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RESUMEN.

NUREZ CORREA PEDRO JESUS. Eficacia del Edicol Supra Pea
Green H y la Fucsina para teRir la cutlcula de huevos de
gallinas de raza Legharn esinfectados con Formol. (Bajo la
direccién de Ezegquiel Sanchez Ramirez, José Antonio Quintana
Lépez, Ricardo Navarro Fierro, Gabriel Corkidi Blanca., Jorge
MArquez Flores).

Para comparar la eficiencia de dos colorantes para
tafir la cuticula del huevo de gallinas Leghorn,
desinfectados y sin desinfectar, se emplearon S5 grupos
exparimentales: el grupo I se asperjd con una solucibn de
Farmol al S% y se tiR& en una solucibn acuasa de Edicol
Supra Pea Green H al 1%, el grupo II no se asperijd y se tifd
igual que el primero, el grupo 11! se asperjd can Formol al
5% y se tifb con Fucsina, el grupo IV no se asperjdb y se
tif4d como el tercer grupo. E! grupc V se utilizé como
testigo negativo, no recibié aspersibn ni  tinci&n. La
coloracién de los huevos se midi& con un métcdo fotométrico
de procesamiento digital de imagenes desarrollado en el
Centro de Instrumentos de la Universidad Nacional Auténoma
de México, el cual emplea un sistema de circuito cerrado de
televisitn conectado a una computadora con programas
especializados que, junto con otros dispositivos, forman la
estacidn de procesamiento digital de imidgenes. Las muestras
se midieron en dos ocasionas, una antes y otra después de
terirlos, la difarencia entre las dos medidas debe ser
indicativa de la cantidad de cuticula. Estadlsticamente, los
4 grupos experimentales fueron significativamente diferentes
entre 8f (p<0.01). Se obtuvo mayor coloracibn con el Edicol
Supra Pea Green H que con la Fucsina. En todos los grupos
asperjados hubo una disminucién significativa de la cantidad
de cuticula. No hubo interaccibn entre ambos factores
(p>0.05). De lo anterior se deduce que el tipo de colorante
utilizado influye en los resultados obtenidos al tedir la
cuticula y confirma el deterioro de la cuticula en 1los
huevos desinfectados.



INTRODUCCION.

El hombre ha encontrado que el huevo de la gallina
constituye una extraordinaria <fuente de onutrientes y wun
m;calentn material para la investigacién cientifica (19).

El huevo de las aves consta de varias células
reproductivas, rodeadas por yema, albumina, membranas del
cascaréon y cuticula. Dentro del huevao hay cantidad suficiente
de nutrientes para alimentar al embriétn durante la incubacibn
(15,19 .

La entrada de microorganismos a través del cascarbn es
una causa importante de la disminucibn de ia incubabilidad,
definida como la proporcibn de huevos Qque eclosionan. E1
cascardn y la cuticula forman una barrera natural, que impide
la entrada de agentes externos como bacterias y hongos
(8,21). Las fallas en la calidad del cascarbn se encuentra
intimamente relacionada con problemas de incubabilidad y con
mala calidad del huevo (12,16,18,22), que redunda en
problemas de salud pOblica y pérdidas econébmicas para la
industria avicola (6,7,9,16).

Durante 20 hs el huevo permanece en la regién del saco
de la glindula del cascartin, adquiriendo volumen y formando
el cascarbn (23), constituldo en un 95% por cristales de
carbonato de calcio y un 5% de material orginico representado

por las membranas externa & interna (20), fundamentalmente



protelnicas (S) y por una capa protectora llamada cuticula
(20).

Las funciones principales del cascarbn son: proteger el
contenido del huevo contra el medio externo, actuar como
barrera para la difusibn de los gases, permite la entrada de
oxigeno y salida de bidxido de carbono y vapor de agua a
través de los poros (7000-17000) (27), proporciona calcio al
embrion en desarrollo ya gue suple aproximadamente el BOZ de
calcio para la formacibn del esqueleto del .embrién a partir
dal decimo dia de incubacibn (5,28).

