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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar las caracteristicas
bromatoldgicas del ensilado biolégico preparado con residuos de pescado, y con
inodculos bacterianos fermentadores aislados a partir del recto del cerdo; durante el
proceso de conservacion a temperatura ambiente y a temperaturas de incubacién
de 30°C y 40°C.

El flujo de procesamiento para la elaboracion de ensilado de residuos de carajito y
volador fue: obtencion de las bacterias fermentadoras, evaluacion bioguimica de
las bacterias, (pruebas de valoracién como BAL), (pH, sales biliares, produccion de
gases, pruebas oxidasa y catalasa negativas), preparacion de la solucion como
inoculo; recepcion, cocinado, molido, mezclado de insumos, envasado Yy
almacenamiento, la mezcla empleada fue: residuos de pescado 70%, melaza 25%
e inoculo bacteriano 5%.

En esta tesis se empled un disefio experimental con muestras al azar y sus 3
réplicas, las cuales fueron: T1 (incubados a temperatura ambiente), T2 (incubado
a 30°C), T3 (incubado a 40°C), las cuales fueron evaluadas por un periodo de 30
dias, para determinar su valor nutricional y estabilidad durante el tiempo de
conservacion.

Los ensilados biolégicos mostraron un contenido de proteinas de 32,43% Yy 36,70%
en el T1, en el T2 30,20% y 33,80% y 34,63% y 36,00% en el T3, de la especie
carajito, mientras la especie volador en el T1 24,66% y 33,00%, en el T2 27,25% y
32,60% y en el T3 30,60% y 33,16%. En las muestras tratadas T1, T2 y T3, los
microorganismos aerobios mesdfilos, levaduras y hongos estuvieron dentro del
limite aceptable en alimento balanceados para cerdos de acuerdo con la Norma
Técnica Colombiana NTC1839 por la autoridad sanitaria ICA (Instituto Colombiano
Agropecuario). Por otro lado, la bacteria patdgena Salmonella spp, no estuvo
presente en el proceso del ensilaje. Se observo que en el proceso fermentativo de
conservacion se logré una buena fermentacién con resultados de parametros
aceptables del ensilado, con disminucion de pH e incremento de acido lactico;
considerandose como tiempo 6ptimo del proceso desde el dia 7.



Basandose a los resultados obtenidos se acomoda a los requerimientos
nutricionales que se necesitan para inducirlos como fuente de proteina en la

alimentacion porcina.

Palabras claves: Ensilado, bacterias acido lacticas, fermentacion, melaza.



ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate the bromatological
characteristics of biological silage prepared with fish residues, and with fermenting
bacterial inocula obtained from the pig's rectum; during the storage process at room
temperature and at incubation temperatures of 30 ° C and 40 ° C.

The processing flow for the elaboration of silage of carajito and flying waste was:
obtaining of the fermenting bacteria (samples) biochemical evaluation of the
bacteria, (valuation tests like BAL), (pH, bile salts, gas production, oxidase tests and
catalase negative), preparation of the solution as inoculum; reception, cooking,
grinding, mixing of inputs, packaging and storage, the mixture used was: fish waste
70%, molasses 25% and bacterial inoculum 5%.

In this thesis an experimental design with random samples and its 3 replicas was
used, which were: T1 (incubated at room temperature), T2 (incubated at 30 ° C), T3
(incubated at 40 ° C), which were evaluated for a period of 30 days, to determine
their nutritional value and stability during the conservation period.

The biological silage showed a protein content of 32.43% and 36.70% in the T1, in
T2 30.20% and 33.80% and 34.63% and 36.00% in the T3, of the species caraijito,
while the flying species in T1 24.66% and 33.00%, in T2 27.25% and 32.60% and
in T3 30.60% and 33.16%. In the treated samples T1, T2 and T3, the mesophilic
aerobic microorganisms, yeasts and fungi were within the acceptable limit in
balanced feed for pigs according to the Colombian Technical Norm NTC1839 by the
health authority ICA (Colombian Agricultural Institute). On the other hand, the
pathogenic bacterium Salmonella spp, was not present in the silage process. It was
observed that in the fermentation process of conservation a good fermentation was
achieved with results of acceptable silage parameters, with a decrease in pH and
an increase in lactic acid; Considering itself as the optimal time of the process from
day 7.

Based on the results obtained, it accommodates the nutritional requirements

needed to induce them as a source of protein in swine feeding.

Keywords: Ensilage, lactic acid bacteria, fermentation, molasses.



CAPITULO |
INTRODUCCION

Los residuos de productos hidrobiologicos se pueden utilizar como alimentos
para animales, pues contienen proteina de 6ptima calidad y elevado valor bioldgico.
Asi mismo, los peces y sus residuos que no tienen mercado son una formidable
opcion referentemente féacil de obtener en los puertos pesqueros, dado que no
cuentan con la tecnologia para procesarlas y, por ende, los arrojan, generando
contaminacién al medio ambiente. Por lo tanto, estos residuos pueden ser
conservados en forma de ensilaje, lo cual disminuye los costos de produccion
animal; por lo tanto, es necesario conocer las condiciones Optimas del proceso
(temperatura y tipo de cepa bacteriana) para su preparacién y mejorar su tiempo de

vida util en anaquel.

Actualmente, la necesidad de adquirir alimentos para el consumo humano
impone una busqueda y la investigacion de alimentos no convencionales para la
alimentacién animal que puedan reemplazar total o parcialmente las fuentes de

cereales con prioridad de ventajas economicas (Vidotti, 2001).

Ocasionalmente es complicado asegurar una nutricién con cereales y fuentes
proteicas tradicionales, principalmente en los paises donde existen con mayor

connotacion la competencia animal — hombre (Sanchez et al. 2001).

Debido a una conciencia ambiental que aumenta diariamente y las leyes
ambientales se hacen mas restrictivas, durante la produccién industrial en sus
procesos generan grandes volimenes de desechos organicos de dificil manejo,
pueden tornarse inestables. En la mayor parte de las empresas pesqueras
dedicadas a la produccion de especies marinas para consumo humano, los residuos
organicos representan un 60% de todo el material procesado (Ponce y Gernat,
2002). Asi mismo, las especies marinas representan una importante fuente de
proteina de elevado valor bioldgico, pero su facil putrefaccién con el inevitable
impacto ambiental determina que se realice un estudio sobre la forma mas adecuada

de su conservacion en forma de ensilaje quimico aplicando &acido sulfurico, producto
13



prohibido por la legislacion peruana (Miranda, 1999).

Uno de los problemas principales del centro poblado de Puerto Pizarro, es la
contaminacion generada por los residuos organicos producto de la pesca, los cuales
no son valorados adecuadamente. Cabe resaltar que este centro poblado produce
anualmente alrededor de 45 000 kg de produccion de pesca de carajito y de otras
especies alrededor de 40 000 kg que incluye el pez volador (Desembarcadero de
Puerto Pizarro 2016). Segun el Organismo de Sanidad Pesquera (SANIPES), estas
especies al ser fileteadas para la extraccion de la pulpa, se elimina un 64% de
residuos que incluyen visceras, esqueleto, cabeza y piel.

Bajo este contexto, el presente trabajo de tesis pretende resolver esta
deficiencia haciendo uso de métodos amigables con el medio ambiente, siendo uno
de ellos la elaboracion y optimizacion de ensilado biolégico a partir de residuos de
pescado o pescado entero, que ademas es un proceso econémico y estable en el
tiempo. Asimismo, presenta una alternativa viable para reducir el impacto ambiental
negativo que generan constantemente estos residuos al ser segregados
indiscriminadamente en los canales de marea aledarios al centro poblado de Puerto
Pizarro, trayendo consigo la proliferacion de insectos y roedores, que pueden

transmitir enfermedades a los pobladores de la zona.

El propésito de esta investigacion fue producir ensilados biolégicos a partir de
residuos de pescado como materia prima, evaluando caracteristicas fisico-quimicas,
organolépticas, microbiolégicas y su valoracién nutricional, utilizando indculos
fermentadores obtenidos de bacterias acido lacticas aisladas recto del cerdo, para
utilizarlo en el alimento para cerdos. El otro propdsito es poder acabar con el impacto
ambiental negativo que se genera a partir de residuos pesqueros arrojados a la orilla
de la playa de Puerto Pizarro, por lo cual este proceso de elaboracion de ensilados
es una de las alternativas para poder acabar con este problema que tiene este centro

poblado.

14



CAPITULO I
MARCO TEORICO-CIENTIFICO

2.1. ANTECEDENTES

El ensilado es un proceso de conservacion de forrajes o de residuos
de alimentos dado que, contiene un porcentaje de humedad muy elevado
(65—70%), en ausencia de oxigeno (anaerobiosis), de la humedad exterior y
de la iluminacién, mediante acidificacion que impide la continuidad de la vida
vegetal y de la actividad microbiana indeseable, entre ellos Clostridia,
Listeria, coliformes, hongos y levaduras (Rodriguez y Diaz, 2005; De la Roza,
2005; Ledn-Alamo, 2003).

Otro autor define al ensilado como el producto final de la fabricacién
de acidos organicos, primordialmente acido lactico y cantidades menores de
otros acidos como propidnico y acético. El objeto primordial de fabricar
ensilados es mantener o conservar la composicion nutricional del forraje
original (Leén Alamo, 2003; Diaz, 2005).

La fabricacién de los ensilados es considerada como una mejor
alternativa de conservar los residuos agricolas y pesqueros. La
transformacioén de los residuos de pescado a ensilaje, tiene la ventaja de ser
un suplemento econémico para la racién animal, mientras se disminuye los

residuos y el impacto al medio ambiente (Zynudheen et al. 2008).

El ensilado biolégico de pescado, es un método de preservacion
basado en dos fenédmenos, que se complementan; una le compete a la
acidificacibn misma que implica a la otra denominada hidrélisis o
licuefaccion. Las investigaciones de estabilidad del EBP demuestran que es
viable almacenar este producto por lapsos prolongados de tiempo a
temperatura ambiente (mayores a 6 meses sin requerir de refrigeracion) sin
gue se disminuya su valor nutricional ni la calidad higiénica del producto
(Kjos, 2001; Bello, 1994).

15



El EBP se determina por la obtencién de acido lactico por degradacion
microbiana de glucidos. Los microorganismos pueden ser afadidos por
inoculacion de cepas clasificadas de bacterias acido lacticas (BAL) (Bello et
al. 1992). El método descrito en Ottati et al. (1990), para producir ensilado
biolégico de pescado se distingue por usar menudos insumos a afadir al
pescado dado que, ha sido empleado y evaluado en distintos estudios
realizados como Ottati y Bello (1990), Cordova et al. (1990), Guevara et al.
(1991), Martinez et al. (1991), Meire et al. (2002) y Gonzalez y Marin (2005),
con resultados favorables.

