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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el potencial del polietilentereftalato (PET) como una fuente de
fibra en dietas para rumiantes, se adicion6 10 y 20 % de PET (en base a materia seca)
en dietas para borregos en engorda. Se usaron 15 borregos machos criollos con un
peso vivo promedio inicial de 23 kg. El experimento tuvo una duraciéon de 60 d y se
dividio en periodos de 15 d. Los tratamientos (T) consistieron en la inclusion de tres
niveles de PET en la dieta; T1=0 %, T2 = 10% y T3 = 20% de PET. Todas las dietas
fueron formulada para cubrir lo requerimientos nutritivos de ovinos con una ganancia de
peso vivo superior a 200 g por dia. Las variables estimadas fueron ganancia diaria de
peso (GDP), consumo de materia seca (CMS), eficiencia alimenticia (EE), pH ruminal,
concentracion de acidos grasos volatiles (AGV), amoniaco, bacterias totales y bacterias
celuloliticas. Para el andlisis de los datos se utilizé un disefio completamente al azar con
tres tratamientos y cinco repeticiones. No hubo diferencias significativas (P>0.05) en
GDP, CMS ni en la concentracion de bacterias totales y celuloliticas. El pH ruminal fue
mayor en los T2 y T3 en el tercer periodo (P<0.05) comparado con el que se determino
en el tratamiento testigo. Tampoco se determiné una diferencia significativa en la
concentracion de AGV y amoniaco entre tratamientos. Se concluye que es posible
alimentar ovinos en crecimiento con dietas que contienen 20 % de PET como fuente de
fibra en sustitucién de rastrojo de maiz, sin que se afecte negativamente la eficiencia
productiva de los animales o variables microbiologicas y fermentativas del rumen.
También se evalu6 la capacidad para degradar la MS de dietas que contienen 0, 10 y
20% de polietilentereftalato (PET), entre un cultivo mixto de bacterias ruminales aisladas
(BA) contra las presentes en liquido ruminal fresco (LRF). El estudio se realiz6 in vitro
mediante técnicas anaerobias. El in6culo de BA se aislé a partir de liquido ruminal de
cinco borregos con un peso vivo (PV) de 38 kg, alimentados durante 60 d con una dieta
que contenia 20% de PET; mientras que el in6culo de LRF se obtuvo de ovinos
alimentados con una dieta comercial libre de PET. Los tratamientos evaluados fueron se
(T): T1 = dieta con 0% de PET + BA; T2 = dieta con 0 % PET + LRF; T3 = dieta con 10
% PET + BA; T4 = T3 +LRF; T5 = dieta con 20 % PET + BA; T6 = T5 + LRF. Los datos
obtenidos se analizaron estadisticamente en un disefio completamente al azar con
mediciones repetidas. A las 24 h de incubacién las bacterias aisladas (BA) presentaron
una mayor (P<0.05) degradacién de la MS que las bacterias del LRF, en la dieta que
contenia 10 % de PET (26.38 vs 8.72 %, respectivamente), y 20 % de PET (29.69 vs
18.79 %, respectivamente). A las 48h de incubaci6on, se mantuvo una mayor
degradacién de MS por parte de las BA con respecto a las bacterias del LRF, de la
dietas que contenian 10 % de PET (57.11 vs 8.51.99 %, respectivamente), pero en la
dieta que contenia 20 % de PET la degradacion de MS fue mayor cuando se utilizo
LRF como in6culo (58.3 vs 48.77; LRF vs BA, respectivamente). A las 72 h de
incubacién, solamente se determinaron diferencias significativas (P<0.05) en la dieta
con 10 % de PET, en donde las BA mostraron una mayor de gradacion de la MS que las
bacterias del LRF (67.55 vs 55.34 %). Se concluye que las bacterias aisladas de
animales alimentados con 20 % de PET en la dieta, tienen una mayor capacidad para
degradar dietas que contienen 10 % de PET.

Palabras claves: PET, polietilentereftalato, bacterias ruminales, degradacion de PET



SUMMARY
With the objective to find up the potential of polyethylene-terephthalate (PET) as
a fiber source for ruminants, it was added 10 and 20 % PET (dry matter basis) in
diets for growing lambs. Fifteen crossbreeding male lambs with an initial average
body weight of 23 kg were used. The experiment took place for 60 d and it was
dived in 15 d periods. Treatments (T) consist of diets with addition three levels of
PET. T1=0%, T2 =10% and T3 = 20 % PET (dry matter bases). All diets were
formulated to meet nutritive requirements for growing lambs with an expected
daily weight gain exceeding 200 g. The variables measured were daily weight
gain (DWG), dry matter intake (DMI), feed efficiency (FE), ruminal pH, and
concentration of volatile fatty acids (VFA), ammonia, and total and cellulolytic
bacteria. Data from the animal performance experiment were statistically
analyzed in a completely randomized design with three treatments and five
replications. No significant differences (P>0.05) were observed in DWG and DMI,
neither on total and cellulolytic bacteria concentration. Ruminal pH was only
higher (P<0.05) in third period forT2 and T3 with respect to the control treatment.
The VFA and ammonia concentration was similar among treatments. It is
concluded that it is possible to feed growing lambs with diets containing 20 % of
PET as a fiber source in replacement of corn stover, without a negative effect on
animal performance or fermentative and microbiological rumen variables. Also it
was compared the capacity of DM degradation of diets containing 0, 10 and 20 %
polyethylenterephtalate (PET) between a mix culture of rumen bacteria isolated
(AB) and bacteria present in fresh rumen liquid (FRL). The study was performed
in vitro by means of anaerobic techniques. The (AB) inoculum was isolated from
the rumen liquid of five lambs with an average body weight of 38 kg, feeding a
diet containing 20 % PET for 60 d; while, the FRL inoculum was obtained from
lambs feeding a PET-free diet. Treatments (T) evaluated were: T1 = 0 % PET
diet + AB, T2 = 0 % PET diet + FRL, T3 = 10 % PET diet + AB, T4 = 10 % PET
diet + FRL, T5 = 20 % PET diet + AB, T6 = 20 % PET diet + FRL. At 24 h of
incubation, the AB showed an higher (P<0.05) DM degradation than bacteria on
FRL on the diet containing 10 % PET (26.38 vs 8.72 %, respectively), and 20 %
PET (26.69 vs 18.79 %, respectively). After 48 h of incubation the higher DM
degradation was maintained by AB with respect to bacteria present FRL in diet
containing 10 % PET (57.11 vs 51.99 %, respectively), but in the diet containing
20 % PET, DM degradation was higher with the FRL than with AB inoculum (58.3
vs 48.77 %, respectively). At 72 h of incubation a significant differences (P<0.05)
was only observed with the diet containing 10 % PET, where the AB inoculum
showed better DM degradation than FRL inoculum (67.55 vs 55.34 %). It is
concluded that the aisolated bacteria from lambs fed a diet containing 20 % PET,
have a better capacity to degrade the DM content of diets
containing 10 % PET.
Key Words: PET, polyethylenterephthalate, rumen bacteria, PET degradation
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INTRODUCCION

La produccion de acido tereftalico, un compuesto aromaticos sintético, es
alta y aumenta constantemente porque se usa para la sintesis de
polietilentereftalato (PET), utilizado en la produccién de envases de plastico para
refrescos (Warikoo et al., 1996; Wu et al., 2001). Hay dos tipos de PET, uno
transparente y amorfo (A-PET) y otro blanquecino y cristalino (C-PET), y
contiene 64 % de petréleo, 23 % de derivados liquidos de gas natural y 13 % de
aire (Kleerebezem et al., 1999a).

Los envases de PET se pueden reciclar y su acumulacion es un problema
serio de contaminacion ambiental; La degradacion del &cido tereftalico y sus
correspondientes ésteres se realiza mediante procesos microbiol4gicos.

Existen sistemas de tratamiento aerobio de aguas residuales contaminadas con
acido tereftalico; asi como sistemas anaerobios, los cuales pueden ser una
mejor opcidon debido al menor requerimiento de energia y nutrientes
(Kleerebezem et al., 1999b). En forma similar a la degradacién andxica de
compuestos aromaticos naturales (lignina); la degradacién de acido tereftalico,
se basa en su transformacion inicial a benzoato y en la interaccién con bacterias
metanogénicas para la conversion del benzoato en acetato, CO, y metano
(Kleerebezem et al., 1999b). La similitud se debe a que en ausencia de oxigeno
las bacterias inician la degradacion de compuestos aromaticos ya sean naturales
(lignina) o artificiales (PET) mediante su transformacion a benzoato (en forma de
benzoil-CoA). El &cido tereftalico (1,4- acido benzenodicarboxilico), y sus

isomeros son componentes mayormente utilizados en la produccion de fibras de
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poliéster, membranas, adhesivos y envases de plastico (Franck y Stadelhofer,
1988). Las aguas residuales que contienen isomeros de &cido tereftalico son
tratadas mediante sistemas biol6gicos aerobios, sin embargo; los procesos
mediante tratamiento anaerdbicos pueden ser una mejor alternativa porque
requieren menor energia y nutrientes que los procesos aerébicos tradicionales,
son una atractiva alternativa (Lettinga, 1995).

En consecuencia, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
adicionar 10 y 20 % de polietilentereftalato (PET) como fuente de fibra en dietas
para borregos en engorda, en variables productivas, fermentativas y

microbiolégicas.
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REVISION DE LITERATURA

Generalidades de los plasticos

Los polimeros, moléculas que se forman por la repeticion (poli) de
unidades idénticas (meros), pueden ser de origen natural, como la celulosa, la
cera y el caucho natural (hule), o sintéticas, como el polietileno y el nylon (Lstrok
et al., 2001). El término plastico se aplica a sustancias con distintas estructuras y
naturaleza que carecen de un punto fijo de ebullicion y poseen, durante un
intervalo de temperaturas, propiedades de elasticidad y flexibilidad que permiten
moldearlas y adaptarlas a diferentes formas. Sin embargo, en sentido estricto,
este término denota materiales sintéticos obtenidos mediante polimerizacién o
multiplicacion artificial de los atomos de carbono en las largas cadenas
moleculares de compuestos organicos derivados del petrdleo y otras sustancias
naturales (Espi et al., 2006). Los plasticos son los materiales poliméricos
organicos (compuestos por moléculas organicas gigantes) que pueden
deformarse hasta una forma deseada por medio de extrusién, moldeo o hilado

(Pelaez, 2001).

Propiedades y caracteristicas de los plasticos

Los plasticos se caracterizan por una relacion resistencia/densidad alta,
una propiedad excelente para el aislamiento térmico y eléctrico, y una buena
resistencia a los acidos, alcalis y disolventes. Las moléculas que forman un

plastico pueden organizarse de forma lineal, ramificada o compuesta; las
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estructuras lineales y ramificadas son termoplasticas (se ablandan con el calor),
mientras que las compuestas son termoendurecibles (se endurecen con el calor)

(Espi et al., 2006).

Produccién de los plasticos

La mayoria de los plasticos se fabricaban con resinas de origen
vegetal, como la celulosa (del algoddn), el furfural (de la cascara de la avena),
aceites (de semillas) y derivados del almidon o el carbon. Aungue el nylon 11
se fabrica con semillas de recino, la mayoria de los plasticos se elaboran con
derivados del petroleo. Las existencias mundiales de petréleo tienen un limite,
por lo cual se investigan otras fuentes de materias primas y procesos
tecnologicos, como la gasificacion del carbon (Sudesh et al., 2000; Peléez,
2001). La fabricacion de los plasticos y implica cuatro pasos basicos: obtener
las materias primas, sintesis del polimero basico, composicién del polimero
como un producto utilizable industrialmente y moldeo o deformacion del

plastico a su forma definitiva.

Composicion y estructura quimica del polietilenterftalato (PET)

Hay dos tipos de PET, un polimero fabricado a partir de etileno, glicoles y
tereftalato, uno transparente y amorfo (A-PET) y otro blanquecino y cristalino (C-
PET); el PET esta compuesto 64 % de petréleo, 23 % de derivados liquidos de

gas natural y 13% de aire (Kleerebezem et al., 1999a). A partir del petréleo crudo
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se extrae el paraxileno y se oxida con el aire para dar acido tereftalico y el PET

se hace combinando el acido tereftalico y etilenglicol (Figura 1).

ESQUEMATIZADO DEL PROCESO RESINA PET
QUIMICA DEL PROCESO
A PARA XILENO = =
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r_jrr.\| ) N T -
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Figura 1. Esquema y quimica del proceso para la obtencion del PET

Principales usos y problemas de contaminacién ambiental del

polietilentereftalato (PET)

El PET es el poliéster mas utilizado en la industria textil y de envases
plasticos, en el afio 2000 se produjeron 30 millones t incluyendo empaques y
entre las fibras sintéticas, el PET tiene mayor produccion que
polibutilentereftalato y politrimetiltereftalato (Ultun y Ulcay, 2004). La industria de
los termoplasticos en México tiene una participacion importante en los envaces y

el embalaje; en el afio 2000 se usaron 3,204 t de plastico, de las cuales 413 mil t
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fueron para la produccion de PET. Los envases de PET son ligeros,
transparentes y resistentes a impactos, no alteran las propiedades de su
contenido y no son toxicos; por ello el PET ha desplazado a otros materiales y
tiene una demanda creciente.

