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1. INTRODUCCION

El abastecimiento de agua en los asentamientos humanos,
ecspecialmente los m&s poblados, tales come la Ciudad de México vy
otras cludades del pals, es un problema que se @acentta
considerablemente conforme la poblacién, la Industria y los
servicios aumentan, dado que el agua es un bien {ndi{spensable en
todos los sectores.

Toda Industria grande o pequeha genera efluentes llguidos que
vartan en composicidn y volumen, dependiendo de la Industria y
proceso del cual provienen, que causan alteraciomes en las
caractertsticas fisicoquimicas y biolbgicas del cuerpo receptor,
sea este sblido o liquido.

A nivel nacionsl, el 80% de la contaminacién de! agua provione de
la industria (SARH, 1984, en Pedroza-lslas, 1985). En el casa
especifico de la industria alimentaria, tambié&n se generan aguas
de  desecho contaminantzs. Normalmente contienen cantidades
considerables de materia organica biodegradable que hace gque
estas puedan ser tratadas eficientemente por métodos biollgicos

En general, su composicidn quimica es similar a la del alimento
que se procesa, lo que pormite  una recireulacisn °
reaprovechamiento de esos “desechos® producienda una nueva
materla prima para otro proceso o uso

Entre las industrias de mayor Importancia para Mexico, dada su
orientacibn de consumo, es la i{ndustria de la transformacidn del
malz constitulda basicamente por establecimientos que procesan el
grano mediante su molienda y/o nixtamalizacisn para la obtencién
de insumos y bienss de consumo directo. El matz es el principal
cultive nacional, representando aproximadamente el 23% del valor
de la produccisn agricola total. Es una do las actividades con
mayor peso en el producto nacional brutoi absorbe el 45% de la
superficfe total destinada a la agricultura y genera ocupacidn
para el 13% de la poblazidn econbmicamente activa (CONAIM, 1876,
en Pedroza - lslas, 1985).

Eata industria se encuentra orientada a tres tipos de actlvidad:
Elaboraci®n y mollenda de nixtamal (molinos urbanos y rurales),
tabricacitn de harina precocida para tortillas  (plantas
procesadoras de matlz por metodos alcalinos) y fabricacitn de
derivados del malz que no Invelucran una coccidn alcalina y que
se subdivide en mollends htmeda (almidones, glucosas, otc.} .y
moiienda seca (fabricacisn de hojuelas preparadas, . frituras
botanas, etc).

Actualmente, el consumo humano de mal:z se reaiiza preferentemente

a traves de tortilla elaborada con nixtamal y harina,
representando el 64.2% de la oferta comercial del grano, que en
1986 se estimé en 10,1 millones de toneladas CINEG!-SECOF1-SPP,

1988).



* Los origenes de todas las palabras usadas en el proceso de
nixtamalizacitn tradicional del malz provienen del idioma ndhuatl
(Estrada y col, 1986}, “"Nixtamal" viene de "Nextli® = cenlzans de
cal y de "Tamalli"” = malz cocido, "Nejayote™ viene de "Nextli" =
cenizas de cal, "Ayoh" = caldo o cosa aguada y "Atl" = agua. El
proceso  de nixtamalizaclén se lleva a cabo de diversas f{ormas,
dependiendo de la cantidad y calidad o tipo de malz que se desee
nixtamalizar., Antiguamente el proceso se !levaba a cabo en
grandes ollas o reclplentes de barro ("nixcdmitl") y el producto
se molla en el "metate". En la actualidad, este proceso se lleva
a cabo en pequefios molinos para su consumo diario o en grandes
plantas, para producir harinas precocidas estables.

La nixtamalizacidn tradicional o precolombina puede describirse
coma una lixiviacldn en donde e! grano integral de malz es

sometido a una cocclén con agua @ hidréxido de calcio, la cual se

realiza a temperaturas que varian entre los 80 y 100°C y se lleva
a cabo de la sigulente manera: 1) Limpieza del grano, 2}

Nixtamalizacidn, que consiste en la adicidn de agua de 2 a 4

veces el peso del malz, calentar hasta ebullicidn, agregar de 0.5

a 1.5 % del peso del malz de cal viva (hidroxido de calcio),

agitando para obtener la lechada y mantenerio a una temperatura
entre 80 y 90° C durante 40 - 50 minutos, despuds de lo cual 5@
deja reposar durante 14 horas sin calentamlento, en este tlempa

el grano absorbe agua modificAndose los carbohidratos y matrices

proteicas de jos almidones del endospermo. Por ®@ltimo, @l grano

es sometido a dos lavados con agua fresca, obtenienda ast, por un
lado, el granoc que serd sometido a una molienda en humedo para

obtener la masa y, por otro, el agua residual llamada nejayote.

Una descripcitn mas detallada sobre los cambios que ocurren en la
composicitn del malz durante Ia nixtamalizacibn _ pueden
encontrarse en los trabajos realizados por Katz y col. (1974, en
Pedroza, 1985).

1.1 PROBLEMATICA

La industrializacien del proceso de nixtamaiizaci{én es
practicamente recients. Sin embargo, las variaciones comparando
el proceso industrial con el precolombine son minimas ¥
tnicamente invelucran cambios en las condiciones de cocimlento
(cantidad de agua y de cal) y reduccliones en tiempo (de cosclén y
repcso), dando consumos menores de energla y agua, aungue las
aguas residuales generadas son mAs concentradas en material
orgdnice e inorgdnice, estan a mayor temperatura cuando son
arrojadas y tienen un pH bastante mayor,

Estas generalmente se descchan, virtiéndose a los drenajes,
cuande #stos existen, 0 arrojéndose diroctamente al entorno.
Como ya se dljo, se cenocen como nejayote. que significa agua de
cal o caldo de cal. Su caudal es de aproximadamente dos a clinco
unidades del volumen de grano coclda, dependiendo del procesa y
tamano del establecimiento que lo realiza.



El nejayote contlene altas concentraciones de mater{a orgénica en
suspensitn y disuelta (entre 5 y 50 g/l ) y sale del proceso a
muy alta temperatura (60 a 80°C) y con un pH cercano al limite
mAximo de alcalinidad (10 a 14). Dichas caracteristicas hacen que
los efluentes de molinos de nixtamal y de fAbricas de harina de
matz nixtamalizado sean consideradas como altamente
contaminantes. El nejayote presenta en solucién o en suspensidn
plgmentos carotennldes, que son responsabies de la coleracien
amarilla, hemicelulosas, carbohidratos colubles, protetnas y cal.
Estos componentes, dada su alta concentracién, constituyen los
contaminantes de este tipo de agus de desecho.

De acuerda a la Informacitn obtenida en 1986, la industria
tradicional del malz estaba integrada por 12,390 mollnos, 10,642
tortillerias y 9,659 mclino-tortillerfas, distribuidos en todo ol
pats. El 52.8 % de! total de establecimientos estaban ubicados en
el Distrito Federal, Area metropolitana de la Cuenca de México y
los estados de Guanajuato, Jailsco, Michoacan, Puebla y Veracruz

Esto, aunado a otras ramas industriales y asentamientos humanos

representa un problema para el abastecimiento de agua de estas
zonas por el gran uso que se da de este recurso, as! como para la
disposicién de sus efluentes en suelos y cuerpos hidraulicas
naturales, alterando su cicle blolégico normal

En forma general, el ciclo blolégico del material biodegradable
arrojado a cuerpos hidraulicos naturales se llova a caba por:
bacterias (conversién de los compuestos organicos solubles en
celulas bacterianas y compuestos inorgdnicos) y algas (usan los
compuestos inorgAnlcos para formar nuevas células). Las algas vy
bacterias, a su vez, son alimento para protozoarios, rotfferos y,
finalmente, nematodos y crustdcecs, siendo 8stos Gitimos
consumidos por especies pequenas de peces que son consumidos  par
peces mayores los cuales sirven de alimento para el hombre. Este
junto con la industria y animales en general, generan desechos
Itquidos que son vertidos a los cuerpos hidriulicos donde las
bacterias metabolizan la materia orgénica y el ciclo se rapite

Los requerimentos de nutrientes (C,N,P) se basan comtnmente en la
relacién de la cantidad de carbono, de nitrégeno y da fésforo
contenido en los medios de cultivo. Generalmente, el carbonao se
mide como una funcidn de la demanda bloquimica de oxlgeno en
cinco dias a 209C y, para las aguas de desecho, se considora esa
relacion como la DBGg:N:P. Una relacién de DBOg:N:P de 100:5:1
se considera &ptima para las funcicnes metabelicas celulares de
las bacterias que metabollzan esa materia org&nica biodegradable.
La deficiencia de alguno de los elementos de esta relacién tiene
efectos negativos sobre ¢l crecimlento de la poblacién microbiana
(Benefield y Randall, 1980; Winkler, 1961: Gounzilez, 18683, en
Pedroza, 1985).

La materia organica {nsoiublc de las aguas residuales puede
separarse fAcilmente por clarificacisdn o sedimentacién y la
soluble puede ser metabolizada por microorganiecmos aeroblos o



anmeroblos a traves de un sistema que se conoce como tratamiento
secundario de aguas residuaies. Cuando el tratamiento secundario
generada , conocida como proteina
unicelular de desechos (PUCD), puede usar coma complemento
proteinico para plensos y alimentos balanceados. GComo ef agua
residual de la coccidn y lavado del malz contiens cantidades
cansiderables de calclo, durante la formacién del C0, por el
setabolismo microbiano, #stas se precipitan como carbonato de
calcio quedando ocluldas en ia biomasa final. Es posible obtener
protefns microbiana con bajo contenido en sales de calcio,
mediante la previa precipitacién en el nejayote. Esto permite el
uso de Ia biomasa para alimentar animales que no astimilen de
sanera adecuada una dieta con un alto contenido de calclo . Esta
alternativa brinda una perspecti{va deseable al tratamliento de ios
efluentes en s! ya que permite tener ganancias adicionales que
pueden hacer que e} sistema de tratamf{ento sea rentable deade el
punto de vista econdmico (Navarrete y cal, 1983).

.
o

Cabe mencionar que, en los estudios previos realizados sobre el
scondicicnamientc de la biomasa obtenida del tratamientc aerobio
dal nejayote (Alvarez y col, 1985}, se encontrd que a! someterla
a tres diferentes metodos de secado (dos sistemas intermitentes,
secade por charolas en una estufa a baja temperatura Yy
tiofflfzacién y un sistema de secado. continuo, &@cado Ppor
aspersisn) no hubc diferencias significativas entre las
caractertsticas quimicas de la biomasa con respecta de los
procescs pera s! se encontraron diferencias entre las
caracteristicas flisicas, especialmente con respectoc a olor y
coler. Esta indica que el proceso continuo de secade por
aspersi®n, que es el mds eficaz do los tres @studiados desde el
punto de vista de ingenierfa, puede usarse para secar }a biomasa
obtenida en e! laboratoric ya que la apariencia general es mejor
y su valor nutritivo, desde el punto de vista quimico, es similar
al de los otros sistemas de secado.

La determinacidn del patrdn de aminodcidos do la biomasa obtenida
del reactor biolBgico rotatarfo resultd similar al presentado por
los estandares de 1a FAO (Pedroza y Duran, 1885). Naturalmente,
debfdo a la presencia de cal en el nejayote, e! contenido en
saterial Inorganico o cenizas es considerable (54.35 %).

Sobre esta base teérica se inserta el presente trabajo de
investigacien, con los objetivos que a continuaci®n se bosguejan,

1.2 OBJETIVOS

1.2.4 OBJETIVOS GENERALES

Consecuentemente con los objetivos generaies del proyecto global,
del que este trabajo de investigaci®n forma parte, los cuales
fueron e} estudio de un sistema de tratamifento de aguas
residuales de molinos de nixtamal, considerando como un valor
agregadc de! procesc de tratamiento la obtenclén de biomasa



microbiana generada en un sistema de tratamlento aeroblo de
nejaycte, se llevara a cabo su evaluacidn biolbgica para definir
su calidad nutricia como fuente no convencional de protetna para
animales monogAstricos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentra de los objetlvos especificos de este trabajo se tiene la
evaluacidn de biomasa cbtenida a partir de nejayote pretratado
para reducir substancialmente la cantldad de calcio disuelto vy,
par ende, la cantidad de sales de calclo.acluldas en la biomasa
microbiana que pudieran afectar la calidad de su proteina y su
asimilacibn por parte de 10s animales de prucba.

Para alcanzar estos objetivos se trazaron las siguientes metas:
1.2.1 Diseho de un sistema de precipitacidn de calcio

1.2.2 Determinacién de ta composicién quimica de la biomasa
microbiana con bajo contenide en calclo

1.2.3 ldentificacidtn de la presencia de posibles microorganismos
enteropatbgenos como:Salmopella sp., Baciilus cereus .y
Staphylococcus aureus.

1.2.4 Determinacitn de la presencia de posibles sustancias
téxicas, en particular aflatoxinas y Acidos nucleicos.

1.2.5 Realizaclén de pruebas "in vivo" en ratas de laboratorio
(Evaluacibn preliminar de la relacién de aficiencia
proteica)

1.2.6 Evaluacibn, mediante pruebas histopatolégicas, del efecto
de 1a biomasa microbiana en los brganos internos de las
ratas de laboratorio estudiadas

En los siguientes capltulos se presentan los principios en los
que se bas® el estudio, los materiales y métodos empleados, 108
resultades obtenidas  1as conclusiones y recomendaclones que
pueden derivarse de eilos.



1. GENERALIDADES SOBRE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Actuaimente se cuenta con metodos para el tratamiento de aguas
contaminadas que, en forma general, constan de:

t.- Tratamlento primario (quimico/fisica)

Consiste en la eliminacidn dei material en suspensidn de
diferentes tamafios y densidades, as! como de los que sedimantan o
flotan m&s faciimente. Para logrario se emplean mbtodos tales
como la sedimentacian, flotacién, filtracidn, etc. Este proceso,
aunque no efectta ningtn tipo de eliminacién de matarial
cantaminante disuelte en el agua, se evita que posterfarmente
interfiera en Ja degradacibn bioldgica de este matevial disuelto.

2.- Tratamiento secundario ibloldgice)

Resultan ser los menos costosos y cas! siempre Implican alstemas
aeroblos, aunque recientemente, con e} advenimiento de los
sf{stemas anaercblas de alta tass, va empiezan a usarse estad
también. Los métodos empleados para este tipo de tratsmiento son
diversos e finvolucran la intervencién de microorganismos como
bacterias, algas, hongos, protozoariocs, ete, las cuales se
encargan de transformar el material orginico disueito de facil
biadegradacian a sblidcs biolégicos sedimentables vy gases
(Pedroza, 1885). Dentro de los procesos aerobles se encuentran
fas lagunas de estabilizacisdn , los lodos activados, los filtros
percoladores, los discos biolbgicos, ete.

3.- Tratamiento terclario tquimico/fisica)

Sen aplicados cuando se desea obtener agua de mejar calidad que
ta lograda en los tratamientos secundarios convencionales, ya que
eliminan el material no blodegradable.

En la actualidad se pueden encontrar una variedad de tratamientos
terciarios mas sofisticados, a los que se def ine como
tratamientos = avanzados de aguas residuales (conacides con  sus
siglas en ingles, AWT, advanced water treatment), El tratamiento

terclario permite la remocien  de material organico no
biodegradable o de dificil biodegiadacidn, 12 eliminacién de
microorganismos presentes no sedimentables o floculados y la

eliminacitn de la coloracisn del agua provocada por humatos vy
otras substancias quimicas, Entre estos procesos sc encuentra 1a
absorcién, e} intercambio {&nico y la coagulacidn.

