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RESUMEN

Esta investigacion buscé encontrar microorganismos capaces de biotransformar
estructuras esteroides para los &cidos: hyodesoxicélico y desoxicélico que son
productos de la sintesis del acido ursodesoxicélico. Una de las mayores
problematicas que presenta la sintesis del acido ursodesoxicolico, a nivel industrial
son los contaminantes que genera, de tal manera que para producirlo se realizan
procesos de sintesis quimica que producen contaminacion ambiental. La sintesis
quimica del acido 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, hidrolisis y reduccion) para la obtencién del
acido quenodexosicolico y a partir de este, con un proceso que consta de 4 pasos
(esterificacion, acetilacion, oxidacion y reduccion), obtuvieron el acido
ursodesoxicolico. El interés en el &cido ursodesoxicélico se presenta por su
utilizacion en el campo farmacéutico, para el tratamiento de los célculos biliares
arenosos. Mediante esta investigacion se buscd reducir los pasos de sintesis del
acido ursodesoxicolico; disminuyendo el impacto ambiental, encontrando
microorganismos con una alta capacidad de biotransformacion. Cabe recalcar que
esta investigacion detectd microorganismos (hongos y bacterias) con capacidad de
biotransformar los acidos: hyodesoxicélico y desoxicolico; mas no se encontr6
alguna ruta metabolica que ayude a reducir la sintesis del acido ursodesoxicolico. La
busqueda de microorganismo con capacidad de biotransformar estos acidos se llevo a
cabo, con cromatografia en capa fina; esta técnica permitid visualizar la capacidad de
biotransformacion de los microorganismos mediante las placas de TLC (thin layer
cromatograpy). Al identificar las bacterias con capacidad de biotransformacion se
realizaron pruebas de tinciobn Gram para identificar su morfologia; pudiendo
constatar que las bacterias Gram Negativas son las que presentan alta eficiencia de
biotransformacion. Para finalizar se realizé la identificacion del género de las
bacterias de interés mediante pruebas API, que nos permitieron identificar las
siguientes bacterias. Para el acido Hyodesoxicélico: Burkholderia pseudomallei,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus y para el acido Desoxicolico:
Pasteurella multocida, Burkholderia pseudomallei, Pseudomona aeruginosa y

Proteus penneri. Palabras clave: Biotransformacion, Acidos biliares, Acido hyodesoxicélico,

Acido desoxicélico, Sales biliares.



ABSTRACT

This research will seek to find microorganisms capable of biotransform steroid
structures for acids and deoxycholic hyodeoxycholic are products Ursodeoxycholic
acid synthesis. One major problem presented by the synthesis of ursodeoxycholic
acid are industrially pollutants generated, so as to produce chemical synthesis
processes which produce environmental pollution are realized. Chemical synthesis of
ursodeoxycholic acid was developed in the 50s by Hofman and Fieser, who invented
a method with a process that consists of 5 steps ( esterification , acetylation ,
oxidation, hydrolysis and reduction) for obtaining quenodexosicélico acid and from
this with a process that consists of 4 steps (esterification , acetylation, oxidation and
reduction) obtained ursodeoxycholic acid. Interest in the ursodeoxycholic acid occurs
for use in the pharmaceutical field for the treatment of sandy gallstones.

Through this research sought to reduce the steps of synthesis of ursodeoxycholic
acid, reducing the environmental impact, finding microorganisms with a high
capacity for biotransformation. It should be noted that this research could only detect
microorganisms (fungi and bacteria) with the ability to biotransform acids and
deoxycholic hyodeoxycholic, but not a metabolic pathway that helps reduce the
synthesis of ursodeoxycholic acid was found . Finding biotransform microorganism
capable of these acids was carried out, with thin layer chromatography, a technique
allowed its biotransformation capacity of the microorganisms by the TLC plates (thin
layer cromatograpy). By identifying bacteria capable of biotransformation Gram
staining tests were performed to identify the morphology, being able to observe that
Gram negative bacteria are those which exhibit high efficiency of biotransformation.
To complete the identification of the genus of the bacteria of interest was performed
using API testing, which allowed us to identify the following bacteria. For
hyodeoxycholic acid: Burkholderia pseudomallei, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
alginolyticus for deoxycholic acid: Pasteurella multocida, Burkholderia

pseudomallei, Pseudomona aeruginosa y Proteus penneri.

Keywords: Biotransformation, Bile Acids, hyodeoxycholic Acid, deoxycholic Acid, Bile salts.



INTRODUCCION

En la actualidad se han realizado varias investigaciones sobre la capacidad
farmacologica del acido ursodesoxicolico, siendo el principal tema de interés la
capacidad de disolver calculos biliares arenosos. El &cido ursodesoxicolico, es un
acido biliar natural presente en pequefias cantidades en la bilis humana, disminuye la
secrecion del colesterol por el higado e inhibe la absorcién intestinal. (Martindale,
2003)

El acido ursodesoxicolico (AUDC), es un acido biliar que se encuentra de forma
natural en la bilis de los o0sos, en la medicina tradicional asiatica ha sido utilizado
para tratar padecimientos hepéaticos y como hepatoprotector; sin embargo, estas
especies animales han sufrido las consecuencias, cuando el hombre en su interés por
conseguir una adecuada salud extrae la bilis de los 0sos por su efecto terapéutico. El
AUDC se ha utilizado recientemente para el tratamiento de distintas hepatopatias,
pero anteriormente resultaba muy dificil obtener grandes cantidades de este producto
ya que los animales de donde sacaban el &cido lo producian en pequefias cantidades.
Se vieron en la necesidad de producirlo sintéticamente para mejorar tanto su
produccién como el efecto terapéutico en las personas. Actualmente para producirlo
a gran escala se realizan varios procesos quimicos que ocasionan contaminacién
ambiental por el uso de reactivos (Cromo, Hidroxido de Sodio, entre otros); y que
generan grandes cantidades de otros &cidos biliares, como: hyodesoxicélico y
desoxicOlico, por lo que se busca encontrar, a través de procesos de
biotransformacién, microorganismos capaces de disminuir los pasos en el proceso de
sintesis del acido ursodesoxicolico y evitar la generacion de contaminantes. A su vez
buscar microorganismos (capaces de producir oxidaciones y sobre todo reducciones)
en los productos finales de sintesis. Mediante cromatografia en capa fina buscamos
identificar los productos obtenidos como resultado de la biotransformacion,
comparandolos con estandares de las oxidaciones en las posiciones 3 y 7 de los
acidos biliares de estudio, capaces de biotransformar las sales biliares a productos de

interés presentando cambios en las estructuras moleculares de los compuestos.



Objetivos

General:

e Evaluar microorganismos con la capacidad de biotransformar los acidos
biliares hyodesoxicélico y desoxicélico con posible aplicacion en el

proceso de la sintesis del acido ursodesoxicolico.
Especificos:

Aislar microorganismos con posible capacidad de biotransformar

estructuras esteroides.

Evaluar los microorganismos que tengan la capacidad de biotransformar

los &cidos hyodesoxicolico y desoxicolico.

e ldentificar los productos con mejor capacidad de biotransformacion por
medio de cromatografia en capa fina y la evaluacion con Resonancia

Magnética Nuclear para identificar cambios en las estructuras esteroides.

Identificar microorganismos de interés mediante la colaboracion de Gram

y Test de Pruebas Bioquimicas

Hipotesis
Hipotesis Alternativa
Los microorganismos aislados de los camales de Latacunga y Cayambe,

tienen la capacidad de biotransformar los &cidos biliares (hyodesoxicolico y

desoxicolico) en metabolitos de interés.
Hipotesis Nula

Los microorganismos aislados de los camales de Latacunga y Cayambe, no
tienen la capacidad de biotransformar los acidos biliares (hyodesoxicolico y

desoxicolico) en metabolitos de interés.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Acidos biliares como componentes de la bilis
En los seres humanos la vesicula biliar tiene forma de bolsa y se coloca por debajo

del borde anterior del l6bulo derecho del higado, su funcién es, precisamente,
acumular y concentrar la bilis. Como resultado de la contraccion de la pared
muscular de la vesicula biliar, la bilis se excreta en la via biliar. (Ahmad, Garg, &
Johri, 1992)

La bilis es una solucion electrolitica a pH 6.8-8.0 producida por las células del
higado y las células de los canaliculos biliares en una cantidad diaria de entre 500 a
1500 mililitros. Sintetizada por el higado, la bilis se secreta en los pequefios
conductos biliares donde, a través del conducto hepatico comdn y el conducto

cistico, se almacena en la vesicula biliar. (Ahmad, Garg, & Johri, 1992)

1.1.2 Composicion de la bilis

Tabla N°1. Composicion de la bilis

Agua 82%
Acido biliar 12%
Fosfolipidos 4%

Colesterol no esterificado 0.7%
Componentes menores 1.3%

Fuente: (Ahmad, Garg, & Johri, 1992)

Los componentes mas importantes de la bilis son los acidos biliares (&cido colico y
acido quenodesoxicolico). Ellos son producidos por los hepatocitos a partir del
colesterol y posteriormente, se conjugan a dos aminoacidos: glicina y taurina.
(Baldassare, Bertoni, Chiappe, & Marioni, 2000)



1.1.3 Acidos biliares
Los &cidos biliares son compuestos de 24 atomos de carbono dihidroxilados o

trihidroxilados, que derivan del colesterol. Por lo tanto son esteroides, una clase de
lipidos insaponificables. Ademas, estos &cidos, son derivados estructurales del acido
célico, que se caracteriza por tener en el C17 una cadena alifatica ramificada de 5

atomos de carbono, destacando:
El &cido colico (hidroxilado en posicion 3-7 y 12a).
El &cido litocdlico (hidroxilado en posicion 3a y 24a).
El acido desoxicolico (hidroxilado en posicion 3oy 12a).
El &cido ursodesoxicolico (hidroxilado en posicion 3-7 y 24a).
El &cido 3-a 7-B-hidroxicolanico.
El 4cido hyodesoxicélico

Figura N° 1: Estructura del acido célico

COOH

Ho@“ E%oH
Fuente: (Maldonado, 2013)

Figura N° 2: Estructura del 4cido quenodesoxicdlico

COOH

S

HO® “rom
Fuente: (Maldonado, 2013).

Los acidos antes mencionados componen la bilis, los cuales forman sales que actlan

como detergentes en el intestino delgado disminuyendo la tensién superficial de las
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grasas que provocando la emulsion de las mismas, que se degradaran posteriormente
por la accién de las lipasas. Son necesarios para la absorcion de las vitaminas
liposolubles. Tienen una accion catartica suave, mejoran el drenaje biliar y evitan la
presencia de infecciones. Con gran frecuencia aparecen conjugados a los
amino&cidos glicina y taurina. Asi, el &cido colico formara los acidos taurocdlico y
glicocolico. (Roda, Roda, & Hofman, 1999)

La estructura basica de los esteroides es el anillo ciclopentanoperidrofenantrenico,
por esta razon, la molécula se define anfipatica, es decir que contienen regiones
polares y apolares de las misma estructura molecular, y en virtud de esta propiedad
fisico-quimica acttan como detergentes muy efectivos. (Roda, Roda, & Hofman,
1999)

Firura N° 3: Estructura del ciclopentanoperidrofenantrenico

Fuente: (Maldonado, 2013)

Al igual que el colesterol, las sales biliares se sintetizan en el higado, y se depositan
(acumulan y concentran) en la vesicula biliar, desde donde se segregan al intestino
delgado, para el procesamiento de la fraccion grasa de los alimentos. Los acidos
biliares son el constituyente fundamental de la bilis, solubilizando los lipidos de la

dieta para que puedan ser absorbidos. (Lopéz, Jose, 2013)

1.1.4 Acido desoxicélico
El acido desoxicolico es un acido biliar. Cuando es puro se presenta en forma de

polvo cristalino de color blanco o casi blanco, con el punto de fusion en 174-176°C.
El acido desoxicélico es uno de los cuatro principales acidos producidos por el
higado. (Lopéz, José, 2013)



Figura N° 4: Estructura del acido desoxicdlico

HO‘\\‘“‘.

Fuente: (Maldonado, 2013)

El desoxicolato de sodio es la sal sédica del acido desoxicolico, soluble en agua v al
igual que otras sales biliares inhibe microorganismos Gram positivos, asi como
también organismos formadores de esporas por lo que se utiliza en medios selectivos

para enterobacterias. (King, M, 2013)

1.1.4.1 Aplicaciones
En el cuerpo humano el acido desoxicdlico se utiliza en la emulsificacién de las

grasas para su posterior absorcion en el intestino, se emplea como agente
coadyuvante para solubilizar medicamentos de uso intravenoso y parenteral, también
usado como reforzador de absorcién permitiendo una mayor disponibilidad del
farmaco. Fuera del cuerpo se usa en experimentos de base como colagogo (son
farmacos o extractos de plantas que facilitan la expulsién de la bilis retenida en la
vesicula biliar, y casi siempre van acompafiados de accién purgante intestinal). Tiene
efecto sobre las proteinas de las membranas celulares, comportandose como un
detergente aniénico en concentraciones relativamente bajas. Igualmente es usado
frecuentemente en inyecciones de mesoterapia; actla estimulando el metabolismo
celular, mejora el aporte de nutrientes a los tejidos, causa dilatacién de los vasos
sanguineos, tiene una accion de anti radicales libres y estimula al sistema inmune.
(Roda, Roda, & Hofman, 1999)

1.1.5 Acido hyodesoxicélico
Acido hyodesoxicolico, también conocido como 3a, 6a 4cido-dihidroxi-5p-colan-24-

oico 0 HDCA, es un acido secundario de los acidos biliares, uno de los subproductos
metabolicos de las bacterias intestinales. Se diferencia de acido desoxicdlico en que



el 6a- hidroxilo est4 en la posicion del carbono 12 en lugar del primer carbono. El
grupo 6a- hidroxilo hace HDCA sea un acido hidrofilo, una propiedad que comparte
con el &cido hyocdlico. HDCA esta presente en mamiferos, dependiendo de la
especie en diferentes proporciones. Es el constituyente principal de la bilis del cerdo,
utilizado industrialmente como precursor para la sintesis de esteroides. (Roda, Roda,
& Hofman, 1999)

Figura N° 5: Estructura del Acido Hyodesoxicolico

Fuente: (Maldonado, 2013)

1.2 Biosintesis de los acidos Biliares
Los productos finales de la utilizacién de colesterol son los acidos biliares. Por otra

parte la sintesis de acidos biliares es la ruta principal del catabolismo del colesterol
en los mamiferos, mecanismo de excrecion del exceso de colesterol, aunque esta
excrecion es insuficiente para compensar el exceso de colesterol debido a la dieta en
algunos casos, cabe recalcar que el higado es el Gnico 6rgano en el que se produce la
biosintesis. (Maldonado, 2013)

Se requiere de 17 enzimas individuales para la sintesis y se produce en multiples
compartimentos celulares, incluyendo: el citosol, el reticulo endoplasmatico (ER), las
mitocondrias y en el peroxisoma. Los genes codificadores para las distintas enzimas
implicadas en la sintesis de acidos biliares son estrictamente regulados para asegurar
que el nivel necesario de la produccion de acidos biliares esté en linea con el cambio

de condiciones metabdlicas. (Maldonado, 2013)

El primer paso en la sintesis hepatica de estas moléculas de esteroides es el 7a-
hidroxilacion de colesterol catalizada por la enzima 7a-hidroxilasa (CYP7A1l)



ubicada en el reticulo endoplasmatico. La actividad de esta enzima esta regulada por
un mecanismo de retroalimentacion negativa donde los &cidos biliares pasan desde

el intestino hacia el higado a través del sistema portal. (Maldonado, 2013)

La via metabdlica iniciado por CYP7A1 es considerada como la via "clasica" o
"neutra” en la sintesis de acidos biliares. Hay una ruta alternativa que involucra la
hidroxilacion de colesterol en el carbono 27 (C-27) a través de la enzima
mitocondrial esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1). Esta alternativa se denomina: via

"amarga" de la sintesis. (Maldonado, 2013)

Figura N°6: Sintesis Hepatica

CYP27A1
Colesterol > . .
Esterol 27-hidroxilasa
v
CYP7A1 \ 4

o CYP7B1
To-hidroxilasa

/ 7 oxisterol c-hidroxilasa

CYP8B1
CYP27A1
BACS
BAT
\4 \4
RIfGN G/T-CA G/T-CDCA
| i
Intestino
DCA LCA

Modificado de: (Maldonado, 2013)

Los acidos biliares son productos intermedios de CYP27A1 que posteriormente son
hidroxilados en la posicion C-7 de 7 oxisterol «-hidroxilasa (CYP7B1). Aunque esta
via no es la ruta principal en los seres humanos para la sintesis de &cidos biliares, es
importante sefialar que en los bebes se puede presentar una mutacion en el gen
CYP7BL. Este nifio presentara una colestasis grave (obstruccion en el flujo de la bilis
desde el higado) con cirrosis y disfuncion; esta es la reaccion critica en la sintesis de

acidos biliares que se demuestra en los nifios que tienen una mutacién en el gen que



codifica la HSD3B7. Estos nifios desarrollan enfermedad hepética progresiva que se
caracteriza por ictericia. Después de la accion de HSD3B7 se procede a lo largo de
dos rutas metabdlicas que conducen como productos finales acido quenodesoxicolico
(CDCA) y acido colico (CA). (Maldonado, 2013)

Figura N°7: Sintesis del colesterol
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Modificado de: (Maldonado, 2013)

En cuanto al colesterol, se realiza un acortamiento de la cadena lateral, la inversion
de la estereoquimica de los anillos A y B, y finalmente la reduccion del doble enlace

en el anillo B. (Baldassare, Bertoni, Chiappe, & Marioni, 2000)

Los &cidos biliares primarios, el acido cdlico y acido quenodesoxicolico producidos
en el higado, se excretan en la bilis principalmente en la forma de sales de sodio y
conjugados con los amino&cidos taurina y glicina; posteriormente pasan al duodeno a
través de los conductos biliares. En esta zona del intestino delgado se expresa la
principal accion fisioldgica de los &cidos biliares o la capacidad de permitir la

7a-hidroxicolesterol



digestion y absorcion de los lipidos. En el lumen intestinal una parte de los acidos
biliares primarios aproximadamente de un 10-15%; son desdoblados y digeridos por
la flora bacteriana que se encuentra en el intestino. Estas reacciones conducen a la
formacion de &cidos biliares secundarios: acido desoxicélico y litocélico. (Baldassare,
Bertoni, Chiappe, & Marioni, 2000)

Figura N°8: Estructura del acido desoxicolico

oo
T

\\‘.‘.
W
HO

Fuente: (Maldonado, 2013).