Otra investigacion establecio los cambios en la composicion quimica
y microbiolégica de desperdicios del ahumado de atin aleta amarilla
(Thunnus albacares) y del fileteado de tilapia (Oreochromis sp.), fermentados
con un inéculo comercial de Lactobacillus casei cepa Shirota, como se
demuestra en estudios realizados por Spanopoulos & Hernandez (2010). Se
aprovecharon procedimientos campestres e insumos de facil acceso para
emplearse como suplemento en la acuicultura. Se evalu6 el porcentaje de
miel de cafa Optima para la fermentacion, el conteo de microorganismos y la
composicién proximal de los ensilados. Las levaduras, mohos, Salmonella
sp y coliformes totales, estuvieron ausentes porque son inhibidos por el
proceso de ensilaje debido a que tienen atributos adecuados para su

utilizacién como suplemento en alimentos para organismos acuaticos.

Olaya (2005), investigé el aprovechamiento de los residuos de la
trucha arco iris, como ensilado biolégico, usando para ello bacterias
Lactobacillus vulgaris y Streptococcus termophylus, lograndose resultados
importantes en lo referente a procesamiento, asi como en los analisis fisicos

y bromatolégicos, del mismo.

Por otro lado, Martinez (2003), empled residuos de los intestinos de
pescado de las especies mas caracteristicos del rio Arauca:
Phractocephalus himliopteros (Cajaro), Prochilodus mariae (Coporo),
Pseudoplatystoma fasciatum (Bagre rayado), las cuales fueron probadas con
distintas BAL a diferentes tratamientos (29°C y 40°C), usando como fuente
de carbono la miel de cafia y sacarosa en la fabricacion de un ensilado

biologico. Todas las cepas con las que se experimentaron como inéculo

16



todas fueron eficientes en el proceso de fermentacion, presentando mejores
resultados cuando estuvieron incubadas a una temperatura de 29°C,
reduciendo considerablemente el nivel del pH al dia 5 hasta alcanzar valores

de 4,07. Ademas, a los 60 dias, present6 buena estabilidad.

De acuerdo con la investigacion de Carrasco y Mendoza (2007),
determinaron la mejor concentracion de inocular yogurt, utilizando melaza
(miel de cafa) y cabezas de langostino para obtener el menor nivel de bases
volatiles nitrogenadas totales en el ensilado biolégico. Las concentraciones
de inéculo de yogurt de 12,5% y 15%, bajo una proporcion melazay cabezas
de langostino de 1 a 8, presentaron niveles de bases volatiles nitrogenada
totales (BVNT) por debajo de 80 mg de N/100 g, con caracteristicas
sensoriales aceptable; indicando estabilidad hasta el dia 7, y una relativa
estabilidad hasta el dia 30. En todos los tratamientos, los valores de pH
estuvieron por encima de 4,5 elevandose posteriormente hasta por encima

de 5,0; indicando de esta manera, la formacion de bases nitrogenadas.

Fernandez et al. (2011), determinaron los cambios en la composicion
quimica y la calidad nutricional que ocurren durante el ensilado de residuos
de carpa (Cyprinus carpio). La investigacion se disefié para determinar dos
factores: EBI (miel: 10% y yogurt 10%) y EBII (miel: 15% y yogurt 10%).
Aunqgue las dos formulaciones consiguieron un pH estable de 5,0 a los 5 dias,
logrando un pH a 4,5 a los 30 dias. Los valores microbiologicos que se
registraron en ambos ensilados ponen de evidencia que los microorganismos
patogénicos y putrefactivos son impedidos, primordialmente por la acidez del
medio, generada por las bacterias acido lacticas (Lactobacillus bulgaris y
Streptococcus termophilus). La composicion quimica de los 30 dias (con
base seca) fue la siguiente: EBI: Proteina 57,39 %, extracto etéreo 6,93% y
cenizas 10,59%; y EBII en proteina 50,13%, extracto etéreo 4,48% y cenizas
10,41%.

Debido al comportamiento parecido de los dos ensilados, estima
suficiente emplear como aporte de glucidos un 10% de melaza para un
in6culo y 10% de yogur comercial, como una alternativa a la harina de

pescado, principal fuente proteica, en los alimentos para acuicultura.
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2.2.

Bertullo (1984), manifiesta que el ensilado antiguamente surge como
una alternativa al aprovechamiento de residuos organicos ya sean de origen
vegetal o animal. Ademas, durante el proceso de elaboracién del ensilado
biolégico la reduccion de pH hasta 4,5 permite una reduccién de los
fenémenos de putrefaccion y otros sucesos indeseables.

BASES TEORICO-CIENTIFICAS

2.2.1 Carajito (Diplectrum conceptione).
La familia serranidae se compone de peces voraces que se encuentran
en zonas de la costa de todos los mares templados y tropicales, en torno a
arrecifes de coral y de rocas. Tienen el cubierto con escamas peinadas; los

opérculos presentan espinas (Ramos 2004).

El género Diplectrum es endémico de América, en donde se encuentran
nueve especies en el Pacifico Oriental y otras tres en el Atlantico Occidental,
todas son hermafroditas sincronicos (Bortone 1977 a, Lopez et al. 2002). En
el Perl se han registrado los nueves especies reportadas para el pacifico
oriental: D. conceptione, D. eumelum, D. euryplectrum, D. labarum, D.
macropoma, D. maximun, D. pacificum, D. rostrum, D. sciuris, aunque esta

altima por confirmar (Chirichigno y Cornejo 2001).

Tabla 1: Clasificacion taxon6mica de Diplectrum conceptione (Carajito).

Carajito (Diplectrum conceptione) Valenciennes, 1828
Orden Perciformes
Familia Serranidae
Nombre cientifico Diplectrum conceptione
Nombre comun Carajito, camotillo, camote, pollito.
Nombre en ingles Sand — perch
Nombre FAO [En] Camotillo seabass

3.4.3 Volador (Chelidonichthys obscurus).
Se caracteriza por su cuerpo alargado, casi cilindrico, cabeza cubierta
de placas éseas, crestas y espinas. Perfil cefalico poco concavo. Rostro con

"visera" corta. Espina del opérculo corta. Dos aletas dorsales separadas, la
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primera con el segundo radio espinoso muy largo, como una antena. Linea
lateral con escamas redondeadas y pequefas. Parte anterior del vientre y
pecho sin escamas. Coloracion anaranjado-grisdcea, mas oscura por el

dorso; vientre blanco; aletas pectorales azuladas. Hasta 30 cm de longitud.

Tabla 2: Clasificacion taxonomica de Chelidonichthys obscurus (pez

volador).
Chelidonichthys obscurus (Bloch y Schneider, 1801)
Reino Animalia
Filo Chordata
Classe Actinopterygii
Orden Scorpaeniformes
Familia Triglidae
Género Chelidonichthys
Nombre comudn Volador
Sinonimias Aspitrigla obscura

3.4.4 Residuos de pescado.

Entre los afios 1996 y 2010, la pesca artesanal en la region Tumbes
estuvo comprendida esencialmente por 20 especies hidrobiol6gicas siendo
las mas representativa el bereche Larimus pacificus (12,4%), el machete de
hebra Opisthonema spp (9,2%), la merluza Merluccius gayi peruanus (6,9 %)
y el carajito Dipletrum conceptione (7,4%), chiri Peprilus medius (6,1%),
cachema Cynoscionanalis sp. (4,4%), espejo Selene peruviana (4,1%) que

en conjunto representaron el 50,5% del desembarqgue total (Gonzales, 2010).

Aungue La mayor estimacion del ensilado consiste en su empleo para
la formulacion de raciones de bajo costo y alto valor nutricional. Puede ser
usado en la piscicultura, donde se disminuye los costos de fabricacion. Para
obtener del ensilado biolégico se utilizan desechos de pescado obtenidos a
partir del proceso de fileteado, asi como aquellos peces que no tienen

mercado exterior ni interior.
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El ensilado bioldgico de desechos de pescado posee un alto valor
nutritivo, siendo similar su composicién nutricional con la materia prima

utilizada en este proceso (Padilla, 1996).

3.4.5 Bacterias acido lacticas.

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un conjunto de
microorganismo representadas por muchos géneros con caracteristicas
fisiolégicas, morfologicas, y metabdlicas en comun. En general las BAL son
cocos o bacilos Gram positivos, no mdviles, no esporulados, anaerobios
microaerofilos o aerotolerantes. Producen &cido lactico y la mayoria crece a
pH entre 4 y 4,5 permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios donde
otras bacterias no aguantarian la aumentada actividad producida por los
acidos organicos (Ramirez, 2011).

3.4.6 Melaza.

Es el producto final de la produccion de la sacarosa proveniente de
la cafia de azucar, es un fluido espeso y viscoso de color oscuro, el cual se
emplea en aquellos alimentos procesados para los animales y como

suplemento alimenticio y nutricional para el ser humano.

La Norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel final o melaza
(no cristalizable) al jarabe o liquido denso y viscoso, separado de la misma
masa cocida final lo que no es posible cristalizar mas azlUcar por métodos

usuales (Barrera, 2011).

La melaza de cafia tiene hasta un °Brix normal de 79,5 y pesa 1,39 kg/L
(Chachapoya, 2014).

20



3.4.7 Ensilado de pescado.

Es un producto semiliquido, obtenido a partir de desechos de
pescado o pescado entero. Presenta una caracteristica de producto estable
a temperatura ambiente por largo tiempo. Las investigaciones de
estabilidad del ensilado nos recomiendan que deben ser almacenados por
periodos superiores a 6 meses en el cual no es necesario su refrigeracion

para su duracion.
Algunas de las ventajas del uso del ensilado de pescado son:

- Atemperatura ambiente se alarga la vida atil del producto.

- Producto final microbiolégicamente estable y controlado.

- No genera el “vdmito negro en aves”.

- Mejora el desarrollo y crecimiento en porcinos, aves y bovino.

- Se puede emplear como un sustituyente de la harina de pescado.

- La presencia de bacterias de yogurt facilita la digestion y actian como

probiéticos, mejorando la poblacion microbiana intestinal de animales.

3.4.8 Ensilado quimico.

Es producido por afiadir &cidos minerales y/o organicos al pescado.
Es utilizado solo el &cido sulfarico, clorhidrico, propionico, férmico o
combinado, como mezclas de acético, férmico y fosforico; férmico y sulfarico
o propidnico y sulfarico. La materia prima pasa por un proceso de molienda,
se le aflade los acidos y son mezclados, para que las enzimas presentes en
el mismo puedan asimilarlo en las condiciones favorables que el medio &cido

provee.

Las enzimas eliminan las proteinas del pez, y el acido contribuye a
acelerar la velocidad de su actividad, mientras retrasa el desarrollo
bacteriano (Diaz, 2004; Leon, 2003; Tatterson y Windsor, 1974; Botello,
2005). Estas enzimas presentan su mayor actividad cuando el pH se

disminuye a valores cercanos a 4 (Bello, 1994).
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El ensilado se mantiene estabilizado a temperatura ambiente por largo
tiempo y se usa frecuentemente en alimentacién de aves y cerdos (Bello,
1993).