En 1993 se produjeron 14,4 millones t de acido tereftélico (ATF) purificado
(1,4-acido bencenodicarboxilico) y dimetil tereftalato (DTF) los dos monémeros
principales utilizados en la fabricacion de fibras de poliéster, resinas y peliculas
plasticas (Fajardo et al., 1997). La produccién de ATF purificado se hace en dos
etapas: primero el ATF crudo se produce por oxidacion acuosa de p-xilano (1,4-
dimetil benceno) con aire usando acido acético como solvente, y en la segunda
etapa el ATF crudo es hidrogenado.

Durante el proceso se generan aguas residuales que contienen altas
concentraciones de contaminantes organicos (Kleerebezem et al., 1999b). El
ATF purificado también se puede considerar un producto de desecho y se
genera en la fabricacion de envases de PET usados para embotellar de bebidas
carbonatadas. Los principales componentes de las aguas residuales producidas
durante este proceso son ATF, acido acético, acido benzoico, y acido para-
toltico (acido 4-metilbenzoico), en forma decreciente a su concentracion

(Shigematsu et al., 2003; Kleerebezem et al., 1999c).

Degradacién del acido tereftalico

La biodegradabilidad de algunos compuestos se ha demostrado desde los

estudios realizados por Buswell y Hatfield (1938; citado por Zeicus, 1980). La
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principal ruta conocida inicia con la transformacion de fenoles a benzoato (via
4—hidroxi-benzoato, 4-hidroxibenzoil-CoA, seguido de reduccién del anillo
benzoico en lugar de una rotura oxidativa del anillo (en anaerobidsis el oxigeno
no puede intervenir en la oxidacion de los compuestos aromaticos), rotura del
anillo, dando origen a un acido graso de cadena lineal o un acido dicarboxilico y
transformacion de los acidos intermediarios en acetil CoA, (que se puede utilizar
tanto para procesos anabdlicos y transformacion de energia) (Figura 2). La
caracteristica bioquimica del catabolismo anaerobio de diversos compuestos
aromaticos es que incluye un paso comun de reduccion. En cultivos mixtos
anaerobios los productos finales de la degradacion de los fenoles (formato, Ho,
acetato y COp), se utilizan como fuente de energia para bacterias
metanogénicas (Methanosaeta y Methanospirilum) y transformados a CH,4, CO;
y H>O; en cultivos mixtos con de bacterias desnitrificantes, los acidos alifaticos
se catabolizan a N2, CO, y H,O (Kleerebezem et al., 1999a; Zeicus, 1980).
Microbiolégicamente, se ha demostrado que la mayoria de los compuestos
aromaticos son biodegradables en ambientes anaerdbicos; por lo que existe un
gran interés cientifico y tecnolégico con relacion al desarrollo de tratamientos
bacteriol6gicos de aguas residuales que contienen ATF, compuestos fendlicos y
acidos aromaticos (Kleerebezem et al., 1999a).

Microbioloégicamente la mayoria de los compuestos aromaticos se
degradan biologicamente en ambientes anaerobios, por lo que es importante el
desarrollo de tratamientos bacterioldégicos de aguas residuales que contienen

ATF, compuestos fendlicos y acidos aromaticos (Kleerebezem et al., 1999a). El
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agua residual con ATF y sus isbmeros se trata usando sistemas microbiolégicos
aerobios; sin embargo, el tratamiento anaerdbico representa una mejor
alternativa ya que requiere menos energia y nutrientes. Con reactores tipo UASB
(siglas en inglés de reactor anaerobio de lecho de lodos con flujo ascendente) se
han tratado con éxito aguas residuales que contienen ATF. Mediante este
sistema las poblaciones microbianas forman agregados de granulos o micro-
ecosistemas individuales; cada micro-ecosistema esta compuesto por bacterias
acetogénicas (Methanosaeta) y metanogénicas (Mhethanobrevibacter vy
Methanobacterium). Las bacterias acetogénicas degradan compuestos
organicos complejos a una mezcla de acetato, hidrégeno y formato, mientras
que las bacterias metanogénicas mineralizan continuamente los productos
intermedios a metano y diéxido de carbono. Estas poblaciones interactian
sintropicamente, por que la transformacion fermentativa de tereftalato a acetato
es energéticamente desfavorable (AG o >0):

tereftalato® + 8H,0 — acetato™ + 3H" + 2HCO; + 3H, (AG'o = +38.9 kJ
mol™);

y requieren de la metanogénesis, como una ruta de acoplamiento para
continuar la reaccion:

HCO’; + 4H, + H* — CH4 + 3H,0 (AG'() = -135.6 kJ mol'l) o0 Acetato” +

H,O — HCO'3 + CH4 (AG o = -31.0 kJ mol™).

Mediante técnicas moleculares y analisis de secuencia de ADN; 16S, Wu
et al. (2001) identificaron en reactores UASB un grupo de bacterias denominado

O-Proteobacteria, responsable de la degradacion de tereftalato a acetato e
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hidrogeno. Estas bacterias tienen una estrecha asociacion con diferentes
poblaciones de bacterias metanogénicas y se han identificado los géneros:
Methanosaeta, Methanospirillum y Methanobacteriaceae que convierten acetato,

hidrogeno y diéxido de carbono a metano (Wu et al., 2001).
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Figura 2. Degradacion anaerobia del acido tereftalico
Bacterias aerobias que degradan acido tereftalico

Durante la produccion de poliéster (tratamiento caustico) hay
calentamiento y utilizacion de hidroxido de sodio y debido a la hidrodlisis en
condiciones alcalinas el agua residual contiene mondmeros de poliéster de acido
tereftalico y etilen glicol (Kimura e Ito, 2001). Para estudiar la degradacion de
tereftalato disoédico (TD), se aislaron cuatro cepas de bacterias aerdbicas del
suelo mediante cultivos selectivos con 4.2 g (20 mM) TD L™ agua destilada,

como unica fuente de carbono para proporcionar energia (pH de 10) (Sugimori et
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al., 2000). Luego se seleccioné la especie Dietzia, cepa GS-1 alcalifilica,
identificada mediante analisis genético del ARN,;, como Dietzia sp., la cual tuvo
una fase lag de 50 h antes de iniciar el crecimiento, la fase exponencial durd 72
hy la fase de estabilizaciébn se completd en 68 h. Este crecimiento fue muy lento
comparado con el de otras especies de microorganismos que degradan
tereftalato. A las 168 h la degradaciéon fue 96.5 % (19.3 mM) de TD de una
concentracion inicial de 20 mM. La mayor degradacion ocurrié entre 72y 100 h 'y
la velocidad maxima de degradacién fue de 0.46 mM h™* | pero no hubo cambio
en el pH del medio durante el crecimiento. Por tanto, se observd que Dietzia sp.
cepa GS-1 alcalifilica, puede utilizarse para la degradacién biol6gica de
tereftalato disédico, el principal desecho quimico producido en la fabricacion de
textiles de poliéster (Sugimori et al., 2000).

Se han observado respuestas positivas para degradar acido tereftalico en
condiciones aerobias con bacterias del género Bacillus aisladas del suelo. La
bacteria aislada en un medio selectivo con acido tereftalico como Unica fuente de
carbono fue Bacillus sp (Karegoudar y Pujar, 1985); la cual crecié bien en un
medio con sal mineral y 0.2 % de tereftalato como Unica fuente de energia. El
crecimiento maximo fue entre 16 a 18 h.

Aunque no hay una ruta bien identificada para la degradacion de
tereftalato, el primer paso seria la transformacién a dihidrodiol tereftalato; se
desconoce la formacion de otros compuestos intermediarios que probablemente
son metabolizados inmediatamente después de su produccion. El producto final,

después de de la formar de dihidrodiol tereftalato es protocatechuate
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(Karegoudar y Pujar, 1985). Los microorganismos que degradan tereftalato,
producen protocatechuate (PC), y la enzima clave es la 1,2-dioxigenasa
(Shigematsu et al., 2003).

En la degradacion de los isémeros dicarboxilato de benceno, ftalato,
isoftalato, y TER la oxigenasa mejor conocida es la dioxigenasa ftalato. La
bacteria Comamonas testosteroni T-2 usa el compuesto xenobidtico p-
toluenosulfonato y el producto p-tolGato via un sistema de trasporte especifico y
tres reacciones iniciales comunes para transformarlos a p-sulfobenzoato (PSB) y
TER. La ruta bioquimica se divide por pasos incluyendo la dioxigenacion antes
de transformar el anillo del intermediario comun PC; la reaccion catalizada por el
sistema dioxigenasa-TER es tipica del metabolismo bacteriano de compuestos

aromaticos naturales, como el TER y el p-tolGato (Schlafli et al., 1994).

Principales bacterias anaerobias que degradan acido tereftalico

En condiciones de anaerobiosis algunos microorganismos degradan
tereftalato: la bacteria Gram (+) Nocardia sp. cepa DSM 43251 vy
microorganismos de los géneros Proteobacteria, Bordetella (cepa K1),
Pseudomonas (cepa C4S) y Comamonas testosteroni (cepa T-2 y YZW-D)
(Shigematsu et al., 2003); ademas, o-Proteobacteria (Wu et al., 2001) y el
subcluster Ih del grupo Desulfotomaculum lineage | (Qiu et al., 2004). El
complemento metanogénico sintrépico incluye a la especie Methanosaeta concilli

y miembros de los géneros Methanospirillum y Methanobacteriaceae; entonces,
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la degradacion del tereftalato es un proceso de dos pasos que finaliza con la
metanogénesis (Chen et al., 2004).

Shigematsu et al. (2003) aislaron una bacteria nueva (T7') de lodos
activados de una planta de tratamiento de aguas residuales domésticas; para
obtener energia en condiciones aerObicas esta cepa utiliza tereftalato y los
siguientes compuestos: acetamida, B-alanina, citrato, D-fructuosa, glicerol,
isobutirato, isoptalato, D(-)-manitol, maleato, malonato, fenilacetato, propionato,
protocatechuate, tereftalato, D-triptofano y L-triptofano. Mediante analisis
filogenéticos y la secuencia genética del ARN, 16S, la cepa fue ubicada dentro
del género Delftia. Dado que no se habian identificado especies que pueden
degradar tereftalato, se propuso el nombre Delftia tsuruhatensis sp. nov. para

esta nueva bacteria (cepa T7" ) (Shigematsu et al., 2003).

Degradacién de acido tereftalico en fase mesofilica

Concentraciones altas de &cido acético inhiben la degradacion de acido
benzoico y p-tollico. La transformacion de ATF a metano se ve afectada
negativamente por la presencia de hidrégeno, acido acético y benzoico. Aunque
se ha reportado que a cierta concentracién del acido benzoico (7 g L™) y &cido
ftalico (4 g L") no presenta toxicidad para los microorganismos metanogénicos
acetoclastios. Sin embargo concentraciones de 0.5 a 5 g L™ de ATF presentan
efectos toxicos en las bacterias. Fajardo et al. (1997) encontraron en lodos
provenientes de aguas residuales, que la tasa de degradacién de tereftalato

disodio y benzoato de sodio fue de 17 y 87 mg g™ VSS d*, y que la degradacion
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de ATF fue inhibida parcialmente con la presencia de benzoato y totalmente con
la inclusién de glucosa. Los mismos autores reportan que en presencia de &cido
benzdico, la degradacion de ATF ocurre una vez terminada la degradacion del
primero; mientras que en presencia de glucosa, la degradacion de ATF no se
reestablece una vez metabolizado el acido benzoico, estos resultados indican
que la degradacion de ATF involucra un proceso bioquimico muy sensible a las
condiciones del medio ambiente. Los acidos benzdico, acético y férmico
encontrados en aguas residuales provenientes de la fabricacion de fibras de
poliéster, son metabolizados hasta metano sin problema durante el tratamiento
anaerobico debido a que la metanogénesis no es inhibida por la presencia de los
acidos 4-carboxilbenzaldehido, ATF, y p-toltico. Por lo anterior, considerando
que ha sido dificil obtener la degradacién de ATF en presencia de glucosa,
acetato y p-toluato, se recomienda el uso de un reactor de dos fases: en la
primera fase, se eliminan los compuestos que inhiben la degradacion del ATF y
p-toliico (benzoato, acetato, glucosa), en la segunda fase se inicia la
degradacion de los compuestos aromaticos (tereftalato y p-tolGato).

Kleerebezem et al. (1999a) encontraron que la degradacién de tereftalato
se realiza en un rango de pH de 6.1 a 7.1; con un pH inicial de 5.6, existe una
acumulacion de acetato y no se observa crecimiento microbiano, mientras que
con valores de pH mayores a 5.6 no hay acumulacion de acetato, lo cual indica
una fuerte dependencia del pH en el proceso de remocion rapida de acetato,
obteniéndose un mejor resultado a pH de 7.1. Para lograr una tasa de

degradacion alta (>40 mmol L™ d) de tereftalato por la biomasa microbiana en
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los biorreactores se debe de: tener un tiempo de retension de sélidos alto,
temperatura cercana al valor éptimo de 37 °C, valores de pH entre 6.1y 7.1, con
preferencia por un pH de 7, y una concentracion baja de acetato y benzoato (1 a
3 mM).

