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RESUMEN

Los desperdicios del pescado representan una fuente valiosa de nutrientes; sin embargo,
muchas veces estos son subutilizados y desechados causando pérdidas econdmicas y
problemas ambientales. El presente estudio consistié en la recuperacion y aprovechamiento de
desechos de pescado para producir ensilados mediante fermentacion acido lactico, con la

finalidad de aumentar la hidrolisis proteinica y valorar el producto en la alimentacién animal.

Las condiciones de fermentacion fueron establecidas al evaluar tres fuentes de desecho de
pescado: fauna acompanante del camarén (FAC), desechos de barracuda mexicana (Sphyraena
ensis) (SB) y una mezcla de desechos del procesamiento de varias especies de pescado (MD).
Ademéas, fueron evaluadas tres concentraciones de melaza (6, 12 y 18% p/p, base humeda)
como fuente de carbono, dando 18% la mejor acidificacion con valores de pH y acido lactico

de 4.33 y 0.47 mmol/g, respectivamente.

La concentracion maxima de 4cido lactico (Pna.x) fue significativamente mayor con
Lactobacillus sp. B2 (0.54 mmol/g) que con Lactobacillus plantarum (0.48 mmol/g).
Asimismo, (MD) fue seleccionada para el escalamiento del proceso a nivel piloto e inoculada
con Lactobacillus sp. B2 (5% v/p, base hiimeda), debido a la incrementada produccion de

acido lactico y mayor disponibilidad, comparada con las otras fuentes de desechos de pescado.

El escalamiento se realizd en reactores de columna de acero inoxidable que constan de dos
modulos, el de la parte superior es utilizado para colocar la mezcla a fermentar y el de la parte
inferior sirve para recolectar el licor producido durante la fermentacion. Como criterio de
escalamiento fue usada similitud geométrica. Se comprobd que el tamafio y cantidad de carga
del reactor tuvieron efecto significativo (P<0.05) en la acidificacion, siendo ligeramente
menor al aumentar el tamafio y carga, lo cual fue observado durante el transcurso de la
fermentacion. No obstante, los ensilados obtenidos se conservaron en buen estado durante 150
dias debido al acido producido y la reduccion en Aw (0.94), lo cual estuvo relacionado con la
disminucion de las bacterias coliformes en tres ciclos logaritmicos llegando a 1.5x10” ufc/g y

manteniéndose constantes hasta el final de la fermentacion. Esto ultimo también estuvo



relacionado con el incremento de las bacterias acido lacticas (BAL), las cuales alcanzaron en

promedio 9.88 ciclos logaritmos (8.3 x 10° ufc/g) al llegar a la fase estacionaria.

El patrén electroforético PAGE-SDS mostré que con la adicion de indculo, la proteina de los
ensilados sufri6 mayor hidrolisis, resultando péptidos con pesos moleculares de 7 hasta 147
kDa. Asimismo, el grado de hidrolisis (GH) de proteina en los ensilados (85.92%) fue
significativamente mas alto que el de MD cruda (12.20%). Ademas, la digestibilidad in vitro

de proteina del ensilado (81.40%), también fue mayor que el de (MD) sin fermentar (69%).

Para estimar el valor biolégico del ensilado de pescado, se realiz6 un ensayo de alimentacion
con 160 codornices para produccion de carne (Coturnix coturnix japonica) de 21 dias de edad
y 78.06 £ 3.96 g de peso. Fueron preparadas cuatro dietas isoproteinicas para crecimiento con
diferentes niveles de ensilado de pescado (0, 5, 10 y 15%), las cuales fueron aplicadas en

cuatro repeticiones con diez codornices cada una.

Las dietas fueron aceptadas satisfactoriamente por las codornices y los parametros productivos

como el consumo de alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia no presentaron

diferencia significativa entre tratamientos (P>0.05). Ademas, el rendimiento de la canal y los

atributos de calidad sensorial de la carne de pechuga de codorniz como fueron el color, olor,

sabor, blandura y jugosidad, no mostraron diferencia significativa entre el control y las dietas

con ensilado de pescado (P>0.05). Asimismo, los panelistas probaron agradablemente la carne

sin haber detectado olor ni sabor a pescado.

Los resultados obtenidos demuestran el valor agregado de los desechos de pescado cuando son
transformados por fermentacion acido lactico en ensilados con alto grado de hidrolisis
proteinica y su importancia en la produccion de codornices sin mostrar efectos adversos, asi

como también podrian ser atractivos para alimentacion de otras especies animales.

Palabras claves: Desechos de pescado, melaza, Lactobacillus, fermentacion acido lactica,

escalamiento, hidrolisis de proteina, digestibilidad, alimento para codornices.
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ABSTRACT

The fish wastes are generally dumped or discarded causing environmental pollution and off
odours. However, they represent large resources that are currently underutilized. The purpose
of this study was the lactic acid fermentation of three sources of fish wastes: Shrimp by catch
(SC), Sphyraena ensis wastes (SB) and mixture of fisheries processing wastes from several
species (MixW) for production of protein hydrolysates. MixW were added with several sugar
cane molasses concentrations as carbon source, 180 g/Kg of sugar molasses gave the fastest
acidification.

The maximum concentration of lactic acid (Pm.x) was significantly higher with Lactobacillus
sp. B2 than that obtained with Lb. plantarum. Shrimp by catch (SC), Sphyraena ensis wastes
(SB) and MixW were evaluated on lactic acid fermentation. MixW was selected for scaling up
and inoculated with Lactobacillus sp. B2 due to the enhanced lactic acid production and
availability. The silage obtained was well preserved due to the acid produced and the
reduction in Aw (0.94). The SDS-PAGE electrophoretic pattern showed that using inoculum,
the proteins suffered the highest hydrolysis, resulting in peptides with molecular weights from
7 to 147 kDa. The coefficient of protein hydrolysis of silage at 144 h of fermentation was
significantly higher (0.94) than the obtained with raw MixW (0.12). The coefficient of protein
in vitro digestibility (CPD) of silages was also determined higher, 0.88, than the raw MixW
(0.69).

