proffit, 1977).

Por su parte los &cidos biliares secundarios se forman mediante la interaccion
bacteriana que consiste en la a-deshidroxilacién que transforma el &cido célico en
acido desoxicolico y el acido quenodesoxicolico en acido litocdlico (Cowen,
Korman, Hofman, Cass, & Coffin, 1975).

En contraste con el &cido desoxicolico; la sal biliar monohidroxilica (el acido
litocdlico) es muy insoluble, no forma micelas a temperatura corporal y se absorbe
mal en el intestino. Por tal motivo tendra lugar cierta desconjugacion bacteriana y
cierta desulfatacion del litocolato dando como resultado sulfatos hidrosolubles y
facilmente excretables, con esto el cuerpo se protege de una posible lesion (Cowen,
Korman, Hofman, Cass, & Coffin, 1975).

Otros cambios bacterianos son la 7 a- deshidrogenacion, que da lugar a 7 cetoacidos
biliares y probablemente la formacion de acido ursodesoxicolico, que es el epimero

7-B del acido quenodesoxicodlico (Hofman, 1976).

La cantidad total normal de sales biliares, incluidas tanto las primarias como las
secundarias, es de 2-4 g y existe equilibrio entre su sintesis a partir del colesterol, su
resorcion en el ileon terminal y el colon y su pérdida con las heces. En circunstancias

normales, una molécula de sal biliar circula entre el higado y el intestino a través de

9


http://themedicalbiochemistrypage.org/es/cholesterol-sp.php

la circulacion portal unas ocho veces al dia. La resorcion activa de las sales biliares
se produce en el ileon terminal, mientras que la pasiva puede ocurrir en todo el
intestino delgado y en el colon. En consecuencia, el organismo es capaz de conservar
con gran eficacia las sales biliares, y sélo se pierden 200-600 mg por dia por las
heces, cifra que representa aproximadamente el 15-20% de la cantidad total de
aquéllas y que se repone a diario mediante la “sintesis de novo” de sales biliares

primarias (Hofman, 1976).

1.2.5. Estructuray actividad de los acidos biliares

1.2.5.1. Estructura y funcion del nucleo esteroide

Una de las principales funciones de los acidos biliares es la formacion de micelas.
Las sales biliares contienen grupos hidrofilicos e hidrofobicos, y por esta razon
actian como detergentes. La capacidad solubilizadora de las sales biliares es
potenciada de modo considerable por los fosfolipidos. La asociacion de sales biliares,
fosfolipidos y colesterol en una sola molécula hidrosoluble se conoce como

solubilizacion micelar (Howell, Lucy, Pirola, & Bouchier, 1970).

Este fendmeno de las sales biliares ha sido ampliamente estudiado a lo largo de los
ultimos 30 afios y se puede evaluar a través de su valor de concentracion micelar
critica (CMC), que se refiere tanto a una propiedad intrinseca de los acidos biliares
en si y la cantidad de acido necesario para funcionar en la formacion espontanea y

dinamica de las micelas biliares (Yuzhuo, 2008).

Es posible medir el valor de la CMC mediante los valores de tension superficial,
solubilizacion de colorantes y en las medidas de la actividad por medio de electrodos
selectivos de los acidos biliares (Maldonado, 2013).

1.2.6. Patologias asociadas a los acidos biliares

1.2.6.1. Litiasis vesicular

La litiasis vesicular es una de las afecciones digestivas mas frecuentes, varia
ampliamente en todo el mundo, en los Estados Unidos aproximadamente el 10% de

la poblacién tiene una colelitiasis documentada, siendo principalmente de colesterol;
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en América latina la incidencia es igualmente alta 11%, incluyendo dentro de esta
estadistica a nuestro pais (Gutiérrez, 2005).

La litiasis biliar se clasifica segiin su composicion en:

Calculos de colesterol constituido en su mayoria por este pigmento son de superficies

rugosas, blancas, grandes (Trotman, Ostrow, & Soloway, 1974).

Célculos de tipo pigmentario, que tienen bajo contenido en colesterol y alto en
bilirrubinato de calcio, razén por la cual en su mayoria son radiopacos, pequefios, de

colores negros, multiples y pulidos (Trotman, Ostrow, & Soloway, 1974).

Célculos mixtos de colesterol y pigmentarios son los mas comunes en los Estados
Unidos y en los paises occidentales; tienen caracteristicas de los de tipo pigmentario
(Trotman, Ostrow, & Soloway, 1974).

1.2.6.2. Datos epidemioldgicos

Los datos de los diferentes estudios epidemioldgicos muestran moderada diferencia
en cuanto a la prevalencia de colelitiasis en diferentes poblaciones; estas diferencias

pueden ser a nivel genético, medioambiental, 0 ambas.

En el Ecuador se diagnostica alrededor de 35 mil pacientes por afio con esta
patologia; en general la colelitiasis es aproximadamente dos veces méas frecuente en
mujeres, y aproximadamente un 10% de la poblacion tiene colelitiasis. Muchos
estudios indican que la prevalencia de colelitiasis en mujeres con edades
comprendidas entre 20 y 55 afios varia de un 5% hasta un 20%, y en aquellas

mayores de 50 afios se estima en torno a 25-30% (Gutiérrez, 2005).

1.2.7. Tratamiento para los calculos

El tratamiento de los célculos biliares depende del conocimiento de la evolucion
natural de la enfermedad (Friedman, Raviola, & Fireman, 1989). En vista de que la
mayoria de las personas presentan célculos asintomaticos y pueden permanecer asi
de forma indefinida, el principal tratamiento de los célculos es expectante. Se pueden
usar tratamientos quirdrgicos y no quirurgicos (Ransohoff, Gracie, & Wolfenson,
1983).
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1.2.7.1. Tratamiento quirdrgico

Colecistectomia laparoscopica.- este método ha sido utilizado en el tratamiento para
calculos sintomaticos; consiste en la extirpacion de la vesicula con los célculos, esto

elimina la enfermedad y previene las recurrencias (Lezoche, 2000).

Colecistectomia abierta.- cuando existen sospechas de cancer en la vesicula o el
hallazgo de adherencias densas alrededor de la vesicula pueden llevar al cirujano a
efectuar este tipo de intervencion quirargica (Lezoche, 2000).

1.2.7.2. Tratamiento no quirdrgico

Acido ursodesoxicolico (UDCA).- Los &cidos biliares por via oral pueden producir la
disolucion de los célculos de colesterol. EI UDCA reduce la secrecion biliar de
colesterol mediante su efecto inhibidor sobre la absorcién intestinal de colesterol. El
colesterol queda dispersado de forma eficaz en la bilis en forma de vesiculas, lo que

evita y corrige su cristalizacion (Habib, 2001).

Litotripsia extracorpdrea.- Es una opcion no quirdrgica complementaria con ondas de
choque, el objetivo de este método es producir fragmentos muy pequefios que sean
susceptibles de ser disueltos con &cidos biliares orales, este método es ideal para
personas que poseen pocos calculos (Habib, 2001).

1.2.8. Aplicaciones en la industria farmacéutica

Antes del auge de la modificacion de las sales biliares, que tuvo lugar
fundamentalmente a principios de los noventa, ya estaba ampliamente implantado el
uso de los &cidos biliares naturales en el tratamiento de enfermedades intestinales
(Kumar & Tandon, 2001).

A modo de ejemplo, el acido ursodesoxicalico inicio su camino como agente clinico
a principios de los ochenta (Kowdley, 2000), por tener importantes aplicaciones
farmacéuticas relacionadas con la capacidad para solubilizar los célculos biliares,

disminuyendo la necesidad de la intervencion quirurgica (Carey & Small, 1972).

Es asi que el acido ursodesoxicélico sustituyé al acido quenodesoxicélico en la

disolucién de céalculos de colesterol dada su eficacia y menores efectos secundarios
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como: el aumento de transaminansas y fiebre alta (Pedrini, Medici, & Bianchini,
1999).

Este acido biliar era extraido de la bilis de 0sos pertenecientes a la familia Ursidae,
de ahi deriva su nombre “acido ursodesoxicolico”, donde estd en mayores cantidades
que en otros mamiferos, con el transcurso de los afios aumento6 la demanda de bilis
de este animal para extraer acido ursodesoxicoélico (Bensky, Gamble, & Kaptchuck,
2011), razon por la cual se buscaron procesos de sintesis, que permiten obtener el
acido ursodesoxicélico a partir de otros &cidos biliares como: el &cido célico y
dehidrocdlico.

El principal sustrato de partida para la sintesis de acido ursodesoxicolico, es el &cido
cblico, pero este no se encuentra libre y para ello se tiene que realizar un
procedimiento complejo que empieza con la hidroélisis para liberar los &cidos biliares
que estan conjugados con los aminoacidos: taurina y glicina. Esta reaccion requiere
el uso de grandes cantidades de NaOH vy altas temperaturas (120 °C) durante

periodos muy largos (8-12 horas) (figura 8) (Maldonado, 2013).

Figura 8. Hidrdlisis alcalina para liberar acidos biliares.
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CONJUGADO

Fuente: Maldonado, 2013

Para la sintesis quimica de acido ursodesoxicllico a partir de acido
guenodesoxicolico se ha desarollado una metodologia que consta de cinco pasos
(Fieser & Rajagopalan, 1950) (figura 9).

1) La esterificacion con metanol y la posterior formacion de metilcolato;

2) La acetilacion regioselectiva con piridina y anhidrido acético de los grupos

hidroxilo en la posicion C-3 y C-7 (proteccidn de grupos funcionales);
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3) Oxidacion en C-12 con CrO3;
4) La hidrdlisis de metilo y acetilo;
5) Reduccion de Wolff-Kishner para obtener el 4cido quenodesoxicélico.

Figura 9. Sintesis quimica de acido ursodesoxicolico a partir de acido

qguenodesoxicolico.
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Fuente: Maldonado, 2013

Comenzando por el acido quenodesoxicOlico es posible obtener el acido

ursodesoxicolico por medio de la inversion selectiva del oxidrilo en la posicién C-7.

Esta conversion (figura 10) requiere una serie de reacciones similares a las

anteriores:
1) La esterificacion con metanol y formacion de metilcolato;

2) La acetilacion regioselectiva con piridina y anhidrido acético del oxidrilo en la

posicion C-3;
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3) La oxidacion en C-7 con CrO3;
4) Reduccion del grupo cetona estereoselectiva en C-7 con Na.

Figura 10. Obtencidn de &cido ursodesoxicolico a partir de acido

guenodesoxicolico
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— OH

Fuente: Maldonado, 2013

Al haber descrito la sintesis organica para la obtencion de los 4&cidos
quenodesoxicolico y ursodesoxicolico a partir de taurinatos y glicinatos de &cido
colico, se puede concluir que es un proceso largo, complicado y peligroso, debido a
la naturaleza y la toxicidad de los reactivos utilizados y procesos de purificacion
necesarios para eliminar los subproductos que se forman en cada etapa de reaccion
(Maldonado, 2013).

Por estos motivos, en la actualidad, la investigacién se orienta hacia métodos de

sintesis menos costosos, ecoldgicos y seguros para los operadores.
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Una de las opciones constituye las biotransformaciones, que han sido exitosamente
utilizadas para mejorar la selectividad y para reducir la serie de procedimientos

necesarios para la obtencion de los acidos quenodesoxicolico o ursodesoxicélico.

De tal manera que utilizando la capacidad de los microorganismos para modificar las
moléculas esteroides, ademas de las ventajas ya mencionadas también podemos
aprovechar los productos de desecho, que se generan durante la sintesis quimica,

entre ellos los &cidos biliares como el &cido dehidrocélico y colico.

1.3. La biotransformacion

Las biotransformaciones implican el uso de microorganismos que a lo largo de la
historia, han demostrado tener la capacidad para modificar quimicamente una amplia
variedad de compuestos organicos de una forma muy especifica. Por ejemplo,
algunas vitaminas, antibioticos, aminoécidos y hormonas esteroides se obtienen

mediante procesos de biotransformacion (Bartolini, Medici, & Poli, 1997).

El uso de las biotransformaciones puede considerarse un complemento racional a la
sintesis organica debido a que presentan numerosas ventajas comparativas con

respecto a los procesos quimicos. A continuacion se mencionan algunas de ellas:

-La sintesis de las moléculas de esteroides complejos requiere de reacciones muy
especificas, y la utilizacion de microorganismos debe permitir la realizacién de

reacciones de alta regio y estereoselectividad.

-Los microorganismos utilizados para la biotransformacién, pueden emplearse para

atacar posiciones de las moléculas que no son afectadas por métodos quimicos.

-La biotransformacion mediante microorganismos se considera un método mas
eficiente por reducir costos, procedimientos y amigable con el medio ambiente
(Jaeger & Eggert, 2004).

1.3.1. Los biocatalizadores

Los biocatalizadores que se emplean en las biotransformaciones son

microorganismos, por lo tanto uno de los principales objetivos de la biotecnologia es
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la basqueda de cepas bacterianas y flngicas que contengan enzimas que puedan ser

capaces de realizar las bioconversiones de manera mas rapida, especifica y rentable.

Asi, al disefiar un proceso de biotransformacion es necesario elegir el uso de enzimas

aisladas o células enteras (Carvalho & Fonseca, 2006). A continuacion se mencionan

las ventajas y desventajas de cada uno de ellos.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de la utilizacion de células enteras

Sistema

catalitico

Ventajas

Desventajas

Células

enteras

No es necesario el agregado ni
reciclado de cofactores, ni de

coenzimas, ni de co-sustratos.

Equipamiento mas complejo y caro.

Las colecciones de organismos
disponibles son mucho mas
numerosas que las enzimas aisladas

comercialmente accesibles.

Complejidad de procesos de
purificacion.

Muchas enzimas activas en su
ambiente celular no pueden ser
aisladas, caracterizadas y mucho
menos producidas a niveles

comerciales.

Necesidad de manejar mayores

volumenes.

Facilidad de trabajo.

Mantenimiento de cepas puras por
largo tiempo para evitar
contaminaciones o detectar

mutaciones en el microorganismo.

Su uso es una tecnologia amigable

con el medio ambiente.

Se necesita que el o los analistas
tengan mucha experiencia en este

tipo de trabajos.

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de la utilizacion de enzimas aisladas

Sistema catalitico Ventajas Desventajas
Catalizadores eficientes. La naturaleza provee de
Enzimas aisladas enzimas en una sola forma

enantiomérica.

Exhiben amplia tolerancia de Las enzimas requieren
sustrato. pardmetros operacionales que

varian en un estrecho rango.

Funcionan bajo las mismas o| Las enzimas muestran su
similares condiciones. mayor actividad biocatalitica
en H,0.

Pueden catalizar un amplio | Muchas enzimas necesitan

espectro de reacciones. cofactores.

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

1.3.2. Aspectos técnicos de las biotransformaciones

Requisitos para un proceso biotransformativo:

- El cultivo de microorganismos debe contener las enzimas necesarias para la

transformacion del precursor al producto.

- El cultivo debe tolerar la adicion de precursores (sales de acidos biliares) y el
aparecimiento del producto de la biotransformacién. En algunos casos, la
consecucion de una determinada concentracion del producto, corre el riesgo de tener

efectos negativos o, peor aun, efectos toxicos contra el cultivo.

- El metabolito obtenido tiene que ser el producto de la biotransformacion de las

sales biliares por medio de los microorganismos y no del medio de cultivo.

- EI microorganismo puede tener un metabolismo muy rapido que no deja que se
almacene el producto, en este caso se deben utilizar otras estrategias que consisten

basicamente en la adicion de una mayor cantidad de sal biliar, para de esta forma
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sobresaturarlo y observar cada determinado tiempo lo que sucede (Steck &
Constabel, 1974).

Otro aspecto importante de un proceso biotransformativo es la eleccion de los

biocatalizadores a continuacion se detallan.

1.3.3. Biocatalizadores

Los principales tipos de biocatalizadores conocidos son:

» Ceélulas en suspension: La primera etapa de este método consiste en permitir
el crecimiento abundante en un medio de cultivo especial, llamado de
crecimiento. Después estas células se separan por centrifugacion o filtracion
para incorporarlas a un segundo medio, el de bioconversion, que no contiene

los precursores (Fransen & Walton, 1999).