Figura N°9: Estructura del acido litocélico

COOH

HO\\\\\\“‘.
Fuente: (Maldonado, 2013).

Estos son absorbidos en el nivel anterior de la porcion proximal del yeyuno y el
colon por medio de transporte pasivo, mientras que los compuestos y conjugados de
mayor namero de grupos hidroxilo; se encuentran en lugares que estan mediados por
los portadores de carga. (King, M, 2013)

Después de ser absorbidos por el intestino, los &cidos biliares son re transmitidos al
higado, donde se someten a diversas transformaciones que generan acidos biliares
terciarios; por ejemplo del &cido litocolico que se conoce hepatotoxico, se sulfata
(por lo que es &cido sulfolitocolico) para aumentar la solubilidad en agua y por lo

tanto disminuyen su reabsorcién. (King, M, 2013)
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Los &cidos biliares se transforman conjugandose con taurina (es un acido organico
que interviene en la formacion de la bilis, que se encuentra naturalmente en pequefas
cantidades en los tejidos de muchos seres vivos y en varios alimentos) y glicina (es
un aminoacido que forma las proteinas de los seres vivos) y se excretan en la bilis.
En el intestino se producen més reacciones catalizadas por la flora bacteriana tales
como la hidrolisis de los conjugados y la epimerizacion en la posicion 7 (a partir de
la o sustituyente a pases ). E1 acido quenodesoxicdlico conduce a la formacion de

acido ursodesoxicdlico. (Chiang, 2002)

Figura N° 10: Estructura del acido ursodesoxicdlico

CONHR

\\\“‘.
HOW OH

Fuente: (Maldonado, 2013).

1.3 Funciones fisioldgicas de los &cidos biliares

Las trasformaciones mas representantes de los acidos biliares se presentan en el

-

siguiente esquema:

Figura N°11: Transformaciones primarias de los

acidos biliares

“,

ACIDO PRIMARIO < / Colesterol \o.:

COCH

&

Higado

COOH

"roH
Acido célico

. ., Ll
HOW “OH HOY

K Acido quenodesoxicolico
Fuente: (Maldonado, 2013).
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ACIDO SECUNDARIO <

Bacterias

ACIDO TERCIARIO <

Higado

1.4 Descripcion del colesterol

Figura N°12: Transformaciones secundarias de los

acidos biliares

COOH

Ho™

Acido desoxicélico

Acido litocolico

Fuente: (Maldonado, 2013).

Figura N°13: Transformaciones terciarias de los

acidos biliares

CONHR

HO;S0" R=COOH  Glicina

Acido sulfolitocélico = R= CH,SO3H taurina

Fuente: (Maldonado, 2013).

El colesterol es un componente fundamental de las membranas celulares. Regula la

fluidez de la membrana y es precursor de hormonas esteroideas y de la vitamina D.

Se transporta en sangre en forma de lipoproteinas. Los distintos tipos de

lipoproteinas y sus niveles en sangre son factores determinantes en la aparicion de

enfermedades cardiovasculares.

El colesterol es un esteroide componente
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fundamental de las membranas celulares. También se encuentra almacenado dentro
de las células en forma de esteres de colesterol. Sus funciones principales derivan de
su papel como componente de las membranas y de su naturaleza esteroidea ya que es
precursor de hormonas tales como la testosterona, la aldosterona y la vitamina D. El
colesterol proviene de la dieta o, en su mayor parte, de la sintesis endégena en el
higado. La enzima HMG-CoA reductasa cataliza el primer paso de la sintesis de
colesterol. (Fibao, 2007)

El colesterol es transportado en la sangre unido a proteinas (apolipoproteinas, que es
una heteroproteina anfipatica con un grupo prostético lipidico, que se encuentra
formando parte de las lipoproteinas), en forma de esteres de colesterol, constituyendo
los quilomicrones, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y las lipoproteinas de
alta densidad (HDL). La LDL transporta el colesterol del higado a los tejidos
mientras que la HDL lo transporta de los tejidos al higado para su excrecion con la
bilis. (Fibao, 2007)

1.5 Relacion, estructura y actividad de los acidos biliares

1.5.1 Relacion de los &cidos biliares

Los productos finales de la utilizacion del colesterol son los acidos biliares. En
efecto, la sintesis de los acidos biliares es la principal via de catabolismo de
colesterol en los mamiferos. Aunque varias de las enzimas implicadas en la sintesis
de acidos biliares se activa en muchos tipos de células, el higado es el Unico 6rgano

donde su completa biosintesis puede ocurrir.

El enfoque de estructura - funcion no siempre es tan automatica y no es suficiente
para explicar completamente el metabolismo y la fisiologia de los acidos biliares, ya
que hay otros mecanismos que afectan su funcién como por ejemplo: propiedades
reguladoras de las enzimas, los mecanismos de captacion hepatica del higado y la

actividad intestinal mediada por el portador especifico. (Maldonado, 2013)
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La relacién entre la estructura y funcién de los acidos biliares debe tener en cuenta

una serie de consideraciones complejas, tales como:

Los é&cidos biliares se sintetizan a partir del colesterol en el higado
inmediatamente conjugado con los amino&cidos glicina y taurina y soélo
entonces secretado en la bilis.

e Los acidos biliares se absorben en el intestino por diferentes mecanismos.

e Los acidos biliares interactlan con proteinas portadoras de albumina y otras

en el suero y son recogidos en el higado.

La relacién entre la funcion fisiologica y la estructura pasa a traves de la definicion
de las propiedades fisico - quimicas mas importantes. La biosintesis hepatica de
colesterol a acidos biliares transforma por completo la estructura de este esteroide
con la formacién de una molécula anfipatica que tiene dos zonas diferenciadas, una
hidrofilica y el otro acido biliar lipofilico; y esto le da la propiedad conocida de
"detergentes . (Maldonado, 2013)

Desde el punto de vista quimico-fisico sé define el area de la superficie de la
molécula dividido en la zona de "sin carga" y el area con "carga" para el respectivo
esqueleto de hidrocarburo lipofilo de la molécula y los grupos OH polares presentes
en numero diferente, posicion y orientacion. Y la posibilidad de cuantificar las
contribuciones de grupos OH individuales y predecir ciertas propiedades tales como
la concentracion de masa critica (CMC) y la lipofilia. El &cido biliar permite la
formacion de soluciones micelares, a saber, los agregados de muchos monémeros, en
el que las partes lipéfilicas de la molécula estan en contacto entre ellas mediante la
eliminacién de agua en los reproductores (widgest). Las leyes del equilibrio quimico
predicen que este fendmeno se produce en un area bien definida de la concentracion
por debajo del cual hay s6lo mondémeros, mientras que por encima de la
concentracion de acidos biliares en los agregados micelares aumenta mucho mas que

la de los mondmeros. (Maldonado, 2013)
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1.5.2 Estructura de los &cidos biliares
Su estructura es la de un ciclopentanofenantreno, también estan relacionadas con la

vitamina D. Se forman del &cido glicocdlico y taurocdlico. Estos a su vez se forman
del acido cdlico como un aminodcido y la glicina con la taurina. Las células
hepéticas vierten los &cidos glico y taurocélico en la bilis en forma de sales sodicas.
(Chiang, 2002)

En resumen, los acidos biliares de las distintas especies difieren quimicamente en

tres aspectos:

e Estereoquimica de los anillos A/B
e Estructura de la cadena lateral
e Distribucién del nimero, posicién y estereoquimica de los grupos hidroxilos

en el ndcleo esteroide.

La mayoria de los acidos biliares se encuentran en la naturaleza en forma de sus sales
sodicas aunque en algunos casos pueden aparecer conjugados con determinados
amino&cidos como la glicina (un 75% de los &cidos biliares conjugados) y con la
taurina (un 25%), dando lugar a la formacion de las correspondientes amidas.
(Chiang, 2002)

1.5.3 Actividad de los acidos biliares

Los acidos biliares realizan tres funciones fisiol6gicas importantes:

e Regulacién de la secrecion de la bilis
La secrecion biliar es sintetizada y secretada por el hepatocito a los
canaliculos biliares, que drenan al conducto hepatico comun. El estimulo mas
importante de la secrecion de la bilis es el contenido en los vértices o areas
portales. Las sales biliares son absorbidas desde el intestino delgado al final
de la digestion intestinal. Su sintesis y subsiguiente excrecion en las heces
representan el inico mecanismo significativo para la eliminacion del exceso
de colesterol. (Maldonado, 2013)

e El transporte de la bilis y la emulsién de lipidos (colesterol)
La bilis tiene la capacidad de eliminar el colesterol que proviene de los

alimentos y que es sinterizado por el cuerpo. Los &cidos biliares y los
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fosfolipidos solubilizan el colesterol en la bilis previniendo la precipitacion
del colesterol en la vesicula biliar. (Maldonado, 2013)

e Digestiony absorcion intestinal de los lipidos
Las sales biliares son sustancias altamente tenso activas que reducen la
tension superficial del agua, facilitan la digestion de triglicéridos dietéticos
actuando como agentes emulsificadores que hacen a las grasas accesibles a

las lipasas pancredticas. (Maldonado, 2013)

1.6 Alteraciones de las funciones biliares
Los &cidos biliares son el producto final del metabolismo de los hepatocitos del

colesterol de la dieta, son sintetizados por las células del higado o durante el
metabolismo de las grasas. Las células del higado producen un promedio de un
gramo diario de &cidos biliares que son secretadas en la bilis en forma de sales de
sodio. (Houten, Watanabe, & Auwerx, 2006)

La bilis, es producida continuamente por las células hepéticas, se secreta por medio
de diminutos canaliculos; dichos canaliculos biliares se encuentran en el medio de las
células dobles del higado, de donde la bilis fluye periféricamente en la direccién de
los conductos biliares terminales, conductos que desembocan gradualmente hasta el

conducto hepético y el conducto biliar coman. (Houten, Watanabe, & Auwerx, 2006)

La cantidad de bilis producida es entre 600 y 800 ml/dia, mientras que la capacidad
méaxima de la vesicula biliar es s6lo 40-70 ml. Sin embargo, la secrecion biliar de al
menos 12 horas se puede almacenar en la vesicula biliar, gracias al hecho de que
H20, Na* Cl "y otros electrolitos son absorbidos continuamente por la mucosa de la
vesicula biliar. Se produce entonces a una concentracion de todos los constituyentes
de la bilis, incluyendo sales biliares, colesterol y bilirrubina. De esta manera, la bilis
puede ser concentrada de 5 a 10 veces. (Houten, Watanabe, & Auwerx, 2006)

Dos condiciones son necesarias para el vaciamiento de la vesicula biliar:
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La relajacion del esfinter de Oddi para permitir que el flujo de salida de la
bilis desde el conducto biliar comdn en la direccion del duodeno.
La contraccion de la propia vesicula biliar para forzar el paso de la bilis en el

conducto biliar comin. (Houten, Watanabe, & Auwerx, 2006)

Las sales biliares ejercen dos funciones importantes en el tracto digestivo:

Funcién Emulsionante: gracias a sus caracteristicas quimico-fisicas, las
grasas de los alimentos ejercen una accion detergente, es decir, la reduccion
de la tension superficial, hacen que durante la mezcla del bolo en el intestino
se fragmenten en pequefias gotas de grasa.

Funcion hidrotropica: consiste en la capacidad que tienen las sales biliares
para facilitar la absorcién intestinal de &cidos grasos, monoglicéridos,

colesterol y otros lipidos.

Se cree que los iones de las sales biliares son adsorbidos fisicamente por los lipidos y

las cargas eléctricas que presumiblemente aumentan la solubilidad de los lipidos, lo

que permite el rapido paso a través de la mucosa intestinal. (Houten, Watanabe, &
Auwerx, 2006)

Los trastornos relacionados con una alteracion de la funcion biliar son de dos tipos:

La escasez de &cidos biliares: este déficit en el nivel intestinal puede, en
casos graves, provocar una pérdida del 40 % de la grasa ingerida, en cuyo
caso, el sujeto sufre deficiencias metabolicas. Por otra parte, en ausencia de
una adecuada absorcion de grasa, incluso las vitaminas solubles en grasa no
son absorbidas de una manera satisfactoria. Cabe sefialar en este caso, una
escasez de las vitaminas A, D, E, y K. Las vitaminas A, D, y E se depositan
en el organismo en grandes cantidades. Este fallo provoca una falta de
produccion hepética de la protrombina y el factor VII con una alteracion del
proceso de coagulacion de la sangre.

Formacion de célculos biliares: durante el proceso de la secrecion de acidos
biliares aproximadamente el 10 % del colesterol se elimina con la bilis. El
colesterol presente en la bilis no tiene ninguna funcién y se cree que
representa simplemente un producto intermedio de la biosintesis de las sales
biliares. (Houten, Watanabe, & Auwerx, 2006)
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El colesterol es casi insoluble en agua, pero las sales biliares, &cidos grasos y lecitina
presente en la bilis ejercen una accion hidrotropica haciendo al colesterol soluble.
Como la bilis en la vesicula biliar se esta concentrando, todas las sustancias que
actian hidrétropas se centran junto con el colesterol, por lo que, permanecen en
solucidén. Sin embargo, si el colesterol esta presente en altas concentraciones puede
precipitar dando lugar a la formacion de calculos biliares. (Houten, Watanabe, &
Auwerx, 2006)

Las sales biliares inhiben la colinesterasa, la que hidroliza a la acetilcolina que es la
sustancia que permite la trasmision nerviosa producida por el vago, por tanto,
aumenta el poder de los nervios parasimpaticos y las contracciones del intestino.
Donde hay deficiencia biliar hay, cominmente, estrefiimiento, también actGa como
ligero agente bacteriostatico, inhibiendo el excesivo crecimiento del colibacilo. Se ha
puesto en duda esta accion al observar que los conductos biliares se infectan a pesar
de estar lleno de bilis, pero no hay duda que tienen accién antiputrefactiva. (Houten,
Watanabe, & Auwerx, 2006)

1.7 Patologias asociadas a los &cidos biliares

Alteraciones metabolicas asociadas a la sintesis de acidos biliares y el
metabolismo se clasifican como trastornos primarios o secundarios. Los trastornos
primarios implican deficiencias hereditarias de las enzimas responsables de
catalizar reacciones clave en la sintesis de los &cidos coélicos y quenodesoxicélico.
Los trastornos clasificados como secundarios se refieren a los defectos
metabolicos que afectan a la sintesis de &cidos biliares primarios, debido a
defectos en las enzimas responsables de la sintesis. En la tabla siguiente se
muestran seis trastornos primarios del metabolismo de los acidos biliares.
(Wolkoff & Cohen, 2003)

El embarazo es el mayor factor de riesgo para el desarrollo de célculos de
colesterol. El riesgo esté relacionado con la frecuencia y el nimero de embarazos.

