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Cabe mencionar lo expresado en el informe 01-2014 Tumbes, 25 de Setiembre 2014

donde se sugiere la modificacion de fecha del inicio del proyecto.

Y tener en cuenta los multiples factores limitantes o distorsionantes presentados
durante el proceso de la investigacion que condicionaron en cierta forma el

normal desarrollo del proyecto como:



1. Que se aprobo el presupuesto analitico para la ejecucion del proyecto de
investigacion denominado, financiado con recursos del Canon vy
Sobrecanon, mediante Resolucion N° 0822-2014/UNT-R. fecha 17 de
julio.

2. EIl dia 14 de Agosto del presente afio se presentd la solicitud de compras
de reactivos quimicos y equipamientos.

3. En el mes de noviembre de presente se nos ha atendido con material ya de
mayor importancia en aproximadamente 50% para la ejecucion de la
investigacion.

4. Se sugirio que para poder cumplir con los plazos establecidos de ejecucion
del proyecto es necesaria la atencion con la compra de equipamiento:
camara de electroforesis horizontal, incubadora , congeladora -20°C vy
reactivos para el aislamiento de microorganismo benéficos a partir del
ensilado bioldgico ; siendo los reactivos importados, estos seran atendidos
en aproximadamente unos 60 dias segun comunicacion verbal del sefior
trabajador de la Oficina General de abastecimiento, es decir
aproximadamente la segunda semana de enero del 2015.

5. Los reactivos en mencién son necesarios para poder iniciar ensayos
preliminares de caracterizacién por metagenomica y aislados del ensilado
bioldgico por lo tanto la demora en esto no nos permitird cumplir con los
plazos establecidos, aun habiéndose iniciado la ejecucion del proyecto
antes mencionado.

6. Para el mes de Noviembre se empezé a atender los requerimientos para lo
cual se habia manifestado que se habia empezado algunas actividades del

proyecto con material prestado.

INFORME EN FUNCION A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS:

Objetivos del proyecto:

Objetivo general
Valorar dietas, usando tres niveles de inoculo de microorganismos cultivados, aislados y
caracterizados mediante metagenomica del ensilado biologico de residuos
(Litopenaeus vannamei), en dietas de preinicio e inicio para lechones (Sus escrofa

domesticus).?



Objetivo especificos

1.

Caracterizar metagenodmica dirigida (ADN) la diversidad de microorganismos

asociados al ensilado biolégico de residuos (Litopenaeus vannamei),

Al: Extracciéon del ADN de las muestras de microrganismos colectadas para
andlisis gendmico.

A2: Secuenciacion metagenomica mediante Next Generation Sequencing
(NGS).

A3: Analisis de las secuencias e identificacion de las especies de los
microorganismos de las muestras.

A4: Aislamiento, identificacion y multiplicacion de cepas de bacterias
cultivables de las muestras colectadas.

Aislar cepas cultivables de microorganismos potencialmente benéficos del
lechén asociados a la alimentacion con ensilado bioldgico de residuos
(Litopenaeus vannamei),

Determinar las caracteristicas fisica de las excretas

Caracterizar la composicion quimica de las dietas y las excretas de los
tratamientos, utilizada en lechones (Sus escrofa domesticus), usando tres
niveles 5%, 10% y 15%) de ensilado con el inoculo de 1%, 1.5% y 2%
microorganismos  cultivados, aislados y  caracterizados  mediante
metagenomica, en ensilado bioldgico de residuos (Litopenaeus vannamei)
Valorar el incremento de peso vivo de los lechones (Sus escrofa domesticus),
alimentados con dietas e inoculando niveles de 1%, 15% y 2% de
microorganismos aislados y cultivados del tracto digestivo del lechon,

Estimar el consumo del alimento, la digestibilidad alimenticia, la conversion
alimenticia y el mérito econémico por los lechones (Sus escrofa domesticus),
con los niveles de 5%, 10% y 15% de ensilado con inoculo de
microorganismos  cultivados, aislados 'y caracterizados mediante
metagenomica del tracto digestivo del lechén.

Determinar los coliformes en heces de lechones lactantes durante las dias 13 al
15 del nacimiento y la proporcion de diarreas colibacilares durante el proceso
de crianza tratados y no tratados.

Andlisis de la microbiota del alimento, intestino del lechén y excretas,



Caracterizar mediante metagenomica dirigida (ADN) la diversidad de
microorganismos (presencia y prevalencia de microrganismos benéficos y

patdgenos)

B1: Extraccion del ADN de las muestras de microorganismos colectadas para
analisis metagendmico.

B2: Secuenciacion metagendmica mediante Next Generation Sequencing
(NGS).

B3: Analisis de las secuencias e identificacion de las especies de los
microorganismos de las muestras.

9. Andlisis de la proteomica del alimento, intestino y excretas. Evaluacion de
perfiles protedbmico mediante espectrometria de masa MALDI TOF TOF en

ensilado, microrganismos de intestino y excretas.

RESUMEN

Se aislaron microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon, utilizando
medio lacto agar, caracterizando su genoma mediante su ADN con amplificacion PCR
encontrandose e identificandose, Enterococcus hirae ATCC 9790, Lactobacillus
brevis ATCC 367, Lactobacillus johnsonii NCC 533, Pediococcus pentosaceus ATCC
25745), la mezcla de estos lactobacilus fueron utilizados como inoculo para la
preparacion del ensilado bioldgico de residuos de langostino EB, la dosis del inoculo
(mezcla de los microrganismos en igual concentracion), se evalu6 mediante,
dosificandolo a  lechones pre destetados via oral, dosis determinada por
espectrofotometria, densidad optica (DO) la mejor concentraciones correspondiente
a 1.5 DO equivalente a 3x108 UFC/gr. Obteniendo el mejor ICA equivalente a 0,96.

El ensilado biologico de residuos organicos de Litopenaeus vannamei (EB) preparado,
se evalud inicialmente mediante metagonomica para la presencia y abundancia de
microrganismos, se determind una alta presencia de familia de lactobacilos 98%, El
EB fue incorporado a las dietas pos destete a los lechones en cantidades de TO 0% |,
T15%, T2 10% y T3 20%, dieta con 18% de proteina, se obtuvo la mejor ganancia de
peso de T1 10.94 kg, los tratamientos no tiene significancia estadistica entre si, el

consumo de alimento mas alto y semejantes entre si fue de TO 21.63 kg, T1 18.53 y
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menor consumo , T2 14.43 kg y T3 12.88 Kg., la mejor conversion alimenticia ICA
fue del tratamiento T2 de 1.39, todos ellos diferentes estadisticamente a TO de 2.38, la
mayor digestion proteica de las dietas fue del T2 73.42%, en la caracterizacion fisica
de las excretas no se presentd ni un cuadro diarreico, se aislaron microrganismos
patdgenos Eschericha coli y salmonela, en las cuales la concentracion 1 en 20 fue
negativa para estas bacterias patdgenas, siendo la lectura en concentracion de 1 en 11

menores a 1x105 UFC7gr. Se presentaron pequefias colonia en el tratamiento TOy T1

En el caso del analisis de meta gendmica, realizado en el alimento, se determind la
presencia de microrganismos predominantes durante el recorrido del alimento en el
tracto digestivo del lechdn, iniciando el analisis del alimento, estomago, intestino y
ciego, del lechon donde se determind la semejanza de la microbiota existente, con
microrganismos benéficos con mayor similitud entre intestino delgado y ciego. Existe
la presencia de microrganismos patdgenos en muy pequefias cantidades los cuales no
se manifestaron. Se realiz6 una prueba comparativa para hallar metabolitos proteicos
relacionados con el alimento y de algin patdgeno, a través de la Proteomica, en lo
cual se encontré la presencia de proteinas semejante entre insumos - alimento y
estbmago como con mayor peso molecular, muchos metabolitos desaparecieron en
intestino y colon, no hay presencia de metabolitos proteicos de origen de
microrganismos patdgenos en tracto digestivo, se aprecia también la degradacion de la
moléculas proteicas segin sus pesos moleculares en la ultima parte del tracto
digestivo del lechén.

Palabras claves

Caracterizacion molecular, metagenomica, genotipo, ensilado biolégico, proteimica

Objetivo especificos

Objetivo 2 Aislar cepas cultivables de microorganismos potencialmente benéficos
del lechon asociados a la alimentacion con ensilado bioldgico de residuos
(Litopenaeus vannamei),

Metodologia

Aislamiento de bacterias nativas.- A partir de una granja de porcicultura ubicada en
la ciudad de Tumbes (3°35°18,46” S; 80°26°36,68” O), se realizd la seleccion de un

lechén de 28 dias de edad (destetado a los 21 dias), con buen estado de salud y



alimentado con concentrado comercial sin antibiéticos. Cumpliendo con los
estandares de ética de manejo de animales, el lechon fue anestesiado por un médico
veterinario via entra-venosa, dosis de 3 mg/k.p.v. de Ketamina; para luego proceder
con una laparotomia. Las muestras fueron obtenidas con hisopos estériles a partir de

la mucosa epitelial del estdbmago, intestino delgado, intestino grueso y ciego. Se

conservaron para su traslado, en tubos cénicos que contenian caldo Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) pH 6,5.

Figura 1 lechones de granja de 21 dias, procedimiento de extraccion de bacterias de lechones
pre destetados para la incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto
digestivo del lech6n

En el laboratorio, a partir de las muestras obtenidas se realizaron diluciones seriadas
hasta 20-2 y fueron sembradas posteriormente por superficie en placas de Petri con
agar MRS pH 6,5 y fueron incubadas a 37°C por 48 horas. Posteriormente, se
realizaron purificaciones consecutivas en agar MRS de las colonias bacterianas
aisladas, hasta obtener cultivos puros, los que fueron confirmados con tincion Gram.
Las cepas seleccionadas fueron conservados en tubos con agar MRS inclinado a 4°C y

criopreservados a -20°C en caldo MRS suplementado con 30% de glicerol .



Figura 02 siembras de bacteria e identificacion, Tincién gran, observacién microscopica
aumento 100X de lechones pre destetados para incorporacion de Inoculo de microrganismos
benéficos, tracto dig. del lechon

Identificacion molecular mediante secuenciacion del gen 16S ADNTr.

Extraccion de ADN.- Se utiliz6 el método répido de ebullicién para plasmidos
pequefios de Escherichia coli (Basado en Holmes y Quigley 1981; modificado por
Riggs y Mc Lachlan 1986) con modificaciones. Para esto, las cepas bacterianas
seleccionadas fueron sembradas en tubos de vidrio con 10 mL de caldo MRS e
incubadas a 37 °C por 24 horas. Luego se tomd 1,2 mL de la suspension bacteriana en
un microtubo de 1,5 mL y se centrifug6 a 10000 rpm durante 2 minutos, se elimind el
sobrenadante y posteriormente se resuspendié el pellet de células con 500 uL de
solucion PBS 1X estéril y luego centrifugado a 10000 rpm por 1 minuto. Se elimind el
sobrenadante y se le agregé 200 uL de solucion STET (sacarosa 8%, Triton X-100
5%, EDTA 50 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0) y 10 uL de Lisozima (20 mg/mL,
disuelto en agua destilada), se incubd en bafio de agua térmico a 100 °C por 45 a 55
segundos y se colocd sobre hielo. Se centrifugd a 13000 rpm por 10 minutos y se
transfirio el sobrenadante a otro microtubo que contenia 400 uL de isopropanol frio y

se dejé reposar en congelacion por 30 minutos. Luego se centrifugd a 13000 rpm por



10 minutos y se elimind el sobrenadante; el pellet obtenido fue lavado con etanol al

75% Yy secado a temperatura ambiente. Finalmente el pellet de ADN fue resuspendido
con 200 uL de solucién TE (Tris 1M y EDTA 0,1mM) a 65°C.Las muestras fueron
conservados a -20°C hasta su utilizacion.

Figura 3 Extraccion de ADN, termociclador y presencia de ADN de lechones pre destetados
para incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechén
Muestra en el termociclador Resultados: columna 1: cédigo FE: banda fuerte positiva;
columna 2: codigo FI2: banda fuerte positiva; columna 3: codigo 4: ausencia negativo;
columna 4: cddigo 6: banda fuerte positivo; columna 5: cédigo 11Al: banda leve positivo;
columna 6: codigo: 11A3: banda leve positivo.

Anélisis por PCR.- Se utiliz6 la técnica de PCR (Reaction chain polimerase, por
sus siglas en inglés) simple para amplificar la region 16S ADNr. Para esto, se
utilizaron los cebadores universales 16S ARNTr F518
(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) y 16S ARNr R800
(TACCAGGGTATCTAATCC), descritos para estudios filogenéticos bacterianos
(Lane 2001). Las reacciones de PCR se realizaron en mezclas de 25 uL, constituida
por 2,5 uL de buffer Tag 10X, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada dNTPs (10 mM),
0,5 U de Taqg ADN polimerasa (Invitrogen), 0,36 pmol de cada cebador y 2 uL de
ADN extraido. El perfil de la PCR se realiz6 en un termociclador (Thermo Scientific)



y consta de un ciclo de 94 °C por 6 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C

por 45 sy 72 °C por 1 minuto y una extension final a 72 °C por 4 minutos.

Los productos de amplificacion fueron verificados por electroforesis en geles de
agarosa al 1,5%, tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) y por electroforesis en
TAE 1X.

Secuenciacion de los productos de la PCR.- Para la secuenciacion se utilizé 10 uL
de los productos obtenidos por amplificacion en la PCR, y fueron colocados en
microtubos de 0,2 mL. Ademas, se prepararon microtubos de 0,2 mL con porciones
de 5 uL de cada cebador universal para el gen 16S ADNr. Estos fueron empacados y
enviados a la empresa Macrogen de Estados Unidos, para realizar la secuenciacion de
las 2 cadenas de cada producto amplificado. Obtenidas las secuencias de ADN de
cada producto amplificado, éstas fueron alineadas con el software libre MEGA 5y
comparadas posteriormente con las secuencias de 16S ADNr que se encuentra en la
base de datos de acceso publico del GenBank mediante el software libre BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool).