» Esporas: Si se utiliza un hongo como un vector biotransformativo, las
esporas aisladas de micelio se utilizan como biocatalizador porque poseen
enzimas importantes tanto durante la fase vegetativa como durante la

germinacién (Fransen & Walton, 1999).

» Células inmovilizadas: se refiere a células fisicamente confinadas o
localizadas en una cierta region definida en el espacio, reteniendo sus
propiedades y actividades cataliticas. Asimismo, dependiendo del tipo de
inmovilizacion las células pueden ser inmovilizadas de forma permanente o
temporal para ser utilizadas repetida y continuamente en diversos procesos
quimicos. Por razones técnicas y econémicas la mayoria de los procesos
quimicos catalizados por celulas, requieren su reutilizacion o el continuo uso
de biocatalizadores durante largos periodos de tiempo. Bajo esta perspectiva,
la inmovilizacion deberia ser definida como una técnica capaz de reutilizar o

dar uso continuo a biocatalizadores y células (Bardy & Koutinas, 1994).
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» Preparados enzimaticos: al sustrato se le afiaden enzimas. Una condicion
indispensable para recurrir a este método es que la enzima debe separarse y
purificarse con cierta facilidad, o bien estar disponible en forma comercial. El
uso de estas enzimas puede ser en su forma libre o inmovilizada sobre
soportes poliméricos. Se utilizan para evitar reacciones indeseadas como la
degradacion de productos y permiten incrementar la velocidad de reaccion.

Ademas admiten la especificidad de sustrato (Bardy & Koutinas, 1994).

1.3.4. Reacciones quimicas que intervienen en las transformaciones microbianas

Como se menciond anteriormente, el interés de esta investigacion es encontrar
microorganismos que sean capaces de realizar la conversion de los acidos biliares
presentes en la bilis de especies bovina y porcina (por ejemplo &cido célico y &cido
dehidrocolico) en acido quenodesoxicdlico y acido ursodesoxicdlico. Las reacciones
que permiten estas transformaciones son las de epimerizacion, oxidacion, reduccion,

hidroxilacion y la deshidroxilacion. A continuacion se detallan cada una de ellas.

1.3.4.1. Epimerizacion

Entre las transformaciones realizadas por microorganismos en los acidos biliares, la
epimerizacion de las funciones hidroxilo se ha estudiado particularmente en relacién
con la preparacion de acido ursodesoxicoélico. La epimerizacién de los grupos hidroxi
en C3, C7, y con menor frecuencia, en C.p; representa uno de los mecanismos mas
comunes para metabolizar &cidos biliares. Esta reaccion es una inversion de la
estereoquimica en el sitio especifico de carbono, sin ningin cambio en el estado de
oxidacion, que puede ocurrir a través de dos mecanismos. El primero es el mas
comun y consiste en la oxidacion de la funcion hidroxilo con formacion de un ceto-
derivado y una posterior reduccion. Mientras que para la epimerizacion del C3 se
reporta un mecanismo que consiste en una deshidratacién, con formacion de un

alqueno y sucesiva rehidratacion (Fedorowski, Salen, Tint, & Mosbach, 1979).

La epimerizacién del hidroxilo en C7, constituye un paso clave para la sintesis de
acido ursodesoxicolico y se realiza por el mecanismo 6xido-reductor teniendo como

intermediario el acido 7-cetolitocdlico, o por deshidroxilacion con formacion de
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acido litocolico y siguiente B-hidroxilacion (Aragozzini, Canzi, Ferrari, Maconi, &
Sidjimov, 1985).

Figura 11. Mecanismos propuestos para la reaccion de epimerizacion en C-3 de

acido quenodesoxicdlico.

Hy [

Hy

Fuente: Medici, Bartolini, & Poli, 1997

1.3.4.2. Oxidacion

Esta reaccion esta estrictamente relacionada con la reduccion, se caracterizan por un
cambio en el estado de oxidacion y generalmente ocurren a través de una expulsion
formal o insercién de H, es decir el mecanismo de deshidratacion-rehidratacion. Las
reacciones de oxidacion mas estudiadas para sintetizar acido ursodesoxicélico, son
las que implican la posicion del C7 y C12 y conducen a compuestos claves, tales
como el acido cetolitocdlico y 7-12-cetoquenodesoxicélico (Chinaglia, Dean,
Giovannini, Medici, Pedrini, & Poli, 1999).
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Figura 12. Reacciones de oxidacion y reduccion.

oxidacidn

reduccidn

Fuente: Medici, Bartolini, & Poli, 1997

1.3.4.3. Reduccién

Esta es una de las reacciones de mayor interés, ya que permite la conversion de acido
dehidrocélico (DHCA) a 12-cetoquenodesoxicolico a través del &cido 7,12-
dicetolitocolico como un intermediario. Se han encontrado dos tipos de bacterias
capaces de realizar esta transformacion, identificadas como Brevibacterium fuscum y
Lactobacillus xylosus. Este producto de la conversion fue obtenido con un
rendimiento del 50 %. La bioconversion en presencia de Lactobacillus xilosus se ha
optimizado produciéndola en un fermentador continuo de dos etapas mediante el
ajuste del pH y la tasa de dilucion, obteniendo un rendimiento del 55% (Sawada,
Kinoshita, & Taguchi, 1981).

Figura 13. Reduccidn de acido dehidrocolico a 12-cetoquenodesoxicélico

Reduccign

: "OH
DHCA HO 12KCDCA

Fuente: Medici, Bartolini, & Poli, 1997

1.3.4.4. Hidroxilaciones

Esta reaccion ocurre a través de la sustituciéon de un hidrégeno con un grupo hidroxi
0 viceversa, y se caracteriza por un cambio en el estado de oxidacion reactivo-
producto. En la literatura se reporta un hongo denominado Fusarium equiseti aislado
del suelo que es capaz realizar la transformacién de LCA a AUDC en un solo paso
(Sun & Fa, 1995), como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Reacciones de hidroxilacion y deshidroxilacion.

LCA UDCA

hidroxilacian
—_—

COOH
- —
deshidroxilacian

-

HO

HO"
Fuente: Medici, Bartolini, & Poli, 1997

1.3.4.5. Deshidroxilacién

La 7a-deshidroxilacion primaria de CA y CDCA para producir los correspondientes
acidos biliares secundarios, &cido desoxicolico y &cido litocolico, se considera una de
las biotransformaciones mas importantes de esta clase de compuestos, siempre vista
en perspectiva de una hidroxilacion posterior que conduce a epimerizacion de la
posicién C-7. En la literatura se han reportado unas pocas cepas que podrian
deshidroxilar el CA en la posicion C — 7, en particular esta actividad se observo en
Bacteroides , Veillonella, Clostridium, y en muchas cepas de Streptococcus faecalis
y Staphylococcus (Hill & Drasar, 1968).

1.4. Técnicas metodoldgicas

1.4.1. Andlisis de cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia se define como la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucion entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la
otra una fase movil. Varios tipos de cromatografia son posibles, dependiendo la
naturaleza de las dos fases involucradas: sélido-liquido (capa fina, papel o columna),
liquido-liquido y gases-liquido (fase vapor) (Douglas, Skoog, Stanley, Crouch, &
James, 2008).

Todas las técnicas cromatograficas dependen de la distribucion de los componentes
de la mezcla entre dos fases inmiscibles: una fase movil, que transporta las sustancias
que se separan y que progresa en relacion con la otra, denominada fase estacionaria.
La fase movil puede ser un liquido o un gas, mientras que la estacionaria puede ser

un sélido o un liguido. Todos los sélidos finamente pulverizados tienen el poder de
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adsorber en mayor o menor grado otras sustancias sobre su superficie; v,
similarmente, todas las sustancias pueden ser adsorbidas, unas con més facilidad que
otras. Este fendbmeno de adsorcion selectiva es el principio fundamental de la

cromatografia (Douglas, Skoog, Stanley, Crouch, & James, 2008).

1.4.2. Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN), puede ser considerada como una
herramienta que permite obtener una gran cantidad de informacion sobre la
estructura molecular y estereoquimica en un tiempo asequible. La técnica tiene

aplicaciones en todas las areas de la Quimica, Farmacéutica, Biologia, entre otras.

La RMN es una espectroscopia de absorcion que tiene como fundamento la
absorcion de energia (radiofrecuencias) por un nucleo magnéticamente activo,
orientado en el seno de un campo magnético, y que por efecto de esa energia cambia
su orientacion. Las partes fundamentales de un espectrometro de RMN son: un iman;
una bobina superconductora que suministra el campo magnético principal; un
oscilador de radiofrecuencias que suministra la energia necesaria para cambiar la
orientacion de los ndcleos; una bobina detectora que recibe las sefiales y un sistema
informatizado que gobierna todo el aparato y que incluye un sistema de

amplificacion y registro (Barnes & Kirk, 1988).

Los espectros mas comunes son representaciones de la intensidad de absorcién frente
a la frecuencia de resonancia (generalmente a través del parametro 8) y presentan
sefiales cuya posicion, forma y tamafio estan intimamente relacionadas con la
estructura molecular. El andlisis detallado de estos espectros proporciona valiosa
informacién estructural y estereoquimica. Espectros bidimensionales permiten
relaciones entre distintos ndcleos o distintas magnitudes del mismo nucleo (Barnes
& Kirk, 1988).

1.4.3. Identificacién del género de los microorganismos

1.4.3.1. Principio de las pruebas bioquimicas de identificacion de las bacterias

El sistema Microgen GN-ID comprende dos tiras de ensayo de micropocillos

separadas (GNA y GNB). Cada tira de prueba tiene 12 sustratos bioquimicos
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estandarizados, que han sido seleccionados en funcion de andlisis informéatico muy
extenso de la base de datos publicados, para la identificacion de la familia
Enterobacteriaceae y los microorganismos Gram negativos, oxidasa positivos y
negativos no exigentes mas comunes. Los sustratos deshidratados en cada pocillo se
reconstituyen con una solucion salina del organismo a identificar. Si los sustratos son
metabolizados por el organismo, se observa un cambio de color durante la
incubacion o despues de la adicion de los reactivos especificos. La permutacion de
los sustratos metabolizados se puede interpretar mediante el Software Microgen

(MID-60) para identificar el organismo de prueba.

Las tiras de GN A han sido disefiadas para la identificacion de fermentadores de
glucosa oxidasa negativos, nitrato positivos que incluyen los géneros mas comunes
de la familia Enterobacteriaceae. El kit se ha disefiado solo para uso profesional.
Este sistema de identificacion tiene un porcentaje de efectividad del 99% (Microgen
Bioproducts Ltd, 2004).

1.5. Descripcion de los medios de cultivo

El caldo de cultivo Plate Count Broth (PCB) es un medio de uso general no selectivo
para determinar los recuentos bacterianos a partir de muestras de aguas, alimentos y
otros. Es un medio minimo que favorece el crecimiento solo de bacterias que sirven
para evaluar la sensibilidad del microorganismo ante el caldo de cultivo. (Neogen
Corporation, 2010).

El caldo de cultivo Sabouraud Dextrosa Broth (SDB) se utiliza para el cultivo de
hongos y levaduras patdgenas y comensales. La alta concentracion de dextrosa y pH
acido de las formulas permite la selectividad de los hongos, también se utiliza para la
determinacion de la actividad fungistatica en la industria farmacéutica, alimentos,
bebidas, y de cosméticos (BD, 2009).
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1.6. Objetivos

1.6.1. General:

e Evaluar la capacidad de biotransformacion de las sales de acidos biliares
colato y dehidrocolato de sodio, mediante microorganismos obtenidos en
areas de faenamiento de ganado bovino y porcino.

1.6.2. Especificos:

e Seleccionar los microorganismos capaces de biotransformar las sales de
acidos biliares: colato y dehidrocolato de sodio, mediante cromatografia en
capa fina.

e Identificar microorganismos de interés mediante tincion de Gram vy test de

pruebas bioquimicas.

e Identificar algunos de los metabolitos resultantes de la biotransformacién

mediante técnicas de resonancia magnética nuclear.

1.7. Hipdtesis

1.7.1. Hipotesis alternativa

e Al menos uno de los microrganismos biotransforman las sales de &cidos

biliares (dehidrocolato y colato de sodio).

1.6.2. Hipdtesis nula

e Los microrganismos no biotransforman las sales de acidos biliares
(dehidrocolato y colato de sodio) en metabolitos secundarios que puedan ser

de interés.
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CAPITULOII.

MATERIALES, METODOS Y EQUIPOS

2.1. Fase de muestreo y analisis

En la presente investigacion fue necesario determinar las zonas de muestreo que
brindaban mejores posibilidades, para la obtencion microorganismos con alta
capacidad de biotransformacion. Para delimitarlas se tomo en cuenta los siguientes

aspectos:

e Ubicacion de la zona de muestreo: la zona a muestrear tenia que estar cerca
del Centro de Investigacion y Valoracion de la Biodiversidad (CIVABI), ya
que los microorganismos debian ser mantenidos a una temperatura adecuada
para su preservacion.

e Manejo de los residuos: Las zonas a muestrear tenian que ser de preferencia
lugares contaminados, en donde no se realizan controles estrictos de higiene y
ambientales, con el objeto de favorecer el muestreo de microorganismos que
tengan la capacidad de habitar en estos lugares, que podrian ser capaces de
realizar la biotransformacion de las sales de acidos biliares: colato y

dehidrocolato de sodio.

En funcion de las condiciones previamente planteadas, se escogieron los camales de
Latacunga y Cayambe que presentaban las mejores caracteristicas para realizar el

muestreo.

2.1.1. Delimitacion de lugares de estudio

El Camal Municipal de Latacunga (Provincia de Cotopaxi) se encuentra ubicado a
89 Km de la ciudad de Quito, las muestras fueron tomadas durante el mes de
Octubre de 2010, mientras que el Camal Municipal de Cayambe (Provincia de
Pichincha) se encuentra ubicado a 78 Km de la Ciudad de Quito, la toma de muestras

se realizaron durante el mes de Diciembre del 2010.
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2.1.2. Materiales y método para el muestreo en los lugares de faenamiento

2.1.2.1. Materiales

- Autoclave marca Phoenix luferco, modelo AV-50

- Shaker marca New Brunswick Scientific modelo Excella E24
- Placas de silica gel 60F254 marca Merck

- Centrifugadora marca Hermle, modelo Z400

- Rota vapor marca Tecnal modelo TE-210

2.1.2.2. Camal Municipal de Latacunga

Se definieron las siguientes areas de muestreo:

Al — Cubiculo para la recoleccion de cabezas, patas y piel. Una habitacién con
paredes cubierta con baldosas blancas y suelo de marmol, ubicada junto al area

inicial de la cadena de transporte animal.

A2 - Zona de procesamiento de las visceras: en este lugar se realiz6 el muestreo de
los recipientes de plastico con el contenido del estémago, mesa de recepcion de las

visceras, piso y paredes.

A3 - Area de corte del ganado: en esta area las muestras fueron tomadas en el canal
de agua: estos canales, recorren internamente el area de procesamiento y recoleccion

de visceras.

Zona exterior: las muestras fueron tomadas de la fosa exterior que recoge el agua que
sale del matadero, las cuales son recogidas en un pozo, que posteriormente se

descarga al rio.

Para la asignacion del codigo se hizo un diagrama del camal en los lugares donde se

tomaron las muestras, que se encuentra disponible en el Anexo 1.

2.1.2.3. Camal Municipal de Cayambe

Se definieron las siguientes areas de muestreo:

Al — Cubiculo para la recoleccion de cabezas, patas y piel. Una habitacion con
paredes cubierta con baldosas blancas y suelo de marmol, ubicada junto al area

inicial de la cadena de transporte animal.
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A2- Zona de recoleccion de visceras.
A3- Canales de agua internos de la planta.

A4- Zonas externas alrededor del camal: muestra de la fosa exterior que recoge el

agua que sale del pozo de descarga.

2.1.3. Procedimiento de recoleccion de muestras y aislamiento de bacterias

Para la toma de muestras se prepararon tubos de ensayos estériles, con 5 ml de

solucion fisiologica con un hisopo de algodon en cada tubo.