Las hormonas sexuales inducen una variedad de cambios fisiologicos en el sistema
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biliar que acaba secretando bilis muy saturada de colesterol, lo que promueve la

formacion de céalculos. Es debido fundamentalmente a la induccion de la secrecion

de colesterol por parte de los estrdgenos, exceso de produccién de acidos biliares y

un vaciamiento mas lento debido a la progesterona. Estos cambios se normalizan

en uno o dos meses tras el parto. En el postparto el 61% de casos con barro biliar

se resuelven y aproximadamente el 30% de las litiasis menores de 10 mm
desaparecen. (Wolkoff & Cohen, 2003)

Sefialaremos algunos de los fenotipos afectados y la enzima que producen el

trastorno:

7a. colesterol-hidroxilasa (CYP7AL): Sin disfuncion hepética, se manifiesta

el fenotipo clinico con el colesterol total muy elevados, asi como el LDL.

Esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1): La disfuncidén neuroldgica progresiva,

colestasis neonatal, las cataratas bilaterales, la diarrea crénica.

3B-hidroxi-A°-C,;0xidorreductasa  esteroides (HSD3B7): Con mayor
frecuencia defecto en la sintesis de acidos biliares, presentacion clinica
heterogénea que incluye ictericia progresiva, hepatomegalia, pruritis,
malabsorcion con esteatorrea resultante (Diarrea grasa), la deficiencia de

vitamina soluble en grasa, el raquitismo.

A’-3-oxosteroid 5p-reductasa (AKR1C4): Manifestacion clinica similar a la
deficiencia de HSD3B7 aunque con la presentacion anterior los recién
nacidos afectados tendran una severa enfermedad del higado, con rapida
progresion a cirrosis y la muerte si no se lleva a cabo la intervencion clinica.
(Wolkoff & Cohen, 2003)

1.8 Caracteristicas farmacoldgicas

En los afios 70 y actualmente en Ecuador, uno de los pocos tratamientos terapéuticos

contra los calculos biliares esta representado por medio de la cirugia, sin embargo,

hoy en dia muchos pacientes son tratados con diferentes tipos de terapias; a base de

acido quenodesoxicolico y el acido ursodesoxicolico, ya que muchos estudios han

demostrado que los calculos biliares se solubilizan si entran en contacto con estas

sustancias.

19



El 4cido ursodesoxicdlico, conocido también como: 4acido quenodesoxicolico 7p-
epimero, representa un pequefio porcentaje del total de &cidos biliares presentes de
forma natural en la bilis humana, este es capaz de aumentar en los seres humanos la
capacidad de solubilizar el colesterol en la bilis transformandolo de bilis litdgena a la
bilis no litégena. (Roda, Roda, & Hofman, 1999)

Los mecanismos por los cuales estos efectos farmacoldgicos ocurren son més de uno,

como:

e Disminucion de la secrecion de colesterol en la bilis, debido a la reduccion de
la sintesis de colesterol hepéatica y su absorcion en el intestino

e Aumento de la cantidad total de 4acidos biliares que favorecen la
solubilizacion micelar del colesterol

e Formacion de una mesofase liquido-cristalina que permite solubilizar el
colesterol més eficientemente, y esta se puede obtener en la fase de

equilibrio.

El &cido ursodesoxicolico es considerado el mas importante farmacoldgicamente; en
comparacion al acido quenodesoxicdlico en la terapia contra los calculos biliares, ya
que posee una alta eficacia y la ausencia total de efectos secundarios. (Martindale,
2003)

1.8.1 Sintesis quimica de los &cidos biliares de interés farmacéutico
El &cido ursodesoxicolico es un ingrediente activo muy caro, ya que en afios pasados

se conocia como Unica fuente de obtencién al del oso panda gigante (Ailuropoda
melanoleuca), del que se extraia la bilis. Actualmente existen varios procesos de
sintesis para su obtencion, y en cuanto al acido colico y quenodesoxicélico que
provienen de origen bovino a través de gran cantidad de reacciones quimicas; las
cuales se caracterizan por los altos costos y alto impacto ambiental. (Baldassare,
Bertoni, Chiappe, & Marioni, 2000)

El interés farmacéutico ha llevado a la necesidad de producir grandes cantidades de

Acido Ursodesoxicolico, que ha desencadenado en el desarrollo de metodologias
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sintéticas, que se utilizan como productos de partida, conjugados de sales biliares o
por taurinatos y glicinatos del acido cdlico y quenodesoxicolico de la especie
bovina. (Baldassare, Bertoni, Chiappe, & Marioni, 2000)

El &cido colico es el principal constituyente de la bilis y, normalmente, es el
substrato de partida principal para la sintesis de farmaco activo de interés.
Inicialmente la bilis se somete a una hidrolisis alcalina para liberar acidos biliares
que son fisioldgicamente conjugados con taurina y glicina, esta reaccion requiere el
uso de grandes cantidades de Hidroxido de Sodio (NaOH) aproximadamente un
30% y ademés de altas temperaturas llegando a 120 ° C durante tiempos
extremadamente largos, aproximadamente de 8 al2 horas. (Baldassare, Bertoni,
Chiappe, & Marioni, 2000)

1.9 Biotransformacion

1.9.1 Hidroxilacion

Los &cidos biliares mas comunes presentan como base la estructura del acido
colanico con las posiciones 3 y 7 hidroxiladas por lo general, con orientacion a,
siendo el &cido ursodesoxicolico la gran excepcion. Los acidos biliares C24 suelen
presentar con mas o menos frecuencia un grupo hidroxilo adicional, ya sea en el
ndcleo o en la cadena lateral. La hidroxilacion en la cadena lateral se realiza en la
posicion C23, generando los acidos a-hidroxi biliares, o en la C22, constituyendo los
acidos B-hidroxi biliares. Esta hidroxilacion en el nucleo puede tener lugar en varios
lugares: la, 1P, 2B, 4B, 5B, 60, 6B, 12a, 12, 15a, 16a y 19p.

Los hidroxilaciones representan uno de los tipos mas extendidos de
biotransformaciones que se buscan en el campo de los esteroides. Son
extremadamente importantes porque permiten insertar un pequefio grupo hidroxilo
reactivo en posiciones de la molécula haciendo posible la preparacion de compuestos
intermedios importantes para la sintesis quimica o la transformacion directamente el

producto de partida en un bioactivo esteroides. En la literatura se ha reportado
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hidroxilaciones microbianas de posiciones que van desde la C-1 a C-21 y C-26 de la
posicion. (Maldonado, 2013)

1.9.2. A1-deshidrogenacion
El 7o-deshidroxilacion de la bilis primaria acidos CA y CDCA para producir los

correspondientes acidos biliares secundarios, acido desoxicdlico 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. También es interesante la deshidroxilacién en C-

12 de cdlico al acido quenodesoxicélico.

Algunos cultivos puros de bacterias se han aislado de la flora intestinal humana y se
seleccionan por su capacidad para eliminar el 7-OH de la CA. Se ha informado de
que s6lo unas pocas cepas son capaces de dehidroxilar el CA en la posicién C-7: 26.
En particular, esta actividad se ha observado en Bacteroides, Veillonella,
Clostridium, y en muchas cepas de Streptococcus faecalis y Staphylococcus pero no
en Bifidobacterium. (Maldonado, 2013)

1.9.3. Epimerizacion
Los procesos de epimerizacion, que dependen principalmente de las funciones

hidroxilo, se han estudiado ampliamente ya que permiten la produccion de 3B-y, en
particular, los acidos biliares 7B-hidroxi (tal como acido ursodesoxicolico). Se puede
hacer tanto por el Oxido-reductora, teniendo como intermedio el correspondiente
chetoderivati, 16 ya sea por deshidroxilacion y la consiguiente B-hidrxilacion.1 Las
enzimas que participan en estas reacciones son, en el primer caso, 7. e
7B-hidroxiesteroide deshidrogenasa NAD (P)*, dependiente, mientras que en el
segundo caso se trata de 7:.-deshidroxilasa «-hidroxiesteroide junto con hidroxilasa
7B-hidroxiesteroide. Otras enzimas redox importantes son NADH-deshidrogenasa o
NADPH-dependiente pueden oxidar y reducir regioselectivamente la posicion C-12

del 4cido colico.

22



Se ha informado en la literatura que la epimerizacion del grupo hidroxilo presente en
la posicion C-7 de los &cidos correspondientes de acido colico y quenodesoxicélico y
Ursodesoxicolico, ursocolico en presencia de bajas concentraciones de oxigeno. Esta
transformacion es catalizada por Xanthomonas maltophilla CBS 827.97.
(Maldonado, 2013)

1.10 Técnicas metodologicas

1.10.1. Descripcion de 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 utilizan 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. (Difco TM, 2009)

En relacién con las bacterias y hongos, no se utilizd medios especificos de
crecimiento ya que no se conoce de medios de cultivo que permitan solo el
crecimiento de microorganismos con capacidad de biotransformacion, se decidio
utilizar medios minimos para poder asi aislar dichos microorganismos. En ambos
casos se afiadié al medio la sal de é&cido biliar para que pudieran crecer
microorganismos que fuesen afines a las condiciones especificas dadas por la
combinacion del medio con la sal del acido biliar. Y para los hongos se afadio

cloranfenicol para asegurar el crecimiento solo de los microorganismo de interes.
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1.10.2. Analisis de cromatografia en capa fina (TLC)
La cromatografia en capa fina (en inglés thin layer chromatography o TLC) es una

técnica analitica rapida y sencilla, muy utilizada; entre otras cosas permite:

e Determinar el grado de pureza de un compuesto. Se puede determinar asi, por
ejemplo, la efectividad de una etapa de purificacion.
Comparar muestras. Si dos muestras corren igual en placa podrian ser
idénticas. Si, por el contrario, corren distinto entonces no son la misma
sustancia.

e Realizar el seguimiento de una reaccion. Es posible estudiar como
desaparecen los reactivos y como aparecen los productos finales o, lo que es

lo mismo, saber cuando la reaccién ha acabado.

La muestra a analizar se deposita cerca de un extremo de una ldmina de plastico o
aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente (fase
estacionaria). Entonces, la ldmina se coloca en una cubeta cerrada que contiene
uno o varios disolventes mezclados (eluyente o fase mavil). A medida que la
mezcla de disolventes asciende por capilaridad a través del adsorbente, se
produce un reparto diferencial de los productos presentes en la muestra entre el
disolvente y el adsorbente. (Ahmad, Garg, & Johri, 1992)

Figura N° 14: Cromartografia en capa fina (TLC)

Modificado de: (Villagomez, 2008)

1.10.3. Identificacion del género de los microorganismos

1.10.3.1. Tincién Gram
Esta tincion se denominada asi por el bacteridlogo danés Christian Gram, quien la

desarroll6 en 1844. Sobre la base de su reaccion a la tincion de Gram, las bacterias
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pueden dividirse en dos grupos, grampositivas y gramnegativas. (Santambrosio, E,
2009)

1.10.3.2. Secuencia de la tincion
e El Frotis fijado con calor se tifie 1 min con Cristal Violeta
e Se lava con agua destilada
e Se cubre con solucion Yodada durante 1 - 2 min.
e Se lava de nuevo con agua destilad
e Decolorar con mezcla alcohol etilico/acetona.
e Escurrir y cubrir con Safranina (color de contraste) durante 1 — 2 min.

e Lavary secar.

Las bacterias gram-positivas y gram-negativas se tifien de forma distinta debido a las
diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares. La pared de la
celula bacteriana sirve para dar su tamafio y forma al organismo asi como para
prevenir la lisis osmoética. EI material de la pared celular bacteriana que confiere
rigidez es el peptidoglicano. La pared de la célula gram-positiva es gruesa y consiste
en varias capas interconectadas de peptidoglicano asi como algo de acido teicoico.
Generalmente, 80%-90% de la pared de la célula gram-positiva es peptidoglicano.
(Santambrosio, E, 2009)

La pared de la célula gram-negativa, por otro lado, contiene una capa mucho mas
delgada, Uunicamente de peptidoglicano y esta rodeada por una membrana exterior
compuesta de fosfolipidos, lipopolisacaridos, y lipoproteinas. S6lo 10% - 20% de la

pared de la célula gram-negativa es peptidoglicano. (Santambrosio, E, 2009)

1.10.3.3. Prueba API
El sistema Microgen GN-ID comprende dos tiras de ensayo de micropocillos

separadas (GNA y GNB). Cada tira de prueba 12 sustratos biogquimicos
estandarizados que han sido seleccionados en funcion de analisis informatico muy

extenso de la base de datos publicadas para la identificacion de la familia
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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 después de la adicion de los reactivos especificos. La permutacion de
sustratos metabolizados se puede interpretar mediante el Software Microgen

Identification (MID-60) para identificar el organismo de prueba. (Microgen, 2013)

Las tiras de GN A han sido disefiadas para la identificacion de fermentadores de
glucosa oxidasa negativos, nitrato positivas que incluyen los géneros mas comunes
de la familia Enterobacteriacea. Este sistema utiliza 12 (GN A) o 24 (GN A+B)
substratos biogquimicos estandarizados en pocillos para identificar la familia
Enterobacteriaceae y otros bacilos no-exigentes Gram negativos (oxidasa negativos
y positivos). El kit se ha disefiado solo para uso profesional. Este sistema de

identificacion tiene un porcentaje de efectividad del 99%. (Microgen, 2013)

1.10.4. Resonancia magnética nuclear
La Resonancia Magnética Nuclear (RNM), es considerada como una herramienta que

permite obtener una gran cantidad de informacion sobre la estructura molecular. Esta
técnica espectroscépica puede utilizarse sélo para estudiar nacleos atdbmicos con un
nimero impar de protones o neutrones (o de ambos). Esta situacién se da en los
atomos de 1H, 13C, 19F y 31P. Este tipo de ndcleos son magnéticamente activos, es
decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los ndcleos poseen carga positiva
y poseen un movimiento de rotacion sobre un eje que hace que se comporten como si

fueran pequerios imanes.

En ausencia de campo magnetico, los espines nucleares se orientan al azar. Sin
embargo, cuando una muestra se coloca en un campo magnetico, tal y como se
muestra en la siguiente figura, los nacleos con espin positivo se orientan en la misma
direccion del campo, en un estado de minima energia denominado estado de espin a,

mientras que los ndcleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del
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campo magnético, en un estado de mayor energia denominado estado de espin f.
(Dyer, 2000)

Figura N°15: Orientacion de los espines nucleares

P = '
- ~ A - P
B N | s
Oy | Estados de espin
> . poad | 4

Fuente: (Dyer, 2000)

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente
por un pulso intenso de radiacion, los nucleos en el estado de espin a son
promovidos al estado de espin B. Esta radiacion se encuentra en la region de las
radiofrecuencias (rf) del espectro electromagnético por eso se le denomina radiacion
rf. Cuando los nucleos vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia
depende de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin o y B. El
espectrometro de RMN detecta estas sefiales y las registra como una grafica de
frecuencias frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN. El término
resonancia magnética nuclear procede del hecho de que los ndcleos estan en
resonancia con la radiofrecuencia o la radiacion rf. Es decir, los nucleos pasan de un
estado de espin a otro como respuesta a la radiacion rf a la que son sometidos. (Dyer,
2000)

Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefia cantidad del compuesto
organico disuelto en medio mililitro de disolvente en un tubo de vidrio largo que se
situa dentro del campo magnético. El tubo con la muestra se hace girar alrededor de
su eje vertical. En los aparatos modernos el campo magnético se mantiene constante
mientras un breve pulso de radiacion rf excita a todos los nucleos simultaneamente.
Como el corto pulso de radiofrecuencia cubre un amplio rango de frecuencias los
protones individualmente absorben la radiacion de frecuencia necesaria para entrar
en resonancia (cambiar de estado de espin). A medida que dichos nucleos vuelven a

su posicion inicial emiten una radiacion de frecuencia igual a la diferencia de
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energia entre estados de espin. La intensidad de esta frecuencia disminuye con el
tiempo a medida que todos los nucleos vuelven a su estado inicial. Un ordenador
recoge la intensidad respecto al tiempo y convierte dichos datos en intensidad en
relacién a la frecuencia, esto es lo que se conoce con el nombre de transformada de
Fourier (FT-RMN). Un espectro FT-RMN puede registrarse en 2  segundos
utilizando menos de 5 mg de muestra. (Dyer, 2000)

1.11 Determinacion de zonas de muestreo
Para determinar las zonas de muestreo donde se obtendrian los microorganismos

objetos de estudio, se realiz6 el andlisis de la situacion de los camales en el Ecuador,
para poder conocer el tratamiento que le daban a sus desechos de faenamiento y la
situacion ambiental en la que se encontraba cada camal. Fue necesario realizar este
estudio para identificar los camales que serian mejor fuente de obtencion de estos
microorganismos. A partir de este estudio se logré identificar que los Camales de
Latacunga y Cayambe por su situacion ambiental critica, serian las mejores fuentes

de aislamiento, ya que no daban un manejo adecuado de los residuos.