La cutlicula, depositada sobre el estrato de calcio, es
una cubierta sero-mucilaginosa que cubre y sella los poros
del cascarén. Formada por una proteina cuyos compenentes
esféricos le dan una estructura basélnte estable, la cuticula
@8 producida por ceélulas secretoras no ciliadas que se
localizan en la superficie del saco de la glandula del
cascarédn. Se deposita sobre ®l1 huevo durante la avopasicidn
(22,23).

La cuticula mide de 10-30 micras de espesor. Con
microscopia electrbnica se observa que esta formada por dos
estratos, uno espumoso adyacente al cascarbn y otro externo,
de apariencia mas compacta. La cuticula tiene cerca de $90% de
prateinas con un alto contenido de glicina, &cido gluthmtco,
lisina, cistina y tirosina, adema&s de polisacaridos, como
hexosamida, galactosa, manosa y en menor proporcién lipidos

(4,25,26) .



Las funciones de la cutficula son: intervenir en el
intercambio gaseosa y formar una barrera flsica para la
pérdida de vapor de agua (25), cubrir y sellar los poros
contribuyendo a la impermeabilidad del cascarbn (4,25,26) y
constituye una barrera contra la entrada de microorganismos
al huevo (4,2%5),

Existen trabajos que demuestran que es posible encontrar
an forma natural, algunos huevos que carecen de cuticula,
hasta ahora se desconoce si los huevos con ausencia parcial o
total de cuticula son una caracteristica genética particular
de alguna estirpe o si aparecen ocasionalmente durante los
ciclos de postura (21).

La cuticula de los huevos de 1la gallina doméstica,
tienaen afinidad por algunos colorantes. La cuticula puede ser
detectada por medio de la tincién dal cascardbn con colorantes
especiales como el Edicol Supra Pea Green H (2,4,13,25), vy
par Fucsina (10,17), colorantes que tifen especificamente la
cuticula (4).

Se considera que la tcnalidad adquirida por el cascarbdn
al contacto con los colorantes especi{ificos es proporcional al
espesor de la cuticula. De modo que se puede utilizar la
cuantificacién del color en los huevos tefidos como una
medida indirecta del grosor de la cutfcula presente.

La estimacibn del espesor de la cuticula se puede
obtener mediante la diferencia entre dos medidas con un
reflectometro, antes y después de la tincién. Se considera

que a mayor diferencia corresponde un mayor grosor de la



cuticula. Sin embargo, en México ain no se dispone de un
reflectometro.

Existe un método alterno a la reflectometria,
desarrollado en el Centro de Instrumentos de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, basado en el Procesamiento
Digital de Imagenes (PDI) (11). El método consiste en extraer
y procesar informacibn de la imagen de un objeto mediante un
modelo matemdtico y programas de computo para el tratamiento
numéricoc de la imagen captada en forma de unidades de imagen,
pixeles, rapresentadas por un valor relativo de intensidad
lumingsa. Las medidas obtenidas mediante &l PDI cuantifican
@l color del objeto y permiten desarrollar la estimacién
indirecta del espesor de la cuticula (1,11).

Se sabe que la fumigacibn puede dafar la cuticula (14),
lo mismo que la aspersibn, el lavado con agua y la accién
abrasiva del cepillado (3,17).

Con frecuencia se ha usado el colorante Edicol Supra Psa
Grean H (2)% para teRir la cuticula del huevo, pera es un
producto importado, costoso y de dificil adquisicibn; de abhil
que es importante buscar otro colorante, con afinidad por la
cuticula, pero miés econbmico y facil de adquirir (10,17). Es
posible que la Fucsina sea @l colaorante adecuado para este

proposito.

T ICI, MEXAGON HOUSE., EFLACKLEY. Mancs

Thglatar-a.



OBJETIVO.
Comparar la capacidad de los colorantes Fucsina y Edicol
Supra fPea Green H para tefir la cuticula del huevo da
gallinas Leghorn, sin desinfectar o desinfectados por

aspersiédn con formol .



