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RESUMEN
El objetivo del trabajo de investigacion fue obtener una formulacion optima del proceso
de ensilado bioldgico a partir de los residuos de trucha (Oncorhynchus mykiss) y la
determinacion de vida util, en la empresa Arapa S.A.C., en la Region de Puno. Se
desarroll6 una técnica de fermentacién con “koji” (Aspergillus orizae y Sacharomises
cerevisae) a diferentes temperaturas y tiempos en sustratos como la cebada (20-45°C y
12-60 h), papa (20-40°C y 24 a 72 h) y arroz (20-45°C y 12-60 h) y los resultados
fueron analizados mediante el método de superficie de respuesta. Se realizaron
formulaciones para el procesamiento de ensilado usando tres insumos (residuos de
truchas, melaza y cultivo de “koji” desarrollado en los sustratos de cebada, papa y
arroz). Los parametros considerados para determinar la formulacion éptima y la vida
atil fueron el pH, % de acidez, el olor y el contenido de Histamina. Respecto a la
formulacién, se tuvieron 4 formulas (tratamientos = T) fueron desarrolladas durante 93
dias. Las cantidades de los tres insumos que se consideraron en cada uno de los cuatro
tratamientos desarrollados fueron; el T1 (3000 g, 450g y 300 g de “koji” en papa), el T2
(3000 g, 450g y 300 g de “koji” en arroz), el T3 (3000 g, 200g y 550 g de “koji” en
arroz) y el T4 (3000 g, 450g y 300 g de “koji” en cebada). Los pardmetros (pH y olor)
fueron registrados cada 24 horas, y los resultados fueron analizados a los 1, 7, 28, 40,
50, 79 y 93 dias, mientras que el % de acidez a los 1, 7, 11 y 26 dias y el de histamina a
los 25, 52 y 93 dias de fermentacion del ensilado. Los resultados obtenidos indican que
el cultivo de “koji” se desarrolld mejor a diferentes parametros (temperatura y tiempo)
en la cebada (25°C y 60 h), en la papa (26°C y 62 h) y en el arroz (26°C y 60 h).
Asimismo, los resultados en las variables en estudio (pH, % de acidez, olor) a los 7 dias
fueron para el T1 (4.47, 0.87, 5.0), T2 (4.54, 0.92, 4.0), T3 (4.69, 2.35, 4.0) y el T4
(5.55, 1.89, 2.0) y fueron estadisticamente diferentes (P<0.001), mientras que a los 93
dias los parametros (pH, olor e Histamina) se evaluaron en tres tratamientos y los
resultados fueron diferentes (P<0.03) para el T1 (4.39, 5.0 y 141.10), T2 (441,50 y
83.70) y T3 (4.63, 3.0 y 82.40) se mantuvieron mejores para los tratamientos T1 y T2.
Finalmente, podemos concluir que el tratamiento 2 fue la mejor formulacion de ensilado
de residuos de trucha, debido a su répida reduccion en el pH, mejor olor, menor
contenido de Histamina y estabilidad del producto hasta los 93 dias que duro el

experimento, por lo que se recomienda su utilizacion.

Palabras clave: Ensilado bioldgico, trucha, koji.
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INTRODUCCION
En nuestro pais, el cultivo de trucha ha presentado un crecimiento sostenido en los
ultimos afos, alcanzando volimenes de produccion de casi 40,000 toneladas al
2014(SIICEX, 2014). De este volumen, aproximadamente el 75% corresponde a la
produccion en Puno, se estima que los residuos generados por la comercializacion de la
trucha fresca eviscerada, deshuesada o en filetes alcanza un volumen de 15,000
toneladas de residuos, de los cuales la empresa Arapa San Pedro y San Pablo S.A.C,
produce 10 t semanalmente, lo cual representa un problema de contaminacién, si no es
manejado de manera conveniente. En ese sentido, el ensilado de residuos crudos se
presenta como una alternativa tecnologica simple, de baja demanda de energia eléctrica,
baja inversion, no requiere de equipos costosos, ni mano de obra altamente calificada.
El ensilado se basa en la fermentacion acido-lactica, obteniéndose al final del proceso
un producto liquido-pastoso acidificado estable con alto valor bioldgico, que puede ser
empleado como insumo en la preparacién de dietas para alimentacién animal. Existen
diversos tipos de ensilaje de pescado o de sus residuos, algunos usan acidos organicos
(férmico, propionico) o inorgénicos (sulfurico y clorhidrico) de menor precio, llegando
rapidamente a pH de 3.8 a 4,0, requiriéndose aproximadamente el 2.5 % de acido (por
peso) (Hertrampf y Piedad-Pascual, 2000), otros ensilados como el biolégico, requiere
microorganismos. Al respecto, en el Instituto tecnolégico Pesquero del Peru realizaron
ensilados de residuos cocidos de pescado con bacterias lacticas, que sirvieron para
alimentacion de pollos y cerdos (Areche y Berenz, 1990; Berenz et al., 1994), el
proceso requeria consumo de energia para la coccion de residuos y la incubacion a 40
°C. Luego, con la finalidad de disminuir los costos de produccion, Albrecht y Torpoco
(2008) elaboraron ensilado de residuos crudos, en las proporciones 9:1:1 de residuos
crudos de pescado:melaza:koji(Aspergillus orizae, Zigosaccharoomyces rouxii y
Tetragenococcus halophylus), a 37°C de incubacién, logrando alcanzar valores de pH <
4,5 en ensilados de residuos de Jurel, Caballa y Machete, ése pH fue mantenido desde el
15 al dia 30 de almacenamiento a temperatura ambiente ( 18-26°C), posterior a ese
periodo, aumento el pH. Asi mismo, Albrecht y Salas (2013) emplearon Koji para
elaborar ensilado en las proporciones 10:1,5:1,0 de residuo crudo de
anchoveta:melaza:koji(Cepas de Aspergillus orizae)respectivamente, un grupo de
muestras de ensilado fue almacenado al ambiente y otro grupo a 40 °C por 96 horas, las

muestras almacenadas al ambiente presentaron valores de pH cercanos a 4,5 a los 21

1
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dias, subiendo el valor de pH a los 90 dias, el grupo que fue llevado a 40°C (durante 96
horas y luego almacenado al ambiente)mantuvieron valores de pH < 4,5 desde los 3 a
90 dias. Con el presente proyecto la empresa Arapa San Pedro y San Pablo S.A.C.
incrementara su rentabilidad debido a la produccion de ensilados a partir de los residuos
de trucha, obteniendo un producto nuevo y una nueva linea que por su alta calidad y
bajo costo, sera utilizado para reemplazar un producto caro como la harina de pescado.
Asimismo, se beneficiara a los procesadores de trucha, quienes podran vender los
residuos generados por su actividad. En tal sentido la importancia del presente proyecto
sera contribuir a un mejor manejo y utilidad de los residuos de trucha, ya que existen un
incremento considerable de la poblacion del recurso “trucha” en estos Gltimos afios
tomando como ejemplo la siembra realizada por los productores de lago ARAPA 2013
fueron 7.5 millones de alevinos, 2014 11 millones, 2015 ascienden a 12 millones y se
estima que para el afio 2016 en el departamento de Puno alcance 100 a 150millones de
alevinos. Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue la elaboracion de un ensilado

bioldgico a partir de residuos de trucha (Oncorhynchus mykiss), a temperatura ambiente,

en la Zona de Arapa.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS DE LA
INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En la industria de productos pesqueros existen residuos de pescado (cabeza,
visceras, espinazos, etc.). Que constituyen alrededor de 50 a 60% de la materia prima,
también existen cantidades considerables de especies deteriorados o de bajo valor
comercial que son descartados, particularmente en Puno, el rendimiento de la trucha se

muestra Cuadro 01.

Cuadro 1. Rendimiento de trucha.

RENDIMIENTO
w9y ITP* ARAPASAC.  AQUASEM**
Visceras, % 14,00 13,00 15,00
cabeza, % 22,00 20,00 22,00
Aleta y espinazo,% 13,00 11,00 12,00
Piel, % 1,00 1,00 1,00
Filete, % 50,00 55,00 50,00

FUENTE: *Compendio Tecnolégico Pesquero IMARPE/ITP, 1990, Arapa S.A.C.,
2015. **Aquasem, 2015.

Las cantidades de los residuos generados en las plantas de transformacién de Puno se

muestran en el cuadro 2.

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

Cuadro 2. Residuos de trucha generados en Puno.

PLANTAS DE TRANSFORMACION DE TRUCHA

Componente o) ¢ ARAPA SAC  AQUASEM  PISCIFACTORIA
LOS ANDES

Materia prima

(Kg/Dia) 700,00 1.000,00 1.200,00 5000

Residuos

(Kgldia 357,00 550,00 600,00 2500

Truchas en mal

estado(Kaldia) 1000 6,00 9,00 25

Proceso DISCONTINUO DISCONTINUO DISCONTINUO DISCONTINUO

FUENTE: Elaboracion propia, 2015.

Los residuos poseen un contenido proteico, pero debido a la presencia de
enzimas tienen la particularidad de sufrir rapidos procesos de alteracion, produciendo
malos olores, problemas de poluciéon y contaminacion ambiental, por lo que es
necesario darle un uso adecuado para aprovechar las proteinas presentes y utilizar

como un sustituto de harina de pescado para la alimentacion animal.

Las plantas de transformacion de trucha; ARAPA S.A.C., AQUASEM,
PISFACTORIA LOS ANDES vy otras micro y pequefias empresas dedicadas a la
produccién primaria de trucha generan acumulacion de residuos o subproductos de
trucha en el Departamento de Puno, que por su poca estabilidad tienden a deteriorarse,

a su vez no son aprovechadas.

Los residuos del procesamiento de trucha estan contaminando el aire, suelo y
agua, el proyecto plantea implementar una técnica sencilla de tratamiento de residuos
de trucha, evitando de este modo la descomposicion de materia organica.
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1.2 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.2.1 Objetivo General

Obtener una formulacion optima del proceso de ensilado biologico a partir de los
residuos de trucha (Oncorhynchus mykiss) y la determinacién de vida atil en la
empresa Arapa San Pedro y San Pablo S.A.C. de Puno.

1.2.2 Objetivos Especificos

v" Optimizar el crecimiento de Aspergillus Orizae en cebada, papa y arroz.
v’ Establecer las formulaciones para el proceso de ensilado (cantidad de
melaza, tiempo de fermentacion).

v Determinar la vida util de ensilado biolégico.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 MARCO TEORICO
2.1.1 SUMINISTRO MUNDIAL DE PESCADO

Cientificos proyectan que la produccion de alimentos de origen acudtico
alcanzaria los 186 millones de toneladas en el ano 2030, siendo la acuicultura el
principal responsable de este crecimiento. El mundo se enfrenta con un gran desafio,
el alimentar a una creciente poblacion mundial que llegar a los 9 600 millones de
personas en el afio 2050. Un incremento en la produccion de alimentos debe darse,
en un contexto donde los recursos necesarios empiezan a escasear. La produccion
mundial de alimentos de origen acudtico (pescados y mariscos) ya representan el
16.6% de toda la proteina animal que se consume, y esta proporcion continlia
incrementandose. Kobayashi, en base a su modelo, precisa que el 62% de pescado
para consumo humano directo serd producido por la acuicultura en el afio 2030

(Kobayashi, 2015).

2.1.2 PROYECCIONES DE LA PESCA Y ACUICULTURA MUNDIAL

Suministro (Millon

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030

Figura 1. Suministro mundial de pescado

Fuente. DIREPRO PUNO, 2016.

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Eﬁi‘"ﬁ N

" Nacional del
Altiplano

2.1.3 EVOLUCION DE LA PRODUCCION DE LA TRUCHA EN PERU
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Figura 2. Evolucion de la produccion de la trucha en Pert

Fuente. DIREPRO PUNO, 2016.

2.1.4 EMPRESAS CONSTITUIDAS A LA PRODUCCION DE TRUCHA EN PUNO

En la actualidad existen alrededor de 785 empresas o productores dedicados a la
crianza de truchas, de las cuales 705 tienen capacidad de produccion mayor a 2 TM.,
denominada de mediana escala; y otras 80 empresas, con capacidad menor a 2 TM.,
denominadas empresas de subsistencia, asi mismo se encuentran en tramite de autorizacion
aproximadamente 200 productores. (DIREPRO, 2016).
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2.1.5 PRODUCCION DE TRUCHA EN LAS PROVINCIA DE PUNO

Figura 3. Porcentaje de produccion de trucha en las provincias de Puno

= AZANGARO = CARABAYA CHUCUITO ' = EL COLLAO

= HUANCANE = LAMPA = MELGAR = MOHO
= PUNO = SANDIA = YUNGUYO

FUENTE: DIREPRO PUNO, 2016.

2.1.6 PRODUCCION DE TRUCHA Y VISCERAS EN LA REGION DE PUNO

Cuadro 3. Produccion de trucha y residuos hidrobiologicos en la regién Puno.

ANO PRODUCCION
TRUCHAS VISCERAS
(Kog) (Kg)

2011  15110310.60  656165.24

2012 17739493.20  706834.32

2013 29090655.00  126361.69

2014  27588577.50  827657.33

2015  33264497.00 1444510.78

FUENTE: DIREPRO PUNO, 2016.
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2.2 CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacion es un cambio perjudicial en las caracteristicas fisicas, quimicas o
bioldgicas del aire, la tierra o el agua, que puede afectar nocivamente la vida humana o la
de especies beneficiosas, los procesos industriales, y las condiciones de vida del ser
humano pueden malgastar y deteriorar los recursos naturales renovables o no renovables
(De la Orden, 2007).

El desarrollo industrial y tecnoldgico caracteristico de las sociedades actuales, ha
creado de manera alarmante una enorme cantidad de desechos que la naturaleza es incapaz
de reintegrar a la misma velocidad con que se generan. Esto ha provocado una serie de
trastornos que originan en deterioro de nuestra calidad de vida a causa del fenémeno

Ilamado contaminacién (Nebel, 2005).

2.2.1 ORIGEN DE LA CONTAMINACION AMBIENTAL

El origen de la contaminacion ambiental puede ser natural o debido a la actividad
humana. De forma natural, puede afectar tanto al aire, al agua o al suelo, en el aire por
ejemplo se da por episodios generados por la propia naturaleza como las erupciones
volcanicas, en el agua también se presenta al inicio de la época de lluvias. Por la accion del
hombre la contaminacion se produce como resultado de las actividades productivas, la
mayoria de estas implica procesos de transformacion de recursos o de materiales, con la

subsecuente generacion de residuos o desechos lanzados al ambiente (Romero, 2010).