El muestreo se realiza dando prioridad a las zonas del camal en donde se encuentran
las visceras, en especial la vesicula biliar, que al ser lugares no estériles favorecen la
presencia de microorganismos que pueden tener la capacidad para biotransformar

estructuras esteroides.

Para la toma de las muestras, se pasa un hisopo estéril de algodon por la superficie y
luego se coloca el hisopo con la muestra dentro de la solucion fisioldgica, hasta que

este sumergido por completo y se cierra el tubo.

Las muestras tomadas en el Camal Municipal de Latacunga fueron transportadas
hacia la ciudad de Quito (89 km al norte de Latacunga) en un cooler, manteniéndolas
a una temperatura de 4 °C, en similares condiciones se trasladaron las muestras

tomadas en el Camal Municipal de Cayambe.

Luego las muestras son llevadas a los laboratorios del Centro de Investigacion y
Valoracién de la Biodiversidad (CIVABI) de la Universidad Politécnica Salesiana,

en donde se las mantiene en refrigeracion a una temperatura de 0 °C.

Posteriormente se realizé una serie de diluciones seleccionando la dilucién 10  por
ser la que permite aislar los microorganismos, a continuacion se siembran las
bacterias en cajas Petri en la camara de flujo laminar, en el medio Plate Count Agar
(PCA) Difco, al que se le anadieron sales de acidos biliares, en concentracion de 5 g/l
para aislar sélo aquellas bacterias que pueden crecer en medios que contienen sales

de &cidos biliares.

Después de 24 horas de crecimiento a 30 °C, las bacterias aisladas se siembran en
nuevas cajas Petri que contienen el mismo medio (pero sin la sal de &cido biliar),

hasta el aislamiento de las cepas.
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Para los hongos de igual manera se realiza un serie de diluciones escogiendo la
dilucion 10 por ser la mejor para el aislamiento de los microorganismos,
posteriormente se siembran en cajas Petri, que contienen agar dextrosa Sabouraud
(Difco) mas 0.1g/l de concentracion de cloranfenicol, para evitar el crecimiento de
bacterias y contaminacién cruzada de otros microorganismos que no sean hongos y
se afiaden las sales de &cidos biliares en concentracion de 5 g/l, para aislar solo

aquellos hongos que crezcan en estas condiciones.

Después de 7 dias de incubacién a temperatura ambiente en las cajas Petri se
analizan los hongos aislados y se realizan las resiembras necesarias en las nuevas

cajas hasta el aislamiento de las cepas.

Para la toma de muestras en Cayambe se siguié la misma metodologia antes descrita.

Y el diagrama de las instalaciones se encuentra en el anexo 2.

2.2. Screening de la capacidad de biotransformacion de los microorganismos
mediante la técnica de cromatografia en capa fina (TLC)

Se preparan erlenmeyers con 10 ml del medio de cultivo Plate Count Broth (PCB),
los cuales se esterilizan en el autoclave a 121 °C por 15 minutos, a 1 atmosfera de
presion. En la cdmara de flujo laminar, se siembran las cepas anteriormente aisladas

en el medio de cultivo preparado, cuando esta a temperatura ambiente.

Los in6culos asi obtenidos se mantienen en agitacion entre 100-120 rpm, durante 48
horas a 30 °C en el shaker, con el fin de que las bacterias crezcan adecuadamente y

para tener una produccion de biomasa homogénea.

Luego se administran a las 48 horas los acidos biliares como una solucion acuosa de
su sal: colato y dehidrocolato de sodio (0,1 ml de solucion al 10% peso/volumen),
usando de manera independiente cada sal biliar en los medios antes preparados.
Dejando el cultivo en agitacion por 24 horas en las mismas condiciones

anteriormente citadas.

Después de las 24 horas de haber adicionado las sales de acidos biliares: colato y
dehidrocolato de sodio, se toma una muestra de 200ul. Posteriormente se ponen las
muestras en un tubo eppendorf independiente, afiadiendo 200ul de acido clorhidrico

0.1 Molar, para protonar la sal de acido biliar y asi liberar el acido biliar,
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consecutivamente se afiade 200ul de acetato de etilo para extraer el acido biliar més
los productos de biotransformacion, seguidamente se recupera la fase de acetato de
etilo que contiene el producto de la biotransformacion y se realiza cromatografia en
capa fina (TLC) usando placas de silica gel. La fase movil que se emplea en la
cromatografia es una combinacion de solventes como: acetato de etilo, hexano, acido

acético glacial, en funcién de polaridad de las muestras obtenidas.

En seguida se corta la placa de cromatografia sefialando con un lapiz (2cm del borde
inferior de la placa), el lugar en donde se colocara el estdndar y las muestras
respectivamente, y se procede a sembrar el estdndar en el lugar designado con un
capilar de dos a tres veces lavandolo con acetato de etilo al finalizar, a continuacion
se siembran las muestras aproximadamente 4 veces en cada sitio asignado, lavando el
capilar con acetato de etilo al cambiar de muestra. Después se coloca la placa en la
fase movil escogida, para que la misma corra hasta 1cm antes del borde superior de
la placa cromatografica.

Inmediatamente secar la placa con la ayuda de calor y con el nebulizador rociarla en
la sorbona con una solucién que contiene &cido fosfomolibdico (H3Mo01,040P), &cido
sulfarico y é&cido acético en proporciones 2.5:2.5:5 para después calentarla

(aproximadamente a 120 °C) con el fin de hacer visibles los productos de la reaccion.

Repetir la técnica antes descrita a las 24, 48 y 72 horas, dependiendo del proceso de
biotransformacion, luego de haber administrado la sal de acido biliar.

En el caso de los hongos se tiene que continuar con la misma metodologia detallada

anteriormente para las bacterias pero con las siguientes modificaciones:

Se preparan 20 ml de Sabouraud Dextrose Broth (SDB), manteniendo la misma
concentracion de sal de acido biliar que se usé con las bacterias y el monitoreo del

proceso de biotransformacion se realiza hasta las 144 horas.

2.3. Eleccion de microorganismos con capacidad para biotransformar las sales

de acidos biliares (colato y dehidrocolato de sodio)

Una vez realizado el screening microbioldgico, se toman las cepas de interés en las

cuales se evidencia biotransformacién. A continuacion se detallan las bacterias que
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fueron escogidas para realizar el escalamiento de cultivo, para la resonancia

magnética nuclear.

Las bacterias escogidas para la sal de acido biliar dehidrocolato de sodio fueron: MM
B30, MM B42, MM B25, MM B37 y para la sal de &cido biliar colato de sodio: MM
B26, MM B35, MM B37, MM B54, MM B27.

2.4. Escalamiento de cultivo de bacterias y hongos

De los microorganismos anteriormente elegidos, que presentan una capacidad
biotransformativa interesante, se hace el escalamiento de cultivo a fin de obtener una
mayor cantidad de muestra y poder apreciar los productos de biotransformacion en

las pruebas cromatograficas (TLC) y espectroscopicas.

Para ello se siembran en 10 ml de medio de cultivo PCB, las bacterias de interées, con
agitacion a 30 °C, durante 48 horas, tiempo en el cual los microorganismos llegan a

su fase estacionaria.

Luego de 48 horas de incubacion, se transfieren en condiciones de esterilidad el
volumen total del in6culo a 100 ml de PCB y se deja en agitacion durante 72 horas
en el shaker, para obtener una mayor cantidad de biomasa en la que se encuentran

los productos de biotransformacion, que se van a evaluar.

Luego de 72 horas, se administran 200 mg de la sal de &cido biliar y transcurridas las
24 horas, se inicia el seguimiento del proceso de biotransformacion, mediante la

técnica de TLC antes descrita.

La metodologia aplicada para la extraccion de los productos de biotransformacién se
fundamenta en los mismos principios de extraccién de la fase de screening, pero se
deben tomar ciertas consideraciones en funcion del mayor volumen en el que se
trabaja. La separacion de los microorganismos se realiza en una centrifuga a 3500
rpm durante 25 minutos, obteniendo un liquido sobrenadante que es colocado en un
embudo de separacién, al que se le afiade 1ml de HCI, para obtener un pH &cido (0-
4), posteriormente se afiaden 150 ml de acetato de etilo y se agita el embudo de
separacion aproximadamente 80 veces, sacando el aire periodicamente, luego se deja

en reposo para observar la separacion de las dos fases.
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Al haberse separado las dos fases, se coloca la fase acuosa en un recipiente de vidrio
y se afiaden 50 ml de acetato de etilo a la fase orgénica que se encuentra en el

embudo de separacion para volverlo a agitar hasta que no queden residuos acuosos.

Después se coloca el contenido del embudo de separacion en un vaso de
precipitacion y se afiade sulfato de sodio anhidro para eliminar cualquier residuo de
agua. A continuacion se filtra y lleva a seco la muestra que contiene acetato de etilo
mas el producto de biotransformacién en el rota vapor a una temperatura maxima de
40 °C y finalmente se trata el producto remanente con gas nitrégeno para eliminar el
resto de acetato de etilo que no fue evaporado en el rotavapor. De esta manera se
tienen las muestras listas para realizar el analisis de resonancia magnética nuclear
(RMN).

Los analisis de RMN se realizaron en la Universidad de Ferrara en lItalia, con el
equipo Varian Gemini - 300 (300 MHz): que reporta los desplazamientos quimicos

en ppm. Las resonancias se encuentran en los anexos N.42, N.43, N.44, N.45

2.5. Identificacién de bacterias

2.5.1. Tincién de Gram

Para la tincién de Gram se sigui6 la metodologia disefiada por Christian Gram:

- En un porta objetos bien limpio (con alcohol y flameado), se coloca una gota
de agua destilada y con la ayuda del asa de siembra, previamente esterilizada
a la llama se toma el inoculo de la bacteria.

- Se extiende con el asa la gota y la bacteria sobre el porta objetos, fijando la
extension con calor, suavemente a la llama del mechero hasta secar.

- Luego se afade cristal violeta (tifie todas las bacterias, Gram + y Gram -) a
la muestra y se lo deja por 1 minuto inmediatamente, se lava con agua
destilada y se seca en el mechero.

- Después se afiade el lugol (mordiente) dejandolo 1 minuto, seguidamente se
seca y después se lava con alcohol al 95% para decolorar (Gram-) y
finalmente con agua destilada.

- Posteriormente se afiade fucsina (colorante de contraste) por 1 minuto, se

lava con agua destilada y se seca en el mechero.
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- Una vez totalmente seca la muestra afiadir una gota de aceite de inmersion y
observar al microscopio en el objetivo de inmersion (100X) anotando los

resultados.

2.5.2. Pruebas bioquimicas
Se escogieron cuatro bacterias respectivamente capaces de biotransformar las sales

de acidos biliares colato y dehidrocolato sodio, del total de cepas analizadas, que
presentaban los mejores porcentajes de biotransformacion para posteriormente
identificarlas mediante el sistema Microgen GN-ID que utiliza 12 substratos
bioquimicos estandarizados en pocillos para identificar la familia Enterobacteriaceae
y otros bacilos no-exigentes Gram negativos (oxidasa negativos y positivos)
(Microgen Bioproducts Ltd, 2004). El kit se ha disefiado solo para uso profesional,
para lo cual se ha seguido el protocolo desarrollado por dicha empresa que indica lo

siguiente:

- Elegir una colonia para la identificacion. Distribuir la colonia en 5ml de
solucién fisioldgica estéril hasta llegar a una densidad optima de 0.5
MacFarland, agitar para homogenizar la muestra.

- Afadir 3-4 gotas (~100ul) de la suspension a cada pocillo con la ayuda de
una pipeta estéril. Los pocillos deben estar llenos al 30-40%; demasiado
inoculo imposibilitara la adicion de reactivos.

- Cubrir los pocillos indicados con aceite mineral en los pocillos que estan
marcados con una linea negra. La cantidad apropiada es de 3-4 gotas en cada
uno y después cerrar herméticamente con la cinta adhesiva.

- Llevar a una incubadora de 18-24 horas a 37 C, para la prueba de oxidasa (+)
esperar hasta 48 horas. Despueés de la incubacion afadir los reactivos (Indole-
Kovacs, VPI VPII, TDA, Nitrates A/B).

- Realizar la interpretacion de los resultados con la tabla de colores
proporcionada por la misma empresa, observando los colores en los pocillos
de las pruebas bioquimicas y registrar los resultados en los formularios. Usar
para el analisis de los resultados el programa MID-60 proporcionado por la
empresa, el software proporciona una identificacion basada en % de
probabilidad y en el parecido con un analisis de la calidad de la
diferenciacion. Los resultados del programa estan en los anexos N.34, N.35,
N.36, N.37, N.38, N.39, N.40, N.41
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CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1. Situacién de los camales en el Ecuador

Como parte de la presente investigacion se realizd un estudio para evidenciar el
manejo ambiental que realizan los camales del Ecuador en cuestion de residuos
liquidos y solidos, generados en las labores de faenamiento. Otro de los objetivos era
determinar zonas iddneas para el muestreo de microorganismos, que podrian tener la
capacidad de biotransformar las sales de acidos biliares colato y dehidrocolato de

sodio.

De esta manera se tendrian los mejores lugares de muestreo para futuras

investigaciones, dentro del campo de la biotransformacion de compuestos esteroides.

3.1.1. Antecedentes

Historicamente, el sector agropecuario ha desempefiado un rol protagénico en el
desarrollo econémico de nuestro pais y todo parece indicar que en el futuro su
participacion podria incrementarse, principalmente ante la reduccion paulatina de los
ingresos generados por el petrdleo y por el rapido crecimiento que estan
experimentando los productos agricolas de exportacion tradicionales y no
tradicionales, e indudablemente el sector pecuario (Flores, 2009).

El Ecuador cuenta con més de 200 mataderos localizados, 45% en la Sierra, 38% en
la Costa y 17% en la Region Amazdnica y Galapagos. La mayoria estan
administrados por los municipios; el 81% de los mataderos estan ubicados en areas
urbanas, 7% en semiurbanas y 12% son rurales (MAGAP, 2009).

Aproximadamente un 20% a 50% del animal dependiendo del tipo, no es apto para el
consumo humano, todos estos desechos generados en la matanza de los animales
pueden ser sometidos a variados procesos, de los cuales se derivan una serie de

productos finales, en algunos casos, Utiles en la alimentacidn animal, en la industria
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quimica, farmacéutica y biotecnoldgica. De otra parte, un uso adecuado de estos
residuos y desechos favorecen la preservacion del ambiente (Falla, 2009).

Por tal motivo es de interés investigar la situacion ambiental en algunos de los
principales camales del Ecuador, para recoger informacion que pueda ser utilizada
para tomar medidas correctivas en el tema de manejo de residuos en estos lugares.
Los camales que se investigaron se encuentran en: Quito, Latacunga, Cayambe,
Ambato, Riobamba, Esmeraldas (San Mateo), Pedernales, Guayaquil y Antonio Ante

y a continuacion se encuentra la informacion de cada uno de ellos.

3.1.2. Camal Municipal de Riobamba

3.1.2.1. Lugar de investigacion

* Provincia: Chimborazo

» Canton: Riohamba

3.1.2.2. Ubicacion

Se encuentra ubicado en la Avenida Leopoldo Freire junto al Mercado Mayorista de

productos agricolas en una zona densamente poblada.

3.1.2.3. Tipo de lineas que se manejan

El Camal Municipal de Riobamba, ofrece a la ciudadania servicios de recepcion de
animales de corral en reposo, custodio de animales hasta el faenamiento, labores de
faenamiento propiamente dichas, inspeccion sanitaria ante y post morten, en lineas
de bovinos, ovinos y porcinos que abastecen al mercado local, intercantonal e

interprovincial.

3.1.2.4. Volumenes aproximados de faenamiento

El nimero de ganados faenados en la actualidad, es de 120 a 130 bovinos, 350

porcinos y 350 ovinos por dia, esta actividad se la realiza durante cuatro dias a la
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semana (miércoles, jueves, viernes y sabado) dando una produccion mensual de
2500 reses (Chacén, 2012) .