Kleerebezem et al. (1999a) estudiaron el papel del benzoato y acetato en
la degradacion de tereftalato usando un cultivo mixto de bacterias proveniente de
la fase granular de un reactor utilizado para degradar tereftalato, el cultivo
degradé benzoato sin presentar fase lag; cuando el cultivo bacteriano fue
incubado con una mezcla de tereftalato y benzoato, se observé una conversién
secuencial de ambos sustratos, siendo preferido el benzoato sobre el tereftalato.
Los microorganismos que realizan la degradacion de benzoato y tereftalato
presentan un crecimiento de tipo diauxico. En el cual, al principio la capacidad
para degradar tereftalato es minima y el cultivo microbiano prefiere como
sustrato al benzoato, la nula o minima degradacién de tereftalato es mas
pronunciada cuando hay concentraciones mayores de benzoato al inicio del
proceso y menor concentraciéon de biomasa bacteriana. Una vez terminado el
benzoato inicia la degradacion del tereftalato, aunque la tasa de conversion del
benzoato, es significativamente mas bajas que las obtenidas cuando se usa sélo
tereftalato como fuente de carbono y energia. Un efecto similar se observo
cultivos bacterianos incubados con una mezcla de acetato y tereftalato. La
pérdida de la capacidad de degradacion es caracteristica solo para tereftalato,
ya que esta inhibicidon no fue observada cuando el cultivo fue incubado con una

mezcla de benzoato y acetato. La degradacion de tereftalato es energéticamente
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més favorable que la degradacion de benzoato (AG = -20 kJ mol™), por lo que
no existe una explicacion al hecho que los microorganismos prefieran al
benzoato como sustrato.

Una explicacion es que los pasos para la degradacion de benzoato y
tereftalato comienzan con la transformacion a benzoil coenzima A (benzoil-CoA),
un intermediario central en la degradacion de compuestos arométicos. Las
diferencias cinéticas entre el nUmero de pasos requeridos para la formacion de
benzoil-CoA, determina la preferencia por la degradacion de benzoato sobre
tereftalato (Kleerebezem et al., 1999b).

Otra posible explicaciéon es que la tasa de absorcion de sustrato a través
de la membrana microbiana puede limitar la tasa de de formacion de benzoil-
CoA. Puesto que el valor para pK, del tereftalato (pK,=3.5) es mas bajo que para
benzoato (pK,=4.2), el flujo de tereftalato a través de la membrana
citoplasmatica serd menor comparado con benzoato. En presencia de ambos
(benzoato y tereftalato) resulta en concentraciones mayores de benzoil-CoA a
partir de benzoato comparado con tereftalato y, consecuentemente la conversién
de benzoato procedera mas rapido (Kleerebezem et al., 1999b).

Las investigaciones mas recientes estan dirigidas al tratamiento de los
isbmeros de ftalato (ortho-, meta-, y para-benceno acido dicarboxilico) mediante
procesos anaerobicos. Los isomeros de ftalato son compuestos antropogénicos
producidos en cantidades grandes durante el proceso de fabricacion de resinas
de poliéster, envases de plastico, fibras de poliéster y otros productos derivados

del petréleo, los cuales son vertidos aguas residuales por la industria. Los
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principales problemas que se tienen para la remocion de los isdmeros de ftalato
presente en aguas residuales esta el requerimiento de periodos largos de
arranque (fase lag) y que el proceso a veces se interrumpe antes de que termine
el tratamiento. La fase lag va de uno a tres meses en reactores operados por
lotes, hasta mas de un afio en reactores de escala completa. Este fenébmeno ha
sido atribuido al tiempo que requieren las poblaciones microbianas para
estabilizase e iniciar la degradacién de los isomeros del ftalato en presencia de
bacterias metanogénicas, por tanto, las investigaciones se han enfocado hacia
estudios que permitan disminuir la fase lag de las poblaciones microbianas que
degradan isémeros de ftalato (Qiu et al., 2004).

En condiciones metanogénicas, la degradacion de ftalato es llevada a
cabo por una asociacién sintrépica formada por al menos tres grupos de
microorganismos anaerobios: (i) degradadores de ftalato productores de
hidrégeno, diéxido de carbono y formato, (ii) metanogénicos hidrogenotroéficos,
los cuales capturan hidrégeno, y (i) metanogénicos acetoclasticos, que
consumen acetato. La reaccion llevada a cabo por las bacterias degradadoras
de ftalato es desfavorable energéticamente en condiciones normales; la
presencia de los ultimos dos grupos microbianos son considerados esenciales
para que la totalidad de la reaccion sea energéticamente posible. Debido a estas
caracteristicas el aislamiento de bacterias sintropicas degradadoras de ftalato es
dificil y solamente algunas especies de estos grupos microbianos se han aislado
e identificado exitosamente. Se han reportado pocos cultivos que degradan

isbmeros de ftalato, en condiciones metanogénicas (Qiu et al., 2004). Asi,
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Kleerebezem et al. (1999a) reportaron tres consorcios metanogeénicos que
degradan ortho-ftalato, isoftalato, o tereftalato. Los cultivos mixtos de bacterias
fueron aislados en un periodo de un afio y presentaron capacidad para degradar
ortho-ftalato, isoftalato y tereftalato. Para la obtencion de los cultivos mixtos con
degradacion alta de sustrato, se adicionaron 6 a 12 mM de isGmeros de
tereftalato y se realizaron transferencias a un medio fresco cuando se alcanz6
una degradacién de 1 mM d*. A los tres cultivos mixtos se les adicion6
isdbmeros de tereftalato; sin embargo, los microorganismos que crecieron en los
medios selectivos no fueron capaces de degradar isomeros de ftalato diferentes
al que se us6 para aislarlos. Por tanto es probable que exista un grupo
especifico de bacterias capaz de degradar solo un tipo de isbmero. Los tres
cultivos mixtos degradaron benzoato sin fase lag a tasas comparables con las de
la degradacion de los isomeros de tereftalato. Se produjeron cantidades
pequefias de acetato e hidrégeno (1 a 4 mM) durante la fase de crecimiento
exponencial, lo cual indic6 una relacibn estrecha entre las bacterias
fermentativas y metanogénicas. Cuando se utilizd6 ortho-ftalato como sustrato
hubo poca acumulacion intermedia de benzoato (1 a 3 uM), lo que no ocurrié al
utilizar los otros isémeros. Mediante observacion microscépica fueron
identificadas bacterias del género Methanosaeta en los tres cultivos mixtos,
mientras que en el cultivo mixto con el isbmero ortho-ftalato fueron identificados
otros microorganismos diferentes a este género; a las cuales fue atribuida la
capacidad de degradar este isdmero. Por lo anterior, los microorganismos que

transforman lo isomeros de tereftalato a acetato e hidrogeno dependen
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estrictamente de la presencia de bacterias metanogénicas para mantener
concentraciones lo suficientemente bajas de acetato e hidrégeno en el medio.
De la misma forma los microorganismos metanogénicos dependen de las
bacterias fermentadoras de los isomeros de tereftalato para cubrir sus
requerimientos (CO,, acetato e hidrégeno). Debido a esta dependencia mutua,
los cultivos mixtos pueden ser designados como cultivos sintrépicos. La ruta de
degradacion es la que en el primer paso ocurre una descarboxilacion de los
isbmeros a benzoato, por el hecho de que los tres cultivos mixtos fueron
capaces de degradar benzoato sin presentar fase lag y que hubo una
acumulacion de cantidades pequefias de benzoato cuando fue aplicado un
inhibidor de la metanogénesis en los cultivos mixtos.

Qui et al. (2004) identificaron y aislaron poblaciones bacterianas
responsables de la mineralizacién de los isémeros de ftalato en condiciones
metanogénicas. Las bacterias predominantes fueron Desulfotomaculum linea |I.
Los intentos realizados para aislar estos microorganismos condujeron al
aislamiento de una bacteria degradadora de tereftalato denominada como JT,
qgue al estar en cocultivo con Metanospirillum hungatei convirtié tereftalato a
acetato y metano después de tres meses de incubacién, mientras que la cepa
JT, no pudo degradar tereftalato en cultivo puro. Durante la degradacion de
tereftalato hubo acumulacion temporal de benzoato como compuesto
intermediario, indicativo de la descarboxilacion de tereftalato a benzoato como

paso inicial de la degradacion de este compuesto.
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Degradacion de &cido tereftalico en fase termofilica

La degradacion del acido tereftalico se lleva a cabo mediante procesos
mesofilicos (35 a 37 °C) anaerdbicos; no obstante, el tratamiento termofilico
anaerobio puede ser una buena alternativa, ya que las aguas residuales
contaminadas con tereftalato se generan a una temperatura de 54 a 60 °C, la
cual es 6ptima para el desarrollo de un consorcio metanogénico — termofilico; se
ha reportado que tal consorcio tiene tasas de remocion organica mucho mas
altas que el consorcio mesofilico. Asi, el volumen del reactor anaerobio
requerido para tratar cierto tipo de aguas residuales, puede ser
significativamente de menor tamafio comparado con otro operando a una
temperatura mesofilica (Chen et al., 2004).

A diferencia del proceso metanogénico - mesofilico, se conoce poco
acerca del proceso termofilico para el tratamiento anaerébico de ATF en aguas
residuales. Las principales poblaciones microbianas relacionadas con la
degradacion inicial de tereftalato en condiciones termofilicas, fueron bacterias
del género Desulfotomaculum, y la especie metanogénica Methanothrix
thermophilla (Chen et al., 2004).

Si en el reactor se presenta un shock térmico o falla en el sistema de
bombeo, hay un cambio en las poblaciones microbianas. Después de que el
funcionamiento normal se recupera hay la proliferacion de otras poblaciones
bacterianas, de los géneros Cytophaga, Flexibacter, Bacteroides, y en menor
concentracion los géneros B-Proteobacteria, Planctomycetes y Nitrospira. Estas

poblaciones son capaces de degradar tereftalato en el reactor, pero en menor
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grado que las poblaciones establecidas antes de las perturbaciones en el
funcionamiento normal del reactor (Chen et al., 2004).

Las aguas residuales producto de la fabricacion de polietilentereftalato,
tienen un pH de 4.5, una temperatura de 56 °C, una concentracién alta de ATF
(1-4 g L™), poco soluble en agua (19 mg L™ a 25 °C, 400 mg L™ a 100 °C) y de
alta densidad (1.5 g mL™ a 25 °C). Estas caracteristicas evitan que el ATF no se
degrade significativamente en reactores operados a una tasa de digestion alta y
un tiempo de retencién hidraulica corto. Tomando en cuenta sus propiedades
fisicas este problema puede solucionarse de dos formas: el primer procedimiento
consiste en retirar el ATF del agua residual sin tratamiento y depositarlo en la
unidad anaerdbica, y el segundo paso es la transformacién por una simple
neutralizacion (se requiere un pH minimo de 5.5 para evitar la precipitacion) a
una sal de sodio mucho més soluble (140 g L™ a 25 °C) para después tratarlo en
la fase biolégica. En el primer procedimiento la neutralizaciébn completa con un
compuesto alcalino externo no es necesaria, ya que se genera alcalinidad
durante el proceso anaerdbico a traves de la circulacion del efluente y por la
disminucién del contenido de CO, (Macarie, 2000).

La degradacion de ATF en agua residual colectada de un reactor tipo
USAB, se observo que el sistema con alta carga y poco tiempo de retencion
hidraulica habia poca eficiencia en la degradacion de ATF, debido al lavado del
lodo y a un proceso incompleto de la metanogénesis a partir de acido acético;
sin embargo, al disminuir la carga y aumentar el tiempo de retension hidraulica

aumento la tasa de biodegradacion para el acido aceético y benzoéico; mientras
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gue con la tasa de biodegradacion para el ATF fue lenta, y nula para el acido p-
toltico. Cuando se aumentd el tiempo de retension hidraulica (60 d), hubo un
aumento en el diametro promedio de la granulacién (46 um a 0.8 mm) mientras
que el polimero extracelular aumenté de 12.6 mg g* VSS (sélidos solubles
volatiles) a 55 mg g VSS con estructura microbiana filamentosa. Después del
periodo de crecimiento bacteriano y degradacién del acido acético, la presencia
de sustratos aromaticos contribuyé al crecimiento de una poblacién bacteriana
con forma de bastones; la mayor diversidad de microorganismos sintrépicos
produjo una mejor granulacion del lodo y mejor degradacion de los compuestos
aromaticos (Sheng et al., 1997).