Cuando el tamafio de poblacion mundial no era tan grande, las actividades
realizadas por el hombre no implicaban tanto la transformacion de recursos como sucede
hoy, por lo que la cantidad y tipo de contaminantes son mas peligrosos actualmente
(Spiegel y Lucien, 2007).
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2.2.2 CLASES DE CONTAMINACION

2.2.2.1 Contaminacion del aire
La civilizacion industrial da origen a una elevada cantidad de desechos, de

los cuales una parte significativa pasa a la atmosfera. De este modo, se produce una
importante alteracion de la composicion del aire atmosférico. Una vez superados
ciertos niveles de tolerancia ponen en peligro la salud de los ecosistemas y las

poblaciones.

En las grandes ciudades, la contaminacion del aire es consecuencia de los
escapes de gases de los motores de explosion, de los aparatos domésticos de la
calefaccion, de las industrias que es liberado en la atmdsfera, ya sea como gases,
vapores o particulas solidas capaces de mantenerse en suspension, con valores
superiores a los normales. Cuando las concentraciones de gases y solidos superan
las concentraciones admitidas perjudican la vida y la salud, tanto del ser humano

como de animales y plantas (De la Orden, 2007).

2.2.2.2 Contaminacion del suelo

Un suelo se puede degradar al acumularse en él sustancias perjudiciales que
afecten en su composicion o comportamiento, y cuando estas sustancias se vuelven
toxicas inicia una degradacion quimica que provoca la pérdida parcial o total de la
productividad del suelo. Las causas mas frecuentes de contaminacién son debidas a
la actuacién antropica, que al desarrollarse sin la necesaria planificacion producen

un cambio negativo de las propiedades del suelo (Nebel, 2005).

2.2.2.3 Contaminacion del agua

La industrializacion de las fabricas ocasion0 que se busquen lugares
propicios para su funcionamiento siendo estos lugares cercanos a cursos de agua,
que los convirtié en receptores de los desperdicios de las actividades industriales y

humanas.

10

Repositorio institucional UNA - PUNO




| . .
TESIS UNA-PUNO ""’g’: R

Altiplano

Las plantas de tratamiento, alin las mas avanzadas técnicamente, son
incapaces de remover, transformar o destruir los compuestos orgéanicos sintéticos
que son el resultado de los procesos industriales. Todo esto complica el proceso de
purificacion de las plantas de tratamiento de aguas (Romero, 2010). La
contaminacion del agua pone en peligro la salud publica, interfiere con el desarrollo
de enfermedades, ademas puede causar serios problemas en el abastecimiento de
agua pura a las industrias, perjudica también la actividad pesquera y anula el valor

estético de los cursos superficiales (Nebel, 2005).

2.2.3 TIPOS DE CONTAMINANTES

Se puede dividir a los contaminantes en biodegradables y no
biodegradables. Los contaminantes biodegradables u organicos son aquellos
materiales que pueden ser descompuestos por la accién de organismos vivos, como
lombrices, hongos y bacterias principalmente. Este fendmeno permite que los
elementos que forman tales residuos queden disponibles para su nueva
incorporacion a la naturaleza de manera Util. Los contaminantes no biodegradables
son aquellas que no pueden desintegrarse naturalmente o bien, si esto es posible,
sufren una descomposicion demasiado lenta, este factor los hace mas peligrosos

que los anteriores, su acumulacion en la naturaleza es progresiva (Romero, 2010).

2.2.4 FUENTES DE CONTAMINANTES ORGANICOS

2.2.4.1 ACTIVIDAD AGROPECUARIA

En esta actividad, se generan una gran variedad de residuos de origen
vegetal y animal. Los residuos vegetales estan integrados por restos de cosechas y
cultivos procedentes de diversas especies cultivadas. Entre los residuos animales, se
incluyen excrementos sélidos y semisélidos (estiércoles) y liquidos purines.
Desechos de faena, cadaveres, sobrantes de suero y leche, etc. Los estiércoles y
purines son los residuos que presentan mayor interés por la concentracién espacial
que alcanzan en producciones como la lechera, avicultura, entre otros y por el
impacto ambiental negativo que producen en la mayoria de los casos (Romero,
2010).

11
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2.2.4.1.1 Subproducto de origen animal

Son aquellos residuos de la explotacién de cualquier animal que no se
utilizan en la elaboracién de productos primarios, y que pueden tener algun otro
aprovechamiento (Paltrinieri, 2009).

Las ventajas de la utilizacion de subproductos animales pueden ser
econdmicas, con su recuperacion permiten obtener una remuneracion que no
hubiera sido posible desperdiciandolos. Higiénicas pues se reduce el riesgo de
atraer plagas, que vuelven el lugar insalubre, creando peligro de epidemias y

aumento de la contaminacion (Paltrinieri, 2009).

2.2.4.2 ACTIVIDAD AGROINDUSTRIAL

Existe una gran diversidad de residuos generados en la actividad
agroindustrial. Las caracteristicas cuantitativas y cualitativas de los mismos
dependen de numerosos factores. Muchos residuos de las actividades
agroindustriales son reutilizados a través de alternativas que se aplican, desde hace
ya algunos afios, con menor o mayor grado de eficacia. Para otros residuos
agroindustriales ain no existen alternativas de transformacion en insumos utiles

dentro de un marco econdmico viable (Sztern y Pravia, 2009).

2.2.4.3 INDUSTRIA DE LA PESCA

La parte aprovechable que se obtiene del pescado para la alimentacion es
solamente el 50 a 80% aproximado de su peso, no se utilizan las cabezas,
esqueletos, visceras, escamas y aletas. Toda esa masa de pescado era y, por
desgracia, sigue siendo, en gran parte desaprovechada. La FAO, Organizacion de la
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion tiene entre sus objetivos
reducir los descartes de la pesca al maximo a través de una actividad mas
responsable. No obstante, en el caso de que sea imposible evitarlo, también quiere
hallar salidas comerciales a esos residuos como fuente de proteinas (Maroto, 2010).

La importancia de la industria de los subproductos de pescado es

extraordinaria, tanto desde el punto de vista econémico como de los elementos que
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Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Nacional del
Altiplano

se obtienen de ella atiles al hombre, como son las harinas, aceites, productos
farmacéuticos y abonos (Sztern y Pravia, 2009).

2.2.4.3.1 Visceras

Las visceras de pescado de agua dulce constituyen entre el 5y 11% del peso
corporal. Su composicion quimica promedio es 76,6% agua, 20,4% proteina, y 3%
minerales” (Sztern y Pravia, 2009).

El ensilaje de visceras de pescado se ha venido utilizando como alternativa
para conservar los subproductos del pescado, los cuales tienen uso potencial como
fuente de proteina en dietas para cerdos. A pesar de ser residuos complejos, las
visceras de pescado se pueden tratar mediante procesos bioldgicos o una
combinacion de procesos fisico-quimicos y bioldgicos (Alvarez, 2008).

2.2.4.3.2 Colas y Aletas

La obtencion de pegamentos y gelatinas a partir del pescado se realiza por el
tratamiento de tejidos conjuntivos y pieles, es decir, de aquellas estructuras en cuya

composicion interviene la sustancia colagena (Alvarez, 2008).

2.2.4.3.3 Cabezas y espinas

El contenido medio de calcio de pescados y mariscos ronda el 30%en los
esqueletos o espinas de los peces se acumula una rica fuente de calcio mineral que
varia en contenido segun la especie. Las cabezas y los desechos de camardn
permiten fabricar una harina que contiene el 30% de proteinas, esto representa el
30% del peso vivo del animal (Maroto, 2010).

2.3 ENSILAJE

El ensilado es un proceso de conservacion de forrajes u otros alimentos con
elevado contenido en humedad (65 a 70%), en ausencia de aire (anaerobiosis), de luz y de
la humedad exterior, mediante acidificacion, que impide la continuidad de la vida vegetal
y de la actividad microbiana indeseable como (Clostridia, listeria, coliformes, hongos y
levaduras) (Rodriguez y Diaz, 2005; De la Roza, 2005; Ledn, 2003). Esta acidificacion,

medible en forma de pH, mas acidez) se consigue mediante fermentaciones que tienen
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lugar en el ensilado dando como resultado la produccion de é&cidos organicos,
principalmente &cido lactico y cantidades menores de otros acidos como acético y
propionico. El objetivo principal de producir ensilajes es preservar al maximo posible el
valor nutricional del forraje original (Ledn, 2003; Diaz, 2005).

La produccién de ensilado es considerada como una de las mejores maneras de
preservar los desperdicios agricolas y animales. La conversion de desperdicio de pescado a
ensilaje, tiene la ventaja de ser un suplemento barato en la alimentacion animal, mientras

se reduce el desperdicio y la contaminacion ambiental (Zynudheen et al., 2008).

2.3.1 PROCESO DE ENSILAJE

El principio basico de la fermentacion anaerobica o produccion de ensilaje es la
preservacion de nutrientes del material fresco (residuo organico). La produccion de
ensilaje mediante la formulacion anaerobica requiere de la presencia de microorganismos
productores de acido lactico y de una fuente de carbohidratos solubles en agua. Durante la
degradacion de los carbohidratos por parte de los microorganismos se producen acidos
organicos (acetico y lactico) que generan una disminucion en el pH. La acidez proviene la
proliferacion de microorganismos indeseables (coliformes, hongos, levaduras) y la

putrefaccion de deterioro del subproducto.

2.3.2 ENSILADO

En el Peru, el sector pesquero constituye una de las bases importantes para el
crecimiento de la economia nacional, estableciéndose en el sector productivo que busca
consolidar su equilibrio de desarrollo socio-econémico, asi como un ordenamiento técnico,
ambiental de la actividad pesquera y acuicola, lo cual contribuye a mejorar la calidad de
vida, proteger el medio ambiente y su biodiversidad. La imagen de sector pesquero en el
exterior es de vital importancia en el mercado internacional, por ello se considera
trascendente el tratamiento de los residuos solidos de modo ordenado. En tal sentido la
Direccion General de Asuntos Ambientales de Pesqueria del Ministerio de la Produccién
ha implementado como Unidad Organica la Direccion de Gestion Ambiental de Residuos
Soélidos e Hidrocarburos (DARRSS), a fin de cumplir con lo exigido por la norma
(Ministerio de Produccion, 2010).
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En los paises, un volumen importante de residuos es obtenido de la acuicultura, la
pesca y la elaboracion de productos a base de pescado, que pueden llegar a constituir un
70% del peso inicial. También de descartes de la fauna acompafante y otras pérdidas
ocasionadas por la manipulacién, procesamiento, almacenamiento y comercializacion del
pescado fresco. Por lo tanto, es necesario utilizar tecnologias simples y de baja inversion
que permitan el aprovechamiento de esa proteina de origen animal y de esta forma
minimizar los efectos de la contaminacion ambiental (Toledo y Llanes, 2006). De no
tratarse adecuadamente los residuos de pescados, ocurre en los residuos una proteolisis
indeseable, resultando en la produccion de Nitrégeno-amoniacal, y las aminas cadaverina y

putresina, que emiten un olor desagradable (Diaz, 2004).

Actualmente, algunos de estos residuos de acuicultura se utilizan para la
elaboracion de productos alimenticios, como aceites, harinas, alimentos liquidos Yy

semiliquidos, y ensilajes para el uso en la industria pecuaria (Diaz, 2004; Ledn 2003).

El ensilado de pescado es un producto semi-liquido o pastoso, que aprovecha los
residuos de desechos de la industria pesquera, pescado entero no apto para consumo
humano o partes del mismo, tales como cabeza, colas, huesos, piel, escamas y visceras. El
ensilado de pescado es de facil elaboracion y de bajo costo y que puede ser componente de
raciones alimenticias para animales. Es un producto que no atrae insectos indeseables ni
olores desagradables (Toledo y Llanes, 2006; Bello, 1994; Berenz 1994; Parin y
Zagarramurdi, 1994; Gonzales et al., 2007). El ensilado de pescado es un alimento que
posee gran digestibilidad, cualidad que le proporciona un gran beneficio en alimentacion
animal, sin dejar de mencionar que las proteinas que lo constituyen son de un elevado valor
bioldgico (Balsinde et al, 2003).

Diversas metodologias de ensilaje (conservacion de materias organicas) de
desechos solidos de pescado se emplean en la alimentacion animal, lo cual puede
contribuir a la conversion de subproductos desechables en ingredientes alimentarios
utilizables (Llanes et al, 2007).

El ensilaje de pescado, puede designarse como pescado liquido o concentrado de
proteina (Diaz, 2004), y se produce mediante fermentacion anaerdbica (ensilado bioldgico)

o acidificacion (ensilado quimico). Esto se hace con el objetivo de reducir el pH del

15

Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO Ei"-‘h Nocories

Nacional del
Altiplano

material a preservarse lo suficiente (pH- 4.5) como para evitar el crecimiento de
microorganismos patdgenos (Llanes et al., 2007; Diaz, 2004; Leon, 2003; Gonzélez y
Marin, 2005).

En los dos métodos existentes para la produccion de ensilaje de pescado (quimico
y bioldgico), se tiene en comun las operaciones de molienda, homogenizacion, envasado y
almacenamiento, asi como la eliminacion de material adulterante o indeseado que

acompafie la materia prima (Ledn, 2003).

2.3.2.1 ENSILADO QUIMICO

El ensilado quimico es elaborado por la adicion de acidos minerales y/o organicos
al pescado triturado. Los &cidos se han empleado solos; como el férmico, sulfirico,
clorhidrico, propionico; o combinados; como mezclas de acético, formico y fosforico,
férmico y sulfarico 6 propiodnico y sulfarico. El ensilado quimico, aunque mas sencillo en
su elaboracidn es costoso por la adquisicion de los acidos, se requiere equipo anticorrosivo
y representa un peligro en su manipulacion y almacenamiento. Ademas, los acidos antes
mencionados a excepto del formico requieren neutralizacion; antes de su empleo en la
alimentacion animal; por el excesivo descenso del pH en el producto (Bello, 1994; Parin y
Zugarramurdi, 1994; Cérdova y Bello, 1986; Ojeda, 1993).

Este tipo de ensilado se obtiene cuando al pescado o subproductos pesqueros se les
aflade algun acido inorganico, organico o mezcla de ambos, los cuales bajan el pH a
valores adecuados para prevenir el crecimiento de organismos dafiinos, ademas de activar
las enzimas proteoliticas enddgenas que aumentan la hidrélisis proteinica. Los acidos
clorhidrico, sulfarico, fosférico, formico y propionico han sido usados, ya sea solos o en

combinacion (Arason, 1994).

Al utilizar acidos minerales tales como el sulfurico, clorhidrico o fosforico, se
requiere bajar el pH a 2 para alcanzar la inhibicion microbiana completa. Por otra parte, el
alto contenido de cenizas y proteinas del pescado tiene un efecto amortiguador, lo cual
aumenta la cantidad de acido requerido para lograr el valor de pH deseable; ademas, antes

de ser aplicado el producto en alimentacion animal se requiere de su neutralizacion y
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resulta una concentracién de sal elevada que es indeseable desde el punto de vista
nutricional (Ockerman, y Hansen, 1994; Arason, 1994).