3.1.2.5. Impacto ambiental

Al visitar el Camal Municipal de Riobamba se constatd que el Unico residuo que
recibe un tratamiento posterior para la comercializacion es la sangre de ganado
vacuno, con ésta se elabora harina de sangre para balanceado de animales, todos los
demas residuos liquidos son vertidos a la alcantarilla sin realizar un tratamiento
previo, en cuanto a los residuos solidos son llevados en volquetas hacia el botadero

de la ciudad.

3.1.2.6. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Riobamba

Luego de haber realizado la visita al Camal Municipal de Riobamba se pudo
evidenciar que solo se recolecta la bilis de ganado vacuno para su posterior venta en

crudo, sin ningln proceso previo.

Para conocer la cantidad de bilis que posee cada animal, se realiz6 la toma de
muestras de bilis de ganado vacuno de 10 reses bovinas, tomando en consideracion
un peso aproximado de 400 libras, con lo que se pudo observar que existe un rango
de entre 150 ml — 500 ml de bilis recolectada de cada animal. Los valores obtenidos

se detallan a continuacion en la siguiente tabla de resultados.

Tabla 4. Cantidad de bilis de las reses.

No. de CANTIDAD DE | No.de | CANTIDAD DE
res BILIS/LITROS res BILIS/LITROS
1 0,25 6 0,30
2 0,15 7 0,30
3 0,45 8 0,35
4 0,01 9 0,05
5 0,15 10 0,42

PROMEDIO: 0,243 LITROS

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Para sustentar la investigacion el aporte y la experiencia del Dr. Alex Chacén fue de
gran ayuda, al proporcionar datos de muestreos realizados para determinar el
contenido de bilis en las vesiculas biliares de 100 reses, teniendo un promedio de 250

ml de bilis por res.

El Dr. Alex Chacon comentd que los factores mas importantes, para tener una alta o
baja cantidad de bilis se deben principalmente a: si el animal ha comido horas antes o
si el animal ha estado en ayuno, si no ha comido se obtiene una mayor cantidad de

bilis, en caso contrario se obtendra una cantidad menor.

Otro de los factores es el descanso de las reses previo al faenamiento, reses que han
estado en reposo antes del faenamiento se encuentran con menores cantidades de
bilis en cambio reses que no han tenido un reposo previo tiene mayores cantidades de
bilis.

En este camal se recolectan mensualmente un aproximado de 2 tanques y medio de
220 litros cada uno de bilis, cada tanque se comercializa a una empresa ubicada en
Santo Domingo a un valor de 50 doélares, se desconocen las actividades posteriores
de tratamiento que se le da a la bilis luego de haber sido vendida por el camal
(Chacén, 2012).

3.1.3. Camal Municipal de Ambato

3.1.3.1. Lugar de investigacion

Provincia: Tungurahua.
Canton: Ambato
Parroquia: 1zamba
Sector: Parque industrial

3.1.3.2. Ubicacion

Esta ubicado en la zona norte de Ambato, forma parte de la corporacion de empresas
del Parque Industrial de Ambato.
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3.1.3.3. Tipo de lineas que se manejan

El Camal Frigorifico Municipal de Ambato, ofrece a la ciudadania, labores de
faenamiento propiamente dichas en lineas de ganado vacuno, porcino y en ocasiones

ganado lanar (chivos, Ilamingos).

3.1.3.4. Volumenes aproximados de faenamiento

Se faenan alrededor de 2500 reses mensualmente y un aproximado de 150 animales
de ganado porcino; el 15% es para consumo local en provincias centrales del pais, el

restante que representa el 85% se transporta a la Provincia del Guayas (Ortiz, 2012).

3.1.3.5. Impacto ambiental

El Camal Municipal de Ambato produce aproximadamente 7 m* de rumen diarios, de
12 a 15 litros de sangre por animal. No existen datos de los deméas desechos que se
producen, ya que son enviados en volquetas al botadero sin contabilizar la cantidad y

los remanentes liquidos incluida la sangre.

Con respecto a los desechos, en este camal no se los procesa y son eliminados hacia
el botadero o hacia la alcantarilla sin realizar ningin tratamiento, pero los desechos
que son vertidos hacia la alcantarilla posteriormente llegan a una planta de
tratamiento del municipio en donde se los trata y se produce abono para drenar los

terrenos agricolas del sector (Ortiz, 2012).

3.1.3.6. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Ambato

En este lugar se realizan muestreos para determinar la cantidad de bilis, que se
obtiene de la vesicula biliar del ganado vacuno desde el mes de agosto de 2012, el
promedio que se ha obtenido es de 0,194 Litros (199,4) ml de bilis por res. Los

valores estan comprendidos entre los 0,01 litros a 0,50 litros (Ortiz, 2012).

Técnicamente no es posible emitir un valor exacto de la cantidad de bilis existente en
la vesicula biliar de los bovinos ya que depende de factores como son: edad, sexo,
raza, alimentacion, habitat, descanso en corrales, disponibilidad de agua (Ortiz,
2012).

La bilis es recolectada en tanques de 220 Litros que posteriormente se comercializan
a 85 dolares cada uno. Aproximadamente cada mes se producen 3 tanques de 220

Litros de bilis vacuna, es decir, una cantidad aproximada de 660 Litros, los mismos
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que son vendidos a un comprador colombiano, que después produce pasta de bilis

que es comercializada en el exterior.

3.1.4. Camal Municipal de Pedernales

3.1.4.1. Lugar de investigacion

Provincia: Manabi

Canton: Pedernales

3.1.4.2. Ubicacion

Las instalaciones del camal estan ubicadas en el kilometro 5,5 de la via que conduce

a San Vicente.

3.1.4.3. Volumenes aproximados de faenamiento

El Camal Municipal de Pedernales ofrece a la ciudadania servicios de custodio de
animales hasta el faenamiento. Su disefio establece areas de faenamiento de ganado
porcino y bovino que abastecen al mercado local e intercantonal.

Los volimenes aproximados de faenamiento semanal para bovinos son de 26 y para
porcinos es de 50, estos valores van a variar durante todo el afio dependiendo de la
demanda (Chavez, 2012).

3.1.4.4. Impacto ambiental

Los desechos liquidos como la sangre son almacenados en una cisterna. Diariamente
pasa un tanquero y se lleva la sangre al botadero de este lugar o se la evacua en los
afluentes mas cercanos. Los desechos solidos son recogidos diariamente por una

volqueta que de igual forma lleva todos los residuos al botadero municipal.

El botadero municipal a campo abierto funciona a 16 km de la ciudad, via a Jama, a 2
km antes de El Palmar. No existe relleno sanitario, los desechos son enterrados.
Como es sabido, esto se convierte en un foco de infecciones, contaminacion

ambiental y enfermedades.
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3.1.4.5. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Pedernales

Luego de realizar una entrevista al Sr. Luis Chavez encargado del Camal Municipal
de Pedernales se constatd que la bilis proveniente de las labores de faenamiento de
ganado bovino y porcino no tiene ningun tratamiento posterior, es decir, no se
comercializa ni se utiliza, simplemente es eliminada junto con los demas desechos.
El Unico desecho que se comercializa es el rumen, que se vende a un costo de 200
dolares el tanque de 220 litros. Aproximadamente se producen 2 tanques diariamente
(Chavez, 2012).

En este lugar no existen registros sobre la cantidad de bilis que posee cada res, por tal
razén se realiz6 el muestreo en 10 vacas para tener una idea de la cantidad de bilis
que tienen estos animales. Los valores fueron desde los 0,150 Litros hasta los 0,60

Litros, dando un promedio de bilis por res de 0,230 Litros.

3.1.5. Camal Municipal de Guayaquil

3.1.5.1. Lugar de investigacion

Provincia: Guayas

Cantdn: Guayaquil

3.1.5.2. Ubicacion

El Camal Municipal de Guayaquil estd ubicado en el barrio Cuba, en una zona
densamente poblada.

3.1.5.3. Lineas de faenamiento del Camal Municipal de Guayaquil

Se dedica al faenamiento de ganado bovino y porcino de particulares para su
comercializacion en mercados de la Provincia del Guayas, fundamentalmente en la
Ciudad de Milagro.

3.1.5.4. Volumenes aproximados de faenamiento.

En el camal se faenan aproximadamente 2000 vacas y 1500 chanchos semanalmente,

los valores varian dependiendo de la demanda (Casquete, 2012).
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3.1.5.5. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Guayaquil

El Camal Municipal de Guayaquil brinda servicio de faenamiento de ganado bovino
y porcino. Las personas que pagan por el faenamiento se llevan absolutamente todos
los desechos del animal, es decir, el camal no recolecta la bilis, sino los comerciantes
que faenan los animales, aproximadamente se generan 2000 litros de bilis
proveniente de ganado vacuno, esta bilis es entregada a los mayoristas 0 minoristas
que han pagado por el servicio de faenamiento. Posteriormente estos la
comercializan a empresas como NUNSA (Cevallos, 2012).

Cabe recalcar que en el camal solo se recoleta la bilis de ganado vacuno, no se

recoleta la bilis de ganado porcino.

3.1.5.6. Impacto ambiental

Durante el desarrollo de las actividades productivas se generan desechos sélidos y
efluentes liquidos, gestionados de la siguiente manera.

* La sangre coagulada, los desechos de la higienizacion del personal, estiércol, trozos
de grasa, pelo, cascos, orejas, colas, cachos, huesos de cabezas y quijadas; son

enviados al relleno sanitario.
* El cuero de las reses es retirado por los clientes.

Los efluentes liquidos que contienen sangre, grasa y heces fecales, son vertidos hacia
el alcantarillado sin tratamiento previo, solo son filtrados por un tamiz que retiene los

residuos solidos més grandes.

La encargada del area técnica la Dr. Josefa Cevallos indico que se tiene un promedio
de 566.550 kg de desechos semanalmente, estos incluyen la sangre y el estiércol de
los animales. Ademas se obtienen 51,485 osamentas mensualmente. Una res genera
en promedio 40 kg de rumen y 10 kg de estiércol, equivalentes a 0,05 m* en volumen
aproximadamente. Los desechos son enviados en contenedores a los botaderos mas

cercanos (Cevallos, 2012).
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3.1.6. Camal Municipal de Esmeraldas (San Mateo)

3.1.6.1. Lugar de investigacion

Provincia: Esmeraldas
Canton: Esmeraldas

Parroquia: San Mateo

3.1.6.2. Ubicacion

El Camal Municipal de Esmeraldas se encuentra ubicado en una zona densamente
poblada en la Provincia de Esmeraldas especificamente en la Parroguia de San
Mateo.

3.1.6.3. Lineas de faenamiento

El Camal Municipal de Esmeraldas ofrece a la ciudadania servicios de recepcion de
animales de corral en reposo, custodio de animales hasta el faenamiento, labores de
faenamiento propiamente dichas, inspeccion sanitaria ante y post morten en lineas de
bovinos y porcinos que abastecen al mercado local, intercantonal e interprovincial
(Tello, 2012).

3.1.6.4. Volumenes aproximados de faenamiento

Se tiene un aproximado de 375 animales de ganado bovino y 120 de porcino que son
sacrificados semanalmente. Mensualmente se tendria un aproximado de 1500

animales de ganado bovino y 480 de ganado porcino.

3.1.6.5. Impacto ambiental

Los residuos producto de las labores de faenamiento son eliminados de una manera
irresponsable y esto afecta negativamente al medio ambiente. El olor puede ser el
unico problema importante de contaminacion del aire. Es el resultado de las bacterias
sobre la materia organica, ademéas de las emisiones de gases de los procesos de

incineracion.

La contaminacién del agua es uno de los principales problemas encontrados en esta
area, debido a los volumenes de liquidos con una alta demanda bioquimica de
oxigeno (DBO) producto de la cantidad de sélidos en suspension, que en su mayoria

estan compuestos por grasa (Tello, 2012).
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En el desposte de ganado (bovino, porcino), la sangre es uno de los desechos liquidos
que mas contribuye a contaminar el agua. Por ejemplo, sélo el 70% de la sangre del
ganado es recuperable y utilizable para su posterior procesamiento. Otra fuente de
aguas residuales se encuentra en el agua de lavado, en el corte de canales de ganado

bovino.

La produccion de los residuos organicos en el matadero puede afectar a la flora y la

fauna debido a los cambios de pH que ocurren en el agua.

Las grasas son elementos de la contaminacion del agua debido a su lenta
degradacion. Estos compuestos bloquean el paso de la luz a través del agua,

retrasando asi el crecimiento de algas.

Uno de los efectos de la presencia de sustancias organicas en los lugares donde no
estan presentes de forma natural es la proliferacion de ratas, moscas, que pueden

convertirse en un problema, ya que trasmiten enfermedades.

Los suelos son generalmente mas fértiles alrededor de los mataderos ya que las aguas
residuales contienen nutrientes. Sin embargo, en San Mateo, Esmeraldas, este hecho
no puede ser explotado debido a que el agua residual tiene un alto porcentaje de

organismos patdgenos.

Los trabajadores que realizan tareas como el lavado, pesado, masacre, pelado, corte,
preparaciones intestinales, limpieza y preparacion de las pieles, pueden adquirir
enfermedades infecciosas como la brucelosis, la tuberculosis. También estan
expuestos a los parasitos como la Tenia. La descomposicion de la materia organica
también puede generar sulfuro de hidrégeno o amoniaco que tienden a irritar los 0jos
y la piel. Los cambios de temperatura y los gases liberados durante el proceso,
causan la inflamacion de las vias respiratorias, enfermedad gastrointestinal y renal
(Tello, 2012).

3.1.6.6. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Esmeraldas

Se tiene un promedio de 220 ml de bilis por res de ganado vacuno, este valor no es
constante ya que depende de diversos factores como es la edad, peso, reposo en

corral del animal, estado del animal.
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Se producen aproximadamente 2 tanques de 220 litros mensualmente, cada tanque es
vendido en 50 ddlares a una empresa quitefia quien se lleva la bilis para

comercializarla hacia el exterior (Tello, 2012).

3.1.7. Camal de Antonio Ante

3.1.7.1. Lugar de investigacion

* Provincia: Imbabura

* Cantdén: Antonio Ante

3.1.7.2. Ubicacion

Ubicado en la via Panamericana Norte sector Catabamba, Parroquia Natabuela, fue
construido hace 25 afios.

3.1.7.3. Lineas de faenamiento

Se ofrece custodio de animales hasta el faenamiento, labores de faenamiento
propiamente dichas, inspeccion sanitaria ante y post morten en lineas de bovinos,
ovinos y porcinos. También dispone de instalaciones para el lavado de las visceras.
La cuota que se paga a la Tesoreria Municipal, es de $ 10 por animal para ser

sacrificado.

La infraestructura que posee estd compuesta por: el area de aturdimiento para
bovinos y porcinos, el area de desollado y evisceracion. También hay un cuarto frio,
un area para el lavado intestinal comestible y una zona dedicada a los establos que

esta fuera del matadero.

El matadero tiene una superficie de 17.110 m?. El edificio tiene unos 580 m? con dos
establos de 177 m? aproximadamente.

3.1.7.4. Impacto ambiental

Se generan una serie de residuos solidos organicos que causan graves problemas
ambientales al agua, suelo y aire, ya que no se gestionan adecuadamente. Los
principales residuos son: el estiércol, el pelo, la grasa, trozos de carne, huesos y
demas partes comestibles, son arrojados a la red de alcantarillado. Los materiales

aptos para el consumo humano estan entre el 20-50% del peso del animal (esto
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depende del tipo de animal). La mayoria son residuos putrescibles y deben manejarse
para evitar los olores y la propagacion de la enfermedad. Todos estos desechos,

pueden ser reutilizados para reducir la emision de residuos solidos.

3.1.7.5. Manejo de la bilis en el camal

No se dispone de informacion para el tratamiento de la bilis en el matadero. En la
zona donde se vacian las entrafias de los animales hay una rampa que conduce las
visceras, tanto blancas y rojas. Las visceras rojas se separan, se lavan y se transportan
en bolsas de pléstico, mientras que las blancas se cortan para liberar el contenido del

rumeny, posteriormente, se lavan internamente y externamente.