Kimura e Ito (2001), desarrollaron un tratamiento microbiologico para el
tratamiento de aguas residuales que contenian acido tereftalico (ATF),
proveniente de procesos industriales. Los microorganismos fueron aislados de
lodos activados obtenidos de aguas residuales de la industria y de plantas de
tratamiento. Se utilizaron dos medios de cultivo (6 g de ATF L™ agua y pH de
6.5) y (8 g de ATF L™ agua purificada y pH de 7.5). Los resultados mostraron que
la cepa K1 mineraliz6 ATF completamente, esto hace suponer que la
mineralizacion se llevd a cabo mediante un sistema enzimatico para degradar
ATF, mientras que la cepa K3 provee un factor de crecimiento para la cepa K1.
Los estudios anteriores sugieren que se requiere de cultivos mixtos que
contengan microorganismos que degradan el ATF y de otros que proporcionen
factores de crecimiento para el tratamiento de aguas residuales que contienen

ATF. Mediante la inoculacién de un cultivo mixto que incluian la presencia de las
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cepas K1y K3, en aguas residuales que contenian 8 mg mL™ de ATF se obtuvo
una eliminacion de mas de 99 % de ATF a una temperatura de 45 °C y pH

menor de 8.5.

Reciclado de desechos de fibras de polietilentereftalato

Métodos fisicos

Los métodos mecéanicos se aplican a todo tipo de desechos, incluyendo
fiboras naturales como lana y algoddn, asi como también, a desechos de
polimeros sintéticos y regenerados, tales como desechos de poliéster y nylon.
Los desechos son cortados, mezclados y expandidos. El producto obtenido, en
forma de red, se procesa en una planta de hilado para obtener hilaza gruesa.
Los métodos mecénicos son los mas simples, los costos también son bajos y por

tanto el valor del producto también es bajo (Pisano et al., 2000).

Métodos quimicos

Los métodos quimicos se usan por lo general para reciclar desechos de
fiboras de PET en plantas con alta capacidad de produccion y reciclado de
envases de PET. Los métodos mas comunes son glicdlisis y metandlisis. La
hidrdlisis y extruido al vapor también puede usarse pero todavia no es muy
comun. El procesamiento con métodos quimicos es complicado, los costos son

altos y el producto obtenido es de altamente costoso (ECOCE, 2006).
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Métodos termomecanicos

Los métodos termomecanicos pueden utilizarse para procesar desechos
de fibra de PET, polipropileno y poliamida. Se basan en el refundido de
desechos termoplasticos para obtener una regranulacion; el regranulado puede
utilizarse como producto principal en la produccién de fibra o la industria del
plastico. Debido a la degradacion y viscosidad, el regranulado es utilizado
generalmente en la produccién de fibra.

Los métodos termomecanicos son mas simples que los métodos quimicos
y el valor de los productos generalmente es mayor que el de aquéllos obtenidos
con los métodos mecanicos. El método termomecanico es el método mas comun
empleado para reciclar desechos de envases fabricados con PET.

Este método es basicamente un proceso de re-extrusion que incluyen:
cortado, compactado, secado y expulsién. El principal inconveniente de este
método, es que durante el proceso las fibras de poliéster pueden ser
degradadas, lo que afecta negativamente sus caracteristicas de plasticidad y
resistencia. Los tipos de degradacion que ocurren durante la re-extrusion de los
desechos de fibra de PET son: (i) degradacion térmica, (ii) degradacion termo

oxidativa, (iii) hidrdlisis, y (iv) degradacion mecanica (Altun y Ulcay, 2004).
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Degradacién microbiana de compuestos aromaticos naturales (lignina) en

ecosistemas anaerobios.

Existen varios reportes cientificos sobre solubilizacion y degradacion
anaerobia de la lignina en aguas residuales y zanjas anaerobias para el
tratamiento de desperdicios organicos (Karlsson et al., 2000; Warikoo et al.,
1996). Dicha solubilizacion y degradacion comprende los siguientes pasos: i)
todas las rutas conocidas inician con la transformacion de fenoles a benzoato
(via 4-hidroxi-benzoato, 4-hidroxibenzoil-CoA, y benzoil CoA), seguido de ii)
reduccion del anillo benzoico en lugar de una ruptura oxidativa del anillo , iii)
ruptura del anillo, dando origen a un &cido graso de cadena lineal o un acido
dicarboxilico, y iv) transformacion de los acidos intermediarios en Acetil CoA.

La descomposicion anaerobia de compuestos aroméaticos por cultivos
puros o mixtos de bacterias se caracteriza por un acoplamiento entre reacciones
fosforilacion no oxidativa y las reacciones catabdlicas de deshidrogenacion con
la hidrogenacion de un aceptor externo de electrones (NO3" y CO,), dando como
resultado un producto reducido (NHz y CHy).

Entre las especies bacterianas lignoliticas identificadas estan: Clostridium
hydroxybenzoicum, Desulfobacterium phenolicum, y Thauera aromatica (Zeicus,
1980). Se ha demostrado que la capacidad para degradar lignina en acetato,
metano y CO,, es estimulada con la presencia de bacterias metanogénicas. Es
importante sefialar que la transformacion anaerobia de fenoles es lenta,
requiriendose al menos 10 dias para su transformacion a benzoato y hasta 60

dias para su total transformacién a acetato y metano (Karlsson et al., 2000).
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Degradacién de fenoles en rumen

Aunque no se ha reportado la formacién de benzoato en el rumen, existen
indicios que permiten suponer que en el rumen hay bacterias degradadoras de
compuestos aromaticos (lignina), por ejemplo: i) tanto bacterias como hongos
ruminales, son capaces de solubilizar lignina, lo que también se ha reportado
como un proceso inicial para la degradacion de fenoles en otros habitats
anaerobios (Kleerebezem et al., 1999a); ii) se ha comprobado la hidrogenacion
de fenoles libres por bacterias ruminales celuloliticas (Dehority, 1998). Al
respecto, Karlsson et al. (2000) menciona que la degradacién de fenoles por
bacterias anaerobias de rellenos sanitarios inicia con su hidrogenacion; iii) en el
rumen estd ampliamente documentada la interaccibn positiva entre
microorganismos celuloliticos (bacterias y hongos) con bacterias metanogénicas
(Dehority, 1998); lo cual se ha determinado como un requisito para la
degradacion de fenoles en otros ambientes anaerobios, iv) se ha comprobado la
degradacion ruminal de dehydrodivanilina y su transformacién en acidos grasos
volatiles (Chen et al., 1985); aunque la dehydrodivanilina es una molécula
sintética formada por la unién de dos acidos vinilicos, se demuestra la capacidad
de bacterias ruminales para degradar fenoles.

También se ha reportado la desmetoxilacion de acido monobenzoide en
borregos que recibieron infusion ruminal de vanilato. Los benzoides metoxilados
se encuentran normalmente en la dieta de los rumiantes como derivados de los
acidos cinamico y benzoico unidos por enlaces éster a carbohidratos. Las

bacterias presentes en el rumen modifican los benzoides mediante una
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deshidroxilacion, descarboxilacion de derivados de &acido benzoico vy
desmetoxilacion de derivados metil eter (Chesson et al., 1982; Martin, 1982). Los
productos de la degradacién del benzoato son acetato, CO,, H, los cuales son el

sustrato para la formacion de metano (Shelton y Teidje, 1984).

Fibra y sustitutos de fibra en dietas para rumiantes

En los sistemas de produccion intensivo tanto de ovinos y bovinos, las
dietas son elaborados con 60 a 80 % de concentrados y el resto con fuentes
fiborosas como el rastrojo de maiz, paja de de avena y paja de cebada (EI-
Sabban et al., 1972). Estos dos componentes de la dieta son importantes ya que
con los primeros se cubren los requerimientos de energia, proteina, vitaminas y
minerales para mantenimiento y produccién, mientras que los ingredientes
fibrosos favorecen el buen funcionamiento del rumen, cuando no se incluye fibra
en cantidades adecuadas se pueden producir problemas metabdlicos (Owens et
al., 1998).

Se han realizado diferentes investigaciones con el objetivo de incluir
fuentes alternas de fibra en dietas altas en grano para rumiantes dentro de las
que destacan el periédico (Daniels et al., 1970); vainas de arroz (White y
Reynolds, 1969), polietileno (Oltjen et al., 1962; Gonzalez-Aranda et al., 1972),
conchas de ostra (Perry et al., 1968), aserrin de encino (El-Sabban et al., 1972)
y pino (Guerra, 2004). El ultimo autor, concluye que la adicién de 30% de aserrin
en la dieta de ovinos en crecimiento no afecta negativamente la eficiencia

productiva y puede ser un buen sustituto del rastrojo de maiz. Con relacién al
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PET, cabe mencionar que no se encontraron reportes a nivel nacional o
internacional en donde se haya evaluado el PET como un sustituto de fibra en

rumiantes.
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EXPERIMENTO 1

Polietilentereftalato como fuente de fibra en dietas para borregos en

engorda

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el potencial del polietilentereftalato (PET) como una
fuente de fibra en dietas para rumiantes, se adicioné 10 y 20 % de PET (en base
a materia seca) en dietas para borregos en engorda. Se usaron 15 borregos
machos criollos con un peso vivo promedio inicial de 23 kg. El experimento tuvo
una duracion de 60 d y se dividi6 en periodos de 15 d. Los tratamientos (T)
consistieron en la inclusion de tres niveles de PET en la dieta; T1= 0 %, T2 =
10% y T3 = 20% de PET. Todas las dietas fueron formulada para cubrir lo
requerimientos nutritivos de ovinos con una ganancia de peso vivo superior a
200 g por dia. Las variables estimadas fueron ganancia diaria de peso (GDP),
consumo de materia seca (CMS), eficiencia alimenticia (EE), pH ruminal,
concentracion de acidos grasos volatiles (AGV), amoniaco, bacterias totales y
bacterias celuloliticas. Para el andlisis de los datos se utilizd un disefio
completamente al azar con tres tratamientos y cinco repeticiones. No hubo
diferencias significativas (P>0.05) en GDP, CMS ni en la concentracion de
bacterias totales y celuloliticas. El pH ruminal fue mayor en los T2 y T3 en el
tercer periodo (P<0.05) comparado con el que se determiné en el tratamiento
testigo. Tampoco se determind una diferencia significativa en la concentracion
de AGV y amoniaco entre tratamientos. Se concluye que es posible alimentar
ovinos en crecimiento con dietas que contienen 20 % de PET como fuente de
fibra en sustitucion de rastrojo de maiz, sin que se afecte negativamente la
eficiencia productiva de los animales o variables microbiologicas y fermentativas
del rumen.

Palabras clave: PET, polietilentereftalato, alimentacion ovinos, fermentacién de
PET.
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SUMMARY

With the objective to find up the potential of polyethylene-terephthalate (PET) as
a fiber source for ruminants, it was added 10 and 20 % PET (dry matter basis) in
diets for growing lambs. Fifteen crossbreeding male lambs with an initial average
body weight of 23 kg were used. The experiment took place for 60 d and it was
dived in 15 d periods. Treatments (T) consist of diets with addition three levels of
PET. T1=0 %, T2 = 10% and T3 = 20 % PET (dry matter bases). All diets were
formulated to meet nutritive requirements for growing lambs with an expected
daily weight gain exceeding 200 g. The variables measured were daily weight
gain (DWG), dry matter intake (DMI), feed efficiency (FE), ruminal pH, and
concentration of volatile fatty acids (VFA), ammonia, and total and cellulolytic
bacteria. Data from the animal performance experiment were statistically
analyzed in a completely randomized design with three treatments and five
replications. No significant differences (P>0.05) were observed in DWG and DMI,
neither on total and cellulolytic bacteria concentration. Ruminal pH was only
higher (P<0.05) in third period forT2 and T3 with respect to the control treatment.
The VFA and ammonia concentration was similar among treatments. It is
concluded that it is possible to feed growing lambs with diets containing 20 % of
PET as a fiber source in replacement of corn stover, without a negative effect on
animal performance or fermentative and microbiological rumen variables.

Key words: PET, polyethylenterephthalate, lambs feeding, PET-fermentation
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INTRODUCCION

En Meéxico se producen alrededor de 90 millones de envases de
polietilentereftalato (PET) que se utilizan para envasar refrescos y otros liquidos.
Se calcula que para el 2006 se acopiaran y reciclaran 2,610 millones de botellas,
lo cual sera muy dificil dado que solo hay cinco plantas recicladoras en el pais
(ECOCE, 2006). Las vias de reutilizacion de los plasticos abarcan desde su
incineracion, con posible recuperacién energética, hasta su transformacion
quimica, pero estos meétodos tienen un costo elevado y se deben buscar
alternativas para disminuir este problema. Se ha estudiado fuentes de fibra no
convencionales en dietas altas en grano para rumiantes, como papel (Hansen et
al., 1969), papel periodico (Daniels et al., 1970), polietileno (Oltjen et al., 1962;
Gonzalez-Aranda et al., 1972). Otra posible fuente de fibra es el PET dada su
similitud con la lignina, compuesto fendlico ampliamente distribuido en los
forrajes consumidos por rumiantes; ademas en la degradacion anaerobia del
acido tereftalico (AT) intervienen bacterias metanogénicas que transforman el
ATF en acetato, CH4, CO, y H,O (Wu et al., 2001; Nozawa et al., 1988;

Kleerebezem et al., 1999c).