MATERIAL Y METODOS.

Se emplearon 150 huevos fértiles de gallinas de raza
Leghorn de 38 semanas de edad, con menos de 2 hs de puestos.
Se dividieron en % grupos de 30 huevos cada uno, como se

indica en el cuadro 1.

Cuadro 1. Disefao experimental

Tinci6bn con

Edicol Fucsina
Aspersidn con wi Grupo ! Grupo III
Formol
no Grupa II Grupo IV

El grupo V es Testigo,
sin tincién ni desinfeccibn.

Para realizar las cuantificacionas del color del
cascardn ss aempled el meétodo basado en &l sistema de

Fotometria de PDI.

El programa que se utiliz&bx, permite hacer mediciones de
tipo fotometrico (intensidad de tonos de gris) para
cuantificar hasta 255 niveles de gris, desde negro (valor
minimo, igual a cero) hasta el blanco (valor, maximo igual a
255). Cuando se controlan adecuadamente las condiciones de
1luminacién, el margen de error es minimo, unas dos unidades

de gris, en la escala de cero a 235,

A partir del nivel de gris en cada unc de los pixeles de

la imagen tomada de un solo lado del huevo se calcula el

¥ IMAGENIA EID-200, BETOCO™~TIU




Nivel de Gris Medio (NGM) y se mide la dispersibn de la
tonalidad de la imagen, expresada mediante la desviacibn
astindar del nivel de gris (DENG). De cada huevo se obtuvo un

valar de NGM y uno de DENG.

El procesamiento se bast en el modelo descrito por
Corkidi y MArquez (11) de PDI. Se colocd un huevo por turno,
idantificado previamente, bajo una camara de videod conectada
a una tarjeta digitalizadora electréonica de alta
integracién#, instalada a una computadora compatible con las
IBM-PC~AT. La camara capta lam sefales luminc;-ai del objeto y
las envia a la estacibn de PDI, qQue raaliza el andlisis
fotométrico de las imAgenes, la sefal de video se convierte a
datos numéricos, mientras que la imagen captada se visualiza

en un monitor de alta resolucidn+.

La metodologia seguida en w1 PDI incluybs:

— Determinar un arreglc de iluminacién adecuado para las
muestrasy cada una se colocd individualments en un Banco
Optico Fotom#tricos$s de alta integracién de iluminacian

controlada.

= Ajuste de la sensibilidad del .sistema de captura, ajuste y
aptimizacién del intervalo dinémico, escala de distancias y

niveles de segmentacions.

& CCD-Coris. mod, &£815-21000-a 116, U.35.%.
* Matrgs & antw Svstem L.T.D.

+ hultverse Ji. MEC Corp. Jaobsn.

¥4 Macro Stand AMS Mod. 4004, Macr> Visear,




- ldentificacitn y extraccitn de contornos a partir del borde

del huevo con respacto al fondao.

- Segmentacibn automdtica de la imagen captada y obtencién
automatica del NGM y la DENG del area delimitada por el

contorno de cada husva,

Medicibn del color del cascarbn.

Se identificd cada huevo y se evalud la tonalidad del
color natural del cascarbn de la imagen de cada huevo por

medio del PDI, después se tiferon de la siguiente formas

~ 60 huevos, se sumergieron durante 3 minutos en una solucidn
acuosa de Edicol Supra Pea Green H al 1%, se sacaron y se

dejaran reponar 24 Hs.

~ &40 huavos, se sumergisron durante i minuto en una solucidn
de Fucsina y permanganato de potasioc al 5% en agua destilada,

s& sacaron y se dejaron reposar 24 Hs, (10,17).
= 30 husvos no recibieron ningin tratamiento.

Posteriormente, cada humvo fue sometido nuevamente a la
medicidn por el PDI para obtener el segundo juego de valores
{NGM y DENG), cuya diferencia con los primeros estima el

cambio de color ocurrido en cada huevo.



Anklisis estadistico.