Entre los metodos individuales se encuentran:

a) Operaciones unitarias fisicas: cribado, sedimentacian,
mezclada, flotacien, flocufacidn, filtracidn, etc.



b} Frocesos unitarios quimicos: reaccién entre contaminantes vy
reactivos quimicos o reacciones quimicas para remover los
contaminantes o convertirlos en otros productos de més fhcil
manejo como: precipitaclién, adsorcidn, desinfeccibn, ete.

c) Procesos unitarios bioldgicos: remocidn de contaminantes
mediante ta actividad bioldgica aerobia, anaerobia o
facultativa. Sus aplicaciones se dan principalmente para la:
1) remocien de materia organica de tipo carbonfceo en aguas de
desecho, medida como DBOS. como carb®n organico total (COT) o
como demanda quimjca de oxlgeno (D@0}, 2) nitrificacidn, 3)
desnitrificacién y 4) estabilizazidn,

Para caracterizar un efluente se tienen parsmetros indicativos de
ta calidad y condiciones del mismo. Entre ios m&s comunes &e
encuentran:

- DEMANDA BIDQUIMICA DE OXIGEND (DBOszo)

Proporciona una medida del oxigeno empieado por las bacterias
durante la oxidacién del material organico contenido en una
muestra de agua resldual., Esta prueba se basa en la premisa de
que todo el material organico blodegradable es oxidado.a CO, ¥
H,0, usanda oxigeno molecular como aceptor do electrones. De aqul
qle sea una medida directa de fas requerimentas de oxfgeno y una
medida indirecta de la contaminacién por materia arghnica
blodegradable. Los ntimeros 20 y 5 se refiaren, respoctivamente. a
la temperatura en grados centigrados y al tlempo en dias de
incubacitn de la muestra (APHA, 1980).

- DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

Esta prueba se basa en el principio de que la mayorfa de los
compuestos quimicos, organicos e inorg&nicos son oxidados a COp,
S0,, Ha0, NO,, etc, por un agente fuertemente oxidante como &l
diromato d& potasio. bajo condiciones acidas. La materia
organica e inorgAnica es oxidada y el ibn dicromato - amarillo,
es consumido y reemplazado por el ién crémico de color verde, Se
adiciona sulfato de piata como catallzador:

Cry07 L A - > 2003 4 7HL0

Se titula el dicromato remanente coun una solucidn valorada de
sulfato ferroso amonjacal FE(NHQ):(SDA)EASH:(J en presencia de
ferroina (monohidrato de fenantrolina en solucibn acuosa) como
indicador, El punto finai de la titulacietn coriesponde a un color
café rojlzo debide a la tormacion de un complejo de fierro-
fenantrolina (APHA, 1860).



- SOLIDOS (¢S)

La definici®n usual de sblidos se refiere a la materia remanente
desputs de que una soluci®n acuosa ha sido sometida a evaporacidn
y secado. Uno de los principales objetivos de efectuar la
determinaci®n de sblidos en aguas residuales os obtener una
medida de la cantidad de materia orgénica presente. La prueba de
s6lidos o5 completada con la combustidén en la cual la materia
orghnica es canvertida a CO, y HyD a temperatura controlada para
prevenir pérdidas de sustancias inorganicas. La pérdida en peso
después do la combustidn es interpretada en té&rminos de materia
orgAnica o s&lidos volatiles (APHA, 1980).

- NITROGENQ KJELDAHL (NK}

Es la determinacién de la cantidad total de nitrbgeno organico
contenido en una muestra, sin diferenciar el tipo de compuesto al
que pertenece. El nitrgeno esencial para el crecimiento de los
microorganismas const{tuye con el fésforo y el carbona uno de los
nutrientes de mayor importancia

= TEMPERATURA (T)

Parametro  fisico muy importante por Eu efecto en los
microorganismos. Promueve par un lado, la actividad microbiana
sobre Ia materia orgénica presente y ocasiona, por otro lado la
disminucidn del contenido de oxlgeno disuslto. Por elloc, es
conveniente su control.

- OXIGENO DISUELTO (¢QD}

Es la cantidad de oxligeno expresada como concentracidn de
oxfgeno molecular que se encuentra disuelto en una soluclén
acuosa. Una concentracién. mayor a 1.5 mg 0p/1 asegura el
desarrollo de los microorganismos aerabios.

- pH

Termino empleado de manera internacional para medir !a intensidad
de la condicién Acida o alcalina de una solucién . Es una forma
de expresar la concentracitn de iones hidrégene o, dicho de una
manera mAs precisa, e5 una expresién de la actividad de los iones
hidrégeno.



~ CONDUCTIVIDAD

Es una medida de la capacidad de una solucitn para permitic el
paso de una corriente eléctrica y es independiente de la
temperatura, del ntimero y de las especies ibnicas presentes en la
solucien.

~ ALCALINIDAD

La alcallnidad se define coma la capacidad de una solucién
acuosa para neutralizar Acidos. Se debe a la presencia de
hidroxilos, carbonatos y bicarbonatos. Se supone comtnmente Qque
los bicarbonatos representan la forma principal de alcalinidad,
ya Qque estos se forman en cantidades considerables a partir del
€O, generado por los microorganismos

- TURBIEDAD

Propledad &ptica de una solucibn acuosa gque Causa quo la luz a
desviada o absorbida en lugar de ser transmitida en linea recta a
través de la muestra. Es causada por la presencia de wmateria
suspendida o colaidal.

El tratamiento blolégico de las aguas de desecho tiene, como
objetivos generales, coagular y remover los stlidos no
sedimentables y estabilizar la materia organica.

Dentro de los sistemat aerobios y anaeroblos de tratamiento, en
el proyecto global del cual este trabajo de Investigacién forma
parte, se estudiaron un sistema de lodus activados (Dursn y
Hartmann, 1980), una cascada de reactores empacados en serle
tanto aeroblos como anaeroblos (Hartman y DurAn, 1981; Civit

!, 1984) y también un sistema aerobio de biodiscos a nivel
laboratorio y planta plicto (Dursn, 1982; Eschrcega y Pulido
1086; Pedroza y Dursn, 1985, 1987; Montesinos y Duran, 1986). Se
concluy® que este tltimo sistema es uno de los mds eficientes al
tener e! sistema una poblacisn microbioldgica haterogénea
(bacterias, hongos. protozoarics. levaduras, etc.) y adherida a
un medio fnecte, en el que se localizan microorganismos
especiallzados en la degradacion de! material organico que no ha
stdo degradado en etapas anterfores por 10 que su efectividad en
el ‘tratamiento es elevada. El sistema presenta., ademAs, otras
ventajas técnicas, como su facil operacién, mantenimiento y
supervisin minimos y bajo consumo de enargla

Por ello, a continuacién se prasentan, en forma sumaria, las
caracteristicas y  comportamientc del reactor y tas
caracteristicas de la biomasa generada durante el tratamiento
aerobjo de las aguas residuales carbonsceas como @1 nejayote



[ RS REACTOR BIOLOGICO ROTATOR!O (RBR)
11.1.1 CARACTERISTICAS DEL RBR

El RBR conesiste de una serie de discos o de tambores fabrlcados
de materlales duros, ligeros y que presentan una gran Area
superficial montados sobre un eje (flecha) y, en el caso de
discos, ecpaclados de 1 @ 2 cm entre cada unc. Algunas de estos
matertaloes son madera, aluminio, acero Inoxidable, polietileno,
poliestireno, acriilco, plastico sn general, etc.

Aproximadamente el 40% del Area superficial estd sumergida en el
agua de desecho y el 60% restante ect8 en contacto con el aire
del ambiente. La flecha que soporta a los discos glra a
diferentes velacidades rotacionales, dependiendo del tamano del
tanque y, principalmente, de la cantidad de oxlgeno disueito en
el seno del liquido. La rotacién se logra con un motor eldctrico
o con aire, La rotacidn proporciona una fuente continua de
nutrientes y oxigeno para las bacterias que se encuentran
adheridas a 1a superficie de los discas (Metcalt-Eddy, 18725 en
Andere, 1987).

Se ha comprobado que, en los RBR, tambien la biomasa suspendida,
ademAs de la adherida a las paredes de los compartimentos,
coadyuva en el tratamlento o degradaclen de materia orginica
disuelta presente (EscArcega y Pulido, 1986).

Estudios realizados sobre el desarrollo de la bilopellicula en este
sistema (RBR), han llevado a dividirlo en tres fases: Induccién ,
acumulacibn y estabillzacidn (Trulear, 18982; en Norouzian vy
Deloya, 1984):

Fase de {nduccidn. Esta fase comprende la adsorcidn organica
seguida del transporte y adhesién de las bacterias sobre la
superficie.

Fase de acumulacidn. Durante esta fase hay un  aumento
logarttmico de la poblacién de bacterias con una tasa de
acumulacibn casi constante.

Fase " Plateu En esta fase la pellcula biolbgica desprendida y
la producida se encuentran en equilibrio dinsmico. 1
mantenimiento de la estructura de la biopelicula depende de la
difusien  del sustrato orginico y oxlgeno disueito al! Interior
de la pellicula biolbdgica y de la difusién de los productes del
metabolismo hacla la fase acuosa que mantienen ln cohesian do la
biomasa (Trulear y Charactelis. 1982; en Norouzian y Delava,
1984) .

Una descripeitn m&s detallada sobre el reactor bicldgico
rotatorio se encuentra en los trabajos reallzados par Duran
(1982), Alvarez y col., (19886), EscArcega y Pulido (19863,
Montesinos y Duran (19862 y Luna-Pabellc (1987).
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1.1.2 CARACTERISTICAS DE LA BI10OMASA MICROBIANA
11.1.2.1 Patran de aminoAcidos

La composicien de aminodcidos de una proteina determina su valor
como fuente de nitraégeno para el mantanimiento y crecimiento de
tos seres vivos. El andlisis de! contenido de aminodcidos da la
informacitn sabre el valor del patencial nutricio de la protelna
aunque no siempre refleja correctamente is  disponibilldad
fisioltgica de sus aminodcidos, particularmente si ha wido
tratada térmicamente.

Otro aspecto =a considerar en la utilizacteon ds 11
mlcrobianas como fuente nitrogenada es la digestibilidad, que .n
el caso de microarganlismos se ve afectada negativamente por &
presencia. de ia pared celular (Kihiberg, 1973; en Valderrams,
1889,

Para tener wuna idea mAs cercana del valor nutritivo de f1as
proteinas es conveniente hacer una comparacién de su contenido de
aminoscides con los estdndares establecidos. En el Cuadro li-}
se presenta una camparacitn del contenido de amincacidos de los
estandares de la FAD y del huevo enterc, asi come el de la
blomasa obtenida del tratamiento aerobio del nejayote (Pedroza y
Duran, 19@8),

Los alimentos no tradictonales ricos en protelnas deben pasar por
pruebas de inocuidad realizadas en animales de laboratorto y, st
es pagible, de granjas. Esta se debe @ que en la materia prima o
en algtn paso del m&todo de elaberacion hasta la obtencidn del
producto tinal, es posible encontrar la presencia de alguna
sustancia tdxica. Existen normas internacionales de la
Qrganizacian de las Naciones Unidas para que las  nuevos
materiales proteicos sean aceptados.

Estas normas contemplan la realizacl®n de pruebas de toxicidad a
corto, wmediana y larga plazo en animales de laboratoric, con el
objeta de observar crecimiento y posibles problemas cancerigenos
y teratoldgicos. El Cuadro 11-2 resume las pruebas que so deben
hacer a allmentos prateicos no tradicionales (Larreaga, 1976; en
Valderrama, 1989), Estas se Inician con la eveluaci®dn dv 1la
protetna contenida en estos alimentos no convencionales, mediante
pruebas blolbdgicas, primero on animales experimentales
{generalmente ratas Wistar) y, cuando es necesarlo, en hunanas
voluntarios.



CUADRO 11-1

ANALIZIS COMPARATIYVO DE AMINOACIDOS EM. DIFERENTES FUENTES DE
PROTEINA (g/100g prot) LPedroza y Durkn, 1985)

AMINIACIDO ESTANDAR HUEVOD CULTIVO MIXTO
FAO(1) ENTERO(2) EN MEJAYOTE(3)
Iscleucina 4.2 6.7 3.8
Leucina 4.8 e.o 6.2
Lisina 4.2 6.5 5.7
Feniialanina 2.8 6.8 8.5
+Metionina 2.2 3.2 2.0
Treonina 2.8 5.1 4.5
Triptofano 1.4 1.6 1.7
Valina 4.2 7.3 5.0
Tirosina 2.8 4.2 3.9

'
H
1

Perdido durante la hidrolisis analitioca
Senz, 1972

Kihlberg, 1972

Fedreza y durkn, 1985

ON-

CUADRO 11-2

PRUEBAS BIOLOGICAS DE [INOCUIDAD PARA PROTEINAS DE ORIGEN
MICROBIANO (LARREAGA, 1876)

Toxicidad aguda a 6 en ratas, gallinas y cerdos (25 % da
la protetina de la dieta)

Toxicidad semicrdnica a 90 dias en ratas, ga!linas y cerdos (5,
10 y 15 % de proteina de la dieta)

Toxicidad grbnica 1 a 2 afios en ratas, gallinas y cerdos
Carcinomas a L y 2 afios en ratas, en ratones a 9 y 18 meses

Pruebas de muttipitcacitn a 2 afos en ratas, gallinas y cerdos
(observacicnes teratolbgicas y mutagénicas).

La toxicidad de las diferentes blomasas microbisnas depende de su
crigen. Ast se tlene que, para !a biomasa obtenida del
crecimiento en petrdleo y derivados, es comln encontrar
compuestos aromdticos policiclicos (3,4-benzopireno, 1,2.5,6-
ditenzantraceno o metilclorantano). que son conocidoc coma
ugentes carclnogenicos.



La presencia de pejuenas cantidades de D-aminoAcidos puede tener
implicaciones negativas debido a la posibilidagd de estar
inclutdos en algunos polfpeptidos (por ejemplo en antibidticos
polipeptidicos elaborados por ciertos microorganismos) causando
problemas sobre el animal que inglere esta biomasa por la
@lfminaclen de la flora bacteriana intestinal con )Ja consecuents
malabsorcidn de algunas vitaminas. Este tipo de aminodcidos
tamblén puede estar presente como componente de la pared celular
haciendo que la disponibilidad de los amlnoscidos disminuya y al
no ser absorbidos generan problemas de flatulencla y diarreas por
fermentacidn en el intestino (Casey, 1963; en Valderrama. 1989).

La presencis de otros agentes tbxicos, como las aflatoxinas, es
importante, pues no es posible eliminarlas completamente, atin
mediante el tratamiento térmico de la biomasa (MWilson, 1973: en
Valderrama, 1989),

El problema mas frecuente de toxicidad en biomasas microbianas
se debe a la presencia de altas concentracliones de Acidos
nucleicos, Una alta concentracibn es caracterlstics de una
velocidad de crecimiento r8pida de las celulas. Comparandc com
un alimento convencional y une no convenclanal, los
microorganismos tienen entre B y 25 g de Acidus nucleicos por
cada 100 g de protelina, en tanto que el higado contiene abajo de
4 g de Acidos nucleicos por cada 100 g de protelna. El problema
se presenta porque los &cidos nucleicos son despolimerizados por
e} jugo pancrestico y convartidas a nuclebsidos por las enzimas
intestinazles durante is absarcidn. Las bases plricas guanina y
adenina son metabalizadas a Acido Gricc con lo que se incrementa
su contenido en plasma y orina, La aita concentracién en plasma
(dada su bafa solubilidad) hace que se precipite como uresta
predisponiendo al animal a la enfermedad llamada rgota"
(Kihiberg, 1972; en Valderrams, 1989).