En la literatura revisada no se encontraron trabajos relacionados con la
utilizacion de PET (de botellas de plastico) como fuente de fibra u otro uso en
rumiantes. Por tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo utilizar PET en
dietas para ovinos en engorda como fuente alterna de fibra en sustitucion de

rastrojo de maiz.
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Objetivos

Evaluar el efecto de adicionar 10 y 20 % de PET como fuente de fibra a una
dieta para borregos en engorda, en las variables productivas, fermentativas y
microbioldgicas.

Hipotesis

La sustitucion de 10 y 20 % de PET por rastrojo de maiz en una dieta para
borregos en engorda, no afecta negativamente las variables productivas,

fermentativas y microbiolégicas.
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de Microbiologia
Ruminal y Nutricibn Animal y en las jaulas individuales para ovinos
pertenecientes al Programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados,

ubicados en Montecillo, Texcoco, Edo. de México.

Analisis quimico de la dietas

En muestras de las dietas experimentales se determind materia seca,
cenizas, nitrégeno proteinico por el método de microkjeldahl (AOAC, 1990), fibra

detergente neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA) (Van Soest et al., 1991).

Animales

Se usaron 15 borregos machos enteros criollos con un peso promedio de
23.4 £ 0.5 kg. Antes de iniciar el experimento los borregos se desparasitaron
interna y externamente con 0.5 mL de lvermectina via subcutanea; ademas, se
aplico vitamina ADE (1 mL animal™). Los borregos se identificaron y alojaron en
jaulas individuales (1 x 1.96 m) con comederos y bebederos. Antes de iniciar el
experimento los borregos tuvieron un periodo de adaptacion de 10 d a las dietas

experimentales (Cuadro 1).

Dietas

Las dietas se formularon con el programa computacional Used Feed

Formulation Done Again, UFFDA (Pesti y Miller, 1993), de acuerdo con los
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requerimientos nutritivos establecidos en las tablas del NRC (1985), para
borregos machos enteros con un peso promedio inicial de 20 a 25 kg y una

ganancia diaria de peso (GDP) de 200 g.

Molido de las botellas PET

Las botellas de polietilentereftalato (PET) fueron recolectadas por el
Departamento de Agroecologia de la Universidad Autonoma Chapingo, se
lavaron manualmente y se molieron en un molino para rigidos con una criba de 8

mm.

Tratamientos experimentales

Los tratamientos (T) fueron los siguientes: T1, dieta testigo; T2, dieta

testigo + 10% de PET; T3, dieta testigo + 20% de PET.

Alimentacion

Los borregos fueron alimentados a las 08:00 y 16:00 h con dietas
isoproteinicas e isoenergéticas incluyendo polietilentereftalato (PET) para el
tratamiento dos y tres (Cuadro 1). La fase experimental duré 60 d considerando

cinco periodos: 0, 15, 30, 45y 60 d.
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Cuadro 1. Composicién de las dietas experimentales (% BS") para cada

tratamiento (T)

% de la dieta

Ingrediente T1' T 2" T 3™
Maiz molido 38.0 30.0 28.0
Pasta de soya 16.5 16.5 16.5
Rastrojo de maiz 30.0 20.0 10.0
PET" 0.0 10.0 20.0
Mezcla mineral (Rumisal)* 15 15 1.5

Heno de alfalfa 10.0 18.0 20.0
Urea 1.0 1.0 1.0

Melaza 3.0 3.0 3.0

Total 100.0 100.0 100.0

"Dietas formuladas con el programa Used Feed Formulation Done Again, UFFDA (Pesti
y Miller. 1993).

120.15 % de proteina cruda; ™ 21.91 de proteina cruda; ""19.45 de proteina cruda.
"Calcio, 130 g; fosforo, 50 g; sodio, 109.0 g; cloro, 200 g; hierro, 4.30 g; magnesio, 3.3 g;
manganeso, 200 mg; cobre, 80.0 mg; cobalto, 66.6 mg; yodo, 4.0 mg; zinc, 8.0 mg kg™.
"PET: polietilentereftalato

Muestreo de liquido ruminal

Las muestras se recolectaron usando una sonda esoféagica en los cinco
borregos de cada tratamiento (100 mL de liquido por animal) a los 0, 15, 30, 45y
60 d después de iniciar el experimento, a las 3 horas después de la alimentacion

de las 08:00 h. En total se recolectaron 15 muestras.
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Variables evaluadas

Consumo y rechazo de alimento

Se midi6 dos veces por semana durante todo el experimento,
registrando la cantidad ofrecida y la rechazada; el consumo voluntario se

obtuvo por la diferencia entre ambos valores.

Cambios de peso vivo

Los borregos fueron pesados al inicio del experimento vy
posteriormente cada 15 d, antes de ofrecer el alimento de las 08:00 h. La
GDP se calculé por diferencia entre el peso final menos el peso inicial

dividido entre los dias del periodo.

Conversion alimenticia

Se calcul6 como el producto de la GDP en kg dividida entre la

consumo de alimento.

pH ruminal

Se hizo inmediatamente después de recolectar el liquido ruminal con
un potenciometro marca Orion modelo 710A, calibrado a pH 4.0 y 7.0

(ORION, 1996).
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Concentracion de nitrégeno amoniacal

Se utilizd la técnica de McCullough (1967). El liquido ruminal
recolectado (4 mL) se acidific6 con 1 mL de acido metafosférico (solucion al
25 % en agua), la muestra se centrifugd a 14 000 rpm por 5 min y del
sobrenadante se recolectaron 3.0 mL en viales de plastico. Para determinar
la concentracion de N-NH3; se tomaron 20 yL de muestra y se depositaron en
tubos de 18 x 130 mm en los cuales se adicion6 1.0 mL de fenol y 1.0 mL de
hipoclorito de sodio basificado con hidréxido de sodio. Los tubos se
incubaron a 39 °C durante 30 min y se agregaron 5.0 mL de agua destilada
para diluir la muestra. La concentracion de nitrégeno amoniacal se midié por
absorbancia a 630 nm en un espectrofotdmetro Perkin Elmer UV-VIS modelo
Lambda 40. Se utilizé un blanco como referencia, el cual contenia 1.0 mL de
fenol, 1.0 mL de hipoclorito de sodio y 5.0 mL de agua destilada. Para
conocer la concentracion final de nitrgeno amoniacal, se compard con una
curva estandar previamente calibrada con cinco concentraciones molares de

N-NHs.

Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

Se determind0 una vez acidificado el liquido ruminal con &cido
metafosférico con una proporcion 4:1 de muestra:acido metafosforico. La
muestra se centrifugd a 14 000 rpm por 15 min y se recolecto el
sobrenadante (1.5 mL). La concentracion de AGV de las muestras se

determiné por cromatografia de gases, en un cromatégrafo Perkin Elmer,
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Modelo Claurus 500 con columna capilar Elite FFAP. El gas acarreador
utilizado fue hidrégeno con flujo de 15 mL min™. Se inyecté 1 uL de muestra,
con temperatura de inyector de 200 °C, detector de 250 °C y una temperatura

de horno de 140 °C. El tiempo total por corrida fue 5 min.

Concentracion de bacterias celuloliticas

Se utilizé6 un medio de cultivo liquido anaerobio (Cuadro 2), preparado
en tubos de cultivo (13 x 100 mm) a razén de 4.5 mL de medio por tubo, y
permanecieron 72 h en incubacion a 38 °C para observar posible desarrollo
de bacterias que puedan contaminar los medios. Una vez comprobado la
esterilidad de los medios se inocularon con 0.5 mL de liquido ruminal para
cada tratamiento; las diluciones fueron de 10" a 107 después de la
inoculacién los tubos se incubaron a 38 °C por 10 d. Luego se hicieron las
lecturas y los tubos positivos fueron los que tuvieron una marcada
degradacion de papel Watman No 541. Para determinar las concentraciones
de bacterias se utiliz6 la técnica del niumero mas probable (NMP; Harrigan y
McCance, 1979). La concentracion de bacterias se determiné a los 0, 15, 30,

45 y 60 d de iniciado el experimento.
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Cuadro 2. Composicion del medio de cultivo para conteo de bacterias

celuloliticas

Compuesto Cantidad por 100 mL
Agua destilada (mL) 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)® 30.0
Solucién mineral | (mL)? 5.0
Solucién mineral Il (mL)® 5.0
Rezarsurina 0.1 % (mL)® 0.1
Peptona de soya (g) 0.2
Extracto de levadura (g) 0.1
Carbonato de sodio, sol. 8 % (mL)® 5.0

Sol. cisteina sulfito de sodio (mL)® 2.0
Glucosa (g) 0.0
Celobiosa (g) 0.0
Almidén (g) 0.0

Tira de papel Watman 541 Una tira por tubo

0 Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa triple y centrifugado a
12,000 rpm, por 15 min tres veces y esterilizado por 15 min a 15 psi, 121 °C.
@ Contiene 6 g de K,HPO, por 1000 mL de H,O.
® Contiene 6 g de KH,PO,; 6 g (NH.),SO,; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl
"H,0 por 1000 mL de H,O (Bryant y Robinson, 1962).
@ Agregar 0.1 mL solucién al 1 % en agua y aforar a 100 mL de agua destilada.
®) 8 g de carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada.
©® 2.5 g de L- cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH); 2.5 g de Na,S-9H,0 y 0.1 mL

de resarzurina en un volumen final de 100 mL.

Concentracion de bacterias totales

Se calcularon utilizando la técnica del recuento directo en microscopio

a través de la camara de Petroff-Hausser (Parthership® modelo SQMM
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Horsham PA 19044). El conteo se realizd en 10 cuadros (0.05 x 0.05 mm)
elegidos al azar usando un microscopio de contraste marca Olimpus® modelo
BX51, lente objetivo 100 x, contraste Ph3 y filtro de luz azul. El procedimiento
se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el manual de operacién SIGMA (1990).
La concentracion de bacterias totales por mililitro de fluido ruminal se calculo

usando la siguiente formula:
Bacterias totales mL™ = (Promedio) (Factor de dilucién) (2 x 10)
Concentracion de protozoarios

Se utiliz6 una cadmara de Neubauer y un microscopio Zeiss a una
magnificacién de 40x. Para conservar la integridad de los protozoarios se
fijaron 5 mL de liquido ruminal en 5 mL de una solucion para conteo (5 mL de
solucién mineral | + 5 mL de solucién mineral Il + 3 mL de formaldehido al 3%
aforadas a 87 mL con agua destilada) (Dehority, 1998). Se contaron diez
repeticiones para sacar el promedio de cada muestra. La concentracién de
protozoarios por mililitro de fluido ruminal se calcul6 usando la siguiente

formula:
Concentracién de protozoarios (mL) = (Promedio) (Factor de dilucién) (10%)
Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar con cinco repeticiones por

tratamiento; las variables fueron GDP, CMS, conversion alimenticia, pH ruminal,
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proporcion de AGV, y concentracion de nitrégeno amoniacal. Para evaluar el
efecto del tiempo se utilizo el procedimiento MIXED (SAS, 1999) de acuerdo con
lo propuesto por Littell et al. (1998) y Wang y Goonwardese (2004). Para el
analisis se tomo en cuenta la opcion AR (1) correspondiente a la estructura de la

covarianza.

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:
Yik = M + O+ dj + ty + (Ot); + €
Donde,
Yijk = variable de respuesta
M = media general
O, = efecto fijo del i-ésimo tratamiento
dj = efecto aleatorio asociado con el j-ésimo borrego en el i-ésimo
tratamiento
tx = efecto fijo del k-ésimo periodo
(Ot)i = efecto fijo de la interaccion del i-esimo tratamiento con el k-ésimo

periodo

€j = error aleatorio asociado con el j-ésimo borrego en el i-ésimo

tratamiento al k-ésimo muestreo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis quimico de las dietas

Los valores del contenido de materia seca, proteina cruda y cenizas de
las dietas fueron similares (Cuadro 3), lo cual corresponde con lo planteado en la
formulacion de las dietas. El contenido de PC esta dentro del valor 6ptimo para
una GDP superior a 200 g, de acuerdo con las tablas de requerimientos para
ovinos (NRC, 1985).

Las dietas con polietilentereftalato tuvieron 3.56% (T2) y 10.53% (T3) mas
FDN, asi como 5.48% (T1) y 13.4% (T2) mas FDA con respecto a la dieta
testigo. Como se puede observar los valores de FDN y FDA se incrementan
conforme aumentd la inclusién de PET, lo cual se debe a que el este compuesto
no se digiere al ser sometido a una digestion acida y alcalina; por tanto, los
valores para FDN y FDA son de 100%. Sin embargo; los valores observados de
FDN de las dietas estan dentro de los valores adecuados para mantener las
funciones del rumen. Mertens (1997) menciona que valores inferiores a 25 % de

FDN causan problemas de acidosis, laminitas y desplazamiento abomasal.
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Cuadro 3. Analisis bromatolégico de las dietas experimentales y el

polietilentereftalato (PET) (% MS)

Compuesto T1 T2 T3 PET*
Materia seca 93.24 93.45 93.88 99.71
Proteina cruda 20.15 21.91 19.45 -
FDN 36.37 39.93 46.40 100"
FDA 20.13 25.61 33.53 100"
Cenizas 6.39 6.32 5.26 0

*Polietilentereftalato molido. " Dado que el PET no sufre alteracion durante la digestion

acida y alcalina de la técnica, se considero que el 100 % es FDN y FDA.