The feeding trials with 160 quails for meat production (Coturnix coturnix japonica), 21 days
old and 78.06 + 3.96 g of weight each, was carried out in order to assess the biological value
of fermented product of fish wastes. Four isoproteics diets for growth were prepared at
different levels of fish silage (0, 5, 10 and 15%), which were applied in four repetitions with
ten quails each.

Diets were successfully accepted by the quails and productive parameters such as feed intake,

weight gain and feed conversion rate did not show significant difference between treatments

and commercial diet used as control (P>0.05). Moreover, the carcass yield and the attributes

meat as the color, odor, flavor, tenderness and juiciness, did not show significant difference

between control and the diets with fish silage (P>0.05). Also, the panelists tasted pleasantly
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the meat without detected any odor or taste of fish. The results reported herein show a high
nutritional value and are of interest for the reuse of fishery by-product wastes by industrial

sector.

Keywords: Fish waste, molasses, Lactobacillus, lactic acid fermentation, scaling-up, protein
hydrolysis, digestibility, animal feed.
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. INTRODUCCION

En México, la actividad pesquera es sumamente importante, en el 2003 se reportd una captura
total de 1,564,966 toneladas (Andénimo, 2003). Se producen cantidades importantes de
desechos de los procesos de enlatado, desviscerado y fileteado del pescado, que en nuestro
pais representan aproximadamente 400,000 toneladas, estos estan constituidos de piel,

cabezas, visceras, esqueletos y una porcion considerable de tejido muscular.

La cantidad de desechos pesqueros anualmente en el mundo varia de 17.9 a 39.5 millones de
toneladas (Barroga y col.,, 2001). Ademas de estos subproductos, existe una cantidad
considerable de especies de pescado pequetias de mala apariencia y sin valor comercial que
acompafian al camardn durante su captura, la cual se denomina fauna acompanante del
camaréon (FAC). En México se han reportado alrededor de 8, 888 toneladas de FAC, que en su

mayoria no es utilizada (Anénimo, 2003).

En muchos paises, los desechos pesqueros son destinados principalmente a la produccion de
harina de pescado, siendo una de las principales fuentes de proteina utilizadas en alimentacion
animal. Sin embargo, ademas de que el proceso de obtencion de harina es altamente
contaminante, los precios de la harina de pescado han subido durante las Gltimas tres décadas
y muy probablemente aumenten mas con el continuo incremento en la demanda (Li y col.,

2004).

En México, una minima parte de los desechos pesqueros son aprovechados para producir
harina y el resto es tirado acarreando problemas graves de contaminacion (Barroga y col.,
2001). Lo anterior ha fomentado el aprovechamiento de los desechos pesqueros mediante

métodos biologicos para recuperar productos con valor agregado (Shirai, 1999).

El ensilaje de pescado es una alternativa para la conservacion de los desechos pesqueros que
se puede realizar por medio de acidificacion directa de los desechos de pescado con acidos
organicos, inorganicos o mezcla de ambos (ensilado quimico), o por fermentacion (ensilado

bioldgico) con bacterias lacticas que producen acido lactico in situ (Shirai y col., 2001).



El propdsito de ambos métodos es bajar el pH del sustrato (pescado o desecho) para inhibir el
crecimiento de microorganismos dafiinos y patdgenos, evitando asi su descomposicion.
Ademas, la caida rapida del pH permite mantener los procesos microbioldgicos y enzimaticos

favorables que ayudan a preservar la buena calidad del ensilado de pescado.

El proceso de produccion de ensilado de pescado requiere de poca infraestructura, es mas
econdmico, no es contaminante y puede producirse a diferente escala en comparacion con la

produccion de harina de pescado (Dong y col., 1993; Coello y col., 2000).

A diferencia del ensilado quimico, el ensilaje de pescado via fermentacion lactica ofrece mas
ventajas, en particular donde existe disponibilidad de subproductos ricos en carbohidratos
como la melaza e incluye tecnologia artesanal simple la cual es adaptable a nivel campo

(Fagbenro y Jauncey, 1994; Arason, 1994).

El ensilado de desechos acuaticos por fermentacion lactica es una fuente valiosa de proteinas,
lipidos y minerales que ha sido utilizado exitosamente como suplemento proteinico en
alimentos para animales (Plascencia y col., 2002; Vidotti y col., 2002); en la formulacion de
medios de cultivo (Coello y col., 2002); en la recuperacion de quitina (Cira y col., 2002); de
pigmentos (Gimeno Y col., 2007) y como sustrato para la produccion de otros compuestos tales

como enzimas (Matsumoto Yy col., 2004).

Para establecer las mejores condiciones de fermentacion, el ensilaje biologico requiere la
seleccion de la fuente de desecho pesquero, de un cultivo iniciador y la fuente de carbono
apropiados; asi como del nivel necesario para producir suficiente acido lactico, ademas de
otros metabolitos elaborados por las bacterias acido lacticas y que en conjunto permitan
mantener el producto estable (Van Wyk y Heydenrych, 1985; Shirai y col., 2001; Cira y col.,
2002).

Por otra parte, cuando se ha logrado establecer las condiciones de fermentacion a nivel

laboratorio, el escalamiento es fundamental para predecir con un riesgo minimo las



condiciones bajo las cuales debe llevarse a cabo el proceso de produccion a nivel piloto o

industrial.

Dada la demanda actual de fuentes de proteinas con alto valor nutritivo y bajo precio, es
necesario el aprovechamiento de los subproductos naturales por métodos econdémicos y no

contaminantes.

Con base a lo anterior, el presente trabajo tuvo como proposito establecer las condiciones de
fermentacion lactica de desechos de pescado y realizar el escalamiento del proceso a nivel
piloto, con la finalidad de obtener ensilados de pescado con alto valor nutritivo para ser

evaluados en la alimentacion de codornices.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Produccidn pesquera nacional e internacional.