Los resultados de la identificacion de las cepas purificadas por el gen 16S ARNr, de la
microbiota gastro-intestinal porcino , mediante programa de bioinforméatica MEGA 6
y Blast fueron: Enterococcus hirae ATCC 9790 aislado del ileon con una identidad de

99%, la secuencia nucleotidica es:
CGCTTTTTTTTTCTATGGGAGCTTTCCTCCACTGGAAAAAGAGGTGTGGCGAACGGGTGAG
TAACGTATGGGTAACCTACCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGTTAATNCC
GTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGA
TGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACTCGGCCCAAACTCNTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAA
CTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATAT
ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA
AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
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GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCA
CTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGC
CATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTAC
AACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGT
AGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC

GAAGTC.SOURCE Enterococcus hirae ATCC 9790, ORGANISM Enterococcus
hirae ATCC 9790, Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae;
Enterococcus. Encontrados en estudios relacionados con organismos benéficos segun
los autores REFERENCE 1 (bases 1 to 1563) AUTHORS Gaechter,T.,
Wunderlin,C., Schmidheini,T. and Solioz,M. TITLE Genome Sequence of
Enterococcus hirae (Streptococcus faecalis) ATCC, 9790, a Model Organism for the
Study of lon Transport,Bioenergetics, and Copper Homeostasis. (NCBI 2015)
Mediante pruebas moleculares de amplificacion eficientes PCR, (Espinoza 2015)
(Rodriguez y Barrios 2015)

La cepa bacteriana acido lactico aislado del duodeno, fue identificado como
Lactobacillus brevis ATCC 367 , identidad de 99% y la secuencia nucleotidica

correspondiente.

GAGTTTGATCATGGCTCAGGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAAC
GAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTCAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTGG
TGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTA
ATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTT
CTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCCCACCAAGACGATGAT
ACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCG

CGTGAGTGAAGAAGGGTTT Lactobacillus brevis ATCC 367 strain ATCC 367 16S
ribosomal RNA, complete sequence, NCBI Reference Sequence: NR_075024.1

SOURCE Lactobacillus brevis ATCC 367 ORGANISM Lactobacillus brevis
ATCC 367, Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae;
Lactobacillus. Encontrados en estudios relacionados con organismos benéficos segln
los autores es REFERENCE 1 (bases 1 to 1563) AUTHORS: Makarova,K.,
Slesarev,A., Wolf,Y., Sorokin,A., Mirkin,B., Koonin,E., Pavlov,A.,
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Pavlova,N., Karamychev,V., Polouchine,N., Shakhova,V., Grigoriev,l.,
Lou,Y., Rohksar,D., Lucas,S., Huang,K., Goodstein,D.M., Hawkins,T.,
Plengvidhya,V., Welker,D., Hughes,J., Goh,Y., Benson,A., Baldwin,K., Lee,J.H.,
Diaz-Muniz,l., Dosti,B., Smeianov,V., Wechter,W., Barabote,R., LorcaG.,
Altermann,E., Barrangou,R., Ganesan,B., Xie,Y., Rawsthorne,H., Tamir,D.,
Parker,C., Breidt,F., Broadbent,J., Hutkins,R., O'Sullivan,D., SteeleJ., Unlu,G.,
Saier,M., Klaenhammer,T., Richardson,P., Kozyavkin,S., Weimer,B. and Mills,D.
TITLE Comparative genomics of the lactic acid bacteria. (NCBI 2015)

Lactobacillus johnsonii NCC 533 aislado del Estomago con una identidad de 99%, la

secuencia nucleotidica es:
CCGNNTTTNTTGGNNTTANGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAGGGCTGATGTGAAAGCCTTC
GGCTCCCCGGAAAGTTGCATCAGAAACTGTTNGAACTTGAGTGCNAAAGAGGAGAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCTCAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCG
GGGACGCTGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATG
AGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGC
AAGCGGATCTCTTAAAGNCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCNNCTACACGAA
GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCCTTG
TACACACCGCCCGTCAACACCATGAGAGTCTGTAACNNCCCNAANCGGTGGGATAACCTT
TATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTTAACAAGGTAA

CCCGNAAA Lactobacillus johnsonii NCC 533 Encontrados en estudios relacionados
con organismos benéficos segun los autores Bacteria; Firmicutes; Bacilli;
Lactobacillales(Zhanget.al.,2011), "A greedy algorithm for aligning DNA sequences”,
J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14 (NCBI 2015)

La cepa bacteriana acido lactico aislado del ciego, fue identificado como Pediococcus
pentosaceus ATCC 25745, identidad de 99% vy la secuencia nucleotidica

correspondiente.
NNNNNNNNNCGTNCNTTTNCNGNTTNTTGGGCGTAAANCTNGCGCACGCNNNCTTCTGGG
GGGATGTCTAAGCCTTCGGCTCCCCGNNGGTTGCATTGATAAACTGGGGGACTTGAGTGC
AGAAGAGGACATTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTGGATATATGGAAGAACA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=257314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=257314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=278197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=278197

CCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG
CGAACAGGATTAGATACCCTGGCAGTCCATGCCGTAAACAATGATTACTGAGTGTTGGAG
GGTTTCCGCCCTTCATTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCG
CTGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAATCTAAGAGATTAG
ACGTTCCCTTCCGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCATCAGCTCGTGTCATGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCNCAACGAGCGCTACCCTTATTACTAGNTGCCAGAATTAAGTTGG
GCAGTCTAATGCCACTGCCGGTGACNAACAGGAGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATC
ATGCCCTTATGACCCGGGCTACCCACNTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGAC
CGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTCGGACTGAAGGCTGCACCTCGCCT

ACCCAAAATCCGGAATCGCTAGTAATCCCGGATCAGCATGCCCCNNN Pediococcus
pentosaceus ATCC 25745 Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales
Encontrados en estudios relacionados con organismos benéficos segin los autores
REFERENCE Zhang, J., Deng, J., Wang, Z., Che, C., Li, Y.F., Yang, Q., 2011), "A
greedy algorithm for aligning DNA sequences”, J Comput Biol 2000; 7(1-2):203-14.
(NCBI 2015) Mediante pruebas moleculares de amplificacion eficientes PCR
(Espinoza 2015) (Rodriguez. y Barrios 2015)

Evaluacion de inéculos bacterianos.- Para los bioensayos, se utiliz6 treinta y seis
lechones de S. scrofa domesticus de 14 dias de edad (7 dias al destete), con peso
aproximado de 4 Kkg; de las razas Landrace/Belga (porcentaje 50/50) vy
Yorkshire/Belga (porcentaje 50/50), nacidos en la granja de la Facultad de Ciencia
Agrarias de la Universidad Nacional de Tumbes. Se adecué un ambiente de
maternidad cerrado de 40 m2 de &rea, con ventanales cubiertos con malla Rashel. Se
instalaron jaulas de 3,4 m2, correspondiendo un area de 1,4 m2 para la madre y a cada

lado de la jaula un pequefio cerco de 50 cm de ancho, 2 m de largo y 50 cm de alto,

para sus lechones.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=278197

=
O AGAR de lechones pre
destetados para incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo
del lechon

Para evaluar el efecto del in6culo en el comportamiento productivo pre-destete
(incremento de peso diario e indice de conversion alimenticia), se establecieron cuatro
tratamientos experimentales (TO, T1, T2 y T3) distribuidos entre tres marranas, cada
una contaba con 3 lechones por tratamiento. Los lechones seleccionados se les
proporcionaron ad libitum una dieta base con 18% de proteina; formulada por medio
del método del tanteo, corregida por el cuadrado de Pearson (Coérdoba 1993) y una

plantilla de hoja de célculo programa WUFF version 2002.

Se realizaron inéculos con mezclas en proporciones iguales de las cuatro bacterias
aisladas, preparados a diferentes concentraciones cuantificadas con espectrofotometria
a densidades opticas de 0 DO (0 UFC/mL), 1,0 DO (1,5 x 108 UFC/mL), 1,5 DO (3,0
x 108 UFC/mL) y 2,0 DO (4,5 x108 UFC/mL) y suministrados directamente via oral.

Diariamente se realizaron actividades que comprendian la alimentacion, limpieza y
verificacion del estado de salud de los animales. Se registro el peso de los lechones, la
cantidad de alimento consumido por grupo de cada marrana y residuos recogidos al

dia siguiente del alimento suministrado.



Figura 5 Purificacion de los microorganismos mediante densidad Optica y la mezcla
proporcional de estas, determinacion de la dosis de inoculo de lechones pre destetados de
microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon

Evaluacion de indculos bacterianos.- El valor de incremento de peso diario fue mayor
en el tratamiento T1 (0,21 kg) y menor en el tratamiento TO (0,05 kg), sin diferencias
significativas entre todos los tratamientos. Por otro lado, los indices de conversion
alimenticia (ICA) revelan que el tratamiento T2 logré el mejor valor (ICA = 0,963) y
el tratamiento TO valor el méas alto (ICA = 3,241), encontrandose diferencias
significativas para este pardmetro evaluado (Cuadro 2).

Tabla 1. Valores de incremento de peso diario (kg) e indice de conversion alimenticia (ICA)
en lechones con diferentes tratamientos de indculos bacterianos.

Cédigo _ T'ratamiento con Increrryeryto de I’ndic_:e de_cgnversic’)n
indculo bacteriano peso diario (kg) alimenticia (ICA)
TO 0 UFC/mL 0,0542 3,241%
T1 1,5 x 108 UFC/mL 0,208 1,468°
Letas T2 3,0 x 10% UFC/mL 0,195° 0,963
T3 4,5 x 10° UFC/mL 0,160% 1,686"

diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos (Prueba de Duncan P<0,05).



Figura 06. Peso diario (kg) de lechones pre destetados con incorporacion de Inoculo de
microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon

PESO VIVO A LA LACTANCIA 28/01/15

PESO VIVO AL DESTETE 31/01/15

TRATAMIENTOS [Sexo 1 2 3 4 5 6 7 incremento
Dosis |Peso |Dosis Peso |Dosis |Peso |Dosis Peso |Dosis peso |Dosis |Peso|Dosis |Peso

MoraDo 1. |m 1.5 DO o|1.5 po o|1.5 b0 o|1.5 b0 o|1.5 b0 9.3|1.5p0| 9.75|1.5P0| 9.75 075
Dosis 2. |m 1.spo| 7.5|1.5p0 7.5]1.sp0|  7.6]1.5 DO gl1.5 po 7.8|1.5 00| 8.25|1.5 0| 8.25 075
3x10°UFc 3. |m 1.spo| 7.8|1.5p0 7.8l1.5sp0| 7.8|1.5 DO 8.4]1.5 pO gl1.spo| ss|ispo| a5 07
4. Im 1.5 DO gl1.5 b0 gli.spo] s.4|1.5p0 8.9]1.5 O 8.6/1.5 DO ol1.5 b0 ol .
5. |m 1.5 DO 7]1.5 0 7]1.5 b0 7]1.5 b0 7.2|1.5 pO 7.2|1.5p0| 7.5|l1.5p0| 7.5 os
6. |n 1.5 DO 10|1.5 pO 10|1.5 PO 10[1.5 PO 11|1.5 po 11{1.5p0| 11]1.5 PO 11 .

promedio 1.5p0| 8.217J1.5p0 | 8.217J1.5 00| 8.3l1.5DO | 8.75|]1.5PO | 8.65|1.5DO ol1.5 pO ol
0.78333333
VERDE 1. |m 2.0Dp0 10|2.0p0 10]2.0p0| 10.6|2.0p0 | 11.2}2.0p0 11{2.0p0| 10.9|2.0p0| 10.9 oo
Dosis 2. |n 2.0p0 7]2.000 7]2.0p0 7]2.000 7.6|2.0 O 7.4|2.0p0 7]2.0p0 7 o
4.5x10° 3. |m 2.0p0| o.5|2.0p0 9.5]2.0 po 10[2.0p0 | 10.4]2.0p0| 11.4|2.0p0| 10.6|2.0p0| 10.6 11
UFC 4. |n 2.0p0 gl2.0p0 gl2.0p0 gl2.0p0 o|z.0p0 8.8|2.0p0| 8.9|2.0p0| 89 oo
5. |m 2.0p0| s.2|2.0p0 s.2|2.0p0| s.4]2.0p0 5.4]2.0 o s|2.0po| s.9|2.0p0| 5.9 07
6. |m 2.0 DO 8|2.0p0 8|2.0p0 8|2.0p0 8.4]2.0 po 8.2|2.0p0| 8.25|2.0p0| 8.25 0.25

promedio 2.0p0| 7.95|2.0p0| 7.95|2.0p0| 8.167|2.0 DO | 8.667]2.0 DO | 8.633|2.0 O] 8.59|2.0 O] 8.592
0.64166667
ROJO 1. |n 1.0D0 11|1.0p0 11]1.0p0| 10.6|/1.0p0 | 11.2}1.0DO 11{1.0p0| 11.5|]1.0p0| 11.5 os
Dosis 2. |m 1.0D0 o|1.0p0 ol1.0p0] 9.4]1.0p0 10]1.0p0 10{1.0p0| 10|1.0p0 10| .
1.5x10% 3. 1.0D0 7]1.000 7]1.000] 7.2]1.0p00 7.4]1.0p0 7.8/1.0p0| 7.s|/1.0p0| 7.5 os
UFC 4. |n 1.0Dp0 e|l1.0p0 6|1.0p0 s|1.0p0 e|l1.0p0 s.8/1.0p0| 6.25|1.0p0| 6.25 0.25
5. |n 1.0 D0 gl1.0p0 gl1.0p0 ol1.0p0 9.4]1.0p0 o.8/1.0p0| 9.75|1.0p0| 9.75 17
6. |m 1.0p0 7]1.000 7]1.000] 7.2]1.0p00 7.4]1.0 b0 s[1.0p0 8l1.0p0 8| .

e

promedio 1.0 DO g|l1.0po gl1.000| s.067{1.000 | &.567]1.000 | 8.733|1.000| s.83|1.000] 8833
1. |m Joopo| o.5lo.0po o.5lo.opo| 9.6|lo.0po 9.4]o0.0po o.4|0.opo| 9.5lo.opo| 9.5 o
conTROL [2.  |H o.opo| 6.2|o.opo 6.2|o.opo| 6.4]0.0po 6.8|0.0 pO 7|0.0po| 6.75|0.0po| 6.75 o055
3. |m J|oopo| s.4oopo s.alo.opo| s.4]o0.0p0 s5.4]0.0 pO s.8l0.opo| s.s5lo.opo| s.5 o1
promedio 0.0p0| 7.033)0.0po | 7.033)0.0 DO| 7.133]0.0 DO 7.2|o.0 po 7.4l0.000| 7.25|0.000| 728 [ o

Procesamiento de datos.- La unidad experimental fue un animal. Los datos

fueron registrado en una hoja electronica y los datos procesados con el programa

estadistico de Excel; determinandose la prueba de andlisis de varianza, y luego la

prueba de significancia de Duncan. Los datos se analizaron con un nivel de

significancia o = 0,05.