3.1.8. Camal Municipal de Latacunga

Provincia: Cotopaxi

Cantdn: Latacunga

3.1.8.1. Ubicacion

Se encuentra ubicado en San Martin del Distrito, Parroquia Juan Montalvo.

3.1.8.2. Servicios que ofrece el camal

Ofrece todos los productos resultantes del sacrificio de los animales, incluidos los

despojos, pieles y otros productos a sus propietarios.

El lugar no esta equipado con camaras frigorificas para la conservacion de la carne
posterior al proceso de la masacre, por esta razon, sélo ofrece el servicio de desposte

de ganado.

3.1.8.3. Impacto ambiental

En este aspecto no hay controles sobre las actividades llevadas a cabo en este lugar,
tampoco se vigila la situacién de los afluentes cercanos donde son arrojados los

residuos sélidos y liquidos (rios Yanayacu y Cutuchi).

3.1.9. Camal Municipal de Cayambe

Provincia: Pichincha

Canton: Cayambe
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3.1.9.1. Ubicacion

Puerto Baquerizo via S / N y Rocafuerte, seis calles de distancia del Hospital Raul
Maldonado Mejia).

3.1.9.2. Servicios que ofrece el camal

Sacrificio de ganado vacuno, ovino y porcino, zona de evisceracion y lavado de

intestinos.

3.1.9.3. Impacto ambiental

En el Camal Municipal de Cayambe se faenan 8 cabezas de ganado por dia (la
mayoria de los cuales son de origen bovino), las aguas residuales tienen un volumen
promedio de 4.838,4 litros por dia. En cuanto a los parametros fisico-quimicos, la
administracion asegura que los residuos sélidos en suspension estan dentro de los

limites permitidos por la ley.

Sin embargo, la gestion de los residuos no se realiza en el Camal Municipal de
Cayambe, esto ha generado fuentes de contaminacion para las personas que se
encuentran en esa zona. Por tal motivo se esté tratando de implementar mejoras en la

gestion de residuos a través de la difusion de las normas correctas de eliminacion.

3.1.9.4. Manejo de la bilis en el Camal Municipal de Cayambe

Actualmente no se recolecta la bilis de ganado vacuno y porcino, se la elimina sin
ningln tratamiento previo con los demas desechos producto de las labores de

faenamiento.

3.1.10. Empresa Publica Metropolitana de Rastro Quito, EMRAQ EP

Provincia: Pichincha

Cantén: Quito

3.1.10.1. Ubicacion

Se encuentra ubicado en el sur de la ciudad de Quito, en la ciudadela La Ecuatoriana,

calle Camilo Orejuela y Secundaria.
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3.1.10.2. Servicio que ofrece el camal

La Empresa Publica Metropolitana de Rastro Quito, EMRAQ EP, es la instancia
municipal encargada de operar el sistema municipal de faenamiento y
comercializacion de especies animales para el consumo humano en el Distrito

Metropolitano de Quito; asi como la infraestructura de camales municipales.
Los servicios que ofrece son:

« Faenamiento de bovinos

o Faenamiento de ovinos

o Faenamiento de porcinos

o Control veterinario ante - post morten

« Inspeccion de carnes importadas

e Subproductos

e Alquiler de equipamiento

El Camal Metropolitano de Quito admite y brinda residencia de ganado vacuno,

porcino y ovino, asi como areas de lavado y almacenamiento de desechos.

3.1.10.3. Manejo de la bilis en el Camal Metropolitano de Quito

Se obtienen 208 litros a la semana de bilis. La misma que se comercializa a un valor
de $ 130 los 55 galones. Y al mes se recolectan alrededor de 397 galones. Se
recolectan de 400 a 500 g por cada afio de calculos biliares que se venden a un precio
de 12 ddlares por gramo a las empresas coreanas y colombianas. La venta de bilis y

calculos biliares crea un mercado de alrededor de $ 10.000 por afio.

3.1.10.4. Impacto ambiental

Uno de los mayores problemas, es el tratamiento de las aguas residuales debido a la
gran cantidad de residuos que generan un olor acre y nauseabundo que favorece la

proliferacion de las moscas.

A nivel nacional, hay muchas falencias en cuanto a la utilizacion, transporte y el
manejo del ganado. Otras dificultades se refieren a las instalaciones y equipos de

sacrificio, asi como a las condiciones sanitarias no adecuadas. El proceso de

48



faenamiento es muy heterogéneo en el Ecuador y el Camal Metropolitano de Quito
cuenta con tecnologia de punta.

El Camal Metropolitano de Quito ofrece el servicio de transporte de la carne y de los

intestinos de acuerdo a la normativa vigente:

* Las leyes y reglamentos de la masacre

* Regulacion de BPM (Buenas Préacticas de Manufactura);
* Decision 197 (Ley 197) - Legislacion subandina JUNAC;
* Codigo de salud;

* Interna regulaciones EMRQ.

Antes del sacrificio se realiza un control sanitario de los animales antes de ser
sacrificados de acuerdo a las normas establecidas por el Ministerio de Agricultura del
Ecuador. También lleva a cabo controles en las granjas. Siguen procedimientos,
instrucciones y manuales que cumplan con los requisitos de salud en cada area y en
cada sector. Cada dia se comprueba la sanidad animal y control veterinario de los

animales.

En el Camal Metropolitano de Quito lleva a cabo controles en otros camales que
operan en el canton de Quito, tanto para las estructuras rurales, como para las

estructuras urbanas. Estos mataderos son:

e Carnol: se encuentra en la esquina noroeste de Calacali, donde se fijara el
nuevo camal, que serd gestionado a nivel local, si es posible.

e Agroindustrias del Norte: situado en la zona de Llano Grande, también es
supervisado por el sector privado del Camal Metropolitano de Quito.

e Camal Becerro: situado en la zona de Calderon, es un camal privado
controlado por el Distrito Metropolitano.

e Camal Quinche: en el lado opuesto del valle de Tumbaco.

e Camal Pintag: en el lado opuesto del Camal de Quito, en el sur de la ciudad
hacia el Valle de los Chillos.

e Camal Conocoto: controlado por el Distrito Metropolitano de Quito.
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3.1.10.5 Tratamiento de residuos

Desde 2007, se tiene un biodigestor y por lo tanto es capaz de generar productos para
la nutricion equilibrada de los animales y fertilizantes orgénicos para enriquecer los
suelos. La capacidad de procesamiento es de 6.000 Litros de sangre por dia, la misma
que es obtenida en el proceso de sacrificio de las tres lineas de ganado: vacuno,

porcino y ovino.

La harina se vende a los productores que utilizan como abono, también se utiliza para

generar alimentos para mascotas. Cada dia se producen alrededor de 1.200 kg.

3.1.11. Panorama general de los camales del Ecuador

3.1.11.1. Impacto Ambiental
Luego de realizar la investigacion en los camales anteriormente mencionados se

pudo evidenciar, que no se realiza un manejo eficiente de los desechos producto de
las labores de faenamiento, los desechos liquidos como son: sangre, agua, orina,
entre otros son eliminados directamente a los afluentes mas cercanos; los desechos
solidos como son: estiércol, trozos de grasa, pelo, cascos, orejas, colas, cachos,
huesos de cabezas y quijadas; son enviados a los rellenos sanitarios. Los Unicos
camales que utilizan algunos de los desechos para posteriores usos son: EI Camal
Metropolitano de Quito y el Camal Frigorifico de Riobamba que utilizan la sangre de
ganado vacuno para la elaboracion de harina de sangre utilizada como alimento para
aves. Y tienen biodigestores que son utilizados para elaborar biofertilizantes para

enriquecer los suelos.

3.1.11.1. Manejo de la bilis en los camales del Ecuador

La bilis es uno de los desechos generados en los camales, la cantidad de bilis en el

ganado vacuno y porcino varia en funcion de las condiciones previas al faenamiento:

alimentacion o ayuno del animal, reposo, peso, edad, sexo; en la presente

investigacion se realiz6 muestreos para conocer la cantidad de bilis de ganado
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vacuno obteniéndose un promedio de 250 ml y en caso de la bilis de ganado porcino
se obtuvo un promedio de 30 ml.

La bilis en la mayoria de los camales es desechada en conjunto con los demas
residuos, los camales que recolectan la bilis para venderla en crudo son: Camal
Metropolitano de Quito, Camal Frigorifico de Riobamba, Camal Municipal de
Ambato, Camal Municipal de Guayaquil. Estos camales la comercializan con un
precio que va desde 50 hasta 300 dolares los tanques de 220 Litros a empresas que

son las que posteriormente la procesan para venderla al extranjero.

3.1.11.2. Lugares iddneos para el muestreo de microorganismos con capacidad
de biotransformacion

Al realizar las visitas a los camales, como zonas idoneas para el muestreo para
futuras investigaciones se establecieron los camales de: San Mateo (Esmeraldas) en
donde no se realizan rigurosos controles y los factores ambientales como el clima
favorecen el crecimiento de microorganismos que estan en contacto con fluidos y

partes del ganado.

Otro lugar idoneo para el muestreo es el Camal Municipal de Pedernales(Manabi), en
donde de igual manera se tiene un alto grado de contaminacidon en las zonas en donde
se realizan las labores de faenamiento y en lugares aledafios al camal, en donde son
arrojados los desechos como : rios, suelo, que podrian favorecer el crecimiento de
microorganismos que crecen en diferentes condiciones que no se han investigado
anteriormente y podrian ser capaces de biotranformar estructuras esteroides de una

manera muy eficiente.

Sin descartar los deméas camales mencionados anteriormente como: Quito, Ambato,
Riobamba, Guayaquil, Antonio Ante, pero con menor relevancia ya que en estos
lugares si se realizan controles de higiene, tanto en animales como en todas las zonas

por las cuales se realizan el proceso de faenamiento.
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de Latacunga y Cayambe

3.2. Resultado del aislamiento de bacterias y hongos de los camales municipales

Tabla 5. Bacterias aisladas en el camal de Latacunga

Ciudad Lugar de recoleccion Designacion de
codigo
Latacunga Canal de agua dentro de la planta MM B1
Latacunga Recipiente de recepcion de los MM B2
intestinos
Latacunga Area de almacenamiento de la piel MM B3
Latacunga Agua del canal interno MM B4
Latacunga Recipiente colector de las vesiculas MM B5
Latacunga Mesa de recepcion de los intestinos MM B6
Latacunga Area de procesamiento del animal MM B7
Latacunga Planta de agua externa MM B8
Latacunga Area de procesamiento del animal MM B9
Latacunga Area de recoleccion del intestino MM B10
Latacunga Mesa de recepcion de los intestinos MM B11
Latacunga Recipiente que contiene el rumen MM B12
Latacunga Planta de agua externa MM B13
Latacunga | Area de almacenamiento de la piel en MM B28
el piso
Latacunga Recipiente colector de las vesiculas MM B41
Latacunga Superficie de visceramiento MM B60

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Tabla 6. Hongos aislados en el camal de Latacunga

Ciudad Lugar de recoleccion Designacion
de codigo
Latacunga Mesa de recepcion del intestino MM F4
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F12
Latacunga Agua del canal interno de MM F14
procesamiento
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F15
Latacunga Contenedor del rumen MM F16
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F18
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F19
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F21
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F22
Latacunga Area de almacenamiento de la piel MM F23
Latacunga Contenedor rumen MM F24
Latacunga Contenedores de la vesicula biliar MM F26
Latacunga Contenedor rumen MM F27
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F29
Latacunga | Superficie de la recepcion del intestino | MM F30
Latacunga Contenedor de vesiculas biliares MM F31
Latacunga Contenedor de vesiculas biliares MM F33
Latacunga Contenedor rumen MM F34

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Tabla 7. Bacterias aisladas del camal de Cayambe. Seccion 1

Ciudad Lugar de recoleccion Designacion
de codigo
Cayambe Contenido del estomago de los animales MM B14
Cayambe Recipiente de recepcién de los intestinos MM B15
Cayambe Recipiente de recepcién de los intestinos MM B16
Cayambe Procesamiento del intestino MM B23
Cayambe Piso del area de recoleccion de las cabezas MM B24
Cayambe Paredes area de faenamiento MM B25
Cayambe Piso y paredes de destripamiento MM B26
Cayambe Procesamiento del intestino MM B27
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM B29
Cayambe Piso de recoleccion de las ubres MM B30
Cayambe Piso y paredes del area de recoleccion de MM B31
visceras
Cayambe Paredes del area de recoleccion de visceras MM B32
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM B33
Cayambe Zona de recepcion de las entrafias. MM B34
Cayambe Paredes de la zona de procesamiento del MM B35
animal
Cayambe | Contenedor intestinal situado en el matadero MM B36
Cayambe Piso y paredes del area de visceracion MM B37
Cayambe Piso de lavado de visceras MM B38
Cayambe Mesa de procesamiento de la entrafias MM B39
Cayambe | Contenido del estomago de los animales en el MM B40
estado de alimentacion
Cayambe Piedra de lavado MM B42
Cayambe Paredes de la zona de procesamiento del MM B43
animal
Cayambe Mesa de procesamiento de las entrafias MM B44
Cayambe Mesa de procesamiento de las entrafias MM B45

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Tabla7. Bacterias aisladas del camal de Cayambe. Seccién 2

Ciudad Lugar de recoleccion Designacion
de codigo
Cayambe Superficie del procesamiento de los animales MM B46
Cayambe Zona de recepcion de las entrafias MM B47
Cayambe Zona de recepcion de las entrafias MM B48
Cayambe Zona de recoleccién de rumen MM B50
Cayambe Zona de recepcion de las entrafias MM B51
Cayambe Zona de degollamiento de ganado MM B52
Cayambe Recipiente de recepcién de los intestinos MM B53
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM B54
Cayambe | Paredes de la zona de procesamiento del animal MM B55
Cayambe Paredes laterales area de recoleccién de las MM B56
visceras
Cayambe | Paredes de la zona de procesamiento del animal MM B57
Cayambe Zona de recepcién de las visceras MM B59
Cayambe Piso del area de desprendimiento de la piel MM B61
Cayambe Procesamiento del intestino MM B62
Cayambe Recipiente de recepcion de los intestinos MM B63
Cayambe Recepcion de las entrafias MM B64
Cayambe | Paredes de la zona de procesamiento del animal MM B65
Cayambe Equipo de procesamiento de los animales MM B66
Cayambe Contenido del estomago de los animales en el MM B67
estado de alimentacion
Cayambe Entrafas de la zona de recepcion MM B68
Cayambe Paredes area de faenamiento MM B69
Cayambe Piedra de lavar C MM B70
Cayambe Piso MM B71
Cayambe Paredes de los mataderos MM B72
Cayambe Mesa del contenido estomacal MM B73
Cayambe Bafio MM B74

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

55




Tabla 8. Hongos aislados en el camal de Cayambe

Ciudad Lugar de recoleccion Designacion
de codigo
Cayambe Paredes de la area de recoleccion de MM F1
visceras
Cayambe Paredes de la area de recoleccion de MM F2
visceras
Cayambe Entrada de cerdos MM F3
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM F5
Cayambe Area externa del camal MM F6
Cayambe Zona de procesamiento del intestino MM F7
Cayambe Zona de procesamiento del intestino MM F8
Cayambe Zona de recepcion de las entrafias MM F9
Cayambe Zona fuera del lugar de faenamiento MM F10
Cayambe | Mesa de procesamiento de los intestinos MM F11
Cayambe Entrada de cerdos MM F13
Cayambe Area de corte de carne MM F17
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM F20
Cayambe Recipiente colector de las vesiculas MM F25
Cayambe Paredes de la zona de sacrificio MM F28

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

3.3. Resultados de la biotransformacion de la sal de acido biliar colato de sodio

por bacterias

(X) Biotransforma
(--) No biotransforma
(0) Utiliza todo el carbono de la sal de acido biliar como fuente de energia hasta la

produccion de dioxido de carbono.