La pesca es una actividad de gran importancia en el mundo debido al valor que representa
desde el punto de vista econdmico y social. Las cifras que incluyen las capturas, asi como
también la produccion en acuicultura son de 140.47 millones de toneladas a nivel mundial,

mientras que para nuestro pais se ha reportado una produccion total de 1.56 millones de

toneladas (FAO, 2004).

2.1.1. Valor nutritivo del pescado.

El pescado es una fuente de proteinas, lipidos vitaminas y minerales de alto valor nutritivo
consumido en todo el mundo. Practicamente todas las especies de pescado tienen la misma
calidad en términos de proteinas; sin embargo, s6lo unas pocas de ellas son consumidas
usualmente, debido a factores culturales, habitos alimenticios y otros aspectos tales como
apariencia pobre, tamafio inusual y sabor inatractivo. Muchas de las especies capturadas
carecen de valor comercial debido a esas consideraciones, pero son igualmente tan nutritivas

como las preferidas (Barzana y Garcia, 1994).

2.1.2. Subproductos pesqueros.

En la industria pesquera se procesa una gran variedad de especies, de las cuales solo del 40 al
50% representa la fraccion comestible. El resto constituye subproductos ricos en proteinas que
se pueden transformar en diversos productos utiles. Cuando se capturan peces y moluscos
existen numerosas especies entre las capturas que no se consumen como alimento humano,
denominados morralla, que puede también transformarse en productos de gran utilidad

(Ockerman y Hansen, 1994).

2.1.3. Fauna acompafante del camaréon (FAC).
De la produccién pesquera mundial, se estima que unos 20 millones de toneladas son
descartados en el mar anualmente. De estos 20 millones de toneladas la mayor parte tiene

origen en la pesca de camaron tropical; se ha estimado que cada afio 9.5 millones de toneladas



de fauna acompafiante de camardon (FAC) son devueltos al mar frente a las costas de paises en

via de desarrollo, donde la poblacion padece de pobreza y hambre (Cabello y col., 2005).

La FAC incluye a todas las especies de pescado y otros organismos incidentalmente
capturados durante las operaciones de arrastre de este crustaceo. La relacion FAC/camaro6n es
5:1 para aguas templadas y de 10:1 para aguas tropicales. Mas del 90% del pescado de la FAC
pesa menos de 50 g y mide menos de 20 cm; la variacion en la composicion depende de la

zona geografica, entre otros factores (Cabello y col., 2005).

2.1.4. Composicion quimica y valor agregado de los desechos pesqueros.

Tanto los desechos de la industria pesquera, asi como la FAC causan serios problemas
ambientales en muchas partes del mundo donde son tirados inadecuadamente. Sin embargo,
esos desechos son valiosos porque contienen abundantes biomoléculas tales como proteinas,
lipidos, minerales, enzimas y quitinas (Wang y Hwang, 2001). Como puede observarse en la
(Tabla 1), los desechos pesqueros presentan un contenido de nutrientes que los hace atractivos

para ser utilizados en la elaboracion de productos con valor agregado.

Tabla 1. Composicion proximal (g/100 g, base himeda) de algunos desechos pesqueros.

Tipo de desecho pesquero Humedad Proteinacruda* Lipidos Cenizas
Pescado sin valor comercial 72.65 21.24 1.20 2.75

de agua de mar®
Pescado sin valor comercial 62.97 18.37 12.55 4.18

de agua dulce’

Residuos del fileteado de 68.62 13.49 10.85 5.13
tilapia®

Residuos del fileteado de 71.72 15.48 5.52 4.38
sardina®

a: (Vidotti y col., 2002).
b: (Zahar y col., 2002).
* = Nitrogeno total X 6.25



Las especies de pescado no comercializables y los desechos pesqueros, frecuentemente
adquieren valor cuando son usados para la produccion de harina de pescado, concentrados e

hidrolizados proteinicos de pescado (Barzana y Garcia, 1994).

2.1.4.1. Concentrados proteinicos de pescado (CPP).

Un concentrado proteinico de pescado es definido como un producto estable para consumo
humano preparado de pescado entero o de otros animales acuaticos o partes de ellos (Barzana
y Garcia, 1994). En este tipo de productos, la concentracién de proteina es incrementada por
remocion de agua y, en ciertos casos, de aceite, huesos y otros materiales (Finch, 1977). De

acuerdo con esta definicion, la harina de pescado podria ser considerada en esta categoria.

El potencial de los CPP como aditivo alimentario es limitado en su mayoria debido a que
carecen de solubilidad y tienen pobres propiedades funcionales. De modo que, para solubilizar
los CPP es necesario degradar la proteina en péptidos de tamafio mas pequeno. Ese
tratamiento rinde una mezcla de fragmentos proteinicos conocidos como Hidrolizados

Proteinicos de Pescado (HPP) (Barzana y Garcia, 1994).

2.1.4.2. Hidrolizados proteinicos de pescado (HPP).

Durante el proceso de produccion de HPP, la depolimerizacion de proteinas de alto peso
molecular ocurre por el rompimiento de enlaces peptidicos por medio de la adicion de
moléculas de agua. En un medio acuoso, el exceso de agua favorece este proceso litico y es

por lo tanto llamado “hidrolisis” (Barzana y Garcia, 1994).

La hidrolisis es alcanzada con la ayuda de 4cidos, alcalis o enzimas. La hidrolisis 4cida causa
la destruccion de triptéfano y la formacion de NaCl seguido de la neutralizacion, lo cual puede
hacer el producto inpalatable; mientras que la hidrolisis alcalina produce el aminoécido
lisinoalanina, el cual puede causar envenenamiento a los animales (Raa y Gildberdg, 1982).
Contrariamente, la hidrélisis enzimatica produce menos subproductos indeseables (Kristinsson

y Rasco, 2000).



Los HPP producidos por tratamientos enzimaticos son algunas veces llamados “concentrados
bioldgicos de proteina de pescado”. El proceso es un medio para transformar pescado pelagico
barato y desechos del procesamiento de pescado en concentrados proteinicos, los cuales
pueden ser usados como sustitutos de leche, suplementos alimenticios y saborizantes de
caldos, en vez de ser utilizados en alimentos de bajo valor para animales (Haard y Simpson,

1994).