El anélisis de varianza (Tabla 3) no se encontr6 efecto significativo, con un

coeficiente de variacion alto CV = 140,8. Con la comparacion Duncan (Tabla 4) se

ordend los tratamientos de mayor a menor. En la cual los valores estadisticamente son

semejantes entre si.




Tabla 2. Incremento en peso diario (kg) de lechones pre destetados con incorporacién de
Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon.

Etapa Clave R1 R2 R3 R4 Promedio
TO 0.10 0.07 0.20 -0.15 0.05416
% é T1 0.07 0.50 0.17 0.10 0.20833
E g T2 0.08 0.45 -0.10 0.35 0.19583
§ S T3 0.22 0.50 -0.03 -0.04 0.16041

Tabla 3. Andlisis de Varianza para incrementos de pesos diario (kg) de lechones pre
destetados con incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del
lechon.

Fuentes variacion GL Suma cuad Cuad. Medio Fo F5% F1% Signfic.

Tratamientos 3 0.0588324 0.019610822 0.41342 3.4902 5.95 NS
Error experimental 12 0.5692187 0.047434896

Total 15 0.6280512

Coeficiente de variacion: (CV)= 140,8%

Tabla 4. Duncan (o = 0,05) para incrementos de pesos diario (kg) de lechones pre destetados
con incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon.

Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO 0x108 UFC/gr. (0 DO) Inoculum 0.054 a
T1 1.5 x108 UFC/gr. (1 DO) Inoculum 0.208 a
T2 3x108 UFC/gr. (1.5 DO) Inoculum 0.195 a
T3 4.5 x108 UFC/gr. (2 DO) Inoculum 0.160 a

Consumo de alimento.

En el consumo de alimento de los lechones pre destetados para determinar la mejor
dosis de inoculo durante la fase experimental el menor consumo se presentd en el
tratamiento T2 (,2552 kg). EI mayor consumo se presentd en el tratamiento TO,
(0,5816 kg), (Cadillo, 2008; DEA 2003).como se indica en la Tabla 5.

El analisis de varianza (Tabla 6) de los con sumos de alimento total muestra efectos
semejantes entre los tratamientos; con un CV=96,85. La comparacion Duncan (tabla
7) muestra el tratamiento TO como el de mayor consumo de alimento pero sin

semejantes estadisticamente con los otros tratamientos



Tabla 5. Consumo de alimento kg/dia de lechones pre destetados con incorporacion de
Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon.

Etapas Clave R1 R2 R3 R4 Promedio

TO 0.38 0.10 0.87 0.97 0.581558
% 8 T1 0.08 1.25 0.11 0.15 0.397333
§ % T2 0.08 0.39 0.21 0.34 0.255212
g T3 0.29 0.51 0.18 0.14 0.278940

Tabla 6. Anélisis de Varianza para consumo de alimento (kg) de lechones pre destetados con
incorporacién de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon

Fuentes variacion  GL Suma cuad Cuad. Medio Fo F5% F1% Signfic.
Tratamientos 3 0.266795844  0.088931948 0.6625926  3.4902 5.95 NS
Error experimental 12 1.6106176 0.134218133

Total 15 1.877413443

Coeficiente de variacién: (CV)= 96,85%

Tabla 7. Duncan (o = 0,05) para consumo de alimento kg/dia de lechones pre destetados con

incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechén.

Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO 0x108 UFC/gr. (0 DO) Inoculum 0.58 a
T1 1.5 x108 UFC/gr. (1 DO) Inoculum 0.40 a
T2 3x108 UFC/gr. (1.5 DO) Inoculum 0.26 a
T3 4.5 x108 UFC/gr. (2 DO) Inoculum 0.28 a

Adecuacion de corrales y dosificacion, Pesos obtenidos de animales para determinar

nivel adecuado para dosificar el ensilado que serd utilizado como alimento en la fase

de preinicio




Figura 7 pesado de lechones y evaluacion de lechones pre destetados con incorporacién de
Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechén

El indices de conversion alimenticia (ICA) de los lechones pre destetados con
incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechon,
cuyos resultados se presentan en la (Tabla 8), revelan que en el tratamiento T2 son las
que lograron un mejor ICA 1,387 y en el tratamiento TO el mas alta 2,375. (Cadillo
2008) (DEA 2003).

El andlisis de varianza (Tabla 9) de los ICA, muestra efectos significativos entre
tratamientos. La comparacién Duncan (tabla 10), de los ICA, indica significancia
entre el tratamiento TO con los otros tratamientos, pero semejanza entre los TTO. T1,
T2y T3.

Tabla 8. indice de conversion alimenticia diaria (ICA) total de lechones pre destetados con
incorporacioén de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechén

Etapas Clave R1 R2 R3 R4 Promedio
TO 3,84 33 4,33 1,55 3.241

[<5]

s 48 T1 1,25 2,50 1,5 0,66 1.46833
2R

§ @ T2 0,95 0,96 1,07 0,87 0.96333

(%]
[ERK<]
g° T3 1,34 1,68 2,71 1,01 1.68636

Tabla 9. Andlisis de Varianza para indice de conversion alimenticia (ICA) total de lechones
pre destetados con incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto dig. del
lechon.

Fuentes variacion  GL Suma cuad Cuad. Medio Fo F 5% F 1% Signfic.

Tratamientos 3 11.57233809 3.857446031 5.90268 3.49029 5.95 *
Error experimental 12 7.84208874 0.653507395

Total 15 19.41442683

Coeficiente de variacién: (CV)= 43,94%



Tabla 10. Duncan (o = 0,05) para el indice de conversion alimenticia (ICA) total de lechones
pre destetados con incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto dig. del

lechon.
Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO 0 x108 UFC/gr. (0 DO) Inoculum 3.241 a
T1 1.5 x108 UFC/gr. (1 DO) Inoculum 1.46833 b
T2 3x108 UFC/gr. (1.5 DO) Inoculum 0.96333 b
T3 4.5 x108 UFC/gr. (2 DO) Inoculum 1.68636 b

Indice de conversionalimenticia (ICA) en la etapa de pre
destete para determinar dosificacionde inoculos

Indice de
conversion

00 DO —
INOCULO

INOCULO 2000
INOCULO

B TRATAMIENTOS

alimenticia (ICA) 2.50 —

P S —— 169
1.50 V |

Figura 8. Indice de conversion alimenticia (ICA) total de lechones pre destetados con

incorporacion de Inoculo de microrganismos benéficos del tracto digestivo del lechén.

Resultados

Aislamiento e identificacion de bacterias.- Se aislaron un total de 19 cepas bacterianas

de diferentes regiones del tracto digestivo del lechén, con diferentes caracteristicas

morfoldgicas. La evaluacion de sus caracteristicas fenotipicas, permitio seleccionar 04

cepas bacterianas para su identificacion molecular (Tabla 1) y fueron clasificadas

dentro del orden Lactobacillales o denominadas también bacterias acido lacticas
(Figura 1).

Tabla 11. Identificacién molecular mediante el gen 16S ARNr de cepas bacterianas aisladas
del tracto digestivo de lechon.

N° Cddigo traF::(t)c;Cilrigsiier:al sLiT::SS?plg) Especie identificada i d;/:lt? dea q N° de accesién
1 E1Al Estémago 966 Lactobacillus johnsonii 98 AB809585.1
2 [2A2 Duodeno 438 Lactobacillus brevis 99 KF923753.1
3 I1A3 leon 1391 Enterococcus hirae 99 LC097067.1
4 Gl Ciego 775 Pediococcus pentosaceus 94 KC439684.1




0.00 11A3

0.04
0.00 .
LC097067.1|Enterococcus hirae JCM 8729
0.01
0.00 12A2
0.04
0.00 0.00 KF923753.1|Lactobacillus brevis Lb15F1
.02
0.0 G1
— 0.02 0.02
- KC439684.1|Pediococcus pentosaceus PJ10
0.00 E1A1
0.05 0.00

ABB809585.1|Lactobacillus johnsonii C37Ae5

Figura 9. Arbol filogenético mostrando las relaciones de las bacterias acido lacticas aisladas
del tracto digestivo de cerdo.

Discusion

En la crianza de cerdos, la flora microbiana natural del tracto digestivo le proporciona
condiciones adecuadas para poder utilizar eficientemente los alimentos (Rosmini
2004, Cranwell 1985). Dentro de esta flora microbiana, las bacterias son las mas
predominantes y colonizan especificamente cada porcion del tracto intestinal,
permitiendo una asociacidn simbiotica con el hospedero (Hong et al. 2011). Para este
fin, es importante utilizar bacterias benéficas aisladas de la misma especie en
produccidn, debido a la alta especificidad de estas por su hospedero, mejorando la
salud general y crecimiento de la especie en la que es utilizada. En nuestro estudio, se
logré aislar e identificar molecularmente mediante el gen 16S ARNr, cuatro especies
bacterianas (Lactobacillus brevis, Lactobacillus johnsonii, Enterococcus hirae y
Pediococcus pentosaceus) agrupadas dentro las bacterias acido lacticas, que
comprenden entre otros, a los géneros Lactococcus, Streptococcus y Leuconostoc
(Mallo, et al. 2010, Collado y Sanz 2007, Partanen y Mroz 1999, Cueto et al. 2010).
Diferentes estudios demuestran que la presencia de lactobacilos en el tracto digestivo
del cerdo mejoran el rendimiento productivo (Konstantinov et al. 2006, Lamendela et
al. 2011, Loft et al. 2014, Deusch et al. 2015). Para este fin, estas bacterias utilizan



diferentes mecanismos de accion relacionadas con la estimulacion de la inmunidad,
produccién de sustancias inhibitorias, competencia por la adhesion en los receptores
del epitelio intestinal y por nutrientes (Blajmana et al. 2015, Champagne et al. 2005,
Klose et al. 2010, Pluske et al. 2003, De Lange et al. 2010, Castillo 2000).

Estudios dirigidos por Gebert et al. (2011), demuestran que la colonizacion temprana
del tracto gastrointestinal con la cepa 1E1 de Lactobacillus brevis, mejora el sistema
inmune y reduce el establecimiento de patdgenos en lechones en la fase de lactancia.
Asimismo, la especie Pediococcus pentosaceus DPC6006 fue aislada, seleccionados
in vitro con base a criterios probi6ticos y ensayada in vivo en lechones, reduciendo la
cantidad de microorganismos indeseables del tracto digestivo (Gardiner et al. 2004).
Por otro lado, en investigaciones dirigidas por Wang et al. (2014), demostraron que la
administracion de L. johnsonii XS4 en dietas para cerdas durante el final del
embarazo y durante la lactancia, tuvieron efectos positivos sobre el rendimiento.
Ademas, Buhnik-Rosenblau et al. (2012) sugieren que L. johnsonii tiene una alta
especificidad por sus hospederos que pueden ser pollos de cria, pavo real, tortuga,
ratones, hamster, rata, humano, becerros, perro. Esta especie bacteriana es
considerada potencialmente probiotica y de gran interés para la industria alimentaria y
farmacéutica (Pridmore et al. 2004, La Ragione et al. 2004). Por otra parte, diversos
autores reportan a Enterococcus sp. como una bacteria comensal del intestino de
muchos mamiferos, entre ellos, gatos, perros, ratas, cerdos y terneros (Etheridge et al.
1988, Jergens et al. 1991). Estudios realizados por Larsson et al. (2014), mencionan
que la especie E. hirae coloniza especificamente el epitelio intestinal de lechones,
generando diarreas. En otros casos, aislados bacterianos de E. hirae a partir de fluidos
del rumen de Bos primigenius, presentaba propiedades bactericidas y

antiinflamatorias (Arokiyaraj et al. 2014).

En nuestro estudio se obtuvieron mejores resultados de ICA con los tratamientos que
contenian indculo bacteriano a diferentes concentraciones, es posible que la presencia
de este grupo bacteriano en el tracto digestivo de lechones tenga influencia positiva
sobre la digestibilidad de los alimentos, 1o que conlleva a mejorar la conversion
alimenticia (Pérez et al. 2007). Ademas, segun Blajman et al. (2015) estas bacterias
también promueven el crecimiento e inhiben el desarrollo de microorganismos

patdgenos. Estudios similares de aplicacion de inoculos bacterianos a diferentes



especies de cria criados bajo condiciones de estabulacion, demuestran mejoras en los

resultados de ganancia de peso (Frizzo et al. 2011, Blajman et al. 2015).