56



Tabla 9. Resultado de biotransformacion de colato de sodio por bacterias

Codigo |24 horas |48 horas| Cdédigo |24 horas |48 horas
MM B23 -- -- MM B46 -- X
MM B24 0 0 MM B47 -- --
MM B25 X X MM B48 -- X
MM B26 0 0 MM B50 -- --
MM B27 X 0 MM B51 -- --
MM B28 X X MM B52 0 0
MM B29 0 0 MM B53 -- --
MM B30 X X MM B54 X

MM B31 -- -- MM B55 -- X
MM B32 -- -- MM B56 0

MM B33 -- -- MM B57 -- -
MM B34 -- -- MM B58 - -
MM B35 0 0 MM B59 -- X
MM B36 X X MM B60 -- --
MM B37 X X MM B61 -- --
MM B38 X X MM B62 -- --
MM B39 -- -- MM B63 - -
MM B40 -- -- MM B64 -- --
MM B41| -- -  |MMB65| --

MM B42 X 0 MM B66 X

MM B43 -- -- MM B67 -- --
MM B44 -- 0 MM B68 X

MM B45 X X MM B69 X

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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De un total de 47 cepas bacterianas que se evaluaron, 24 realizan un proceso de
biotransformacion de estas, 10 cepas desaparecen la sal de acido biliar colato de

sodio por completo hasta consumirlo y formar CO..

Las bacterias mas representativas dentro de la investigacion presentan capacidad de
biotransformacion a las 24 y 48 horas, a partir de estos resultados se continuo con el

escalamiento bacteriano para extraer los metabolitos de interés.

3.4. Capacidad de biotransformacion e incapacidad de biotransformacion de

colato de sodio por bacterias.

Figura 15. Capacidad e incapacidad de biotransformacion de colato de sodio

por bacterias

Colatode sodio

u %CAPACIDAD DE
BIOTRANSFORMACION

u % INCAPACIDAD DE
BIOTRANSFORMACION

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

De 47 bacterias evaluadas se obtiene que un 51% (24 bacterias) tienen capacidad de
biotransformacion y de estas 10 usan todo el carbono de la sal de &cido biliar como
fuente de energia hasta la produccién de didxido de carbono. Mientras que el 49%

representa a las bacterias que no realizan ningin proceso de biotransformacion.
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3.5. Determinacion de la capacidad de biotransformacion del colato de sodio

por bacterias.

Para determinar el porcentaje de la capacidad de biotransformacién se hizo un

analisis de las placas cromatograficas donde se pueden apreciar los metabolitos.

Dependiendo de la intensidad de las manchas se siguieron los patrones que se

detallan a continuacion, en donde se puede observar como se realizo la seleccion.

Tabla 10. Rango de porcentajes de biotransformacion

1) Rango de

porcentaje de

biotransformacion
desde 0-25%
(MM B18)

2) Rango de
porcentaje de
biotransformacion
desde 25-50%
(MM B37)

‘ iy
ﬁhnm

gorg 'w
'

Estandar MM EBY/

3)Rango de

porcentaje de

biotransformacion
desde 50-75%
(MM B 27)

4)Rango de
porcentaje de
biotrasformacion
desde 75-100%
(MM B24,
MMB26)

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

1) 0-25%.- se puede apreciar una ligera mancha en la parte inferior de la

bacteria MM B18, mientras que la mancha del estandar ubicada en la parte

superior se encuentra intensa.

2) 25-50%.- se puede apreciar una mancha de mayor intensidad en la parte

superior del estandar de la bacteria MM B37, que muestra la presencia de un

metabolito en una mayor concentracion.
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3) 50-75%.- se puede apreciar una mancha de mayor intensidad en la parte
superior del estdndar de la bacteria MM B27. La mancha del estandar de la
sal de &cido biliar dehidrocolato de sodio va disminuyendo y va aumentando
la intensidad de la mancha del metabolito que se encuentra en la parte

superior.

4) 75-100%.- se puede apreciar como las manchas de los estandares han
desaparecido en las bacterias MM B24 y MM B26, ya que la bacteria ha
usado todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la

produccién de didxido de carbono.

Tabla 11. Porcentaje de biotransformacion de colato de sodio entre el 50-100%

realizado por bacterias

Cddigo Tiempo % de Cdodigo | Tiempo % de
bacteria biotransfor- | Bacteria biotransfor-

macion macion
MM B25 | 48 horas 80% MM B50 | 48 horas 100%
MM B26 | 48 horas 100% MM B54 | 48 horas 75%
MM B30 | 48 horas 50% MM B66 | 48 horas 80%
MM B35 | 48 horas 80% MM B67 | 48 horas 80%
MM B36 | 48 horas 75% MM B68 | 48 horas 70%
MM B38 48 horas 85% MM B69 | 48 horas 80%
MM B44 48 horas 80%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Como se puede observar en la tabla 11, existen diferentes porcentajes de
biotransformacion de cada una de las bacterias, las de mayor importancia son las que
tienen un porcentaje de biotransformacién mayor al 50% estas son: MM B25, MM
B26, MM B30, MM B35, MM B36, MM B38, MM B44, MM B50, MM B54, MM
B66, MM B67, MM B68, MM B69.

Tabla 12. Rango de porcentaje de biotransformacion de la sal de &cido biliar

colato de sodio por bacterias

Rango de porcentaje de
N° de bacterias biotransformacion
3 50-75%
10 75-100%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Las bacterias mas representativas segun su capacidad biotransformadora son las que
se encuentran en el rango de 50-100% por presentar una alta capacidad de

biotransformacién, pudiendo encontrar a 13 bacterias dentro de este grupo.

3.6. Resultados de la biotransformacién de colato de sodio por hongos

(X) Biotransforma
(--) No Biotransforma
(0) Utiliza todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la

produccion de dioxido de carbono.
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Tabla 13. Resultados de la biotransformacion de colato de sodio por hongos.

Cadigo # horas de Cadigo # horas de

hongo biotransformacion hongo biotransformacion
MM F11 -- MM F23 --
MM F12 -- MM F2 --
MM F13 -- MM F24 --
MM F14 -- MM F25 --
MM F15 -- MM F26 --
MM F16 -- MM F8 --
MM F17 -- MM F27 --
MM F18 -- MM F28 --
MM F19 -- MM F29 --
MM F20 -- MM F30 --
MM F6 -- MM F31 --
MM F4 -- MM F32 --
MM F21 -- MM F33 --
MM F22 - MM F34 -

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

De un total de 30 hongos evaluados, ninguno de estos son capaces de biotransformar

la sal de 4cido biliar colato de sodio.

3.7. Escalamiento de bacterias de interés que biotransforman la sal de acido
biliar colato de sodio

MM B30 (anexo 3): Se escogio esta bacteria al presentar biotransformacion a las 24

horas.
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MM B42 (anexo 4): Se realizé el monitoreo de esta bacteria a las 24 horas. Se puede
observar que a las 24 horas presenta biotransformacién bien definida con una

mancha arriba del estandar.

MM B25 (anexo 5): Se realizo el monitoreo de esta bacteria a las 24 horas, podemos

observar que a las 24 horas presenta biotransformacion sobre el estandar.

MM B37 (anexo 6): Se realizd el monitoreo de esta bacteria a las 24 y 48 horas,
podemos observar que a las 24 horas presenta biotransformacién sobre el estandar y

a las 48 horas la mancha de biotransformaciéon se presenta con mas intensidad.

3.8. Resultado de identificacion de las bacterias

Se escogieron 4 bacterias capaces de biotransformar la sal de acido biliar colato de
sodio que presentaban un porcentaje de biotransformacién superior al 50%, a

continuacion se encuentran las bacterias identificadas.

Tabla 14. Identificacion de las bacterias de mayor interés con capacidad para
biotransformar la sal de &cido biliar colato de sodio

Cadigo Especie Probabilidad (*)
MM B30 Serratia marcescens 94.31%
MM B42 Pseudomonas aeruginosa 95.37%
MM B25 Yersinia pseudotuberculosis 86.04%
MM B37 Pasteurella haemolytica 100%

*probabilidad del 99%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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» La bacteria MM B30 corresponde a Serratia marcencens con una
probabilidad del 94.31%, esta bacteria es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, oxidasa negativo; perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
(Patifio, Rodriguez, Alarcon, & Abitbol, 2005).

» La bacteria MM B42 corresponde a Pseudomonas aeruginosa con el 95.37%
de aceptabilidad esta bacteria es un bacilo gramnegativo aerobio con un
flagelo polar, produce catalasa y oxidasa, asi como amoniaco a partir de la

arginina (Tapia & Romero, 2006).

» La bacteria MM B 25 pertenece a Yersinia pseudotuberculosis Aunque se ha
reportado como agente causal de enfermedad en humanos, es principalmente
un patégeno de animales. En los cuyes la yersiniosis es una de las
enfermedades que causan importantes pérdidas econémicas debido a sus altos
indices de morbi-mortalidad (Viboud & Bliska, 2005).

» La bacteria MM B37 corresponde a Pasteurella haemolytica con una
probabilidad del 100% de aceptabilidad, es una Gram negativa, muy pequefia
y con forma de cocobacilos. Este género de bacterias son inmdviles, aerobios
0 anaerobios facultativos, catalasa (+), oxidasa (+), capsulados, no esporulan,
y son indol (+) (Post, Cole, & Raleigh, 1991).

3.9. Resultados de la biotransformacién de la sal de acido biliar dehidrocolato

de sodio por bacterias

(X) Biotransforma
(--) No Biotransforma
(0) Utiliza todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la

produccién de didxido de carbono.
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Tabla 15. Resultado de biotransformacion de la sal de acido biliar dehidrocolato
de sodio por bacterias

Cddigo 24 horas 48 horas Cddigo 24 horas 48 horas
MM B23 -- -- MM B46 -- -
MM B24 0 0 MM B47 -- --
MM B25 -- -- MM B48 - -
MM B26 0 0 MM B50 -- -
MM B27 X X MM B51 -- --
MM B28 -- -- MM B52 X X
MM B29 X X MM B53 -- -
MM B30 X -- MM B54 X X
MM B31 -- -- MM B55 -- -
MM B32 -- -- MM B56 -- -
MM B33 -- -- MM B57 X X
MM B34 -- -- MM B58 X X
MM B35 X X MM B59 -- -
MM B36 -- -- MM B60 X X
MM B37 X X MM B61 -- --
MM B38 X 0 MM B62 -- -
MM B39 X -- MM B63 X X
MM B40 0 0 MM B64 -- --
MM B41 -- -- MM B65 X X
MM B42 -- -- MM B66 -- X
MM B43 -- -- MM B67 X X
MM B44 0 0 MM B68 -- -
MM B45 X X MM B69 -- -

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

De un total de 47 cepas bacterianas evaluadas, 21 cepas realizan biotransformacion
de la sal de &cido biliar (dehidrocolato de sodio). De las 21 cepas que realizan

biotransformacién, 6 cepas desaparecen la sal de acido biliar dehidrocolato de sodio,
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porque utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta
la produccion de didxido de carbono.

Figura 16. Porcentaje de biotransformacion de sal de &cido biliar (dehidrocolato

de sodio) por bacterias

Dehidrocolatode sodio

u %CAPACIDAD DE
BIOTRANSFORMACION

1 % INCAPACIDAD DE _
BIOTRANSFORMACION

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Como se puede observar en la figura.16, existe un 45% de capacidad de
biotransformacién, representado por 21 cepas bacterianas, esto nos indica que existe
un namero considerable de cepas que realizan algin proceso biotransformativo que
podrian ser de mucho interés en esta investigacion. El 55% esta representado por las

bacterias que no realizan ningun proceso de biotransformacion.

3.10. Determinacion de la capacidad de biotransformacion de la sal de acido

biliar dehidrocolato de sodio

Para determinar el porcentaje de la capacidad de biotransformacion se hizo un
analisis de las placas cromatograficas en donde se pueden apreciar los metabolitos.
Dependiendo de la intensidad de las manchas se siguieron los patrones que se
encuentran en la tabla 10, en donde se puede observar como se realiz6 la seleccion.
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Tabla 16. Porcentajes de biotransformacién del dehidrocolato de sodio por

bacterias

Cadigo Tiempo % de biotransformacion
bacteria

MM B24 48 horas 100%
MM B26 48 horas 100%
MM B27 48 horas 80 %
MM B29 48 horas 55 %
MM B35 48 horas 95%
MM B37 48 horas 55%
MM B38 48 horas 100%
MM B40 48 horas 100%
MM B44 48 horas 100%
MM B45 48 horas 85%
MM B52 48 horas 100%
MM B54 48 horas 80%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Como se puede observar en la tabla 16, se encuentran 12 bacterias que tienen un
porcentaje comprendido entre el 50-100%, estas son consideradas como las de mayor
interés, pues tienen un alto porcentaje de biotransformacion de la sal de &cido biliar.

Tabla 17. Rango de porcentaje de biotransformacion de la sal de acido biliar

dehidrocolato de sodio por bacterias

Rango de porcentaje de
N° de bacterias biotransformacion
2 50-75%
10 75-100%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda
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Las bacterias mas representativas segun su capacidad biotransformadora son las que
se encuentran en el rango de 50-100% por presentar una alta capacidad de

biotransformacion, pudiendo encontrar 12 bacterias dentro de este grupo.

3.11. Resultados de la biotransformacién de la sal de acido biliar colato de sodio

por hongos

(--) No biotransforma

Tabla 18. Biotransformacion de dehidrocolato de sodio por hongos

Cadigo # horas de Cadigo # horas de

hongo biotransformacion hongo biotransformacion
MM F11 72 MM F22 144
MM F12 72 MM F23 --
MM F13 -- MM F2 --
MM F14 144 MM F24 --
MM F15 24 MM F25 24
MM F16 96 MM F26 --
MM F17 120 MM F8 --
MM F18 144 MM F28 --
MM F19 48 MM F29 --
MM F20 -- MM F30 --
MM F6 144 MM F31 --
MM F4 -- MM F32 --
MM F21 144 MM F33 --

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

De un total de 30 cepas de hongos, se han encontrado 12 cepas que son de interes ya
que realizan procesos de biotransformacion. Las cepas son: MM F11, MM F12, MM
F14, MM F15, MM F16, MM F17, MM F18, MM F9, MM F6, MM F21, MM F22,
MM F24.
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Figura 17. Porcentaje de biotransformacion de sal de acido biliar (dehidrocolato

de sodio) por hongos

Dehidrocolato de sodio

= %CAPACIDAD DE
BIOTRANSFORMACION

= % INCAPACIDAD DE _
BIOTRANSFORMACION

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

Como se puede observar existe un 40% (12) que representa a los hongos que tienen
la capacidad para biotransformar la sal de &cido biliar dehidrocolato de sodio. El

60% representa a los hongos que no realizan ningn proceso biotransformativo.

En la tabla 19 que se encuentra a continuacion se pueden observar los porcentajes de
biotransformacion de los hongos, como ya se mencioné anteriormente esta
clasificacion se realiz6 en base a la observacion de la placas de TLC, en donde
dependiendo de la intensidad de las manchas que indicaban la presencia de
metabolitos se establecio patrones que se encuentran como ejemplo en la tabla 10.

Como se puede evidenciar los hongos biotransformaron la sal de acido biliar
dehidrocolato de sodio en un porcentaje menor al 50% y en una mayor cantidad de
tiempo hasta 144 horas, en comparacion con las bacterias que demostraron ser mas
eficientes al realizar la biotransformacion hasta en 48 horas.

Por tal motivo no se identificaron mediante morfologia ni se realizé resonancia

magnética nuclear para identificar metabolitos de interés.
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Tabla 19. Porcentajes de biotransformacion de la sal de &cido biliar
dehidrocolato de sodio por hongos

Cadigo(hongo) Tiempo % de
biotransformacion
MM F11 144 horas 30%
MM F12 144 horas 30%
MM F14 144 horas 45%
MM F15 144 horas 30%
MM F16 144 horas 35%
MM F17 144 horas 25%
MM F18 144 horas 30%
MM F21 144 horas 45%
MM F22 144 horas 40%
MM F24 144 horas 25%
MM F6 144 horas 35%
MM F9 144 horas 25%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

3.12. Escalamiento de bacterias de interés que biotransforman la sal de acido

biliar dehidrocolato de sodio

MM B26 (anexo 28): Se escogio esta bacteria por presentar biotransformacion a las
24 y 48 horas, como se puede observar los productos de la biotransformacion se

encuentran en la parte inferior del estandar.