Un problema que se presenta con los (HPP) es la formacion de péptidos hidrofobicos de sabor
amargo, lo cual puede ser evitado a veces con proteasas especificas. Sin embargo, esta parte
del proceso incrementa los costos de produccion debido a que las enzimas comerciales son

caras (Lian y col., 2005).

2.2. Bacterias lacticas.
2.2.1. Definicion general.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos compuestas por varios
géneros con un numero de caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y metabdlicas en comun.
En general las BAL pueden ser caracterizadas como cocos o bacilos Gram-positivos no
esporulados, anaerobicos, microaerofilicos o aerotolerantes; los cuales son oxidasa, catalasa y
benzidina negativos, carecen de citocromos, no reducen el nitrato a nitrito y producen acido
lactico como el tnico o principal producto de la fermentacion de los carbohidratos (Carr y col.,
2002). Este tipo de microorganismos son generalmente utilizadas como cultivos iniciadores
en la elaboracion de productos lacteos, tales como leche acidificada, yogurt, mantequilla y
quesos; asi como también en el procesamiento de carnes, bebidas alcohdlicas y vegetales

(Hall, 2002).

2.2.2. Clasificacion.

La clasificacion de las BAL en géneros diferentes es basada en la morfologia, modo de
fermentacion de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), crecimiento a
diferentes temperaturas, configuracion del acido lactico producido, habilidad para crecer a alta

concentracion de sal y tolerancia 4cida o alcalina. En la naturaleza existen los siguientes



géneros: Aerococcus, Alloinococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weisella (Axelsson, 1998).

2.2.3. Caracteristicas fermentativas de las bacterias lacticas.

Aunque existen diversos géneros de BAL, estas son agrupadas como homofermentadoras o
heterofermentadoras basado en el producto final de su fermentacion. Las homofermentadoras
poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico como el producto principal de la
fermentacion de la glucosa utilizando la via de Glucdlisis (Embden-Meyerhof). Mientras que,
las heterofermentadoras convierten hexosas a pentosas por la via 6-fosfogluconato-
fosfocetolasa, produciendo en el proceso ademas de 4cido lactico, cantidades significantes de

otros productos como acetato, etanol y CO, (Carr y col., 2002).

2.2.4. Componentes antimicrobianos producidos por bacterias lacticas.

La conservacion de alimentos por medio de fermentacion con BAL es debida a la inhibicion
de un gran nimero de microorganismos patégenos y dafiinos por varios productos finales de la
fermentacion. Estas sustancias son acidos como lactico y acético, perdxido de hidrégeno,
diacetilo, bacteriocinas y productos secundarios generados por la accion de lactoperoxidasa

sobre el peroxido de hidrogeno y tiocianato (Shirai y col., 1996).

2.2.4.1. Produccion de acidos.

La acumulacion de acido lactico y otros acidos orgéanicos producidos por BAL, reduce el pH
del ambiente con un efecto inhibitorio de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. La
forma no disociada del acido organico puede penetrar con mayor facilidad la pared celular
microbiana donde el pH maés alto del contenido celular promueve la disociacion, dando lugar a
la liberacion de iones hidrogeno y el anidon correspondiente; de modo que, ambos iones
interfieren en el metabolismo celular. El valor del pKa del 4cido organico es importante
porque las formas sin disociar pueden predominar a un pH por debajo del pKa para cada

acido. Por lo tanto, el acido acético (pKa 4.76) tendra mayor actividad antimicrobiana que el

acido lactico (pKa 3.86) (Ouwehand, 1998; Hall, 2002).



2.2.4.2. Perdxido de hidrogeno y didxido de carbono.

Cuando el oxigeno estd presente, las BAL pueden producir peroxido de hidrogeno, el cual
puede generar radicales hidroxi que causan peroxidacion a los lipidos de la membrana y
susceptibilidad de la célula microbiana de muchos microorganismos. El di6xido de carbono es
un producto final de la fermentacion heterolactica y en ocasiones se obtiene por
descarboxilacion de aminoacidos por BAL. El dioxido de carbono promueve un ambiente
anaerobico, reduce el pH y puede ayudar a destruir la integridad de la pared celular microbiana

(Hall, 2002).

2.2.4.3. Diacetilo.

El diacetilo es producido por bacterias lacticas que fermentan el citrato y es sintetizado en el
metabolismo intermediario del piruvato. Se caracteriza por el aroma a mantequilla que le
imparte a productos lacticos cultivados. Se ha mostrado la actividad antimicrobiana del
diacetilo a nivel de 200 pg/ml para levaduras y bacterias Gram-negativas y a 300 pg/ml para

bacterias Gram-positivas no lacticas (Jay, 1982; Ouwehand, 1998).

2.2.4.4. Bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas producidos por muchas bacterias y que presentan
actividad antimicrobiana contra otras cepas de bacterias estrechamente relacionadas (Holo y
col., 2001). Varias de las bacteriocinas de bacterias Gram positivas son muy potentes, tienen
amplio espectro inhibitorio y pueden encontrar uso como agentes antimicrobianos en varias

aplicaciones practicas (Holo y col., 2001; Ray, 2001).

Todas las especies de BAL usadas para producir alimentos fermentados son capaces de
producir bacteriocinas, las cuales han atraido gran interés debido a su uso potencial como
aditivos seguros no toxicos en la preservacion de alimentos (Klaenhammer, 1988; Holo y col.,

2001).

Existen tres clases de bacteriocinas producidas por BAL: 1) lantibioticos; 2) péptidos
pequetios hidrofobicos estables al calor (<13,000 Da); 3) proteinas grandes termolabiles

(>30,000 Da) (Ouwehand, 1998).



La mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL son péptidos pequefios catidonicos e
hidrofobicos y estables al calor (Jack y col., 1995). Entre estas, la nisina es producida por

cepas de Lactococcus lactis y es uno de los antibidticos mejor estudiados (Ray, 2001).