Considerando la informacidon obtenida, la metodologia aplicada puede ser evaluada en
diferentes especies utilizadas para la produccion de carne y productos industriales,
desde el cultivo de peces y langostinos hasta la crianza intensiva de animales
mayores. Los resultados obtenidos nos permiten enfocarnos hacia otros estudios
relacionados con el modo de aplicacién masiva de bacterias benéficas para mejorar la

productividad de la cria intensiva de animales.

Caracterizar metagendmica dirigida (ADN) la diversidad de microorganismos asociados al
ensilado bioldgico de residuos (Litopenaeus vannamei),

Preparacion de la solucion madre, Activacion de los microrganismos, para cada
muestra se hierve un litro de leche con movimiento constante, dejarlo enfriar hasta 40
°C ha, agregar los microrganismos AISLADOS vy dejarlos incubar por una hora luego
Ilevarlo a congelacién -04 °C hasta su uso.

Preparacion de yogur coccién de la leche, incubacion, mezclado con lactobacilos e

incubado.

Preparacion del ensilado bioldgico

Coccion de materia prima, en agua caliente agregar la materia prima (residuos de
procesamiento de langostino)

Mezclado de materia prima para el ensilado, e mezclan en proporcion de 70% de
materia prima y 30% de melaza mas el microorganismo encontrado

Fermentacion, se mezcla y se conserva de forma anaerdbica, el primer dia hermético,
luego se controla el Ph para determinar el grado de acides el cual depende de los dias
que desciende PH 4 al tercer dia y manteniéndose
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Figura 1 Elaboracion del Yogurt y del ensilado biol6gico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechon para la alimentacion de lechones destetados
alimentadas con ensilado: coccién incorporacion de inoculo, mezclado, incubacién con
lactobacilos, melaza Enfriado Fermentacién y evaluacion de acides

Objetivo 01

Identificar los principales microorganismos mediante metagendmica del ensilado
biolégico de residuos (Litopenaeus vannamei), del tracto digestivo del lechon para
dietas de inicio para lechones (Sus escrofa domesticus)

Resumen

El ensilado biol6gico de residuos organicos de Litopenaeus vannamei (EB) preparado,



se evalud inicialmente mediante metagonomica para la presencia y abundancia de
microrganismos, se determin0 una alta presencia de familia de lactobacilos 98%,

En el caso del anélisis de meta metagendmica, realizado en el alimento, se determind
la presencia de microrganismos predominantes durante el recorrido del alimento en el
tracto digestivo del lechdn, iniciando el andlisis del alimento, estomago, intestino y
ciego, del lechdn donde se determind la semejanza de la microbiota existente, con
microrganismos benéficos con mayor similitud entre intestino delgado y ciego. Existe
la presencia de microrganismos patdégenos en muy pequefias cantidades los cuales no
se manifestaron. Caracterizacion molecular, metagenomica, genotipo, ensilado
bioldgico,

Extraccion de la muestra del ensilado

Preparacion de muestras del ensilado para la extraccion de ADN

Extraccion ADN Metagenomico Del Ensilado, Pesar 4 g de muestra de ensilado y
colocar en 10 ml sodium phosphate buffer 1X (0.1% Tween 80, pH 7). Dejar incubar

por toda la noche a temperatura ambiente, con agitacion constante en shaker.

Extraer el sobrenadante de la suspension y centrifugar a 5500 rpm por 10 min. Se
descarta el sobrenadante y se obtiene un pellet. Adicionar al pellet 0.1g perlas de
vidrio, y macerar vigorosamente por 1 min en vortex.

Realizar dos lavados con 3 ml TE Buffer 50/50 (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH
8.0), vortexear previamente por 1 min, centrifugar a 5500 rpm por 5 min., Luego de
cada lavado descartar el sobrenadante.

Adicionar 2 mL de TE 50/50, vortexear y afiadir 20 pul de lisozima (50 pl de
proteinasa K (20mg/ml) y 2 ul de ARNasa, homogenizar e incubar a 37°c por 15 min.
Adicionar 200pl de SDS e incubar 10% por hora a 65°C.

La lisis se realiza por shock térmico (en 3 ciclos) colocando la muestra por 5 minutos
a nitrogeno liquido o (hielo seco + isopropanol) verificar que este congelada, y luego
transferir a agua hirviendo (100°C) por 15 min.

Luego del Shock adicionar un volumen de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamil
(25:24:1) centrifugar 5500 rpm por 20 min, recuperar el sobrenadante en tubos
eppendorf, adicionar 500 uL de PEG 8000 mantener a T° ambiente por 1 hora,
centrifugar a 9000 rpm por 20 min, descartar el sobrenadante.



Disolver el pellet en 500 uL de TE 10/1 (10 mM Tris-HCI, 1 mM sodium EDTA, pH
8.0), 50 uL de acetato de potasio 5 M e incubar a 4°C por 15 min, centrifugar a 13000
rpm por 15 min a 4°C, recuperar el sobrenadante.

El ADN del sobrenadante fue extraido con la adicion de 1 volumen de phenol-
chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1). La mescla fue centrifugada a 5000 rpm por 10
min y el sobrenadante fue colectado. EI ADN fue precipitado por la adicion de 0.7
vol. isopropanol helado. La mescla fue llevada a incubacion por toda la noche a -
20°C. Posteriormente el DNA fue colectado por centrifugacion a 10 000 rpm por 10
min, y el pellet resultante fue lavado con etanol helado 95% vy centrifugado a 10 000
rpm por 5 min y una con etanol al 70%, centrifugado a 10 000 rpm por 5 min. Se dej6
secar a temperatura ambiente por 15 minutos.

El DNA fue resuspendido en 30 uL TE buffer-HCI, 110/AmMEDTA, (10 mM pH
8.0).

Conservacion de ADN: Se re suspendio el pellet utilizando T.E. a pH. 8 10/1 a

65°C.Las muestras fueron conservadas a -4°C hasta su utilizacion.

Figura 02 Toma de muestras de ensilado para la extraccion de ADN destinado a la
METAGENOMICA del ensilado y del alimento en diferentes partes del tracto
digestivo del lechén alimentado con ensilado bioldgico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechon

Resultados del analisis de ADN metagendmico de ensilado de camaron:



El andlisis de las secuencias globales de metagenomica dirigida especificamente a
bacterias a través del gen ADNr16s de ensilado de residuos de camaron mostraron
que el orden Lactobacillus predomina en (92.86%) seguido de Clostridiales (6.39%) y
en los géneros Lactobacillus casei (39%) y Lactococcus lactis (15%) revelaron una

mayor abundancia en comparacion con los géneros de menor concentracion

Genero de Bacterias encontaradas
en ensilado biologico de residuos de langostino
con Metagenomica

m |lactobacillales 98.42% nu clostridiales 0.62% m enterobacteriales 0.40% = otros 0.49%

Figura 03 Genero de bacterias encontradas en el ensilado biologico de residuos de langostino
con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén para la alimentacion de lechones

Especies de bacterias encontradas en el ensilado biologico
de residuos de langostino con Metagenomica

—7 |

= lactobacillus casei = enterococcus durans = lactococcus lactis enterococcus faecalis
m |lactobacillus paracasei = enterococcus faescium m enterococcus sp. m lactobacillus plantarum
m enterococcus termitis  m lactobacillus reuteri m lactobacillus sp. m lactobacillus pontis

® clostridium perfringens m otros

Figura 04 Predominancia de bacterias del genero lactobacilos encontradas en el ensilado
biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechdn para la
alimentacion de lechones



Resultado y Discusiones, metagenomica del ensilado bioldgico preparado con
residuos del procesamiento de langostino.

Manifiesta que la metagenomica es un buena practica para identificacion de
microorganismos (Lamendela et al., 2011) Los residuos de productos pesquero
procesados y fermentados industriales tiene presncia de microorganismos que
faborecen la digestibilad y son utilizado en animales (Bertullo 2001) (Casaburi, et. al.
2003) (Leroy y De Vuyst 2004) (Lessi 1990) (Mendoza 1994)

Los micreorganismos del genero lactbacilos tienene influencia en la digestibilidad de
los alimentos (Alvarez 2014) (Parra 2010)(Perez et. Al. 2007)

bacterias propias resumen dominates resumen dominates

dela limento estomago excretas

bacteria cantidad bacteria cantidad bacteria cantidad
lactobacillus pontis 5.3742 campylobacter cuniculc 0.528 prevotella ruminicola 0.838
enterococcus faecal 3.3564 streptococcus sanguini¢ 0.230 bacteroides spp. 0.809
acetobacter pasteur 1.9806 prevotella multisacchar 0.197 treponema berlinense 0.651
enterococcus sp. 1.8170 shewanella putrefacier 0.197 rikenella spp. 0.564
kurthia gibsonii 1.3584 brachybacterium paracc 0.185 allobaculum stercorican, 0.313
pantoea sp. 1.3064 veillonella dispar 0.180 holdemanella eubacteri 0.254
sporosarcina sp. 1.1874 thiothrix eikelboomii 0.174 eubacterium pyruvativo 0.216
methylobacterium t 1.0907 micrococcus luteus 0.152 gracilibacter spp. 0.216
pantoea dispersa 0.8874 pseudomonas sp. 0.118 olsenella sp. 0.214
salmonella enterica 0.7759 collinsella aerofaciens 0.112 ruminiclostridium eubac 0.203
halospirulina sp. 0.7461 lachnospira spp. 0.101 paludibacter spp. 0.197
pantoea spp. 0.7214 cytophaga spp. 0.157
leifsonia poae 0.6395 holdemania spp. 0.136
enterococcus faeciu 0.6148 roseburia sp. 0.129
burkholderia sp. 0.5726 streptococcus hyointest 0.124
klebsiella sp. 0.5701 olsenella spp. 0.113
xanthomonas transl 0.5553 spirochaeta spp. 0.108
enterobacter horma 0.5255

anabaena spp. 0.4883

kluyvera ascorbata 0.4115

luteibacter sp. 0.4016

pantoea agglomerar 0.3966
enterobacter spp. 0.3594
idiomarina seosiner 0.3570
lactococcus garvieae 0.3495
psychrobacter celer 0.3495
macrococcus equipe 0.3198
pseudomonas oryzil 0.3198
oceanimonas smirn¢ 0.3099
psychrobacter sp. 0.2826
salinicoccus siamen: 0.2826

desemzia incerta 0.2405
streptococcus hyoin 0.2305
weissella cibaria 0.2256

Figura 05. Bacterias predominantes obtenidas mediante metagenomica en el alimento,
estbmago y ciego del aparato digestivo de lechones alimentadas con ensilado bioldgico de
residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén 21 dias de edad



OBJETIVO 08

Analisis de la microbiota del alimento, intestino del lechon y excretas, Caracterizar
mediante metagendmica dirigida (ADN) la diversidad de microorganismos (presencia
y prevalencia de microrganismos benéficos y patdégenos)

Determinacion de muestras para la extraccion de ADN destinados la
Metagenomica.

Extraccion de ADN del Alimento, intestino y excretas.

Extraccion de muestras

Los lechones destetados de 4 semanas de edad en buen estado de salud, se realizé una
seleccion de un lechdn al azar. De la granja del centro pecuario de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de Tumbes, alimentados con concentrado
experimental al 18% de proteina con insumos de la region a los cuales se les
incorporo 5 a 10 y 15% de ensilado bioldgico del procesamiento de langostino al cual
se le incorporo 1.5 densidad Optica y 3X108 UFC de inoculo aislado del tracto
digestivo del lechon.

Para el proceso quirurgico como anestesico disociativo, se utilizo como anestesia
ketamina dosis de 3 mg/KPV via intravenosa, evitando el estrés en el animal y

realizado por dos profesionales en el area zooctenista y medico veterinario

cumpliendo con los estandares de etica de manejo de animales.




Figura 06. Extraccion de muestras para metagenomica de lechones alimentadas con ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon 21 dias
de edad

La via de aplicacion del anestésico fue en la vena tibial medial, con un volumen de
2ml aplicado lentamente para evitar posibles embolias.

El proceso quirurgico se realizo una laparatomia abierta , las muestras fueron tomadas
de estomago, intestino delgado, intestino grueso , ciego y excretas; el procedieminto
de toma de muestra se ejecuto con un raspado de la mucosa de todo los organos
mencionados con isopos esteriles previamente autoclavados y por rayos ultra violeta
por 15 minutos, la muestra fue conservada en tubos falcon de 50ml contenido con
caldo Man, Romaan y Sharpe (MRS) medio para bacterias acido lacticas con un pH:
5-6 y a temperatura ambiente.

Toma de muestras de ensilado para la extraccion de ADN destinado a la
Metagenomica
Acondicionada a protocolo de la extraccion de ADN para metagenomica de suelo para

todas las muestras.
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Figura 07. Extraccion del ADN para metagenomica de lechones alimentadas con ensilado

bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon 21 dias
de edad

La migracion del amplicon de ADN, se realiz6 en gel agarosa 1.5% para la
electroforesis que muestra la amplificacién del gen 16 SFRNA bacteriano.

Muestra en el termociclador Resultados: columna 1: cddigo H: banda fuerte positiva,;
columna 2: cédigo E: ausencia negativo; columna 3: codigo L: ausencia negativo;
columna A: ausencia negativo.

Preparacion de muestras para la extraccion de ADN

Los amplicones de conservaron a -20°C.