La mayoria de los métodos deo bioensayo pars determinar la calidad
de una proteina se basan an mediciones directas o indirectas de
la retencidn de nitrdgeno en el organismo. Estos puaden ser
divididos en dos grupos:

a) Metodos de crecimionto gomo:; Relacidn de eficiencia proteica
(REP), Relacibn neta de protelna (RNPF).

b) Metodos de balance de pitrbgono: Digestibilidad aparente (DAY,
Digestibilidad verdadera (DV), Utilizacitin. nota de !a protaina
(UNP) 'y Valor biolagico (VB).

A continuaclitin se detallan estas metodoioglas:
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RELACION DE EFICIENCIA EROTEICA (REP)

Lz determinacisn de! REP o PER como se le consce por sus siglas
en ingles (Protoin Efficiency Ratlo) (Campbell, 19637, fue
propuesto por Oshorne en 1819 y estA definido como g1 método que
determina Ja ganancia en peso del! animal por gramo de protetna

censumida. Se ha encontrado que la adad iniclal del  animal, et
nivel de protelna de ta dieta, el tiempo de experimentacién, la
raza de los animales, el sexe y su estade general de salud
influyen en los recultados. E! mftodo parte del hecho de que la
protetna ingerida no es para mantenimiento sinc para crecimiento.
Por ello, las pruebas se realizan con un nivel de protefna del
10 %, para asegurarse de que parte de la protetna no se destine a
otro uso gque no sea de produccidn de tejidos. El mdtodo también
supone que el incrementa del peso corporal puede ser no sdlg
debidao a la sintesis de protelna, sino a Ia deposicibn de grasa y
otros nutrimentos en los telldss de! animal. Por lo tanta, las
proteinas que no promueven crecimiento no pueden ser avaluadas
par este metodo.

ACION NETA DE LA PROTEINA (RNE)

Este metodo es una madificacidn al método de la REP. Se trabaija
con dos grupes de cuatro animales cada .uno. Un grupo es
alf{mentado con la protetna de prueba con un nivel de 10 % y el
otra grupe es alimentado con una dieta libre de nitrdgenc. .Al
término do siete o diez dlas de alimentacién los animales son
pesados y se cuantifica la proteina ingerida:

RNP = (A -B})/C
A = Ganancia en peso de! grupo alimentado con la protetna de
prueba.
8 = Pérdida del peso del grupo alimentado con dista libre do
nitrégeno,

c = Pesa de prateina consumida

Esta expresitn mide 13 protelna usada para crecimiento y para
mantenimiento. El usao de este metodo no es muy combn debide a
que la diferencia entre is REP y ia RNP no es significativa,



DIGESTIBILIDAD APARENTE  (DA)

La digestitilidad de una pratelna depende de un ntmerc de
factores que incluyen: (a) la naturaleza de la protefna en 5!
misma, (b) la cantidad de protefna que se ha suministrado durante
un tiempo dado, (c) cuslquies tratamiento par calor o cualquier
ctra manipulacisn a la que haya sidc sometida la protelna, (d) la
naturaleza del sesto de la racltn y (e) facteres biocldgicos,
tales como la especie, estado general de salud » la edad
animal en zuesti&n, Existen ol menos tres factores que determinan
el efecto de calor sobre la digeetibliicdad y estos ractores son:
1) si el calor es htmedo o rero., 2) duracién del tiempo de
calentamiento y 3) temperatura alcanzada, Ususlmente pere no
invarfablemente, el tratamiento cun calor htmedo de una proteina
es menos destructivo que ¢l caiecr seco. Con tlempos de calor
prolongados & temperaturas tifas v elevadas la digestibilidad de
una protefna tiende a d auir.

La digestibllidad asparente sa define comoe aguella porcidn  del
alimento o nutrimente consumido que no ¢s eéxcretado en las heces
y el cual es. por tanto, absorbido por el animal. La
digestibilidad aparente ¢S cominmente expresada coma  un
porcentaje en terminos de coeficiente de digestibilidad.

En la determinacitn de la digestibilidad oparente se emplea un
maicador indigerible, que es el txido crémico (Schorch, 1950 en
Valderrama, 1983). EIl &xido crdmico (Cral3} se administra en
forma de polvc en properzitn del 1% en relacion al peso de las
dietas, lac cuales adquleren ai flnal un color verde clare. La
digestibilidad de 1la proteina c2 calcula en base a las
determinaclones de ¢xido crémico ¥ proteins en las dietas y
heces.

Digestibllidad aparente ¢ N allmentc - M heces) x 100
de la protetna =

N aiimento

DIGESTIRB!ILIDAD VERDADE

No todas las heces representan residuos de alimento no digerido.
Parte dei material feca! ests compuesto por enzimas y o*ras
substancias secrctadas dentro de! Intestino v no absorbidas, por
elemplo el materfal celuiar de descemacisn del mismo intestino y
bacterjac intestinales:

M ooltm. - N fecal-N f
Digestibilidad CEE e
verdadara H atlmento

I met.) x 100




€1 un animal es alimentado con una dleta libre dz nitrdgenc, ia
excrecion de nitrégeno es continus en las he Fuesto que  este
nitrbégeno es derivado del cuerpo y no directamente del alimento
ge conoece as! ol nitrbgeno feca! metabblics,

UTILIZACION NETA DE LA PRCTEINA

Este metodo mide el cambio de nitrégeno corporal y proporciora
datos que dan un criterio mas ampiio para califfcar 3 una
proteina. La utilizacidn nets de Ia proteina consiste en medir ia
proporcibn de las proteinss ingeridas que son incorporadas al
organismo y determina la relacion entre la cantidad de nitrégeno
retenido y la cantidad de nitrbgens ingerido en forma porcentual:

N retenido (g) x 100

UNP = meewcmemm e oeiacaeoen
N ingerido (g)
N retenidc = N total de rata prob. - N total rata bianco
g de dieta x % de N en dleta
N ingerfdo = =====smmmem—sooomeocmocoooooaoo

El procedimlento consiste en medir el nitrogeno que se ha
depositado en las heces del animal por el consumo de la dieta en
estudio, c¢on wun 10 % de proteina por 10 dias 3y a5 necesario
corregir por el nitrogeno enddgeno que se mide en otro grupo que
consume una dieta libre de nitrégeno.

Este todo no es recomendable para efectuar analisis de rutina
ya-que la determinacitn do nitrégenc en las heces del anima! toma
demasiado tiempo y ademds resulta tedioso e! hecho de tener gue
secar, moler y homogenizar el cuerpo de una rata entera. Por
ello, se ha propuesto usar la pierna tracera del animai con el
objeto de simplificar la metodelcgta analitica, con respocto do
tlempo, ecfuerzs y costoc. Lo anterior se bags en que 1a pierna
trasera es representatliva del contenids de nitrdgenc del resto
del cuerpo del animal (Sotola at al. 1978).

VALOR B}OLOGICO

El .valor biolégico de una proteina se definc como el porcentajs:
de nitrogeno absorbido setenidc on el cusrpo del animal. Ei
concepto de valor bioltgico fue introducida par Thomas en 1408 y
redefinido por Mitchelson en 1955, Es estimado a partir de las
mediciones de nitrbgenc ingerido. fecal, metabblico, urinario. y
endogeno. Todo esto puede oxpresarse en la siguiente ecuacidn:



fl tng.-(N fecal=N met.)-(N urinarlo-N endogeno) ¥ 100
ve = - - -

N ing. - (N fecal ~ N metab.)

Este metodo ha sido fuertemente criticado debido al enorme
trabajo que se debe realizar para cada una e las
determinaciones.

11.1.2.2 Preclpitacitn de las sales inorganicas

Al realizar pruebas biol&gicas rin vivo" con Ja biomasa
microbiana proveniente de! tratesmiento blolagico del nejayote en
reactores de biodiscos, empleando animales monogastricos .{ratas
Wistar de laboratorio), estos presentaron gastritis hemosrAgica
severa. Esto hizo suponer que, entre otros posibles factores, el
exceso de cal presente en las aguas tratadas que queda oclulda en
los fléculos de blomasa, debido a la precipitacisn del catien
calcic on forma de carbonatos, provoca un efecta abrasive,
causando el deterioro de la mucusa gastrica de los animales da
experimentacidn, ademds de inhibir la actividad enzimitica de ios
jugos gstricos, disminuyendo as! la digestibilidad de! alimento
y, consecuentemente, la absorcibn intestinal de los nutrimentos.
De aqui que la ganancia en peso haya sido negativa (Valderrama
1989),

Debida a que la mayor parte del material inarganico presente en
los abastecimientos de agua es causada por la presencia en
coluci®n de compuostos de calcio y magnesio, a los biearbonatcs
de calcio y magnesic se les designa como "dureza carbonatada® y &
los sulfatos de calcio y magnesio (o clorurocs y mnitrates) como
"dureza no carbonatada®. El procesc de "ablandamiento" o
suavizacitn consiste en remover una parte de dichas sales del
agua pars reducir la dureza a un nivel determinado. El metodo mis
utilizado para este objetivo es e! conocido coma. "proceco .cal-
carbonato de sodio®. En el sigulente apartado se hace una breve
descripci®n de este proceso ya que se aplicd pars eliminar el
exceso de sales de calcio del nejayote.



< PROCESO CAL CARBONATO DE S0DIO

Las rzacclones quimicas que se

llevan a caha en este proceso de
suavizacitn son las sigulentes:

€O, + Cal(CH)p =rm-=------ > CaCQy + HA0

CatCoz), + CaldHl,

2CaCO; + 2H,0
Mg(HCOz), + CallHly =mm-=----e- > CaChy + MgCOy + 2Ha0
MgCoz  + Cal(OH)p

CaChy + Mg(OH1,

2NaHCO; + CafOH), CaCOy + NagCOy + Hy0

MgSO, + Ca(OH)y =-=----=-===>  Mg(OH), + CaSO,

Cas0, + Na,COy CaCOy + Na,yS0,

Un metodo opcionai en el proceso de "cal-carbonato de sodia" as
aquel que utiliza sosa cdustica en sustitucisn del carbanato de
sodia. Las reacclanes de !a sosa con la dureza de carbonatos y na
carbonatos son las siguientes:

COp + 2NaDH  --=-o-o---mm > Na,Cog + M0
Ca(HCOg)y + 2ZNaOH  =---=-----o- >  €aCOy + NapCOp + 2Ha0
Mg(HCOg)y + 4NAOH -m-reo=ocame- > ME(OH), + 2Na CO5 + 2H,0
M350, + 2NaOH ===---w-omo- > HE(OH), + NaoSO0,
CaS0, *+ NapCly =-=-e---e-e- > CaC0y + NayS0,

Las tres primeras ecuaciones muestran la remocidn de CD, libre
presente en el agua y la remocibn de dureza por carbonatos
formando una cantidad equivalente de carbonato de sodio el cual
reacciona - con la dureza . de no carbonatos. La adicibn de 1 sosa
cumple una doble funcién al precipitar ambas durezas (carbonatos
y no carbonatos), por 1o que no stlo puede sustituir al carbcnato
de sodio sino tambitn a una parte o toda de la ca! empleads en
este método.

Cuando es necesario remover magnesic se utiliza un oxceso de cal
por la que el agua blanda contiene lones calelo e hidroxilo en
una concentraci®n afta, de tal forma que o! eiceso de iones de
calcio contradice la propuesta do ablandamlento y los lones
hidroxflo ®an como resultadu alcalinidad por hidroxilo. Ambos
fones son reducidos por la adlcién du dibxido de

carbono,
tratamiento conccido como recarbonatacién:
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€Oy + 20H°

[ )

€05” ¢ Ca*tt ceemeeeeeeo > CaCOy
Debe cuidarse la adlcibn de dibxido de carbono para pravenir -la
calda del pH por_ abajo de 8.5, De otra psanera, cantidades
importantes de CO3~ pueden convertirse a HCOp  y el exceso de
calelo no se preciplitars formando CaCOy como se desea.

CBCU3 + CDZ + Hp0

CatHCOg),

CalOHYy + 2005 --=-==-n=-=- > CaCHCagd,

La recarbonatacidn debe estar seguida por un perlodo  de
floculacitn para permitir @l contacte con el materia} precipitada
y apresurar la reaccibn,

Con .estas bases, en el proximo capltulo se presentan el disefo
experimental realizado y los materiales y metodos usados.




11§, METODOS Y MATERIALES

El agua residual de la niwtamalizaciéy, nelayots, se” obtuvo de un
moli{na comesclul a pequeha escala. Ecte se recolectaba una vos
por semana y Se mantenin almacenada a baja temperatura (en cuarto
trio) a 4° C hasta un d1a antes de su empleo.

De los par&metras exfslentes para indicar ta calidad del agua se
utilizaron en la caracterizacion del nejayote los sigujontes:
Demanda quimica de nxlgeno, nitrdgeno Kjeldaht y sbiidos totales.
El contenida de calcio se cuantificd por doterminacitn
volumétrica con EDTA. La alcalinidad se determind por upa
valoraci@n potenclometrica (APHA, 1980). Las lecturas de pH
fueran tomadas mediante un patencifmetro marca PRESTOTEK (EUA;,
de acuerdo al manual de operacitn,

Para eliminar el calecio se ileve a cabe wun tratamienta
fisicoquimico (Navarrete y caol, 18688). En sests process por
jotos, similar al empieado en vl ablandamlento de aguas naturales
duras, se adicion% NaOH y COp para cbtener la maxima romooién da
calelo, Esto se realizs agregando al nejayote contenido en el
reactar un volumen conacido de NaGH (salucibn preparada al SO %)
y dosificando GOy gaseoso. Egte slstema posts capacidad para
tratar un total “de 0,007 m° de agus resldual en un tlempo
apraximado de $ h. Consta de un frasco cuyo volumen total es de 8
Jitros, proviste de una salidn de gases en la pacte supertor, una
plancha de agitacitn Cole-Parmer modeio 4802-00 con barra
magn&tica para asegurar un mezclado completo dontro del resator
y un tangue de ali{mentaclbn de CDa do 68.5 kg de capacidad., Ei
llenado y vaciada del reactar sé hizo de foema manual, La
introduccién de COp al ilquido a tratar se realiz® modiante un
ditusor de parcelana poross con 2! fin de permitir una mayor &rma
de contacto entre las burbujas del gas y 2! liguide. La prosién
se midiad por medio ce un manbmetro marca Harris modelo No. 25 vy
el gasto can un rotdmetro marca ROTA, interconectados par
mangueras (Fig. 110-1).

E!l porcentaje de remocibn de calcio mAs satisfactorio sa logrd
con  las siguientes candlcioney de trabajo: 5320 mg/L de NaDH vy
3.6 L de COp (P = oS Kgg/om y T = 22°C), en un volumen de
trabajo de 0.007 m>, La remocibn alcanzada fué do 98,48 X. Es
importante mencionar que el porcentaje de remocian de calcio es
menor si el nejayote. se trata cuando atn tiene el H y
asicalinidad originales. Es necesario mantenerlc en almscenamtento
para que. can los cambios ocurridos por 1a presencis de bacterias
anaercbias, las valores de pH y alealintdad diaminuyan a valores
entre 6.82-5.02 y 2618-1544 mg/L, respectivamente.