2.3. Probioticos.
2.3.1. Definicién.

Existen varias definiciones de probidticos, pero la mas completa de ellas afirma que son
“cultivos puros o mezclas de cultivos de microorganismos vivos, que aplicados al hombre o
animales aportan efectos benéficos al huésped mejorando las propiedades de la flora nativa”

(Torres, 2002).

2.3.2. Bacterias lacticas probioticos.
La mayoria de los microorganismos probioticos pertenecen al grupo de las BAL y son

utilizadas por la industria alimentaria en la elaboracion de productos fermentados (Torres,

2002; Nousiainen y Setdld, 1998).

Muchas especies de BAL probidticos se caracterizan por ejercer efectos benéficos al mantener
la flora intestinal y urogenital normal, aligerar la intolerancia a la lactosa, disminucion de
incidencia de diarreas, estimulacién del sistema inmune, reduccion del colesterol sérico,
actividad anticarcinogénica y mejoramiento de valor nutricional de los alimentos (Torres,

2002).

Esos beneficios, son producidos por los metabolitos antibacterianos y componentes celulares
especificos de varias especies de bacterias intestinales nativas deseables, particularmente
Lactobacillus acidophilus., Lactobacillus reuteri, asi como de varias especies de
Bifidobacterium y pocas especies de BAL no intestinales, tales como Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus plantarum, Streptococcus thermophilus, y Lactococcus lactis (Ray,
1996, Salminen y col., 1998).
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2.4. Fermentacion acido lactica, importancia y aplicaciones.
La fermentacion acido lactica, es uno de los métodos més antiguos para preservar alimentos,
que consiste en un proceso microbiano muy complejo en el cual una poblacion de bacterias

lacticas llega a ser la microflora predominante (Shirai y col., 1996).

Mediante este proceso, se obtienen productos estables debido a la rdpida fermentacion lactica
anaerobica, la cual reduce el pH a niveles que inhiben el crecimiento de microorganismos
deteriorativos. Ademads, los diversos alimentos preparados por fermentacion lactica tienen
como caracteristicas principales: una mayor vida 1til, cambios en propiedades organolépticas,
como el sabor y la textura que los hacen mas apetecibles, y en algunos casos, mejores en su

calidad nutricional (Shirai y col., 1996; Yin y col., 2005).

La fermentacion acido lactica también es aplicable en la recuperacion de productos con valor
agregado a partir de desechos de mariscos (Shirai, 1999) y en la preservacion de subproductos
o desechos de origen vegetal y animal con la finalidad de producir alimentos para animales

(Martin, 1996).

Durante la fermentacion lactica, ademas del acido lactico, se producen en menor cantidad
otros compuestos como diacetilo, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, los cuales de manera
conjunta con la disminucion del pH inhiben el crecimiento de microorganismos daiiinos y

patogenos aumentando la vida de anaquel del producto (Enes Dapkevicius y col., 2000).

2.4.1. Factores que afectan la fermentacion acido lactica.

El éxito en la conservacion de alimentos por fermentacion acido lactica depende del répido
crecimiento de BAL y la suficiente produccion de éacido lactico, lo cual conlleva a la
eliminacion de microorganismos competidores debido a valores de pH bajos, ademas de la
accion de otros agentes antimicrobianos. Respecto a lo anterior, los factores principales que
influyen sobre el crecimiento de bacterias acido lacticas y la velocidad a la cual el pH de la
fermentacion disminuye y los microorganismos competidores son inhibidos son: (i)
disponibilidad suficiente de carbohidratos fermentables; (ii) disponibilidad de factores

organicos e inorganicos de crecimiento; (iii) anaerobiosis; (iv) temperatura; (v) concentracion
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de cloruro de sodio; (vi) concentracion de acidos orgénicos y valor del pH; (vii) concentracion
de dioxido de carbono; (viii) produccion de otros compuestos inhibitorios; (ix) capacidad
amortiguadora del sustrato; (x) numero inicial de bacterias acido lacticas; y (xi) nimero inicial

de microbios competitivos (Owens y Mendoza, 1985).

Debido a las caracteristicas de la presente investigacion, la informacion que se describe a
continuacion esta relacionada con los factores que afectan la fermentacion 4cido lactica de

pescado y desechos pesqueros.

2.4.1.1. Fuente de carbohidratos.

Ya que el pescado es muy bajo en carbohidratos, es necesario afiadir alguna fuente de estos
sustratos para obtener una buena produccion de acido durante la fermentacion. El suero de
leche en polvo, azlcar refinada y melaza de caia de azlcar solos o en combinacion han sido
utilizados para fermentar desechos de pescado (Van y Heydenrych, 1985). Sin embargo, la
melaza de cafla es una de las fuentes de carbohidratos mas utilizadas, debido a su alto
contenido de carbohidratos solubles y precio econémico (Zahar y col., 2002). Aunque la
mayoria de las BAL normalmente requieren carbohidratos facilmente fermentables para su
crecimiento, algunas son capaces de generar energia a partir de L-arginina en presencia de

baja concentracion de glucosa (Carr y col., 2002).

2.4.1.2. Factores de crecimiento.

Las vitaminas, aminoacidos, minerales y otros factores de crecimiento requeridos por las BAL
derivan del tejido y visceras de pescado y estan disponibles por lo general en cantidades
suficientes (Owens y Mendoza, 1985). Por lo tanto, los desechos pesqueros son una fuente
valiosa de esos nutrientes que pueden ser usados en el cultivo de microorganismos exigentes

como son las BAL (Horn y col., 2005).
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2.4.1.3. Anaerobiosis.

La disminucion del crecimiento de bacterias Gram negativas aerobicas obligadas y dafiinas,
depende de la exclusion temprana de oxigeno durante la etapa inicial de la fermentacion,
antes que las condiciones acidas sean establecidas. Por otra parte; para evitar el crecimiento
de hongos y levaduras, es necesario mantener condiciones anaerdbicas especialmente en la
superficie del producto fermentado. Esos microorganismos son capaces de tolerar las
condiciones 4cidas y su crecimiento puede conducir al agotamiento de acidos orgéanicos y por
consecuencia, al aumento en el pH del material fermentado, creando serias implicaciones para

mantener la calidad y seguridad del producto (Owens y Mendoza, 1985).