Se pretende tener informacion de los Camales en el Ecuador para que a partir de este
estudio se puedan realizar investigaciones en el mismo campo, teniendo como
referente la situacién ambiental, manejo de residuos y gestion de la bilis de cada
camal. Se dio énfasis a estos tres aspectos ya que conocer que se hace después de la
obtencion de la bilis en los procesos de faenamiento, permitira vincularnos a nuevos
mercados y generar recursos en cuanto a la biotransformacion de los acidos biliares y

SUS procesos.

28



CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Recoleccion y asilamiento de microorganismos

La toma de muestras de los hongos y las bacterias se realizd en los camales
municipales de las ciudades de Latacunga y Cayambe, en la zona andina del
Ecuador, el 12 de octubre 2010.

2.1.2 Descripcion de la zona del matadero del camal de Latacunga
Las paredes estan cubiertas de azulejos blancos, los suelos son de marmol. Las mesas

son de acero inoxidable. Las visceras y despojos se recogen en recipientes de
plastico. La limpieza se realiza después del faenamiento con agua y detergente, y una
vez a la semana, cloro. La ubicacion del camal es en las afueras de la ciudad en zonas

cercana a rios.

2.1.2.1. Areas de muestreo
Las muestras fueron tomadas en las siguientes areas:

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 recoleccion de visceras.

A3- Canales de agua internos de la planta: se toman muestras de esta area ya que
también se pueden encontrar microorganismos con capacidad de biotransformacién
debido a que dentro del proceso de faenamiento de los animales las aguas que estan
en constante circulacion pasan por los canales de agua con carga microbiana y son

considerados una fuente de obtencion de microorganismos.

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

agua que sale del pozo de descarga.
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2.1.3 Descripcién de la zona del matadero del camal de Cayambe
Las paredes estan cubiertas de azulejos blancos, los suelos son de marmol. Las mesas

son de acero inoxidable. En camal cuenta con una separacion de areas para las
diferentes actividades de faenamiento, para borregos, cerdos y reces. Adicionalmente

el camal de Cayambe cuenta con un cuarto frio.

2.1.3.1. Areas de muestreo
Las muestras fueron tomadas en las siguientes areas:

Al — Cubiculo para la recoleccidén 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.

A2- Zona de recoleccion de visceras: paredes de intestinos, contenido del estomago

de los animales y visceras de procesamiento.

A3- Canales de agua internos de la planta: se toman muestras de esta area ya que
también se pueden encontrar microorganismos con capacidad de biotransformaciéon a

pesar de que no es un elemento principal de obtencion.

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

agua que sale del pozo de descarga

2.2 Listado de cepas y mantenimiento

2.2.1 Procedimiento de aislamiento de bacterias

e Se preparan tubos de ensayo con 5 ml de solucién salina con hisopos de
algodon, los cuales fueron debidamente esterilizados, etiquetados y
guardados en refrigeracion; y transportados en cadena de frio.

e La toma de muestras se realiza dando prioridad a las zonas del camal en
donde se esta trabajando con las visceras y de acuerdo a la observacién del
proceso que se consideran areas criticas.

e Latoma de muestras se realiza con el hisopo estéril de algodon, poniéndolo
en contacto directo con la superficie a muestrear, se coloca el hisopo con la
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muestra dentro de la solucion fisiologica hasta que este sumergido por
completo y se cierre el tubo.

Las muestras tomadas en el camal son transportados a Quito (89 km al norte
de Latacunga y 73km al norte de Cayambe) en un culler con bloques de
refrigerante congelados, manteniendo la temperaturaa 4 ° C.

Las muestras son llevadas a la Universidad Politécnica Salesiana a los
laboratorios del CIVABI, y se mantienen en refrigeracion a una temperatura
de0°C.

Se realiza una serie de diluciones y se selecciona la dilucién 10 ™ por ser la
que permite aislar los microorganismos. Se siembran en dos cajas Petri que
contiene Plate Count Agar (Difco) al que se afiadieron 5 % de sal de sodio de
cada uno de los acidos (hyodesoxicoélico y desoxicolico).

Después de 24 h de crecimiento de los microorganismos aislados se siembran
en nuevas cajas Petri que contienen el mismo medio (pero sin la sal del acido
biliar), hasta el aislamiento de cepas.

A las cepas aisladas se le asigna un codigo de identificacion (Tabla 2).

Tabla 2. Bacterias aisladas en el camal de Latacunga

Lugar de muestreo Cddigo
final

Canal de agua dentro de la planta MM B1
Recipiente de recogida de los intestinos MM B2
Area de almacenamiento de la piel MM B3
Canal interno de agua para el sistema MM B4
Recipiente colector de las vesiculas MM B5
Tabla de recibimiento de los intestinos MM B6
Area de procesamiento del animal MM B7
Canal externo de agua de la planta MM B8
Area de procesamiento del animal MM B9
Avrea de recoleccion de los intestinos MM B10
Tabla de recibimiento de los intestinos MM B11
Recipiente que contiene el rumen MM B12
Canal externo de agua de la planta MM B13
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Piso de almacenamiento de la piel del | MM B28
animal

Recipiente colector de las vesiculas MM B41
Piso del area de desviceramiento MM B60

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Tabla 3. Bacterias aisladas en el camal de Cayambe

Lugar de muestreo Cadigo
final
Contenido del estbmago de los animalesen | MM B14
estado de alimentacion
Recipiente de recogida de los intestinos MM B15
Recipiente de recogida de los intestinos MM B16
Procesamiento de los intestinos MM B23
Piso de recoleccion de las cabezas MM B24
Paredes de sala de matanza MM B25
Paredes y piso de zona de destripado MM B26
Procesamiento de los intestinos MM B27
Paredes de sala de matanza MM B29
Seccion de recoleccion de ubres MM B30
Piso y paredes del area de evisceracion MM B31
Paredes laterales del intestino MM B32
Paredes de sala de matanza MM B
33
Zona de recepcion de visceras MM B34
Paredes de la zona de mecanizado del MM B35
animal
Contenedor de los intestinos situado en el MM B36
camal
Piso y paredes del area de evisceracion MM B
37

Visceras de procesamiento de mesa MM B39
Contenido del estobmago de los animalesen | MM B40

estado de alimentacion
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Lavabo A de la piedra MM B42
Paredes de la zona de mecanizado del MM B43
animal

Visceras del procesamiento MM B44
Visceras del procesamiento de mesa MM B45
Superficie del procesamiento de los MM B46
animales

Visceras de la zona de recepcion MM B47
Visceras de la zona de recepcién MM B48
Visceras de la zona de recepcién MM B51
Recipiente de recogida de los intestinos MM B53
Paredes de zona de matanza MM B54
Paredes de la zona de mecanizado del MM B55
animal

Paredes laterales del intestino MM B56
Paredes de la zona de mecanizado del MM B57
animal

Visceras de la zona de recepcion MM B59
Superficie desprendimiento MM B61
Paredes laterales del intestino MM B62
Recipiente de recogida de los intestinos MM B63
Visceras de la zona de recepcién MM B64
Paredes de la zona de mecanizado del MM B65
animal

Equipo de procesamiento de los animales MM B66
Contenido del estomago de los animalesen | MM B67
estado de alimentacion

Visceras de la zona de recepcién MM B68
Paredes de zona de matanza MM B69
Lavabo C MM B70
Superficie MM B71
Paredes del camal MM B72
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Mesa del rumen MM B73
Bario MM B74

Elaborador por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

2.2.2 Procedimiento de aislamiento de hongos

Las diversas muestras (dilucién 10 por ser la mejor de las diluciones para el
aislamiento de los microorganismos) se siembran en dos cajas Petri que
contiene Agar dextrosa Sabouraud (Difco) con cloranfenicol, que es un
antibidtico que se afiade medio para asegurar el crecimiento exclusivo de los
hongos. Se afiade 1% del antibidtico y 5% de la sal de sodio de los &cidos
biliares (hyodesoxicélico y desoxicélico).

Después de 7 dias de incubacion a temperatura ambiente en las cajas Petri se
analiza los hongos y se realiza las resiembras necesarias en las nuevas cajas
hasta el aislamiento de las cepas.

Para los aislamientos se le asigna un cddigo de identificacion (Tabla 4).

Tabla 4. Hongos aislados en el camal de Latacunga

Lugar de muestreo Cddigo

final

Tabla de recibimiento de los intestinos MM F4
Recoleccion de la superficie donde se MM F12

depositan los intestinos

Area de tratamiento de aguas canal MM F14
interno
Recoleccion de la superficie del area MM F15

donde se depositan los intestinos

Contenedor del rumen MM F16

Recoleccion de la superficie del area MM F18
donde se depositan los intestinos

Recoleccion de la superficie del area MM F19
donde se depositan los intestinos

Recoleccion de la superficie del area MM F21
donde se depositan los intestinos
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Recoleccion de la superficie del area MM F22
donde se depositan los intestinos

Area de recoleccion de la piel MM F23
Contenedor de rumen MM F24
Recolector externo de las vesiculas MM F26
Recipiente colector de rumen MM F27
Recoleccion de la superficie del area MM F29
donde se depositan los intestinos

Recoleccion de la superficie del area MM F30
donde se depositan los intestinos

Recipiente recolector de las vesiculas MM F31
Recipiente recolector de las vesiculas MM F33
Recipiente recolector de rumen MM F34

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Tabla 5. Hongos aislados en el camal de Cayambe

Lugar de muestreo Cadigo
final
Paredes laterales del intestino MM F1
Visceras de la zona de recepcion MM F2
Rampa de entrada de chanchos MM F3
Paredes de zona de matanza MM F5
Espacio exterior a la zona de matanza MM F6
Paredes laterales del intestino MM F7
Paredes laterales del intestino MM F8
Visceras de la zona de recepcion MM F9
Espacio exterior a la zona de matanza MM F10
Visceras de procesamiento de mesa MM F11
Rampa de entrada de chanchos MM F13
Area de corte de carne MM F17
Paredes de zona de apufialamiento MM F20
Recipiente colector de las vesiculas MM F25
Paredes de zona de apufialamiento MM F28

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz
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2.3 Preparacion de caldos de cultivo

2.3.1 Preparacion de caldo de cultivos para bacterias

El caldo de cultivo Plate Count Broth (PCB) para bacterias contiene los siguientes
componentes para 1000ml:

e Glucosa 29
e Levadura5g

e Triptona 10g

Este es un medio minimo que favorece el crecimiento solo de bacterias que sirven
para evaluar la sensibilidad del microorganismo ante el caldo de cultivo.
Seguidamente el caldo de cultivo preparado es dispensado en erlenmeyers de 50ml

(10ml en cada Erlenmeyer) para ser llevados al autoclave y esterilizar.

2.3.2 Preparacion de caldo de cultivos para hongos
Se prepara la cantidad necesaria para los erlenmeyers a utilizarse, sabiendo que 30g

de Sabouraud Dextrosa Broth (SDB) son necesarios para 1000ml de agua destilada.
Este es un medio minimo que favorece el crecimiento solo de hongos. Se dispensa el
caldo de cultivo 20ml en cada erlenmeyer para ser llevados al autoclave procediendo

a su esterilizacion.

2.3.3 Preparacion del acido biliar
Se preparo el estdndar con 250 ppm de sal biliar en 5ml de agua destilada, teniendo

10 ppm de sal biliar en 0,2 ml de agua destilada, para la alimentacion de los

microorganismaos.

2.3.4 Preparacion de revelador
Acido Fosfomolivdico en medio 4cido cuya composicion es:

e 15 gramos de Acido Fosfomolivdico
e 30ml de Acido Acético Glacial
e 15g de Acido Sulfarico
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Se prepara el revelador con estos componentes, ya que estos muestran las estructuras

esteroidales.

2.3.5 Preparacion del estdndar para placas cromatograficas
En algunos &cidos biliares con microorganismos adecuados se producen reacciones

especificas de ciertos acidos (hyodesoxicélico y desoxicolico) proporcionandole el
acido biliar, en este caso a la Pseudomona paucimobilis que con el é&cido
desoxicélico producira una oxidacion en el carbono 3, y esté sera utilizado como
referente para las placas cromatogréficas de las diferentes bacterias a analizar. Al
obtener una oxidacion de moléculas en una posicion determinada se obtienen
productos oxidados, obtenidos mediante un cultivo preparativo que es soluble en

Acetato de Etilo y se utilizan como estandares de referencia.

2.4 Monitoreo de hongos y bacterias

2.4.1 Procedimiento general para bacterias

Se preparan cultivos en medio Plate count broth (PCB) liquido (10 ml en
erlenmeyers de 50ml) utilizando como inoculo una bacteria aislada con una asa
estéril. Después de 48 h de crecimiento a 30 ° C con agitacién continua (100-110
rpm) se inocula los diversos sustratos (1 g / L, 100ul de solucion preparada por
disolucion de 100ppm). Después de la administracion de las sales sodicas de los
acidos biliares (hyodesoxicoélico y desoxicélico), de interés, se mantiene otras 48
horas a 30 ° C con agitacion continua. Se tomaron muestras de 200ul cada 24 h se
acidifica con HCI y se extrae con acetato de etilo la fase acuosa, posteriormente se
lleva a la centrifuga durante un minuto a 6000 rpm. La fase organica se analiza por
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando como fase mdvil una mezcla de
compuestos organicos segun la polaridad de las moléculas, determinando asi la mejor
fase movil para nuestra investigacién. Se conto con las siguientes fases moviles: fase
movil 1, en proporcion 50:2 (50ml de acetato de etilo, 2ml de acido glacial acético),
fase movil 2, en concentraciones 70:30:2 (70ml de acetato de etilo, 30ml de hexano,

2ml de acido glacial acético).
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Se corta la placa de cromatografia y con lapiz se sefiala el lugar donde se colocara
(2cm del borde inferior de la placa cromatogréfica) el estandar y las bacterias
respectivamente. Se coloca el estandar con un capilar, luego en cada separacion se
coloca las bacterias. Se toma el capilar y se lava con acetato de etilo antes de cada
siembra, luego se coloca el estdndar de dos a tres veces. Se lava el capilar y se toma
la muestra de cada bacteria cuatro veces aproximadamente. Se secan las muestras en
la placa y se lleva a su fase movil escogida, se deja que la misma corra (hasta 1cm
antes del borde superior de la placa cromatografica). Secar la fase movil con la ayuda
de calor y con el nebulizador rociar, con una solucién que contiene acido
fosfomolivdico (H3Mo012040P), éacido sulfarico y &cido acético en proporciones
2.5:2.5:5, dentro de la sorbona a la placa y calentarla (aproximadamente 120 ° C)

con el fin de hacer visibles los productos de la reaccion.

2.4.2 Procedimiento general para hongos
Son cultivos preparados en medio liquido Sabouraud Destroxa Broth (SDB) (20 ml

en erlenmeyers 50ml) utilizando como inoculo un hongo aislado con una asa estéril.
Después de 4 dias de crecimiento a 30 ° C con agitacion continua (100-110 rpm) se
inocula los diversos sustratos (1 g / L, 200 ul de solucién preparada por disolucion de
100ppm). Después de la administracion de las sales sddicas de los acidos biliares
(hyodesoxicolico o desoxicdlico), de interés, se mantiene otras 48 horas a 30 ° C con
agitacion continua. Se tomaron muestras de 200ul cada 24 h se acidifica con HCl y
se extrae con acetato de etilo la fase acuosa, posteriormente se lleva a la centrifuga
durante un minuto a 6000 rpm. La fase organica se analiza por cromatografia en
capa fina (TLC) utilizando como fase movil una mezcla de compuestos organicos
segun la polaridad de las moléculas, determinando asi la mejor fase movil para
nuestra investigacion. Se conto con las siguientes fases maviles: fase movil 1, en
proporcion 50:2 (50ml de acetato de etilo, 2ml de &cido glacial acético), fase mavil 2,
en proporcion 70:30:2 (70ml de acetato de etilo, 30ml de hexano, 2ml de &cido

glacial aceético).