En caso de ser utilizados acidos organicos como lactico, propiénico, formico o
acético para la acidificacion, no existe aumento en el contenido de cenizas, ademas no es
necesario neutralizar el ensilado antes de utilizarlo en alimentacién animal. Sin embargo,
estos acidos son mas caros que los inorganicos lo cual aumenta el precio del producto
(Levin, 1994). Tanto los acidos inorganicos como los organicos son corrosivos y dificiles

de manejar en volumen (Hall, 2002).

Se ha reportado que el consumo de ensilado elaborado con &cidos inorganicos
puede causar deficiencia de calcio en los animales, entre otros dafios. Por otra parte,
cuando son utilizados acidos organicos, también pueden causar problemas a los animales;
por ejemplo, el desarrollo de Ulceras y dafio en membranas mucosas por acido formico
(Szakacs y col., 1988).

Las mayores desventajas de este método, si no se lleva a cabo apropiadamente, son
los posibles problemas potenciales de toxidad en los animales y los efectos corrosivos
sobre equipos y la maquinaria (Diaz, 2004). Ademas, el costo de los &cidos, que son
importados; y el manejo cuidadoso de estos acidos, que son importados; y el manejo
cuidadoso de estos acidos por parte de los que preparen el silo, lo cual constituye un
peligro y riesgo para ellos. El ensilado es un producto estable a temperatura ambiente por
mucho tiempo y se utiliza principalmente en alimentacion de aves y cerdos (Bello, 1993).

Contrariamente, el 4cido lactico puede ser metabolizado facilmente por animales

como los peces sin causar dafio alguno (Dong y col., 1993).

2.3.2.2 ENSILADO BIOLOGICO

El ensilado de pescado puede definirse como un producto semiliquido, obtenido a
partir de la totalidad del pescado entero o partes del mismo. Este estado se alcanza por
efecto de las enzimas proteoliticas contenidas en el mismo pescado. Estas enzimas
presentan su mayor actividad cuando el pH se reduce a valores cercanos a 4, por efecto de
la produccion o la adicion de &cidos. A este pH se impide la descomposicion del producto.

El ensilado es un producto estable a temperatura ambiente por mucho tiempo. Los estudios
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de estabilidad del ensilado muestran que es factible almacenarlo por periodos mayores a 6
meses sin requerir de refrigeracion (Bello, 1992).

El ensilaje de pescado se hace a base de residuos de pescado, conservados con
acidos organicos o inorganicos o mediante la fermentacion lactica de un sustrato de
carbohidratos que se les afiade. La tecnologia se conoce desde hace algun tiempo, pero la
aplicacion comercial no se ha extendido debido a sus costos de logistica y sustitucion,
frente a otras fuentes de proteinas y otros métodos de elaboracién. Aunque en el ensilaje de
pescado se produce cierta hidrolisis de las proteinas para formar péptidos y aminoacidos, el
valor nutritivo de la materia prima se mantiene y se puede utilizar para sustituir fuentes
tradicionales de proteinas (FAO, 1995).

En el ensilado biologico se le agrega al pescado una fuente de carbono y un
microorganismo, capaz de utilizar el substrato y producir acido lactico. Se han estudiado
diferentes fuentes de carbono tales como harinas de maiz, harina de avena, cebada,
malteada, arroz, yuca, azlcar, melaza, etc. y distintos organismos productores de acido
lactico, entre otros, Lactobacillus plantarum, bacterias lacticas del yogur y fermentos
bioldgicos preparados con variedades de frutas y hortalizas como repollo, papaya, banana,

pifia, camote, yuca (Bello, Areche, Lessi, 1992).

En distintos trabajos se han realizado pruebas para establecer las proporciones
minimas tanto de las fuentes de carbohidratos como del in6culo microbiano necesarias para
la produccidn de un ensilado estable y econdémico. En los mismos se ha establecido el
Lactobacillus plantarum y la melaza como los agentes mas eficientes y recomendables. El
progreso, la eficiencia y la estabilidad del proceso ha sido evaluado mediante una variedad
de ensayos fisicos, quimicos y microbiol6gicos como: acidez, pH, consistencia, nitrégeno
no-proteico, liquido exudado, humedad, grasa, proteina, cenizas, recuento de
microorganismos aerobios mesofilos, mohos, levaduras, nimero mas probable de
coliformes totales, coliformes fecales, deteccion de Salmonella, Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus (Bello, 1992).

Tatterson y Windsor, (1974), manifiestan que el proceso de elaboracion del
ensilado requiere que las enzimas presentes en las visceras sean esparcidas a través de la

masa del pescado molido o mezclado. Para ello se utiliza una fuente de carbohidratos para

18

Repositorio institucional UNA - PUNO



| . .
TESIS UNA-PUNO ""’g’: R

Altiplano

la produccién de acido (harinas de maiz, yuca, arroz y avena; almidon de maiz y melaza).
Asi mismo, Cordova et at., (1990) definen que el ensilado bioldgico es un producto,
liquido elaborado a partir de la masa de pescado entero o residuos triturados, previa
adicion de carbohidratos y la mezcla es fermentada por la adicion de bacterias acido

lacticas, bajo condiciones controladas.

2.3.2.2.1 Procesos de acidificacion y de hidrolisis

De acuerdo a los resultados de los estudios realizados del proceso del ensilado,
pareciera que dicho proceso se puede dividir en dos fendmenos o fases distintas, pero que
se complementan: una correspondiente a la hidrolisis o licuefaccion, la cual esta gobernada
por las enzimas proteoliticas, y la otra correspondiente a la acidificacion y reduccion del
pH, la cual estad gobernada por la accién de los microorganismos acido lacticos. Es posible

acelerar uno de los dos fenomenos, sin alterar drasticamente el otro.

El pH es uno de los indices de mayor importancia que debe ser controlado durante
todo el proceso y almacenamiento del ensilado bioldgico de pescado, ya que refleja el
desarrollo del proceso, la calidad del ensilado y manifiesta cualquier cambio que pueda
afectar el producto. Adicionalmente el pH se puede medir muy féacil y rapidamente,

inclusive fuera del establecimiento de produccion (Van Wik y Heyderich ,1985).

Los hongos y levaduras también pueden influenciar significativamente en el
proceso de ensilado. Estos microorganismos, son de tipo aerébicos obligados, requiriendo
para su crecimiento la presencia de oxigeno (0O2) o exposicion aer6bica del material
fermentado (Diaz, 2004). Los hongos tienen como principales productos de fermentacion
el acetato y etanol, ademéas en ocasiones producen toxinas. Por otra parte, las levaduras se
caracterizan por crecer como células sencillas capaces de fermentar azucares, teniendo la
habilidad para sobrevivir en condiciones anaerdbicas y niveles bajos de pH al existir una
fuente de energia disponible (Diaz, 2004; Ledn, 2003).

En otras palabras, existe un sistema de auto control, cuando se generan bases
volatiles o compuestos nitrogenados que incrementen el pH, se inicia la produccién de

acido por parte de los microorganismos, hasta que la cantidad de acido en el medio sea
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suficiente para reducir el pH a niveles cercanos a 4, y detener o controlar el crecimiento de
las bacterias y por ende la produccion de acido.

Es importante que la cantidad de melaza afiadida sea suficiente como para mantener
un pequefio reservorio que les permita a las bacterias lacticas producir suficiente acido en
el momento que sea necesario. Este fendmeno puede verse en los resultados de los conteos
de microorganismos mesofilos, los cuales incrementan en el momento en que el pH
aumenta y luego disminuyen cuando la cantidad de acido producida es suficiente para
reducir nuevamente el pH a su valor cercano a 4 y auto inhibir el crecimiento microbiano.
Esta tendencia de los microorganismos a incrementar y luego a disminuir fue observada
por Van Wik y Heyderich (1985). Entre las diversas fuentes de carbono han sido utilizadas,
lactosa (Hassan y Heath, 1987), dextrosa (Lassen, 1994), harina de maiz o tapioca
(Fagbenro y Juncey, 1993), melaza de cafia de azlcar (Guerouali y col, 1995; Fagbenro y
Juncey, 1998; Vidotti y col., 2002; Zahar y col., 2002), sacarosa y lactosa (Enes
Dapkevicius y col., 2007), aunque la melaza presenta ventajas por su menor precio y alto
contenido de azlcares solubles. Ademas, la melaza presenta capacidad ligante, y mejora la
estabilidad y caracteristicas sensoriales del ensilado y los alimento en los cuales es incluido
(Fagbenro y Juncey, 1998).

La produccidn de acido por los microorganismos conduce a la caida del pH. De alli
la importancia que tiene la medida del pH, porque no solamente estd evaluando la
produccion de &cido, sino que también la actividad de los microorganismos &cido lacticos,
la estabilidad y la calidad del ensilado. Los niveles de acidos lacticos en el pescado son
insuficientes para bajar el pH a valores que permitan suprimir el crecimiento de bacterias
Gram-negativas. Por otra parte, el equilibrio entre la produccion de acido lactico y amonio
en el pescado depende de la cantidad de azucares libres disponibles en el sistema (Hall,
2002). Por lo tanto, la seleccion de la fuente de carbono y el nivel apropiado de esta son
factores determinantes, ya que el proceso requiere carbohidratos facilmente fermentables
como una fuente de carbono para el crecimiento de las bacterias acido lacticas; de modo

que, se pueda lograr una excelente acidificacion en tiempo corto (Cira y col., 2002).

Segun Bello, (1993), el pH es uno de los indices de mayor importancia que debe ser
controlado durante todo el proceso y almacenamiento del ensilado bioldgico de pescado,

ya que refleja el desarrollo del proceso, la calidad del ensilado y manifiesta cualquier
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cambio que pueda afectar el producto. Anteriormente, (Fagenro et al., 1993) citaron que la
estabilidad de los ensilados bioldgicos de pescado se obtiene con valores de pH menores
que 4.5. Dicho valor muestra la fase o fendmeno de acidificacion por parte de
microorganismos. En la figura 01 se observa que las bacterias coliformes solamente
presentan actividad en la fase inicial del ensilado, siendo reemplazadas progresivamente
por cocos lacticos (Streptococcus, Pediococcus y Leuconostoc). posteriormente estos cocos
son sustituidos por lactobacillus, a excepcion de los Pediococcus que son mas tolerantes a

la acidez que los otros grupos.

Las bacterias productoras de acido lactico que llevan a cabo esta fermentacion
necesitan un pH comprendido entre 3 y 4 y condiciones de anaerobiosis. Finalmente, su
accion es inhibida por escasez de azucares solubles ya acumulacion de acido lactico.
Cuando esto ocurre, el pescado queda estabilizado y se ha convertido en ensilado (De la
Roza, 2005).

i couiladp

Colifarmes

Streptecocos |
Leuconostocs |

Clostridios

Lactobacilos |

Pediococos

3! gt _Liempo ——==F

Figura 4. Cambios en la microflora durante el proceso de fermentacion de los
ensilados
Fuente. (De la Roza, 2005)
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Alamo, (2003) no observo diferencias marcadas en el pH, composicion quimica y
caracteristicas fermentativas del lodo fermentado de la industria atunera y residuos
fermentados de la pesca expuestos al aire por 5 dias, lo que sugiere que ambos materiales
son aerébicamente estables. Asi mismo, Diaz ,(2004) no detecto cambios significativos en
el pH, temperatura, productos de fermentacion y poblaciéon de hongos y levaduras en el
ensilado de pescado con residuos del procesamiento de filete de tilapia (Oreochronis
nlltkus) con el 20% de melaza de cafia y un inoculo con bacterias productoras de &cido
lactico (lactobacillus plantarum) expuesto a condiciones aerdbicas durante 7 dias, lo que
indica que el ensilado de pescado es un producto altamente estable bajo condiciones
aerdbicas.

La licuefaccion observada durante el almacenamiento del ensilado es debida
principalmente, a las enzimas proteoliticas de las visceras del pescado. La cual puede
determinarse a través de su consistencia, que se reduce a medida que aumenta la hidrolisis
y el contenido de nitrégeno soluble. También hay antecedentes que demuestran la
utilizacion de jugo de frutas para acelerar la fermentaciéon (Cérdova et al., 1990), también
expresan que varios investigadores han utilizado las enzimas bromelina, extraida de jugo
de pifia (Ananas comosus) y la papaina de la papaya (Carica papaya) para digerir pescado.
Cordova et al., (1990).

Existe una correlacién entre pH y el Nitrégeno no proteico, ya que a medida que
disminuye el pH, se favorece la actividad proteolitica de ciertas enzimas (pepsina,
tripsina), las cuales acttan sobre las proteinas del tejido muscular del pescado produciendo
la hidrolisis. A medida que transcurre el tiempo (dias), el ensilado se va tomando “mas
liquido”. Lo que estd estrictamente relacionado con el proceso de solubilizacion de las
proteinas y el proceso de licuefaccion, consecuentemente a la par del mismo, el nitrégeno

comienza a ser soluble (Bello, 1993).

Como resultado de la accion microbiana y a las reacciones de autolisis, se forman
compuestos que son ampliamente utilizados en la determinacién de la frescura de pescado,
es el caso de la produccion y aumento del Nitrbgeno amoniacal, que a su vez se ve
afectado por el almacenamiento (Gonzalez y Marin, 2005). Esto se atribuye a la actividad
bacteriana sobre las proteinas de pescado, actuando sobre los aminoacidos y produciendo

amonio. Huss, (1998), sefiala que el aumento de nitrdgeno amoniacal esté relacionado con
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la autolisis del ensilado, ya que a medida que las enzimas degradan las proteinas, facilitan
posteriormente la accion bacteriana (Gonzélez y Marin, 2005). De ahi la importancia de
monitorear el nitrégeno amoniacal en el proceso de ensilaje del pescado en la cima
tropical, de esta manera poder determinar desde que dia se puede utilizar de acuerdo al pH

y nitrégeno como indicadores de descomposicion.

El método fermentativo ha sido considerado preferible, especialmente en paises
tropicales debido a la viabilidad de fuentes de carbohidratos, condiciones favorables para
el proceso de fermentacion y bajo costo que este genera. Otras ventajas del método
fermentativo son la baja digestion de la proteina y el no desarrollo de olor a rancio en el
producto (Bustani, 2003).

Cordova et al. (1990) realizo pruebas de obtencion de varios tipos de ensilado
bioldgico concluyendo que la especie de pescado afecta la velocidad de produccion del
ensilado, siendo mayor en las magras, de igual forma, la adicion de frutas y el

mantenimiento del mismo a temperaturas superiores a las del ambiente.

La frescura inicial del pescado juega un importante papel en la velocidad de
reduccidn del pH inicial. Esto se debe a que se establece un mecanismo de competencia
entre las bacterias lacticas y los microorganismos descomponedores. A mayor carga
microbiana inicial de organismos que participan en el deterioro del pescado fresco, mayor
sera la cantidad de bacterias lacticas que se deben inocular para asegurar un adecuado
proceso. lgualmente cuando se utilizan las visceras del pescado en la elaboracion del
ensilado, se estd favoreciendo el fenomeno de hidrdlisis, por la presencia de mayor
cantidad de enzimas contenidas en las visceras, pero paralelamente se esté afiadiendo una
fuerte carga de microorganismos que es necesario inhibir rdpidamente. En consecuencia es
recomendable la utilizacion de pescados frescos y con visceras para favorecer la velocidad

del proceso de ensilado (Bello, 2004).