2.4.1.4. Temperatura.

La temperatura puede tener una influencia considerable sobre la composicion de poblaciones
microbianas y por lo tanto en la estabilidad y caracteristicas sensoriales de productos
fermentados. De modo que, altas temperaturas ambientales pueden acelerar el crecimiento de
todo tipo de microorganismos, incluyendo los patégenos, asi como también las BAL. En ese
sentido, se ha reportado que temperaturas entre 25 y 30°C son suficientes para producir
ensilados de pescado por fermentacion lactica (Zahar y col., 2002). Por otra parte, la
fermentacion acido lactica de desechos de camaron se ha realizado exitosamente manteniendo

la temperatura a 30°C (Shirai y col., 2001; Cira y col., 2002).

2.4.1.5. Concentracion de sal.

En la fermentacion lactica la adicion de sal realiza la doble funcion de disminuir la actividad
de agua de la carne de pescado y ayudar a las bacterias lacticas en su competencia con las
bacterias daninas (Owens y Mendoza, 1985). Recientemente se ha usado 5% de NaCl en
fermentacion lactica de desechos de sardina con la finalidad de suprimir el desarrollo de
bacterias productoras de gas. Los resultados mostraron que la actividad de las BAL fue

inhibida bajo esas condiciones (Zahar y col., 2002).
2.4.1.6. Concentracion de acidos organicos y valor del pH.

Puesto que las BAL son excepcionalmente tolerantes a los 4cidos organicos débiles y valores

de pH bajos, rapidamente dominan ambientes anaerobicos ricos en nutrientes y azucar (Liicke,
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1995). Aunque el pH optimo de crecimiento depende del género; por ejemplo, Lactobacillus
y Pediococcus requieren de un valor menor de 4.5, mientras que Leuconostoc crece facilmente
a valores de pH por arriba de 4.5 (Carr y col., 2002). Sin embargo, para la inhibicion efectiva
de bacterias deteriorativas y patogenas, es necesario que el pH disminuya tan rapidamente
como sea posible a valores en los cuales una proporcion significativa de acido este presente en
la forma sin disociar. Por ejemplo, el acido lactico presenta un pKa de 3.87, mostrando su

accion inhibitoria a valores de pH por debajo de 4.9 (Axelsson, 1998).

2.4.1.7. Concentracion de dioxido de carbono.
Las BAL son tolerantes a ambientes con altas concentraciones de bidxido de carbono,

contrariamente a la mayoria de las bacterias que son sustancialmente menos tolerantes. De
modo que, la produccion temprana de diéxido de carbono en fermentaciones naturales de
alimentos por BAL heterofermentativas productoras de gas, puede ser un factor importante en

la eliminacion rapida de bacterias patdogenas y dafiinas (Owens y Mendoza, 1985).

2.4.1.8. Capacidad amortiguadora del sustrato.

La conservacion de alimentos por fermentacion 4cido lactica depende del rapido
establecimiento de las condiciones acidas, de modo que los microorganismos dafiinos no
tengan tiempo para realizar un crecimiento significativo. La velocidad de declive del pH es
afectada principalmente por la capacidad amortiguadora del sustrato. En ese sentido, los
alimentos ricos en proteinas como el pescado, con alta capacidad amortiguadora, requeriran
mayor crecimiento de BAL y produccion de dcido para efectuar una caida significativa del pH

(Owens y Mendoza, 1985; Faid y col., 1994).

2.4.1.9. Namero inicial de BAL.

La concentracion de la poblacion y actividad de las BAL presentes inicialmente en el sustrato,
son de gran importancia para que suceda rapida y efectivamente la produccion de acido
lactico. Aunque las BAL son habitantes naturales del pescado, estan presentes en
concentraciones bajas, de 10'/g a 10*/g. Por lo tanto, el éxito en la conservacion de pescado o
cualquier otro producto de origen animal por fermentacion acido lactica, depende de la adicion

de un cultivo iniciador de BAL (Martin, 1996).
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2.5. Ensilaje de pescado.

2.5.1. Definicion.

El ensilaje de pescado es definido como un proceso de conservacion que se puede realizar por
acidificacion directa del pescado o desperdicios de su procesamiento con acidos (ensilaje
quimico), o por fermentacion (ensilaje biologico), con bacterias lacticas que utilizan una

fuente de carbono para producir acido lactico in situ (Ockerman, y Hansen, 1994; Shirai y col.,
2001; Zahar y col., 2002).

Por ambos métodos, se tiene el propdsito de producir un suplemento proteinico de alta calidad
para animales llamado “ensilado de pescado” que puede ser almacenado a temperatura
ambiente por tiempo prolongado, sin reducir su valor nutritivo y calidad higiénica. El ensilado
de pescado es un producto de alto valor bioldégico que presenta una composicion quimica

similar a la materia prima usada para su elaboracion (Hall, 2002; Vidotti y col., 2002).

2.5.2. Ensilado quimico.

Este tipo de ensilado se obtiene cuando al pescado o subproductos pesqueros se les afiade
alglin 4&cido 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 hidrolisis proteinica. Los acidos clorhidrico,
sulfurico, fosforico, féormico y propidnico han sido usados, ya sea solos o en combinacion

(Arason, 1994).

2.5.3. Inconvenientes del ensilado quimico.

Cuando son utilizados acidos minerales tales como el sulftirico, clorhidrico o fosférico, se
requiere bajar el pH a 2 para alcanzar la inhibiciéon 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; ademads, antes de ser aplicado
el producto en alimentacion animal se requiere de su neutralizacion y resulta una

concentracion de sal elevada que es indeseable desde el punto de vista nutricional (Ockerman,

y Hansen, 1994; Arason, 1994).
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En caso de ser utilizados acidos organicos como lactico, propidnico, férmico o acético para la
acidificacion, no existe aumento en el contenido de cenizas, ademas no es necesario
neutralizar el ensilado antes de utilizarlo en alimentacion animal. Sin embargo, estos acidos
son mas caros que los inorganicos lo cual aumenta el precio del producto (Levin, 1994).
Ademas, tanto los &cidos inorganicos como los organicos son corrosivos y dificiles de manejar

en volumen (Hall, 2002).