Se realizdé un analisis de varianza con un modelo
factorial 2X2 donde se incluyd el efecto del colorante
{Edicol Supra Pea Green H o Fucsina) y el del desinfectante
(Formol o nada), en 1 modelo se considerd la interaccion de

ambos factores.

Para las comparacionss miltiples de medias se empled la
prusba de Tukey. Antes de realizar el andlisis de varianza se
comprob® que 1los datos cumplieran con 1los  requisitos que

imponen los supuestos aceptados por dicho anhlisis (24).

El grupo V, testigo negativo, se examinb por separado

para valorar la respetibilidad de las mediciones.
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RESULTADOS.

Los cuadros 2, 3 y 4 contienen los promedios de los
datos registrados. En la diferencia del NGM antes y después y
en la de la DENG, se encontr& diferencia significativa entre
los dos colorantes analizados, lo mismo que entre los lotes
de huevos desinfectados y logs no desinfectados, pero no hubo

interaccién de ambos factores (graficas 1 y 23 p<0.01).

Los grupos tefidos con fucsina (III y IV) lograron menor
diferwncia de color con respecto al inicial, con una menor
diferencia en 1la DENG, que aquellos sometidos al otro
colorante (p<0.01}; indicando que 1la fucsina provoca una

coloraciétn menos intensa del huevo.

Por su lado, los huevos desinfectados (I y III)
adquirieron un color mas tenue y de mayor variabilidad,
reflejada en mavorws promedios de DENG (p<0.01); dando idea
de alqgin desgaste de la cutlicula a causa del procedimiento de

desinfeccibn.

El analisis del grupo testigo negativo indicb una
estabilidad notable de la medicibn previa con la realizada
después de teRir. En las dos primeras graficas puede verse
que la diferencia antes—después es précticamente de cero para

easte grupo.

Los resultados del PDI se presentan como apéndices numerados

del I al V.
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CUADRO 2.
DIFERENCIA (ANTES-DESPUES) DEL NIVEL MEDIO DE GRIS (NGM)
Y DE LA DESVIACION ESTANDAR DEL GRIS (DENG).

GRUPO DIFERENCIA EN NGMA DIFERENCIA EN DENGD
I 92 31
11 103 31
111 52 16
v &1 19
v 2 0.4
CUADRO 3.

NIVEL DE GRIS MEDIO ANTES Y DESPUES
DE LA TINCION DE LAS MUESTRAS.

GRUPO ANTES DESPUES
1 155 63
11 151 a8
1 151 99
v 150 88
v 144 154
CUADRO 4.

DESVIACION DEL NIVEL DE GRS ANTES Y DESPUES
DE LA TINCION DE LAS MUESTRAS.

GRUPO ANTES DESPUES
I 48 18
11 4r. 16
111 47 31
v 46 28

v 45 43
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GRAFICA 2
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GRAFICA 3
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DISCUSION.
La cuticula de la gallina doméstica tiene afinidad
por diferentes colorantes como el Edicol Supra Pea Green H y
la Fucwsina, haciéndose evidente cuando es teRida. La
tonalidad adquirida cuando a@s puesta en contacto con los
colorantes antes mencionados, es proporcional a su espesor
pudiendoc ser 1la coloracibn una medida indirecta para
determinar el grosor de la cuticula.

En forma natural es posible que algunos huevas
carezcan de cuticula, desconocisndose si [ 1} una
caracteristica genética particular de alguna estirpe o si
aparecen ocasionalmente durante los ciclos de pastura (21).

La aplicacibn de los conocimientos obtenidos
mediante el estudio de la composicibn fisica y quimica de la
cuticula, son primaordialmente en las areas de conservacisn de
la calidad del huevo que se destina para incubar; es as! como
Cacho (7) encontraron que la integridad de la cuticula tiene
relacién directa con la gravedad especifica del cascarén,
habtiéndolo determinado mediante la tincibn de la misma con
Edicol Supra Pea Green H.