Muestra De ADN Prepara Para La Metagenomica

Conservacion de ADN: Se re suspendio el pellet utilizando T.E. a pH. 8 10/1 a 65°C.
Las muestras fueron conservadas a -4°C hasta su utilizacion, Microrganismos
predominantes segin Metagenomica del Alimento, estomago, intestino y excretas de
lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de

lactobacilos benéficos del lechdn 21 dias de edad

Microrganismos predominantes segun
metagenomica del alimento

= candidatus phytoplasma sugarcane phytoplasma (uncharacterized)
= lactococcus lactis
= lactobacillus pontis

halospirulina spp.

= enterococcus faecalis



Figura 08 Genero de bacterias encontradas en el alimento utilizando en lechones alimentadas
con EB de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon 21 dias de

edad

Microrganismos predominantes segun
metagenomica del estomago

= helicobacter rappini

= prevotella copri

= campylobacter coli

= anaerovibrio spp.

= lactobacillus ultunensis

Figura 09 genero de bacterias encontradas en el estomago de lechones alimentadas con EB de

residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon 21 dias de edad

dominates alimento -
estomago
bacteria

cantidad

FA
FA
FA
FA
FA
FA
FA
FA

FE
FE
FE
FE
FE
FE
FE
FE

dominates
estomago-intestino
bacteria

cantidad

FE FL
FE FL
FE FL

dominates Intestino-colon
bacteria

Figura 10. Bacterias predominantes obtenidas mediante metagenomica repetida en dos
regiones, en el estdbmago, intestino delgado y ciego del aparato digestivo de lechones
alimentadas con EB de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del

lechdn 21 dias de edad

cantidad

FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH
FH



Microrganismos predominantes segun
metagenomica intsestino delgado

= selenomonas bovis ® |actobacillus ultunensis = anaerovibrio spp.

prevotella copri m mitsuokella multacida

Figura 11 genero de bacterias encontradas en el intestino delgado de lechones alimentadas
con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del
lechon 21 dias de edad

Microrganismos predominantes segin Metagenomica  excretas de lechones
alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechon 21 dias de edad

Microrganismos predominates segun
metagenomica de excretas

= |actobacillus ultunensis = prevotella copri
= faecalibacterium prausnitzii = campylobacter spp.

m selenomonas bovis

Figura 12 genero de bacterias encontradas en el excremento de lechones alimentadas con
ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon
21 dias de edad



comparacion entre tratamientos de
microrganismos predominantes
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Figura 13 comparativo de genero de bacterias encontradas en el estomago intestino y excretas
de lechones alimentadas con ensilado biol6gico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechdn 21 dias de edad

dominates Estomago- dominates Alimento- dominates Estomago-
Intestino-colon Estomago-Intestino-colon colon
bacteria cantidad bacteria cantidad bacteria
campylobacter coli 31881 FE FL |FH lactobacillus ultunensis 20.126/FA FE FL |FH coprococcus spp.
anaerovibrio sp. 2574 FE |FL |FH campylobacter spp. 6.554 FA FE FL |FH
anaerovibrio sp. 0120 FE FL FH clostridium spp. 2147 FA FE FL |FH
anaerovibrio spp. 5533 FE FL |FH faecalibacterium prausnitzii ~ 8.296 FA FE FL |FH
blautia producta 0528 FE |FL FH lactobacillus mucosae 0.806 FA FE FL 'FH
blautia spp. 0.831FE |FL FH lactobacillus ultunensis USHA FA |FE FL 'FH
campylobacter coli 0473 FE FL FH lactococcus lactis 7.107 FA FE FL |FH
eubacterium ruminantium  3.047 FE FL FH megasphaera elsdenii 3938 FA FE FL |FH
eubacterium spp. 2717 FE FL FH prevotella brevis 3466 FA FE FL |FH
faecalibacterium spp. 1.027 FE |FL |FH prevotella copri 9717 FA FE FL |FH
gloeobacter spp. 0.880 FE FL FH prevotella spp. 1642 FA FE FL |FH
hespellia porcina 0509 FE |FL FH roseburia faecis 4058 FA FE FL 'FH
lactobacillus crispatus 1079 FE FL |FH selenomonas bovis 4686 FA | FE FL 'FH
lactobacillus equicursoris 0551 FE FL FH
mitsuokella jalaludinii 1422 FE |FL |FH
mitsuokella multacida 5129FE FL |FH
paraprevotella spp. 1329FE FL |FH
phascolarctobacteriumsucc  2.007 FE FL  FH
prevotella sp. 0.798 FE |FL FH
roseburia intestinalis 3524 FE FL |FH
ruminococcus spp. 0.603 FE |FL FH
tannerella spp. 0495 FE |FL FH

Figura 14. Bacterias predominantes obtenidas mediante metagenomica repetida en tres
regiones, estdbmago, intestino delgado y ciego del aparato digestivo de lechones alimentadas
con ensilado biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del
lechén 21 dias de edad

Resultados Y Discusiones, de metagenomica encontrada en diferentes partes del
tracto digestivo de lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de
langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén 21 dias de edad

Mucho autores manifiestan que existen microorganismos beneficos en el tractro

cantidad
0.208 FE

FH



digestivo del lechon especialmente los relacionados con el genero lactobacilos los
cuales tiene efecto benefico en la alimentacion de lechones (Alvarez 2004)(Figuero y
Sanchez 1994)(Bertullo 2001)(Lessi 1994) (Garcia et.al., 2012)) (Partanen y Mroz
1999)(Mroz 2003)(Gabert et al., 2000)(Sauer y Li 1994) segin (Metzler y Mosenthin
2009). Manifiesta la presencia de micoorfganismos benéfico en el intestino del cerdo
(Kim et.al., 2012). La alimentacion de cerdos con lactobacilos mejoran la digestion
(Konstantinov et.al., 2008).(Pieper et.al., 2006).

Determinar las caracteristicas fisica de las excretas

Se tuvo en cuenta la presencia de cuadros diarreicos par el presente trabajo nos e
presentaron cuadros diarreicos esto quiere decir que deben tener mas de cinco
deyecciones continuas de heces sueltas.

Se presentaros heces sueltas en mayor proporcion en tratamiento testigo pero no
fueron continuas a la cual no se le considera diarrea

En el caso del tratamiento T3 (20% de ensilado) se present6 entre el preimer y tercer
dia un lechon con heces sueltas. Pero no fueron continuas a la cual no se le considera

diarrea
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Figura 13 caracteristyicas de las exretas de lechones alimentados con ensilado
biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon
Tabla 11 presencia o ausencia de heses sueltas en primera y segunda evaluacion de lechones
alimentados con ensilado biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos
benéficos del lechdn
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Segunda evaluacion
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P

Presencia
Ausencia

A

Observaciones Primera horas de la mafiana

RESULTADOS Y DISCUSIONES de presencia o ausencia de heses sueltas en

primera y segunda evaluacion de lechones alimentados con ensilado biologico de

residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén



Durante la fases de tratamiento tanto para la etapa de adaptacion como fase
experimental no se presentaron cuadros diarreicos siendo muy comun en esta etapa
segun (Pluske et al., 2003). El cambio de alimentacion origina este cuadro segun
(Sorza, 2003; SENA, 2003; Coérdova, 1993; Castillo 2000)

Valoracién y Caracterizar la composicion quimica de las dietas y las excretas de los
tratamientos, utilizada en lechones (Sus escrofa domesticus), usando tres niveles 5%,
10% y 15%) de ensilado con el inoculo de 1%, 1.5% y 2% microorganismos
cultivados, aislados y caracterizados mediante metagenomica, en ensilado biologico
de residuos (Litopenaeus vannamei)

La importancia del estudio radica en que se utilizard& material de desecho, que
constituye un problema ambiental, pero con valor nutritivo a través de un proceso de
ensilado bioldgico con la utilizacion de microorganismos naturales de la misma
especie animal, mejorando su valor nutritivo, digestibilidad, y utilizarlo como un

insumo  alternativo  para la  alimentacion  lechones  de  destete.

Materiales y Método, Material Biologico: setena y dos lechones (Sus escrofa) de 21
dias de edad en fase de destete de la raza Landrace y Yorkshire, 50% y 50% de Belga
de la granja de la FCA de la UNT, del departamento de Tumbes, Per(. Los materiales
para la preparacion del yogurt: Leche, microorganismos naturales aislados del tracto
digestivo, los materiales para la instalacién: 04 jaulas una por tratamiento,
desparasitadores, repelentes, vacunas. Los insumos para las dietas: Como materia
prima se utilizaron restos del procesamiento del congelado de P. vannamei, in6culo
bacterias del tracto diogestivo del lechon de 4 semanasde edad, Enterococcus hirae
ATCC 9790, Lactobacillus brevis ATCC 367, Lactobacillus johnsonii NCC 533,
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745), melaza de cafia de azucar, soya, harina de

maiz, polvillo de arroz, pasta de algodon, sal comun, sal mineral, grasas, aditivos.

Ubicacion del area de estudio: Centro de Produccién Pecuaria, Facultad de Ciencias

Agrarias de la Universidad Nacional de Tumbes, Peru.

Tipo de investigacion: Experimental clasico; Disefio Experimental clasico: Disefio

completamente aleatorizado (DCA), con cuatro tratamientos y tres repeticiones.

Caracterizacion quimica del ensilado biol6 gico, de las dietas utilizada asi como los
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excrementos correspondientes a las dietas: Se tomaron 100 gramos de muestra para
analisis respectivos, realizados en el Laboratorio de Nutricion Animal Facultad de
Ciencias Agrarias Universidad Nacional de Tumbes y laboratorio de Quimica de la
Universidad Nacional de Piura.

Métodos. Determinacion de Cenizas por incineracion unica; Proteina cruda: Kjeldhal;
Extracto etéreo: Soxhlet; Fibra cruda, Gravimétrico con acido—alcali (H.)

Preparacion de muestras de alimento para los lechones con la finalidad de extraer

microrganismos del tracto digestivo y excremento de los lechones.

S — ¢

Figura 01, alimento preparado y caracterizacion bromatoldgica del alimento con ensilado
biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén para la
alimentacion de lechones

Caracterizacion bromatoldgica del ensilado biologico por analisis proximal.
Se realiz6 el muestreo del ensilado, se obtuvieron 100 gr. aproximados de muestra de
la cual se determiné la materia seca por el método de deshidratacion por estufa.



Después de obtener el peso inicial se lleva a 73 °C por 48 hora, para tener el peso

final, obtenido la materia seca en %

valores de 27% a 35% de MS

peso final / peso inicial X 100, obteniendo

Determinacion de cenizas, por el método de calcinacion por mufla, se coloca la

muestra obtenidas de la determinacion de la materia seca, en crisoles los cuales han

sido lavados secados y pesados obteniendo el peso inicial, se coloca en la mufla y

llevado a 900 °c por 5 horas, se dia enfriar hasta obtener el peso final, de la cual se

obtuvo la ceniza en funcion a peso final/ peso inicial X 100.obteniendo porcentajes

de 5 a 13%.

Muestras de Cenizas

materia seca alimento

to t1
34.56 35.3333
84.93 78.54
80.26 73.95
50.37 43.2067
45.7 38.6167
4.67 4.59

90.7286083

453.780361
90.7560722

materia seca alimento

89.3766476

452.014034
90.4028068

t0 t1 t2 t3
33.4785 35.3333 35.3333
79.26 78.54 80.64
76.19 73.95 73.82
45.7815 43.2067 45.3067
42,7115 38.6167 38.4867
3.07 4.59 6.82

t2

33.51
77.81
71.46

44.3

37.95

6.35
85.6659142

425.139523
85.0279047

33.4845

76.34
69.48

42.8555
35.9955

6.86

93.2942346 89.3766476 84.9470387 83.9927197

t3

33.48
81.78
73.62

48.3

40.14

8.16
83.1055901

398.886606
79.7773213

materia seca alimento

t0 t1
32.2704 33.843
72.724 84.32
68.7758 81.22
40.4536 50.477
36.5054 47.377
3.9482 31

38.957
91.65
83.51

52.693

44,553

8.14

materia seca alimento

to
33.8972
99.32
92.58
65.4228
58.6828
6.74
89.6977812

38.957
70.6314
62.0473
31.6744
23.0903

8.5841

90.2401764 93.8585891 84.5520278 72.8989342

t1 t2 t3
38.957 38.957 33.8972
89.65 91.65 88.21
83.51 83.51 78.57
50.693 52.693 54.3128
44.553 44.553 44.6728
6.14 8.14 9.64

87.8878741 84.5520278 82.2509611

materia seca alimento

t0 t1 t2 t3
34.4377 34.9477 35.3333 33.843
71.99 81.85 80.54 70.873
68.1724 71.87 73.95 62.2222
37.5583 46.9023 45.2067 37.03
33.7347 42.9223 38.6167 28.3792
3.8236 3.98 6.59 8.6508

89.8195605 91.5142754 85.4225148 76.6384013
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Figura 02 determinacién bromatoldgica materia seca del alimento con ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon
para la alimentacién de lechones
Determinacion de la materia seca del alimento y con detector de humedad.