Se corta la placa de cromatografia y con lapiz se sefiala el lugar donde se colocara

(2cm del borde inferior de la placa cromatografica) el estandar y los hongos
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respectivamente. Se coloca el estandar con un capilar, luego en cada separacion se
coloca los hongos. Se toma el capilar y se lava con acetato de etilo antes de cada
siembra, luego se coloca el estandar de dos a tres veces. Se lava el capilar y se toma
la muestra de cada hongo cuatro veces aproximadamente. Se secan las muestras en la
placa y se lleva a su fase movil escogida, se deja que la misma corra (hasta 1cm antes
del borde superior de la placa cromatogréfica). Secar la fase mévil con la ayuda de
calor y con el nebulizador rociar a la placa con una solucion que contiene acido
fosfomolibdico (H3zMo01,040P), &cido sulfdrico y acido acético en proporciones
2.5:2.5:5 dentro de la sorbona y calentarla (aproximadamente 120 ° C) con el fin de
hacer visibles los productos de la reaccion.

2.5 Escalamiento de cultivos de bacterias y de hongos
Preparar caldo de cultivo para bacterias y hongos con la metodologia anteriormente

mencionada, para bacterias 100ml y para hongos 200ml.

2.5.1Bacterias
e Posteriormente en erlenmeyers de 50 ml y en una cdmara de flujo laminar,

proceder a la siembra de las bacterias y hongos respectivos (10ml para
bacterias y 20ml para hongos).

e Incubar bacterias por 48 horas en los erlenmeyers de 50ml y después pasar a
los de 250ml con 100ml de caldo de cultivo e incubar las bacterias por 72
horas con agitacion constante a 110 rpm y a 30° C. Pasadas las 72 horas con

cada sal de acido biliar colocar 100mg del mismo en los erlenmeyers.

2.5.2 Hongos
e Incubar los hongos por 48 horas, en los erlenmeyers de 50ml, después

pasarlos a los erlenmeyers de 250ml con 200ml de caldo de cultivo, incubar

por 72 horas y alimentar a los hongos con 200mg con cada sal de acido biliar.
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2.6 Extraccion de la parte activa metabolizada por las bacterias y hongos

En la camara de flujo laminar dispensar el caldo de cultivo mas la bacteria o
el hongo en dos tubos desechables hasta 40 ml.

Coincidir los tubos de contra peso con agua ( tener el peso exacto)
Centrifugar por 20 minutos a 3500 rpm.

Dispensar el sobrenadante en un recipiente de vidrio.

Colocar el contenido del recipiente en un embudo de separacion, todo este
proceso siguiente debe ser realizado en una Sorbona.

Afadir 1 ml de HCI (38%).

Mezclar hasta q se obtenga un producto homogeéneo.

Con un gotero o pipeta Pasteur, extraer una gota para controlar el pH que no
debe pasar de 3.

Colocar 100ml de Acetato de Etilo en la mezcla.

Agitar el embudo de separacion manualmente aproximadamente 80 veces,
sacando el aire periddicamente.

Dejar en reposo y observar la separacion de las dos fases una acuosa y otra
con Acetato.

Devolver la fase acuosa al recipiente de vidrio.

Colocar 50ml de Acetato de Etilo y repetir la agitacion ya descrita.

Repetirlo una vez més hasta g no queden residuos acuosos.

Colocar 5 g de Sulfato de sodio anhidro en la fase organica para g este atrape
todas las moléculas de agua restantes.

Filtrar el contenido con papel filtro en un balon aforado.

Llevar a rota vapor para concentrar

En un vial colocar la muestra concentrada, utilizar nitr6geno para evaporar el
acetato de etilo restante y posteriormente analizarlo con resonancia magnética

nuclear.

40



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados

3.1.1. Situacion de los camales en el Ecuador

Dentro del proyecto de investigacion se realizd la validacion de los datos para una
posible aplicacion con respecto a la disminucion del impacto ambiental. Se investigd
sobre el manejo que se le da a los residuos en diferentes ciudades del Ecuador
agrupando el trabajo por regiones, dividiéndose asi para los integrantes del proyecto
de la siguiente manera. Los camales de: Ambato, Riobamba, Pedernales, Guayaquil,
y Antonio Ante, fueron investigados por Andrés Daza y Juan Carlos Pineda por lo
que sefialaremos los aspectos mas representativos. Los camales de Quito, Latacunga
y Cayambe fueron el centro de nuestra investigacion y seran los que ampliaremos en

cuanto al manejo ambiental que tienen dichas administraciones.

En cada uno de los camales se evaluo la provincia, canton, parroquia, gestion de la
bilis e impacto ambiental para determinar la situacion con respecto a la
contaminacion que puede producir a zonas aledafias al camal y los distintos

tratamientos de residuos que da cada administracion.

3.1.2. Camal Municipal de Ambato

Provincia: Tungurahua
Canton: Ambato
Parroquia: 1zamba
Sector: Parque Industrial

Para acceder al servicio del faenamiento se debe pagar una cuota de $17,35, también
requiere de una tarjeta de que tiene un costo anual de $ 85 para sacrificar grandes
cantidades (mas de 50 animales) y $ 40 para los volumenes son méas bajos (menos de
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50 animales sacrificados). Los otros gastos (transporte de las visceras, el transporte

de carne, diversos permisos, etc.) Correran a cargo de las arcas municipales.

Gestion de la bilis: La bilis en el matadero municipal de Ambato se recoge
en tanques de 220 litros (cada mes produce cerca de 3 tanques), que luego se
venden a 85 dolares cada uno. Se trata de una estimacion cuantitativa de 600
litros que se venden a un comprador en Colombia para la produccion de la
bilis en el pasado, que se comercializa en el extranjero.

Impacto ambiental: En la visita al matadero se observd que se produjo
alrededor de 7 m3 de rumen por dia, y entre 12 y 15 litros de sangre por
animal. Los residuos liquidos, incluida la sangre, son transportados como tal
en el sistema de alcantarillado sin ningin tratamiento previo dirigido a la
prevencion de la contaminacion ambiental y los residuos sélidos se vierten en
los rellenos sanitarios, pudiendo observar que se produce un alto grado de

contaminacion.

3.1.3. Camal Municipal de Riobamba

Provincia: Chimborazo

Cantén: Riobamba

Se encuentra en la Avenida Leopoldo Freire salida sur - este de Cantén Chambo,

junto con la empresa Tubasec, al lado del gran mercado de productos agricolas. El

camal proporciona servicios a los ciudadanos como la aceptacion de los animales de

empresas privadas para ser sacrificados, la cria de animales para el faenamiento, etc.

El ndmero de animales sacrificados es de 120 a 130 bovinos, 350 cerdos y 350

ovejas al dia y esta actividad se lleva a cabo durante cuatro dias a la semana durante

un nimero mensual de unos 2.500 bovinos.

Gestion de la bilis: se recoge la vesicula biliar del ganado para su venta
mientras que en los procesos primarios no se realizan operaciones de

tratamiento previo para la separacion de la bilis por la recoleccion de datos.
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Otros residuos: El Unico residuo que recibe tratamiento adicional para la
comercializacion es la sangre del ganado, con el que se produce un animal de
harina de sangre que se utiliza como alimento para animales.

Impacto ambiental: EI camal municipal de Riobamba es una empresa que
produce diversos residuos solidos organicos (estiércol, el pelo, la grasa,
trozos de carne, huesos y demdas partes comestibles) que causan graves
problemas ambientales del agua, suelo y aire. La cantidad de estos residuos,
no aptos para el consumo humano, varia de 20 a 50% (en funcion del tipo de
animal): la mayoria son residuos putrescibles y deben manejarse con cuidado

para evitar los olores y la propagacion de la enfermedad.

3.1.4. Camal Municipal de Pedernales

Provincia: Manabi

Canton: Pedernales

Ubicacion: 5.5 km de la carretera que conduce a San Vicente, proporciona servicios

de custodia. EI nimero aproximado faenamiento semanal es de 26 bovinos y 50

cerdos. Estos nimeros son aproximados y pueden variar durante el afio.

Gestion de la bilis: La bilis producida por el proceso de faenamiento de
ganado y cerdos no se somete a ningun tratamiento, no se vende 0 se usa,
pero simplemente se retira junto con otros residuos. En promedio, la cantidad
de bilis por vaca es igual a 230 ml. Los valores oscilan entre 150 ml y 600 ml
Otros residuos: Solo el rumen se comercializa después de haber sido
recogido en un tanque con capacidad de 220 litros y se vende a un precio de $
200 por tanque. Se producen alrededor de dos tanques por dia. Los residuos
liquidos como la sangre se almacenan en un tanque. Los residuos sélidos se
recogen todos los dias de un camion que transporta todos los residuos al
relleno sanitario municipal, 25 % del peso total de los animales vivos pueden
considerarse como residuos (estiércol, el contenido del estomago, sangre,
huesos, pelo, pezufias, cuernos, fragmentos de tejido adiposo, conjuntivo y

muscular, etc.)
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Impacto ambiental: El vertedero municipal estd al6 km de la ciudad,
camino de Jama, a 2 km antes del Palmar. En este lugar se depositan los
residuos sin ningln tipo de normas de salud y esta es un &rea particularmente
susceptible a la contaminacion del medio ambiente con las enfermedades

consiguientes.

3.1.5. Camal Municipal de Guayaquil

Provincia: Guayas
Canton: Guayaquil
Ubicacion: Barrio Cuba, en una zona densamente poblada)

Es una empresa en la que el ganado y los cerdos son sacrificados para los mercados

privados en la provincia de Guayas, principalmente en la ciudad de Milagro.

Gestion de la bilis: EI camal municipal de Guayaquil se utiliza para el
faenamiento de ganado bovino y porcino. Hay gente que paga para la masacre
y que tengan absolutamente todos los residuos animales que no se utilizan
como la bilis. Estos comerciantes, asi como a la masacre a su ganado para
vender la empresa Nunsa, una empresa que procesa la bilis y lo vende en el
extranjero.

e Otros residuos: Durante las actividades de produccién en el camal se
generan residuos sélidos y liquidos. En el camal municipal, durante el
proceso de faenamiento de ganado y cerdos, se genera los siguientes residuos
solidos: Los residuos derivados de la sanidad, la sangre, trozos de grasa,
restos de comida, craneos, orejas , cola, cuernos , huesos, garras, piel, pelo .
Impacto ambiental: La sangre coagulada, los residuos resultantes de la
sanidad, el estiércol, los pedazos de grasa, el pelo, las manos, las orejas, la
cola, cuernos, huesos y las mandibulas son enviados al relleno sanitario. Piel
animal se retira de nuestros clientes del matadero. Los residuos liquidos que
contienen la sangre, la grasa y las heces. Son arrojados a los drenajes después

de ser filtrada a través de un tamiz para retener los sélidos mas voluminosos.
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3.1.6. Camal Municipal de Latacunga

Provincia: Cotopaxi
Cantdn: Latacunga
Ubicacion: San Martin del distrito parroquia Juan Montalvo

Ofrece todos los servicios de sacrificio, incluidos los despojos, pieles y otros
productos a sus propietarios. ElI proceso de faenamiento no esta equipado con
camaras frigorificas para la conservacion de la carne después de que el proceso de
matanza. Por esta razon, solo ofrece el servicio de matar el ganado. El sacrificio de
cerdos y ganado vacuno mensual origina alrededor de 20 toneladas de heces y sangre

en los rios cercanos.
Impacto ambiental

En cuanto a este tipo de actividad no hay controles diarios sobre los servicios que se
llevan a cabo dentro del camal, tampoco se vigila la situacion de los cursos de agua
donde son arrojados los residuos solidos y liquidos (rios Yanayacu y Cutuchi). En
cuanto al disefio de los vertidos liquidos, no es compatible con la legislacion vigente
para las descargas en cuerpos de agua, ya que el camal no maneja adecuadamente el
tratamiento de sus desechos produciendo un grado de contaminacion.

3.1.6.1. Proceso de faenamiento camal de Latacunga
Previo al faenamiento los animales son sometidos a un ayuno de 24 horas

El proceso de sacrificio del ganado consta de los siguientes pasos:

o El animal es llevado a una habitacion donde, después de estar mojado, se

somete a una descarga eléctrica para el aturdimiento.

e Se cuelga el animal de una de sus patas para su desangramiento, y se lo sujeta

con una cadena.

Paralelamente se hace una incision en otra de las patas delanteras, y se

engancha la piel a un sistema mecanico que facilita su remocion.
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El animal se moviliza al interior del camal mediante un sistema mecanico de
transporte, por el cual es conducido a un area en donde se abre la panza del
animal, se hace el vaciado de visceras, sobre un &rea con infraestructura de
acero inoxidable, donde se recolecta y clasifica el material, que luego se
retne e diferentes recipientes plasticos: rumen, intestinos, higados, vesiculas
biliares, para luego ser vendidos a consumidores locales, o es botada
generalmente a los rios vecinos, constituyéndose en una fuerte contaminacion

ambiental.
Luego el animal desvicerado es transportado al area de corte.

Seguidamente es entregado en pedazos al propietario, (generalmente
vendedores locales de carne), quienes llevan las pizas de carne a los puntos

de venta.

3.1.7. Camal Municipal de Antonio Ante

Provincia: Imbabura

Canton: Antonio Ante

Ubicacion: Panamericana Norte sector Catabamba, Parroquia Natabuela)

El faenamiento de Antonio Ante proporciona servicios de almacenamiento para el

ganado, masacre, la refrigeracién y el transporte de las canales. También dispone de

otras instalaciones para el lavado de las visceras.

Gestion de la bilis: No se dispone de informacion para el tratamiento llevado
a cabo en la bilis en el camal. En la zona donde se vacian las entrafias de los
animales hay una rampa que conduce a las visceras, tanto en blanco y rojo, la
zona de lavado, donde algunas personas, que no pertenecen a la masacre ,
manejan estos productos

Impacto ambiental: EI camal genera una serie de residuos solidos organicos
gue causan graves problemas ambientales del agua, suelo y aire, ya que no se

gestionan adecuadamente. Es el estiércol el pelo, la grasa, trozos de carne,
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huesos y demaés partes comestibles. Todos estos restos son arrojados a la red

de alcantarillado.

3.1.8. Camal Municipal de Cayambe

Provincia: Pichincha
Canton: Cayambe

Ubicacion: Puerto Baquerizo via S / N y Rocafuerte a seis calles de distancia del
hospital Raul Maldonado Mejia) tiene areas de aturdimiento para bovinos, porcinos y
ovinos, y la zona de evisceracion para lavar la zona del intestino. También cuenta
con una zona para ganado vacuno y ovino a un lado y una pocilga detras de la zona

de matanza.

Gestion de la bilis

En el momento presente no se proporciona un servicio para el tratamiento de la bilis
en el camal y no hay gestién para el tratamiento de las visceras, su disposicién final

es desecharla a los rios o vertientes cercanas al sector.

Otros residuos

En el camal de Cayambe se mata un promedio de 8 cabezas de ganado por dia (la
mayoria de los cuales son de origen bovino), la generacion de aguas residuales en un
volumen promedio de 4.838,4 litros por dia. En cuanto a los pardmetros fisico-
quimicos, la Administracion sefiala que los residuos sélidos del matadero y solidos
en suspension son propensos a estar dentro de los limites permitidos por la ley. Dado
que, sin embargo, la gestion de los residuos no se comprueba en el camal de
Cayambe se generan fuentes de contaminacion para las personas que se encuentran
en esa zona. Se esta tratando de implementar mejoras en la gestion de residuos a

través de la difusion de las normas correctas de eliminacion. La disposicion final de
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los residuos como mencionamos antes no se encuentra controlada, se desechan los

residuos a las vertientes y rios cercanos al sector.

Impacto ambiental

El camal de Cayambe produce una alta contaminacion y los residuos de si mismos, y
la eliminacion inadecuada de los subproductos, como la sangre (bovina 3170 It/dia,
porcina 264 It/dia y ovina 77.7 It/dia), rumen (bovina 24180 kg/dia), estiércol
(bovina 5175 kg/dia, ovina 111 kg/dia, porcina 432 kg/dia) y desechos. También se
presentan técnicas de manejo inadecuadas para la carne después del proceso de
faenamiento. La disposicién final es la misma que los residuos de la bilis.