Recepcion

Trituracion

Acido
L’ Homogeneizacion
Envasado

Almacenamiento

Neutralizacion

Preparacion de alimento

para animales Recepcion

Figura 1. Diagrama de obtencidon del ensilado quimico.

3.4.9 Ensilado biolégico.

Se le aflade al pescado la melaza y un microorganismo, capaz de
utilizar el substrato y producir acido lactico. Se han investigado distintas
fuentes de carbono tales como harina de avena, harinas de maiz, malteada,
azucar, yuca, miel, etc. y diferentes organismos capaces de producir acido
lactico, entre otros, Lactobacillus plantarum, Hansenula montevideo,
bacterias lacticas del yogur y fermentos biolégicos preparados con
variedades de frutas y hortalizas como la papaya, repollo, pifia, camote,
banana y yuca (Bello et al., 1992; Areche et al., 1992; Lessi et al. 1992).

Durante los ultimos afios se ha generado un gran interés en la
elaboracion de ensilados biolégicos empleando desechos organicos, para
producir fuentes de proteina de alta calidad a un costo respectivamente
accesible. (Diaz, 2004; Berenz, 1994).
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Por medio de un proceso de fermentacion anaerobica controlada, es
posible elaborar un producto fermentado, firme y con elevado valor nutritivo
(Diaz, 2004).

Tatterson y Windsor (1974), manifiesta que el proceso de
preparacion del ensilado necesita que las enzimas presentes en los
intestinos sean derramadas a través de la masa del pescado triturado o
mezclado. Por ende, se utiliza una fuente de glucidos fermentables para la
produccion de acidos tales como harinas de maiz, yuca, arroz y avena;

almidon de maiz y melaza.

La microflora dominante durante las etapas iniciales de la
fermentacién son los del género Enterobacteriaceae (coliformes), que luego
ante condiciones ideales es sustituida por Leuconostoc y Streptococcus y
posteriormente por BAL (Lactobacillus y Pediococcus). Uno de los
microorganismos mas indeseables y cuya poblacion se busca reducir

mediante la fermentacion acido lactico es Clostridio (Diaz, 2004).

La licuefaccion observada durante el almacenamiento del ensilado
es debida primordialmente, a las enzimas proteoliticas de los intestinos del
pescado. La cual se puede establecer por medio de su firmeza, que se
disminuya a medida que se incremente la hidrolisis y el contenido de
nitrogeno soluble. También, hay antecedentes que demuestran la
utilizacion de jugo de frutas para acelerar la fermentacion (Coérdova et al.
1990).
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Figura 2. Diagrama de obtencion de ensilado bioldgico.

En diferentes estudios. La eficiencia, el progreso y la estabilidad del
proceso se han evaluado mediante una amplia diversidad de pruebas
fisico-quimicas, microbiolégicos y bromatolégicos (Bello 1992).

3.4.9.1 Ventajas del ensilado biol6égico de pescado.

a) Facil manipulacién, sin los peligros y riesgos que presentaba el
ensilado quimico;

b) Costos menores, debido a, que no es necesario de importar el acido
organico.

c) La posibilidad de agregar multiples cepas de bacterias acido-lacticas.

d) La miel de cafa se puede conseguir a precio accesible.

e) Tiempo de proceso reducido.

f) Es un producto estable, con excelentes caracteristicas organolépticas.
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2.2.8.2. Ventajas frente a la harina de pescado
Ockerman y Hensenn (1994), sefialan las siguientes ventajas del ensilado

frente a la harina de pescado:

a) Elensilado no se deteriora durante su almacenamiento y tiene menos
probabilidad de contaminacion en su preparacion;

b) El ensilado es estéril y se eliminan las salmonelas;

c) Laeconomia de produccion del ensilado no se ve afectado si varia sus
volumenes de produccién.

d) El ensilado mezclado con glucidos se puede secar al sol sin que se

planteen problemas con las moscas.

3.4.10Proceso del ensilaje.

Es un método para la conservacién de forraje que se obtiene por
medio de una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones sin oxigeno
cuando este almacenado, compactado y cubierto para eliminar el aire, el
proceso del ensilaje se puede separar en cuatro etapas fundamentales las
cuales son: fase aerdbica, fase de fermentacion, fase estable y fase de
deterioro aerdbico (Weinberg y Muck, 1996; Merry et al., 1997).

3.4.11 Implicaciones sanitarias del uso del ensilaje.

La situacién de hoy en dia en nutricion de animales con productos
gue contengan agentes patogénicos y putrefactibles es muy aceptable,
puesto que muchas de las fuentes usadas como substratos para el ensilaje
pueden estar alteradas por la contaminacién. Por lo tanto, la calidad e
inocuidad del ensilado necesita del tipo de materia prima, proceso de

fermentacién y condiciones de almacenamiento (Berenz, 1995).

Se ha evaluado que el proceso de fermentacion de ensilado si esta
elaborado correctamente, debido que es un medio efectivo para disminuir o
eliminar agentes patogénicos y organismos indicadores en residuos de
bacterias de incubacién, residuos de matadero avicola, y residuos
pesqueros, microorganismos como coliformes, Salmonella spp., Clostridium

spp., Staphylococcus spp. y Streptococcus faecalis, no estaba contaminado
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en el ensilado que mostraban un bajo valor de recuento bacteriano o estaban
libres de bacterias (Machin, D. 2001).

Ademas, esta conclusion se refuerza por lo indicado por Frazier y
Westhoff (1978), estos demostraron las infecciones causadas por
microorganismos que causan infecciones alimentarias. Son inhibidas en
ambientes de pH < 4, y que en el caso del Clostridium botulinum, la

posibilidad de intoxicacion es prevenida con un pH < 4,5.

La fermentacion de estos residuos no aptos para consumo directo,
también disminuye el nimero de patégenos Gram negativos (Talkington et
al., 1981) y de virus (Wooleyet et al., 1981).

Muchos residuos de animales y de pescados tienen enzimas auto
liticas, las cuales a un pH reducido son capaces de degradar moléculas
organicas, por lo cual exponen a cualquier microorganismo presente en el

desecho a una accién antimicrobial (Backhoff, 1976).

3.4.12 Procedimiento para utilizar el ensilado de pescado.

Es utilizado en forma liquida o seca, con atributos y calidad nutricional
superior o similara la harina de pescado, empleandolo como un insumo
dentro de las formulaciones de alimentos concentrados o como un aditivo
diario artesanal en la manutencion animal, siendo una alternativa como

fuente proteica (Gonzales et al. 2007; Fagbenro et al. 1993).

3.4.13 Uso del ensilado de pescado en la alimentacién de animales.
Entre los componentes mas primordiales en la produccion animal se
destaca una nutricion de calidad, que representa entre el 50 y 80% de los
costos variables de produccién (Berenz, 1994). El alto costo se debe en gran
medida a que la mayoria de las fuentes proteicas son costosas (Diaz, 2004).

El ensilaje de desechos pesqueros ha sido empleado
satisfactoriamente como suplemento proteico en dietas para rumiantes y no

rumiantes donde hay poca disponibilidad de fuentes proteicas (Gonzales y
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Marin, 2005; Cordova et al., 1990; Hassan y Heath, 1986; Le6n, 2003).
Winter y Feltman (1983), han realizado estudios sobre el uso de ensilaje de
pescado como solucién a la provision de proteinas en las dietas de
rumiantes. Estos autores han demostrado que tanto los bovinos de carne y
lechero, asi como los ovinos, pueden degradar bien la proteina presente en
el pescado ensilado. (Diaz, 2004; Winter y Feltman, 1983).

Samuels et al. (1991), se determinaron favorablemente diferentes
subproductos de pescaderia “residuos de pescado y cangrejos” ensilados
y usados como suplementos proteicos en corderos alimentados con heno
de gramineas, lo que nos muestra su alto potencial en la industria animal.
Ledn (2003), estudio el efecto de la suplementacion con subproductos
fermentados de pescaderia “residuos del procesado de filete de tilapia y
lodos de la industria atunera” sobre el consumo y la digestibilidad de
nutrientes en corderos alimentados con gramineas tropicales,

observandose resultados favorables.

El uso de estos desechos pesqueros fermentados como suplemento
proteico para diversas clases de animales resulto productivo tanto para la
industria pesquera como para la agropecuaria, asi redujeron los problemas
de contaminacién ambiental y disposicion de residuos sélidos (Diaz, 2004).

3.4.14 Procesos de acidificacion y de hidralisis.

Acorde a los resultados obtenidos de las investigaciones realizadas,
pareciera que dicho proceso se puede dividir en dos fendbmenos distintos,
pero que se complementan: una corresponde a la hidrdlisis o licuefaccion, la
cual estd administrada por las enzimas proteoliticas, y la otra corresponde a
la acidificacion y reduccién del pH, la cual esta administrada por la accion de
los microorganismos acido-lacticos. Es posible acelerar uno de los dos

fendmenos, sin alterar drasticamente el otro (Bello 1997).

El pH es uno de los indicadores de mayor relevancia que debe ser
monitoreada durante todo el proceso, Ademas el pH es posible de medir

sin complicaciones.
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Por esto es importante que la cantidad de fuente de carbono
agregada sea la necesaria como para sostener un pequefio reservorio que
les conceda a las bacterias lacticas producir suficiente acido en un tiempo
determinado. Esta fase se puede observar en los contajes de
microorganismos mesdfilos, los cuales incrementan en el momento en que
el pH aumenta y luego se merman cuando la cantidad de &cido producida es
capaz para bajar nuevamente el pH a su valor cercano a 4 y auto inhibir el
desarrollo microbiano. El comportamiento de estos microorganismos fue
observado por Van Wik y Heyderich (1985).

Mientras la otra fase de hidrdlisis o licuefaccion del ensilado, puede
ser medida o evaluada a través del nitrdgeno no-proteico, el liquido exudado
o la consistencia. Esto especifica sefialando un incremento de la hidrélisis
proteica progresiva y rapidamente al inicio del proceso, haciéndose mas

lenta después hasta un periodo de 60 dias (FAO, 1997).

Aun cuando las dos fases parecieran estar separados, presentan
una relacion estrecha. A medida que la hidrélisis proteica progresa, se
generan compuestos nitrogenados, como péptidos, aminoacidos, aminas,
amonio y otros compuestos de bajo peso molecular, los cuales perturban la
capacidad amortiguadora del producto, elevandose los valores de pH, lo cual
conduce a que las bacterias acido-lacticas comiencen a producir acido y

disminuir nuevamente el pH a su valor inicial (Lindgren y Pleaje, 1983).