Peso promedio logrado
Ensilado 64.69 % de materia humedad

Alimento TO sin ensilado 12.65% de humedad
Alimento T1 con ensilado 13.21% de humedad
Alimento T2 con ensilado 14.48% de humedad
Alimento T3 con ensilado 17.54% de humedad

ceniza muestras dietas % ceniza

t0 41.5423 36.1606 -5.3817 36.3631 -5.1792( 96.2372485| 3.76275155
tl 48.8591 44,7512 -4.1079 44,9456 -3.9135( 95.267655| 4.73234499
tl 42.264 35.3558 -6.9082 35.671 -6.593| 95.4373064| 4.56269361
t2 54.4575 39.7435 -14.714 40.4619 -13.9956| 95.1175751| 4.8824249
t3 49.869| 44,8592 -5.0098 45.1107 -4.7583( 94.9798395| 5.02016049
t3 52.9871 41.9226 -11.0645 42.4935 -10.4936| 94.8402549| 5.15974513

Figura 03determiacion bromatologica ceniza del alimento con ensilado bioldgico de
residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon para la
alimentacion de lechones




Caracterizar la composicion quimica de las EXCRETAS de los tratamientos, utilizada

en lechones (Sus escrofa domesticus), usando tres niveles 5%, 10% y 15%) de

ensilado con el inoculo de 1%, 1.5% y 2% microorganismos cultivados, aislados y

caracterizados mediante metagenomica,

(Litopenaeus vannamei)

Anaélisis bromatolégico

en ensilado biolégico de

residuos

El ensilado bioldgico de residuos de langostino usado en la alimentacion de marranas

en las etapas de gestacion y lactacion, con tiene altas cantidades de proteinas y

carbohidratos, como se presenta en el analisis bromatoldgico de la tabla 13a.

Nutriente Contenido
Humedad (%) 61,12
Proteina (%) 34,31
Grasa (%) 5,53
Fibra (%) 12,06
Cenizas (%) 15,69
Carbohidratos (%) 31,76
Contendo calérico Kcal/g 970

alimento

Figura 04 a. Analisis bromatol6gico del ensilado biol6gico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechon, usado en la alimentacion de lechones.

analisis excremento

blanco rojo
70.6705
20.4157
50.2548

114.122
38.0015
76.1205

morado
223.1834
47.6885
175.4949

verde

27.7482
8.775
18.9732

71.1114256 66.70098666 78.6325954 68.3763271

130.96359 117.9785826 139.576786 126.579836
43.65453 39.32619421 46.5255952 42.1932788

blanco

rojo
165.125
19.21
48.352

275.35
37.56
66.23

morado verde
263.1834
46.31

81.752

217.7482

67.32
60.51

29.282059 24.0530234 31.0627494 27.7889783

blanco

rojo
284.122
35.14
77.351

311.6705
18.32
95.278

morado
333.1834
45.98
99.56

30.5701053 27.2245725 29.8814407

cenizas crisoles muestra +crijmuestra mustra crisol % ceniza

1 39.8025 46.56 6.7575 40.7573 0.9548| 14.1294858
2 35.3892 46.257 10.8678 36.5145 1.1253| 10.3544416
3 36.5575 37.4828 0.9253 36.6957 0.1382| 14.9356965
4 38.2877 39.3837 1.096 38.4353 0.1476| 13.4671533
5 36.571 40.183 3.612 37.0125 0.4415| 12.2231451
6 40.008 42.146 2.138 40.287 0.279| 13.049579

13.0265835

verde
237.7482
36.31
7231
30.414531



Figura 05 determiacion bromatologica del excremento de lechones

ceniza muestras dietas % ceniza

t0 41.5423 36.1606 -5.3817 36.3631 -5.1792| 96.2372485| 3.76275155
tl 48.8591 44.7512 -4.1079 44,9456 -3.9135| 95.267655| 4.73234499
tl 42.264 35.3558 -6.9082 35.671 -6.593| 95.4373064| 4.56269361
t2 54.4575 39.7435 -14.714 40.4619 -13.9956| 95.1175751| 4.8824249
t3 49.869 | 44.8592 -5.0098 45.1107 -4.7583| 94.9798395| 5.02016049
t3 52.9871 41.9226 -11.0645 42.4935 -10.4936| 94.8402549( 5.15974513

ensilado biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos

alimentados con

Estimar el consumo del alimento, la digestibilidad alimenticia, la conversion

alimenticia y el mérito econdmico por los lechones (Sus escrofa domesticus), con los

niveles de 5%, 10% y 15% de ensilado con inoculo de microorganismos cultivados,

aislados y caracterizados mediante metagenomica del tracto digestivo del lechon.

CONSUMOS DE ALIMENTO RESUMEN

fechas 05/05/2015 1210512015 15/05/2015 20/05/2015 22/05/2015 30/05/2015
primer peso 76 45 76 8.6 74 115
sequndo peso 53 6 6.4 76 8.6 85
(0]
B tercer peso 40 12 45 5 58 95
o 14 14 14 14 14 14
Gl Subtotal 56 59 6.2 11 13 98
0500512015 1210512015 15/05/2015 2000512015 2200512015 3000512015
fechas
primer peso 845 41 14 42 82 65
segundo peso 6.8 19 69 18 44 102
0
B tercer peso 33 72 4 74 78 95
0 4 r r r r 4
Tl Subtotal 6.2 64 6.1 65 68 87
05/05/2015 1210512015 15/05/2015 20/05/2015 22105/2015 30/05/2015
fechas
primer peso 795 85 84 5 76 95
segundo peso 125 6.8 6.3 96 102 11
é tercer peso 49 58 5 15 5 7
o 14 r r 4 4 4
B Subtotal 6.7 70 6.6 14 76 92
050052020 1210512015 15/05/2015 20/05/2015 2010512015 30105/2015
fechas
primer peso 5.25 6.4 46 1 6 13
segundo peso 425 53 b 106 68 10
0
8 | tercerpeso 865 95 9 58 102 85
o r r r r r r
0 | Subtotal 6. 11 65 8 A 105

Figura 06 Determinacion consumo de alimento de lechones alimentados con ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

Primer lote



fechas ICA

o del 5 al 7 de mayo aumento en kg 14 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
é del 7 al 10 de mayo aumento en kg 0.7 4.2
® del 10 al 15 de mayo aumento en kg 4
del 15 al 19 de mayo aumento en kg 4
del 19 al 22 de mayo aumento en kg 4
del 22 al 25 de mayo aumento en kg 4
del 25 al 30 de mayo aumento en kg 8
Promedio 26.1 6.525 X= 1553571429
del 5 al 7 de mayo aumento en kg 14 ICA
del 7 al 10 de mayo aumento en kg 0.7 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
del 10 al 15 de mayo aumento en kg 4 25
del 15 al 19 de mayo aumento en kg 1
del 19 al 22 de mayo aumento en kg 4
del 22 al 25 de mayo aumento en kg 4
del 25 al 30 de mayo aumento en kg 25 1.76
Promedio 17.6 44 X=
ICA
o del 5 al 7 de mayo aumento en kg 0.7 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
E del 7 al 10 de mayo aumento en kg 0.3 25
Tzu del 10 al 15 de mayo aumento en kg 4
del 15 al 19 de mayo aumento en kg 15
del 19 al 22 de mayo aumento en kg 4
del 22 al 25 de mayo aumento en kg 4
del 25 al 30 de mayo aumento en kg 4 1.85
Promedio 18,5 4625 X=
o del 5 al 7 de mayo aumento en kg 0.8 ICA
é del 7 al 10 de mayo aumento en kg 15 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
© | del10al 15 de mayo aumento en kg 4 44
del 15 al 19 de mayo aumento en kg 4
del 19 al 22 de mayo aumento en kg 4
del 22 al 25 de mayo aumento en kg 6
del 25 al 30 de mayo aumento en kg 72
Promedio 275 6.875 X= 15625

Figura 07Determiacion consumo de alimento de lechones alimentados con ensilado
biol6gico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.
Segundo lote
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Figura 08 determinacion consumo de alimento de alimento de lechones alimentados
con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos
benéficos del lechon. Primer lote



fechas

Q del 25 al 27 de julio aumento en kg 14 2.016570605
é del 28 al 30 de Julio aumento en kg 1.7 ICA
© 2 | del31al3de agosto aumento en kg 4 KG ALIMENTO Ppf-Ppi

del 04 al 07 de agosto aumento en kg 4

del 08 al 11 de agosto aumento en kg 4

del 12 al 15 de agosto aumento en kg 4

del 16 al 23 de agosto aumento en kg 4

del 24 al 31 de agosto aumento en kg 8

St 31.1 7.775 X=
Q del 25 al 27 de julio aumento en kg 1.4 ICA 1.574303406
g del 28 al 30 de Julio aumento en kg 1.7 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
® | del31al3de agosto aumento en kg 4

del 04 al 07 de agosto aumento en kg 1

del 08 al 11 de agosto aumento en kg 4

del 12 al 15 de agosto aumento en kg 4

del 16 al 23 de agosto aumento en kg 4

del 24 al 31 de agosto aumento en kg 25

St 22.6 5.65 X=

ICA 1.440735695

o del 25 al 27 de julio aumento en kg 0.7 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
g‘ del 28 al 30 de Julio aumento en kg 1.3
© & | del31al3deagostoaumento en kg 4

del 04 al 07 de agosto aumento en kg 15

del 08 al 11 de agosto aumento en kg 4

del 12 al 15 de agosto aumento en kg 4

del 16 al 23 de agosto aumento en kg 4

del 24 al 31 de agosto aumento en kg 4

Bramedin 235 5.875 X=
Q del 25 al 27 de julio aumento en kg 0.8 ICA 2.321867322
E del 28 al 30 de Julio aumento en kg 15 KG ALIMENTO Ppf-Ppi
‘® 2| del31al3deagostoaumento en kg 4

del 04 al 07 de agosto aumento en kg 4

del 08 al 11 de agosto aumento en kg 4

del 12 al 15 de agosto aumento en kg 4

del 16 al 23 de agosto aumento en kg 6

del 24 al 31 de agosto aumento en kg 7.2

SrormeFra 315 7.875 X=

Figura 9 Determinacion del indice de conversion de alimento de lechones alimentados
con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos
benéficos del lechon.



Disefio y construccion de los compartimientos. Para acondicionamiento del lugar, se
utiliz6 un ambientes cerrados, con ventanales cubiertos con malla rashel de 32 m2, se
instalaron cuatro jaulas para lechon, de 4 m de largo y 2m de ancho para cada una de
ellas, y un pequefio cerco perimétrico de 50 cm de alto. Actividades de crianza diaria.
Se tomo6 peso de los animales, del alimento y de las excretas diarios, limpieza,
alimentacion, una vez al dia; se reviso el estado de los animales constantemente (Figura
1le), realizando el manejo de pisos, bebederos y comederos; se lavd y desinfecto
manualmente, y revision diaria de los animales, suministrandose agua sola; se vacund
contra célera porcina, Se desparasitd con invermectina y albendazol pos destete; se anotd
en el registro la cantidad de alimento consumido en funcion a los residuos recogidos del
dia siguiente, Se realiz6 manejo de limpieza dentro y fuera del corral, observacion diarias

a fin de observar alteraciones de las excretas (Figura 1f)

Los lechones fueron nacidos en la granja de la FCA de la UNT, Tumbes, de 21 dias

de edad con un peso aproximado de 6 Kg al momento de destete.

Tratamiento en estudio. Se disefiaron 4 grupos experimentales (tratamientos); se
evalu6 el comportamiento de peso diario pos destete por 35 dias con una dieta base
con 18% de proteina a los que se les incorporé tres proporciones: 10%, 15% y 20% de
ensilado bioldgico de residuos de langostino en forma himeda, molida y corregida.
(Tabla 1).

Tabla 1. Esquema de los tratamientos en estudio, que corresponden a niveles de ensilado

bioldgico a base de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon,
para los lechones destetados.

Factor Niveles EB Cadigo Combinaciones

Inclusién EB de residuo de langostino con microrganismos

[0)
00% T0 benéficos (00%.)18%P.T.
10% T1 Inclusién EB de residuo de langostino con microrganismos
Etapa de benéficos (10%6.)18%P.T.
destete 159¢ - Inclusion EB de residuo de langostino con microrganismos
° benéficos (15%.)18%P.T.
20% T3 Inclusion EB de residuo de langostino con microrganismos

benéficos (20%6.)18%P.T.

EB: Ensilado biol6gico



Tabla 2. Dietas base de Lactacion, de los lechones alimentados con EB

Racion lactacion EB 0% 10% 15% 20%
Ingredientes Cantidad % Cantidad % Cantidad %  Cantidad %
Grano de Maiz 39,24 39,24 39,24 39,24
H. De Algodon - Slvnt 44% 3,00 3,00 3,00 3,00
Aceite 0,50 0,50 0,50 0,50
Polvillo de Arroz 23,71 23,71 23,71 23,71
H. De Soja -48% 16,50 16,50 16,50 16,50
H. De Pescado, AAFCO 5,00 5,00 5,00 5,00
Concha de Ostra 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal comin 0,50 0,50 0,50 0,50
Pre mezcla Vitaminico 0,05 0,05 0,05 0,05
Pre mezcla Mineral 0,50 0,50 0,50 0,50
Melaza de Cafia 10,00 10,00 10,00 10,00
Harina ensilado residuo langost. 0,00 10,00 15,00 20,00
TOTAL 100,00 110,00 115,00 120,00
*EB ensilado Biol6gico WUFFF DA (2002)

Croquis del experimento. Durante el destete, la distribucion se realiz6 en jaulas

predisefiadas, colocada en cuatro corrales de 8 m? cada una (Figura 1a)

Establecimiento y conduccién del experi-mento. Para la elaboracién del yogurt y
solucién madre, en un olla se calento 1 | de leche fresca, en movimiento hasta alcanzar
unos 80 C°, luego se dejé enfriar a 40 C°, moviéndolo (homogenizacién), y luego se
agregd los in6culos lechon, Enterococcus hirae ATCC 9790, Lactobacillus brevis
ATCC 367, Lactobacillus johnsonii NCC 533, Pediococcus pentosaceus ATCC
25745),. (Figura 1b); se dejo6 reposar y se compartié en 4 depdsitos de 250 ml. Para el
yogurt se pasteuriza la leche hasta 80 C°, se homogeniza, agitindolo mientras se
enfria hasta 60 C°, se agregd un frasco de la solucién madre anterior y se dejo incubar
en recipientes de tecnopol por 24 h; se llevo a refrigeracion para evitar se deteriore.
El ensilado Bioldgico se elaboré segin método de Toypoco (2006). El proceso para
obtencién del ensilado biolégico fue: lavado, coccion, enfriado, molienda, mezcla,

fermentacion o incubacion, y producto final.