Ganancia diaria de peso

Durante los 10 d de la fase de adaptacién no se presentaron diarreas ni
trastornos digestivos comunes en la primera semana de iniciada la alimentacion
con dietas altas en concentrado (Owens et al., 1998). Por tanto, se considera
qgue los borregos y la poblacion microbiana ruminal se adaptaron durante esta
fase inicial. Aunque las dietas se formularon para una GDP de 200 g, en el
primer periodo experimental (0-15 d) todos los borregos tuvieron una GDP
inferior a 200 g; sin embargo, a partir del segundo periodo experimental (15-30
d) la GDP fue superior a 200 g (Cuadro 4). Durante todo el experimento no se
observaron diferencias significativas en la GDP, aunque se esperaba que los
borregos que consumieron PET tuvieran una respuesta negativa debido

principalmente a la naturaleza inerte del PET. Al evaluar otro subproducto inerte,
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aserrin de pino como fuente alternativa de fibra, en dietas para rumiantes, se
afecta negativamente las variables productivas con niveles mayores al 15% de
aserrin (Slyter y Kamstra, 1974). Lo anterior no ocurrié en el presente estudio, ni
siquiera con el tratamiento (T3) donde se incluy6é 20% de PET. Los resultados de
GDP también son similares a los reportados por Guerra (2004) quien encontro
que la GDP promedio fue 246.07 y 203.21 g para borregos alimentados con 30%

de aserrin de pino y 30% de rastrojo de maiz.

Cuadro 4. Ganancia de peso (g animal™d™) de borregos en engorda, con

diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
1 198.66 194.41 180.36 29.66
2 214.66 200.26 212.00 29.66
3 221.46 223.60 212.00 29.66
4 230.26 212.93 223.34 29.66
Promedio 216.26 207.78 206.92 30.83

No hubo diferencias significativas (p>0.05). EEM = error estandar de la media.
+Periodos de 15 d.

Consumo de materia seca

El consumo de materia seca (CMS) fue similar entre tratamientos (p>0.05)
en los periodos evaluados (Cuadro 6); por tanto, la inclusion de 20% de PET, el
nivel mas alto en la dieta para borregos en T3, no afectdé negativamente el CMS.
La GDP inferior a los 200 g observada en el periodo uno (0-15 d) para los tres

tratamientos se explica con el menor consumo de MS observado en ese mismo
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periodo. EI CMS difiere con los valores reportados por Guerra (2004) de 1.642
kg y 1.683 kg para borregos alimentados con 30 % de aserrin de pino y 30 % de
rastrojo de maiz: Por tanto, es posible que el PET estimula en mayor medida la
rumia lo que aumentaria la fragmentacion y fermentacion de los otros nutrientes

de la dieta.

Cuadro 5. Consumo de materia seca (kg animal™ d*) de borregos en engorda,
con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
1 0.956 0.942 0.948 0.36
2 1.036 1.048 1.055 0.36
3 1.056 1.058 1.082 0.36
4 1.059 1.072 1.072 0.37
Promedio 0.984 0.986 0.966 0.32

No hubo diferencias significativas (p>0.05). EEM = error estandar de la media.
+ Periodos de 15 d.

Conversién alimenticia

La relacion GDP/ CMS indica la eficiencia de utilizacién del alimento
(Cuadro 6); en este estudio no hubo diferencias significativas entre tratamientos.
Se esperaba una mejor eficiencia para los borregos de la dieta testigo (rastrojo
de maiz como fuente de fibra) porque tenia menor contenido de FDN, ya que la
eficiencia disminuye en dietas altas FDN debido a una menor digestibilidad de la
dieta que se traduce en una menor cantidad de energia disponible para

mantenimiento y GDP (Gill y Oldham, 1993). Dado que no hubo diferencias en
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eficiencia alimenticia, se considera que el mayor contenido de FDN de las dietas

con PET no afecta negativamente las variables productivas de los borregos.

Cuadro 6. Conversion alimenticia (GDP/CMS) de borregos en engorda con

diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
1 0.207 0.206 0.196 0.032
2 0.206 0.190 0.200 0.032
3 0.209 0.210 0.196 0.032
4 0.217 0.198 0.219 0.033
Promedio 0.209 0.201 0.202 0.032

No hubo diferencias significativas (p>0.05). EEM = error estandar de la media.
+ Periodos de 15 d.

pH ruminal

Los valores de pH del liquido ruminal en el segundo periodo experimental
(15-30 d) para los borregos que recibieron 10 y 20 % de PET fueron diferentes
significativamente (p<0.05) comparados con los borregos del tratamiento testigo,
mismo comportamiento se observé en el pH promedio de toda la fase
experimental (Cuadro 7). El pH de los borregos que recibieron PET como fuente
de fibra estuvo alrededor de 7.2, lo cual indica que se pueden utilizar dietas con
un nivel mas elevado de concentrado sin tener efectos negativos sobre esta
variable. El pH ruminal difiere con los valores reportados por Sanchéz (2000) los
cuales fueron de 5.95 y 6.05 para borregos alimentados con 51 % de

concentrado, 22 % de rastrojo de maiz y 26 % de alfalfa. Por tanto, es posible
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que el PET de alguna manera esté favoreciendo la rumia lo que aumentaria el
flujo de saliva hacia el rumen. Diversas investigaciones mencionan que la saliva
contiene bicarbonato de sodio y fosfatos que ayudan a mantener un pH casi
neutro en el rumen (Jouany, 1994; Hobson, 1988), y que es un factor
determinante en la actividad y crecimiento de las poblaciones bacterianas del
rumen, las cuales requieren de un pH que oscile entre 6.2 y 7.0 (Yokohama y

Johnson, 1988).

Cuadro 7. pH del liquido ruminal obtenido 3 h después de la alimentacion a

borregos en engorda, con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
pHi 7.16 7.05 7.07 0.19

1 7.13 7.15 7.30 0.19

2 6.542 7.22° 7.19° 0.19

3 7.26 7.48 7.57 0.19

4 7.23 7.38 7.38 0.19
Promedio 7.06° 7.25%° 7.30° 0.091

ab = medias con literales diferentes en una hilera difieren estadisticamente (p<0.05).

EEM = error estandar de la media. "Periodos de 15 d. pHi = pH inicial.
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Proporcion molar de acidos grasos voléatiles (AGV)

La produccion de acidos grasos volatiles esta dada principalmente por el
crecimiento microbiano y la disponibilidad de sustrato; en este sentido cuando
se dispone de un sustrato de facil degradacion la produccion de AGV es rapida y
su salida del rumen es limitada, o que permite una acumulacion de AGV e
inhiben ciertas reacciones de la fermentacion ruminal (Church, 1993; Williams,
1998). Las proporciones molares (acetato:propionato:butirato) varian de
65:25:10 con dietas altas en forraje a 50:40:10 con dietas altas en concentrados
(Church, 1993).

La concentracion molar de &cido acético y propioénico fue similar (p>0.05)
entre tratamientos en los periodos evaluados (Cuadro 8). La concentracion
promedio del &cido butirico del tratamiento tres fue menor significativamente
(p<0.05) con respecto al tratamiento testigo, pero similar (p>0.05) al tratamiento
dos. El acetato y propionato son transportados al higado, mientras que el
butirato es convertido en la pared ruminal en [3-hidroxibutirato, el cual es una de
las principales fuentes de energia para la mayoria de los tejidos (Orskov, et al.,

1991; Church, 1993; Owens y Goetsch, 1993).
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Cuadro 8. Concentracion (mM) de &cidos grasos volatiles en liquido ruminal de

borregos en engorda, con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Variable
Periodo+ 1 2 3 EEM
Ci 20.01 22.95 26.99 5.90
Acetato 1 27.84 28.62 23.07 5.90
2 34.20 33.65 30.04 5.90
3 16.42 15.02 11.66 5.90
4 16.34 13.20 11.87 6.14
Promedio 22.96 22.69 20.73 3.29
Ci 2.94 3.57 3.13 0.95
Propionato 1 4.59 4.89 3.11 0.95
2 6.28 5.33 4.59 0.95
3 3.01 2.29 1.80 0.95
4 2.63 2.81 2.03 0.99
Promedio 3.89 3.78 2.93 0.43
Ci 2.34 2.75 1.32 0.82
Butirato 1 3.87 3.83 2.95 0.82
2 3.58 3.50 2.89 0.82
3 2.13% 1.592 3.18° 0.82
4 2.11 1.38 0.77 0.85
Promedio 2.812 2.61%° 1.58° 0.33

ab = medias con literales diferentes en una hilera, difieren estadisticamente (p<0.05).

EEM = error estandar de la media. Ci = Concentracion inicial. "Periodos de 15 d.

Concentracion de nitrégeno amoniacal

El amoniaco es una fuente importante de nitrégeno que utilizan los
microorganismos ruminales para su crecimiento, del 60 a 90 % del consumo

diario de nitrdgeno por los rumiantes es convertido a amoniaco y de 50 a 70 %

58



del nitrégeno bacteriano puede ser derivado a partir de amoniaco (Mackie y
White, 1990).

La concentracion de nitrdgeno amoniacal ruminal (Cuadro 9) presentd
diferencias significativas (p<0.05) en el primer periodo experimental (0 a 15 d),
donde el tratamiento dos tuvo una mayor concentracibn de amoniaco con
respecto al tratamiento testigo y tratamiento tres, respectivamente; sin embargo,
a partir del segundo periodo experimental (0-15 d) la concentracién de nitrégeno
amoniacal fue similar entre tratamientos (p>0.05), lo cual fue congruente, ya que,
la cantidad de proteina en la dieta de los tres tratamientos fue similar. Las
concentraciones de amoniaco requerida para una maxima sintesis de proteina
microbiana por unidad de sustrato fermentado son de 5 a 6 mg dL™ de liquido
ruminal (Mehrez y Orskov, 1977); y las concentraciones de nitrdgeno amoniacal
en liquido ruminal pueden variar de 8.8 a 56.1 mg dL™, aumentando con el
porcentaje de digestibilidad del alimento (Rogers et al., 1996). Dado que los
valores de nitrdgeno amoniacal en el presente estudio se encuentran dentro de
los intervalos normales reportados, se considera que el PET no afecta

negativamente esta variable.
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Cuadro 9. Concentracion de nitrdgeno amoniacal (mM) en liquido ruminal de

borregos en engorda con diferentes valores de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
Ci 16.63 17.31 15.70 2.49
1 13.442 22.20° 13.922 2.49
2 20.74 19.38 16.94 2.49
3 9.72 10.65 10.17 2.49
4 10.36 9.34 10.57 2.59
Promedio 14.18 15.77 13.46 1.05

ab = medias con literales diferentes en una hilera difieren estadisticamente (p<0.05).

EEM = error estandar de la media. Ci = Concentracion inicial. “Periodos de 15 d.

Concentracion de bacterias totales

La concentracion de bacterias totales fue similar significativamente entre
tratamientos, registrandose un promedio de 1.42 x 10%° (T1), 1.44 x 10'° (T2) y
1.53 x 10*° (T3) bacterial mL™ de fluido ruminal, las cuales se encuentran dentro
de los intervalos Optimos que marca la literatura (Orpin y Joblin 1997; Wallace
1994; Jouany 1994). La concentracion de bacterias estimada en este estudio
coincide con lo reportado por Guerra (2004), quién encontré una concentracion
de bacterias de 2.5 a 9.5 x 10%° bacterias mL™ de fluido ruminal en borregos
alimentados con 30 % de aserrin de pino como fuente de fibra. Por tanto, la
inclusion de un 20 % de PET en dietas para borregos no afecta negativamente la

concentracion de bacterias totales.
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Cuadro 10. Concentracion de bacterias totales (10° mL™) en liquido ruminal de

borregos en engorda, con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
Ci 7.64 6.70 6.30 2.13
1 9.24 11.88 10.80 2.13
2 9.60 12.40 14.64 2.13
3 21.36 17.28 19.18 2.13
4 23.20 24.16 26.02 2.21
Promedio 14.20 14.48 15.38 1.21

No hubo diferencias significativas (p>0.05). EEM = error estandar de la media.
*Periodos de 15 d. Ci = Concentracion inicial.

Concentracion de bacterias celuloliticas

La concentracion de bacterias celuloliticas (Cuadro 11) fue similar
estadisticamente entre los tres tratamientos evaluados, y se encuentran dentro
de las concentraciones reportadas por la literatura (10* a 10°% Yokohama y
Johnson, 1998). Cuando la cantidad de carbohidratos de facil degradacion en la
dieta es alta, la concentracion de bacterias amiloliticas aumenta, al mismo
tiempo que disminuye la cantidad de bacterias celuloliticas como resultado de
una disminucién en el pH ruminal (Goad et al., 1998). Sin embargo, en este
estudio se observé que en los borregos que recibieron PET como fuente de fibra,

el pH se mantuvo cercano a la neutralidad.
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Cuadro 11. Concentracién de bacterias celuloliticas (10° mL™) en liquido ruminal

de borregos en engorda alimentados con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
Ci 1.68 3.15 2.04 1.67
1 1.28 1.50 1.07 1.67
2 1.06 1.16 2.08 1.67
3 4.38 3.22 3.56 1.67
4 3.80 5.00 5.46 1.74
Promedio 2.44 2.80 2.88 1.18

No hubo diferencias significativas (p>0.05). EEM = error estandar de la media.
*Periodos de 15 d. Ci = Concentracion inicial.