MM B35 (anexo 28): Se escogio la bacteria por presentar biotransformacion a las 24

y 48 horas, los productos de interés se ubican en la parte inferior del estandar.

MM B37 (anexo 29): Se escogio esta bacteria por presentar biotransformacion a las
24 y 48 horas, las manchas de interés se encuentran en la parte inferior del estandar.

Las manchas se muestran mas intensas a las 48 horas del monitoreo.
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MM B54 (anexo 30): Se escogio esta bacteria por presentar biotransformacion a 24
y 48 horas, como se puede observar los productos de la biotransformaciéon se

encuentran en la parte superior e inferior del estandar.

MM B27 (anexo 30): Se escogid esta bacteria por presentar biotransformacion a las
24 y 48 horas .El metabolito se encuentra en la parte superior del estandar. La

mancha no se muestra pronunciada.

3.13. Identificacion de bacterias
Para la identificacion de bacterias, primero se realiz6 tincion de Gram para

determinar si las bacterias de interés eran Gram negativas o Gram positivas.

Luego de realizar la técnica se pudo determinar que todas las bacterias eran Gram
negativas para lo cual se procedio a utilizar el sistema de identificaciébn Microgen

para identificar las bacterias con altos porcentajes de biotransformacion.

Tabla 20. Identificacion de las bacterias de mayor interés con capacidad para

biotransformar la sal de acido biliar dehidrocolato de sodio

Cddigo Nombre Probabilidad (*)
MM B54 Vibrio carchariae 87.32%
MM B35 Pasteurella multocida 96.33%
MM B45 Pseudomonas aeruginosa 99.65%
MM B27 Vibrio damsela 99.93%
MM B26 Proteus penneri 94.46%

*probabilidad del 99%

Elaborado por: Andrés Daza, Juan Pineda

» La bacteria MM B54 fue identificada como Vibrio carchariae con una
probabilidad del 87,32%, es una bacteria Gram negativa pequefia, curvada

(con forma de coma) y con un Unico flagelo polar (Yii, Yang, & Lee, 1997).
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» La bacteria MM B35, fue identificada como Pasteurella multocida con una
probabilidad del 96.33 %, es unaGram negativa, no
movil, cocobacilo perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Kuhnert &
Christensen, 2008).

» La bacteria MM B45, fue identificada como Pseudomonas aureginosa es
una bacteria Gram-negativa, aerobica. Ademas es un patdgeno oportunista en
humanos y también en plantas (Itah & Essien, 2005)

» La bacteria MM B27, fue identificada como Vibrio damsela con una
probabilidad del 99.93 %, es una bacteria Gram negativa que posee forma de
baston curvo (forma de coma puede causar infecciones transmitidas por los
alimentos, por lo general asociados con el consumo de marisco
crudo. Normalmente se encuentran en agua, es un anaerobio facultativo que
da positivo paraoxidasay no forma esporas ( Brenner, Hickman, Lee,
Steigerwalt, Fanning, Hollis & Seidler, 1983).

» La bacteria MM B26, fue indentificada como Proteus Penneri con una
probabilidad del 94.96%, es un bacilo Gram negativo, movil, aerobio y
anaerobio facultativos. Todos ellos, y debido a la produccion de fenilalanina
desaminasa, se caracterizan por su capacidad para desaminar la fenilalanina y
trasformarla en acido fenilpiravico; también hidrolizan la tirosina, desdoblan
en casi todos los casos la urea y son resistentes a la colistina (Canton,
Sanchez, Moreno, & Morosini, 2006).
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CONCLUSIONES

Luego de haber realizado el screnning se pudo evidenciar que de un total de
47 cepas bacterianas, 21 (45%), realizan biotransformacion de la sal de &cido
biliar dehidrocolato de sodio.

De un total de 21 cepas bacterianas que realizan biotransformacion, 6 cepas
desaparecen la sal de acido biliar dehidricolato de sodio, porque utilizan todo
el carbono la misma como fuente de energia hasta la produccion de dioxido
de carbono.

De las 21 bacterias que realizan biotransformacion, 12 bacterias que tienen un
porcentaje comprendido entre el 50-100%, estas son consideradas como las
de mayor interés, pues tienen un alto porcentaje de biotransformacion de la
sal de &cido biliar dehidrocolato de sodio.

Luego de haber realizado el screnning se puedo identifcar que de un total de
30 cepas de hongos, 12 (40%), realizaban biotransformacion de la sal de
acido biliar dehidrocolato de sodio. De estos todos biotransforman en un
porcentaje menor al 50% por lo cual no resultan de interés en esta
investigacion y no se realiz6 la identificacion de los mismos.

Realizado el screnning se pudo concluir que de un total de 47 cepas
bacterianas, 24 cepas (51 %) tienen una capacidad de biotransformacion de la
sal de &cido biliar colato de sodio.

De las 24 cepas que biotransforman 10 bacterias utilizan todo el carbono de la
sal de acido biliar colato de sodio, como fuente de energia hasta la
produccién de didxido de carbono.

De un total de 30 hongos, ninguno de estos tuvo la capacidad de
biotransformar la sal de acido biliar colato de sodio.

En el presente trabajo de investigacion, se observo que las bacterias presentan
un mayor porcentaje de biotransformacion en relacién a los hongos, debido a
la diferencia de las rutas metabdlicas que existen entre estos
microorganismos. Ademas las bacterias realizan la biotransformacion en
menor tiempo aproximadamente 48 horas en comparacion a los hongos que

realizan la biotransformacion hasta en 144 horas.
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> Se realiz6 una seleccion de las cepas bacterianas que tenian un alto porcentaje
de biotransformacion y presentaban metabolitos en la parte superior e inferior
del estandar de las sales de acidos biliares, para posteriormente identificarlas
mediante el sistema Microgen, en el caso de la sal de &cido biliar
dehidrocolato de sodio se lograron identificar las siguientes bacterias, que son
capaces de biotransformar esta sal con un alto rendimiento: MM B54: Vibrio
carchariae, MM B38: Pasteurella multocida, MM B45: Pseudomonas
aureginosa MM B27: Vibrio damsela. En el caso del sal de acido biliar colato
de sodio se lograron identificar las siguientes bacterias: MM B30: Serratia
marcencens, MM B42: Pseudomonas aeruginosa, MM B25: Yersinia
pseudotuberculosis, MM B37: Pasteurella haemolytica.MM B26: Proteus
penneri. En ninguna de estas bacterias se reportan publicaciones relacionadas
en el campo de la biotransformacion de acidos biliares, por lo que, éste seria
el primer trabajo de investigacion en el que se reporta esté actividad.

» Al realizar resonancia magnética nuclear se obtuvieron mezclas de
compuestos, por lo que no fue posible identificar una molécula completa, sin
embargo, se logré identificar un pequefio cambio en la estructura del anillo
esteroidal realizado por la bacteria MM B35. Especificamente se produjo un
doble enlace y una reduccion en el C4.

> Los camales del Ecuador no estadn sujetos a normas de higiene rigurosas,
ofrecen el servicio simple de faenamiento de reses, pero no se realizan
controles de calidad, la eleccién de muestreo de microorganismos en el

interior de estos lugares aumenta la capacidad de aislar cepas adaptadas a un

entorno fuertemente " contaminado " y por lo tanto potencialmente mas
eficiente en la capacidad biotrasformativa de los propios acidos biliares.

> EI Camal Municipal de Riobamba utiliza los desechos producto de los labores
de faenamiento, para la elaboracion de productos como harina de sangre,
reduciendo de esta forma la contaminacién ambiental y generando nuevos

productos.

» Actualmente en los camales del Ecuador solo se estd comercializando la bilis
de ganado vacuno, la bilis de ganado porcino y ovino es desechada sin

realizar un tratamiento previo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de bacterias para la biotransformacion de sales de
acidos biliares por demostrar una mejor eficiencia en tiempo y en porcentaje
de biotransformacidn en relacion a los hongos.

Se recomienda utilizar la bacteria MM B35 identificada como Pasteurella
multocida para realizar una reduccion en el C4 de la estructura de la sal de
acido biliar dehidrocolato de sodio para posibles aplicaciones en la industria
farmaceutica, quimica, biotecnoldgica.

En caso de que se identifiqguen microrganismos que tengan la capacidad de
biotransformar la sales de acidos biliares (colato y dehidrocolato de sodio),
que sean patdgenos, se sugiere implementar técnicas de biologia molecular
para eliminar su patogenecidad.

En el caso de las cepas bacterianas que desaparecen las sales de &cidos
biliares y los productos debiotransformacion, se recomienda continuar con la
investigacion por el eficiente sistema enzimatico que poseen, que puede ser
de interés biotecnoldgico.

Luego de realizar la evaluacion de la capacidad de biotransformacion de los
microorganismos mediante cromatografia en capa fina, es importante el uso
de la RMN, ya que permite identificar componentes diversos que pueden
provenir de la biotransformacién del medio de cultivo y no de la sal de &cido
biliar, de ahi la importancia de utilizar medios basicos, con los componentes
minimos para el crecimiento de los microorganismos.

Se sugiere continuar con los estudios concernientes a la purificacion de las
enzimas, que son las que realizan la biotransformacion. Una de ellas puede
ser la que tenga la capacidad de obtener el acido ursodesoxicolico.

Se recomienda continuar la investigacion en otras matrices como rios
contaminados o suelo, debido a que pueden contener microorganismos que
sean de interés farmacoldgico.

Se recomienda mantener y crear nnuevas alianzas que permitan brindar las
tecnologias y técnicas necesarias para realizar futuras investigaciones mas
especializadas y complejas dentro del campo de la biotransformacion,

fomentando asi mayores avances en este campo de la ciencia.
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ANEXOS

Anexo 1. Diagrama del camal Municipal de Latacunga.
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Anexo 2. Diagrama del camal Municipal de Cayambe.
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Anexo 3. TLC bacteria MM B30, lectura a las 24 horas, acido colico, cultivo

preparativo. Fase movil 1.

Anexo 4. TLC bacteria MM B25, lectura a las 24 horas, acido célico, cultivo

preparativo. Fase movil 1.

Anexo 5. TLC bacteria MM B42, lectura a las 24 horas acido célico, cultivo

preparativo. Fase movil 1.
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Anexo 6. TLC bacteria MM B37, esta comenzé a las 24 horas la

biotransformacion con el Acido cdlico, cultivo preparativo. Fase movil 1.

Anexo 7. TLC bacteria MM B37, biotransformacion a las 48 horas con el acido

colico, cultivo preparativo. Fase movil 1.
48 horas 50:2

Anexo 8. TLC bacteria MM B23, MM B24, MM B25, MM B26, MM B27
biotransformaciéon a las 24 y 48 horas con el &cido c6lico, fase mavil 1.
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Anexo 9. TLC bacteria MM EB28, MM EB29, MM EB30, MM EB31, MM
EB32, biotransformacion a las 24 y 48 horas con el &cido cdlico, fase movil 1.

Anexo 10. TLC bacteria MM EB33, MM EB34, MM EB35, MM EB36,

biotransformacion a las 24 y 48 horas con el acido colico, fase movil 1.

Anexo 11. TLC bacteria MM B37, MM B38, biotransformacion a las 24 y 48
horas con el &cido cdlico, fase movil 1.
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Anexo 12. TLC bacteria MM B41,MM B42, MM B43, MM B44,
biotransformacion a las 24 y 48 horas con el acido colico, fase movil 1.

Anexo 13. TLC bacteria MM B45MM B46, MM B47, MM B4§,

biotransformacion a las 24 y 48 horas con el &cido colico, fase mavil 1.

24 HORAS 50:2

Anexo 14. TLC bacteria MM B50,MM B51, MM B52, MM B53,
biotransformacion a las 24 y 48 horas con el acido colico, fase movil 1.

24HORAS 50:2
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Anexo 15. TLC bacteria MM B54MM B55 MM B56, MM B57,

biotransformacion a las 24 y 48 horas con el acido colico, fase movil 1.

Anexo 16. TLC bacteria MM B54MM B55 MM B56, MM B57,

biotransformacion a las 24 y 48 horas con el &cido colico, fase mavil 1.

24 HORAS 50:2 48 HORAS 50:2

:st. MM MM MM MM
EB65 EB66 EB68 EB69

Anexo 17. TLC bacteria MM B23 .MM B24, MM B26, MM B27,

biotransformacién a las 24 y 48 horas con dehidrocolato de sodio, fase mavil 1.
AT TR
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Anexo 18. TLC bacteria MM B29 ,MM B30, biotransformacion a las 24 y 48
horas con dehidrocolato de sodio, fase movil 1.

Anexo 19. TLC bacteria MM B35, biotransformacién a las 24 y 48 horas con
dehidrocolato de sodio, fase movil 1.

Anexo 20. TLC bacteria MM B37 MM B33,MM B39,MM B40
biotransformacién a las 24 y 48 horas con dehidrocolato de sodio, fase mdvil 2.
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Anexo 21. TLC bacteria MM B44 biotransformacién a las 24 y 48 horas con
dehidrocolato de sodio, fase movil 2.

Anexo 22. TLC bacteria MM B45 biotransformacion a las 24 y 48 horas con
dehidrocolato de sodio, fase movil 2

Anexo 23. TLC bacteria MM B52 biotransformacion a las 24 y 48 horas con
dehidrocolato de sodio, fase movil 2
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Anexo 24. TLC bacteria MM B54, MM B56, MM B57, biotransformacion a las

24 y 48 horas con dehidrocolato de sodio, fase mavil 2

Anexo 25. TLC bacteria MM B59, biotransformacién a las 24 y 48 horas con
dehidrocolato de sodio, fase movil

Anexo 26. TLC bacteria MM B62, MM B64, MM B65, biotransformacion a las
24 y 48 horas con dehidrocolato de sodio, fase moévil 2
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Anexo 27. TLC bacteria MM B66, MM B69, biotransformacion a las 24 y 48
horas con dehidrocolato de sodio, fase movil 2.

Anexo 28. TLC bacteria MM B26, MM B35, lectura a las 24 y 96 horas,
dehidrocolato de sodio, cultivo preparativo. Fase movil 1

Anexo 29. TLC bacteria MM B37, lectura a las 24 y 48 horas, dehidrocolato de
sodio, cultivo preparativo. Fase movil 1




Anexo 30. TLC bacteria MM B27, MM B54, lectura a las 24 y 48 horas,
dehidrocolato de sodio, cultivo preparativo. Fase movil 2

Anexo 31. TLC hongo MM F11, MM F12,MM F14,MM F15,MM, F16,MM F17,
biotransformacion a las 24 horas con dehidrocolato de sodio, fase mévil 2.
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Anexo 32. TLC hongo MM F18, MM F19, MM F21, biotransformacion con
dehidrocolato de sodio, fase mévil 2.