El aumento en la acidez del ensilaje se debe a los acidos organicos producidos por
los microorganismos presentes, siendo el &cido lactico el més abundante (Leén Alamo,
2003). El acido producido favorece la accion de las enzimas, se reduce el pH a niveles que
inhiben el desarrollo de las bacterias putrefactivas y patdgenas, lo que resulta en un
producto microbiologicamente seguro (Diaz, 2004).
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2.3.3 PROCESO DE ELABORACION DE ENSILADO

La elaboracion de un ensilado bioldgico puede llevarse a cabo tanto a nivel

artesanal como en escala industrial (una tonelada por dia 0 mas) (Poulter y Disney, 1982).

Las instalaciones que se utilizan para la elaboracion de ensilado dependen del
volumen de produccion. Los equipos empleados para la etapa 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), etc. Este Gltimo equipo sirve como mezclador y es usado
cuando se procesan pescados pequefios 0 solo visceras. La molienda del pescado debe
realizarse eficientemente tanto para el proceso biolégico como para el quimico. Algunos
autores sefialan que el tamarfio de particula no debe ser mayor de 10 mm de diametro. A su
vez, se recomienda cortar el pescado de manera tal que las superficies interiores queden
expuestas al medio acido preservante y por lo tanto, elegir una cortadora que corte el
pescado en segmentos transversales, manejada por un motor o manualmente. Para lograr
este requerimiento, el equipo a utilizar para la trituracién podra ser de caracteristicas muy
distintas, segln se trate de desmenuzar pequefios peldgicos o cabezas de gran tamafio y

fuerte estructura osea.

El mezclado del pescado molido con el indculo y el substrato puede ser hecho en un
tanque de concreto en el caso del biolégico. El tanque de produccion puede ser de
cualquier tamafio y forma, pero resistente al acido en el caso quimico; los contenedores de
acero usados para elaborar o transportar el ensilado requieren de un revestimiento de
polietileno para prevenir la corrosion. Para manejar grandes cantidades son adecuados los
tanques de concreto u hormigén revestidos. Es necesario que la mezcla se agite
regularmente para asegurar uniformidad hasta su completa homogenizacion. El tamafio y el
namero de tanques dependen de la cantidad y tipo de la materia prima disponible. Los
pescados grasos Yy el pescado fresco se licuan méas rapidamente que los desperdicios. Por
ejemplo, el ensilado elaborado a partir de desperdicios de pescado blanco fresco tarda dos
dias si la temperatura es de unos 25 °C, pero tardara unos 5 a 10 dias si es de 15 °C.
Dependiendo de la velocidad de produccién deseada y de la temperatura ambiente, la

planta puede estar provista de medios calefactores. (Windsor y Barlow, 1984).
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En 1990, el Instituto Tecnoldgico Pesquero del Peru desarrollé una técnica de
obtencion de ensilado bioldgico a partir de residuos cocidos de pescado utilizando
bacterias lacticas, el ensilado fue empleado como insumo para la alimentacion de pollos y
cerdos (Areche y Berenz, 1990; Berenz et al, 1994), el proceso requiere consumo de
energia para la coccion de residuos y para la incubacion de 40 °C durante 48 horas. Con el
proposito de disminuir los costos de produccién, Albrecht y Torpoco (2008) elaboraron
ensilado mezclando residuos crudos de pescado:melaza:koji( soja inoculada con cepas de
Aspergillus orizae, Zigosaccharoomyces rouxii y Tetragenococcus halophylus) en
proporciones de 9:1:1 a 37°C de incubacion, logrando alcanzar valores de pH < 4.5 en
ensilados de residuos crudos de Jurel, Caballa 'y Machete, el pH < 4.5, fue mantenido desde
los 15 hasta los 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente ( 18-26°C), luego de
ese periodo, aumentd el pH y el ensilado se descompuso. Posteriormente, con el proposito
de disminuir costos se realizaron pruebas a nivel piloto utilizando koji, para elaborar
ensilado con residuo crudo de anchoveta: melaza: koji (soja inoculada con Cepas de A.
orizae) en las proporciones 10:1.5:1.0, un grupo de muestras de ensilado fue almacenado al
ambiente y otro grupo a 40 °C por 96 horas, las muestras almacenadas al ambiente
presentaron valores de pH cercanos a 4.5 a los 21 dias, aumentando lentamente el valor de
pH hasta los 90 dias; el grupo que fue llevado a 40°C mantuvieron valores de pH < 4.5
desde los 3 a 90 dias, Albrecht y Salas (2013).

2.3.4 VENTAJAS DEL ENSILADO BIOLOGICO

Algunas de las ventajas principales del proceso de ensilado bioldgico en
comparacion con el ensilado quimico son: ahorro econdémico porque se evita la compra de
acidos; facil mantenimiento y reproduccién del cultivo iniciador; ademas, es facil el secado
ya que el ensilado de pescado fermentado presenta menor contenido de humedad que el
ensilado quimico (Martin, 1996). Aunado a lo anterior, desde el punto de vista nutricional,
la hidrolisis proteinica que resulta del ensilado de pescado fermentado es menor que en el
ensilado producido por adicion de acido. Ademas, el proceso de fermentacion ayuda a
estabilizar la calidad del aceite en el producto, lo cual resulta méas atractivo para los
animales (Enes Dapkevicius y col., 1998; Kjos y col., 2001). Su manipulacién es sencilla,
sin los peligros y riesgos, su reducido costo de produccion, la posibilidad de adicionar

diversas cepas de bacterias &cido lacticas, el uso de melaza es facilmente obtenida en el
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pais a un costo razonable, el tiempo de proceso reducido y un producto, incluyendo sabor y
olor, més atractivo y apetecible (Bello, 1993).

La utilizacion de diferentes técnicas y materias primas utilizadas en la elaboracién
de los ensilados biologicos, muestran mucha divergencia en su composicion (Padilla et al.,
1996). Por esta razdn existen controversias entre autores sobre la eficiencia alimenticia; ya
que hay quienes aseguran que la digestibilidad del ensilado es cerca del 100 % y la de la
harina de pescado fluctta entre 75 y 80% (Padilla et al., 2000).

2.3.5 COMPARACION DE ENSILADO Y HARINA DE PESCADO

En comparaciones de costos relativos de la produccién del ensilado con harina
pescado, se han observado ventajas muy importantes para el costo unitario de proteina para
alimento balanceado, alun en paises con altos costos internos. La produccién de ensilado
industrial compite favorablemente con harina de pescado, principalmente como resultado
de una menor inversion de capital. Esto es porque el precio de una planta de ensilado
bioldgico con equipo separador de aceite es aproximadamente la mitad del correspondiente
a una planta de harina de pescado con la misma capacidad (Parin y Zugarramurdi, 1994).
Balsinde et al. (2003) obtuvieron en su trabajo un ensilado biol6gico con humedad de 70%
y con proteina de 16.9% senalando que “tiene las caracteristicas bromatologicas adecuadas
para ser utilizado en la sustitucién de la harina de pescado en la elaboracion de dietas para
el camarén de cultivo”. Bello (1994) menciona que el ensilado bioldgico tiene un alto
contenido proteico; similar a la harina de pescado; y puede ser utilizado como sustituto de
la harina de pescado en la elaboracién de raciones de alimentos concentrados, o
directamente como un complemento en la alimentacién animal. Parin y Zugarramurdi
(1994) mencionan que el ensilado se usa del mismo modo que la harina de pescado en los
alimentos para animales. Meire et al., (2002) es factible de utilizar en la acuacultura y una
adecuada fuente de proteinas en alimentos para peces. Nwanna (2003) concluye; basado en
estimaciones del beneficio econémico e indice de utilizacion de nutrientes; la harina
producida de ensilado bioldgico puede remplazar efectivamente a la harina de pescado.
Berenz (1994) sefiala que es factible de ser utilizado en formulaciones de alimentos para

animales y es que se sabe que en muchos paises donde no se procesa harina de pescado, los
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ensilados han sido empleados como un sustituto de la misma, obteniendo buenos

resultados.

El ensilado bioldgico al utilizarse en fresco en la elaboracion de las dietas aporta
agua, proporciona aceite de alta calidad por su contenido de lipidos y carbohidratos
(Balsinde et al., 2003); sin embargo Parin y Zugarramurdi (1994) mencionan que se
requiere aproximadamente cuatro veces mas ensilado para la misma entrada de proteina de
la harian de pescado. Cifras mas optimistas reportan que la relacion de reemplazo del
ensilado biologico (elaborado con residuos) por la harina de pescado en dietas de animales
esde 3al (3 kg deensilado por kg de harina), pero que si se tratara de un ensilado integral
(usando todo el pescado como resulta en el proceso de harina de pescado), la relacion es de
2 a 2.5 unidades de ensilado por unidad de harina (Balsinde et al., 2003). En el ensilado
deshidratado; con humedad menor al 10%; su porcentaje de proteina bruta aumenta
significativamente a rangos de 35 a 45% (Gonzéles y Marin, 2005). También se ha
probado el secado conjunto (o co-secado) con harinas de soya y de plumas; solas o en
combinacion; para producir productos secos con composicion quimica y balance de amino
acidos similares al de la harina de pescado (Parin y Zugarramurdi, 1994; Fagbenro et al.,
1997; Nwanna 2003).

2.3.6 USO DE ENSILADO

Los ensilados elaborados como subproductos de la industria pesquera son
importantes ingredientes en la nutricién animal. Son usados para alimentar toda la clase de
especies animales tales como rumiantes, cerdos, pollos, animales de pieles, peces y
mascotas. La razon por el gran interés en los productos pesqueros para la alimentacion
animal es por su alto y valioso contenido proteina y grasa (aceite). La composicion
quimica del ensilado humedo indica elevados tenores de agua (60-80%) y variables
porcentajes de proteina bruta (12-19%) de elevado valor nutricional en ensilado bioldgico.
Se considera que en los ensilados la grasa es un poco mas estable a la oxidacion que en los

ensilados quimicos.
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Entre los factores més importantes en la produccion animal se destaca la
alimentacion, que representa entre el 50 y 80% de los costos variables de produccion
(Berenz, 1994). EIl alto costo se debe en gran medida a que la mayoria de las fuentes
proteicas son costosas (Diaz, 2004). El ensilaje de residuos de pescado ha sido utilizado
exitosamente como suplemento proteico en dietas para rumiantes y no rumiantes donde
hay poca disponibilidad de fuentes proteicas (Gonzales y Marin, 2005; Cordova et al.,
1990; Hassan y Heath, 1996; Leon, 2003). Winter y Feltham, (1983) estudiaron la
utilizacion de ensilaje de pescado como solucion a la provision de proteinas en las dietas
de rumiantes. Estos autores han demostrado que tanto los bovinos de carne y lecheros asi
como ovinos, pueden degradar bien la proteina presente en el pescado ensilado. Ademas, el
ensilaje de pescado puede incorporarse como sustituto de leche para ovinos sin tener
efectos detrimentales sobre la salud y el desempefio productivo de los animales, luego de

un periodo de adaptacion inicial (Diaz, 2004; Winter y Feltham, 1983).

En Venezuela, se estudio la utilizacion de ensilaje de pescado como un sustituto
alterno de proteina en la dieta de pollos de engorde y este comparo satisfactoriamente con
harina de pescado, (Bello, 1994). Mediante pruebas de biolégicas de aceptabilidad se
observo que los pollos prefirieron las dietas con hasta cincuenta por ciento de inclusion de
ensilaje. Ademas, los pollos alimentados son ensilajes de pescado registraron mayores
aumentos en peso. Se encontrd que un nivel de inclusion de 5 a 20% de ensilaje de pescado
en dietas de pollos de engorde puede dar resultados similares a los obtenidos con la harina
de pescado (Diaz, 2004; Bello, 1994).

En Dinamarca, el ensilaje de pescado se ha utilizado por méas de 30 afios como parte
integral de concentrado o como suplemento proteico en aves y cerdos (Leon, 2003;
Cordova et al., 1990). En estudios con cerdos (Kjos, 2001) el aporte de 9% de la proteina
dietética total en forma de ensilaje de pescado y no observo efectos negativos sobre el
crecimiento corporal, las caracteristicas de la canal, ni la calidad de carne. Asimismo,
(Kjos et al., 2000) estudio el efecto de inclusién de ensilaje de pescado en la dieta sobre el
desempefio y la calidad de la carne de pollos parrilleros y encontraron que dicha inclusion
puede ser llevada hasta niveles correspondientes al 21% de la proteina total, observandose

resultados positivos. En adicion sefialaron que niveles altos de grasa en el pescado ensilado

28

Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO Hi"-’h Nacional de

Nacional del
Altiplano

puede causar un incremento deseable en los niveles de acidos grasos poli-insaturados
omega 3 en las pechugas y en la grasa abdominal de los pollos. La utilizacion de ensilaje
de pescado con alto contenido de grasa habra de aumentar los requerimientos dietéticos de

antioxidantes de los pollos parrilleros.

En puerto Rico ya se han desarrollado metodologias para la fermentacion
anaerobica de residuos de pescado y de lodos las industrias atuneras (Diaz, 2004). Lodos
fermentados han sido evaluados como fuente de proteica en dietas para tilapias sin afectar
la utilizacion de alimento, crecimiento, composicion corporal; y como parte integral en

dietas para cerdos, concluyendo que tiene potencial alimenticio (Leon, 2003).

Los estudios realizados con 30 becerros durante 90 dias, alimentados con una dieta
complementaria de 2 kg diarios, a base de harina de soya, harina de maiz, sal y minerales
suplementada con ensilado biol6gico de pescado (0, 100, 200 y 300 g como materia seca
por dia), indicaron un incremento en peso vivo mayor en los animales suplementados con
100g de ensilado por dia. A pesar de estos resultados se hace necesario ampliar los estudios
en rumiantes (Bello, 1993). Los estudios con otras especies, Winter y Fetham, (1983),
encontraron que la utilizacién de ensilaje de pescado en la alimentacién de animales
destinados a la produccion de pieles debe ser limitada, debido a que visones y las zorras
son muy sensibles a las dietas acidas con PH menores de 5.8. Estos autores recomendaron
la utilizacién de ensilaje de pescado a niveles dietéticos de 10 a 30% en base seca durante
el periodo decrecimiento, pero este uso debe suspenderse durante el periodo de
apareamiento (Diaz, 2004. La posible utilizacién de estos residuos pesqueros fermentados
como suplemento proteico para diversas clases de animales resultaria beneficiosa tanto
para la industria de la pesca como para agropecuaria, reduciendo a la vez los problemas de

contaminacion ambiental y disposicion de residuos sélidos (Diaz, 2004).
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CAPITULO I1lI
METODO DE LA INVESTIGACION

3.1 METODO DE LA INVESTIGACION
3.1.1 ANALISIS MICROBIOLOGICOS
La determinacion de mohos fue realizada en el laboratorio LABS-ITP,
acreditado segun la ISO-IEC 17025:2005, se siguio el método de Numeracion de
Mohos y Levaduras FDA/BAM Online 8th Ed. Rev. A/1998. April 2001 - Chapter

18. Este ensayo fue realizado al koji con papa, koji con cebada y koji con arroz, la

melaza y el ensilado.