Concentracion de protozoarios

La concentracion de protozoarios no fue afectada significativamente en
los primeros dos periodos en los tratamientos evaluados. Sin embargo, en el
periodo tres (30-45 d) y cuatro (45-60 d) la concentracion de protozoarios fue
menor significativamente (p<0.05) para los tratamientos dos y tres. En el
presente estudio las concentraciones promedio de los tres tratamientos
evaluados se encuentran dentro del intervalo considerado como normal para
animales sanos, que es de 10* — 10° protozoarios por mL de fluido ruminal

(Nolan, 1993).
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Cuadro 12. Concentracion de protozoarios (10°> mL™) en liquido ruminal de

borregos en engorda con diferentes niveles de PET

Tratamientos

Periodos+ 1 2 3 EEM
Ci 2.99 4.56 1.83 2.92
1 5.44 4.96 10.00 2.92
2 4.40 5.20 6.24 2.92
3 10.72° 5.20%° 2.48° 2.92
4 13.12° 4.37° 3.309° 3.04
Promedio 7.33 4.85 4.77 1.09

ab = medias con literales diferentes en una hilera, son diferentes (p<0.05). EEM = error

estandar de la media. *Periodos de 15 d. Ci = Concentracion inicial.
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CONCLUSIONES

La ganancia diaria de peso, el consumo de materia seca y la eficiencia
alimenticia no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en los borregos que
consumieron 10 y 20 % de PET. Entonces, la sustitucion de hasta 20% de
rastrojo de maiz por PET como fuente de fibra no afecta negativamente las
variables productivas.

Las concentraciones promedio de AGV y nitrdgeno amoniacal no fueron
diferentes entre tratamientos, pero el pH cambi6 (p<0.05) en los borregos que
recibieron 10% y 20% de PET, en los cuales el pH tendié a la neutralidad en
lugar de acidificarse como sucede al usar dietas altas en concentrado. Debido a
una mejor pH, no hubo efectos negativos en la concentracion de bacterias

totales, celuloliticas y protozoarios.
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EXPERIMENTO 2

Desaparicion in vitro de la materia seca del PET y de las dietas del primer

experimento

RESUMEN

El principal objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad para
degradad la MS de dietas que contienen 0, 10 y 20% de polietilentereftalato
(PET), entre un cultivo mixto de bacterias ruminales aisladas (BA) contra las
presentes en liquido ruminal fresco (LRF). El estudio se realiz6 in vitro mediante
técnicas anaerobias. El in6culo de BA se aisldé a partir de liquido ruminal de
cinco borregos con un peso vivo (PV) de 38 kg, alimentados durante 60 d con
una dieta que contenia 20% de PET; mientras que, el in6culo de LRF se obtuvo
de ovinos alimentados con una dieta comercial libre de PET. Los tratamientos
evaluados fueron (T): T1 = dieta con 0% de PET + BA; T2 = dieta con 0 % PET +
LRF; T3 = dieta con 10 % PET + BA; T4 = dieta con 10 % PET + LRF; T5 =
dieta con 20 % PET + BA; T6 = dieta con 20 % PET + LRF. Los datos obtenidos
se analizaron estadisticamente en un disefio completamente al azar con
mediciones repetidas. A las 24 h de incubacién el in6culo BA presenté una
mayor (P<0.05) degradacion de la MS que las bacterias del LRF, en la dieta que
contenia 10 % de PET (26.38 vs 8.72 %, respectivamente), y 20 % de PET
(29.69 vs 18.79 %, respectivamente). A las 48h de incubacion, se mantuvo una
mayor degradacion de MS por parte de las BA con respecto a las bacterias del
LRF, en la dietas que contenian 10 % de PET (57.11 vs 51.99 %,
respectivamente), pero en la dieta que contenia 20 % de PET la degradacién
de MS fue mayor cuando se utilizo LRF como indculo (58.3 vs 48.77; LRF vs BA,
respectivamente). A las 72 h de incubacién, solamente se determinaron
diferencias significativas (P<0.05) en la dieta con 10 % de PET, en donde las BA
mostraron una mayor degradacion de la MS que las bacterias del LRF (67.55 vs
55.34 %). También se evalud la capacidad de BA y LRF para degradar PET, sin
embargo, los resultados obtenidos no mostraron diferencias entre tipo de in6culo
(BA o LRF) y la degradaciéon de PET fue muy baja (2.17 y 2.07 %, BA y LRF)
después de 72 h de incubacion, respectivamente. Se concluye que las bacterias
aisladas de animales alimentados con 20 % de PET en la dieta, tienen una
mayor capacidad para degradar dietas que contienen 10 % de PET.

Palabras clave: PET, polietilentereftalato, bacterias ruminales, degradacion de
PET
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SUMMARY
The main objective of this research was to compare the capacity of DM
degradation of diets containing 0, 10 and 20 % polyethylenterephtalate (PET)
between a mix culture of rumen bacteria isolated (AB) and bacteria present in
fresh rumen liquid (FRL). The study was performed in vitro by means of
anaerobic techniques. The (AB) inoculum was isolated from the rumen liquid of
five lambs with an average body weight of 38 kg, feeding a diet containing 20 %
PET for 60 d; while, the FRL inoculum was obtained from lambs feeding a PET-
free diet. Treatments (T) evaluated were: T1 =0 % PET diet + AB, T2 =0 % PET
diet + FRL, T3 = 10 % PET diet + AB, T4 = 10 % PET diet + FRL, T5 =20 % PET
diet + AB, T6 = 20 % PET diet + FRL. Data were statistically analyzed in a
completely randomized design with repeat measurement in time. At 24 h of
incubation, the AB showed an higher (P<0.05) DM degradation than bacteria on
FRL on the diet containing 10 % PET (26.38 vs 8.72 %, respectively), and 20 %
PET (26.69 vs 18.79 %, respectively). After 48 h of incubation the higher DM
degradation was maintained by AB with respect to bacteria present FRL in diet
containing 10 % PET (57.11 vs 51.99 %, respectively), but in the diet containing
20 % PET, DM degradation was higher with the FRL than with AB inoculum (58.3
vs 48.77 %, respectively). At 72 h of incubation a significant differences (P<0.05)
was only observed with the diet containing 10 % PET, where the AB inoculum
showed better DM degradation than FRL inoculum (67.55 vs 55.34 %). Also, PET
degradation by AB an FRL was measured; however, results obtained showed no
differences between inoculum (AB and FRL), and the PET degradation after 72
h of incubation was too low (2.17 and 2.07 %, AB and FRL). It is concluded that
the aisolated bacteria from lambs fed a diet containing 20 % PET, have a better
capacity to degrade the DM content of diets
containing 10 % PET.
Key words: PET, polyethylenterephthalate, rumen bacteria, PET degradation
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INTRODUCCION

Un material con mucha demanda en México es el polietilentereftalato
(PET) debido a sus caracteristicas de durabilidad, impermeabilidad y no
toxicidad. En México la fabricacion principalmente de envases, empaques Yy
productos elaborados con plastico se ha incrementado considerablemente en
afos recientes; en el 2000 se produjeron 3 mil t de material plastico, de las
cuales 413 t se destinaron a la fabricacion de PET (APREPET, 2006).

Organizaciones como el programa de Naciones Unidas para el Medio
Ambiente han iniciado campafias para alertar a la poblacién acerca del riesgo de
la acumulacion de residuos sélidos no degradables, en particular de plasticos
desechables, debido a su efecto sobre el equilibrio ecoldgico del planeta; se
calcula que una botella de PET puede tardar en degradarse aproximadamente
mil afios (APREPET, 2006). En México se distribuyen 9 mil millones de botellas
de PET al afio, de las cuales al menos 90 millones se dispersan en el medio
ambiente, ocasionando un grave problema de contaminacién ambiental.

Considerando la similitud entre la solubilizacion anaerobia ruminal de
compuestos aromaticos naturales como la lignina, con la reportada en aguas
residuales con alta concentracion de acido tereftalico, se realiz6 un primer
experimento donde la inclusion de 10 y 20 % de PET en la dieta para borregos
en engorda, permite un consumo de alimento y GDP similar a la de los ovinos
alimentados con una dieta convencional; ademas, la concentracion de bacterias
ruminales no sufre cambios. Entonces, después de 60 d de alimentar borregos

con dietas que contienen PET, es necesario investigar si la flora microbiana
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desarrollada en el rumen de los borregos alimentados con PET tiene una mayor
capacidad para degradar PET (o dietas que contengan este polimero sintético),
con relacién a la poblacion bacteriana de ovinos alimentados con una dieta
convencional. Por tanto, el objetivo de la presente investigacion fue aislar y

caracterizar un cultivo bacteriano con capacidad para degradar PET.
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Objetivos

Aislar y caracterizar un cultivo bacteriano con capacidad para degradar

polietilentreftalato.

Determinar la desaparicion in vitro de la MS de tres dietas utilizando el cultivo

bacteriano aislado.

Hipotesis

La utilizacion de medios de cultivo anaerobios selectivos permiten aislar un

cultivo mixto de bacterias con capacidad para degradar polietilentereftalato.

El cultivo mixto de bacterias aisladas a partir de ovinos alimentados con PET

tienen una mayor capacidad para degradar polietilentereftalato.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento del cultivo mixto bacteriano

Obtencion del cultivo mixto bacteriano

La fuente de in6culo fueron cinco borregos con un PV promedio de 38 kg
después de alimentarlos durante 60 d (Experimento 1) con una dieta que
contenia 20 % de polietilentereftalato. Una vez terminado el primer experimento
(60 d), se obtuvieron 250 mL de liquido ruminal de la parte media ventral del
rumen mediante sonda esofagica. Se depositaron 50 mL de liquido ruminal
fresco en viales de 100 mL, se taparon con tapon de hule negro y arillo de
aluminio y se congelaron a 1 °C por 48 h para después ser liofilizados por 48 h

en una liofilizadora LABCONCO, modelo Freezone-6, durante 3 d.

Crecimiento del cultivo bacteriano en medio liquido

Se elabor6 un medio de cultivo selectivo a base de &cido tereftalico-fluido
ruminal (AT-FR; Cuadro 13). El medio anaerobio AT-FR se prepar6é usando la
metodologia descrita por Cobos y Yokoyama (1995). Se depositaron 9 mL de
medio AT-FR en tubos de cultivo (18 x 150 mm) estériles y con flujo de CO;
constante, se incubaron a 38 °C por 48 h para comprobar esterilidad de los
medios. Para inocular los medios liquidos se depositaron 0.05 g de material
liofilizado bajo flujo de CO; y en condiciones de esterilidad, para lo cual se utilizd

una campana de flujo laminar vertical Labconco, modelo Purifier Class II. Con la
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cantidad de material liofilizado (0.05 g) se asegurd obtener una concentracion

minima de 10’ bacterias mL™. Los tubos se incubaron a 38 °C por 48 h.
Aislamiento del cultivo bacteriano en medio sélido

En tubos de cultivo (18 x 150 mm; Cuadro 13) se prepararon medios
sélidos anaerobios selectivos. En cada tubo se depositaron 9 mL de medio y
mediante la técnica del tubo rodado se dispersé el medio en las paredes del tubo
(Hungate, 1969), se incubaron a 38 °C por 48 h para verificar esterilidad de los
mismos. Del cultivo liquido se hicieron diluciones (10™ a 10®) y luego los medios
sélidos fueron inoculados con el medio liquido a razén de 1 mL por tubo (por
triplicado) con las diluciones descritas; luego se incubaron a 38 °C por 48 h.
Después se hizo una caracterizacion bacteriana en cuanto a tamafio y tincién de

Gram usando la metodologia descrita por Harrigan y McCance (1979).
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Cuadro 13. Composicion del medio de cultivo liquido para el aislamiento del

cultivo mixto de bacterias degradadoras de PET

Componente Medio

Cantidad por 100 mL

Agua destilada (mL) 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)® 30.0
Sol. mineral | (mL)® 5.0
Sol. mineral Il (mL)® 5.0
Resarzurina 0.1 % (mL)® 0.1
Tristona de soya (Q) 0.2
Extracto de levadura (g) 0.1
Carbonato de sodio al 8 % (mL)® 5.0
Sol. de cisteina sulfido (mL) © 2.0
Acido tereftalico (g) 0.05
Agar bacteriologico (g)* 2.0

*Utilizado s6lo para medios soélidos

@ Liquido ruminal clarificado, previamente filtrado con una gasa triple y centrifugado a
12,000 rpm, por 15 min tres veces y esterilizado por 15 min a 15 psi, 121 °C.

@ Contiene 6 g de K,HPO, por 1000 mL de H,O.

® Contiene 6 g de KH,PO4; 6 g (NH4),SO4; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de
CaCl'H,0 por 1000 mL de H,0O (Bryant y Robinson, 1962).