3.1.8.1. Proceso de faenamiento en el camal de Cayambe
Esencialmente se trabaja de manera similar con variaciones en algunos pasos:

» No se somete a los animales a ayuno previo.

e El pelado se hace de manera manual

e En Cayambe hay un area de refrigeracion post mortem.

e |gualmente las visceras se recogen en recipientes plasticos y son vendidas a
consumidores locales, la bilis se vende para la produccion artesanal o casera

de shampoo.

3.1.9. Camal Metropolitano de Quito

Provincia: Pichincha
Cantén: Quito
Ubicacion: Barrio Sur en el Ecuador de la Ciudad de Quito

Gestionado por la Sociedad del camal Metropolitano de Quito funciona de acuerdo
con las normas técnicas y de salud, de acuerdo con las leyes y reglamentos para
proporcionar productos manipulados higiénicamente, no aptos para el consumo

humano preservando el medio ambiente. Las ventas son controlada con el fin de
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regular y controlar el funcionamiento de los camales, se han establecido instituciones
Ilamadas " carnes tercenas " para garantizar que los ciudadanos del Distrito
Metropolitano de Quito productos de calidad. En este faenamiento se limitan a la
admision y residencia de ganado vacuno, porcino y ovino, asi como las areas de

lavado y almacenamiento de desechos.

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

intestinos después de la normativa vigente:

e Las leyes y reglamentos de faenamiento

e Regulacion de BPM (Buenas Practicas de Manufactura)
e Decision 197 (Ley 197) - Legislacion subandina JUNAC
e (Codigo de Salud

e Interna regulaciones EMRQ

El camal da cuenta de control fitosanitario 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 vegetal y control veterinario de los animales.

En el camal Metropolitano se lleva a cabo controles en otros mataderos que operan
en el cantdn de Quito, tanto para las estructuras rurales, como para las estructuras

urbanas. Estos mataderos son:

Carnol: se encuentra en la esquina noroeste de Calacali, donde se fijara el
nuevo camal, que sera gestionado a nivel local, si es posible.
Carne Agroindustrias del Norte: situado en la zona de Llano Grande, no
presenta un adecuado control ambiental, pero también es supervisado por el
sector privado del Camal Metropolitano de Quito.

e Becerro Masacre: situado en la zona de Calderén, es un camal privado
controlado por el distrito metropolitano.

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

e Matadero Pintag: en el lado opuesto del Camal de Quito, en el sur de la

ciudad hacia el Valle de los Chillos.
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Matadero Conocoto: se ejecuta en la misma posicion del afio anterior.

Tratamiento de residuos

Desde 2007 el Camal metropolitano tiene un biodigestor y por lo tanto es capaz
generar productos para la nutricion equilibrada de los animales y fertilizantes
organicos para enriquecer los suelos. La capacidad de procesamiento es de 6.000
litros de sangre por dia, el mismo que es obtenido en el proceso de sacrificio de las
tres lineas de ganado: ganado vacuno, cerdos y ovejas. Se obtiene un promedio de
9,7 litros/dia por bovino, 2,5 litros/dia por cada porcino y 1,5/dia por cada ovino,
recalcando que la Unica sangre que sirve para la industria de harinas es la de bovino y

el resto de sangre se la ocupa en restaurantes y en embutidoras.

La harina obtenida de la sangre se vende a los productores que lo utilizan como
abono para la tierra también se utiliza para generar alimentos para mascotas. Cada
dia se producen alrededor de 1.200 kg.

Gestion de la bilis

En el Camal de Quito se obtienen 208 litros a la semana de bilis. Se vende a $ 130
por 55 galones. Producen alrededor de 397 galones al mes. EI Camal produce 400-
500 g por cada afio de célculos biliares que se venden a un precio de 12 délares por
gramo en las empresas coreanas y colombianas. La venta de bilis y céalculos biliares
crea un mercado de alrededor de $ 10.000 por afio.

Impacto ambiental

Uno de los mayores problemas del Camal Metropolitano de Quito es el tratamiento
de las aguas residuales. Dada la gran cantidad de residuos vertida en estas aguas, se
produce un olor acre y nauseabundo que resulta en el aumento de las moscas, todo
en una zona donde se vende el producto de alimentacion local. A nivel nacional, hay
muchos defectos en cuanto a la utilizacion, el transporte y el manejo del ganado.
Otras dificultades se refieren a las instalaciones y equipos del faenamiento, asi como

las condiciones sanitarias no son adecuadas. El proceso de masacre es muy

50



heterogéneo en el Ecuador y el Camal de Quito metropolitano resulta ser el mayor
instituto tecnoldgico. Por supuesto, todos los dias te encuentras con problemas

debido a los intentos de mejorar los servicios en el canton de Quito.

Tratamiento de las aguas residuales

La planta de tratamiento trabaja las 24 horas del dia, los siete dias de la semana y
esta operadas por la EMAPS (Empresa Pablica Metropolitana de Alcantarillado,

Agua y Saneamiento) procesan 450 metro cubicos de aguas residuales, entre estas:

e Aguas rojas: son del proceso de matanza

e Aguas verdes: de las visceras

Control ambiental

La empresa esta controlada por el Ministerio de Salud Publica, Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (Agrocalidad), Ministerio del Ambiente y Concejo
Provincial son los entes que controlan el tema ambiental de la empresa y la

Secretaria Metropolitana de Ambiente.

En el afio del 2012 hasta el mes de abril la EMRAQ EP (Empresa Metropolitana de
Rastro Quito Empresa Publica) mantuvo vigente el Certificado Ambiental concedido
por la Secretaria Metropolitana de Ambiente. Actualmente no cuentan con licencia
ambiental porque empieza a tomar partido el Ministerio del Ambiente, se encuentran
en tramite con contratos preliminares que tienen un costo de $ 50 mil ddlares y solo
sera la auditoria de inicio, la empresa que gano el concurso para realizar la auditoria
ambiental fue COSTECAM, quienes estan realizando el estudio de impacto
ambiental del Cama Metropolitano de Quito y de los Camales rurales del Quinche y

Pintag.
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3.2. Tablas de resultados
Resultados preliminares de la capacidad biotransformadora de bacterias:

Tabla 6. Deteccidn de bacterias biotrasnformadoras

Bacterias Acido Acido
hyodesoxicdlico | desoxicolico
MM B2 X X

MM B3 --
MM B4 X
MM B5 X
MM B6 --
MM B7
MM B8 --
MM B9 X
MM B11 --
MM B12 --
MM B13 X
MM B14 X
MM B15 X
MM B16 --
MM B17
MM B18 --
MM B19 X
MM B20 X
MM B21 X
MM B22 --
MM B23 -- --
MM B24 -- --
MM B25 X

MM B26 X X
MM B27 X

MM B28 -- --
MM B29 -- --
MM B30 -- X
MM B31 -- --
MM B32 X X
MM B33 -- X
MM B34 -- --
MM B35
MM B36
MM B37
MM B38
MM B39
MM B40
MM B41
MM B42
MM B43
MM B44

XX XX XX

X

XXX XXX XXX | X

X[ X
X

XXX XXX X

(9]
N



Bacterias Acido Acido
hyodesoxicdlico | desoxicolico
MM B45 X X

MM B46 -- X

MM B47 -- --

MM B48
MM B50 0
MM B51 -- --
MM B52 -- X
MM B53 -- --
MM B54
MM B55
MM B56
MM B57
MM B58
MM B59
MM B60
MM B61
MM B62
MM B63
MM B64
MM B65
MM B66
MM B67
MM B68
MM B69

X | X

XX XXX [X| X

XXX XXX XX

(X) Biotransforma

(--) No Biotransforma
(0) Utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la produccion de diéxido de
carbono.

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusién: a partir de los resultados preliminares se puede observar un grupo
representativo de bacterias con capacidad de biotransformar. A su vez observamos
dos bacterias que utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de
energia hasta la produccion de didxido de carbono. Este proceso puede generar otro
tipo de investigacion que ayude a identificar cual seria el mejor proceso de

biotransformacién para estas bacterias.
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Resultados preliminares de la capacidad biotransformadora de hongos:

Tabla 7. Deteccién de hongos biotrasnformadores

Hongos Acido Acido

hyodesoxicdlico | desoxicdlico

MM F1 X 0

MM F2 0 --

MM F3 X

MM F4 -- --

MM F5 --

MM F6 -- X

MM F7 --

MM F8 -- --

MM F9 -- X

MM F10 --

MM F11 X X

MM F12 X X

MM F13 -- X
X
X
X

MM F14 -
MM F15 X
MM F16 -
MM F17 X
MM F18 0 -
MM F19 X

MM F20 - X
MM F21 - -
MM F22 - -
MM F23 - 0
MM F24 - -
MM F25 - -
MM F26 - -
MM F27 - -

(X) Biotransforma

(--) No Biotransforma
(0) Utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la produccion de didxido de

carbono.

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: a partir de los resultados preliminares se puede observar un grupo
representativo de hongos con capacidad de Biotransformacion. A su vez observamos
cuatro hongos que utilizan todo el carbono de la sal de acido biliar como fuente de
energia hasta la produccion de didxido de carbono. Este proceso puede generar otro
tipo de investigacion que ayude a identificar cual seria el mejor proceso de

biotransformacion para estos hongos
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3.2.1. Biotransformacidn de bacterias
Tabla 8. Resultado de biotransformacion de bacterias (Acido hyodesoxicélico y desoxicolico)

CODIGO ACIDO ACIDO
HYODESOXICOLICO | DESOXICOLICO
24/48 HORAS 24/48 HORAS

MM B25 BIOTRASNFORMA -

MM B26 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B27 BIOTRASNFORMA -

MM B30 -- BIOTRANSFORMA

MM B31 -- -

MM B32 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B33 - BIOTRANSFORMA

MM B35 BIOTRANSFORMA --

MM B36 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B38 BIOTRANSFORMA --

MM B39 BIOTRANSFORMA --

MM B40 BIOTRANSFORMA --

MM B41 BIOTRANSFORMA --

MM B42 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B43 BIOTRANSFORMA --

MM B44 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B45 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B46 - BIOTRANSFORMA

MM B48 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B50 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B52 -- BIOTRANSFORMA

MM B54 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B55 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B56 BIOTRANSFORMA --

MM B57 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B58 BIOTRANSFORMA --

MM B59 -- BIOTRANSFORMA

MM B60 BIOTRANSFORMA --

MM B62 BIOTRANSFORMA --

MM B63 BIOTRANSFORMA --

MM B64 BIOTRANSFORMA --

MM B65 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B66 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B67 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B68 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

MM B69 BIOTRANSFORMA | BIOTRANSFORMA

(--) No Biotransforma

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: las bacterias mas representativas dentro de la investigacion presentan
capacidad de biotransformacion a las 24 y 48 horas, a partir de estos resultados se
continud con el escalamiento bacteriano para extraer la fase organica producida por
estos microorganismos.
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3.2.3. Biotransformacion de hongos

Acido hyodesoxicolico
Tabla 9. Resultado de biotransformacion de hongos (Acido hyodesoxicdlico)

, # HORASDE
CODIGO | BIOTRANSFORMACION
MM F11 96 HORAS
MM F12 120 HORAS
MM F15 96 HORA
MM F17 24 HORAS
MM F19 72 HORAS

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusidn: después de realizar el analisis de los hongos objetos de estudio se pudo
evidenciar que se presentan cinco hongos con capacidad de biotransformacion, se
sefiala que la capacidad de biotransformacion es menor al de las bacterias esto puede
ser debido a la capacidad de adaptacién que presentan estos microorganismos.

Acido desoxicélico

Tabla 10. Resultado de biotransformacion de hongos (Acido desoxicélico)

CODIGO #HORASDE
BIOTRANSFORMACION
MM F11 96 HORAS
MM F12 144 HORAS
MM F13 144 HORAS
MM F14 120 HORAS
MM F15 96 HORAS
MM F16 144 HORAS

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: después de realizar el analisis de los hongos objetos de estudio se pudo
evidenciar que se presentan seis hongos con capacidad de biotransformacion, se
sefiala que la capacidad de biotransformacion es menor al de las bacterias esto puede
ser debido a la capacidad de adaptacidn que presentan estos microorganismos.
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3.2.4. Porcentaje de Biotransformacion del acido hyodesoxicoélico

Tabla 11. Porcentaje de biotransformacion de bacterias segin TLC (Acido hyodesoxicélico)

Bacteria Tiempo Acido 3-ceto
hyodesoxicdlico

MM B25 48 horas 80%
MM B26 48 horas ©
MM B29 48 horas 50%
MM B30 48 horas 65%
MM B35 48 horas 80%
MM B36 48 horas 75%
MM B37 48 horas 50%
MM B38 48 horas 85%
MM B39 48 horas 50%
MM B40 48 horas 60%
MM B41 48 horas 70%
MM B44 48 horas 80%
MM B48 48 horas 50%
MM B50 48 horas 0)
MM B54 48 horas 75%
MM B64 48 horas 50%
MM B66 48 horas 80%
MM B67 48 horas 80%
MM B68 48 horas 70%
MM B69 48 horas 80%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz
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(0) utilizan todo el carbono de la sal de acido biliar como fuente de energia hasta la produccion
de didxido de carbono

Discusion: dentro de los resultados obtenidos mencionamos en la tabla las
bacterias que presentan un porcentaje de biotransformacién mayor al 50% por
presentar una mayor eficiencia en este proceso y ser los mas representativos

dentro de la investigacion.

Tabla 12. Porcentaje de biotransformacion de hongos segiin TLC (Acido hyodesoxicélico)

Hongos Tiempo Acido 3-ceto
hyodesoxicdlico

MM F12 120 horas 10%

MM F15 120 horas 0)

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

(0) utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la produccion
de didxido de carbono

3.2.5. Porcentaje de Biotransformacion del acido desoxicdlico

Tabla 13. Porcentaje de biotransformacion de bacterias segiin TLC (Acido desoxicélico)

Bacteria Tiempo Acido 3-ceto
hyodesoxicélico

MM B26 48 horas 100%
MM B30 48 horas 100%
MM B33 48 horas ()]

MM B36 48 horas 100%
MM B42 48 horas 80%
MM B44 48 horas 0)

MM B45 48 horas 0)

MM B46 48 horas 70%
MM B48 48 horas 50%
MM B50 48 horas 100%
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MM B54 48 horas 80%
MM B55 48 horas 80%
MM B57 48 horas 100%
MM B66 48 horas 100%
MM B67 48 horas 100%
MM B68 48 horas 80%
MM B69 48 horas 75%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

(0) utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la produccion
de didxido de carbono

Discusidn: dentro de los resultados obtenidos mencionamos en la tabla las bacterias
que presentan un porcentaje de biotransformacion mayor al 50% por presentar una
mayor eficiencia en este proceso y ser los mas representativos dentro de la

investigacion.

3.2.6. Escalamiento de microorganismos

3.2.6.1. Acido hyodesoxicélico
Bacterias

« EB MM 38 (anexo 1): Se escogié esta bacteria al presentar
biotransformacion a las 24 y 48 horas con la fase mévil uno 50:2 (50ml de
acetato de etilo y 2ml de &cido glacial acético) y estandar con oxidado en tres
(estandar extraido de la biotransformacion de la Pseudomona paucimobilis),
como podemos observar se presenta una biotransformacién bien diferenciada
al mismo nivel del estandar con el oxidado en tres a las 24 y a las 48 horas,
vemos como el producto de biotransformacion solo se presenta en el oxidado
en tres.

EB MM 26 (anexo 2): Se realizd el monitoreo de esta bacteria con fase
movil 2 70:30:2 (70ml acetato de etilo, 30 ml hexano, 2ml de acido glacial

acético). Se puede observar que a las 24 horas presenta biotransformacion
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bien definida con una mancha arriba del estandar y a las 48 horas que el
microorganismo metaboliza toda la sal del &cido biliar.

EB MM 35 (anexo 3): Se realiz6 el monitoreo de esta bacteria con fase
movil dos 70:30:2, podemos observar que a las 24 horas presenta
biotransformacion sobre el estandar y a las 48 horas la biotransformacion se
presenta un poco mas arriba, la bacteria presenta un biotransformacion bien

pronunciada tanto a las 24h como a las 48h.

Hongos

EF MM 12 (anexo 4): Se realiz6 el monitoreo del hongo con fase movil dos
y con el estandar oxidado en tres (estandar extraido de la biotransformacion
de la Pseudomona paucimobilis), este no presento biotransformacién en los
primeros cinco dias. Presenta biotransformacion a los 7 dias, podemos
observar una pequefia mancha arriba del estandar cerca del oxidado en tres, la
mancha no se presenta tan pronunciada.