Asi mismo, se realiz6 el andlisis de numeracion de microorganismos
aerobios mesofilos en la melaza, residuo y los respectivos ensilados segin Aerobic
Plate Count A-D. FDA BAM. January 2001. Edition 8 Revision A. 1998. Chapter 3.

3.1.2 ANALISIS QUIMICO

3.1.2.1 Composicién Proximal

La composicion proximal fue determinada de acuerdo a los métodos

analiticos segun la FAO (1986), se determiné proteina, grasa, ceniza y humedad.

3.1.2.2 pH

El pH se determiné por lectura directa, utilizando un electrodo Bluenline
21PH, marca SChott para muestras semisolidas acoplado a un potenciémetro
SChott de Alemania, se emplearon soluciones buffer de calibracion de pH 4.0, 7.0

y 9.0, trazables a Nist.

3.1.2.3 Acidez

Para la determinacion del % de acidez, se siguio el método 947.05 AOAC (2006).
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3.1.2.4 Histamina

Para la determinacion de la histamina se siguio el método de la Norma
Chilena Oficial NCh 2637. 2001, utilizdndose un HPLC Perkin Elmer, modelo
series 200, con detector UV, para la curva de calibracion se usé estandar de
histamina diclorhidrato de la marca Sigma.

3.1.3 ANALISIS SENSORIAL

Las caracteristicas del atributo olor fueron evaluadas de acuerdo a una escala
de 1 a 5 puntos, la cual fue establecida con pruebas preliminares, las calificaciones se

muestran en el cuadro xx.

Cuadro 4. Evaluacion de olor en el proceso de fermentacion

DESCRIPCION CALIFICACION
Olor a pescado, moderado a frutas fermentadas 5
Olor moderado a pescado y leve a fermentado o
frutas 4
Olor a pescado intenso, ausencia de deterioro y a
melaza 3
Inicios de olor de pescado en descompaosicion,
azufrado, muy rancio 2
Olor a pescado a pescado descompuesto. 1

El producto fue calificado como aceptable si presentaba calificaciones
mayores o iguales a 3. En el presente trabajo la calificacion inicial de los ensilados

correspondia a 3 puntos.

3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Para la determinacion de las condiciones Optimas de incubacion en los
diferentes sustratos se aplicd la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con
disefio compuesto central rotable, con el software Minitab version 15; el disefio

considerd 5 niveles para cada factor.
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Se us6 el software SPSS version 19 para el analisis de regresion y varianza de
la variable dependiente histamina con 2 factores: tiempo y tratamiento. Se aplico el
ANOVA de 1 factor y la prueba de Duncan para comparar la formacion de histamina

entre los tratamientos de ensilado, a un nivel de confianza a. = 0.05.

3.3 PREPARACION DE INOCULO

3.3.1 CRECIMIENTO DEL KOJI

El koji es una mezcla de soja cocida y trigo, con Aspergillus orizae, con
limite de mohos de 10® UFC/g; levaduras 10° UFC/g y bacterias mesdfilas
aerobias 10° UFC/g (Kikko, 2015).

3.3.1.1 Ta: CEBADA
Se peso 1 kg de cebada, se retiro las piedritas o arenas, cocinar, solo

hasta que esté un poco blanda, enfriar. Pesar 900 g cebada colocarlo en una

fuente y agregar 100 g de koji.

Figura 5. a) Cebada en coccion  b) Koji crecido en cebada luego de 48
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Cuadro 5. Disefio experimental para la cebada

TIEMPO TEMPERATURA (°C)
(Horas)  25°C 30 35 40 45
12 X
24 X XX X
36 X X
48 X X
60 X

3.3.1.2 Th: PAPA

Se peso 900 g de papa frio previamente cocinado colocarlo en una fuente y
agregar 100 g de koji.
Se mezclo y expandirlo en la fuente cubrirlo con bolsa dejando espacio

entre la superficie de la papa y la bolsa y llevarlo a 26 °C durante 48-50 horas.

Figura 6. a) Papa koji crecido24h b) Koji crecido 48h

Cuadro 6. Disefio experimental para la papa

TIEMPO TEMPERATURA (°C)
(Horas) 20 25 30 35 60
24 X
36 X X
48 X XX X
60 X X
72 X
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3.3.1.3 Tc: ARROZ

Se pes6 1500g de arroz, no lavar, agregar aproximadamente 1500ml (1.5
Litros) de agua y cocinar, enfriar.

Se pesd 2500 g de arroz cocido frio, colocar en una fuente y agregar 250 g
de koji. Mezclar, expandir y cubrirlo con bolsa dejando espacio entre la superficie
del arroz y la bolsa llevarlo a 26 °C durante 48-60horas.

T

. ¥

Figura 7. a) Koji crecido en arroz 24 h  b) Koji crecido luego de 48h

Cuadro 7. Disefio experimental para el arroz

TIEMPO TEMPERATURA (°C)
(Horas)  20°C 30 35 40 48
12 X
24 X XX X
36 X X
48 X X
60 X
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3.4 ELABORACION DE ENSILADO

3.4.1 DIAGRAMA DE FLUJO DE ELABORACION DE ENSILADO
BIOLOGICO

Residuo de trucha

1

ACONDICIONAMIENTO

Cabezas, visceras, piel, cola
y pescado de menor valor.

Moledora de carne,
con criba de 3mm

FORMULACION

MATERIA PRIMA:
Residuo de trucha v
molida. INOCULO: | MEZCLADO
aspergillus orizae.
SUSTRATO: melaza
de azlcar | 4 {

Temperatura de 20 a
30grados centigrados a
temperatura ambiente.

FERMENTACION

\4

ENVASADO

1

PRODUCTO FINAL
(ENSILADO BIOLOGICO)

34.2 MATERIA PRIMA

Se utilizaron los residuos de trucha( cabeza, visceras , espinazos, pellejo y
otros) y trucha en mal estado o de bajo valor comercial que no pueden ser
consumidas directamente; residuos que provienen despues de haber efectuado
operaciones preliminares del fileteado de trucha con piel, se considero el estado
recomendable de frescura de los residuos puesto que mientras mejor es el estado de
frescura, mejor calidad de producto se obtendra. Procesos realizados por Planta de
Tranformacion de trucha ARAPA San Pedro y San Pablo SAC ( ARAPA SAC).
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3.43 RECOLECCION

Una vez almacenado los residuos en el almacén de residuos, en baldes o
bolsas plésticas, se transportd desde la planta de transformacion de trucha hasta el
punto de acopio final.

Punto de elaboracion y almacenado de ensilado biologico fue en el
Laboratorio de proyecto: “Implementacion de una técnica de ensilado bioldgico en
los residuos crudos de trucha como un insumo para la elaboracion de dietas
balanceados de alta digestibilidad y de bajo costo, para la alimentacion de ganado

en Puno”.

344 MOLIENDA

Una ves efectuada la recoleccion y pesaje, los residuos se procedieron a una
molienda en una moledora de carne, cuyo diametro fue de 3mm, obteniendose
finalmente una pasta homogenea, que asegura un mayor contacto y actividad de

Aspegillus orizae y de melaza de cafia, en la superfice de la pasta.

Figura 8. Molienda de residuos de trucha
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3.45 FORMULACION DE LA MEZCLA

Las cantidades de sustrato, inoculo y residuo son indudablemente
determinantes para obtener ensilado biolégico con un nivel de pH y acidez. Por eso
es importante encontrar un porcentaje adecuado de cada componente de mezcla, que

satisfaga todos los requerimientos deseados

Cuadro 8. Formulaciones de los ensilados n=3

FORMULACIONES
Carbohidrato

TRATAMIENTO Residuo

triturado (Kg). (Melaza en Koji crecido (g)
gramos)
Tl 3,00 450 g melaza  300g crecido en papa
T2 3,00 450 g melaza 300 g crecido en arroz
T3 3,00 200 g melaza 550 g crecido en arroz
T4 3,00 450 g melaza  300g crecido en cebada

Figura 9. a) Residuos triturados b) y c¢) Preparacion de formulaciones

346 MEZCLADO

Una vez pesado los compontes del ensilado bioldgico: pasta de residuos de
trucha, sustrato (melaza de cafia) e inoculo (Aspergillus orizae crecido en koji ),
los componentes han sido incorporada al recipiente de mezclado en el siguiente
orden: pasta de residuos, sustrato e inoculo; previo a la adicion de sustrato e

inoculo, se control6 el pH de la mezcla , el mezclado se realiz6 manualmente hasta
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lograr un mezclado homogéneo, se codificaron los baldes con tapa hermético en
cada balde de tal manera que no entre ningun insecto, creando un espacio vacio de
25% a fin de evitar rebosamiento por la formacién de gases durante la

fermentacion.

u

Figura 10. Mezcla de residuos de trucha molida, melaza, koji crecido en

sustrato
3.4.7 FERMENTACION
Para llevar acabo este proceso se hizo a temperatura ambiente.Se coloc6 los

baldes en los lugares establecidos y durante el tiempo que se registre temperaturas

cercanas a 26 °C. Se registré el pH, el porcentaje de acidez y el olor de cada uno de

los baldes cada 24 horas.
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Figura 11. Control de la temperatura y del PH en el ensilado

3.4.8 ENVASADO

El ensilado bioldgico se envaso en baldes plésticos en presentaciones de 15 Kilos.

349 ALMACENAMIENTO

Cuando el ensilado llego a pH 4.5, fue almacenado en un ambiente fresco
ventilado, seco sin caida de rayos solares, a temperatura ambiente (10°C) con fines
de mejor conservacidn, durante este proceso final se determind la estabilidad de pH

y acidez del ensilado bioldgico, para determinar vida util.

3.4.10 VIDA UTIL

Se determind vida til por 93 dias, teniendo como indicadores la estabilidad

de pH, acidez, olor e histamina del ensilado bioldgico.

pH: Segun Bello (1997), el pH es uno de los indices de mayor importancia que
debe ser controlado durante todo el proceso y almacenamiento del ensilado
bioldgico de pescado, ya que refleja el desarrollo del proceso, la calidad del
ensilado y manifiesta cualquier cambio que pueda afectar el producto. Fagbenro y
Jauncey (1995) citaron que la estabilidad de ensilado bioldgico se obtiene con
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valores de pH menores que 4,5. Dicho valor muestra la fase o fendbmeno de

acidificacion por parte de los microorganismos.

Acidez: Este comportamiento estd propiciado por la propia metodologia de
elaboracion, donde en el ensilado biolégico acidez dependera de la adicion de las
bacterias inoculadas y la fuente de carbohidratos empleada.

Olor: Segin comentarios realizados por Pérez y Col., (1997), los olores
desagradables son muy propensos en las conservaciones de pescados y mariscos al
ser alimentos proteicos muy putrescibles, cuando no pueden ser conservados
correctamente en refrigeracion o cuando no se tienen adecuados preservantes, ya
que contienen una flora bacteriana normal, que unida a los contaminantes que se
agregan al capturarlos y manipularlos, invaden la piel y la carne con gran rapidez,

produciendo sustancias que ocasionan alteraciones del olor.

Histamina: La histamina es una amina bidgena proveniente de la descomposicion
de histidina libre. La determinacion de histamina en la harina proporciona un indice
bastante correlacionable con el grado de deterioro de la materia prima. También, es
un indice de frescura de los solubles incorporados, ya que la histidina y la histamina
son compuestos de alta solubilidad en agua y gran parte de estos componentes se
separan con el agua de cola luego del prensado del pescado. Por esta razén, el
contenido de histamina serd menor en una harina en la que no se hayan adicionado
los solubles de pescado que en una harina completa (Tanikawa, 1985). Esta
determinacion es también de importancia por los efectos patdgena que puede
producir la histamina en los animales que consumen dosis importantes en sus

dietas.
Toxicidad de la histamina:

La intoxicacién por histamina esta asociada con el desarrollo de reacciones
alérgicas y la severidad de la intoxicacion esta relacionada con la cantidad de esta
amina ingerida, la sensibilidad del consumidor y se cree que también podria influir
la presencia de otros compuestos generados por accion bacteriana, que actian como
"potenciadores de toxicidad". Entre los posibles potenciadores estan la

trimetilamina, el éxido de trimetilamina y otras aminas bidgenas (Alberecht Ruiz y
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Salas Maldonado, 2013). Todavia no se ha establecido la dosis toxica minima de
histamina para humanos, pero en la mayoria de los casos el nivel encontrado en
pescados asociados a esta intoxicacion es por encima de las 200 ppm y mas
comunmente por encima de 500 ppm (Yeannes, 1995; Alberecht Ruiz y Salas
Maldonado, 2013 Respecto a la harina de pescado, los valores de histamina superan
las 1000 o 1500 ppm, en una harina comun, mientras que una harina de alta calidad
contiene menos de 500 ppm de histamina (Zaldivar, 1992; Diaz, 1996). Sin
embargo, al evaluar el contenido de histamina en una harina, es importante
considerar el aporte de esta en la masa total del alimento a consumir; asi la harina
de pescado que aporta un 10% en la preparacion de un alimento balanceado, sélo
aportara un décimo en la dieta del animal que la consuma. Es decir que, si la harina
contiene 250 ppm de histamina, el alimento tendra solo 25 ppm (Alberecht Ruiz y
Salas Maldonado, 2013). Por otro lado, si bien hay una relacion directa entre la
aparicion de la intoxicacion y la presencia de altas concentraciones de histamina,
ain no se conoce con precision el agente causal en si de esta intoxicacion y
considerar la histamina como unico indicador de toxicidad no resulta arbitrario, ya
que existen otras aminas bidgenas y aun mas toxicas que la histamina e incluso una
determinada amina bidgena puede tener distinta accion sobre una especie y otra,
por ejemplo, la histamina puede ser mas tdxica en la alimentacion de peces que en
la de cerdos (Zaldivar, 1992).

41

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO Hi"-’h N

" Nacional del
Altiplano

CAPITULO IV
AREA DE INVESTIGACION

4.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente proyecto de investigacion se realizo en la planta de proceso de trucha,
en el centro de investigacion y produccion pesquera EMPRESA Industrial ARAPA SAN
PEDRO Y SAN PABLO S.A.C. que se encuentra ubicado en la comunidad campesina de
Iscayapi km 04 carretera Arapa- Chupa en el distrito de Arapa, (ubicado a 105 km. de la
ciudad de Puno) provincia de Azangaro departamento de Puno, Peru.