La determinacién de niveles y formulacion de dietas, se realizo segun requerimientos, de

etapas de inicio. Se consideré una dieta base (18% de proteina) a las que se les
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incorporo proporciones, en niveles de 10%, 15% y 20% de ensilado bioldgico de
residuos del procesamiento de langostino (Figura 1c y 1d) en forma humeda y molida; se
reconocio el requerimiento de proteina para cada etapa fisiologica. Para formulacion de
las dietas se utilizd el méto do del tanteo, corregida por el cuadrado de Pearson
(Cordova 1993) y una plantilla de hoja de célculo espanis WuffF (2002). EI alimento

ofrecido (Figura 1g) fue de a libitum inicialmente % kg/dia hasta 2 kg/dia por cada

lechon.

Figura 10, jaula 1a, lactobacilos benéficos 1b, ensilado 1c yld, deposiciones le, alimento
mezcla 1f, dietas 1g, manejo 1h, de lechones alimentados con ensilado biologico de residuos
de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

Actividades de crianza de los lechones. Se tomé peso diario de los animales, peso diario
de los residuos de alimento, y peso de las excretas, limpieza, alimentacién, una vez al
dia; se reviso el estado de los animales constantemente (Figura 1h), realizando el
manejo de pisos, bebederos y comederos; se lavo y desinfectdé manualmente cada
semana, se suministrd agua en forma continua; se vacund contra colera porcina y
desparasité con invermectina a los 5 dias pos destete; se anotdé en el registro
ocurrencias diarias la cantidad de alimento consumido y el residuo (1/2 a 2 kg/dia), etc. ,
Se realizé manejo de limpieza dentro y fuera del corral, a fin de observar alteraciones

de conducta causantes de enfermedad.

Procesamiento de datos: La unidad experi mental fue un animal. Los datos fueron



registrado en una hoja electrénica y los datos procesados con el programa estadistico
EXEL; determinandose la prueba de analisis de varianza, y luego la prueba de

significancia Duncan. Los datos se analizaron a un nivel de significaciéon a = 0,05

Resultados y Discusiones

Incrementos de peso tabla 03. En la fase pos destete de los lechones (kg) de
alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos beneficos del lechon (EB) (NCBI 2015, Espinoza 2015, Rodriguez vy
Barrios 2015, Zhanget.al., 2011). El promedio del incremento de peso vivo (PV)
correspondieron al tratamiento T1 10.94 kg, TO 9.75 kg, T2 9.43 kg y T3 8.57 kg.
Incrementos superiores a 8.56 kg a las 8 semanas en promedio reportados por (Cadillo
2008, SENA 2003, Dias et. al., 2009)

El andlisis de varianza tabla 04 para incremento de PV de los lechones pos destetados
alimentados con EB no se encontrd efecto significativo, con un coeficiente de
variacion CV = 22,9. Con la comparacion Duncan (Tabla 05) se ordend los
tratamientos de mayor a menor. En la cual los valores estadisticamente son semejantes

entre si.

Tabla 03. Incremento en peso (kg) de lechones destetados alimentadas con ensilado bioldgico
de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon (EB).

Etapa Clave R1 R2 R3 Promedio
TO 6,90 10,02 12,32 9,75

$ 38 T1 9,50 11,57 11,76 10,94

SE

o

53 T2 9,05 12,23 7,00 9,43

kp:
T3 7,93 10,77 7,00 8,57

Tabla 04. Analisis de Varianza para incrementos de pesos (kg) de lechones destetados
alimentados con EB.

Fuentes variacion GL Suma cuad Cuad. Medio Fo F5% F1% Signfic.

Tratamientos 3 8,711425 2,903808333 0,587416 4,0661 5,95 NS
Error experimental 8 39,54686 4,943358333

Total 11 48,25829

Coeficiente de variacion: (CV)= 22,9%



Tabla 05. Duncan (o = 0,05) para incrementos de pesos de lechones destetados (kg)
alimentadas con EB.

Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO Dieta con ensilado (0%) EB 9,75 a
T1 Dieta con ensilado (10%) EB 10,94 a
T2 Dieta con ensilado (15%) EB 9,43 a
T3 Dieta con ensilado (20%) EB 8,57 a

Consumo de alimento.

En el consumo de alimento de los lechones pos destetados durante la fase
experimental, el menor consumo se presento en el tratamiento T1, (12,88 kg). El
mayor consumo se presentd en el tratamiento TO, (21,63 kg), como se indica en la
Tabla 06.

El andlisis de varianza (Tabla 07) los sumos de alimento total muestra efectos
semejantes entre los tratamientos; con un CV=21,26. La comparacion Duncan (tabla
08) muestra el tratamiento TO como el de mayor consumo de alimento e indica
semejanza entre el grupo TOy T1y entre los grupos T1, T2 y T3 pero diferencias
entre el tratamiento TO con los tratamientos T2 y T3. Con el menor consumo. Estos
pesos son semejantes a reportados por de los tratamientos TO y T1 y siendo mejores los
del tratamiento T2 y T3 a los consumos de 0.5136 consumos diarios equivalente a
17.976 kg en igual cantidad de dias de la fase experimental reportados por (Cérdova
1993, Cadillo 2008, Cérdova 1993, Villena y Ruiz2002, Dias et. al., 2009)

Tabla 06. Consumo de alimento kg/dia de lechones destetados alimentadas con ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon (EB).

Etapas Clave R1 Rz R3 Promedio

TO 22.36 23.27 19.26 21.63
T1 13.97 23.34 18.28 18.53
T2 8.69 17.62 12.32 12.88

Lechones
destetados

T3 13.40 16.95 12.95 14.43




Tabla 07. Andlisis de Varianza para consumo de alimento (kg) de lechones destetados
alimentados con (EB).

Fuentes variacion GL Suma cuad Cuad. Medio Fo F5% F1% Signfic.

Tratamientos 3 141.7097 47.2365766 3.6744535 4.066 5.95 NS
Error experimental 8 102.84321 12.85540173

Total 11 244.55294

Coeficiente de variacion: (CV)= 21,26%

Tabla 08. Duncan (0. = 0,05) para consumo de alimento kg/dia de lechones destetados
alimentadas con (EB).

Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO Dieta con ensilado (0%) EB 21.63 a
T1 Dieta con ensilado (10%) EB 18.53 ab
T2 Dieta con ensilado (15%) EB 12.88 b
T3 Dieta con ensilado (20%) EB 14.43 b

indice de conversion alimenticia

El indices de conversién alimenticia (ICA) de los lechones pos destetados alimentadas
con EB de residuos de langostino enriquecidos con indculos benéficos del lechon,
cuyos resultados se presentan en la (Tabla 09), revelan que el tratamiento T2 son las
que lograron un mejor ICA 1,387 y en el tratamiento TO la mas alta 2,375.todos los
tratamientos con EB mostraron mejores ICA 2.1 a lo reportados por (Beltran et. al.,
2011, Velésquez y Pérez 2011)

El analisis de varianza de los ICA total tabla 10, muestra efectos no significativos entre
tratamientos. La comparacién Duncan tabla 11, de los ICA, indica significancia entre
el tratamiento TO y T2, pero semejanza entre los tratamiento T1, T2 y T3 al igual que

los tratamiento TO, T1 y t3 resaltando la diferencia con el Tto. T2.

Tabla 09. indice de conversion alimenticia (ICA) total de lechones destetados alimentadas con
ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén
(EB).

Etapas Clave R1 R2 Rs Promedio
TO 3.24 2.322 1.563 2.375
T1 1.47 2.017 1.554 1.680

T2 0.96 1.441 1.76 1.387

Lechones
destetados

T3 1.69 1.574 1.85 1.705




Tabla 10. Anélisis de Varianza para indice de conversion alimenticia (ICA) total de

lechones destetados alimentadas con EB.

Fuentes variacion GL Sumacuad  Cuad. Medio Fo F 5% F 1% Signfic.

Tratamientos 3 1.5717009 0.523900306  2.1529699 4.0661805 5.95 NS
Error xperimental 8 1.9467073 0.243338417

Total 11 3.51840825

Tabla 11. Duncan (o = 0,05) para el Indice de conversion alimenticia (ICA) total de

lechones destetados alimentadas con EB.

Clave Tratamiento Promedio Duncan
TO Dieta con ensilado (0%) EB 2.38 a
T1 Dieta con ensilado (10%) EB 1.68 ab
T2 Dieta con ensilado (15%) EB 1.39 b
T3 Dieta con ensilado (20%) EB 1.70 ab

El Mérito econdmico

El mérito econémico (ME) de lechones destetados alimentadas con ensilado biolégico
de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon, que se
muestra en la tabla 12, indica que los tratamiento T2, T3 y T1 tuvieron mejor ME
equivalente a 261,45%, 219,81% y 201,61% y el TO el de menor ME equivalente a
150,23%; El precio de venta fue de S/. 10 nuevos soles el kg de PV, y el costo de
alimento es el precio de formulacion independiente para cada dieta en promedio de
2.86 soles kg. La alimentacién es determinate en la produccion en funcion a los costos,
al disminuirlo usando productos alternativos cuyo mérito econémico sean mayores al
100% nos genera rentabilidad, en el caso de los lechones es mayor la rentabilidad que
en animales adultos para el trabajo se obtuvieron rentabilidades a mas de 200%
(Cérdova, 1993; Cadillo, 2008; Cérdova, 1993; Villena, y Ruiz, 2002; Dias et. al.,
2009)



Tabla 12. Promedio del Mérito Econémico y gasto de alimento, por tratamiento, de lechones
destetados alimentadas con ensilado biologico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechén

Tratamiento Inareses Qasto ME
Por peso alimento %
TO 97.47 64.8786 150.2293
T1 109.43 54.2799 201.6091
T2 94.27 36.0560 261.4451
T3 85.67 38.9733 219.8085

Digestibilidad aparente de proteina del alimento.

La digestibilidad aparente de la proteina del alimento (%), en la alimentacion de
lechones destetados alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechdn, se presenta en la Figura 02 y tabla 13,
muestran que los lechones de los tratamientos con EB T1 10% EB y T2 15% EB
(73,42% y 71,09%), tienen mejor digestibilidad que los tratamientos TO 0% EB y T3
20% EB (69,77% y 67,82%) Digestibilidad el ensilado bioldgico de residuos del
procesamiento de langostino son ligeramente mas bajos a la digestibilidad de cerdos
adultos de 80 a 90% encontrados por (Bello, 1994; Figuero y Sanchez, 1994,
Balladares, 2006; Parin y Zugarramurdi, 1994; Toypoco, 2006; Gonzélez et al., 2011,
Sanchez y Benites, 2009; Sanchez, 2011).

El EB es muy superior al del el uso de harina de residuos de langostino que es de 35%
(Balladares, 2006; Figuero y Sanchez; 1994, Parin y Zugarramurdi, 1994)



Indice de conversion alimenticia (ICA), de dietas con ensilado biologico e inoculo
del ensilado biologico de residuos de Pengeus vannamei, en la alimentacion de ¥ PR % "
lechones (Sus scrofa domesticus) en etapas de destete. Digestibilidad proteica (%)
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Figura 02. indice de conversion alimenticia 2ay Digestibilidad aparente de la proteina 2b del
alimento de lechones destetados alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino
con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

Tabla 13. Promedio digestibilidad, por tratamiento, de lechones destetados alimentadas con
ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon

Consu
Tratamiento MS Consu % consu % cant ms % %
alim alim MS Prot  prot excr  excr excr prot  diges diges
TO 21.63 90.75 19.63 14.19 279 041 8.87 43.65 21.75 194 69.77
T1 18.53 90.40 16.75 15.00 251 047 8.71 39.33 19.50 1.84 7342
T2 12.88 85.03 10.95 15.22 1.67 0.40 5.15 46.53 20.10 1.19 71.09
T3 1443 79.77 1151 15.35 1.77 043 6.20 42.19 21.72 1.20 67.82

El ensilado biol6gico de residuos de langostino enriquecidos con microrganismos
naturales del tracto digestivo del lechon es utilizado como alimento, por su mejor
aprovechamiento y digestibilidad, cuya composicion es esencialmente el poli sacarido
quitina y proteina enriquecidos con la actividad propia de microrganismos naturales
de cada especie; para algunos animales como cerdos, pollos y cuyes se ha utilizado el
ensilado de pescado cuya composicién es esencialmente fosforo y proteinas (Berenz,
1994; Belli, 2009; Toypoco, 2006; Gonzalez et al., 2007; Sanchez y Benites, 2009).
Los residuos de productos pesquero procesados y fermentados industriales tienen
presencia de microorganismos que favorecen la digestibilidad y son utilizados en
animales (Bertullo, 2001; Casaburi, et. al., 2003; Leroy y De Vuyst, 2004; Lessi, 1990;
Mendoza, 1994). Los micreorganismos del genero lactbacilos tienen influencia en la
digestibilidad de los alimentos (Alvarez, 2014; Parra, 2010; Pérez et. Al., 2007)



Asimismo, se ha encontrado que el uso del ensilado bioldgico en la alimentacion de
lechones no ocasion6 cuadros digestivos reportados en trabajos con diferentes tipos de
ensilados, como variacion de la materia prima y utilizacion en diferentes especies de
animales segun (Alvarez, 2004; Figuero y Sanchez, 1994; Sanchez, 2011; Bertullo,
2001; Lessi, 1990).