El pescado fresco, juega un rol muy importante en la rapidez de
disminucién del pH inicial. Esto se debe a una fijacién de un mecanismo de
competencia entre los microorganismos descomponedores y las bacterias
lacticas. A mayor numero de microorganismos iniciales de que participan
en el deterioro del pescado fresco, mayor sera el nimero de bacterias
lacticas que se deben inocular para asegurar un adecuado proceso.
Igualmente, cuando se utilizan los intestinos del pescado en la elaboracion

del ensilado, se esta favoreciendo el fenbmeno de hidrdlisis, por la
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presencia de mayor cantidad de enzimas contenidas en los intestinos, pero
paralelamente se esta agregando una fuerte carga de microorganismos que

es necesario inhibir rdpidamente.

Por lo tanto, se recomienda usar pescados frescos y con intestinos

para aumentar la velocidad del desarrollo del ensilado.

3.4.15 Proceso de elaboracién.

Segun Kjos (2001), la preparacion de un ensilado biolégico puede
elaborarse a nivel artesanal, como también a escala industrial. Las
instalaciones que se utilizan para la preparacion de ensilado dependen de la
cantidad de produccion. Los equipos utilizados en el proceso de trituracion
son: adaptacion de equipos disponibles localmente como molino picador de
coco, picadora de carnes convencional a tornillo con placas perforadas,

molino de martillo desintegrador, bomba trituradora (Mutrator).

Este ultimo equipo se utiliza como mezclador y es usado en el
proceso de pescados pequefios o solo visceras. La molienda del pescado
debe realizarse eficientemente tanto para el proceso biolégico como para el
quimico. Para lograr este requerimiento, el equipo a utilizar para la trituracion
podra ser de caracteristicas muy distintas, segun se trate de desmenuzar

pequefios pelagicos o cabezas de gran tamario y fuerte estructura sea.

3.4.16 Utilizacion del ensilado.

En la fabricacion de ensilados como subproductos de la industria
pesquera e hidrobiolégica son importantes insumos en la nutricion animal.
Son utilizados en la dieta nutritiva de toda clase de animales. Lo cual
convierte en un producto pesquero primordial para la alimentacién animal es

por su elevado y valioso contenido proteico y grasa (aceite).

La composicién quimica del ensilado himedo indica elevados
tenores de agua (60-80%) y variables porcentajes de proteina bruta (12-19%)
de elevado valor nutricional en ensilados biologicos. Se considera que en los

biologicos la grasa es un poco mas estable a la oxidacion que en los
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ensilados quimicos (Martinez Prada, 2003).

3.4.17 Anélisis proximal del alimento.

El uso indiscriminado de ciertos alimentos, sin conocer su composicion
quimica, impide su beneficio total y en circunstancias incluso puede tener
consecuencias detrimentales para los animales o el consumidor de los
productos de esos animales, de tal manera que se podria decir que el estudio
de los alimentos es primordial porque permite beneficiarlos en forma
favorable al conocer qué componentes contienen y en qué cantidad
(Berruecos et al. 1976).

Un andlisis "proximo" se distingue de un "Ultimo" en que no determina un
elemento o compuesto particular, sino que es una estimacion de un cierto
tipo de componentes, "materia volatil", "humedad", "grasa", "cenizas",

"materia nitrogenada", etc.

Los constituyentes de un analisis proximal segun Barruecos et al. 1976, son:

- Humedad: El agua es un nutriente fundamental de gran importancia,
que los animales necesitan en volimenes altos. Sin embargo, el agua
no contribuye al valor nutritvo de los alimentos excepto bajo
condiciones especiales de aridez. Por lo contrario, diluye el contenido
de nutrientes solidos y lo hace mas susceptible a fenbmenos de
descomposicion por enzimas tisulares, bacterianas o de hongos

(Berruecos, Merino y Tejada de Hernandez, 1976).

- Proteina cruda: Un elemento caracteristico de las proteinas es el
nitrogeno, los métodos de cuantificacion de proteina se basan
esencialmente en la determinacion del contenido de nitrégeno de la
muestra, suponiendo que todo el nitrdgeno esta en forma de proteina.

(Berruecos, Merino y Tejada de Hernandez, 1976).

- Extracto etéreo o grasa cruda: Las grasas y aceites presentes en la

muestra seca se sustraen para cuantificarse con un disolvente
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organico, generalmente dietiléter o bencina.

- Fibra cruda: Es una mezcla heterogénea de glucidos (celulosa,
hemicelulosa) y otros materiales (ligninas) esencialmente indigeribles
por los animales monogastricos (Berruecos, Merino y Tejada, 1976).

- Cenizas o material mineral: Son restos de la incineracion de la muestra
o0 sea la exclusion del agua y la materia organica. Nutricionalmente esta
fraccion es demasiado cruda y en realidad es poco importante. Sin
embargo, es un buen punto de partida para el analisis individual de
nutrientes minerales presentes como el calcio, fosforo, hierro.

(Berruecos, Merino y Tejada, 1976).

3.4.18 Uso de bacterias del yogurt.

Ultimamente se esta empleando bacterias acido-lacticas del yogurt,
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophylus, para el desarrollado
de nuevos ensilados biolégicos de pescado (Aguilera, 1993). La ventaja de
estas investigaciones es que han logrado agregar microorganismos de mas
facil obtencion, utilizacion y manejo. Ademas, se ha decidido establecer la
temperatura del proceso mas conveniente para que garantice un rapido

proceso hidrolitico con una eficiente acidificacion.

Se han investigado como son afectados los distintos componentes de
la flora microbiana existente en el pescado y los insumos durante la etapa de
este proceso, al igual de como se reflejan en los parametros fisicos y

guimicos (Ockerman et al. 1994).
2.3 Definicion de términos basicos.

Ensilado: Es nombrado ensilado al producto fermentado que resulta del
almacenamiento del alimento en condiciones anaerobias durante un periodo
de tiempo, con el propoésito de preservar el valor nutricional del alimento

original (Valencia 2011).

31



Residuos orgénicos: Definido como los componentes que se generan en el
proceso de elaboracién y consumo que no alcanzan ningun valor econémico
en el contexto en que se producen, son uno de los problemas ambientales
con mayor relevancia, dado que, falta tecnologia sostificada o adecuada para
su aprovechamiento y a la inexistencia de un mercado para los productos

recuperados (Holguin 2009).

Hidrdlisis: Significa descomposicion, alteracion o destruccion de una
sustancia quimica por el agua. En los estudios realizados sobre soluciones
acuosas de electrolitos, el término hidrdlisis se utiliza principalmente a las
reacciones de los cationes (iones positivos) con el agua para producir una
base débil, o bien, a las de los aniones (iones negativos) para producir un
acido débil.

Acidificacion: método basado en disminuir el pH de los alimentos que inhibe
el crecimiento de los microorganismos. Se lleva a cabo agregando a los
alimentos esencias acidas como el vinagre; Este método de conservacion
previene la contaminacion de bacterias y contribuye a mantener la calidad

deseada del producto.

Secado: método de conservacion de los alimentos consistentes en extraer
el agua de estos, lo que impide la proliferacién de microorganismos y dificulta

la putrefaccion.

Aerobio: Organismos que sobreviven o se desarrollan en presencia de
oxigeno di-atdbmico, mientras que si lo necesitan se denominan aerobios
estrictos. El adjetivo aerdbico se aplica no s6lo a organismos sino también a
los procesos implicados (metabolismo aerobio) y a los ambientes donde se

llevan a cabo.

Anaerobio: Son los procesos que no utilizan oxigeno (O2) en su
metabolismo, mas exactamente que el aceptor final de electrones es otra

sustancia diferente del oxigeno.
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CAPITULO llI
MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

3.1.1. De acuerdo al fin que se persigue
Tipo de estudio aplicada.
3.1.2. De acuerdo al enfoque de investigacion

Tipo de investigacion experimental.

3.2. Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacioén

La poblacion estuvo correspondida por los residuos de pescado

obtenidas del centro poblado de Puerto Pizarro en la region de Tumbes.

3.2.2. Muestra

Las muestras de residuos de pescado (resultantes del fileteado de
Carajito (Diplectrum conceptione) y volador (Chelidonichthys obscurus)) fueron
recolectadas en el centro poblado de Puerto Pizarro - Tumbes con un total de

12 kg aproximadamente por especie; ambas muestras fueron adquiridas en

estado fresco.

Océano
Pacifico

Ecuador .55 s

37 km

Piura

————
81°0Iﬁ w 80’5?’ w 80°5i1‘ w 80‘5-:‘ w 0‘5I4’ w 80‘5?’ w

Figura 3. Puntos de ubicacion de colecta de muestras para

aislamiento bacteriano y residuos de pesca. (1) Granja de pollos, (2, 3,4y
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5) Establecimientos de fileteado de pescado y (6) Granja de cerdos.

3.3. Materiales y equipos

3.3.1. Materiales de laboratorio

Frascos de dilucion de 250 ml con tapa rosca, matraces de 150, 250 y 1000
ml, micropipetas 100 a 1000 ml, pipetas de 5 ml y 10 ml, placas Petri,
propipetas, puntas para micropipetas 100 — 1000 pl, termémetro, tubos de
ensayo de 160 x 10 mm, vaso de precipitacion, fiola, probeta de 100 ml,
probeta de 500 ml.

3.3.1.1. Materiales

Botas de jebe, cocina, balén de gas, mandil, melaza, moledora de carne
ollas grandes, residuos de pescado, fundas herméticas (96 fundas),

termémetros de alcohol.

3.3.1.2. Materiales para elaborar el yogurt

Balon con gas, cocina de dos hornillas, coladores, cuchara de palo, leche
de vaca, microorganismos (Lactobacilos del tracto digestivo del cerdo),
recipientes de plastico de 1 litro, recipiente para 3 L, recipientes de

tecnopor.

3.3.2. Reactivos y medios de cultivo
3.3.2.1. Reactivos

Agua destilada, Azul de anilina al 0,03%, Fenolftaleina, Hidroxido de sodio
(NaOH) 0,1N, Hexano, Glicerol.

3.3.2.2. Medios de cultivo

Agar MRS, Agua peptonada, Agar Salmonella/Shiguella, Plate Count Agar
(PCA), Agar inclinado (TSA), Agar Sabouraud.
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3.3.3. Equipos

Autoclave, balanza digital, bafio maria, camara de flujo laminar, vortex
contador de colonias, equipo Soxhlet, espectrofotbmetro, estufa,

homogeneizador, incubadora, mufla, potenciémetro, refrigerador.

3.4. Método de Investigacion

3.4.1. Aislamiento de bacterias acido lacticas

Se realizo el aislamiento y conservacion de las bacterias acido lacticas a partir del
recto del cerdo, los cuales se procedid a identificar mediante un examen

microscépico los lactobacilos desarrollados en la superficie del agar.
3.4.2. Anadlisis bioquimicos preliminares

Medida de pH: Se indic6 la concentracién de iones hidrogeno presentes en

determinadas disoluciones de cultivo de las BAL.