Y en los laboratorios acreditados de Instituto Tecnologico de la Produccién - ITP es

un Organismo Técnico Especializado (OTE), adscrito al Ministerio de la Produccion.

Condiciones Ambientales. El clima de la zona de ejecucion de proyecto es frio y
seco, como lo es en todo el altiplano, registrandose temperaturas nocturnas por debajo de 0
°C, principalmente en los meses de invierno (Mayo - Julio); las temperaturas diurnas
Varian entre 13 a 21 °C. El régimen de lluvias tiende a concentrarse entre Diciembre y

Marzo, con mayor incidencia en el mes de febrero.
La prueba de investigacion se desarrollé en los siguientes lugares.

= Laboratorio de microbiologia y fisico quimica de Instituto Tecnoldgico de
Produccion (ITP).

= En laboratorio de ensilado de la empresa Arapa SAN PEDRO Y SAN PABLO
S.A.C. implementado por el Proyecto:” Implementacion de una técnica de ensilado
biolégico en los residuos crudos de trucha como un insumo para la elaboracion de
dietas balanceados de alta digestibilidad y de bajo costo, para la alimentacion de
ganado en Puno, financiado por INNOTAVATE PERU, ITP y la empresa ARAPA
SAC.

= Planta de transformacién y produccion de truchas ARAPA SAC.

= Planta de produccién de piensos de ARAPA SAC.
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4.2 MATERIAL Y EQUIPOS

4.2.1 MATERIAL EXPERIMENTAL

Para elaborar ensilado biologico.

Residuos de trucha (cabeza, visceras, piel, espinazo, etc.).
Trucha entera descartada, posiblemente muerta por flavobacterium.

Arroz, papa y cebada.

RN NERN

Koji: Cultivo preparado por el crecimiento de Aspergillus orizae en una
mezcla de soya cocida y trigo tostado en un lugar calido y himedo. Las
esporas de este hongo cuando estan maduras son de un color verde pélido,
el koji es de alto contenido de enzimas como proteasas, amilasas,
celulasas, lipasas entre otras. También presenta levaduras del genero
Saccharomices.

v Melaza comercial.

4.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO

v' Balanza pedestal electronica. Marca: OHAUS, Modelo: T 32 XVV
Capacidad: de 150 kg.

v Balanza gramera electronica. Capacidad de 0,0001g a 3kg.

Marca: OHAUS, Modelo: SPJ 6001. Serie N° B345959084

v Incubadora mod. IN 75, Capacidad aproximada 74 Lt. “MEMMERT”
ALEMANIA

v’ Potenciémetro (PH — metro) MOD. LAB-850. “SCHOTT” ALEMANIA.
Estandares de pH 4, 7, 9.

v' Licuadora OSTER original de 3 velocidades COUNTER modelo BRLYO07-
Z00, con tecnologia de motor reversible.

v" Moledora de carne TK-322, Modelo MLC 032 S/N 18123. Acero inoxidable.

v" Moledora de grated ¢/ motor 2 NP. INOX.

v" maquina selladora al vacio ORBET, con tablero de control de diferentes

Ny

parametros c/ tableros de base, con motor. Marca “INNE”. Modelo: VM-20
v' Balanza plataforma capacidad 500 kilos. Marca “ONDOR”. Modelo 4000.
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Congeladora de dos tapas, capacidad 520kg. Marca “ELECTROLUX”.
Modelo EC522 NBHW

02 picetas

Vasos precipitados de 100ml

6 termOmetros de 0 a 100 °C.

Bureta de 25 ml.

3 cronoémetros.

Pipetas volumétricas de 100ml. “KIMAR”

Pipetas volumétricas de 10ml. “KIMAR”.

Placas Petri.

Erlenmeyer aforado de 250 ml. “KIMAR”.

Tubos de ensayo “PYRIX”.

Probetas graduadas de 10, 100, 200, y 500 ml. “PYRIX”. Marca “DURAN”.
Portatubos.

Gradillas

Fiola pirex de 100 y 500ml.

Baguetas

Soportes

Equipo de digestion.

Baldn de digestion.

Vasos de precipitacion aforados de 250ml. “KIMAR”.
Jarras de plastico graduados “DURAPLAST”.

30 Baldes de plasticos de 15 Lt. con tapa “DURAPLAST”.
24 Baldes de plastico de 25 Lt. con tapa “DURAPLAST”
10 Bidones de plastico de 100kg.

Bolsas de plasticos de doble densidad.

Papel filtro Whatman N° 02.

Equipo de extraccion SOXHLET.

Equipo de destilacion micro-KJEDAHL.

3 mesas pequefia tablero de INOX 0.60 x0.4 m con 4 ruedas
9 platillos INOX

Ollas, cocina a gas.

Cuchillos inox.

Tableros.
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Cucharas inox.

Bandejas para incubacion Aspergillus Orizae.

Guantes quirargicos

Barbijo descartable

Gorras descartables

4 Tinas de plastico, capacidad de 30 1. “DURAPLAST”.
16 Jabas plasticas.

4 canastillas, capacidad de 40kg. “DURAPLAST”

6 Parihuelas de pastico.

Mesas y sillas de trabajo

4.2.3 REACTIVOS

Solvente organico (Eter-di etilico) para determinar la grasa total.
Acido sulfarico concentrado para determinar proteina.

Sulfato de potasio como catalizador.

Solucidn de acido borico al 1% como indicador de la acidez titularle.

Hidroxido de sodio a 0,01N para la titulacion de acidez.
Acido clorhidrico al 0,02N para determinar de proteinas.
Azul de bromofenol.

Electrodo blueline 21 PH sin sensor de temperatura.
Solucién patron PH 4. “SIGMA ALDRICH” Alemania.
Solucion patron PH 7. “SCHARLAU”. Espana.
Solucion patron PH 9. “SCHARLAU” Espafia.

Repositorio institucional UNA - PUNO
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CAPITULO V
ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CRECIMIENTO DE ASPERGILLUS ORIZAE

Las predicciones del tiempo y temperatura recomendado se observan en las

figuras 12, 13 y 14, para la cebada, papa y arroz respectivamente.

Figura 12. Efectos de tiempo y temperatura en el crecimiento del A. orizae en

Cebada.
|
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En la figura 12, se muestran efectos de tiempo y temperatura, segin método
superficie respuesta de crecimiento de Aspergillus orizae en cebada se recomienda la
incubacion a 25°C durante 60 horas, a estos parametros se observa mayor crecimiento

de hongo.
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Figura 13. Efecto de tiempo y temperatura en el crecimiento del A. orizae en papa
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Segun el método superficie respuesta para papa se recomienda la incubacion a una
temperatura de 25°C durante 62 horas, para lograr el mayor crecimiento del

Aspergillus orizae.

Figura 14. Efecto de temperatura y tiempo en el crecimiento del A. orizae en arroz
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Segun el método superficie respuesta de figura 14, para arroz se recomienda la
incubacion a 25 °C durante 60 horas, para lograr el mayor crecimiento del

Aspergillus orizae.
Discusion:

Los resultados de tiempo y temperatura optimos de crecimiento del Aspergillus
orizae, encontrado en el presente proyecto de Investigacion se encuentran cercanos
al tiempo (46 — 60 h) y a la temperatura (25 y 32 °C); el cual es similar reportado
por Bechman et al. (2012) quien reporto que el Aspegillus orizae tiene el mayor

crecimiento y actividad a-amilasa.
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Cuadro 9. Tiempo y temperatura sugeridos por el disefio compuesto central para la
optimizacion del crecimiento de koji en cebada, papa y arroz

CEBADA PAPA ARROZ

NO
Experimento Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
(°C) (Hora) (°C) (Hora) (°C) (Hora)

1 25 36 20 48 20 36
2 30 24 25 36 25 24
3 30 48 25 60 25 48
4 35 12 30 24 30 12
5 35 36 30 48 30 60
6 35 36 30 48 30 36
7 35 60 30 72 35 24
8 40 24 35 36 35 48
9 40 48 35 60 40 36
10 45 36 40 48

Cuadro 10. Conteo de hongos en UFC/g segun la tiempo y temperatura de
incubacion establecida en el cuadro 8 para cebada, papa y arroz

CEBADA PAPA ARROZ
ENSAYO  (ufc/g)  (ufc/g) (ufc/g)

Recuento de Hongos

1 11x10° 20 x10° 44x10°
2 40 x10* 25 x10° 21x10*
3 18 x10® 25 x10’ 61x10°
4 10 x10* 70 x10° 70x10%
5 10 x108 30 x10’ 36x10°
6 10 x10® 48 x10’ 17x10°
7 29 x107 23 x10%8  88x10°
8 40 x10* 30 x10°  42x10*
9 70 x10° 225x10°  15x10°
10 10 x10* 14 x10°
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Los conteos de Hongos son mostrados en el Cuadro 9. EIl software reportd que las
tiempo y temperatura de incubacion optimizados fueron 25 °C y 60 h; 26° C y 62 h;
25°C y 60 h, para cebada, papa y arroz respectivamente y desarrollado en la figura 12,
13y 14.

5.2 FORMULACIONES DE ENSILADO BIOLOGICO

Resultados: Se plantearon formulaciones para el procesamiento de ensilados usando 3

insumos:

v Residuos generados del procesamiento de filete de trucha, trucha eviscerada, filete
de trucha ahumada; consta de cabeza, aletas, cola, espina dorsal, visceras y trucha
de menor de valor.

v" Melaza con 0.74 £ 0.4 % de nitrégeno, Humedad 29.8+ 0.1 %; cenizas 11.3+ 0.1
%, pH 5.45; 73.5 °Brix.

v" Koji en arroz, Koji en papa blanca y koji en cebada; incubados al tiempo y

temperatura optima.

Se desarrollaron 4 formulaciones:

Cuadro 11. Formulacion de ensilados de residuos de trucha n=3

FORMULACIONES
Carbohidrato

Residuo . .
TRATAMIENTO (Melaza en Koji crecido (g)
triturado (Kg).
gramos)

T1 3,00 450 g melaza  300g crecido en papa
T2 3,00 450 g melaza 300 g crecido en arroz
T3 3,00 200 g melaza 550 g crecido en arroz
T4 3,00 450 g melaza  300g crecido en cebada
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Discusion:

En el cuadro 11 se observa que la cantidad de melaza y koji crecido en
diferentes carbohidratos empleado para T1, T2 y T4 fueron similares a diferencia
de T3. Los tiempos de fermentacion para los T1, T2 y T3 fueron por 93 dias,
mientras que el T4 se elimino a los dia 11 al iniciar el proceso de putrefaccion es
probable que las bacterias de descomposicion hayan proliferado generando aminas,
aumentando el pH del ensilado y posiblemente también la temperatura haya
influenciado en el desarrollo de Aspergillus orizae para inicio de fermentacion.
Mientras que el T3 no llego a los valores deseados posiblemente se deba a que éste
tratamiento se realiz6 con menor cantidad de melaza en comparacion con los demas
tratamientos, es probable que haya sido insuficiente la cantidad de melaza para que
el Aspergillus orizae pueda generar mayor cantidad de acido; los resultados difieren
en comparacion segun reportado por Vasquez et al. (2011) elaboro ensilado
biol6gico a nivel de laboratorio con glucosa, a partir de residuos viscerales
(estomago e intestinos) de pez espada, raya y tiburén, a 25 °C con 25 g de residuos
triturados, 8 mL de glucosa y 2 mL del inoculo de bacterias lacticas, logrando un

ensilado estable.

Los tratamientos T1 y T2, alcanzaron valores deseados de pH, olor y
estamina es probable que la cantidad de melaza y temperatura Optima de
fermentacion hayan influenciado. Las cantidad de melaza empleado es similar con
los reportados por los Spanopoulos, Ponce, Barba, Ruelas, Tiznado, Hernandez y
Shirai (2010) emplearon proporciéon de melaza de 12%, 15 %, 20 % y 25 %
respectivamente. Obteniendo el valor inicial de pH fue de 6.94 y disminuy6 hasta
4.53 a las 96 horas en las inclusiones de melaza de 20 y 25 % y de 4.63 y 5.00 en
los niveles de 15 y 12 % respectivamente. Segun Raa (1982) establece que se
requiere minimo 10 % de melaza y otros trabajos han reportado el empleo de 15 %
de melaza (Bello, 1994, Nwanna, 2003; Vidotti, 2003; Gonzélez y Marin, 2005 y
Toledo-Pérez, 2007). Fagbenro y Juncey (1995), a diferencia de otros autores
empleo 5% melaza, aunque posteriormente los mismos autores aplicaron la misma
fuente de carbono en una concentracion de 150 g/Kg, adicionando 5 ml/Kg de
Lactobacillus plantarum. Albrecht y Torpoco (2008) elaboraron ensilado con 9.1%

de melaza por 15 dias a 37° C y 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
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(18 a 26°C), luego de ese periodo aumento, el pH y el ensilado se descompuso.
También, Albrecht y Salas (2013), reportaron que usaron 12% de melaza, el
ensilado fue almacenado al ambiente y otro grupo a 40 °C por 96 horas, las
muestras almacenadas al ambiente presentaron valores de pH cercanos a 4.5 a los
21 dias, aumentando lentamente el valor de pH hasta los 90 dias; el grupo que fue
llevado a 40°C mantuvieron valores de pH < 4.5 desde los 3 a 90 dias. Finalmente,
(Fagbenro y Juncey, 1998) reportan que la melaza presenta ventajas por su menor
precio y alto contenido de azucares solubles. Ademas, presenta capacidad ligante, y
mejora la estabilidad y caracteristicas sensoriales del ensilado y los alimento en los

cuales es incluido.

5.3 VIDA UTIL DE ENSILADO BIOLOGICO

Los indicadores empleados fueron los valores de pH se muestra en el anexo Cuadro

17, olor anexo cuadro 18, acidez e histamina.

5.3.1PH

Resultados y discusiones:

Segun bello (1997), el pH es uno de los indices de mayor importancia que debe
ser controlada durante el proceso y almacenamiento del ensilado biolégico de pescado,
ya que refleja el desarrollo del proceso, la calidad de ensilado y manifiesta cualquier
cambio que pueda afectar el producto. Anteriormente, Fagbenro y Jauncey (1995)
citaron que la estabilidad de los ensilados se obtiene con valores de pH menores a 4.5.
Dicho valor muestra la fase o fendmeno de acidificacion por parte de los
microorganismos. Gonzélez et al (2005), reporta que el valor de pH es un buen
indicador del proceso de ensilado, valores de pH < 4,5 garantiza la estabilidad del
ensilado. COVENIN (1979), establece que las harinas de pescado no deben presentar
pH mayores a 5.