Se abservd tambibn que la concentracidn inicial de caicle es
Inversamente preoporcional al porcentaje de remocidn de este idn,
bajo jas mismas condiclones de trabajo. Un estudio mas detallado
sobre el sistema de preciplitacidtn de calcio en nejayote se
encuentra en el trabajo realizada por Mavarrete y col., (18982),
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Este nejayote pretratado fué empleado para la obtencidn do
biomasa microbiana con bajo contenido en caiclo a partir de su
tratamiento aerobio en un RER.

El nejayote sometido al tratamiento de remocién de calcio de
acuerdo a ias condiciones antes citadas, se centrifugé durante 15
min a 3500 rpm y a 4°C en una centrifuga Cryofuge 6-6 refrigerada
marca Heraeus Christ, RFA., se almacend aen garrafonos de plastico
y se le determind la cantidad de materia orginica soluble, medida
como  Demanda Qémica de Oxigeno (DQQ), para posteriormente
atimentarlo al Reactor Bioldgico Rotatorio (RBR) de laboratorio

El  reactor bioldgico rotatorio empleado en la  presente
investigacidbn poste una capscidad para tratar 243 litros de
aguas residuales (nejayote) en un tlempo de retencien hidratlico
de 70 horas.

Consta de cuatro cAmaras de acero Inoxidable, las dos primeras
alimentadas con nejayote con tratamiento previo para precipitar
el calclo y las dos slguientes alimentadas con nejayote sin
tratamiento previo, Cada par de cimaras L) encuentran
intercomunicadas entre s en la parte superior. Para el primer
par se tiene un tanque de alimentacitn de 110 litros y para el
segundo uno de 70 litros. La salida de cada par de cAmaras vierte
el etluente en sedimentadores secundarfos de acrilico de 15
Vitros (Flg, 111-2),

Cada camara contiene un tren de discos con veinticuatro unidades
ensambladas en una flecha central, la cunl se apoya en los
extremos de Ja camara. Esto permite el giro del conjunto de los
disces y Ja flecha, con ayuda de un motor pequenc marca Groschopp
de 220 voits (RFA). Los discos son de S0 cm de dismetro y de 0.4
cm de grosor. Estan hechos de cloruro de  polivinilo y
aproximadamente el 40 % de su Area se encuentra sumergida en el
agua a tratar.

Et nejayote contenido en el tanque de alimentacibn estd diluldo
convenientemente a una carga orginica permanente de 5000 mg Oy/L
(medidos como DQO). Pasa a la primera c&msra (cAmara 1)} por
med{o de una bomba peristaltica, la cual ademss dosifica dwo
manera constante e} volumen que entra. La siguiente cimara s9 va
}lenanda con e} agua tratada de la clmara anterior, siendo
finalmente colectada en el sedimentador secundario, en donde el
efluente tratado es separado de la biomasa. La biomasa
sedimentada es colectada en el fondo del sgedimentador y el
Itquido sobrenadante sale por Ja parte superior. De ia misma
manera se encuentra montado el sistema para el nejayote sin
tratamiento previo (camaras 3 y 4),
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111.4 ESTABLECIMIENTO DEL REGIMEN PERMANENTE

Para inlclar el funclonamiento del sistema de tratamiento y
formar la peltcula bioldgica activa, se proporciond s cada camara
un veolumen especificc de lodos aereados cbtenidos de otro reactor
de biodiscos alimentando con liquidos residuales por tratar en
forma intermitente, logrando as! un desarroilo mas rapido de la
peltcuta biolagica activa. Se evitd el flujo continuo
tincorporacitn de mds ltquido) al sistema durante una semana
facilitando ast el desarrollo de la fase de induccibn,

Durante la segunda fase o fase de acumulacién se mantuvo al
sistema en condiclones de operacifn constante: carga orginica de
5000 mg Op/L (medidas como DRO); velocidad de rotacién, 15 rpm y!
tlujo de“aguas resfduales, 3 L/h. Se registraron rutinariamente
conductividad con un conductimetro Presto - Tek (EUA), modelo DP-
05; temperatura y pH del licor mediante un multimetro Poly-Pram,
modelo PA-22 (EUA), de acuerdo con los manuales de operacien,

Para estimar la fase de estabili{zaci®n o de régimen permanente se
prosiguid de la siguiente forma:

1) Considerar de manera subjetiva, gue la pelicula bioldgica

adherida a los discos se encuentra distributda
homogeneamente y con grosor o espesor constante y que,
ademas, presenta resistencia al desprendimiento  por
contacto.

2) Realizar un analisls preliminar de demanda quimica de
oxtgeno (DQ0), ya que su aplicacibn sistemdtica permite
conocer el porcentaje de remocién de nmateria orgdnica
disuelta después de que las aguas residuales  han
permanecido dentro del sistema de tratamiento.

3) Mantener constante la carga organica suministrada al
gistema. Para que esta variable permanezca constante se
toman muestras del Ilcor mezclado (liquido por tratar)
proveniente de cada una de las etapas que compongan el
sistema, se determina la carga org8nica soluble que
presentan, registrando los datos obtenidos., Despues deo
cuatro o cinco dias, se repite el analisis y si los
resultados son semejantes (menos de + 10 % de variacien), se
puede pensar que el sistema ha alcanzada la estabtlided
esperada.

Durante esta fase se realizaron registros fisicoquimicos in situ
de conductividad, temperatura y pH. Se incorporé el de oxlgeno
disuelto (con el mismo multimetrc), con una frecuencia de tres
veces por semana.

Los analisis de demanda quimica de oxlgeno se realizaron con una
frecuencia de dos a tres veces por semana, previa toma y
centrifugacién de muestra, de acuerdo con e! método aprobado por
la APHA (1980). La tecnica se describe en el Apéndice A.



151.2 ACONDICIGNAMIENTD DE LA BIOMASA COLECTADA

L> biomasa generads de) cictema ya estable y colectads en el
sedimentadar secundario se centrlfugd durante 15 min a 3500 rpm y
a 49C en una centrifuga 6-6 refrigerada marca Herasus Christ
(RFA). Se seca lo mds ripido posible para evitar condiciones de
anaercbiosis que puedan deteriorar }a calldad nutriela por efecte
de la protedblisis y que se generen olores desagradables, Siendo
el cesto un tactor importante en el procesa de secudo y, puesto
que huba semejanza en cuanto a compasicidn quimica general
(aminogramas) de las biomasas secadas por los metodos de
1tofilizacién y estufa a baja temperatura, se optd por utilizar
'a estufa ya que es el mbtodo menos costoso de los propuestos.
Posterformente, ia blomasa seca tue tratada térmicamente a 121°C
durante 90 min. Se dej& enfriar a temperatura smbiente para luego
tncubaria a 23°C durante 24 horas con e! oblato de permitir el
crecimiento de los microorganismos que ne fueran elliminadas
(principalmente esporas). Pasado este tiempo se di® un segundo
tratamfento térmfco en Jas condiciones antes seNaladas para
eliminar a los microorganicmos que se hubleran decacroliado
durante el perlodo de Incubacién vy garantizar su inocuidad.

111.3 ANALISIS QUIMICES DE LA BI1OMASA

- AnAlisis proximal

Se siguleron las tecnicas wstablecidss por la ADAC (1930) para
obtener el andlisis praximal de la biomasa

- Digestibllidad "in vitro®

Se determind usando pepsina y HCl al 10 % midiendo el cantonido
de proteina por microkjeldahl (AGAC, 1980) (Aptndics B).

- Determinacidn de calcio

Se estimd por una titulacibn permanganométrica, segn la ADAC
(19803, (Apéndice B)

- Determinacidn de fésforo

La ‘cuantificacidn fue realizada via ceniza htmedo y posterior
determinacian colorimétrica (AOAC,1930), La curva estindar de
tesforo se encuentra en el Apéndice B

- Determinaclien do aftatexinas y scidos nucleicos

Las afiatoxinas se determinaron par extraccién, purificacidn e
tdentificaclidn mediants cromatografls en capa tina y los 4cidos
nuctelcos mediante ruptura mecdnica de {a pared celular y
extraccibn con disolventes. Las matodos se encuentran doccritos
en el Apéndice B.
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Nl ANALISIS MICROBIGLOGICD DE LA BIDMASA

Con el objeto de determinar la piesencia de mlcroorganismos
patbgenos se realizaron andlisis especificos para microorganismos
patbgenos (» enterotoxigénicos) tales como: Salmopella sp,
A Bacillus cereus y A Staphylococcus auvreus, ast como cuenta
total de hangos y levaduras., Para tal efecta se siguferon las
técnfcas de Garza, C. et al, 1883. Los andlisis s realizaron en
ta blomasa antes de! primer tratamiento termico y despuds dei
segundo, para verificar que no hublera presencia  de
microorganismos  patégenas que afectaran negativamente  los
resultados de ias pruebas blolégicas.

La importancia de tales determinaciones radica en &! hecho de que
105 microorganismos citados pueden generar toxinas que al ser
ingeridas por los animales de experlimentac{én {es podrian causar
trastornos graves, dependiendo de la concentracibn a la que se
encontraran. La descripcidn de las tbenicas se encuentra en el
Apéndice B.

1.5 PRUEBAS BIOLOGICAS CON LA BIOMASA

Evaluacién prelimsinar de la biomasa con bajo contenide en calcio

Se llevd a cabo en ratas de raza Wistar del bioterio de Ia
Faculiad de Quimica de la UNAM, manejando dos lotes, cada uno con
6 ratas (3 hembras y 3 machos), de 21 dias de nacidas recien
destetadas, con un peso promedic de 48.5 g a 62.5 g en hembras y
de 48.5 g a 68.0 g en maches. E! alimento consumido se pesd
diariamente y los animales de experimentaci{®én fueron pesados cada
tercer dia procurando que fuera a la misma hora. Se siguid la
metodologia de !a ACAC para la determinacién de la REP (ADAC,
1980). En el cuadro 1! } y Uli -~ 2 se presenta la informacien
referente a la preparaclbn da las dietas y 2! cuadro Il ~ 23
muestra la distribucidn de las ratas para la evaluacidn
preliminar.
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CUADRO 11T -~ 1

PREPARACION DE DIETAS PARA EVALUACISN PRELIMINAR

COMPONENTE DIETA PURIFICADA DIETA PROBLEMA
* L3

Casetna 10
Biomasa “
Aceite de malz » 5
Fibra crudn e s
Fte. ta, v 2a. (sac.,glu.) 10
Mezcla de min. AIN 76 4
Mezcla de min. para biomasa --
Mezcia de vit. AIN 76 1

Almidén de mal:z

*  Ajustado para que en la dieta se tenga 5 & de grasa
#% Ajustado para que en la die%a se tenga 2 % de fibra cruda

En el cuadro anterior se muestra la composicibn tebrica de la
diets purificada y de la dietz problema.

CUADRO (11 - 2
ANAL1S!S BROMATOLOGICO DE DIETA PURIFICADA Y B1OMASA PREPARADAS

BIETA DIETA
PURIFICADA CON B1OMASA
Materia seca %
Humedad %
Proteina cruda ( N x 6.25 ) %
Extracto etereo %
Cenizas %
Fibra cruda %
Carbohidratos %

Composici®n real de las dietas empleadas en la evaluscidn
preliminar,

Las dietas se prepararon con base en los requerimentos necesarios
pars obtener una dieta isaprotetea » isocaldrica que proporciona
los requerimientos y las cantidudes apropiadas para el buen
degarrallo y tunclionamiento del orgunismo del animal. Se trabaje
con un porcentaje de frotetina del 10 %, de acuerdo a lo propussto
por Oshorne, Mendel y Ferry 191%:ten Valderrama, 1989).
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CUADRD I11 - 3

DISTRIBUCION DE LAS RATAS PARA EVALUACION PRELIMINAR

Macho 52.0 g Hembra 53,5 g Macno 66.0 g Hembra 48.5 g
Hembra 62.5 g Macho 60.5 g Hembra 56,5 g Macho 68.0 g
Macho 656.85 g Hembra 52.0 g Macho 49.5 g Hembra 54.5 g

La diferencia en la suma de los pesos en columnas es de + 5 g

111.6 PRUEBAS HISTOPATOLOGICAS

Las pruebas histopatolégicas que se realizaron a los animales de
prueba Incluyeron el estudlo de cortes finas de tejide hepatico,
pulmonar y renal, as! como en tejido del bazo. Estos fueron
realizados por los Doctores Mateos y Peha siguiendo la
metedologia establecida por el Departamento de Patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM (Mateos,
1990).
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1. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacién se tomaron como punto de partida tos

resultados presentados por Valderrama (1988). Por consiguiente,

en lo sucesivo se dard esta discusidn como una comparacidn de

ambos trabajos.

A continuacidn se presenta la discusién y los resultados

abtenidos.

V.1 DETERMINACIONES QUIMICAS

Se lleve a cabo el andlisis bromatoldgico de las hxumssn con y
1

sin calecio. Los resultados se presentan en el Cuadro V-

CUADRD 1V-1

BIOMASA
g/100 g (b.s.) cen calcio sin calecio

Caractertsticas

Protetna cruda (N x 6.25) 20.62 24.88

Extracto etéreo 1.87 8.55
Cenizas 39,07 15.45
Fibra cruda 3.87 3.7s
Carbohidratos (por diferencia) 34.68 47.67

De acuerdo al trabajo realizado por Valderrama (1989) en el cual
ge encontrdé un contenido de proteina en la biomasa (sin
tratamiento) de 16,71 % (b,s.) y en el presente trabajo se
encontr® un contenido promedio de 24.88 % (b,s5) para la biomasa
con tratamiento y de 20,62 X% (b.s) pera la blomasa ain
tratamiento. Esto puede atribuirse al hecho de que el contenido
proteico de la biomasa va decreciendoc conforme se incrementa el
nemero de etapas del sistema RBR (Pedroza, 1985; Duran, 1887,
Para este estudio se tomd la biomasa de las dos primeras cAmarss
de cada sistema y para el de Valderrama, la de las primeras
cuatro etapas y, por ello, tlene mayor contenido proteico.

En el caso de la blomasa con bajo contenido en calcio ya no se
presenta tan clevado el contenido de materia inorgsnica
cuantificada como porcentaje de cenizas y, dado que el nejayote
empleado fue sometido a un tratamiento previo antes de ser
alimentado zl reactor, la posibliidad de que durante lan formacien
del fld&culo que se integra por !a produccidn de mucilago de los
microorganismos, los cristales de calclo se acluyan en &1 es
mucho menor, lo que hace que el contenido de cenizas disminuya
considerablemente y que la proporcién de los otros componentes
aumente en reolacidn,



En Iz que ce teflere contenido de flbia cruda de 4.62 %, 3.87%
y 3.75 % (Valderrama. 1989, bio a con calcio y blomssa sin
calclo respectivamente) ce observa que no hay una diferencia amuy
marcada entre el poreentaje encontrado en cada una de las
muestras, €1 se comparan con otras biomasas de origen micrabiano
cuyo contenido fluct&a entre Q.44 y 0.6 X, Es debido a que en el
licor de tratamients se arrastran czlulcsaz y hemicelulosas,
provenientes de la hidrslisis del pericarpio del malz, y estos
formen parte de! sedimento recolectadu al final de! tratamiento.