Prueba de oxidasa: Se determiné la presencia de enzimas oxidasas en las
BAL.

Prueba de Catalasa: Se determind la capacidad que tienen las BAL para

desdoblar el agua oxigenada en agua y oxigeno.

Generacién de Gas: Se determind la presencia de gas segun el proceso

fermentativo en caldo nutritivo.

Prueba de Sales Biliares: Se determing la resistencia a sales biliares, para lo
cual se prepar6 tubos de ensayo con 5 ml de caldo MRS enriquecidos con 1%,
5%, 10% de bilis y se inoculd6 con 1 ml del cultivo bacteriano BAL;

posteriormente se incubaron a 37° C durante 24 horas.

Tolerancia a pH bajos: Se evaluo el crecimiento en medios hostiles a 2,5; 3,5
y 4,5 pH en 5 ml de caldo MRS con HCI, inoculando el medio de las BAL y a las

24 horas de incubacion a 3.7 °C
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3.4.3. Anélisis Molecular

3.4.3.1. Extraccion de ADN
Las extracciones de ADN se realizaron utilizando el método estandar CTAB-
DTAB (Gustincich et al. 1991, adaptado para células bacterianas segun
Dulanto 2013).

Luego, se procedié a pesar las muestras de las BAL en un microtubo 1,5 ml

en la balanza analitica hasta obtener una cantidad entre de 25 a 30 mg.

Ademas, se agreg6 600 pL de la solucién de extraccién (DTAB) se agito en
el vortex por 20 segundos y se procedid a incubar a 100°C por 10 min.
Después se llevaron a un choque térmico por 5 min; con la finalidad de romper

la lisis celular.

Luego se agitaron en vortex por 20 segundos, y se adicionaron 700 pL de la
solucién de precipitacion ADN, se agitaron nuevamente en vortex por 20

segundos. A continuacion, se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos.

Se transfirio el sobrenadante 250 pyL a otro microtubo 1,5 ml contendra
previamente 100 uL de solucién CTAB y 900 uL de agua destilada estéril. Se
agitd en vortex y se incub6 a 75°C durante 5 minutos. Luego, se enfrié a

temperatura ambiente y se centrifug6 a 13000 rpm por 10 min.

Se elimin6 el sobrenadante, se resuspendio el pellet (ADN) con 150 uL de
solucién disolvente, incubandose a 75°C durante 5 minutos y se enfrié a

temperatura ambiente.

A continuacion, se centrifug6é a 13000 rpm por 5 minutos y después se
transfirié el sobrenadante de 150 ul a un nuevo microtubo con 300 pl de etanol
absoluto. Agitandose en el vortex por 20 segundos y centrifugar a 13000 rpm
por 5 minutos, se lavo el pellet con 200 pl de solucion de lavado (etanol al
75%), se volted el tubo varias veces secandolo el pellet por 15 minutos sin
perderlo y re-suspenderlo con 200 yL de tampén TE (Tris 10 mM- EDTA 1

mM) y almacenado a - 20°C.
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3.4.3.2. PCR (Reaccion en cadena polimerasa)

Para amplificar la region 16S RNAr, se utilizaron los cebadores universales 8F
(5" AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3") y 1510R (5" GGC TAC CTT GTT
ACG A 3") descritos por Weisburg para estudios filogenéticos bacterianos
(Monsalud, y otros, 2003).

El volumen final de cada reaccion serd 20 uL, constituida por 2 uL de buffer
Tag 10X, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTPs (100 mM), 1 U de Taq
ADN polimerasa, 10 mol de cada cebadory 2 yL de ADN extraido. La PCR se
realizard en un termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) y constara
de un ciclo de 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55
°C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos y una extension final a 72 °C por 5

minutos.

3.4.3.3. Electroforesis

De cada producto de amplificacion de la reaccion en cadena polimerasa (PCR)
10 uL seran migrados en gel de agarosa al 1 % con tampdn de migracion TAE
1X. La migracion se realiz6 a 120 V durante 20 minutos; conjuntamente se
hara migrar un marcador de peso molecular de 50 pares de bases (pb). Los
geles seran visualizados utilizando un transiluminador UV, y fotografiados con

camara digital.

3.4.3.4. Secuenciacion de los productos de la PCR.
Se utilizaron 10 pL de los productos obtenidos por amplificacion en la PCR, y
seran colocados en micro tubos de 0,2 mL. Ademas, se prepar6 en microtubos
de 0,2 mL porciones de 5 uL de cada cebador universales para el gen 16S
ARNIr. Estas seran empacadas y enviadas a la empresa Macrogen de Korea,

para realizar la secuenciacion de las 2 cadenas de cada producto amplificado.

3.4.4. Obtencion de ensilado bioldgico
Como materia prima se utilizdé resultantes del fileteado de carajito y
resultantes del fileteado de volador, transportados con destino al

Laboratorio de Carnicos de la Escuela de Agroindustrias de la Universidad
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Nacional de Tumbes. Se cocind durante un tiempo de 20 minutos a la
temperatura de ebullicion del agua (100°C) con el objetivo de disminuir la
carga microbiana que estas poseen, luego se trituré en un molino eléctrico
del taller de carnicos de la Universidad Nacional de Tumbes, cuya masa

resultante se mezcld por 3 minutos con los siguientes insumos.

Composicién para 2 kg:

» Residuo cocinado (pescado): 70 %
» Sustrato (Melaza): 25 %
= Indculo bacteriano: 5%

La mezcla se colocé en fundas herméticas transparentes de capacidad
para 200 gr. y se cerro el envase, dejando un % de espacio libre entre el
producto y la parte inferior de la bolsa. Se realiz6 el disefio completamente
aleatorizado (DCA), tres repeticiones por cada tratamiento para los

respectivos andlisis y fueron los siguientes.

T1 (TA®) = Ensilado de residuos de pescado con melaza y yogurt
T2 (30°) = Ensilado de residuos de pescado con melaza y yogurt
T3 (40°) = Ensilado de residuos de pescado con melaza y yogurt

3.4.5. Preparacion de in6culo bacteriano
Para preparar indculo bacteriano e incorporar al ensilado, se utilizé leche
UHT de 1L, se utilizé bacterias acido lacticas (BAL) nativas, aisladas del
recto del cerdo, y conservadas en el Laboratorio Biologia Molecular de la
Facultad de Ciencias de la Salud (F.C.S.) ubicada en la ciudad

universitaria.

= Activar cepas de BAL extraidas del tracto digestivo del cerdo:
Se sembraron en placas Petri con agar MRS y azul de anilina para
ayudar al reconocimiento de las BAL, incubandose por 48 horas
a 32°C (Jurado, 2009). De las placas de MRS, se transfirio 2 a 3
colonias en tubos cénicos con 10 ml de caldo MRS, incubando por
48 horas a 35°C - 40°C (anexo 11).
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3.4.6.

3.4.7.

3.4.8.

= Concentracion de BAL por espectrofotometria: La
absorbancia o densidad optica (D.O.) fue 1y longitud de onda 630

nm.

* Inéculo bacteriano: Primera fase: En una olla se puso a
pasteurizar 1 L de leche fresca a 85°C por 10 min y se dej6 enfriar
hasta 40°C. Posteriormente, en depositos de 250 ml se agrego la
leche y luego agregando un 1 ml de caldo ya en concentraciones
iguales realizados por espectrofotometria, incubando el cultivo a
temperatura de 40°C por 18 horas. Segunda fase: En una olla se
pasteurizé 1 L de leche hasta 85°C por 10 min luego se enfrié
hasta 40 °C. Del cultivo anterior se sacé 50 ml c/u de los cuatro
in6culos para ser agregados en 1 L de leche ya pasteurizado. Se
dejé incubar a 40°C por 5 horas, luego se coloco en el refrigerador

para evitar que se deteriore.

Conservacién de la materia prima.

Se utiliz6 baldes grandes para transportar los residuos de pescado de
las dos especies a evaluar, la cual sera transportada en cadena de frio
con destino al Laboratorio de Cérnicos de la Escuela de Agroindustrias
de la Universidad Nacional de Tumbes.

Coccién y enfriado de la materia prima.

Se cocind durante un tiempo de 20 minutos a la temperatura de ebullicién
del agua con el objeto de disminuir la carga microbiana patégena que
estas poseen (Martinez, 2003).

Los residuos se retiraran de la olla de coccién con una coladera para

escurrir y enfriar colocandose en bandejas largas para luego ser molido.

Molienda y mezclado.
Los residuos fueron sometidos a molienda empleandose un molino
artesanal y una moledora de carne, con el fin de tener una masa uniforme

y ampliar la superficie del contacto con el inéculo de yogurt y la melaza.
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3.4.9.

En un recipiente se colocara los residuos de pescado, mezclandose por
3 min con la ayuda de una cuchara de madera; luego la melaza y

fermento lactico.

Envasado y almacenamiento.

Se realiz6 tres tratamientos con diferentes temperaturas y por triplicado.
Para esto, se envasaron en fundas herméticas transparentes de
capacidad para 200 g. al cual se incorporé un termémetro de alcohol para
el registro periodico de la temperatura. Mezclado todos los componentes
se sella herméticamente el envase, dejando un 25 % de espacio libre
entre el producto y la parte superior del envase evitando la
contaminacion. Luego se inici6 el proceso de ensilaje aplicando
temperaturas de 40°C, 30°C (incubadora) y temperatura ambiente para

el proceso de ensilaje.

3.4.10. Evaluacion de parametros bromatolégicos del ensilado biolégico

de pescado.

Se desarrollaron analisis fisicoquimico, valor nutricional, microbiol6gico y
organoléptico, que comprende esto un analisis bromatolégico como
producto terminado por parte del ensilado biolégico como alimento para
cerdos.

Los andlisis microbiolégicos y fisicoquimicos se realizaron en el
laboratorio de Biologia molecular y los analisis de valor nutricional en el
laboratorio de Forestal y Medio Ambiente. Se siguié la frecuencia de
colecta de muestra con respecto a los tiempos de almacenamiento del

ensilado, ver tabla N° 03.

Tabla 3: Frecuencia de colecta de muestras

TIEMPO (DiAS)  FISICOQUIMICOS MICROBIOLOGICOS VALOR ORGANOLEPTICO

NUTRICIONAL
X X X
X X
10 X X
15 X X X
30 X X X X

X=Toma de muestra
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3.4.10.1. Andlisis fisicoquimico

- Se evalud la temperatura mediante el uso de un termoémetro.

- La evaluacion de pH se realiz6 mediante un equipo potenciometro.
- En la acidez, se recurrio al método por titulacion al 0,1 N de NaOH
(Martinez Prada 2003).