Los valores iniciales de pH de los residuos de trucha y del ensilado fueron 6.1
+ 0.1 y 6.4% 0.1, respectivamente, valor cercano al reportado por Albrecht y Salas

(2013) para el inicio del proceso de ensilado (pH 6.47).
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Figura 15. Influencia de los tratamientos (T1, T2, T3y T4), del tiempo sobre el valor
de pH

Los resultados presentados en la figura 15 y en el cuadro 17 de anexo,
muestran que los tratamientos T1 y T2, donde se adiciono mayor cantidad de melaza,
los valores de pH alcanzaron a < 4.5 a los dias 9 de proceso de fermentacion a
temperatura ambiental (dias soleados fue 18 a 30°C) de la Regién de Puno,
posteriormente fueron almacenados a 8-16°C hasta los 93 dias, donde el pH se
mantuvo constante; los cuales son similares en cantidad de carbohidrato empleado,
temperatura de incubacion y tiempo reportado por (Llanes, Toledo, Fernandez y Lazo;
2007) citaron que la estabilidad y calidad de ensilado biolégico con 10% de miel, a
los dias 7 de almacenamiento a 29-30°C observaron valores de pH entre 4.21 - 4.47 y
con 15% de miel observaron pH de 4.12 — 4.41 a los dias 10 de almacenamiento.
Segun; Spanopoulos, Ponce, Barba, Ruelas, Tiznado, Hernandez y Shirai (2010)
reportaron que el ensilado de atun presento el efecto del porcentaje de melaza para la
fermentacion; el pH a las 96 horas disminuyo de 6.60 a 4.51, 4.55, 4.53 y 4.58 con
melaza al 12, 15, 20 y 25% respectivamente y en ensilado de tilapia obtuvieron como
valor inicial de pH 6.94 y disminuyo a 4.53 a las 96 horas en las inclusiones de
melaza de 20 y 25% y de 4.63 y 5.00 en los niveles de 15 y 12% respectivamente.
Vasquez et al. (2011) elaboro ensilado biologico a nivel de laboratorio con glucosa, a
partir de residuos viscerales (estomago e intestinos) de pez espada, raya y tiburén, a

25 °C con 25 g de residuos triturados, 8 ml de glucosa y 2 ml del inoculo de bacterias
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lacticas, logrando ensilados con valores de pH< 4.5. Los dos tratamientos cumplen
con los reportados por varios autores los resultados de pH como un indicador de

calidad.

Los resultados de figura 15 y cuadro 17 de anexo, muestran que el tratamiento
T3, donde se adiciono menor cantidad de melaza a la residuos frescos de trucha a
comparacion con los demés tratamientos, los valores de pH se mantuvo cercanos a
4.6 pero no llegd a 4.5, es probable que haya sido insuficiente la melaza para que el
Aspergillus orizae pueda generar mayor cantidad de acido; los cuales difieren con lo
reportado por Albrecht y Salas (2013), elaboraron ensilado con residuo crudo de
anchoveta: melaza: koji (soja inoculada con Cepas de Aspergillus. orizae) en las
proporciones 10:1.5:1.0, fue almacenado al ambiente y otro grupo a 40 °C por 96
horas, las muestras almacenadas al ambiente presentaron valores de pH cercanos a 4.5
a los 21 dias, aumentando lentamente el valor de pH hasta los 90 dias; el grupo que

fue llevado a 40°C mantuvieron valores de pH < 4.5 desde los 3 a 90 dias.

Los resultados obtenidos en la figura 15 y cuadro 17 de anexo, muestra que el
pH del tratamiento T4 fue de 5.59 a los 9 dias, a diferencia de los otros tratamientos
que disminuyeron a menores valores de pH, siendo probable que las bacterias de
descomposicion hayan proliferado generando aminas y aumentando el pH del
ensilado y a los 11 dias por presentar inicios de descomposicién y olor desagradable

fue retirado,

Estos resultados evidencian una relacion directa entre el nivel de inclusion de
melaza (carbohidrato), la influencia de la temperatura ambiental en el buen desarrollo
del ensilado, es decir, dias soleados con temperaturas ambientales cercanas a 26°C,
se llegd en menor tiempo al pH < 4.5, es importante mencionar que el pH es un buen
indicador del proceso de ensilado, valores de pH < 4.5 disminuye la probabilidad de
deterioro de los residuos de trucha y asegura la estabilidad del ensilado en

almacenamiento.

Batista (1987) encontro para un ensilado de subproductos de pescado valores
de pH de 4.39 que es un indicador del grado de calidad del ensilado. Sin embargo,
algunos trabajos reportan ensilados con valores de pH de 4.18 a 4.90 (Cira y col.,
2002; Plascencia-Jatomea y col., 2002; Vidotti y col., 2002; Ledn, 2003; Gonzélez y
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col., 2005; Ramirez y col. 2008), obteniendo buena calidad y en este intervalo se
encuentra en los pH registrados en este proyecto de investigacion.

5.3.1.1 ANVA de valores de pH

Se realizaron los andlisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples para
los datos de pH al inicio, el dia 1, 7, 11, 28, 40, 55, 79 y a los 93 dias.
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5.3.2. ACIDEZ

Los resultados obtenidos en la Figura 16, muestran los valores de porcentaje
de acidez observados fueron fluctuantes durante el estudio, en los tratamientos (T1,
T2) fue menor probablemente se deba a la temperatura, a la cantidad de melaza
administrada y koji, como se sabe el descenso de pH produce &cido lactico, estos
tratamientos presentaron valores de pH muy bajos comparados con T3. El
tratamiento T3 muestra mayores valores de % de acidez sin embargo no le
corresponden menores valores de pH, los resultados obtenidos; son similares
reportado por Gonzalez y Marin (2006) utilizan bacterias del yogurt para ensilar
pescado y reportan un porcentaje de acidez de 3.5 a 4.0 el cual no fue un indicador
de calidad de ensilado.

Estudios efectuados sobre el proceso de fermentacion lactica han
demostrado que la formacion de &cido lactico sobre el sustrato, genera un ambiente
que inhibe el desarrollo de la mayoria de los microorganismos de putrefaccion,
debido a que el acido lactico es un fuerte antagonista de las bacterias putrefactas y
patdgenas. Este efecto antagonista se ha atribuido a la formacion de acidos
organicos no disociados producidos por la fermentacion durante el proceso
(Sorrella y Speck, 1970).

Figura 16. Valores de porcentaje de acidez (acido lactico) en funcién al tiempo
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5.3.2.1 ANVA de porcentaje de acidez

Se realizaron los andlisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples

para los datos de % de acidez para el dia 1, a los 7 dias, a los 11 dias y 26 dias.

Cuadro 13. Resultados de analisis de ANVA de los valores de % de acidez

1 7 11 26
i 0 0 0 0
Tratamiento /Qde D /qde SD /qde sD /qde sD
acidez acidez acidez acidez
1 0.87+ 0.20® 1.06x 0.18> 1.56+ 0.15> 3.41+ 0.18¢
2 0.92+ 0.36® 0.73+ 0.13> 1.99+ 0.22° 2.76+ 0.56¢
3 2.35+ 0.37¢ 3.05x 0.92¢ 524+ 0.09¢ 3.63+ 0.23¢
4 1.89+ 0.15¢ 2.78+ 0.16¢ 1.46+ 1.27°
Probabilidad 0.0001 0.0001 0.0001 0.058

La significancia (P<0.0001) observada en el ANVA (Cuadro 13, desarrollado en
los cuadros 29 al 32, anexo) nos indica que existe diferencia de por o menos
uno de los tratamientos, esto en confirmado con la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (p<0.05), existe dos grupos (T1, T2 versus T3 y T4), que
son diferentes (p<0.05) a los dia 1 alos 7y alosl 1ya los dias 26 no hubo

diferencia.

5.3.3 ANALISIS SENSORIAL

Resultados y discusion:

Los resultados obtenidos en la figura 17, y en el Cuadro 18 de anexo,
muestran que desde el segundo dia de la preparacién de ensilado se percibié una
mezcla de olores de pescado y melaza, posteriormente se increment6 el olor a
frutas de los tratamientos T1 y T2, manteniendo la mayor calificacion hasta el
término del estudio (93 dias). El tratamiento T3 disminuyo gradualmente la
calificacién, debido probablemente a que no se formaron los &cidos organicos, y
a los 80 dias se percibi6 el olor a descomposicién. El ensilado T4 inicid su
descomposicion desde los 4 dias, los resultados coincide con los comentarios de

Vidotti y col. (2002) que encontro que los ensilados originan productos con
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caracteristicas diferentes. Pérez y col (1997), reportaron que los olores
desagradables son muy propensos en las conservaciones de pescados y mariscos
al ser alimentos proteicos muy putrescibles, cuando no pueden ser conservados
correctamente en refrigeracion o cuando no se tienen adecuados preservantes, ya
que contienen una flora bacteriana normal, que unida a los contaminantes que se
agregan al capturarlos y manipularlos, invaden la piel y la carne con gran

rapidez, produciendo sustancias que ocasionan alteraciones del olor.

Figura 17. Calificacion en el olor de las muestras de ensilado
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Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion en T2 es similar
reportado por por Bertullo (1989), en Evaluacion fisica de la calidad de ensilado

de acuerdo a sus caracteristicas obtuvo un olor a acido suave.

5.3.4 HISTAMINA

Los valores de histamina se muestran en la Cuadro 14, al realizar el anélisis de
varianza y la prueba de comparaciones multiples se obtuvieron los siguientes

resultados a los 25, 52 y 90 dias.
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Cuadro 14. Valores promedio y desviacién estandar de histamina (mg/kg de
ensilado) a los 25, 52 y 90 dias de almacenamiento

DIAS DE ALMACENAMIENTO
TRATAMIENTO

25 52 90
140.1% +
T1 88.78+4.2  136.6°+12.8
18.2
T2 63.12+ 2.0 80.82+ 159 83.72+20.4
T3 206°+84.9 239.2°+752 236°+82.3

La significancia (P<0.005) observada en el ANVA (Cuadro 14, desarrollado en
los cuadros 33 al 34, anexo) nos indica que existe diferencia en los tratamientos,
esto en confirmado con la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.05),

existe dos grupos (T1, T2 versus T3), que son diferentes.

Figura 18. Valores de histamina de los tratamientos T1, T2y T3
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Se encontro histamina en los ensilados preparados con residuos crudos de
trucha, eso indicaria la presencia del aminoacido histidina. La histamina, es
producida a partir de la descarboxilacion de la histidina, la mayoria de las
bacterias del deterioro, que poseen actividad descarboxilasa, son activas en

respuesta al pH acido, presumiblemente para elevar el pH del medio de
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crecimiento a través de la produccion de aminas (histamina), (Huss, 1988),
reporta que la otra posibilidad de formacion de histamina puede ser la
descarboxilacion de la “histidina proteica” generada durante la hidrolisis

proteica en el proceso de ensilado.

En el presente trabajo los valores de histamina de los tratamientos T1 y
T2 (140.1 + 18.2 y 83.7% 20,3 mg histamina/kg ensilado) fueron menores que lo
permitido para consumo humano (<200 mg histamina/kg de pescado), éstos
tratamientos se recomiendan para la elaboracion de ensilado destinado para
alimento de animales. Los valores de histamina encontrados en este trabajos
fueron inferiores a los encontrados por Albrecht y Salas (2013) de 549 mg
histamina/kg de ensilado (15 dias de almacenado el ensilado al ambiente) y 708
mg histamina/kg (90 dia de almacenamiento al ambiente). SANIPES (2010)
indica que en los productos de la pesca procedentes de especies de pescados
asociados a un alto contenido de histidina considera 200mg/kg como valor
limite. Y productos de la pesca sometidos a tratamiento de maduracién
enzimatica en salmuera fabricados a partir de especies de pescados asociados a
un alto contenido de histidina considera 400mg/kg como valor limite, para
consumo humano. La Comunidad Europea Europea establece un valor maximo
promedio de histamina de 100mg/kg; mientras que FDA( Food Drug
Administracion) establece que los niveles no debe superar los 50mg/kg para
pescado y de 200mg/kg para pescado enlatado, para consumo humano. En harina
de pescado se establecen niveles promedios maximos de histamina segun el tipo
de harina: super prime (250mg/kg), prime (600mg/kg) y estandar (por encima de
600mg/kg) (Fernandez, 2002). En Chile en un principio se consideraron 1500
mg/kg como valor limite, para una harina de pescado de buena calidad, luego
éste valor se rebajo hasta 1000 mg/kg, sin embargo algunos paises plantean un
méaximo de 300 mg/kg, cifra que se estima baja y dificil de lograr en forma

regular en el producto chileno (Zaldivar, 1992).

La figura 18 y Cuadro 14, muestran que el tratamiento T3 presentaron mayores
valores de histamina llegando hasta 236 + 82.3 g histamina/kg ensilado. Los
resultados obtenidos en comparacién con autores mencionados se encuentran

dentro los limites permitidos.
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5.3.5 EVALUACION DE DIGESTIBILIDAD DEL ENSILADO

La utilizacion de diferentes técnicas y materias primas utilizadas en la
elaboracion de los ensilados biolégicos, muestran mucha divergencia en su
composicion (Padilla et al., 1996). Por esta razdn existen controversias entre
autores sobre la eficiencia alimenticia; ya que hay quienes aseguran que la
digestibilidad del ensilado es cerca del 100 % y la de la harina de pescado fluctla
entre 75y 80% (Padilla et al., 2000).

Cuadro 15. Prueba de digestibilidad de ensilado bioldgico

Dieta: 10% ERT )
Dieta 5% ERT

ENSAYO Crecimiento
Engorde cerdos
cerdos

Proteina (g/100 g de muestra

> 15.9 16.7
original) (factor 6.25).
Digestibilidad de la proteina in
vitro (g/100 g de muestra 89.3 89.2

original).

En el cuadro 15 y anexo 4, se muestran la digestibilidad in vitro de la
proteina determinada en los alimentos con 5 y 10% de ensilado biolégico, fueron
de 89.3% y 89.2%, superior a lo recomendado por Ngrgaard et al. (2015)
quienes reportaron que la digestibilidad ideal de la proteina del ensilado de
pescado en cerdos es 61%. la digestibilidad es un indicador de calidad de

ensilado.
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CONCLUSIONES

El crecimiento de hongo Aspergillus orizae es mejor en cebada 25°C durante 60

horas, en la papa a 26°C por 62 horas y en el arroz a 26°C durante 60 horas.

La mejor formulacion obtenido fue la del T2 (residuo triturado de trucha/melaza/
koji crecido de proporciones: 3kg/ 4509/ 300 g de arroz), debido a que mantuvo el
pH mas bajo, el indice de acidez estable, y un olor agradable y menor contenido de

histamina.

La determinacion de la vida util fue mejor para el tratamiento (T2), porque alcanzo
un pH menor a 4.5, y valores de acidez mayores de 2, estable. También el anélisis
de olor reporto valores de 5 como muy aceptable y valores de histamina fueron

menores de 83.70mg/kg, hasta 93 dias.
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RECOMENDACIONES

Debido a la alta humedad del ensilado biolégico de productos pesqueros
infrautilizadas, se sugiere diseflar un equipo evaporador, optimizando su
eficiencia, para la remocién del agua de tal forma se incrementara el valor

nutricional y econdmico del producto.