@ Agregar 0.1 mL solucién al 1 % en agua y aforar a 100 mL de agua destilada.

®) 8 g de carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada.

® 2.5 g de L- cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH); 2.5 g de Na,S-9H,0 y 0.1 mL

de resarzurina en un volumen final de 100 mL.
Prueba de degradacion in vitro de la MS de las dietas experimentales

Se evaluaron seis tratamientos, con dos fuentes de indculo: bacterias
aisladas en medio con PET (BAPET) y liquido ruminal fresco (LRF). Los

tratamientos fueron los siguientes:
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T1 = dieta testigo + BAPET; T2 = dieta testigo + LRF; T3 = dieta con 10% PET +
BAPET; T4 = dieta con 10% PET + LRF; T5 = dieta con 20% PET + BAPET; T6
= dieta con 20% PET + LRF.

Se utilizé la técnica descrita por Lopez et al. (1999) y Cobos y Yokoyama
(1995). Se depositaron por triplicado 9 mL de medio de cultivo (Cuadro 14) y 0.1
g de las muestras en tubos estériles de 18 x 150 mm con flujo de CO, y se
incubaron a 38 °C por 48 h para comprobar esterilidad. Para la inoculacion se
deposité 1 mL del medio de las bacterias aisladas (10’ bacterias mL™ de medio),
las cuales habian crecido en medio liquido por 48 h. Para el indculo proveniente
del liquido ruminal fresco se hicieron diluciones hasta obtener una concentracion
aproximada de 10’ bacterias mL™ (similar concentracién a la de las bacterias
aisladas). Después de la inoculacion los tubos fueron incubados a 38 °C por 24,
48 y 72 h. Para determinar la cantidad de muestra degradada se recuperé el
residuo por filtracion a través de un papel Whatman No. 540 usando una bomba
de vacio. El material recuperado se sec6 a 60 °C por 24 h y se pesé para
calcular el porcentaje de material degradado. Para calcular la fase lag y tasa de
degradacion se realizdé un andlisis de regresion lineal simple: Y = a + bx; la tasa
de degradacion es la pendiente entre el tiempo, y la fase lag = ((In 100)- (a))/tasa

de degradacion.
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Cuadro 14. Composicion del medio de cultivo para la degradacién in vitro de la

MS del PET y de las dietas experimentales

Compuesto

Cantidad por 100 mL

Agua destilada (mL)

Liquido ruminal clarificado (mL)®
Solucién mineral | (mL)®

Solucién mineral I (mL)®
Rezarsurina 0.1 % (mL)®

Peptona de soya (g)

Extracto de levadura (g)

Carbonato de sodio, sol. 8 % (mL)®
Sol. Cisteina sulfito de sodio (mL)®
Dieta ()

PET (9)

52.6
30.0

5.0
5.0
0.1
0.2
0.1
5.0
2.0
0.1
0.1

2 Liquido ruminal clarificado filtrado en una gasa triple y centrifugado a 12,000 rpm, por

15 min tres veces y esterilizado por 15 min a 15 psi, 121 °C.

@ Contiene 6 g de K,HPO, por 1000 mL de H,O.

® Contiene 6 g de KH,PO,; 6 g (NH,),SO.; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl

"H,0 por 1000 mL de H,O (Bryant y Robinson, 1962).
@ Agregar 0.1 mL solucién al 1 % en agua y aforar a 100 mL de agua destilada.

®) 8 g de carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada.
© 2.5 g de L- cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH); 2.5 g de Na,S-9H,0 y 0.1 mL

de resarzurina en un volumen final de 100 mL.
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Prueba de degradacion in vitro de la MS del PET

La prueba de degradacion del PET se hizo a las 24, 48 y 72 h siguiendo la
metodologia descrita anteriormente. Los tratamientos fueron: T1 = cultivo mixto

de bacterias aisladas; T2 = liquido ruminal fresco
pH

El pH se determiné directamente de los medios de cultivo inoculados para
la degradacion in vitro a las 24, 48 y 72 h de incubacién usando un
potenciémetro marca ORION modelo 250A calibrado a pH 4 y 7, de acuerdo con

el procedimiento descrito en el manual de ORION (1996).
Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar con medidas repetidas a
través del tiempo (REPEATED MEASURES); hubo ocho tratamientos, con tres
repeticiones por cada tratamiento que se distribuyeron en forma aleatoria en las
unidades experimentales (tubos de cultivo). Se utilizé el procedimiento MIXED

(Littell et al, 1998; SAS, 1999; Wang y Goonwardese, 2004).

El modelo estadistico fue el siguiente:

Yi=H+ 0+ 1+ (Ot) + g
Donde:

Yj = variable respuesta

M = media general
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O, = efecto fijo del i-ésimo tratamiento
t; = efecto fijo del j-ésimo factor (periodo, tiempo)
(0t);; = efecto fijo de la interaccion del i-esimo tratamiento con el j-ésimo

periodo

€jj = error experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento del cultivo mixto bacteriano

Mediante la utilizacion de los medios de cultivos anaerobios selectivos
sélidos y liquidos en los cuales se adiciond acido tereftalico como substrato
nutritivo, se aislé un cultivo mixto compuesto por dos especies de bacterias. Una
corresponde a un coco soélo o en pares, Gram positivo de 3 -5 um de diametro;
esta bacteria fue una de las mas predominantes en el cultivo (70 %). El otro tipo
de bacteria corresponde a un bacilo motil Gram positivo de aproximadamente 12

um de longitud representando el resto de la poblacion bacteriana (30 %).

Prueba de degradacion in vitro de la MS de las dietas experimentales

Los resultados de la degradacion in vitro de las dietas por los diferentes
in6culos se muestran en el Cuadro 15. En la hora 24 los tratamientos que
recibieron como fuente de indculo el cultivo mixto de bacterias aisladas fueron
diferentes significativamente (p<0.05), sobre todo comparado con Ilos
tratamientos cuatro y seis donde las dietas contenian PET y el inéculo fue liquido
ruminal fresco. Este comportamiento es logico debido principalmente a que
dichos tratamientos fueron inoculados con bacterias aisladas de borregos que
previamente habian recibido PET en la dieta, lo que permitid una mas rapida
adaptacion de los microorganismos ruminales a este tipo de substrato. Una
respuesta similar se observO 48 h después de incubacion, donde los
tratamientos tres y cuatro presentaron una degradacion mayor (57.11 vs

58.30%), comparado con los tratamientos donde el in6culo fue liquido ruminal
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fresco. En la hora 72 no huno diferencias significativas (p>0.05) en degradacién
debido principalmente a que las bacterias ruminales en ese tiempo ya se

adaptaron al sustrato.

Cuadro 15. Degradacion in vitro (%) de la MS de las dietas experimentales con

dos fuentes de in6culo

Tratamientos (T) Hora de incubacion
24 48 72
T1 29.32a 45.382 62.56
T2 27.808° 49.81 62.30
T3 26.382 57.11° 67.55%
T4 8.72°" 51.99 55.34°
T5 29.692 48.77 61.24
T6 18.87°¢ 58.30° 61.10
Error estandar 4.48 4.48 4.48

abed = medias con literales diferentes en una columna, difieren estadisticamente

(p=<0.05).
T1 = dieta 1 + bacterias aisladas (BA); T2 = dieta 1 + liquido ruminal fresco (LRF); T3 =

dieta 2 + BA; T4 = dieta 2 + LRF; T5 = dieta 3 + BA; T6 = dieta 3 + LRF.

En cuanto a la cinética de degradacién, no se observo fase lag (b > In
100) en todos los tratamientos, mientras que la tasa de degradacion (Kd) fue
16.62, 17.23, 20.58, 23.31, 15.77, y 21.11 h para los tratamientos uno, dos, tres,

cuatro, cinco y seis. Los resultados de este experimento a las 72 h son similares
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a los obtenidos por Mora (2001) y Guerra (2004) quienes alimentaron borregos
con 30% de rastrojo de maiz como fuente de fibra. En consecuencia, la
utilizacion de hasta 30% PET en la dieta no afecta la degradacion in vitro de la
MS; dicho resultado se vio reflejado en las GDP del primer experimento donde

no hubo diferencias significativas.

Prueba de degradacion in vitro del PET

Los resultados de la degradacion in vitro del PET se muestra en el Cuadro
16; no hubo diferencias significativas y la degradaciéon de este substrato (1.04 a
2.07%) fue muy baja en las 72 de incubacion. Esto indica que para las bacterias
ruminales es dificil adaptarse rapidamente y degradar este tipo de sustrato; por
tanto, seria conveniente realizar observaciones en un periodo mas prolongado
de tiempo. De igual manera no se observo fase lag para los tratamientos y la
tasa de degradacion de la MS fue muy similar para el T2 (0.51 h) y el T1 (0.46).
En la degradacion de tereftalato disédico (presente en agua residuales), la
bacteria Dietzia sp. cepa GS-1 mostr6 una fase lag de 50 h antes de iniciar el
crecimiento, mientras que la fase exponencial tuvo una duracién de 72 h con una
fase de estabilizaciébn a las 168 h (Sugimori et al., 2000). Estos resultados
indican la dificultad de las bacterias ruminales o de otros ambientes para
degradar compuestos fendlicos. En consecuencia para estudiar la degradacion
del PET por bacterias ruminales aisladas es necesario aplicar metodologias
propuestas en otros estudios, donde se ha requerido 1 a 3 meses de fase lag o

de arranque para la degradacion de compuestos fendlicos (Qiu et al., 2004).

79



Cuadro 16. Degradacion in vitro (%) de PET durante 72 h

Tratamientos (T) Hora de incubacién
24 48 72
T1 1.24 1.70 2.17
T2 1.04 1.63 2.07
Error estandar 0.15 0.15 0.15

No existieron diferencias significativas (p>0.05)

T1 = bacterias aisladas (BA); T2 = liquido ruminal fresco (LRF).

pH

El pH de los medios de los tratamientos evaluados a diferentes horas de
incubacion se muestra en el Cuadro 18. En la hora cero no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos, este resultado era el esperado ya
gue antes de las inoculaciones los medios de cultivos fueron ajustados a un pH
aproximado de 6.8. Sin embargo, a 24 h los tratamientos uno y dos fueron
inferiores significativamente (p<0.05) comparado con en tratamiento tres. Por
tanto, en la dieta testigo la adaptacion de las bacterias en las primeras 24 h fue
mas rapida debido a la presencia de una alta cantidad de carbohidratos de facil
fermentacion, por lo que el pH tendi6é a disminuir. A las 48 h de incubacién el pH
del tratamiento dos fue menor significativamente (p<0.05) al tratamiento tres y
cinco, respectivamente; registrando este tratamiento (T2) el pH mas bajo (6.31).
En la hora 72 el pH de los tratamientos uno y dos fueron diferentes

significativamente (p<0.05). Por tanto, las dietas que contenian PET como fuente
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de fibra, el pH fue més alto. El mismo comportamiento se present6 en el pH del
liguido ruminal de los animales de los tratamientos dos y tres en el primer

experimento

Cuadro 17. Efecto de dos fuentes de inéculos en el pH de los medios a

diferentes horas de incubacion

Hora de incubacion

Tratamientos (T) 0 24 48 72
T1 6.76 6.202 6.44 6.152
T2 6.80 6.302 6.312 6.202
T3 6.81 6.73° 6.59" 6.40°
T4 6.79 6.71° 6.47 6.50"
TS5 6.82 6.71° 6.51° 6.61°%
T6 6.82 6.66" 6.40 6.53"
Error estandar 0.095 0.095 0.095 0.095

a,b,c,d,e

= medias con literales diferentes en una columna, difieren estadisticamente
(p=<0.05).
T1 = dieta 1 + bacterias aisladas (BA); T2 = dieta 1 + liquido ruminal fresco (LRF); T3 =

dieta 2 + BA; T4 =dieta 2 + LRF; T5 = dieta 3 + BA; T6 = dieta 3 + LRF.
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CONCLUSIONES

El cultivo mixto de bacterias ruminales aislado estuvo constituido por dos
especies de bacterias, una correspondid a un coco sélo o en pares, Gram
positivo de 3 a 5 um de didmetro; esta bacteria fue una de las mas
predominantes el cultivo (70 %). La otra bacteria correspondié a un bacilo matil
Gram positivo de aproximadamente 12 um de longitud representando el resto de
la poblacién bacteriana restante (30 %). La degradacion in vitro de la MS de las
diferentes dietas del experimento uno el cultivo mixto de bacterias se adapto
mejor en las primeras 24 h de incubacién en las dietas que tenian PET,
comparado con las bacterias de liquido ruminal fresco. El pH de los medios de
cultivo fue mayor significativamente a partir de la hora 24 en los tratamientos
donde se inocul6 con bacterias aisladas.

La degradacion in vitro del PET fue minima en toda la fase experimental
(72 h) lo que indica que este tipo de substrato es muy dificil de degradar en ese
periodo de tiempo, por lo que es necesario realizar incubaciones por un tiempo
mas prolongado ya que estudios con bacterias en otros ambientes anaerobios,
se ha demostrado que se requieren de periodos de incubacion de 200 h para

que se haga evidente la degradacion de tereftalato.
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