3.4.10.2. Analisis de valor nutricional (composicion proximal).

Para el analisis quimico se tom6 de un manual de laboratorio referido al
analisis de alimentos (UNAM, 2008).
a) Determinacion de la humedad

Método por secado en estufa: Este método se refiere a la reduccion

de peso de la muestra por la volatilizacion del agua. Utilizando un

equipo de la marca Marconi, modelo MA 033. Se peso 2 gr de muestra

por triplicado a temperatura de 70°C por 20 h y se dej6 enfriar en la

campana desecadora por 10 min.
Férmula:

B-AH-(C-4)

Y =
Vol (B —4)

100

Donde:
A = peso de cépsula seca limpia.
B = peso cépsula + muestra himeda.

C = peso capsula + muestra seca.

b) Analisis de lipidos

Método de Soxhelt (James, 1999): Es una extraccion semi-continua
con un disolvente organico. En este método el disolvente se calienta,
se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra la cual queda
sumergida en el disolvente. Posteriormente éste es sifoneado al
matraz de calentamiento para empezar de nuevo el proceso. El
contenido de grasa se cuantifica por diferencia de peso (Nielsen,
2003).
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WhW1 4 100

Férmula: %Grasas =

Dénde:
W5 = peso del balon.
Wm = peso de la muestra

W: = peso final del balon

c) Determinacién de Proteinas
Método de Kjeldahl: EI procedimiento de referencia Kjeldahl
determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las no
proteinas como las proteinas verdaderas.
El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrégeno
organico contenido en productos alimentarios, consta de dos pasos

consecutivos:

a) La alteracion de la materia organica bajo calentamiento en
presencia de acido sulftrico concentrado.

b) El registro de la cantidad de amoniaco obtenida de la muestra

FORMULA:
% de proteinas = Z—i * 100 * F

» Para pasar ha contenido de proteinas corregir por el factor
adecuado segun la naturaleza de la muestra. (6.25 por defecto)
» Periédicamente realizar un ensayo en blanco y restarlo del

resultado.

Donde:
P2 = Nitrogeno (mg).
Po = Peso de la muestra (mg).

F = Factor proteinico. (6.25 por defecto)
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d) Determinacion de minerales.

Método cenizas totales (calcinacion) (Kirk et al., 1996): Las
cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo
inorganico que queda después de calcinar la materia organica. Las
cenizas normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas
presentes en el alimento original, debido a las perdidas por
volatilizacion o a las interacciones quimicas entre los constituyentes.
Se seco el crisol en una estufa a 110 °C por 10 min y se peso el crisol
a peso constante en una balanza analitica, se pes6 2 g de muestra en
base seca, y luego se colocaron los crisoles en la mufla con la marca
Thermoconcept Lac, modelo KL 05/12 a temperatura de 600°C por 4
h. hasta la obtencién de cenizas blancas o grisaceas. Al término de
este tiempo se dejo enfriar en la mufla y de inmediato se colocaron los

crisoles en el desecador para enfriar durante una hora.

Formula:

) wc + cenizas — wc
%Cenizas = * 100
wm

Dénde:

Wc+cenizas = peso del crisol junto con las cenizas.
Wm = peso de la muestra.

Wc = peso del crisol.

e) Medicion del pH
La medicion del pH se realiz6 a través del método potenciométrico,
por medida directa, introduciendo el electrodo en cada muestra
homogenizada. La lectura del pH se considerara valida cuando el valor
se mantuvo constante por un tiempo aproximado de 10 segundos.
Previo a la medicidn, el potencidometro sera calibrado utilizando las

soluciones bufferde pH 4y pH 7.
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f) Medicion del porcentaje de acidez titulable.
Paralelamente al analisis de pH se llevé a cabo la determinacién del
porcentaje de acidez titulable expresado como acido lactico, siguiendo
la metodologia de la AOAC (1998) citada por Peralta (2010) en la que
se mide en forma indirecta el acido lactico presente en la muestra. El
método consiste en la titulacion del acido con hidroxido de sodio 0,1
N teniendo como punto final al cambio de pH del indicador

fenolftaleina a un viraje de pH 8.1 +/- 0.2.

Para este fin se pesaron 10 gramos de la muestra y se diluyeron en
50 ml de agua destilada agregandosele ademas 0.3 ml de
fenolftaleina, luego se procedio a la titulacion con NaOH manteniendo
el electrodo dentro para registrar el cambio de pH. Una vez alcanzado
el valor de pH deseado (es decir pH 8.1 +/- 0.2) se medira el gasto de
NaOH utilizado el cual se usé en la siguiente formula para conocer el

porcentaje de 4cido lactico:

Férmula:;

G * N *0.090 * 100
m

% de acido lactico titulable =

Dénde:

G = gasto de NaOH (ml)
N = normalidad del NaOH
m = masa de la muestra (g)

0.090 = factor de conversion

Esta formula expresa los gramos de acido lactico por 100 gramos de

producto.
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3.4.10.3. Andlisis microbiolégico

Se colectd6 150 g de muestra en los ensilados. La preparacion de
muestras para el analisis microbioldgico exige condiciones de manipulacion
aséptica muy estrictas, asi como la utilizacion de material y diluyentes estériles
(DIGESA, 2001). Se analizé la muestra en el laboratorio de biologia molecular
de la facultad de ciencias de la salud ubicada en la ciudad universitaria, en
una camara de flujo laminar de la marca Labotecgroup.com, modelo BBS —
DDC.
Se agreg6 25 g de muestra al medio diluyente (agua peptonada) de 225 ml,
se efectud diluciones 1 ml a los tubos falco que contenga medio diluyente, se
mezclé por 20 s. en un agitador. Se agregd 100 pl de las diluciones respectivas
en placa Petri debidamente rotuladas por duplicado y con la técnica por
extension en superficie se sembro fig. (3).

Para el recuento de microorganismos en el ensilado como producto son las

siguientes (Martinez, 2003).

- Recuento Total de mesdfilos aerobios, en el medio Plate Count que se

incuba a temperatura ambiente por 48 horas en placa invertina.

- Recuento de BAL, en el medio MRS, se incub6 a temperatura

ambiente por 48 horas en placa invertina.

- Recuento de salmonela, en el medio enriquecido para salmonela SS
Agar, que se incub6 a 37 °C por 48 horas.

- Recuento de mohos y levaduras en el Agar SABOURAUD, que se
incub6 a temperatura ambiente por 48 horas en placa invertina y se

realiza la lectura.
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Figura 4. Dilucién de muestra para recuento en placas.
3.4.10.4. Andlisis organoléptico

Las caracteristicas organolépticas, conocidos también como atributos
sensoriales, constituyen el estimulo que se evalué en el ensilado biolégico con
el objetivo de determinar las caracteristicas del producto como su color, olor y

consistencia.

3.4.11. Analisis estadistico
Los datos obtenidos de temperatura, pH y acidez titulable fueron sometidos a
un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% vy la

determinacion de medias distintas con la prueba Duncan.
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3.4.12. Disefio experimental

Tabla 4. Disefio experimental carajito y volador.

ESPECIE CARAJITO Y VOLADOR

TIEMPO

0 3 5 10 15 30

TRATAMIENTO
R1 R1 R1 R1 R1
TA R1 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3
R1 R1 R1 R1 R1
T30°C R2 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3
R1 R1 R1 R1 R1
T40°C R3 R2 R2 R2 R2 R2
R3 R3 R3 R3 R3
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CAPITULO IV. RESULTADOS

4.1. Aislamiento e identificacién molecular de cepas bacterianas.

A partir de hisopados rectales sembraron en agar MRS con azul de anilina, se
aislaron un total de tres cepas bacterianas, que, segun sus caracteristicas
microscopicas y bioquimicas bésicas, corresponden al grupo de las bacterias acido
lacticas (Bacilos Gram positivos, oxidasa negativa, catalasa positiva, no formadoras
de esporas). (Accesion CP017982.1, 99,39% de identidad).

4.2. Temperatura

Los valores promedio obtenidos de temperatura Ta, T30°C y T40°C, ha tenido
una estabilidad adecuada; por lo cual la temperatura de ambas especies tanto carajito
como el pez volador estan dentro de la temperatura asignada. Cuyos resultados se
muestran en la figura 5y 6, se muestra el comportamiento de la temperatura promedio
de los tratamientos donde TA 28.04+3.06, T30 30.61+6.84 y T40 38.56+40.30, para la
especie carajitoy TA 27.64+1.96, T30 30.75+7.28 y T40 38.63+£39.91, para la especie
volador. Siendo la mayor temperatura promedio durante todo el proceso de
almacenamiento el T40 en ambas especies, donde se observa también mayor
variacion y diferencia estadistica de la TA frente a los tratamientos de T30 Y T40, estas

dos ultimas estadisticamente son semejantes segun la prueba de Duncan.

a) TRATAMIENTOS CARAIJITO b) TRATAMIENTOS VOLADOR
50 50
(%} (%]
< 40 = 40
230 _Le—t—p—g—1 230 et
<< <<
= 20 = 20
S 10 < 10
E o Z 0
0 3 5 10 15 30 = 0 3 5 10 15 30
DIAS DE EVALUACION DIAS DE EVALUACION
—@—=TA =@=T30°C T40°C =—@—=TA =@=T30°C T40°C

Figura 5. Comportamiento de temperaturas durante el proceso de ensilaje de

carajito a) y volador b).
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4.3. Determinacion del pH y acidez del ENSILADO INCUBADO a 40°C, TAy
30°C.

Este ensilado se incubd durante los treinta dias. Dado que a este tiempo se
efectuaron andlisis de pH, acidez, puesto que son éstos los primordiales indicadores
a observar durante el proceso.

Que segun tabla de la figura N°7, 8 y 9, se muestra la relacion entre el pH y la acidez
de los tratamientos asi como su comportamiento en funcion a los dias de evaluacion
de la especie carajito donde el promedio del tratamiento a temperatura ambiente
presento pH de 4.54+0.29, T 30°C 4.50+0.32 y T 40°C 4.59+0.26, asi como también
se muestra el promedio de Acidez para esta especie donde TA 1.86+0.52, T30°C
1.89+0.53 y T40°C 1.60+0.25, se observa que no hay diferencia estadistica entre los

tratamientos tanto en pH como en % de acidez, segun la prueba de Duncan.

TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION
a 40°C b) 30°C
6 2.5 6 3
5 5 5 2.5
N N
4 15 & 4 2 A
:g_ 3 o %_ 3 15 ©
2 : :\5 2 1 ;
. 0.5 1 05
0 0 0 0
0 3 5 10 15 30 0 3 5 10 15 30
DIAS DE EVALUACION DIAS DE EVALUACION
== pH e=@== ACIDEZ en@u= PH e=@==AC|DEZ

c) TEMPERATURA AMBIENTE

6 3
5 2.5
4 2 O

T3 1.5 §
2 1
1 0.5
0 0

0 3 5 10 15 30
DIAS DE EVALUACION

=@=—=PH ==@=ACIDEZ

Figura 7. Valores de pH y acidez del ensilado de carajito incubado a) 40°C,
b) 30°Cy c) TA.
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Que segun tabla de la figura N°10, 11 y 12, muestra la relacion entre el pH y la acidez
de los tratamientos, asi como su comportamiento en funcién a los dias de evaluacion,
de la especie volador donde el promedio del tratamiento a temperatura ambiente
presento pH de 4.54+0.13, T 30°C 4.48+0.14 y T 40°C 4.49+0.14. asi como también
se muestra el promedio de Acidez para TA 1.57+-0.23, T30°C 1.44+-0.14 y T40°C
1.21+-0.05, Donde se observa que no hay diferencia estadistica entre los tratamientos

para el pH, pero si lo hay para el % de acidez, segun la prueba Duncan.