El contenido de grasa 1.35 % , 1.87 X y €.55 % (Valderrama,108€9,
biomasa con calecio ¥y bicmaca sin caleio, respoctivamentel
presenta una variaci®n sobre todo comparando €l encontrado en 13
blomasa sin calecle y las otras dos, esto puede ser debido al
pretratamiento que se le di& para bzjar el contenide de sales
inorganicas. Comparado con el contenido de grasa de otras
biomasas ¢ 2% en bacterjas, hasta 12 - 14 % en algas > el
determinado en la blomasa a partir de nejayote se encuentra en
estos Intervalos. ¢ Jones, 1574 en Valderrama, 1989).

En el Cuadro IV-2 se tienen los datos de contenido de minerales

de 1z blomasa con y sin calclo, as! come la digestibilidad
"in vitro® obtenida para ambas biomasas.

CUADRO 1V-2

CONTENIDO DE MINERALES, DIGESTIBILIDAD "IN VITRO"™ Y RELACION
CALCIO/FOSFORO DE LA B1OMASA MICROBIANA

BIOMASA

Parametro con caleio sin
Calcio, mg/i00 mg
Fésforo mg/g muestra
Sodic mg/g muestra

Cobre mg/g muestra
Calcio/testore
Digestinilidad "tn vitro"

La cuantificacién de la digestibilidad "in vitro” de !> biomasa
econ tratamlentc previc comparada con la biomasa sin tratamientc
previc presentd un ligero incremento. 5in embargs, comparada con
algunos alimentos convenclonales cemo hueva, trigo, .arroz y
pescado que presentan una digestibllldad "in vitro" d= 97, 89, 84
y 97 %, recpectivamente, es aproximadamente un 50 % menar.

En blomasas provenientes de microorganismas, el problema de la
baja digestibliidad. se pucde deber a:



- Que 1a pared celular de los microarganismos se caracteriza por
tener una gran rigidez ya que ios tejidos que tienen funcibn de
proteccibn (pared calular), tienden s ser manos digeribles.

- Manipulaciones que se hayan hecho antes de ser evaluada, como
son el tratamiento termico, tiempo de exposicldn y tipo de calor
empieado, ya que pueden ocurrir cambics quimicos creando
resistencia al ataque de enzimac (en este catu pepsinal.

En este caso particular de ls bilomasa microbiana, el factor
limitante ya no serfa i alto contenido de calcic que
anteriormente se pensd que inhibla la actividad de l1a pepsina
sobre 1a biomasa. Dado que el incremento en la digestiuilidad no
es muy notabtle en la biomasa con tratamiento se piensa que los
puntos arriba mencianadas vy sobre tode los dos peimeros  podrian
influir de manera directa en el bajo porcentaje de digestibilidad
en la biomasa.

En este estudio na se reailzaron determinaciones de
digestibllidad aparente ys que regquieren de la evaluacidn de la
protelna en heces de las ratas y para evaluarla mediante ratas de
laboratorio hay que restar e! nitrtpenc enddgeno, el nitrdgeno

correspondiente a la descamacitn intestinal, el nitrdgeno
eliminado en orina, as! como el correspondiente 2 la flora
intestinal. Todo elloc implica ccste de reactivos y otros insumos

y como ce sabla dosde e! inicio del experimentoc el dato de la
digestibilidad "in vitro" no cc¢ considerd prudente llevar a cabLo
este anslisis, (Metodo en apéndice B),

1v.2 DETERMINACIONES MICRGBIOLOG!CAS

En el Cuadro IV-3 se presentan los resultades de las
determinaciones microblclagicas realizadas antes y despubs del
tratamiento termico.

La posible presencla de microorganismce patigenos en la  biomasa
es por contaminacisn ambiental como particulss de polvo o por el
alre que circula por tratarse de un cistems ablerto o
contaminacidn de origen humano por manejo del nejayote y blomasa.
Otro punto ‘Importante es la temperaturs deseada de secado (60°C)
y el prolongado tiempo de exposicitn los cuales sun favorables
pera la esporulacidn de micronrganismos como Bacillus cereus,
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CUADRG V-3

MICROCRGANISMDS PATOGENOS EM LA BIOMASA MICROBIANA ANTES Y
DESPUES DEL TRATAMIENTO TERMICO

microorganismos/g de blomasa

Antes del tratamiento

Salmonella sp negativo
Bacilius cereus negativo
Staphylocetcus aureus negativo
Cuenta tota! de hongos y levaduras 33.2 x 107

Despuds del tratamiento

Salmonella sp negativo
Bactllus cereus negativo
Staphylacoccus aureus negativo
Cuenta total de hongos y levaduras negative
El  analisis nmicroblolbgico realizado despuss del segundo

tratamiento térmico -muestra que se eliminaron los microorganismos
patbgenos que pudieran afectar la salud de los animales de
experimentacibn., No obstante, no se descarta la posibilidad de
que se encuentren toxinas que no se eliminen durante los
tratamientos térmicos,

El Cuadro 1V-4 presenta los resultados obtenldos para las
determinaciones de aflatoxinas y Acidos nucl®icos en la biomasa
microbiana.

CUADRQ V-4

AFLATOXINAS Y ACIDOS NUCLEICOS DE LA BIOMASA MICROBIANA

Toxico Concentracibn, mg/100 ¢

Aflatoxinas
Acidos nucleices




Se ha reportado que el problema mis frecuente de toxicidad en
biomasas microbianas se debe & la presencia de altas
concentracicones de Acidos nucleicos, caracteristica de una
velocidad de crecimianto rApido de las cblulas

El contenido de 8cidos nucleicns on los microorganismos s@
encuentra entre § - 25 g de Acidos nucicicos por cada 100 ¢ de
protetna. (Kihiberg, 1972 en Valderrama,1989).

Do - acuerdo a lo anterior la concentraciohn de &cidos nucleicos
presente en la blomasa esta dentra de los limites antes
mencionadas, y la salud de los animales cujetas a investigacion
no se vib afectada por estos factores.

1V.3 COMPARACICN DE LOS PATRONES DE AMINDACIDOS DE BIOMASAS
MICROBIANAS CON LOZ ESTANDARES DE LA FAD Y DEL HUEVO

Para tener una idea mis cercana del valor nutritive de las
protelnas es conveniente hacer una comparacidn do su contenido de
aminoacidos con los estindares establecidos. En la Figura V-5 se
presenta una comparacidn del contenide de aminoAdcidos de los
estandares de Ia FAD y del husvo enterc con las biomasas con y
sin calcio.

CUADRG tV -5

ANAL1S1S COMPARATIVO DE AMINOAZIDOS EN D'IFERENTES FUENTES DE
PROTEINA UNICELULAR (CON DIFERENTEZ SUSTRATOS).

AMINOACIDO PROTEINAS DE CULTIVO CULTIVO
REFERENC 1A MIXTC DE MIXTO DE
g/100 g prot. NEJAYOTE(3) NEJAYOTE(4)
crse s/c
ESTANPAR HUEVC

FAOCL ENTERD

Isoleucina
Leucina
Lisina
Fenllalanina
+Metionina
Treonina
Triptofano
Valina
Tirosina
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1 Senz, 1872

2 Kihlbery, 1972
3.4 Luran de Bazftia, 1983




En  -lag figuras IV - § a IV - @ ge representa el contenido de
aminoscidos de los estdndares de la FAQ y del HUEVO as! como los
de la biosmasa con calcio y biomasa sin calcio.

En 1o que se reffere al! contenido de amincdcidos de Ia biomasa
stn calcio se observa un iigero aumento, comparado con el de la
blomasa caon calcla, pero ello se debe a la disminucion en el
contentde de caleia inicial, lo que hace que otras compaonentes
aumentes en forma proporcional. 51 se comparan ahara los grafices
de los aminogramas de la biomasa sin calcio con Jos estapdares

(FAD, HUEVO) se observa que son parecidos pefo, que la
proporciohn que se guarda entre cada uno de ellos no es similar,
y st el valor de una proteina esta dado por la secuencia de

aminoscidos y 1a relacidn que existe entre ellos, el valor
nutritivo de la biomasa se ve afectado al presentarse un estado
de competencia dado que al encontrarse un amlnodcido en mayor
proporciofn con respecto a atro se impide que sean asimiiados de
forma convenienta, lo anterior se puede cbservar sohre todo en el
cententdo de Leucina, Treonina y Valina, al encontrarse en mayor
proporcian comparados con los estdndares.

Debido a la baja digestibilidad de la blamasa 1o anterior no

1legd a repercutir en ia salud de los animaies de
experimentacibn,
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1V.4 EVALUACION PRELIMINAR DE LA BIOMASA CON BAJO CONTENIDO EN
CALCIO EN RATAS DE LABORATORIO

Las condiclones anblentales del bioterlo fueron: temperatura 15 -
13,59 C. humedad relativa 20 - 78 %, iluminacién 12 h y
obscuridad 12 h.

De las pruebas realizadas con las ratas se observé que las
alinentadas con blomasa te=nlan un decrementc en Su peso corperal.
No se wlcanzt a terminar el pericde de 28 dias indicado por la
metodologta ya que tooas fallecicron antes de este lapso, EI
Cuadro 1V-6 presenta los datos ubtenidos

CUADRG 1V-&
PROMED1O DE PES0 GANADC, ALIMENTO INGERIDO Y RELACION DE

EFICIENCIA PROTEICA (REF; DE LAS RATAS ALIMENTADAS CON BIOMASA
MICROBIANA Y CASEINA (NIVEL DE PROTEINA DEL 10 %)

Dieta Peso ganado (g) Altm. Ing. (g) REP,

(1) BIOMASA HyM - 8.90 77.16 - 1.58
MICROBIANA H () - 8.186 54.80 - 1.68
M 3 - 9.60 99.50 - 1.43

(2) CASEINA HvH 59.67 Za3.092 2,45
H () 51.67 231.580 2.23

3y 67.57 254.67 2.66

(1) 'De lot 6 aninales de experimentacion shle 3 jesistieron mes
de 14 diss (1B dias on tcta!d, @l resto murid en el transcurse
del experimento. |

(2) Todor Ins animales de es'e lote se sacrificaron al maric el
titimo de los alimentados =on biomasa. e3t0 ccurrid & los 16 dlas
de Inictar el experimento.

H - Hembras . M - Maches
El comportamiente de  las animales durante el tiempo de

experimentzeion se pueds ver en las figuras IV - 10 a IV - 16
Los regictlios correspondientes s« encuentran en ¢l Apéndice B,




RATAS ALIMENTADAS CON DIETA TESTIGO.
CASEINA 10%

oemv ZM O-ZMEMDIOZ—

0,00 400 8.00 1200 18.00
ALIMENTO INGERIDO {(g).

8imbologla:
~—=—MWachos, —+ Hembras. —> Pormedio (M y H)

FIG. IV-%0



RATAS ALIMENTADAS g%N.AB_IOMASA MICROBIANA

oome ZmM O-ZMEMIOZ-

000 15 28 48 e 78 3 w8 nz
ALIMENTO INGERIDO (g).

0. V-1

RATA '8°

N oa
T

o

3
)
T

[

~

-10f
-12r
-t4}

OemMY ZM O-4ZMEMDOZ—
v
»
T

0.00 288 838 7
ALIMENTO INGERIDO ().

FIQ. IV-12



RATAS ALIMENTADAS lg?AN'CBIOMASA MICROBIANA

~-2r

oeOmT ZM O-4ZMEMIOZ-—
'
-
-l

0.00

FIO. IV-18

oomu Zm O-ZmMEMDOZ—
'
-~
T

FIG. IV-14

10.0 228
ALIMENTO INGERIDO {g).
RATA *D*
////-—h_.____ -
;z 40

ALIMENTO INGERIDO (g).



Come® ZM O-AZMEMIOZ—

FIQ. IV-18

QMo Zm C-HZMEMIOZ-

2
rys
-4 o —
e —

-8f — /\
-8}

10
12 L : . " L

0.00 B

ALIEMENTO INGERIDO (g).
RATA ‘F*

2}
-2} \\\

-4} \\\\\\

T
.
-8} —
-8t
-10 -
0.00 8.0

£10. 1v-18

RATAS ALIMENTADAS ggN_EBIOMASA MICROBIANA
A E* .

ALIEMNTO INGERIDO (g).

18.00



Se observe  gque la presentacidn del slimente no fud la  mis
adecuada, dado que un alimento en polvo &5 un facter que puede
desenaadenar una  gerle  de trastornes a nivel dn tracto
tespiratorio en 1cedores. Generalmente se recomienda el uso  de
alinentos compeimidos que cean reldos par los animales de
laboratorin para evitar estos problemas.

De acuerdo econ la bibliografia, un hutsped comtn del tracto
respiratorioc de rotas de laboratorfc es al Micoplasma pulmenis,
Generalmente no genera problemas de zalud sl las ratas estan
sujetan a condiciones narmales; pero si hay algin factoer no
comtin, pusde manifestarse como un patdgeno. En este caso, la
presencis de un pelve en el tracto resplratoric es uno de estos
factores.

1V.5 PRUEBAS HISTOPATOLOG!CAS

Los hallazgos m&s importantes fueron en tejido de pulmones
higado, rindn y bazo y consistieron en procesos inflamatories y
cambios autollticos.

En pulmones se observd dilatacidn de bronquiolos, dilatacidn
alveclar, presencla de fibrina y edema, congestien de septos
alveolares, material extrafo de aparienciz cristalina. actmulos
de neutréfilos y macrdfagos en alveolos vy viss agreas,
atelectssia, hiperplasia |infolde perivascular y peribranquial,

Todas estas lesiones son comunes en ratas con neumonia enzética y
complicaciones bacterianas.

En higado s3s9 observd una ligera vacuolacidn y congestisn,
precencia de hematoidina y cambios autoliticos.

En rifibn se observaron solaments cambins autoliticos.
En baze se observ® una deplesibn linfoide.

Los canblos encontrados en higado, rihonec y bazo .no son
concluyentes por lo avanzado de los cambies auteliticos y por
artificios de la fijacién de los brganos.

Fue notable la diferencia en peso y tamaho del lote erperimertal
con respecto del lote control (alimentado con caseina) y el
ectado de desnutriclén evidenciado por falta de reservas de grasa
subcuténea, abdominal, periurinal y perlcardiaca, ademss de la
pohre masa muscular y faita de desarrollo de las &rganos.

Estudios reallzados per Fernindez y col., (1985 a,b) y Simek vy
cols, (1886} [en GalvAn (1688)) demuestran que ocurre una
dicminucitn del peso corporal en ratas sujetas a desnutricibn
dado 4que hay un decremento del peso en algunos &rgancs ~ internos



como el cerebro, higado. ritones y tejido glandular como la
hipbflsis, los suprarenales, los ovarios, los testiculos y las
vesiculas seminales y un retraso en el crecimiento corporal.

S1 la desnutricidn es aplicada a partir del mnacimiento en 1la
rata, se reduce el {ncremento normal del contenido de DNA
cerebral total, asl como el ntmero de cblulas cerebrales. Esto
persiste atn si se aplica 13 rehabilitacitn nutricional. Por el
contrario, la desnutricitn posterior al destote de la rata
ocasiona 1a reduccidn en la produccidn de DNA de proteinas
reversible por rehabilitacidn nutriclonal., (Minick y cal., 1870;
en Galvan, 1988).