Se ha reportado que el consumo de ensilado elaborado con acidos inorganicos puede causar
deficiencia de calcio en los animales, entre otros dafos. Por otra parte, cuando son utilizados
acidos organicos, también pueden causar problemas a los animales; por ejemplo, el desarrollo
de tlceras y dafio en membranas mucosas por acido formico (Szakacs y col.,, 1988).
Contrariamente, el 4cido lactico puede ser metabolizado facilmente por animales como los

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

2.5.4. Ensilado bioldgico.

La produccion de ensilado biologico de pescado requiere de una alta concentracion de BAL.
Ademas, debido a que el pescado es pobre en carbohidratos, es necesario anadir una fuente de
azucares altamente fermentables en forma de mono o disacaridos para el buen crecimiento de
BAL y la produccion suficiente de acido lactico. Lo anterior es recomendable para que la
fermentacion sea exitosa al obtenerse valores de pH por debajo de 4.5, lo cual permita inhibir

el crecimiento de microorganismos nocivos (Enes Dapkevicius y col., 2000).

2.5.4. 1. Ventajas del ensilado biologico versus ensilado quimico.

Algunas de las ventajas principales del proceso de ensilado bioldgico en comparacion con el
ensilado quimico son: ahorro econdmico porque se evita la compra de 4acidos; facil
mantenimiento y reproduccion 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 hidrdlisis
proteinica que resulta del ensilado de pescado fermentado es menor que en el ensilado

producido por adicién de acido. Ademads, el proceso de fermentacion ayuda a estabilizar la
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calidad del aceite en el producto, lo cual resulta mas atractivo para los animales (Enes

Dapkevicius y col., 1998; Kjos y col., 2001).

2.5.4.2. Seleccion de la fuente de carbono.

Los niveles de acido lactico 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 4cido 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 BAL; de modo que, se pueda lograr una excelente

acidificacion en tiempo corto (Cira y col., 2002).

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 cana
de aztcar (Guerouali y col, 1995; Fagbenro y Juncey, 1998; Vidotti y col., 2002; Zahar y col.,
2002), sacarosa y lactosa (Enes Dapkevicius Yy 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).

2.5.4.3. Seleccion del cultivo iniciador.

Los microorganismos acidificantes pueden estar presentes en la microflora nativa del pescado,
tal y como es reportado por Zahar y col. (2002) quienes evitan la adicion de cultivo iniciador
empleando un alto nivel de melaza (40%), lo cual conlleva a la inhibicién de microorganismos

dafiinos por efecto de presion osmotica y acidificacion.
No obstante, la seleccion y uso de un cultivo iniciador es recomendable y muy importante para

iniciar una rapida produccion de acido lactico, lo cual provoca la caida consecuente del pH e

inhibicion del crecimiento de bacterias patdgenas y dafiinas (Hall, 2002).
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Ademas, el acido lactico provoca cambios en las caracteristicas sensoriales debido a la
desnaturalizacion de las proteinas musculares (Yin y col., 2005). Por otra parte, la seleccion
del iniciador es fundamental para el control de la fermentacion y mejora de la calidad, ya que
las BAL varian en su habilidad para estabilizar el ensilado de pescado (Van Wyk y
Heydenrych 1985; Shirai y col., 2000; Cira y col., 2002; Vidotti y col., 2002).

En ese sentido, se han considerado algunos tipos de Lactobacillus con capacidad para prevenir
la oxidacion de las grasas, de modo que, cuando es incorporado el ensilado fermentado en
dietas para animales aumenta su palatabilidad (Raa y Gildberg, 1982; Enes Dapkevicius Yy col.,
1998). Ademas, los ensilados inoculados pueden ser una fuente valiosa de probidticos con

varios beneficios para los animales (Salminen y Wright, 1998, Jay, 2000).

2.5.5. Composicién quimica de ensilado de desechos pesqueros.

El ensilado de pescado ofrece un gran potencial para utilizar los desechos pesqueros como una
fuente de nutrientes en alimentacion animal. Sin embargo, el contenido de proteinas lipidos y
minerales del ensilado de pescado depende principalmente de la materia prima utilizada para
su elaboracion (Martin, 1996); aunque por lo general, el ensilado presenta altas
concentraciones de estos nutrientes (Tabla 2). Ademas, el ensilado de pescado presenta valores
satisfactorios de aminoacidos esenciales (Espe y col., 1994; Vidotti y col., 2003), asi como

también elevada digestibilidad de la proteina (Vidotti y col., 2002).

Tabla 2. Composicion quimica proximal (g/100 g, en base seca) de ensilado de desechos pesqueros

obtenidos por fermentacion lactica.

Fuente de desecho Humedad Materia seca Proteina Lipidos  Minerales
pesquero bruta

Tilapia® 66.35 33.65 41.39 11.74 15.30
Pescado comercial® 62.54 37.46 44.9 11.32 4.63
Visceras de pescado® 76.10 23.90 58.70 19.70 7.60
Hidrolizado proteinico® 69.20 30.80 30.03 15.0 17.65

a: (Fagbenro y Jauncey, 1993).

b: Pescado de agua de mar no apto para consumo humano (Vidotti y col., 2002).

c: (Dongy col., 1993).

d: Producido de ensilado fermentado de desechos de camarén (Plascencia y col., 2002).
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2.5.6. Hidrolisis de las proteinas (autolisis).