En esta etapa no se manifestaros los cuadros diarreicos la cual son muy comun segun
(Pluske et al., 2003; Bhandari et. al., 2010; Pluske et. al., 2003; Metzler y Mosenthin
2009; Cordova, 1993; Villena y Ruiz, 2002; Vergara, 2008). EI cambio de
alimentacion en esta etapa origina este cuadro segun (Sorza, 2003; SENA, 2003,
Cordova, 1993; Castillo, 2000)

En la digestibilidad aparente, El uso de ensilado biol6gico como microrganismos
naturales beneficos en la alimentacion de animales jovenes, lechones, mejoran la
digestibilidad pero son menores a los de los animales adultos y evita la incidencia de
infeccion gastrointestinal, como se reporta en diferentes trabajos utilizando ensilado
biologico para la alimentacion de varias especies animales (Alvares, 2004, Sanchez,
2011, Sanchez y Benites, 2009) El grado de retencion varia con el contenido de
materia seca de los insumos utilizados, la inclusién de ensilado bioldgico mejoro la
digestibilidad donde T1 10% y T2 15% fue (73,42% y 71,09%), que los tratamientos
TO0% y T3 20% (69,77% y 67,82%) siendo mayores a los reportados en ensilado de
pescado y la digestibilidad aparente de nitrogeno fue 57%, 62% (Bello, 1994;
Figuero 1994), similar a los obtenidos por (Sanchez, 2011; Sanchez y Benites, 2009)

Conclusiones

El ensilado bioldgico de residuos de lan gostino (P. vannamei) con inoculo de
microorganismos naturales del tracto digestivo del lechon usado en la alimen tacion de
lechones al destete, permitié su incremento en peso, NO expreso crecimiento
significativo entre tratamiento; aunque en el tratamiento T1 (10% de ensilado

bioldgico) se alcanzd mayor peso a las 8 semanas de edad.

Las mejores conversiones alimenticias El ensilado biologico de residuos de lan
gostino (P. vannamei) con inoculo de microorganismos naturales del tracto digestivo del

lechén usado en la alimentacién de lechones al destete, se determind que todos los



tratamientos fuero mejores que el TO y donde el tratamiento T2 (15% EB) fue muy
superior a todos.

En la etapa de lechones es mejor la respuesta existente en el mérito econémico que
en otras etapas donde el uso de ensilado bioldgico de residuos de langostino (P.
vannamei) con inoculo de microorganismos naturales del tracto digestivo del lechén
usado en la alimentacion de lechones al destete baja el costo unitario de la dieta,

siendo el mejor merito econdémico el T2 15% de EB de uso.

El uso de El ensilado biologico de residuos de lan gostino (P. vannamei) con inoculo de
microorganismos naturales del tracto digestivo del lechdn usado en la alimentacion de
lechones al destete aumenta la digestibilidad en dietas, siendo menor esta
digestibilidad que en animales adultos, el cual es inversamente proporcional al nivel
de uso. No se presentaron problemas digestivos al utilizar niveles de 10%, 15% y 20%

de ensilado biolégico de restos del procesamiento de P. Vannamei.

Determinar los coliformes en heces de lechones lactantes durante las dias 13 al 15
del nacimiento y la proporcion de diarreas colibacilares durante el proceso de crianza
tratados y no tratados.

Recuento de bacterias de las excretas

Tabla 28. Analisis y determinacion de la presencia de eschericha coli y salmonella en las
excretas de lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

presencia de eschericha coly presensia de salmolella
tl 1.2E+05 t0 1.9E+03
t0 . 9.0E+04 t0 7.0E+02
tl 8.0E+04 tl 1.0E+02
t0 . 16E+04 t1 0.0E+00
13 1.6E+04 12 0.0E+00
t3 1.0E+04 12 0.0E+00
12 1.0E+04 13 0.0E+00

12 1.0E+03 13 0.0E+00



Figura 17. Determinacion de la presencia de eschericha coli dilucién 1/20 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechdn.

Figura 18. Determinacion de la presencia de eschericha coly dilucion 1/10 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechdn.

Figura 19. Determinacion de la presencia de salmonella dilucion 1/20 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechdn.



/ ’/

Figura 20. Determinacion de la presencia de salmonella dilucion 1/10 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechon.

Figura 21. Determinacion de la presencia de eschericha coli dilucion 1/11 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechon.




Figura 22. Determinacion de la presencia de salmonella dilucion 1/11 en las excretas de
lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de
lactobacilos benéficos del lechdn.

Tabla 29. Andlisis determinacion de la presencia de eschericha coli y salmonella en las
excretas de lechones alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

Tratamiento Colonia Agar EMB Colonia Agar SS

T2 1A Brillo metalico 1.0E+04 |Negra 0.0E+00
T2 Otras 6.0E+05 ([Otras 4.0E+05
T2 A Brillo metdlico 1.0E+03 |Negra 0.0E+00
T2 Otras 3.0E+05 [Otras 1.0E+05
T3 1B Brillo metdlico 1.6E+04 |Negra 0.0E+00
T3 Otras 7.8E+05 |[Otras 2.8E+05
T3 -8 Brillo metalico 1.0E+04 |Negra 0.0E+00
T3 Otras 7.0E+04 |(Otras 3.4E+05
TO 1C Brillo metdlico Negra 1.9E+03
T0 Otras Otras 1.6E+05
TO e Brillo metalico Negra 7.0E+02
TO Otras 1.3E+05 |Otras 2.0E+05
T1 1D Brillo metalico 8.0E+04 ([Negra 0.0E+00
T1 Otras 2.8E+05 [Otras 2.8E+05
T1 2D Brillo metalico 1.2E+05 |Negra 1.0E+02
T1 Otras 4.0E+04 |Otras 1.6E+05
TO M Brillo metalico 2.0E+05 [Negra 0.0E+00
TO Otras 1.2E+06 |Otras 8.0E+04
TO | Brillo metdlico 3.6E+05 [Negra 0.0E+00
TO Otras 1.3E+06 |Otras 2.4E+05
" Brillo metalico 5.2E+05 [Negra 0.0E+00

Otras 1.4E+06 |Otras 1.1E+05

" Brillo metdlico 4.0E+05 |Negra 0.0E+00

Otras 1.6E+06 |Otras 8.0E+04

Resultados y discusiones, de la determinacion de la presencia de eschericha coli y
salmonella en las excretas de lechones alimentadas con ensilado biol6gico de

residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon.

No se presentaron cantidades de microrganismos patogenos frecuentes en esta etapa
especialmente por eschericha coli, que pueden causar cuadros diarreicos como lo
manifiesta (Bhandari et. al., 2010; Pluske et. al., 2003; (Metzler y Mosenthin, 2009;
Cordova, 1993; Villena y Ruiz, 2002; Vergara 2008)



La incorporacion de pro bidtico comercial o sustancias con propiedades microbianas,
a las dietas disminuye la presencia de microorganismos patogenos (Metzler y
Mosenthin 2009; Rounsavall et.al. 2008; Pig International 1997; Pluske et. al., b
2003; Konstantinov et.al., 2008).

La microbiotana nativa tiene efectos benéficos (Guarner et. al., 2008; Zhang et. al.,
2011; Borruel 2007),

. Analisis de la proteomica del Alimento, intestino y excretas Evaluacion de perfiles
protedmico mediante espectrometria de masa MALDI TOF TOF en ensilado,
microrganismos de intestino y excretas. PROTOCOLO DE DIGESTION EN
SOLUCION

Soluciones para el protocolo.

Buffer de Reduccién: 100mM de DTT, Buffer de Alquilacién: 100mM de

lodoacetamide, Buffer de Digestion: 50mM de Bi-carbonato de Amonio en agua

(pH 8.0), Concentracién de Tripsina: 0.1 ug/ul.

Figura 30. Lechones de tratamiento y extraccion de muestras para proteomica de lechones
alimentadas con ensilado biologico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos
benéficos del lechdn 21 dias de edad



PROTOCOLO A SEGUIR

Adicionar 15ul de buffer de digestion en un tubo de 0.2 ml.

Adicionar 1.5ul de buffer de reduccion.

Adicionar 10ul de muestra.

Adicionar 5ul de agua grado HPLC para completar un volumen de 27ul final.
Luego incubar a 95 °C durante 5 minutos.

Dejar enfriar y forrar los tubos con pape aluminio para el proceso de alquilacion.
Adicionar 3ul de buffer de alquilacion.

Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, preferible en oscuridad.
Luego adicionar 2ul de tripsina a cada muestra.

Incubar a 37 °C durante toda la noche.

Pera detener la accion de la tripsina se adiciona 5 ul de 20% de TFA.

Figura 31. Extraccion de muestras y analisis de la proteomica de lechones alimentadas con
ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del
lechdn 21 dias de edad



Se muestran las gréaficas obtenidas mediante el MALDI TOF TOF, el indica la
disgregacion de las moléculas existentes en las muestras y los pesos moleculares de
las mismas en un rango de 600 a 4000 kdaltones. , el valor indica el peso molecular y

el valor R muestra la cantidad de estas moléculas presentes en la muestra
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Figura 31. Determinacion de picos de las moléculas de proteinas obtenidas en el ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechén 21 dias
de edad
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Figura 32. Determinacion de picos de las moléculas de proteinas obtenidas en el alimento
con ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del
lechon 21 dias de edad
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Figura 33. Determinacion de picos de las moléculas de proteinas obtenidas en el yeyuno de
lechones hembras alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo
de lactobacilos benéficos del lechdn 21 dias de edad
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Figura 34. Determinacion de picos de las moléculas de proteinas obtenidas en el yeyuno de
lechones machos alimentadas con ensilado biolégico de residuos de langostino con inoculo
de lactobacilos benéficos del lechdn 21 dias de edad
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Figura 35. Determinacion de picos de las moléculas de proteinas obtenidas en el yeyuno de
lechones machos testigo alimentadas con ensilado bioldgico de residuos de langostino con
inoculo de lactobacilos benéficos

Determinacion de la PROTEOMICA, los picos de las figuras 33, 34, 35y 36 se
Ilevaron a una tabla comparativa ordenadas de mayor a menor peso e identificada por
colores

En el ensilado biologico de ensilado bioldgico de residuos de langostino con inoculo
de lactobacilos benéficos se encontraron moléculas de alto peso molecular
relacionados con las proteinas de los insumos de los cuales estan conformados.

En la comparacion de la proteinica en el yeyuno

Los colores determinas la POSICION DE LOS PEPTIDOS Segun el peso molecular
de estos

Donde se muestra que en el yeyuno de los animales con tratamiento tienen mayor
cantidad de péptidos de menor peso molecular color verde y Rosa el tratamiento

testigo es el color el cual indica que tiene mayor peso molecular

Tabla 36. Determinacion de los pesos moleculares de las proteinas comparados en diferentes

secciones del aparato digestivo del lechon alimentado con ensilado biologico
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Resultado y discusiones, sobre proteomica de lechones alimentadas con ensilado
bioldgico de residuos de langostino con inoculo de lactobacilos benéficos del lechon
21 dias de edad

El proteoma es la dotacion completa de proteinas, incluyendo las modificaciones
hechas a un conjunto particular de proteinas, producidas por un organismo o sistema
(Collado y Sanz 2007)(Rogne ET.AL., 2007) este método moderno aplicado a la
biotecnologia nos permite identificar moléculas especificas de proteina a partir de
secuenciacion genética, peso molecular y carga iénica de cualquier material
bioldgico de unicelulares o0 eumetazooarios los cuales nos da wuna idea de la
desintegracion especifica de las moléculas presentes asi como también la presencia
de microorganismos patogenos que puedan modificar el alimento o la salud del
animal. (Lamendela et al., 2011) NCBI 2015) (Espinoza 2015) (Rodriguez y Barrios
2015)

Conslusiones

El ensilado biologico de residuos de langostino contiene gran cantidad de
microrganismos que ayudan a la conservacion y permite la proliferacion de
microrganismos benéficos

Existen una gran variedad de microorganismos benéficos en el tracto digestivo del
lechdn el cual esta relacionado con microrganismos del genero lactobacilos.

La incorporacién de ensilado biolégico como fuente alimenticia no produce cuadros
diarreicos en lechon utilizados hasta en 20 % de la dietas

La composicion quimica del alimento mejora con la incorporacion de lactobacilos
naturales del tracto digestivo del lechon el cual fortalece la calidad del alimento,
mejorando el tiempo de vida, incorporando sustancias que evitan la putrefaccion, asi
como sustancias alimenticias para el animal, aumenta la cantidad de microorganismos
naturales benéficos del animal que lo consume sin causar problemas digestivos

Los lechones pre destetados alimentados con dietas e inoculando niveles de 1.5 DO
equivalente 3 x 108 UFC/gr. de microorganismos naturales aislados y cultivados del
tracto digestivo del lechon obtuvieron la mejor eficiencia en funcién a la conversion

alimenticia mejoprando la viabilidad del uso de alimentos sélidos en el destete,



El ensilado bioldgico de residuos de langostino fermentado con lactobacilos
naturales extraidos del tracto digestivo de lechones de 21 dias, es mas eficiente
sobresaliendo el nivel de 15% en la dieta el cual, disminuye el consumo de alimento,
favorece el incremento de peso a la vez mejora el indice de conversion alimenticia y
la digestibilidad del alimento.

No existe presencia de coliformes fecales patdgenos, escherica coli ni salmonela que
puedan causar problemas digestivos en animales alimentados con ensilado biologico
de residuos de langostino.

Todos los organismos vivos presentan una flora bacteriana natural en la cual el
equilibrio (benéficas y dafiinas) es muy importante para que se produzca la
degradacion del alimento, que la mayaria de estos microorganismos son benéficos y
estan corresponden al genero lactobacilos

Existe una relacion directa entre las proteinas que el animal consume y el paso por el

tracto digestivo siendo inversamente proporcional, degradacion entre el alimento,

yeyuno y menor en el ciego
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