Como se menclonaba, de acuerde a lo encontrado en literatura
reterente a enfermedades en ralas de laboratorio {(Bubos, 1958;

Cassell, 1979; Baker, 1990), elMiccplasma pulmonis es  un
habitante de! tracto recpiratorio supericr de ratas sin que la
enfermedad se manifieste baljo condiciones normales de los
animales de experimentacisn. Sin embargo, bajo ciertas

condiciones la enfermedad se manifiesta y provoca Intlamacien
purulenta en cualquler sitic a lo largo del tracta respirstorio,
desde las narinas hasta los alvéolos.

Los principales signos cliniccs de la micoplasmosis murina
respiratoria (MMR) son lus estornudos, presencia de porfirinas en
narinas y manos, poctura encorvada, malestar y  ruidos
respliatorios.

Las leslanes histopatolégicas varian en severidad de acusrdo a ia
etapa de) procese infeccloss. la hiperplasia linfalde
peribronquiolar representa un estadioc tempranc de la infeccibn y
la bronquiectasia caracteriza el estadio final del proceso
infecciosa, sfenda 1a MMR la enfermedad infecciosa  m8s
problematica encontrada en ol uso de ratas para la investigacidn
blomedica.,

Par otro lado, camparando ol contenido de sodio que aporta la
biomesa en la dieta (0,15 %' cun el requerido, de mcuerdo & Van
Hoosler (1977), se tiene 3 veces mhs de este cntidn en la dista
con biomasa. El contenido de calclio que aporta la blomasa es de
0.49 % ya en ta dieta que »s adecuasde a los requerimentos
propuestos por Van Hoosler (0.% %', En cuanto al contenlde de
cobre la biomasa aporta 1.3 g/Kg de cdieta, el cual se encuentra
tambien en nivel superior al propueste por Van Hoosler (5 mg/Kg
de dieta).

Lo anterlior parece que no afectb de manesa determinante on |a
salud de los animales de experimentacién ya gque en los aximenes
histrpatoltgicos realizades en los difereates brganos no  se
encontraron alteraciones producidas por los metales =ehalados con
anterioridad.

En el proximo capiiulo se presentan las convlusiones y las
recomendacicnes derivadas de este estudio.



V. CONCLUSIONES ¥ RECOMENDACIONES

V.t CONCLUSIONES

Con base en este estudio sobre el aprovechamiento de la biomasa
microbiana caomo fuente protelca para ueo en la alimentaclen de
animales monogéstricos se puedo concluir lo siguienta:

1. El analisis microbioldgico realizado en la biomasa microbiana
despubs de los tratamientos térmicos indiza que no hubo efecto
negative sobre los animales de experimentacion por
microorganismos patégenos en la biomasa.

2. LlLas determinaciones de aflatoxinas y Acidos nucleicos
descartan la posibilidad de la toxicidad de la bilomasa, deblda a
que en el primer caso no se detectéd ninguna toxina y, en al
segundo, su concentracisn se encuentra dentro de los limites que
se consideran inocuos.

3. EIl alto contenido de calcic no tiene un efecto notable en la
asimilacten de la biomasa, tanto en el estudic anterior
(Valderrama, 1989) come en este, no obstante las caractertsticas
de la pared celular de la biomasa la hucen inaccesible como
complemento alimenticlo para an{males monogAstricos.

4. La presentacidn del alimento (polvo) influyd de manera
determinante en la salud de los animales de experimentacién ya
que desencadend trastornos a nivel de tracto respiratorio dade
que el Micoplasma pulmenis es un habitante del tracte
respiratorio superior de ratas que se manifestd produciendo
inflamaciones purulentas. .

5. La baja asimilacién de la proteina se reflejd claraméente en
los resultados cbtenides en la evaluacién bioldgica preliminar,
ya que, 2 pesar de que dicha proteina cuenta con un patren de
aminoscidos bueno y el consumo de alimento fue alto, los animales
disminuyeron de peso. Por ello se piensa que, con los resultados
obtenidos en este estudlo, la biomasa microbiana sin ningtn
ondicionamiento previo no puede utilizarse come complemento
alimenticie para animales monogAstrices.
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V.2 RECOMENDACIONES

1. Someter 2 la biomasa a un procesc de ruptura de pared celular
para favorecer su disponibilidad antes de proceder a realizar
pruebas de digestibilidad®fn vilro® y de ensayos blolbgicos.

2. MAdemss, es conveniente introducir alghn otlro pardmetro de
control durante e} periodo de prueba con las ratas, ademds del
registro de ganancia on peso y alimento consumido, para verificar
el efecto de la biomasa sobie fa salud de los animales de
experimentactien,

3. S! se trabaja con ratas de f{aboraterio, !a presentacidn del

alimento debe de ser en forma compacta (comercialmente concclda
como "PELLETS").

A7
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APENDICE A
DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQD)

METODO - VOLUMETRICO DE REFLUJO CON DICROMATO DE POTASIO
(AFHA, 1980)

Esta prucba ce basa en el principie de que la mayorla de los
compuestos quimicos, orginicos e inorganicos son oxidados a GOz
S04, H,0, NO,, ete., por un agente fuertemente oxidante como el
dicromato de potasio, bajo condiclonss acidas. La materla
orghnica e inarginica es oxidada y el ién dicromate amarillo,
es consumido y reemplazado por el ibn crémico de color verde. Se
adiciona sulfato de plata como catalizador:

Cra0,% + 14 H® 4 Be -

2Crg + 7H:0

Se titula el dicromaty remanente con una solucidn valorada de
sulfato ferroso amoniacal Fe(NHs),(50,),.6H,0 en presencia  de
ferroina (monchidrato de fenantrolina'eh sojucibn acuosa) como
indicador. El punto final de la titulacidn corresponde a un color
cafe rojizo debido a la formacién de un complejo de fierro-
fenantrolina.

INTERFERENCIAS

Las .sustanclas inorglnicas como los iones ferroso ., sulfato,
sulfito y tlosulfate ce oxidan bajo clertas condicliones y crean
una DQO inorganica, la cual interfiere cuando se estima el

contenido del agua residual.

El 1on clorura interfiere., pero se evita al agregar sultato
merctirico.

Nota: Medlante esta prueba no es posible conocer el ti{pa de
compuestos organicos presentes. ni diferenciar entre material
biadegradable y sustanclas téxicas, por 1o cual sbdio constituye
un an8iisis para la determinacidén de carbono organico total.

REACTIVOS

Dicromato de potasfo (KnCr,05) 0.25 N

Sulfato de plata (AgyS0,) ~cristales

Suifato de plata-aec. sulftricc conc. (AgnS0,-Hy50,)

Disolver 22 g de sulfate de plats en 4 kg de ac. sulfurico cone.
Guardar en fco. &mbar.

Acido sulferico conc. (HaSO,7

Solucidn de ferrcoina coma indicader

Sulfato tferruso amoniacal (FeiNH, )~ (50,),.6H;0) 0.05 N

Sulfato de mercurio (HgS0,)
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PROCEDIMIENTO

Tratamientc de la muestra

1.- Centrifugar las muestras por analizar (3,800 rpm a 5°C
durante 15 min)

2.- Poner en el recipiente de reflujo:
-10 ml de muestra diluida (con agua destilada} en
proporciones 1:50 para muestras concentradas y 5:50 para
aquellas provenientes del sistema de tratamiento. En la
preparacitn del blanco (testigo) se utilizan 10 ml de
agua destilada,
-0.2 g de HgSO,
-5 m] de K:Cr207 .25 1t

3.~ Colocar el refrigerante y ahadir lentamente 15 ml de sol. da
AgpS0, - HoSO,.

Retlujo:

4,- Colocar los recipientes de reflujo en la parrilla eléctrica,
mantenitndolos en reflujo durante dos horas,

Al concluir el reflujo, el dicromato remanente se titula con
sulfato ferroso amonfacal 0.05 N empleando ferroina como
indicador, el punto final es el camblo de coloracien de azul
verdoso a café rojizo.

Nota: Despuls de concluir el reflujo lavar los refrigarantes con
40 mi de agua destiiada.

CALCULDS

mg DQO / 1 = ( a - b ) N 8000 / ml mtra. ( f )
donde:
a = Volumen de sulfato ferroso amoniacal gastado en el blanco
b Volumen de sulfato ferrcso amoniacal gastado en la muestra
N Normalidad del sulfato ferroso amoniacal
f = Fraccidn volumbtrica decimal de la muestra inicial en I3

solucitn de la cual se tomd la allcuota de 10 ml para o
determinacion



Normalidad del sulfato ferroso amoniacal (FAS)
En un matraz se coloca:

- 10 m! de dicromato de potasio 0.05 N

- 40 ml de agua destilada

- 10 ml de ac. sulferico conc. (enfriando constantemente)
- 2 gotas de ferrotna como indicador. Agitar.

Valorar con sulfato ferroso amoniacal 0.05 N, hasta vire del
indicador de azul a café rojizo.

Operaciones:

ml de dicromato de potasia 0.05 N x Normalidad del mismo
ml del FAS empleados

10 x 0.05

Npag = ===-=--===-=meoe
ml FAS empleados

NITROGEND KJELDAHL

Es la determinacién de la cantidad total de nitrbgeno orgdnico
contenido en una muestra, sin diferenciar el tipo de compuesto al
que pertenece. E! nitrégeno esencial para el crecimiento ds los
microorganismos constituye con el f8storo y el carbono uno de los
nutrientes de mayor importancia

La protetna cruda es un dato obtenido a partir del nitrégeno
total de la muestra; suponiendo que las protetnas tienen un
contentdo Invariable de 16 % de nitrdgeno el factor que resulta
de 100 / 16 = 6.25 . La excepclién son las proteinas que provienen
de la leche donde el factar es de 6.38 y las del trigo con factor
de 5.7

FUNDAMENTO:

Las protelnas y demds materia orgdnica son oxidadas por el ac.
sulferico: el nitrégeno que se encuentra en forma orginica se
f1ja como sulfato de amonic. Al hacer reacclonar esta sal con una
base fuerte se desprende amonlaco que se destila , y se recibe en
un  volumen conocido de Acido valorado. Por titulacibn dal acido
no neutralizada se calcula la cantidad de amonfaco desprendido y
asl, la cantidad de nitrégeno de la muestra. El porcentaje de
nitrdgeno muitiplicado por e! factor 6.25 da el porcentaje de
protetna cruda. (ADAC, 1980).
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APENDICE B8

METGROS PARA DETERMINACIONES QU

Preparaclén de solucibn madre

La muestra (blomasa bajo contenido en calzio) se ineinera a 550°C
las cenlzas que se obtienen se digleren con 5 gotas de &cido
fitrico y 40 ml do Acido clorhldrico concentrado, se fiitra en un
matraz aforado de 100 ml (de esta solucién se pusde tomar muestra
para ia determinacién de casi todos log minerales).

Determinaci¢n de calcio

Tomar S ml de la solucién madre en un vaso de precipitado de 150
mi, agregar 45 ml de agua y calentar hasta ebullicién, agregar 40
m! de oxalato de amonio al 4% y mantener en calentami{ento hasta
ebulllcidn, agregar 2-4 gotas de rojo de metilo (indicador),
neutralf{zar con unas gotas de hidroxido de amonio 1:i hasta un
vire amarillo, tapar el vaso con un vidrio de reloj y dejar
precipitar durante 24 horas.

Despuds de esto se filtra la solucitn en un matraz Erlenmeyer de
500 ml con papel filtro No. 1, se enjuaga con un promedio de 400
ml de agua destilada o hasta que el papel no presente coloracibn
amarilla, enjuagar ,por tlitimo con hidrdxido de amonio  1:50 y
desputs con agua destilada, desachar e! llquido. Al pape! filtro
se le coloca en un vaso de precipitado y se le agrega una
solucidn caliente de 40 ml de Acido sulfbrico 1:10 y 60 ml de
agua y se procede a titular con permanganato de potasio 0.1 N
hasta un ligera vire rosa.

Calculos:
(m} de KMnD, en muestra - m! blancol}(N KMnO,)(eq. Ca.)100

gramos de muestra en allcuota

En el caso particular de este trabajo se tlene lo sigulente:

Millequivalentes de calclo = 0.02
Gasto de’ KMnO, blanco = 0.06
Gasto de KMnO, muestra = 2,20
Normalidad del KMnO, 0.10
Gramos de mtra. en alic. 0.43857
Gramos de mtra. para sol.

madre . = 8.7714
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Determinzcien de cobre

Se lleve a cabo por absorci®n atdmica en un aparato Perkin Elmer.

Lectura obtenida
Y ppm de Cu

x

¢ X ¢ 100 )

Para obtener los mg de cobre / gramo de muestra se procede de
slguiente manera:

X(100Y = ¥ ppm de Cu ( mg de Cu / 1 ) = Y' mg de Cu / ml

Z g de biem /100 ml = Z' ¢ biom. / ml
Y* mg de Cu / 2' g de blom. = ¥ mg Cu / g biom.

En el caso particular de ecte trabajo se tiene lo slgulente:

2.s5
lec. par 100

Lectura obtenida
ppm de Cu

Para obtener los mg de cobre/gramo de muestra se procede
ta siguiente manera :

2.55(100) = 255 ppm de Cu (mg/l1) = 0.255 mg de Cu / ml
8.7714 g biom/100 ml = 0.08714 g blom/ml
0 .255 mg Cu / 0.08714 g biom = 2,907 mg Cu / & kiom

Determinacisn de sodio

Se lleve a cabo por espectrofcoronetria de flama.

Lectura obtentda

X
Y .ppm de Na ¢ X3 (100

Para obtener los mg de sodic / gramo de muestra se precede de
siguiente manera:

X0100) = Y ppm de Na ¢ my de Na 7/ 1 ) = mg de Na 7/ mi
2 g de biom /100 ml = Z° g bium. / ml

V' mg de Ma / Z' g de bieom. = W mg Na / g biom.



En el casc particular de este trabalo se tiene lo sigulente :
Lectura obtenida = 2,98 '

pPm de Na

2,961100) = 29 = 0,288 mg Na / o)

B8.7714 g biom/t00 mi = 0.08714 g bion/ml

0.298 mg Na / 0,087714 g blom = 3.297 mg Na / g blom.

Derarminacitn de f&sfnro

Tomar § ml de la solucibn madre en un matraz aforado de 100 ml,
agregar 5 ml de reactive para fosfaro, 0.5 ml de &cido
clorhidrico concentrado y se lleva al aforu con agua destilada,
se deja reposar durante 10 min. Tomar lectura en  un
espectrofotdmatra a 400 nm.

Resctivo para fostoro

20 g de molibdato de amcnio, 1 g de metsvanadato de amonio, 160
ml de 8cido clorhldrico conc. Mezclar perfectamente y llevar &
un  litro.

Solucl#n "stock™ de fbsforo: 00,8788 g KoHPD,/100 ml
Scluci®n tipo: Allcuota de 5 ml de la solucidn "stock"™ en 200 ml

Curva: 0.0, 1.0, 2,0, 3.0, ... ml de la solucibn tipo, agregar 5
ml del reactive para fésforo, 0.5 ml de HCl conc. para -cada
muestra ,aforar a 25 ml dejar reaccionar durante 10 min y leer a
400 nm.