EF MM 15 (anexo 5): Se realiz6 el monitoreo del hongo con fase movil dos
y con el estandar oxidado en tres, este no presento biotransformacién en los
primeros cinco dias. Presenta biotransformacion a los 7 dias, podemos
observar manchas de la biotransformacion cerca del estdndar del oxidado en

tres, se observa una mancha tenue de biotransformacion.

3.2.6.2. Acido desoxicolico

Bacterias

EB MM 66 (anexo 6): se escogid esta bacteria para realizar el cultivo
preparativo, ya que en la TLC, muestra una biotransformacion de acido
Desoxicolico, oxidado en tres (estandar extraido de la biotransformacion de la
Pseudomona paucimobilis), ya que se observa la mancha de oxidacion junto
al estandar.

EB MM 67 (anexo 7): al realizar el monitoreo con el estandar del oxidado en
tres se pudo observar una biotransformacion muy significativa al mismo nivel
del estandar, por lo que se concluye que esta bacteria presenta un proceso de
biotransformacion.

EB MM 26 (anexo 8): presenta una mancha al mismo nivel del estandar y

otra que podria ser analizada y tomada como producto de interes.
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EB MM 42 (anexo 9): se observa una biotransformacién casi completa de
acido Desoxicdlico, es decir que el producto de biotransformacion presenta
un cambio significativo en su estructura quimica, lo que se corroboro

posteriormente con RMN.

3.3 Analisis del potencial de biotransformacién

De un total de 47 bacterias evaluadas con los acidos biliares hyodesoxicélico y
desoxicolico respectivamente, se encontraron 31 bacterias capaces de biotransformar
acido hyodesoxicolico y 21 bacterias capaces de biotransformar acido desoxicdlico.

De un total de 30 hongos evaluados con el acido biliar hyodesoxicélico y
desoxicdlico respectivamente, se encontraron 2 hongos capaces de biotransformar
acido hyodesoxicolico y 0 hogos capaces de biotransformar acido desoxicolico.

Bacterias

Figura N°16. Porcentaje de la capacidad de biotransformacion del acido biliar hyodesoxicélico
de las bacterias aisladas

RESULTADOS

m HYODESOXICOLICO

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: de un total de 31 bacterias con capacidad de biotransformacion el 6,45%
(2 bacterias) desaparecen porque utilizan 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 14. Numero de cepas de bacterias aisladas con mayor eficiencia en la biotransformacion
del 4cido hyodesoxicdlico

RANGO DE
PORCENTAIJE DE
N2 DE CEPAS AISLADAS BIOTRANSFORMACION
10 50-75%
7 75-100%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: Las bacterias mas representativas segun su capacidad biotransformadora
son las que se encuentran en el rango de 75-100% por presentar una alta capacidad
de biotransformacion, pudiendo encontrar a 7 bacterias dentro de este grupo, que

representan el 14,89% del total de bacterias evaluadas.

Hongos

Figura N°17. Porcentaje de la capacidad de biotransformacion del acido biliar hyodesoxicélico
de los hongos aislados

RESULTADOS

100

40 - m HYODESOXICOLICO

20 A

%HOGOS QUE % HONGOS QUE
BIOTRANSFORMAN NO
BIOTRANSFORMAN

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Tabla 15. NUmero de cepas de hongos aislados con mayor eficiencia en la biotransformacién del
acido hyodesoxicélico

RANGO DE
PORCENTAIJE DE
N2 DE CEPAS AISLADAS BIOTRANSFORMACION
2 0-25%
0 25-50%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz
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Discusion: Lo hongos presentan capacidad de biotransformacién en el rango de 0-
25%, encontrado dos hongos con una minima capacidad de biotransformacion para el

acido hyodesoxicolico.

Bacterias

Figura N° 18. Porcentaje de la capacidad de biotransformacion del acido biliar desoxicélico de
las bacterias aisladas

RESULTADOS

60 -
50 -
40
30
20
10 ~

m DESOXICOLICO

%BACTERIAS QUE % BACTERIAS QUE
BIOTRANSFORMAN NO
BIOTRANSFORMAN

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: de un total de 21 bacterias con capacidad de biotransformacion el 14,28%
(3 bacterias) desaparecen porque utilizan todo el carbono de la sal de &cido biliar

como fuente de energia hasta la produccién de didxido de carbono.

Tabla 16. Numero de cepas de bacterias aisladas con mayor eficiencia en la biotransformacion
del acido desoxicolico

RANGO DE
PORCENTAIJE DE
N2 DE CEPAS AISLADAS BIOTRANSFORMACION
3 50-75%
11 75-100%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz
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Discusion: Las bacterias mas representativas segun su capacidad biotransformadora
son las que se encuentran en el rango de 75-100% por presentar una alta capacidad
de biotransformacion, pudiendo encontrar a 11 bacterias dentro de este grupo, que

representan el 52,38% del total de bacterias evaluadas.

3.4 ldentificacion de las bacterias con mayor eficiencia en la biotransformacion
del acido hyodesoxicolico

Tabla 17. Bacterias con mayor eficiencia en la biotransformacién del 4cido hyodesoxicélico

CODIGO ESPECIE CERTEZA DE'
IDENTIFICACION
MM B39 Burkholderia pseudomallei | 100%
MM B40 Vibrio parahaemolyticus 87,36%
MM B36 Vibrio alginolyticus 97,35%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

Discusion: dentro de la identificacion de las bacterias con mayor eficiencia de
biotransformacion del &cido hyodesoxicélico, también se selecciona a la bacteria
MM B38, pero estd en las pruebas de identificacién presentaba una certeza de
identificacion del 0.01%, por la tanto se deberia realizar otro tipo de prueba de
identificacion para poder llegar a conocer la especie de dicha bacteria.

3.4.1 Caracteristicas de las bacterias identificadas
Burkholderia pseudomallei Familia: Pseudomonaceae

La Burkholderia pseudomallei es un vacilo Gram negativo, no fermentador, movil,
aerobio estricto, no formador de esporas y que puede presentar una tincion bipolar.
Es oxidasa positivo, crecen a 42° C, reduce los nitritos e hidroliza la gelatina. Sus
colonias son secas arrugadas y con mal olor y éste varia desde putrefacto hasta el
olor de la tierra mojada. Este organismo es el agente causal de mieloidosis y es
adquirido o por inhalacion o por el contacto de una lesién en la piel con tierra o con
agua contaminada. (Villegas, Herrera, & Vargas, 1998)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 50% de capacidad de biotransformacion por
lo cual se realizo la identificacion del género del microorganismo. No se conocen
estudios relacionados con el tema de investigacion, por lo que este seria el primero
en cuanto a procesos de biotransformacion.
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Vibrio parahaemolyticus Familia: Vibrionaceae

Los vibrios son bacilos gram negativos, mdviles, tolerantes a la sal y anaerobios
facultativos. Las especies que se asocian a diarrea son el vibrio parahaemolyticus, V.
cholerae, V. mimicus, V. hollisae, V. fluviales y V. frunci. Por su parte, el V.
vulnificus causa septicemia e infeccion de heridas en pacientes inmunodeprimidos.
(Silva, 2007)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 60% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identifico el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacion, por lo que este seria el primero en cuanto
a procesos de biotransformacion.

Vibrio alginolyticus Familia: Vibrionaceae

Es un bacilo corto curvo o recto, Gram negativo, quimiorganotrofico, movil por
flagelos peritricos y polares. Pertenece a la familia Vibrionacea y al género Vibrio,
de este grupo Vibrio alginolyticus es el mas halofilico de todos ya que es capaz de
crecer en concentraciones de 3, 6, 8 y hasta 10% de NaCl. Se aisla con frecuencia de
aguas costeras templadas y tropicales, especialmente en cuando la temperatura del
agua es superior a los 17°C. (Silva, 2007)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 75% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identific6 el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacion, por lo que este seria el primero en cuanto
a procesos de biotransformacion.

Discusion: a pesar de realizar las pruebas bioquimicas de identificacion de la
bacteria EM B38, no se logré identificarla, por lo que se recomienda realizar otro
tipo de pruebas de identificacion de especie, ya que esta bacteria presenta un 85% de

capacidad de biotransformacion considerandose de alta eficiencia.

3.5 Identificacion de las bacterias con mayor eficiencia en la biotransformacion
del 4cido desoxicdlico

Tabla 18. Bacterias con mayor eficiencia en la biotransformacion del acido desoxicolico

CODIGO ESPECIE CERTEZA DE
IDENTIFICACION

MM B66 Pasteurella multocida 93,67%
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MM B48 | Burkholderia pseudomallei 100%

MM B67 | Pseudomona aeruginosa 99,27%

EM B26 Proteus penneri 94,46%

Elaborado por: Misheel Araujo y Andrea Ruiz

3.5.1 Caracteristicas de las bacterias identificadas

Pasteurella multocida Familia: Pasteurellaceae

Es un cocobacilo pleomorfico gramnegativo. En la tincion de Gram puede observarse
como formas cocoides o como bacilos cortos o filamentosos, con una tipica tincién
bipolar, que pueden aparecer sueltos o agrupados en parejas o cadenas cortas. (Silva,
2007)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 100% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identifico el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacién, por lo que este seria el primero en cuanto
a procesos de biotransformacion.

Pseudomona aeruginosa Familia: Pseudomonaceae

Es una bacteria flagelada con forma de bastoncillo, que produce pigmentos
fluorescentes de colores que pueden variar desde el rojo hasta el negro. Es una
bacteria muy extendida, y puede encontrarse en el agua, la tierra, animales o plantas,
ya que sus necesidades alimenticias son minimas, aunque las enfermedades
producidas por esta bacteria estdn asociadas a su preferencia por los medios
himedos. En los seres humanos puede encontrarse en las zonas mas humedas del

cuerpo, como son las axilas, los oidos y la zona alrededor del ano. (Tapia, 2006)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 100% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identifico el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacion, por lo que este seria el primero en cuanto
a procesos de biotransformacion.

Proteus penneri Familia: Enterobacteriaceae

Se describen como bacilos gramnegativos, moviles, con flagelos peritricos, aerobios
y anaerobios facultativos. Todos ellos, y debido a la produccion de fenilalanina

desaminasa, se caracterizan por su capacidad para desaminar la fenilalanina y
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trasformarla en acido fenilpiravico; también hidrolizan la tirosina, desdoblan en casi

todos los casos la urea y son resistentes a la colistina. (Tapia, 2006)

Esta bacteria presenta un porcentaje del 100% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identific6 el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacion, por lo que este seria el primero en cuanto

a procesos de biotransformacion.

Burkholderia pseudomallei Familia: Pseudomonaceae

Esta bacteria presenta un porcentaje del 50% de capacidad biotransformadora por lo
cual se identific6 el género del microorganismo. No se conocen estudios
relacionados con el tema de investigacién, por lo que este seria el primero en cuanto

a procesos de biotransformacion.

3.6 Resultados de bacterias més eficientes muestreadas en camales

A partir de los analisis preliminares del muestreo en los camales de Cayambe y
Latacunga se determind las cepas con mayor eficiencia dependiendo del lugar de
muestreo, detalldndolas a continuacion:

3.6.1. Zonas de muestreo con bacterias mas eficientes de biotransformacion del
acido hyodesoxicolico

e Paredes de la zona de mecanizado: MM B35 con el 80% de
biotransformacion.

e Paredes de la zona de matanza: MM B54 con el 75% de biotransformacion,
MM B69 con el 80% de biotransformacion.

e Contenedor de los intestinos: MM B36 con el 100% de biotransformacion.
Contenido del estomago: MM B67 con el 70% de biotransformacion, MM
B50 utiliza todo el &cido biliar como fuente de carbono.

» Seccion de recoleccion de ubres: MM B30 con el 50% de biotransformacion.
Paredes de la zona de mecanizado: MM B35 con el 80% de
biotransformacion.

Equipo de procesamiento del animal: MM B69 con el 70% de

biotransformacion.
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3.6.2. Zonas de muestreo con bacterias mas eficientes de biotransformacion del
acido desoxicolico

Paredes de la zona de mecanizado: MM B57 con el 80% de
biotransformacion.

Paredes de la zona de matanza: MM B54 con el 75% de biotransformacion,
MM B69 con el 80% de biotransformacion.

Contenedor de los intestinos: MM B36 con el 75% de biotransformacion.
Contenido del estomago: MM B54 con el 70% de biotransformacién, MM
B69 con el 75% de biotransformacion, MM B33 utilizan todo el carbono de
la sal de acido biliar como fuente de energia hasta la produccion de dioxido
de carbono.

Seccion de recoleccion de ubres: MM B30 con el 50% de biotransformacion.
Paredes de la zona de mecanizado: MM B35 con el 80% de
biotransformacion.

Equipo de procesamiento del animal: MM B66 con el 90%
biotransformacion.

Lavabo A de la piedra: MM B42 con el 82% de biotransformacién.

Visceras del procesamiento: MM B44 y MM B45, utilizan todo el carbono de
la sal de acido biliar como fuente de energia hasta la produccion de diéxido
de carbono.

Visceras de la zona de recepcion: MM B68  con el 80% de

biotransformacion.

3.7 Resonancia magnética nuclear
Para la bacteria MM B26 con el acido hyodesoxicolico, se logro identificar un

producto obtenido de la biotransformacion con la sal del acido biliar. Pudiendo

observar cambios de estructura en el compuesto esteroide, se puede ver la

desaparicion de la cadena lateral, oxidacion del alcohol a cetona y aparicion de un

doble enlace en el carbono 1y 4. (Anexo 38)
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion, las bacterias presentan un mayor
porcentaje de capacidad biotransformadora en relacion a los hongos. La baja
capacidad biotransformadora de los hongos puede deberse a la diferencia de
las rutas metabdlicas que hay entre los hongos y las bacterias. Las bacterias
presentan una alta capacidad biodegradativa.

De un total de 47 bacterias evaluadas con los acidos biliares hyodesoxicélico
y Desoxicolico respectivamente, se encontraron 30 bacterias (64%) capaces
de biotransformar acido hyodesoxicélico y 21 bacterias (45%) capaces de
biotransformar acido desoxicdlico.

De las 30 bacterias con capacidad de biotransformacion del acido
hyodesoxicolico existe un porcentaje del 6,45% que utilizan todo el carbono
de la sal de &cido biliar como fuente de energia hasta la produccion de
dioxido de carbono.

Para el acido desoxicolico existe un porcentaje del 14,98% con respecto a las
21 bacterias con capacidad de biotransformacion que utilizan todo el carbono
de la sal de éacido biliar como fuente de energia hasta la produccion de
dioxido de carbono.

De un total de 30 hongos evaluados con el Acido biliar hyodesoxicélico y
desoxicolico respectivamente, se encontraron 2 (7%) hongos capaces de
biotransformar acido hyodesoxicélico y sobre el acido desoxicélico no actia
ninguno.

El mayor porcentaje de biotransformacion para el acido hyodesoxicolico es la
oxidacion en la posicion 3, presentando las siguientes bacterias: MM B25,
MM B35, MM B36, MM B38, MM B39, MM B40, MM B44, MM B66, MM
B67, MM B69. con un alto porcentaje de eficiencia, se pudo identificar cuatro
de las bacterias mencionadas mediante Pruebas Bioguimicas (Sistema
Microgen GN-ID), ya que el kit de identificacion contaba con cuatro pruebas,
eligiendo las que presentaban mayor eficiencia en cuanto a la capacidad de
biotransformacion.

MM B36: Vibrio alginolyticus

MM B39: Burkholderia pseudomallei
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MM B40: Vibrio parahaemolyticus

Para la bacteria MM B38, se debe realizar otro tipo de prueba de
identificacion, debido a que esta bacteria presenta un 85% de capacidad de
biotransformacion por lo que seria necesario identificar su especie.

El mayor porcentaje de biotransformacion para el acido desoxicolico, es la
oxidacion en la posicion 3, presentando las siguientes bacterias: MM B26,
MM B42, MM B35, MM B48, MM B54, MM B57, MM B66, MM B67, MM
B68, MM B69, 40 con un alto porcentaje de eficiencia. Se pudo identificar
cuatro de las bacterias mencionadas mediante Pruebas Bioquimicas (Sistema
Microgen GN-ID), ya que el kit de identificacion contaba con cuatro pruebas,
eligiendo las que presentaban mayor eficiencia en cuanto a la capacidad de
biotransformacion.