Anexo 33. TLC hongo MM F22, MM F25, MM F9, MM F6; biotransformacion

con dehidrocolato de sodio, fase movil 2.
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Anexo 34. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B30 (colato de

sodio)

- e
Microgen ID
Microgen GNA+ B Oxidase Negative
Specimen Details
Lab Ref: Date: 0107/2013
Nanre:
Specimen Type: s gmw
Source (wardlocation):
Results Entry
Octal Code: 05405152
« LYS Lysine Decarboxylase - ORN  Omithine Decarboxylase - H2S H2S Production
+ GLU  Acid from Glucose - MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG = IND Indole - UR  Urea Hydrolysis
« VP Voges Proskaver - CIT  Cierate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
+ GEL Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Utilization + INO  Acid from Inositol
-« SOR Acid from Sochitol « RHA  Acid from Rhamnose ¢ SUC  Acid from Sucrose
+ LAC  Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinose + ADO  Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffincse + SAL  Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase
| Identification Analysis
| Smrmcrubbgpl E.agglomerans compi K 8. plynehi E_coli-imact
Sefect ID Choice Yes No No No No
Probabilicy < 100,000,000 < 300,000,000 < 100,000,000 < LIOGOMLOM < 1100,000,000
Percent Probability M31% 3.18% 213% 0.15% 0.02%
Likelikood <0.01% “0D01% “N01% <0.01% D01%
Humar Isolate Ne Yes Yes Yes Yes
Tests against
Tew ! XYL (0.1%) MAN (59.9%) MAN (59.9%) MAN (99.9%) GEL (0.1%)
Test 2 MAN (96%) GEL (2%) GEL (0.1%) ARA (99.5%) INO (19%)
Test 3 LAC (4%) ARA (95%) ARA {98%) ADD(D.1%) ADO (3%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
DNase (25C) % 0.1% 01% s DA%
Motility (37C) 7% B5% 0.1% s %
Acid from Ceflobiose % 55% 92% 8% 2%
Esculln Hydrotysis %% 60% B0% £1% 5%
Additiomal Caomments b1}

21 Previously the Alkalscens Dispar (ADOD) Growp

Identification Comments

Acceptable [dentification of Serratia marcescens biogp 1

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identification chosces
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION,
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Anexo 35. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B25 (colato de

sodio).
-
Microgen ID
Microgen GNA+ B Oxidase Negative
Specimen Details
Lab Ref.: Dute: 01072013
Name:
Specimen Type: sou sms
Source (warddocation):
|
1
|
|
Results Entry
Ocral Code: 03404000
« LYS Lysine Decarboxylase « ORN Omithine Decarboxylase « HIS HIS Production
« GLU  Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG « IND  Indole « UR  Ures Hydrolysis
- VP Voges Proskauer - CIT  Citrate Utilization « TDA Trypeophan Deaminnse
= GEL  Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Utilization = INO  Acid firom Inasitol
- SOR  Acid from Sorbisol - RHA  Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
< LAC  Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinose - ADO  Acid from Adonsiol
- RAF  Acid from Raffinose - SAL  Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
Vg i
[ PRI B callAanngh % phills (25°C)  E.apgl il X matvophilic
Selecr 1D € Yes No No Na No
Probability < 1/100,000,000 < 11100,000,000 < 100,000,000 < 11100, 00,000 < 11100,000,000
Percent Probabiliny H0.04% 4.24% 2.46% 1.78% 1.74%
Liketihood <0.001% <0.01% <“D01% <0,01% <0.01%
Hunvan Isofate Yes Yes Na Yes No
Tests against |
Test ! GLU(9.9%) GLU (99.9%) MAN (0.1%) GLU (95.9%) MAN {0.1%)
Tese2 GEL(0L1%) GEL (0,1%) XYL (0.1%) GEL (2%) XYLAL1%)
\ Tesr 3 R (95%) ARA (85%) ONFP {0.1%) ARA (95%) CIT (98%)
[ Additionul Tesey Yes Yes Yes Yes Yes
. Mauiliey (37C) 01% % W 5% %
Avid from Trehalose s W 01% 97% 05
Acid from Maliore 9% 0% wi% 9% 05
Escwlin Hypdrodysis 9% A% 0% 605 05
Additlonal Commvms pi L1
21 Previowsly the Alkscens Disgar (ADO) Group
54 Previously Pacod ltophilio, Also reported as S = ltophil
a4, Isolwe is GLUCOSE NEGATIVE - it is recommended that you check that it is not OXIDASE POSITIVE
Identification Comments
Acceptable Identifi af Yersinia p barculosi
The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION,
Esolate is GLUCOSE NEGATIVE - it is recommended that you check that it is not OXIDASE POSITIVE
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Anexo 36. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B42 (colato de

sodio)

Microgen ID}E

Microgen GNA + B Oxidase Positive
Specimen Details
Lab Ref.: Date: 01072013
Name:
Specimen Type: sy niz
Source (warddocation):
Results Entry
, Octal Code: 540522001 |
| + OX1  Oxidnse - MOT Motility + NIT  Nitrate Reduction
+ LYS Lysine Decarboxylase - ORN  Omithine Decarboxyl - H2IS  H2S Production
- GLU Acid from Glucose - MAN Acid from Mannitol ~ XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG - IND Indole + UR  Urea Hydrolysis
< VP Voges Proskaver < CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquelsction * MAL Malonate Inhibitica « INO  Acid from Inositol
- SOR Acid from Sorbitol - RHA  Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose
- LAC Acid from Laciose - ARA  Acul from Arabinose « ADO  Acid from Adonitol
- RAF  Acid from Raffinose - SAL Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
Py.aeruginosa Py finoresceny-25 Ps.satzeri Py flu 35 M, Ml Spype,
Selecs ID Chaloe Yes No No No No
Probability 111,660,137 < 1100,000,000 < 1100,000,000 < 100,000,000 < L TOWO00,000
Percemt Probobifisy S50, 292% 1.43% 0.14% 0.13%
Liketikood <0.01% A001% <0.01% <D.01% <D.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Yest ) ONP (0.1%) ONFP (0, 1%} MOT (99.9%) ONP [(L1%) ONP(0.1%)
Test 2 MOT (93%) MOT (94%) ONP (U.1%) UR(D.1%) ARG (0.1%)
Test § GLU (85%) UR{T%) ARG (14%) NIT (5%) MAL (2%)
- Additiomal Texts Yes Yes Yes Yes Yes
'I Groly ow Cetrimide MU LEE 0.1% e "
. Growth at 42C 99.9% 0.1% a0 0.1% 4%
Groweh in 6% NaCl 65% 3% LY 43% 8%
Additlonal Commenis
Identification Comments
Acceptable 1dentification of Pseudomonns acruginosa
The strain is ot typical (multiple tests are against), although it is highly separted from other suggested ientification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION,
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Anexo 37. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B37 (colato de

—

sodio).

r Microgen GNA + B Oxidase Positive

Microgen IDF

5 Previously Pseodoencaas peendomallel

Specimen Details
Lab Ref.: Date: 01072013
Name:
Specimen Type: MM rns
Sowrce (warddocation):
Results Entry
Octal Code: 50TAMSS6
+ OXI  Oxidase - MOT Maodility + NIT  Nitrate Reduction
- LYS Lysine Decarboxyluse - ORN  Omithine Decarboxyl H2S  H2S Production
+ GLU  Acid from Glucase = MAN Acid froem Mannitol + XYL Acid from Xylase
+ ONP ONPG < IND Indole LR Urea Hydrolysis
- VP Voges Proskauer - CIT  Cirate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquetaction < MAL Malonate Inhibition INO  Acid from Inositol
+ SOR  Acid from Sorbitol - RHA  Acud from Rhamnose + SUC  Acid from Sucrose
+ LAC  Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinose ADO  Acid from Adonitol
+ RAF  Acid from Raffinose + SAL  Acid from Salicin - ARG  Argmine Dihydrolase
Identification Analysis
ad it ita
Pl fy e dctinobaciilus spy, P.multoctd: 8 devmalier Abypdrogkila
Select ID Choice Yes No No No No
Probability H1,77387 < 100,000,000 < 1A100,000,000 < /100,000,000 < 100000000 |
Percent Probability 100% <D.01% <0.01% <0.01% <0.01%
| Uhelikood <A01% “0.01% <0.01% “0.01% “001%
Humanr fsolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tents againss
Teu 1 SAL (0,1%) UR (99.9%) ADO (0,1%) MOT (99.9%) MOT (99.9%)
Tent 2 ADO (10%) ADO (0.1%) RAF (1%) ONP(0.1%) XYL(1%)
Tewt 3 LAC (20%) SOR (5%) SAL (1%) ING (95%) IND (99%)
Additional Testy Yes Yes Yes Yes Yes
Growtk on S8 Agar 1% 0.1% 0.1% % 9
Cwidution of Glucose 0.1% 0,1% 0.1% 9.90% 0.1%
Grenatly o MocConkey Ay £2% % W W%
Esculin Hydrolysis 25% 0.1% 1% LI 4%
Growsh at 42C 50°% 15% 2% 99.9% 84%
Additlonal Commenty s

Identification Comments

Acceptable Identification of Pasteurella bsemotyt'icu
The strain is not typical {multiple tests are against), although it is highly separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.
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Anexo 38. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B45

(dehidrocolato de sodio)

Microgen ID /]

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Lab Ref.:
Name:

Specimen Details

Specimen Type: 2lcl
Source (ward/location):

Date: 01/07/2013

Results Entry
Octal Code: 461162021
+ OXI Oxidase - MOT Motility - NIT Nitrate Reduction
+ LYS Lysine Decarboxylase + ORN  Ornithine Decarboxyl - H28 H2S Production
- GLU Acid from Glucose - MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
- ONP ONPG - IND Indole + UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer + CIT Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquefaction + MAL Malonate Inhibition - INO Acid from Inositol
- SOR Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
- LAC Acid from Lactose + ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffinose SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
Ps.aeruginosa Ps.fluorescens-25 Ps.putida Ps.fluorescens-35 Moraxella spp.
Select ID Choice Yes No No No No
Probability <1/100,000,000 < 1/100,000,000 <1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 99.65% 0.34% <0.01% <0.01% <0.01%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test 1 VP (0.1%) ORN (0.1%) MOT (99.9%) ORN (0.1%) XYL (0.1%)
Test 2 ORN (3%) VP (0.1%) ORN (0.1%) XYL (0.1%) VP (0.1%)
Test 3 MOT (93%) MOT (94%) VP (0.1%) UR (0.1%) ARA (0.1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Growth on SS Agar 96% 96% 99.9% 86% 0.1%
Growth at 42C 99.9% 0.1% 0.1% 0.1% 24%
Additional Comments

Identification Comments

Acceptable Identification of Pseudomonas aeruginosa

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is highly separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.
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Anexo 39. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B54

(dehidrocolato de sodio)

Microgen ID ]

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details

Lab Ref.:

Name:

Specimen Type: 22bl
Source (ward/location):

Date: 01/07/2013

Results Entry
Octal Code: 441240001
+ OXI Oxidase - MOT Motility - NIT Nitrate Reduction
+ LYS Lysine Decarboxylase - ORN Ornithine Decarboxyl - H2S H2S Production
- GLU Acid from Glucose - MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
- ONP ONPG + IND Indole UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer CIT Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Inhibition - INO Acid from Inositol
- SOR Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
- LAC Acid from Lactose - ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffinose - SAL Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
V.carchariae Ps.putida Ps.fluorescens-35 Ps.aeruginosa W.virosa
Select ID Choice Yes No No No No
Probability < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 87.32% 8.83% 2.9% 0.24% 0.17%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test 1 NIT (99.9%) MOT (99.9%) XYL (0.1%) IND (0.1%) LYS (0.1%)
Test 2 XYL (0.1%) IND (0.1%) IND (0.1%) VP (0.1%) XYL (0.1%)
Test 3 ARG (0.1%) VP (0.1%) VP (0.1%) CIT (95%) VP (0.1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Growth on MacConkey 0% 99.9% 99.9% 99.9% 3%
Growth at 42C 0% 0.1% 0.1% 99.9% 65%
Growth in 6% NaCl 99.9% 44% 43% 65% 0%
Additional Comments 9

9 Previously CDC group IIf, occasionally isolated from urine and vaginal samples

Identification Comments

Acceptable Identification of Vibrio carchariae

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.
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Anexo 40. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B35

(dehidrocolato de sodio)

Microgen ID =

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details

Lab Ref.:

Name:

Specimen Type: 31a3
Source (ward/location):

Date: 01/07/2013

Results Entry

Octal Code: 407641460

2E

OXI Oxidase - MOT Motility
LYS Lysine Decarboxylase ORN  Ornithine Decarboxyl

- NIT Nitrate Reduction
- H2S H2S Production

+ GLU Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
+ ONP ONPG + IND Indole - UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer - CIT Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Inhibition + INO Acid from Inositol
+ SOR Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
+ LAC Acid from Lactose + ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffinose - SAL Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
P.multocida P.haemolytica A.hydrophila B.pseudomallei A.caviae
Select ID Choice Yes No No No No
Probability < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 96.33% 3.67% <0.01% <0.01% <0.01%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test1 - VP (0.1%) IND (0.1%) MOT (99.9%) MOT (99.9%) MOT (99.9%)
Test 2 ARA (3%) VP (0.1%) INO (0.1%) ONP (0.1%) NIT (99.9%)
Test 3 INO (5%) NIT (95%) XYL (1%) IND (0.1%) INO (0.1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Growth on SS Agar 0.1% 0.1% 97% 8% 0%
Oxidation of Glucose 0.1% 0.1% 0.1% 99.9% 0.1%
Growth on MacConkey 2% 79% 99.9% 99.9% 99.9%
Esculin Hydrolysis 0.1% 25% 84% 50% 84%
Growth at 42C 32% 50% 84% 99.9% 0%
Additional Comments 5

5 Previously Pseudomonas pseudomallei

Identification Comments

Acceptable Identification of Pasteurella multocida

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is highly separated from other suggested identification choices

ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.
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(dehidrocolato de sodio)

Anexo 41. Identificacion con pruebas bioquimicas, bacteria MM B27

Microgen ID

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details

12 Int. J. Syst. Bacteriol. (1991) 41:529 - 534

Lab Ref.: Date: 01/07/2013
Name:
Specimen Type: 12c¢2
Source (ward/location):
Results Entry
Octal Code: 405050021
+ OXI Oxidase MOT Motility - NIT Nitrate Reduction
- LYS Lysine Decarboxylase ORN  Ornithine Decarboxyl - H2S H2S Production
+ GLU Acid from Glucose MAN Acid from Mannitol + XYL Acid from Xylose
- ONP ONPG IND Indole - UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer CIT  Citrate Utilization + TDA Tryptophan Deaminase
- GEL Gelatin Liquefaction MAL Malonate Inhibition - INO Acid from Inositol
- SOR Acid from Sorbitol RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose
- LAC Acid from Lactose + ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffinose SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
V.damsela/ P.damsela Ps.aeruginosa Ps.fluorescens-25 Ps.putida P.multocida
Select ID Choice Yes No No No No
Probability < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 99.93% 0.04% 0.03% <0.01% <0.01%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test 1 NIT (99.9%) VP (0.1%) VP (0.1%) MOT (99.9%) VP (0.1%)
Test 2 XYL (0.1%) TDA (0.1%) CIT (99.9%) VP (0.1%) TDA (0.1%)
Test 3 TDA (0.1%) CIT (95%) TDA (0.1%) TDA (0.1%) ARG (1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Growth on MacConkey 0% 99.9% 99.9% 99.9% 2%
Growth at 42C 0% 99.9% 0.1% 0.1% 32%
Growth in 6% NaCl 95% 65% 43% 44% 2%
Additional Comments 12

Identification Comments

Acceptable Identification of Vibrio damsela/ Photobacterium damsela

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is highly separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.
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Anexo 42. Resonancia magnética nuclear

MM B35: Dehidrocolato de sodio
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MM B26:

MM B26
DEHIDROCOLATO

Anexo 43. Resonancia magnética nuclear
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Anexo 44. Resonancia magnética nuclear

MMB25: Colato de sodio
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Anexo 45. Resonancia magnética nuclear
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Anexo 46. Fotografias tomadas en investigacion de los camales del Ecuador

Foto: Entrada a la instalaciones del Camal frigorifico de Riobamba.

Autor: Juan Pineda

Foto: Instalaciones del Camal Municipal de Riobamba

Autor: Andrés Daza

Foto: Vesicula biliar de ganado vacuno

Fuente: Andrés Daza
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Foto: Recoleccion de la bilis para posterior medicién en vaso de precipitacion en el laboratorio.

Fuente: Andrés Daza

Foto: Vesicula biliar de ganado porcino.

Fuente: Juan Pineda

LN

Foto: Desechos vertidos directamente a la alcantarilla

Fuente: Andrés Daza
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Foto: Visceras de ganado vacuno y porcino

Fuente: Andrés Daza

Foto: Recoleccion

Fuente: Juan Pineda

Foto: Desechos ganado bovino, ganado porcino

Fuente: Andrés Daza
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Foto: Ing. Adela Ortiz, Directora del Camal Municipal Ambato.

Fuente: Juan Pineda

Foto: Desechos de ganado bovino y porcino. Camal Municipal de Guayaquil
Fuente: Andrés Daza

=

i 4.
Fotos: Procesamiento de visceras de ganado.

Fuente: Andrés Daza
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