CALCULOS

(0.8788 g KoHPO, /100 m1)(S ml /200 ) - 0002197 9/ml K-HPO,
. -2

=0
= 0.2197 mg/milsol.tipoy "

Considerando que: O0.8788 g de Kz)'ll’ﬂ,l contienen 0.39457 g de
ftsfero, entonces tomando en cuent3 las diluciones para preparar
1a soluclen tipo sc tiene 0.09864 mg / ml de fésforo en &sta.
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Para el caso particular de este trabajo se tiene le siguiente:

CUADRO B -1t
CURVA PATRON
F 0 8 F 0 R O

mi. sol. mg mg / mi ABS
tipo ty)0D
0 0.00000 0.000000 0.000
1 0.09864 0. 003949 0.088
2 0,19728 0.0076891 0.182
3 0.29592 0.011838 . 240
4 0.30456 0.015782 0.210
5 0,49320 0.012728 0.360
L] 0,59184 0.023672 0.420
7 0.69048 0.027619 Q0. 460
8 0.76912 0.031564 0.510

Interpolanda en la curva patrén la absorbancia de! problema
(0.55) se encontraron 30.00 ppm de t&sforo.

Para determinar los mg de fbsforo / mg de muostra se procede de
la siguiente manera:

€ 8.7714 g mtra./100 m1)(5 mi/100 m1> = 0.,0043857 g mtra./ml

= 4385.7 mg mtra./ 1
0.0068404 mg P /mg mira
= 6.8404 mg P / g mtra

entonces: 30.0 mg de P /4335.7 mg mtra
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Digestibilidad "in vitro" (Metodo de Akbson y Stahmang)

En un vaso de precipitados de 600 mi colocar un gramo de muestra
problema. y digerirla de la slgulente manera: ahadir 430 ml de
agua, 0.5 g de pepsina y 16 ml de HClL al 10 %, agitar
perfectamente y colocar en una estufa a 38 - 40°C durante 16 h,
agitando de vez en cuande. Transcurrido este tiempo, ahadirle 11
ml de HCI al 10 %, agitar y dejar a la misma temperatura durante
8 h, pasadas las cuales ze anaden otros 11 m} de HC! al 10 %,
agitar y dejar nuevamente durante 16 h en reposo, transcurridas
las cuales afadir 11 ml de HCl al 10 % y dejar por Gitimo durante
8 h mas a 38 - 40°C. Pasadas las Gltimas 8 h enfriar el vaso y su
contenido, filtrar, lavar con agua caliente el vaso y el residuo
en el filtro. Determinar las proteinas por macrokjeldahl y las
proteinas totales por microkjeldahl.

- Determinaci®n de preteinas por micraokjeldah!

Reactivos: Ac. sulterico conc., 6xido de mercurio, sulfato de
potasio, Aacido bbrico con indicadores (+), hidréxido de sodio
1:1. Indicador A: 100 mg de femolftalelna aforados a 100 m! con
etanol. Indicador B: 33 mg de verde de bromecresal y 66 ng de
rojo de metilo aforados a 100 ml con etanol.

(+) Se pesan 5 g de Acido bdrico y se colocan en matraz aforado
de 1 L, se adiciona agua hasta disolver y a continuacién se
agregan 35 ml de indicador A y 10 ml de indicader B. Se ajusta el
color a un tono cafk rojizo con 4cido o base segln se reguiera y
atorar a un litro con agua.

Determinacitn:

Pesar de 50 a 100 mg de muestra en un pedazo pequedo de papel
delgado, envolver bien para que no se s=xiga la muestra e
tntroducir’ en e} matraz de microkjeldahl: anadir un gramo de
sulfato de potasio, 40 mg de dxido merctrico, 3 ml de ac.
sulftrico conc. y unas perlas de vidric., Colocar el matraz on el
digestor y caleptar hasta la tetal destruccien de 1a materia
orgAnica, es docir. hasta que el contenido del matraz este
completamente claro y no contenga resliduos de materia organica.
Dejar enfriar, diselver el residuo en la menor cantidad de agua
posible (5 - 10 ml), pasar esto al matraz de -destilacibn,
enjuagar el ‘matraz dos veces con la minima cantidad de agua
posible y afadir estos lavados al aparato de destilacién. A la
salida del condensador del destilador colocar un vaso de
precipitados de 250 ml que contenga 50 ml de &c, bdrico. Se
ahaden 20 ml de NaOH 1:1 a la copa de adicibn del microdestilador
y cen mucho cuidado se abre la llave de adicien  del
microdestilador pars poder ilberar el amoniaco de fa mezcla de
reaccitn, Continuar la destilacitn hasta obtener 50 nl del
destilade, por tltimo retirar el vaso del dispositive y abrir la
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Jlave de succlon, sacar el residuo de ia mezcla de reaccibn.
Pasar el contenido del vaso a un matraz Erlenmeyer y titular con
una solucidn valorada de HCi 0.01 N, hasta el vire de! color
verde a rojo fresa, Hacer un blanco utilizando un pedazo de papel
fgual al! que se usd para la muestra procediende de la misma
manera. La determinacitn de proteinas por macrokjeidahl se hace
igua! que para el anhlisis proximal.

D!GESTXB!L!DAD APARENTE DE LA PROTEINA USANDQ CPZD: COMQ MARCADOR
EN LAS DIETAS (Schurch gt al.., 1950 en Mucifo, M, 1989),

La recuperacién del Crp0j se realiza a través de la recoieccitn
de heces S dlas antes de que finalice la prueba.

PAN DE CROMO

Se mezclan 30 g de CroDy con 70 g de aimidén y 40 mi de agua
destilada. La masa se e;t%ende sobre una hoja de papel aluminio y
se seca a 90°C durante 8 horas., EJ pan de cromo ya seco se muele
y ‘tamiza ( malla 40 ).

La concentracisn de pan de cromo en las dietas es del 1 %.

DIGEST(BILIDAD APARENTE (D.A.?

Mezcla digestora - Disolver 2.0 g de molibdato de sodlo en 30 mi
de agua, afiadir lentamente 30 m! de HpS0, conc. con enfriamiento
constante en un bafio de hielo, cuando se haya enfriado ahadir 40
mi de HC10, (acido perclérico) 3! 7C %, Almacenar {a solucldbn en
un frasco &mbar no mas de dos szmanas.

Pesar 15 mg de Cry03 para la solucien estandar; (50 mg de hoces
de las dietas en estudio: 100 mg de las heces de las dletas de
casina y t.o g de las dietas. Colocar las muestras on matraces
microkjeldahl (hacer un duplicade por cada muestra), agregar 2 mi
de HNOy conc. ¢ stlamente en dietas agregar 2.0 ml ). Digerir
hasta que se hayan eliminado todos los gases de nitrbgeno; hasta
sequedad total. Enfrfar y agregar para heces y dietas 3 y 5 m} de
la mezcla digestora respectivamente. Poner el digestor a mediana
temperatura y esperar a gue e! color verde del &xido crdmico pase
a color naranja (dicromato). Esperar 20 min. de ebullicion
enfriar y aforar a 100 m) con H,50, 1.1 M tnicamente para la
solucibn estAndar, para la5 muestras de heces y dietss aforar a
25 .ml con HpSO, 1.1 M. Leesr & 440 nm contra un blanco de agua
destilada. Daterminar el % de Crply medlante la sigulente
ecuacibn:

da
muestra




Posteriormente con estos  Jdatos, % de Crz05 v % Nitrbgeno en
dietas y heces, se caleula el % de digestibiiidad Aparente de
cada dieta con la ecuaclén de Edwars y Gillis (1953).

% N en heces % Cra0y dleta

% D.A. = 100 - (100 % -—w-e--mo-w-s LR
XCrp03 en % M oen dieta
hece

DETERMINACION DE ACIDOS NUCLE!COS

= Alsiamiento de DNA

Material y equipa:

Mortero con pistilo, dos vasos de precipitados de 250 ml, tres
pipetas graduadas de 1 ml y tres de cinco ml, dos pipetas
pasteur, cuatro tubos de centrffuga de 50 ml, un embudo de

filtracibn, una gradilia, 10 tubos de ensaye de 20 x 20, un trozo
de gasa, un matrdz con tapbn esmerilado y una centrifuga.

Reactivos:

a) solucidn amortiguadora de SAS; Tris 0.01 M, Sacarosa 0.3 M,
Clorura de magnesio 0.005 M, b) Solucién amortiguadora de TRIS
0.4 MapH =5, e) lauri} sulfato de sodio al 4 %, d) E.D.T.A.
salino pH = 8; E.D.,T.,A. 0.1 M, NaCl 0.15 M, e) solucitn
amortiguadora de CSC; cltrato de sodio 0.15 M, NaCi 1.5 M, 1)
solucitn amortiguadora de dsc; dilucibn de 13 solucidn
amortiguadora CSC 1:1000. g) etanol trio, h) mezcla de Sevag:
cloroforme: alcoho! isocamilico (24:1), i) hielo seco, j) NaCl 4M,

Determinacién:

Antes de empezar, calccar dos vasos de precipitados con 50 ml de
etanol cada uno en el congelador. Pesar 1 g de muestrs, y molerla
con un troclito de hielo seco en un mortero hasta homogenizar el
material y quede finamente molide, pasar la muestra a un vaso de
precipltados y agregar un troclto de hlelo seco y 20 ml de la
solucidn  amortiguadora SAS, dejar congelar por 10 min y
descongalar a chorro da agua. Pasar el homogeneizado por una gasa
doble y exprimlr, centrifugar el filtridc per 5 min a 3000 rpm,
desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla en 5 ml de
solucisn amortigusdora TRIS PH 5, ahadir 5 ml de lauril sulfato
de sodio y homogeneizar con la varilta de vidria, ahadir un ml de
solucitn amortiguadora CSC y homogenizar. Verter el contenido del
tubo, muy lentamente a un vaso de precipitados que contenga 50 ml
de etanal fria. En esto paso el DNA precipitado por el alcohol.
asciende como una nata blanca, pasar la nata a un matraz y
redisolverio con 20 ml de solucitn amortiguadors "dsc”, ayudando
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a la disclucidbn con upa varilla de vidrio, Adicignar 5 &l de
NaCl 4 M y anadir igual volumen de mezcla de Sevag y agitar
severamente por B min. Centrifugar por & min a 3000 rpm, en este
caso se obtienen tres fases: en la supericr e! DNA, en la wmedia
1a protelna y en la Inferior 1» mezcla de Sevag. Finalmante,
separar con pipeta la capa superior y verteria lentamente a un
vasoe de precipltados que contenga 50 mi de stanol frio, en este
paso el DNA iibre de protelna asciende nuevamente, sacar ei DNA
con wuna varilia de vidrio, eliminar el alecohe! presionando
Iigeramente contra la pared de! vaso. Pesar,

- Afstamiento de RNA
Reactivos:

Soiuelén buffer de fosfatas 1 My pH = 7, Eolucién de E.D.T.A.
100 mM, Solucien de fenal al 90 %, Cloroformo, Acetatc de potasio
1.6 My pH = 5, etano! abeoluto, solucldn etancliagua 3:l, Bter.

Determinac{én:

Homogenelzar f{a muestra previamente pesada, en up mortero con 1§
ml  de solucidn amortiguadora ("buffer"™) de fosfatos y 1.6 ml da
E.D.T.A 100 nM, filtrar el homogenizado a través de gasa y
exprimir, mezclar el fiitrado con 7.5 ml de fenal al 90 % y 7.§
ml de cloroforme un minuto a temperatura ambiente, enseguida
enfriar la suspensidn en bano de hielo por 5 min y romper la
emulsitn por centrifugacitn a no menos de 2500 rpm durante 1§
min. Separar la fase acucsa (superior) que contiene el RNA, para
quitar las protetnas, agitsr conm una varilla de vidrio ia fase
orgAnica que queds en =! tubo de centrifugs y volver a
centrifugar para obtener m8s fase acuosa, medit e) volumen total
de la fase acuosa y agregar un decimo de dicho volumen de acetato
de potasfo. Precipitar e! RNA.agreganda dos veces el voiumen de
la fase acuosa de etana! absoluto y enfriar 13 solucidn 5 min en
hielo y centrifugar 5 min = 2500 rpm. Lavar el precipitado con &
ml  de etanol-agua y volver a centrifugar por 2 min a 2500 rpm
finalmente lavar con 5 ml de &ter y centrifugar por 2 min dejar
secar y pesar.

DETERMINACION DE AFLATOXINAS
Extraccion:

Se muele y homogeneiza la muestra (5 g) y se coloca en un  matraz
de 500 ml. se adiciunan 25 mi de agua destilada, tlerra de
diatomeas y 250 ml de cloroformo, se agita perfectamente durante
30 min.,pasado este tiempo se Tiitra en papel Whatmann 8 4, E}
flitrado se colowa en un matraz hola de SO0 ml para su
e;BP7rac!bn en el rotavapor a 60°C con vacio, hasta uvbtener

10 ml.
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Puriticacian:

Los 10 ml de muestra extralda se adicionan a una columna de gel
de stlice (60-200 maltlas).

Columna:

La columna de vidrio de 30 cm de altura y 2.5 cm de dismetro se
acopla con un poco de lana de vidrio en el fondo como soporte y
se adicionan 5 g de sulfato de sodio anhidro. Posterlarmente se
ltena de cloroformo y en seguida se afladen 10 g de gel de silice
(60-200 mallas) resuspendiendo en cloroformo. Se empieza a eluir
y el mismo tiempo se adicionan cloroformo con al fin de lavar las
paredes de la columna y empacar la misma. Por tltimo se adicionan
16 g de sulfato de sodio y se eluye el cloroformo hasta casi el
nivel de sulfato. Se adicionan los 10 ml de muestra concentrada y
sa lava a la mdxima velocidad de elucidn, primero con 150 m) de
hexano seguide de 150 ml de &ter etllico, ambas fracciones se
desechan. Las aflatoxinas ° se eluyen con 150 ml de
etanol:cloroformo (3:97). Esta fraccisn se colecta hasta que la
elucidn termine, se concentra hasta sequedad y, resuspendiendo en
2 mi de cloroformo y transfirfendo a un trasco vial. El contenido
del frasco vial ge evapora hasta sequedad con nitrdgeno gaseoso.
Las aflatoxinas se resuspenden cuantitativamente con S00 ml de
cloroformo o benceno-acetonitrilo (98-2) para posterior andlisis
de cromatografla en capa flina.

Determinacien:

La determinacién se efecttia en placas de gel de sllice en capa
fina.

Preparacidn de placast

Se resuspenden 30 g de ge! de stlice (Kiedelge!, Merck) en 65 mi
de agua destilada en un matrfz de tapon de rosca se agita y
aplica a placas de vidrio de 20 x 20 con espesor de 0.25 mm
empleAndose un aplicador de gel para placas. S5e deja secar »
temg!raturl ambiente durante 15 min y se activa en un horno a
$10°C por una hora.



Aplicacten del cextracto al cromatograma:

En una placy para cromatogratia en capa fina, preparada como se
indict anteriormente. se trazan llneas paralelas imaginarias
sepatadas por dous cm de distancia. Antes de aplicar la muestra se
identifica cada divician con el ntmerc de la muestra y el tipo de
estandar que se aplicd en ella. La longitud entre et punto de
@plicacién y e! frente del solvente debe ser de 17 cm. Las
muestras se splican cuantitativamente con ayuda de microjertnga
en una zona circular no may: de 0.9 cm de dismetro. El extracto
del problema y 1a solucidn estindar (aflatoxinas By, Bp, Gy, Ga)
se aplican alternadamente en las placas. Las cantidaded ap{lcadas
generalmente son de 5. 10 vy 15 ul respectivamente., Una vez hecha

la aplicacitn, la placa se deja desarrollar en una cimara cuyous
solventes son clorofoimatacetonasagua (85:15:1.%)  para  Ia
separaclén de las aflatoxinas. Uns vez secadas las placas se

observan en una cimara obscura con luz ultravioleta de onda corta
y larga. En el sitio donde se encuentran aflatoxinas la placa
fluoresce, azul y/o verde al! incidir Ia luz ultravioleta, Si el
R de las manchas de los estindares y los Ry de las manchas del
problema colnciden, la muestra se considera positiva.

trente del soluto
Ry = -

frente del solvente

DETERMINACIONES MICROBICLOGICAE

(od
Ny
Alslaniento de Baclilus ¢ F
10 g Biomasa ---------> 240 ml agua 9 ml
peptonada 0.1 % agua peptonada
(agitacien 15 min) al 0.1 %
0.1 ml 0.1 ml

Agar ¥G

incubar a 30°9C
durante 18 ~ 24 h



Alglamienio de Salmonella gp

r
10 g de blomasa -----=----3 > 240 ml de agua 1

buffer peptonada B
T
]

al 0.1 % incubar

QQO a 37°C/16-20 hrs.