De la tecnologia de elaboracion de ensilado, se sugiere la obtencion de dos
subproductos, tales como aceite y soluble de proteico de alta calidad nutricional

y emplearla en la alimentacion animal.

Se recomienda ubicar los lugares que tienen temperatura cercana a 26 °C en el

dia a temperatura ambiente para facilitar y acelerara el proceso de fermentacion.
Se plantea mayor control de la temperatura de exposicion de los baldes, de tal

manera que en los primeros dias de fermentacion se expongan las muestras el

mayor tiempo posible a temperatura cercanas a 26 °C.
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ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS PROXIMAL, PH, MICROBIOLOGICO DE RESIDUOS
DE TRUCHA

Las caracterizaciones de los residuos de trucha se muestran en Cuadro 11, los
residuos de trucha de la primera columna comprenden la cabeza, aletas, visceras y
recortes, la segunda columna se refiere a la trucha que se encuentra frecuentemente
en las jaulas por mortandad causada probablemente por el Flavobacterium. Se
observa que los residuos de trucha tienen un contenido de proteina de 12,6 % y de
grasa 17,9%, en el caso de la trucha muerta por flavobacteriosis presenté 15% de
proteina y un menor contenido graso de 6,2%.

Cuadro 16. Composicion Quimica Proximal de los residuos de trucha y de Trucha
muerta por flavobacteriosis

PROMEDIO (%)
Trucha entera muerta posiblemente

Residuos de Trucha

COMPONENTES por Flavobacteriosis
Humedad (%) 67,20 76,90
Proteina Cruda (%) 12,60 15,00
Grasa Cruda (%) 17,90 6,20
Cenizas (%) 2,40 2,80
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Cuadro 18. Valores de olor

OLOR

Tratamiento 2  Tratamiento 3  Tratamiento 4

Tratamiento 1

Dias

4.3

4.2

23 31 32 33 4.1

1.1 12 13 21 22

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

39
41
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Cuadro 19. Composicion proximal de ensilado bilégico de trucha

ENSAYO RESULTADOS
T 2 T3 T4
Determinacion de Ceniza 1,60% 2,50% 1,80% 1,50%
Determinacion de Grasa cruda 30,80% 38,00%  24,80% 24,90%
Determinacion de humedad 57,70%  49,40%  60,60% 56,30%

Determinacion de proteina cruda 7,30% 8,10% 7,60% 8,30%

Cuadro 20. Composicién proximal de dos muestras de ensilado bilégico de trucha.

Muestra 1 Muestra 2

Componente Himedo 90 % 100% | Himedo 90% 100%

MS MS MS MS
Humedad, % 59.6 10.0 0 63.0 10.0 0.0
Materia seca, % 40.4 90.0 100 37.0 90.0 100.0
Proteina cruda,% 124 21.7 30.8 115 28.0 31.1
Grasa cruda (extracto 25.7 57.2 63.6 17.3 42.1  46.8
etéreo), %
Ceniza (minerales totales), 2.4 5.3 5.9 8.2 19.9 222
%

ANEXO 2: ANALISIS ESTADISTICOS VALORES DE PH

Se realizaron los anélisis de varianza y la prueba de comparaciones maltiples para
los datos de pH al inicio, a los 7 dias, a los 11 dias, 28 dias y 40 dias, 55 dias y a los
93 dias.

v Inicio dia 1

Cuadro 21. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la fermentacién

dia 01
Fuente GL SC CM F P
T 3 2,24987 0,74966 364,32 0.000
Error 8 0,01647 0,00206
Total 11 2,26634

$=0.09946 R-cuad.=88.21% R-cuad.(ajustado) =83.78%

T N Media Agrupacién

4 3 6.26967 A

3 3 6.21267 A

2 3 5.87567 B

1 3 5.74233 B 83
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v" Alos 7 dias

Cuadro 22. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 7 dias

Fuente GL SC CM F P
T 3 2,24987 0,74966 364,32 0.000

Error 8 0,01647 0,00206

Total 11 2,26634

S=0.04537 R-cuad.=99.27% R-cuad.(ajustado) = 99.00%
T N Media Agrupacion
4 3 55563 A

3 3 47053 B
2 3 45480 C
1 3 447271 C
v’ 11dias
Cuadro 23. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la fermentacién a
los 11 dias
Fuente GL SC CM F P
T 3 2523081  0,841027 1536.82 0.000
Error 8 0.004378  0,000547
Total 11 2.527459

S$=0.02339 R-cuad. =99.83% R-cuad.(ajustado) = 99.76%
T N Media Agrupacion
4 3 55337 A

3 3 46153 B
2 3 44640 C
1 3 43937 D
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v A los 28 dias

Cuadro 24. Analisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 28 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 0.090263  0.045131 137.93 0.000

Error 5 0.001636 ~ 0.000327

Total 7 0.091899

S$=0.01809 R-cuad.=98.22% R-cuad. (Ajustado) =97.51%

T N Media Agrupacién

3 2 463500 A

2 3 441100 B

1 3 437400 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

v' 40 dias

Cuadro 25. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 40 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 0.10721 0.05360 40.07 0.000

Error 6 0.00803 0.00134

Total 8 0.11523

S =0.03657 R-cuad. =93.04% R-cuad.(ajustado) =90.71%
T N Media Agrupacion

3 3 4.62667 A

2 3 4.40467 B

1 3 4.38667 B
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v' 55 dias

Cuadro 26. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 55 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 0.13268 0.06634 65.10 0.000

Error 6 0.00611 0.00102

Total 8 0.13880

S$=0.03192 R-cuad. =95.59% R-cuad.(ajustado) = 94.13%
T N Media  Agrupacion

3 3 4.64800 A
1 3 4.39700 B
2 3 4.38433 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

v 79 Dias

Cuadro 27. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 79 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 0.16944 0.08472 16.96 0.003

Error 6 0.02997 0.00500
Total 8 0.19942

S=0.07068 R-cuad. =84.97% R-cuad.(ajustado) =79.96%

T N Media Agrupacion

3 3 476867 A

2 3 4.48867 B

1 3 446767 B

86
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v" 93 Dias

Cuadro 28. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 93 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 0.17205 0.08603 18.33 0.003

Error 6 0.02816 0.00469

Total 8 0.20022

S=0.06851 R-cuad.=85.93% R-cuad.(ajustado) =81.25%
T N Media Agrupacion

3 3 4.77100 A

1 3 4.48300 B

2 3 447267 B

87
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ANEXO 3: ANALISIS ESTADISTICOS DE PORCENTAJE DE ACIDEZ

Se realizaron los andlisis de varianza y la prueba de comparaciones multiples para los

datos de % de acidez para el dia 1, a los 7 dias, a los 11 dias y 26 dias.

v Dial

Cuadro 29. Analisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 1 dias

Fuente GL SC CM F P
T1 3 4.8200 1.6067 18.85 0.001

Error 8 0.6819 0.0852

Total 11 5.5019

$=0.2920 R-cuad.=87.61% R-cuad.(ajustado) =82.96%
T_1 N Media Agrupacion
3 3 23454 A

2 3 18918 A
4 3 09169 B
1 3 08687 B

v" Alos 7 dias

Cuadro 30. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 7 dias

Fuente GL SC CM F P
T1 3 12.450 4.150 18.40 0.001

Error 8 1.804 0.226

Total 11 14.254

S=0.4749 R-cuad.=87.34% R-cuad.(ajustado) = 82.60%
T 1 N Media Agrupacion
3 3 30495 A

4 3 27750 A
1 3 10672 B
2 307297 B
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v

11 dias

Cuadro 31. Analisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 11 dias

Fuente GL SC CM F P
T1 3 29.085 9.695 23.05 0,000

Error 8 3.363 0.420

Total 11 32.448

S=0.6484 R-cuad.=89.64% R-cuad.(ajustado) = 85.75%

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey
T 1 N Media Agrupacion

3 3 52410 A

2 3 19980 B

1 3 15636 B

4 3 14652 B

v A'los 26 dias

Cuadro 32. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 26 dias

Fuente GL SC CM F P
T1 2 1.259 0.629 4.74 0,058

Error 6 0.797 0.133

Total 8 2.055

No existio diferencia significativa entre los valores de % de acidez de los

tratamientos T1, T2 y T3 a los 26 dias.
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ANEXO 4: ANALISIS ESTADISTICOS DE VALORES DE HISTAMINA

v' 55 dias

Cuadro 33. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 55 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 38717 19358 9.57 0.014

Error 6 12131 2022

Total 8 50848

S=4497 R-cuad. =76.14% R-cuad.(ajustado) =68.19%
T N Media Agrupacion

3 3 23923 A

1 3 136.63 AB

2 3 80.87 B

v' 93 dias

Cuadro 34. Andlisis de varianza de comportamiento de pH durante la
fermentacion a los 93 dias

Fuente GL SC CM F P
T 2 35562 17781 7.08 0.026

Error 6 15074 2512

Total 8 50636

S=50.12 R-cuad.=70.23% R-cuad.(ajustado) = 60.31%

Desv.Est. agrupada = 50.12
T N Media Agrupacién

3 3 236.00 A
1 3 140.07 AB
2 3 8373 B

Son significativamente diferentes, entre los valores de histamina tratamientos

T1, T2y T3 alos 55y 93 dias.

0
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ANEXO 4: ENSAYOS DE LABORATORIO DE DIGESTIBILIDAD

T LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS -
s UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA ol

Institute de Certiffeacidn, Tnspeceiin y Ensaypos

INFORME DE ENSAYOS
N" 00625 - 2016

SOLICITANTE o ARAPA SAN FEDRO Y 5AN PABLO S.A,
MRECCHIN LEGAL PLAZA DE ARMAS 8N CERCADOD « FUNG

¢ RUC: 20322312688 Tebifonn: =eere-
FRODUCTO U ALTMENTO BALANCEADD

KOMERD DE MUESTRAS U
IDENTIFICACTONMTRA. : ERT: 3%
ESPECIE: CERDO
FASE: ENGORDE
CANTIDAD RECIBIDA 310 gt ervase) de mnestra proporcionada par el solicitnee,
MARCA{S) D RN
PORMA DE PRESENTACION : Envasado, la suesiva ingresa en bole sellada.
SOLICTTUD DE SERVIHCIN ¢SS NYEN-000231 2018

REFERENCIA 1 PERSOMAL
FECHA IE RECERCTON T 1RML2016
EMNSAYOSE SOLICTTAMIS . FISICOMUIMICD:
PERIDDO DE CUSTODIA : 3 Meses, 2 partir de |a fecha de recepeitn,
RESULTAIDODS ;

ERSAYOS FISICOSQUIMICOS :

ALCANCE : M.,

1 F‘lﬁnﬂ'ﬂ | REE.I.L'_I‘:U}D
| ~ Prodzsng g/ Illed:nn.u;un ipriginal] {Factor 6,.25) | I 7 i
2.- Diggratibadicdinl di o Proteing in Vi (g £ 100 g domoesm | Fhe]
igimal} I

METODOS UTILIZADDS EN EL LASORATORID ¢
1-00AC BB 13N} Ed, 19 Cap, 32 Pag. 14 3002
2~ Aadlnis y ValcracidaPiensos v Fomajes - Max Becker <1851 AQAL 7.050 1984

FECHA DE EIECUCION DE EN3AYDE: el 204012016 Al 2400153004,

ADVERTENCIA

|~ Bl ey, e ciwdi cness e ssmgnrtreny, iraimsmiesin y ransporie S |e mesesirs hasa su ingreso 0 La Modine Calidsd Total - Lsharilorion
s e pespensatilidad del 5ol ovanie

2. S protese la peprodnocita parcial o wotal del prenis Efmees dis L amoreidn de Lo Molim Calidad Toeal - Laboruioeios.

3-ilado s para |3 cntidad rechich, Po es en Certiflcadio de Confermldad nl Cerifleads del Siaene de Caludad de quien Ip produce.

4- e dosartinto ol ser rmmdu siz el simbolo de pcedieciin, an se anosenine deare del mans & B acatitiziin .;I,n-pndn por [ AT A A0

Rabdaling, 25 g Bwero de 20146
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LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Insiftrio de Certificactin, Inspeceida y Ensayos

INFORME DE ENSAY(S
N 000697 - 2016
SOLICITANTE SOARAPA SAN PEDRO Y SAN PABLO 5.4,
DIRECTHIN LEGAL PLAEZA DE ARMAS SN CERCADO - PUND
¢ RLIC: HI3E2312684 Taltana: ——

FREHICT {ALIMENTO BALANCEADD
NUMERD DE MUESTRAS o Lino
IDENTIFCACIONMTRA, » ERT: 10%

ESPECIE: CERDO

FASE: Crecimbeimo
CANTIDAD RECIBIRA 4109 g (+ envase) de muestra proporcicasda por el soliciants.
MARCAS L8 ML

FORMA DE PRESENTACION : Ervassdo, b siuestra ingresa en bolsn sellada,
SCHLICITU DE SERYICID H Ll B Tk (e
REFERESCIA : PERSOMAL

FECHA DE RECEPCION 19012014

ENEAYDS SOLICTTADOS : FiﬂIﬂﬂﬂU!leﬂ

FERICHMNY DECLUSTONA ¢ 3 Meses, a partir de |n fecha de recepeidn,
RESULTADOS :

ENSAYDS FISICOSOUTMICOS ;
ALCANCE ; N.A.

— -

! EMSAYD RESLLTAD |

1.~ Priviginn (.4 190 g de muesirn orlgiaal) (Footen 6,254 159 |
L+ Digestihitind de ba Proteies bs Viteo {g ¢ 103 g de st [ |
ulisilﬂh
WETODOS UTILIFADDS EN EL LARCRATORG ;

I.-ADALG D82 13(A) Ed 19 Gap. 32 Pag. 14 202
2. AREIE v WalorazianPlensas v Formajes -Wex Backar -1961 AQAC 7,050 1984

FECHA DE EFECUCION DE ENSAYOS: Daf 200072006 A1 204172014,

ABVERTENC LA

1.~ Ehmuestres, has pondiciones de maestres, trotaslents v i dz 5 mseiin hast s ingreso a La Malion Colidad Totel - Labomstieios
sn e eeesonsabilidad del Sobcimme

1- e priohibe |y repesduccidn parcial o fotal del presenes Indonne in ki anerizizidn & La Melina Caligsd Total - Laboraianss.

e Wil sdika pera o contided secdbida, Mo & or Cenifcado do Confremeddad ni Cerificado dzl Staesa de Calidad 92 sin b produce.

4.+ B docemenin & seremitide sin e simiboky de seraditacion, no se enciznin dendre del meroe de B acnoditacitn plengads por IMACAL-DA

La Moling, 29 de Frwro de )6 o
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