TEMPERATURA DE INCUBACION TEMPERATURA DE INCUBACION
) 40°C °) 30°C

pH
N IN
i
(95
% ACIDEZ
pH
N IN
=
(03]
% ACIDEZ

0.5 0.5
0 0 0 0
0 3 5 10 15 30 0 3 5 100 15 30
DIAS DE EVALUACION DIAS DE EVALUACION
e==@==pH ==@==ACIDEZ =@==pH ==@==ACIDEZ

<) TEMPERATURA AMBIENTE

6 2.5
5 2
4 N
1.5 &
I —
o 3 (@]
1 <C
2 X
1 0.5
0 0

0 3 5 10 15 30
DIAS DE EVALUACION

=@=—=PH ==@=ACIDEZ

Fig. 10 Valores de pH y acidez del ensilado de volador incubado a) 40°C,
b) 30°Cy c) TA.
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4.3. Comparaciones entre pHy temperatura

pH

5.40 5.40

5.20 5.20
o 5.00 5.00
&=
‘T 4.80 4.80
(]
O 4.60 4.60
I R
2 4.40 4.40

. R~
4.00 4.00
0 3 5 10 15 30

Dias de evaluacion

s TEMPERATURA AMBIENTE CAR mmmmm TEMPERATURA A 30°C CAR TEMPERATURA A 40°C CAR
s TEMPERATURA AMBIENTE VOL e TEMPERATURA A 30°C VOL TEMPERATURA A 40°C VOL

Figura 13. Comparacién del pH en funcion a los dias de evaluacion de las dos
especies en estudio.

Que segun tabla de la figura 13 se muestra la comparacion de, pH en funcién a los
dias de evaluacion de los tratamientos donde el promedio del tratamiento a
temperatura ambiente presento pH de 4.54+0.29, T 30°C 4.50+0.32 y T 40°C
4.59+0.26, en la especie carajito. Asi como también se muestra el promedio del
tratamiento a temperatura ambiente 4.54+0.13, T 30°C 4.48+0.14y T 40°C 4.49+0.14.
en la especie volador. Para ambos casos no hay diferencia estadistica entre especies,
asi como también no existe diferencie entre los pH promedios entre los tratamientos.,
segun la prueba Duncan.se observa que el pH va disminuyendo al partir del tercer dia
estabilizdndose al dia 15 donde el T30 y T40 bajaron el pH mas rapido que el TA.

51

pH Volador



4.4. Comparaciones entre acidez con temperatura

% ACIDEZ

2.50 2.50
2 2.00 2.00 _g—
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W TEMPERATURA AMBIENTE CAR mmmmm TEMPERATURA A 30°C CAR W TEMPERATURA A 40°C CAR
e TEMPERATURA AMBIENTE VOL e TEMPERATURA A 30°C VOL e TEMPERATURA A 40°C VOL

Figura 14. Comparacion de especies entre acidez y temperatura.

Que segun tabla de la figura 14, se muestra la comparacién de especies entre acidez
y temperatura asi como su comportamiento en funcion a los dias de evaluacién donde
el promedio del tratamiento a temperatura ambiente presento porcentaje de acidez de
1.86+0.52, T30°C 1.89+0.53 y T40°C 1.60+0.25, en la especie carajito, se observa que
no hay diferencia estadistica significativa en los tratamientos estudiados. Asi como
también se muestra el promedio del tratamiento a temperatura ambiente 1.57+0.23,
T30°C 1.44+0.14 y T40°C 1.21+0.05, en la especie volador, por lo cual podemos
observar que si hay diferencia estadistica significativa entre TAy a T 40°C en esta
especie estudiada. Donde se observa que el porcentaje de acidez aumenta en funcién
a los dias de evaluacion, se obtiene los mayores porcentajes en la especie carajito.
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4.5. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Se colectaron 150 g de muestras de los EB a los 15 y 30 dias, de las siguientes

temperaturas:

microorganismos.

Tabla 5. Evaluacion microbiolégica del ensilado durante su

Ta, T30°C y T40°C, para ver

los crecimientos de estos

almacenamiento de

15 dias.
RECUENTO Carajito T.A Carajito T Carajito T Volador T.A Volador T Volador T
30°C 40°C 30°C 40°C
BAL(UFC/ml) 10.7x104 3.5x10* 25.7x103 5.2x107 6.6x107 8.5x10°
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/MI UFC/mL
Mesofjlos 9.6x104 22.5x103 5.1x103 6.2x107 7.4x107 6.3x10°
aerobios(UFC/ml) | UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/MI UFC/mL
Levaduras y | 19.3x104 6.9x104 9.3x103 26.6x104 6.6x10° 4.7x10°
hongos(UFC/ml) UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/MI UFC/mL
Salmonella spp. Ausencia/25g Ausencia/25gr | Ausencia/25¢g Ausencia/25g Ausencia/25g Ausencia/25

Tabla 6. Evaluacién microbioldgica del ensilado durante su almacenamiento por

30 dias.
Parametro . Carajito T Carajito T Volador T Volador T
microbiolégico | CA&I0 T-A 30°C 40°C Volador T.A 30°C 40°C
BAL 13.9x108 11.5x10% 10.2x104 19.8x10° 12.8x10° 8.1x10°
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/MI
Mesof_ilos 6.9x10° 9.7x10* 20.3x107 14.4x108 6.9x10° 5.0x10°
aerobios UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Levaduras y | 12.6x10° 12.3x10* 6.2x104 18.1x107 7.4x10° 4.8x10°
hongos UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Salmonella sp. Ausencia/25gr | Ausencia/25gr | Ausencia/25gr | Ausencia/25gr | Ausencia/25gr | Ausencia/25gr
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4.6. ANALISIS ORGANOLEPTICOS

Tabla 7. Atributos organolépticos del ensilado bioldgico.

ESPECIES | ATRIBUTOS | TRATAMIENTO TIEMPO (DIAS)
3 5 10 15 30
TA Beige Beige Beige Marron Marron
0scuro
COLOR T30°C Beige Beige Beige Marrén Marrén
0scuro
T40°C Beige Beige Beige Marron Marrén
0scuro 0scuro 0scuro
TA Dulce y olor | Dulce &cido | Acido con | Acido con | Ligerment
a pescado con suave | ligero ligero e acido y
olor a | alcohol alcohol alcohol
pescado
Q OLOR T30°C Dulce y olor | Acido suave | Ligeramen | ligeramente | Ligeramen
& a pescado te alcohol | alcohol te acido y
s ] ] glcohol
o T40°C Dulce y olor | Ligeramente | Acido Acido fuerte | Acido
a pescado acido fuerte fuerte
TA Pastoso con | Pastoso Semisolid | Semisolido- | Semisolid
poco liquido o-pastoso | pastoso 0.pastoso
en la base
CONSISTEN T30°C Pastos'o con Pastoso Semisolid | Semisolido- | Semisolid
CIA poco liquido 0-pastoso | pastoso 0-pastoso
en la base
T40°C Pastoso con | Pastoso Semisolid | Semisolido- | Semisolid
poco liquido o-pastoso | pastoso 0- pastoso
en la base
TA Beige Beige Beige Marrén Marrén
0scuro
COLOR T30°C Beige Beige Beige Marrén Marrén
0scuro
T40°C Beige Beige Beige Marrén Marrén
0scuro 0scuro 0scuro
TA Dulce y olor | Dulce &cido | Acido con | Acido con | Acido con
a pescado con suave | ligero ligero ligero
< olor a | alcohol alcohol alcohol
) pescado ' ]
5 OLOR T30°C Dulce y olor | Acido suave | Acido con | Acido con | Acido con
) a pescado ligero ligero ligero
alcohol alcohol alcohol
T40°C Dulce y olor | Ligeramente | Acido Acido fuerte | Acido
a pescado acido fuerte fuerte
TA Pastoso Pastoso Semisélid | Semisdlido- | Semisolid
0-pastoso | pastoso 0-pastoso
CONSISTEN | T30°C Pastoso Pastoso Semisolid | Semisolido- | Semisolid
CIA 0-pastoso | pastoso 0-pastoso
T40°C Pastoso pastoso Semisdlid | Semisdlido- | Semisolid
0-pastoso | pastoso 0-pastoso
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4.7. Andlisis nutricional

Se enviaron muestras secas al laboratorio de control de calidad de la
universidad Nacional de Piura, para la determinacion de proteina. Los resultados
obtenidos mediante el analisis de composicion proximal de los ensilados bioldgicos en
estado seco se presentan en la tabla 7. Los tratamientos TA, T30°C y T40°C con
respecto al tiempo existe poca variabilidad. En proteina de TA un 32,43 — 36,70%;
T30°C un 30,20 — 33,80% y T40°C un 34,63 — 36,00 de la especie carajito. En grasa
de TA un 10,75- 9,50%; T30°C un 11,54 — 14,00% y T40°C un 10,07 — 9,76 por ultimo
en cenizas de TA un 24,23 — 25,50%; T30°C un 25,48 - 26,12% y T40°C un 25,50 —
25,50%. También se obtuvieron buenos los resultados con la especie volador los

cuales se veran reflejados en una tabla.

Tabla 8. Composicion proximal del EBP seco, inicial y final durante el tiempo de

almacenamiento de la especie carajito.

Especie | Tratamiento Mate(;)a) seca Grasa (%) Prczz/oe)ma Ce(r%as Fibra (%)
Carajito Inicial Ta 90.46 10.75 32.43 24.23 1.60
Carajito Final Ta 93.69 9.50 36.70 25.50 1.30
Carajito Inicial 30°C 95.75 11.54 30.20 25.48 1.40
Carajito Final 30°C 95.78 14.00 33.80 26.12 1.70
Carajito Inicial 40°C 94.14 10.07 34.63 25.50 1.47
Carajito Final 40°C 90.37 9.76 36.00 25.50 1.50

Tabla 9. Composicion proximal del EBP seco, inicial y final durante el tiempo de

almacenamiento de la especie volador.