Se han realizado trabajos empleando el colorante
Edicol Supra Pea Gresn H, como el de Ball et al. (3) en el
cudl demostraron que la cutlcula tapona los poros del
cascarén, lo anterior hace gue este colorante sea mas

confiable para llevar a cabo ssta préctica de tinciédn de la

cuticulaj; sin haber llegado a una conclusibn precisa o
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similar con el colorante Fucsina, ya que s® ha empleado en
pocas trabajos (10,17).

Uno de los métodos de desinfeccitin del hueve que mas
cominmente se utiliza en la industria avicola es el de
aspersiétn, en el cudl se emplean diferentes tipos de
desinfectantes, tiene la ventaja de conservar un poder
residual ya que no es necesario mantener una temperatura o
humedad relativa ambiental determinada al momento de la
aspersidn y no requiere de un tiempo minimo o maximo de
acciétn, condiciones que si son necesarias al momento de
afectuar la fumigacibn y que ademis, frecuentemente ocasiona
errores.

Mayrén (17) estudidb @1 efecto de la desinfeccibn del
huivo, utilizandc ®1 método de la aspersibdn sobre la
integridad de la cuticula empleando diferentes desinfectantes
como el Formol, Glutaraldehido y el Ozono en huevos feértiles
de gallinas ligeras de raza Leghorn mediéntn la determinacién
de la coloracitn de la cuticula midiendo la capacidad de
fijaci6bn de la Fucsina. Encontrd gue la aspersiébn si afecta
significativamente la integridad de la cutfcula, destruyendo
parcialmente la primera barrera de defensa del huevo, lo gque
ocasiona una disminucibn de su grosor y a su vez de la
calidad del cacscarbn gque ®8 menor, favoreciendo la
contaminacién del huevo.

lLa comparacibn de la Fucsina y el Edicol Supra Pea
Green H como colorantes para tefiir la cutlcula, ha sido paco

estudiada como lo demuastra la escasa literatura al respecto,
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siendo este trabajo un complemento de utilidad debido a que
e demostr® que la Fucsina ofrece coloraciones menas intensas
en comparacién al E£dicol Supra Pea Green H; sin embargo ambos
colorantes manifiestan por igual el efecto del cambio en la
cuticula ocasionado por la desinfeccibn.

El colorante Fucsina puede presentar una alternativa
para sustituir al colorante Edicol Supra Pea Green H, debido
a que tiene una sensibilidad similar a este Gltimo siendo su

costo menor.
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APENDICEs RESULTADOB DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

GRUPO I.
ANTES DESPUES
No. NGMA DENG NGMD DENG
1 164 49 63 18
2 151 46 47 11
3 157 48 73 21
4 157 48 55 15
5 149 46 &7 20
& 153 47 51 13
7 153 47 &3 i8
-] 157 49 65 19
9 155 48 &3 i8
10 153 47 65 19
11 155 48 S7 16
12 151 47 69 21
13 153 48 &9 22
14 155 48 93 13
15 153 48 &% 19
16 151 48 71 22
17 153 49 67 22
18 157 S1 75 24
19 159 49 53 14
20 157 50 &5, 20
21 155 48 &3 18
22 151 a7 61 17
23 153 435 87 27
24 153 49 53 12
235 153 a7 &7 20
26 155 a9 57 16
27 159 47 73 24
28 155 49 53 13
29 159 48 53 14
30 157 49 63 19

No.: Numero de la muestra.

NGMA: Nivel de gris medic antes.
NGMD: Nivel de gris medio despu
DENG: Desviacién estdndar del NGH.
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APENDICE: RESULTADOS DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

GRUPO II.
ANTES DESPUES

Na. NGMA DENG NGMD DENG
1 49 1

2 155 47 &3 19
3 153 48 37 18
4 149 45 49 15
S 157 49 335 16
& 1535 48 61 18
7 153 48 &7 21
8 147 47 53 14
9 151 46 39 18
10 149 46 a5 11
11 153 48 77 25
12 1351 48 41 18
13 151 47 39 i8
14 133 49 33 15
15 155 46 49 14
16 149 46 41 18
17 157 48 S7 15
18 155 48 47 12
19 145 846 95 15
20 151 47 43 19
21 153 47 55 16
22 151 47 43 19
23 153 48 37 17
24 147 45 a5 11
23 151 47 41 19
26 143 45 45 11
27 151 47 37 18
26 153 49 47 12
29 131 40 57 17
30 153 47 57 16

No.s Namerc de la muestra.