MM B26: Proteus penneri

MM B48: Burkholdeira pseudomallei

MM B66: Pasteurella multocida

MM B67: Pseudomona aeruginosa

Estos microorganismos presentan caracteristicas patdgenas. En especial se
conocen estudios de Proteus penneri por su capacidad de intervenir en la
produccion de acidos de estruvita. No se conocen estudios relacionados
directamente con la capacidad de biotransformacion de los Acidos Biliares.
De las observaciones en cromatografia en capa fina se comprobd que la
oxidacion en tres es la que se presenta en mayor porcentaje (70%).

Del muestreo realizado en los camales se pudo identificar que la mejor fuente
de obtencidn es del contenedor de intestinos para bacterias con capacidad de
biotransformacion el acido hyodesoxicolico con un 100% de eficiencia. Para
el acido desoxicolico la mejor zona de muestreo fue el area de faenamiento de
los animales, presentando bacterias con capacidad de biotransformacion con
un 80% de eficiencia.

De la situacion de los camales en el Ecuador se pudo determinar que los
mejores lugares de muestreo son los camales de Latacunga y Cayambe,
debido a sus condiciones ambientales criticas, siendo una gran fuente de

obtencion de microorganismos con capacidad de biotransformacion.
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De la resonancia magnética nuclear para la bacteria MM B26 con capacidad
de biotransformar el acido hyodesoxicolico, en los cambios de estructura en
el compuesto esteroide se puede ver la desaparicion de la cadena lateral,
oxidacion del alcohol a cetona y aparicion de un doble enlace en el carbono 1
y 4.

De la revision bibliografica de estos microorganismos, en las bases de datos
a las que se tiene acceso en la UPS, no presentan estudios sobre
biotransformacion de Acidos Biliares; por lo que, éste seria el primer trabajo
de investigacion en el que se reporta estd actividad para las bacterias antes

sefaladas.
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L

RECOMENDACIONES

Dentro de la investigacion se pueden presentar casos en donde se da el efecto
de una biotransformacion de los componentes del medio, se debe tener claro
que si el microorganismo no biotransforma el acido biliar, su Unica fuente de
nutricion es el medio de cultivo, y pueden observarse manchas en las TLC
(Cromatografia en Capa Fina) que nos harian pensar en nuevas rutas de
biotransformacion que son desvirtuadas mediante analisis mas profundos
como usando RNM (Resonancia Magnética Nuclear) esto es debido a la
capacidad de adaptacion del microorganismo. Cabe sefialar que los medios
utilizados son minimos, es decir que tienen nutrientes en minimas cantidades
para gue el microorganismo puede alimentarse de las sales biliares que se les
dan como fuente de carbono.

En él caso de los microorganismos que biotransforman los Acidos Biliares
hasta la produccion de dioxido de carbon, se debera identificar técnicas
adecuadas para poner a prueba al microorganismo para poder identificar los
pasos intermedios del proceso, una de estas puede ser saturando al
microorganismo con la sal biliar.

Dentro de la investigacion nos vimos limitados solamente al uso de Kits,
debido a esto no se logrd la identificacion de la bacteria EB MM 38. Se
recomienda implementar técnicas mas avanzadas de investigacion, por lo que
seria importante contactar con centros especializados de identificacion de
microorganismos e implementar las bibliotecas cientificas a las que los
estudiantes de la UPS tienen acceso. A futuro se debera apoyar las técnicas de
asilamiento en pruebas de evaluacion enzimatica, que permitiran identificar
nuevas rutas de metabolismo para obtener mayor eficiencia en los procesos
de biotransformacion.

El presente trabajo aporta con la implementacién de una nueva linea de
investigacion, que sugiere aprovechar recursos presentes en el pais que
muchas veces son considerados como desperdicios, como los provenientes de
los camales que pueden ser fuentes de microorganismos con capacidad
biotransformativa de Acidos Biliares y por ende pueden ser de interés en el

campo farmacéutico, cosmético y agroalimentario.
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e Se sugiere continuar con la investigacion partiendo de los resultados
obtenidos de la evaluacion de la capacidad biotransformativa de los

microorganismos.
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ANEXOS

Anexol. TLC Bacteria MM B38, Lectura a las 24 y 48 horas, acido hyodesoxicdlico,
cultivo preparativo. Fase movil 1.

Anexo 2. TLC Bacteria MM B26, Lectura a las 24 y 48 horas &cido hyodesoxicélico,
cultivo preparativo. Fase movil 1.
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Anexo 3. TLC Bacteria MM B 35, Lectura a las 24 y 48 horas é&cido
hyodesoxicdlico, cultivo preparativo. Fase movil 2.

Anexo 4. TLC Hongo MM F12, este no presento biotransformacion en primeros 5
dias. Presenta biotransformacion a 7 dias. acido hyodesoxicolico, cultivo preparativo.
Fase movil 2.
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Anexo 5. TLC Hongo MM F15, este no presento biotransformacién en las primeras 5
dias. Presenta biotransformacion a los 7 dias. acido hyodesoxicdlico, cultivo
preparativo.

Anexo 6. TLC Bacteria MM B66, Lectura a las 24 y 48 horas, acido desoxicdlico,
cultivo preparativo. Fase movil 2.
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Anexo 7. TLC Bacteria MM B67, Lectura a las 24 y 48 horas, acido desoxicdlico,
cultivo preparativo. Fase movil 2.

Anexo 8. TLC Bacteria MM B26, Lectura a las 24 y 48 horas, &cido desoxicolico,
cultivo preparativo. Fase movil 2.

Anexo 9. TLC Bacteria EB MM 42, Lectura
a las 24 y 72 horas, &cido desoxicolico,
cultivo preparativo. Fase movil 2.
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Anexo 10. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacteria MM B25, MM B26. acido
hyodesoxicdlico, fase mavil 1.

Anexo 11. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B29 y MM B30. Acido
hyodesoxicdlico, fase mavil 1.

Anexo 12. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B35 y MM B36. Acido
hyodesoxicdlico, fase mavil 1.

w S
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Anexo 13. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B37, MM B38, MM B39
y MM B40. Acido hyodesoxicdlico, fase movil 1.

Anexo 14. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B41, MM B42, MM B43
y MM B44. Acido hyodesoxicolico, fase movil 2.

Anexo 15. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B45 y MM B48, Acido
hyodesoxicdlico, fase mavil 2.
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Anexo 16. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B50. Acido
hyodesoxicdlico, fase mavil 2.

Anexo 17. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B54, MM B55 y MM
B57. Acido hyodesoxicdlico, fase movil 2.

Anexo 18. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B58, MM B59 y MM
B60. Acido hyodesoxicélico, fase movil 2.
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Anexo 19. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B62, MM B63, MM B64
y MM B65. Acido hyodesoxicolico, fase movil 2.

Anexo 20. Biotransformacion 24 horas, bacterias MM B66, MM B67 y MM B68.
Acido hyodesoxicdlico, fase mavil 2.

Anexo 21. Biotransformacion 48 horas, hongos MM F12. Acido hyodesoxicélico,
fase movil 2.
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Anexo 22. Biotransformacion 144 horas, hongos MM F15. Acido hyodesoxicolico,
fase movil 2.

Anexo 23. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacteria MM B26. Acido desoxicolico,
fase movil 1.

Des MM B26

Anexo 24. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B30, MM B31 y MM
B33. Acido desoxicélico, fase movil 1.




Anexo 25. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B36. Acido desoxicdlico,

fase movil 1.

Anexo 26. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B42 y MM B44. Acido

desoxicolico, fase mévil 2.

Anexo 27. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B45, MM B46 y MM

B48. Acido desoxicélico, fase mévil 2.
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Anexo 28. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B50, MM B52. Acido

desoxicolico, fase mévil 2.

Anexo 29. Biotransformacion 24 horas, bacterias MM B54, MM B55, MM B56 y

MM B57. Acido desoxicolico, fase movil 2.

Anexo 30. Biotransformacion 24 y 48 horas, bacterias MM B59. Acido desoxicolico,

fase movil 2.
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Anexo 31. Biotransformacién 24 horas, bacterias MM B6, MM B67, MM B68, MM

B69. Acido desoxicélico, fase mévil 2.

Anexo 32. Pruebas de tincion gram (Acido desoxicélico)

EB66 GRAM NEGATIVA EB 67 GRAM NEGTIVA

EB42 GRAM NEGATIVA EB26 GRAM NEGATIVA
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Anexo 33. Identificacion con pruebas API, Bacteria MM B36 (Acido
hyodesoxicdlico)

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details
Lab Ref.: Date: 24/07/2013
Name: MISHEEL
Specimen Type: EB 36
Source (wardAocation):
Results Entry
Octal Code: 760556001
+ OXI Oxidase MOT Modility + NIT  Nitrate Reduction
+ LYS Lysine Decarboxylase + ORN  Omithine 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 Inosiwl
« 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.alginofyticues Px.aeruginosa Ps.stutzeri A.hydrophila B.cepacia
Select 1D Choice Yes No No No No
Probability < 100,000,000 < 1/100,000,000 < 100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000.000
Percent Probability 97,35% 263% 0.01% <001% <0.01%
Likelikood <0.01% <0.01% <0.01% <0.01% “0.01%
Human Isolate Yes Yes Yes Yes Yes
Tests against
Test ] UR(0,1%) ONP (0,1%) ORN (0,1%) GLU (99,9%) ORN (0.1%)
Test 2 TDA (8,1%) VP (0,1%) ONP (0,1%) TDA (0,1%) VP (0,1%)
Tesi 3 ARG (0,1%) TDA (0,1%) VP {0,1%) ORN (1%) ARG (0,1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Oxidation of Glucose 0,1% 99.9% 99.9% 0,1% 99.9%
Grawth on S8 Agar % 9% 54% 97% 6%
Growth in 0% NaCl 0,1% 9.9% 96% 99.9% 99,9%
, Growth in 6% NaCl 99.9% 65% B0 14% 7%
| Growth on Cetrimide 0% % 0.1% 0% 4%
| Addidonal Comments 4
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Anexo 34. Identificacidn con pruebas API, Bacteria
MM B39 (Acido hyodesoxicélico)

Anexo 35. Identificacion con pruebas API

Bacteria MM B66 (Acido desoxicélico)

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details

90

Microgen GNA + B Oxidase Positive Lab Refi P ppy—
Namie: ANDREA
Specimen Details Specimen Type: EE 66
Lab Ref:: Date: 24072013 Soarce (waniihcuiion):
Name: MISHEEL
Specimen Type: EB 39
Source (wardlocation):
Results Entry
fctal Codie: AGTHON 104
Results Entry X
Octal Code: 407103647 + OXI  Onidase MOT  Matility - NIT  Nitrate Reduction
) + LYS Lysine Decarboxylase QRN Omnithime Decarboxy] - H2%  H25 Production
+ OXI  Oxidase - MOT Maility « NIT Nitrate Reduction + GLU Acid + MAN Acid from Manmitol d f
- LYS Lysine Decarborylase - ORN  Oithine Decarboxyl - WIS H2S Production . o m;mhm Alizohs e mnk e * L‘;:L ;“dH Xylose
+ GLU  Acid from Glucose + MAN Acid from Manaitol + XYL Acid from Xylose ) i L - rea Hydrolysis .
- ONP ONPG - IND Indole “UR  Urea Hydrolysis + VP Voges Proskauer - CIT  Citrate Utilization - TDA  Tryptophan Deaminase
- VP Voges Proskaver - CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminasc - GEL  Gelatia Liguefuction < MAL Malonate Inhibition + INO Acid from Inositol
- GEL Gelatin Liquefaction + MAL Malonate Inhibition + INO  Acid from Inositol - SOR Acid from Sorbitol - RHA  Acid freem Rhamnose + SUC  Acid from Sucrose
+ SOR  Acid from Sorbitol + RHA Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose = LAC  Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinose - ADD  Acid from Adonito|
+ LAC Acid from Lactose - ARA Acid from Arabinose « ADO Acid from Adonitol + RAF Acid from Raffinose - SAL  Acid from Salicin ARG Arginine Dibydrolase
+ RAF  Acid from Raffincse + SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis Identification Analysis
B, app P. Px 25 Frmultooldy Pk o V.paralmemolydcis B ¥
Select ID Choice Ves No No No No Select 1D Choice Yis Ma W i Wy
Probability 2 < o“l‘; sy H‘«mm ""'{“")’;’I‘:':"W Probabitiy < 110,000,000 < 17100,000,000 = 1100, 000, 7600 < 17100 0, 0000 < 1/100,000,000
Percent Probability 100% <0, <0.01% 018 D.01%
Likelihood <0.01% <001% 0.01% 0.01% D01% ¢ AT 63% =h% 01 T3
i Bl Ya Yo Yes Yo Yes Likellhood <B4 <0L01% =l % =001% “0.01%
PRI Human Irolate Yes Yus Yes Yes es
Test MOT (99.9%) INO (0,1%) MAL (1%) UR (0.1%) CIT (99.9%) Tests agairst
Test 2 RHA (6%) RHA (0,1%) RHA (1%) MAL (0,1%) RHA (0,1%) Tewi | LYS {1%) LYE {0, 1%) NIT (99,9%) BT [99,5%) MEOT (99,9%)
Test3 RAF (6%) ARG (0,1%) RAF (1%) RHA (0,1%) LAC (0,1%) Tesi 2 RAF (1%} ORN {0, 1%} IND (0,1%) RN (0,1%) MIT (99,9%)
Additional Tests Yes Yos Yes Yo Yes i I Tl iy .
T A i dis i e . I“.:.t ) Y{@ ol SUC (0,1%) RAF (%) XYL (0,1%)
Growth on MacConkey — 999% 8% % 9% 99,9% i = - Ya e Y
Growth on SS Agar % 01% 0.1% 0.1% %% Grawes in 6% NaCl % Eu] 99,9% 12% 99,%%
Esculin Hydrolysis 0% 0,1% 01% 25% 0.1% Orxidfntion of Glacose 0,1% 0,1% a,1% 59.9% 0,1%
Growth ot 42C 99% 15% 2% 0% 0% Esculin Hydrolysis 0,1% 258, 1% 0% 348
Addigional Comments 5 Growtir o MocConkeay % T 5,0, G, 0 9,9%
5 Previously Pscudomonas pseudomalle Growti om 85 Agar 0,1% 1% % 3 ™
Addirianal Commenrs 5
§ Previously Pseudoenanas peeudomallei




Anexo 36. Identificacion con pruebas API, Bacteria MM B26 (Acido desoxicolico)

Microgen GNA+ B Oxidase Negative

Specimen Details
Lab Ref.: Date: 24072013
Name: ANDREA
Specimen Type: EB 26
Source (wardlocation):
Results Entry
Octal Code: 45514001
+ 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 Citrate Utilization + TDA Tryptophan Deaminase
+ GEL  Gelatin Liguefaction - MAL Malonate Utilization - INO  Acid from Inositol
- SOR Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose
- LAC Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinase - ADO Acid from Adonitol
- RAF Acid from Raffinose - SAL  Acid from Salicin + ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
P.penneri Povwigaris M.morganii sspSidoni | M.mowganii biogp 1 P.mirabilis
Select ID Cholece Yos 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 94,46% 267% 1L17% 0.9% 0.65%
Likelikood <0.01% <0.01% <0.01% “0D.01% <D.01%
Human Isolate Yes Yes No Yes Yes
Tests against
Test I LYS(0,1%) LYS (0,1%) XYL (0,1%) XYL (0,1%) LYS (0,1%)
Test 2 SUC (99,9%) ARG (0,1%) ONP (0,1%) IND (99,9%) ONP (0,1%)
Test 3 ARG (0,1%) ONP (1%) GEL (0,1%) GEL (0,1%) ARG (0,1%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Acld from Maitose 9% 97% 0,1% 0% 0,1%
Acld from Trehalose 5% 30% 99.9% 01% 98%
DNaye (25C) 0% 8% 0,1% 0,1% S0%
Acld frome Mannose 0,1% 0,1% 99.9% 99.9% 0,1%
Esculin Hydrolysis 01% 50% 0.1% 01% 0.1%
Addifional Comments 41 36

36 Original citation: Int. J. Syst. Bacteriol. (1992) 42 : 613-620
41 Previously Proteus vulgaris indole negative. J. Clin. Microbiol. (1982) 15 - 1097-1102
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Anexo 37. MM B26: Acido desoxicélico
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Anexo 38. MM B26: Acido desoxicélico
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Anexo 39. MM B35: Acido desoxicélico
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Anexo 40. MM B35: Acido hyodesoxicélico
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Anexo 41. MM B26: Acido hyodesoxicolico
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Anexo 42. Esquema del Camal Metropolitano de Latacunga
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Anexo 43. Esquema del Camal Metropolitano de Cayambe
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