.- caldo selenito cistina
caldo tetratlonato
Agar EMB

Agar verde-brillante

.- Agar sulfito de blsmuto

tncubar a 37°C/18-24hrs

nE LR

Aislamiento de Staphylococcus aureus.

10 g biomasa ----=-=-) > 240 ml de agua —_—0.3 ml
peptonada a) 0.! %

1 mi 0.3 m!
1 m| l. ml

B 9 E 0.4 ml——3, Q
caldo soya tripticaseina Agar Baird- Parknr

mas 10 % de clorurc de sodio fncubar a 37°C
{ncubar a 379C/24-48 hrs. por 24 ~ 48 hrs.
0.1{ml

Agar Baird-Parker, fncubar a
37°C / 24 - 4B hrs
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CUADRO B -2

MEZCLA DE VITAMINAS AIN 76
(Nutrient Requirements of Laboratory Animals
1% en dleta )

TIPO DE VITAMINA CONTENIDOD
A 0. 090
D 3 0.300
B 12 0.600
E 0.090
B 1 0.009
B 2 0.006
Niacina 0.009
Pantotenato de Ca 0.030
Piridoxina (B 6 ) 0,C06
Inositol 2. 1300
Colina 25% 1.200 (S0% 0.6 g)
K 0.150
Antioxidante BHT 0.180

CUADRO B - 3

MEZCLA DE MINERALES AIN 76

(Nutrients Requirements of Laboratary Animals)
(para 1 kg de dieta)

Carbohidratos
1

Mgso,
KH, PO
Fe50, 7H,0
MnS0, H,0
cusoy A0
Zn0

Cos0, TH,O
Pl

Esta mezcla de sales cuando ge adiciona en un 4 % en peso de 2
dieta proporciona esas cantidades de minerales

Lo arriba mencionado es la mezela empleada de minerales vy
vitaminas para preparar la dleta testigo (cateina 10 %) y la
dieta problema (biomasa 10 % de prot.).

a8 o



CUADRO B - 4

REQUERIMIENTOS NUTRICIOS PARA RATAS DE LABORATORIDW

NUTRIENTE CANT I DAD NUTRIENTE CANTIDAD
EN DIETA (a) EN DIETA (a)

Proteina 12.0 % Grasa (b) 5.0 %
f aminoacidos
Arginina 0.6 % Meti{oninate) 0.6 X
Asparagina 0.4 % Fenilalanina(d)
Acido glutamico 4.0 % Tirosina 0.8 %
Hist{dina 0.3 % Prolina 0.6 %
Leuclina 0.75 % Valina 0.6 %
Licina 0.7 % No esenclales 0.59 %
MINERALES
caleio 0.5 ¥ Manganeso 50.0 mg/kg
Clorures 0,05 % Fosfaro 0.4 %
Cromo 0.3 mg/kg Potasio 0.18 %
Cobre S.0 mgrkg Selenlo 0.1 mg/kg
Fluarura 1.0 mg/kg Sodio 0.05 %
fodo 0.15 mg/kg Sultfuros 0.03 %
Hierro 35.0 mg/kg Zine 12,0 mg/kg
Magnesio 400.0 mg/kg
VITAMINAS

A Niacina

D Pantotenato Ca

£ Rivoflavina

Kt Ttamina

Colina Vitamina B 6

Vitamina B 12

(a) Adecuado para creclmiento, gestacién y lactanel con base en
90 % de materia seca.

(b) Acido linoleice, se requiere 0.6 % para machos y 0.3 % para
hembras.

¢c) Pe un terclo a un medlo puede suptirse con L - cistina.

(d} De un tercio a un medio puede suplirse con L - tirosina.

(e) Mezcla de glicina, L-alanina y L-serina.

* De acuerdo con Van Hoosier (1977), estas son los
requerimientos nutr{cios de la rats de laboratorio.

&y
A ’“gm
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El  comportamiento de

los animales durante el
muestra en lag sigulentes tablas:

experimente

LOTE TESTIGO ALIMENTO: 10 % PROT. ETE. CASEINA
Rata No. 1 Macho 52 g
AL I M ENTOD
Tiempo Peso Increm. fnicial final ingerido acumulativo
dias g en g g g s
o 52.0 10.0 Seesene- ----
1 e 10.0 0.5 9.5 9.5
2 §5.0 3.0 20.0 0.0 10.0 19.5
a m———— -——— 15.0 8.0 12.0 31.5
4 65.0 13.0 15.0 2.0 13,0 48,5
5 m——— - 15.0 3.0 12.0 56.5
8 75.0  23.0 20.0 1.0 14.0 70.5
7 cmeemeee 20.0 7.0 13.0 83.5
8 83.0 31.0 20.0 7.0 13.0 96.5
9 —meeomee 20.0 6.0 14,0 110.5
10 20.0 6.0 14.0 124.5
11 20.0 7.0 13.0 1377
12 20.0 6.0 14.0 151.5
13 25.0 3.0 17.0 168.5
14 25.0 7.0 18.0 186.5
15 —eem—-e- 20.0  11.0 14.0 200.5
16 112.0  60.0 25.0 4.0 16,0 216.5
17 ---- .- 25.0 6.0 18.0 235.5
18 120.0  68.0 ---= 9.0 16.0 251.5
PER exp. = ganancia en peso / g de prot. consumida
= 68 / 25.15 = 2.7
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Rata No. 2 Hembra 62.5 g
Al I M ENT D

Tiempo pesa  Increm. inicial final Ingerido acumulativo

dias 8 en g g g [ [
0 10.0 e —-e- —ae-
1 10.0 0.5 5 9

2 20.0 2.0 &.0 17.5
3 15,0 7.0 13,0 30.5
4 15.0 2.9 12,5 43.0
5 20.0 0.0 15.0 58.0
[ 15.0 5.0 10,0 88,0
7 20.0 0.0 15,0 83.0
8 28,0 2.0 18,0 101.0
g 25.0 6.0 19,0 120.¢
10 2E.0 8.0 17.0 137,0
1 25.0 7.0 18,0 165.0
12 25.0 7.0 18.0 173.0
13 5.0 7.0 18.0 191.0
14 25.0 8.0 12,0 208.0
15 25.0 8.0 17.0  226.0
16 25.0 6.0 18,0 244.0
17 25.0 6.5 18,5 262,58
18 v--- 8.0 19,0 281.5

PER = 2.47

7



Rata No. 3 Macho 56.% g .

AL 1 N ENT
Tiempo Peco  Increm. infefial final ingerido acumulative
dtas M en g s g s g
[s] 10,0 bt ===
1 10.0 0.5 9.5
2 20.0 0.0 19.5
3 15.0 8.0 31.5
4 15,0 3.0 43.5
5 15.0 4.0 56.5
6 15.0 3.0 66.5
7 20.0 4.5 77.0
8 15.0 9.0 88.0
9 15,0 4.0 99.0
10 15.0 2.0 112.0
11 20.0 3.0 124.0
12 20.0 7.0 137.0
13 25.0 4.0 153.0
14 96.0 39.5 20.0 13.0 155.0
15.0 8.0 176.0
20.0 8.0 182.0
20.0 4.0 199.0
- 3.0 17.0 216.0




Rata No. 4 Hembra 53.5 g
A LI M ENT O

Tiempo peso increm. 1inlcial final ingerido acumulativa
dias 8 en g g [

[ 10.0 -
1 10.0 0.5
2 15.0 2.5
3 15.0 6,0
4 15,0 7.0
5 15,0 5.0
6 20.0 2.0
7 15.0 T 8.0
B8 15,0 3.0
] 20.0 1.0
10 20,0 7.5
11 20.0 6.0
12 20,0 6.0
13 - 25,0 2.0
14 43.5 20.0 10.0
15 - 5.0
16 47.5 5.0
17 ———— 7.0
18 50.5 7.0

PER oxp. = 2.25



Rata No, 5 Macho 60.5 g A L I M ENT Q

Tlempo peso Increm. Inlcial tinal Ingesido acumulativo

dias g en g ] B g [

] 60.5 e 10.0 - -=-- i
1 --=- - i0.0 0.5 9.5 9.5
2 64.0 3.8 20.0 0.0 10.0 19.5
3 ——- 15.0 7.5 12.5 32.0
4 13.5 15.0 2.0 13.0 45.0
5 15.0 2.0 13.0 58.0
[ 82.0 21.5 20.0 0.0 15.0 73.0
7 1.0 19.0 92.0
8 7.0 18.0 110.0
9 7.5 17.7 127.5
10 3.0 17.0 144.5
11 7.0 18.0 162.5
12 6.0 19.0 181.5
13 7.0 18.0 199.5
14 7.0 18.0 217.5
15 0.0 20.0 237.5
16 4.0 25.0 258.5
17 4.0 21.0 279.5
18 8.0 17.0 296.5

PER exp. = 2.78

T4



Rata No. 6 Hembra 59.0 g
AL 1 M ENTO

Tiempo peso increm. inicial final ingerido acumulative
dias M en g P

o 10.0 - -——— m———-
1 10.0 1.0 9.0 9.0
2 15.0 2.0 8.0 17.0
3 15.0 7.0 8.0 25.0
4 15.0 8.0 7.0 32.0
5 15.0 6.5 8.5 40,5
6 15.0 5.0 10.0 50.5
7 - ——— 15.0 4,0 11.0 61.5
8 70.0 11.0 15.0 5.0 10.0 71.5
9 m—— ——— 15.0 3.0 12.0 83.5
10 79.0 20.0 20.0 4.0 11.0 94.5
11 -——- o 20.0 8.0 12.0 106.5
12 80.0 2t.0 20.0 10.0 10.0 116.5
13 - - 20.0 8.0 12.0 128.5
14 90.0 31.0 20.0 7.0 13.0 141.5
15 - - 20.0 9,0 1.0 152.5
16 894.0 35.0 20.0 7.0 13.0 165.5
17 ———— == 20.0 9.0 11.0 176.5
18 84.0 35.0 ---- 8.0 12.0 188.5

PER exp. = 1.856
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LOTE PROBLEMA 10 % DE PROTEINA FTE. BJOMASA

Rata A Macho 66 g -
A L I M ENT O

Tiempo peso  increm. Inicial final ingeride acumulativo

dias 8 eng 2 [ g [
0 10,0 mmmemes ween
1 10.0 4.5 5.5 5.5
2 15.0 4.0 6.0 11.5
3 15,0 9.0 6.0 17.5
4 15,0 6.5 8.5 26,0
5 15.0 6.0 9,0 75.0
6 20.0 6.0 9.0 44,0
7 15.0 1.0 8.0 53.0
8 15,0 8.0 7.0 60.0
9 15.0 7.0 8.0 68.0
10 20.0 7.0 8.0 76.0
11 20.0 1.0 9.0 85.0
12 20.0 12,0 8.0 93.0
13 20.0 12.0 8.0 101.0
14 20.0 14,0 6,0 107.0
15 3.0 7.0 114.0
18 12,0 8.0 122.0
17 13.0 7.0 129.0
PER exp, = - 1.085
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Rata B Hembra 56.5 g
AL I MENTOO

Tiempo pesn  increm. iniclal final ingerido acumulativo
dlas [ [1 g g [

0 56.5 10.0 - —-—— ————
1 ———- 10.0 3.0 7.0 7.0
2 51.0 15.0 3.5 6.5 13.5
3 - 15.0 9.0 6.0 18.5
4 52.0 15.0 9.0 €.0 25.5
5 m-——— 15.0 9.0 6.0 31.5
€ 52.8 20.0 7.0 8.0 38.5
7 ——— 15.0 13.0 7.0 46,5
8 $4.0 15.0 8.0 7.0 53.5
9 e 15.0 7.0 8.0 61,5
10 61.0 20.0 8.0 7.0 68.5
11 - 20.0 14,0 6.0 74.0
12 50.0 20.0 15.0 5.0 79.0
13 - 20.0 14,0 6.0 85.0
14 45.0 ——— 16.0 4.0 89.0

PER exp. = - 1.284

77



Rata C Macho 49.% g

AL T N E N T O

Tiempo  peso increm. infclal final Ingerlds acumulativo
dias 3 en g 8 g g 3

[ 10.0 ---- smee oo

1 10.0 7.0 3.0 3.0

2 15.0 4.0 7.0 10.0

5 15.0 8.0 7.0 17.0

4 15.0 9.5 5.5 22,5

5 8.0 7.0 29.5

PER exp. = -2.71
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Rata D Hembra 48.5 g
A L I M ENTO

Tiempo pesc increm. 1inicial final) ingerido acumulativo
dias g en g [ g g

[+] - 10.0 ———— m—— =
1 - 10.0 5.0 5.0 5.0
2 5 15.0 6.0 4.0 8.0
3 - i15.0 11.0 4.0 13.0
4 -6.0 15.0 8.0 7.0 20.0
5 - 15.0 9.0 €.0 26.0
] S 20.0 8.¢ 7.0 3a.o0
7 - 15.0 12,0 8.0 41.0
8 5 Dk 8.0 7.0 48.0

PER exp. = - 1.35
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Rata E Macho 68.0 g
A L 1 M ENT O

Tiempo peso increm. iniclal final ingerido acumulativo

dias [ en g g [ g 8
[ - 10.0 R —-e-
1 - 10.0 4.0 6.0 6.0
2 -6.0 15.0 5.0 5.0 11.0
3 - 15.0 9.0 6.0 17.0
4 -5.5 15.0 8.0 7.0 24.0
5 - 15.0 7.0 8.0 32.0
6 -4.0 20.0 6.0 9.0 41.0
7 - 15.0 11.0 9.0 50.0
8 -4.5 15.0 5.0  10.0 60.0
9 —ee- - 20.0 3.0 12.0 72.0
10 63.0 -5.0 15.0 11.0 9.0 81.0
11 ---- -—-- 15.0 6.0 9.0 80.0
12 64.0 -4.0 20.0 6.0 9.0 89.0
13 ---- - 20.0 10.0  10.0 109.0
14 61.5 -6.5 20.0 12.0 8.0 117.0
15 - - 20.0 12.0 8.0 125.0
18 61.0 o 20.0 11.0 8.0 134.0
17 ---- - ---- 14,0 6.0 140.0

PER exp. = -0.5
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Rata F Hembra $6.5 g AL 1T MENTO

Tiempo peso increm, inicial tinal ingerfdo acusulativo
dias 8 en g [4 [} €

o I R
L 10.0 5.0 5.0 5.0
2 15.0 7.0 3.0 B.O
3 15,0 10,0 5.0 13.0
4 18.0 2.0 6.0 i19.0
s 15.0 8.0 6.0 25,0
e Eiaiehd 13,0 2,0 27.0
PER exp. =~ 2.4
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