NGMA: Nivel de gris medio antes.
NGMD: Nivel de gris medic desp
DENG: Dasviacion estindar del NGH.
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APENDICE) RESULTADOS DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

GRUPO IIX.
ANTES DESPUES
No. NGMA DENG NGMD DENG
1 155 47 111 34
2 151 A6 105 32
3 150 a7 101 32
4 157 48 101 32
S 155 a7 95 29
& 149 45 101 32
7 159 48 9% 30
a8 149 46 95 28
L4 153 48 105 34
10 149 as 93 29
11 151 a6 7 30
12 151 a4 99 29
13 153 a8 99 31
14 153 S0 103 31
15 147 AS 105 33
16 149 47 97 28
17 151 47 a9 27
Y- 153 45 89 27
19 155 48 111 33
20 153 49 9S 28
21 147 44 101 32
22 153 48 105 31
23 131 39 7 30
24 145 45 77 24
25 153 48 93 29
24 147 86 105 34
27 153 48 107 33
28 151 a7 101 33
29 151 48 99 30
30 185 48 109 335

No.1 Namero de la muestra.

NGMA: Nivel de gris io antes.
NGMD3 Nivel de gris medio despues,
DENG: Desviacion estandar del NGM.
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APENDICE1l: RESULTADOS DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

GRUPQ 1IV.
ANTES DESPUES
No. NGMA DENG NGMD DENG
1 151 49 8% 25
2 151 46 95 28
3 147 as 95 31
4 149 47 95 30
5 151 48 97 33
6 151 ab 93 29
7 154 47 a7 27
) 147 45 73 23
9 153 a7 89 30
10 149 a5 87 27
1 149 a6 77 23
12 155 47 71 20
13 145 4s 107 3%
14 153 47 99 34
15 151 a8 107 34
16 149 46 73 2%
17 149 a7 75 22
18 149 a5 93 26
19 149 48 as 24
20 153 45 77 24
21 149 as 101 30
22 151 as 77 23
23 147 47 a7 26
24 151 47 103 34
25 147 a7 a9 31
26 153 47 91 29
27 147 45 93 28
28 153 48 93 29
29 147 ab a3 25
30 143 42 75 23

No.31 Nimero de la muasstra.

NGMA: Nivel de gris medio antes.
NGMD: Nivel de gris medio después,
DENG: Demsviacién estAndar del NGM.
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APENDICE: RESULTADOS DEL PROCESAMIENTO DIGITAL DE IMAGENES.

GRUPO: V.
ANTES DESPUES
Na. NGMA DENG NGMD DENG
1 141 44 139 44
2 139 41 137 40
3 149 A7 147 47
4 143 45 141 43
] 149 A7 147 4b4
& 147 47 145 47
7 139 44 135 44
:) 143 45 143 44
9 149 47 147 43
10 145 44 141 43
11 149 47 147 47
12 1335 41 133 41
13 147 45 147 a4
14 149 47 147 47
15 145 46 1435 44
16 147 47 143 44
17 145 a4 141 43
18 141 44 141 44
19 147 46 147 44
20 151 4b 149 45
21 145 A5 145 45
22 145 47 143 46
23 149 46 145 45
24 145 45 143 43
25 145 44 141 44
26 145 46 143 45
27 143 43 145 4%
28 147 46 147 44
29 147 45 145 45
30 1S3 48 151 47

No.3 Namero de la muestra.

NGMA: Nivel de gris medio antes.
NGMD: Nivel de gris medio después.
DENG: Desviacién estandar del NGM.
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