Especie Tratamiento Mate(;)a) >eca Grasa (%) Prc()z/(:;na Ce(r;)z)as Fibra (%)
Volador Inicial 94.14 14.14 24.66 18.76 1.35
Volador Final 90.48 11.24 33.00 26.12 1.50
Volador inicial 30°C 92.80 13.61 27.25 25.93 1.65
Volador final 30°C 89.66 10.07 32.60 25.50 1.23
Volador inicial 40°C 93.30 11.19 30.60 29.35 1.54
Volador final 40°C 92.90 11.19 33.16 29.35 1.39
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CAPITULO V. DISCUSIONES

Segun Martinez (2003), manifiesta que se obtuvieron mejores resultados a 29°C en
comparacion a la temperatura de 40°C utilizando como sustrato la melaza. Por lo cual
se afirma que en los tratamientos que se ha realizado en este proyecto se lograron
mejores resultados a 30°C y 40°C (temperatura de incubacion) a diferencia con la
temperatura ambiente. Debido a que a estas temperaturas los pH decrecieron en los
primeros dias del proceso y siguieron decreciendo hasta lograr valores de 4.08 y 4.22
de las especies carajito y volador a 30°C; mientras a 40°C los valores alcanzados
fueron de 4.21y 4.26 a los 10 dias de haber sido inoculados. Lograr ciertos valores de
acidez nos posibilita tener mas confianza dado a que en 10 dias de almacenamiento

podemos obtener un ensilado de calidad.

Por ende, en las comparaciones de pH y temperatura realizados en esta investigacion
podemos decir que a temperatura de 30°C (temperatura de incubacion) se observo
mejores resultados que al de 40°C (temperatura de incubacién) y al de temperatura
ambiente. Ya que se ha hecho comparaciones de las especies estudiadas se puede
determinar que se obtuvé mejor resultado en la especie carajito, debido a que se
lograron valores de pH cercanos a 4, el cual es 4.08, pero en la especie del pez volador
determina que se obtiene mejor resultado a temperatura de 40°C en comparacion con
los valores obtenidos a esa misma temperatura con la especie carajito. Estos
resultados revelan que 30°C es una temperatura preferible para la incubacion del
ensilado, dado que es importante desde el punto de vista econémico a la hora de
elaborar ensilado, debido a que se reducirdn los costos de calefaccion o

acondicionamiento de lugares a temperatura necesariamente elevadas.

Pese a que la velocidad de fermentacion en el proceso esta estrechamente
relacionada con la temperatura y de acuerdo a antecedentes 40°C sea una
temperatura ideal para el desarrollo de las bacterias lacticas y la reduccion de las
probabilidades para que bacterias perjudiciales incrementen; en casos como este
puede apreciarse que a 30°C fueron mejores los resultados. En investigaciones
realizadas se usoO el cultivo de yogurt como inéculo, se manifesto que a 40°C

temperatura de incubacion se llevaba a cabo la fermentacion en un tiempo de 2 dias.
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Segun Fernandez et al. (2011), Los estudios microbiolégicos permitieron determinar
la aplicacion de una buena préactica de elaboracion y la inocuidad de los EB obtenidos.
Siendo establecido por la norma técnica de Colombia en alimento balanceado para
cerdos; los mesdfilos aerobios de los tratamientos T1, T2 y T3 de valores 9.6x10*
UFC/mL, 22.5x10°® UFC/mL, 5.1x10%® UFC/mL, de la especie carajito y 6.2x10’
UFC/mL, 7.4x107 UFC/mL, 6.3x10°> UFC/mL, de la especie volador, al final de su
almacenamiento, se comprende que cumplen con los parametros microbioldgicos,
siendo el limite permisible 10x10” UFC/g. De igual forma, el recuento de levaduras y
hongos de los tratamientos T2 y T3 con valores 6.9x10* UFC/mL, 9.3x10% UFC/mL, se
encuentra dentro del limite permisible de 10x104 UFC/g (ICA, 1999). Por otro lado, la
ausencia de microorganismos patdégenos como Salmonella sp. pone de manifiesto que
han sido inhibidos por la condicion de acidez del ensilado generada por las BAL
(Fernandez, 2011).

Segun Bello (1997), el pH es uno de los indicadores de mayor relevancia, debido a
que se debe controlar durante todo el proceso de fermentacion y almacenamiento del
ensilado, tal como se registré en los tratamientos T1, T2 y T3 valores de pH
aceptables. Segun Veloz Vargas (2005), los ensilajes de deficiente calidad, tienen un
pH de 5,2 o mas y contenido de acido lactico, tan solo del 0,1 al 0,2%. El cual no
ocurrié en los tratamientos trabajados. Sin embargo, los tratamientos T1, T2 y T3,
disminuyeron con valores finales de almacenamiento un 4,50; 4,25 y 4,36 de pH, de
la especie carajito, mientras tanto los valores finales de almacenamiento de la especie
volador obtuvieron los siguientes resultados de pH 4,24; 4,30 y 4,49 valores similares

de Triana et al. (2014) con 4,30 como también Gonzales y Marin (2005) con 4,5.

Ademas, que, para el éxito de este método de conservacion, es fundamental contar
con pescado fresco, dado que es primordial la velocidad de reduccion del pH inicial;
debido a que se establece un mecanismo de competencia entre los microorganismos
descomponedores y las BAL (Llanes, 2007), segun Martinez (2003) alcanzar bajos
valores de pH permite tener mas seguridad en que los atributos del ensilado no se van
a ver modificados por la presencia de microorganismos indeseables.

Segun Balsinde et al. (2003) y Ngoan (2000), comentan que en la practica la
composicion del ensilado biolégico va a depender de la especie, alimentacion, época

de captura, tipo y proporcion de los residuos.

57



Por otro lado, Valencia (2011), afirma que en el proceso de ensilado no afecta el
contenido de proteinas comparando entre residuos de pescado y ensilado bioldgico,
lo cual indica la preservacion del valor nutricional de ambas muestras.

Estudios realizados por Ngoan et al. (2000) en ensilado de cabeza de langostino
obtuvieron resultados en base seca un 26,3% de proteina y 2,9% de grasa, difieren
mucho con los resultados obtenidos con 36.70%, 33.80% y 36.00% de proteina con
sus diferentes temperaturas TA, T30°C y T40°C respectivamente y 9.50%, 14.00%,
9.76% de grasa de la especie carajito, obteniendo porcentajes similares con la otra
especie evaluada el pez volador 33.00%, 32.60% y 33.16% respectivamente con sus
tratamientos y porcentajes de grasa 11.24%, 10.07% y 11.19% del producto final. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en esta investigacidon son mejores a los de otros
investigadores ya que contiene mayor porcentaje de proteina, cenizas, fibra, etc.
Ademas, Gonzales y Marin (2005), sefialan que la composicion de los ensilados
deshidratados como producto, se ajusta a los requerimientos nutricionales y
energéticos necesarios en la alimentacion animal, pudiendo ser utilizado, como
insumos proteicos de origen animal. El contenido de cenizas es variable dependiendo
de los residuos aprovechados (enteros, visceras, espinas y esqueletos), que tienen un
alto porcentaje de cenizas con rangos de 9 a 17% (Valenzuela, 2016), en este caso
se entiende con los resultados obtenidos de cenizas un 16,93% de ensilado bioldgico
de cabeza de langostino y 24.23%; 25.50%; TA., 25.48%; 26.12%; T30°C y 25.50%;
25.50%; T40°C de ensilado bioldgico de residuos del fileteado de carajito y 18.76%,
26.12% TA; 25.93%, 25.50%; T30°C y 29.35%, 29.35% de residuos del fileteado del

volador.

Por otro parte en las caracteristicas organolépticas, se observé cambios en color, olor
y consistencia, en los ensilados biologicos que contenian melaza (T1, T2 y T3) Los
tratamientos T1, T2 y T3 resultaron con olores agradables a acido suave, con ligero
alcohol, consistencia pastosa, semisélida-pastoso y color marrén y marrdn oscuro.
Segun Bertullo (1989), un ensilado biolégico con melaza de buena calidad se le
atribuye un color amarronado grisaceo claro, consistencia liquida y olor acido suave.
En un estudio de Mendoza y Carrasco (2007), describen el olor ligeramente a frutas
fermentadas. Ademas, su prolongado tiempo de almacenamiento, el ensilado se hace
mas liviano en consistencia y desarrolla un agradable olor a malta (Parin y
Zugarramurdi, 1997).
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

La temperatura de incubacion de 40°C es la temperatura 6ptima o adecuada para el

crecimiento de los microorganismos.

La temperatura ambiental resulta favorable para el crecimiento microbiano en los
residuos de pescado (visceras, esqueletos, piel, cabeza) que son arrojados a la orilla
del mar en la localidad de villa Puerto Pizarro impactando negativamente en los

cuerpos de agua receptores.

Las bacterias acido lacticas utilizadas en el ensilado (extraidas del recto del lechén)
son factibles y funcionan como fermentadoras.

La tecnologia para producir ensilado de pescado es simple y podria asegurar que
estos recursos se utilicen y no se desperdicien.

El ensilado de pescado es un hidrolizado que puede usarse como ingrediente de racion

o eventualmente como fertilizante.

La produccién de ensilado no necesita equipos sofisticados y costosos, ya que pueden
elaborarlo pequeiios procesadores de pescado y granjeros.

En el estudio realizado sobre la produccién de ensilado se obtuvo resultados factibles
en el tema econémico, ya que usan ingredientes de muy bajo precio, puesto que se
cuenta con desechos pesqueros que puede ser obtenidos sin ningin costo.

Se concluye que en en el estudio microbiologico realizado en los tratamientos a TA,
T30°C y T40°C, los microorganismos aerobios mesofilos, levaduras y hongos
estuvieron dentro del limite aceptable en alimento balanceados para cerdos de
acuerdo con la Norma Técnica Colombiana NTC1839.

La ausencia de bacterias patogénicas y putrefactivas como Salmonella sp. pone en
declaracion que han sido inhibidos por la acidez del ensilado biologico generada por

las BAL de acuerdo con la Norma Técnica colombiana NTC1839.
Se concluye que los analisis bromatoldgicos tienen un porcentaje aceptable para

consumo animal, ya que contiene excelente porcentaje de proteinas, etc. Ya que

necesita asimilarlo para que se convierta en musculo.
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CAPITULO VIl. RECOMENDACIONES

Si no hay mucha diferencia de temperaturas entre la temperatura ambiente y el de
30°C la incubacioén, deberia escoger el mas econdmico; por lo que se deberia producir

ensilado a la temperatura ambiental.

Tomar la temperatura del ambiente donde elaboren o almacenen los productos de

ensilado biolégico.

Se recomienda usar inoculo bacteriano a base de bacterias acido lacticas aisladas del
tracto gastrointestinal y del recto del cerdo como acidificante o agente fermentador

para elaborar ensilado.

Llevar a cabo estudios respecto al tema de ensilado bioldgico de pescado y residuos,
para determinar el periodo de almacenamiento de este producto a temperatura

ambiente.

Aprovechar los residuos de pescado o pescado entero de la localidad de villa Puerto
Pizarro que no tengan mercado o valor comercial para producir subproductos tales

como harina, fertilizantes, ensilados, entre otros.
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