Durante el proceso de produccion de ensilado de pescado, el acido activa las enzimas
endogenas propias del sustrato (pescado o desechos de pescado), las cuales hidrolizan las
proteinas. El proceso es llamado “autolisis” y provoca un aumento en la concentracion de
aminoacidos libres y péptidos, lo cual da lugar a un incremento de la solubilidad (Raa y

Gildberg, 1982; Haard y col., 1985).

Cuando el ensilado es producido por fermentaciéon lactica, se ha encontrado que
microorganismos del género Bacillus spp. son eficientes agentes hidrolizantes pudiendo

contribuir en la digestion de las proteinas del pescado (Martin, 1998).

La licuefaccion resultante es dependiente de la temperatura, de las especies de pescado
utilizadas y su presentacion. De modo que, al incrementar la temperatura aumenta el contenido
de nitrégeno soluble y si la materia prima no ha sido desviscerada, la velocidad de la

proteolisis incrementa (Mackie, 1982; Arason, 1994).

Independientemente del tipo de ensilado, por arriba del 70% del nitrogeno presente serad

soluble después de una semana si la temperatura de almacenamiento se mantiene cerca de

30°C (Arason, 1994).

Las caracteristicas del ensilado de pescado son similares a las de salsas de pescado,
mostrando licuefaccion considerable debido a la autélisis de proteinas, asi como también

liberacion de lipidos, cuando son usadas especies de pescado grasas (Hall, 2002).
Por otra parte, al incrementar la hidrolisis de proteina también aumenta la digestibilidad, lo

cual resulta en su mejor aprovechamiento cuando el ensilado de pescado es usado en dietas

para animales monogastricos (Espe y col., 1999).
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2.5.7. Métodos para determinar el grado de hidrolisis de proteinas.
Debe tenerse presente que durante la hidrolisis proteinica no sucede una sola reaccion, sino un
conjunto de reacciones simultdneas de rotura de enlaces con distintos grupos cargados en

equilibrio, lo que hace muy complejo este tipo de proceso (Guadix y col., 2000).

En ese sentido, se han reportado tres cambios importantes de la proteina nativa durante la
hidrolisis enzimatica: 1) Principalmente, incremento en el niimero de grupos ionizables (NH;",
COQ)), hidrofobicidad y carga neta; 2) disminucion en el peso molecular de la cadena
polipeptidica y 3) alteracion de la estructura molecular, permitiendo la exposicion de zonas

hidrébofas al ambiente acuoso (Mahmoud y col., 1992).

Cuando sucede la hidrolisis de proteinas, el rompimiento de cada enlace peptidico da lugar a la
formacion de un grupo a-carboxilico, asi como también un grupo a-amino (Adler-Nissen,
1994). Una forma de medir la licuefaccion de la proteina es por su grado de hidrolisis (GHP),
el cual se define como: “la proporcién que existe entre el nimero de enlaces peptidicos rotos
mediante hidrolisis y el numero total de enlaces peptidicos de la proteina, expresado como un

porcentaje” (Ravallec y col., 2001)

Existen varios métodos para medir el GHP, por ejemplo, pH stat, osmometria, contenido de
nitrogeno soluble y el método del 4cido trinitro-benzeno-sulfénico (TNBS). Este ultimo, es
ampliamente utilizado y consiste en un ensayo espectrofotométrico del croméforo formado
por la reaccion del TNBS con los grupos a-amino liberados durante la hidrolisis de las

proteinas (Adler-Nissen, 1979).

2.5.8. Ventajas del ensilado de pescado en comparacion con la harina de pescado.

La harina de pescado es un producto obtenido por tratamiento térmico, secado y molienda del
pescado entero o desechos de pescado. Este producto es usado como una de las principales
fuentes de proteina en la acuicultura e industrias avicola y porcina, entre otras (Mc Donald y

col., 1999).
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Debido a que la produccion de harina de pescado generalmente implica altos gastos de energia
y de capital, el proceso no siempre resulta econémico, causando problemas serios de escasez
e incremento del precio del producto (Martin, 1996). Por tal motivo, existe una gran demanda
de proteinas de alta calidad y bajo precio para ser utilizados en la formulacion de alimentos
para animales (Li y col., 2004). Una alternativa a la produccion de harina de pescado, es el
ensilado de desechos pesqueros, lo cual permite recuperar esa fuente valiosa de proteinas

adquiriendo un valor agregado (Plascencia y col., 2002).

Las ventajas que ofrece el ensilado de pescado en comparacion con la harina son las siguientes
(Raa y Gilberg 1982; Dong y col., 1993; Zahar y col., 2002):

e No se pudre, tiene olor fresco a acido.

e Menos problemas de contaminacion.

e Laescala de produccion se puede variar sin afectar la economia de produccion.

e Las necesidades energéticas de produccion son reducidas.

e Tecnologia simple y de poco capital.

e No requiere infraestructura y equipo costoso.

e Buenas propiedades de almacenamiento.

e Se pueden aprovechar subproductos agroindustriales.

Asimismo, el ensilado de pescado es una opcidn para el aprovechamiento de los subproductos
pesqueros en areas rurales o lugares aislados donde no es redituable la produccion de harina

de pescado (Arason, 1994).

2.6. Escalamiento de los procesos de fermentacion.

El escalamiento se define como el conjunto de técnicas que conducen a predecir, con un riesgo
minimo, las condiciones bajo las cuales debe de operar un equipo a cualquier escala, mayor o
menor, con base a resultados experimentales en la escala disponible. El objetivo final del
escalamiento es el de reproducir los resultados experimentales de la escala disponible en la
escala que se pretende, respetando un factor de escala, un principio inviolable de similitud y

con base a un criterio idéntico en las dos escalas (Cira y col., 2001).
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El escalamiento no es un método justo en una sola via, incluyendo sistemas de escala mas
pequefio a mas grande (scale-up), sino también incluye el método reverso, cominmente
llamado scale-down. Este ultimo también es valorado para la obtencion de informacion
adicional de procesos que se estan llevando a cabo y es caracterizado por ser econdémico,

simple y eficiente (Lonsane y col., 1992).

El problema del escalamiento es uno de los de mayor importancia no s6lo en fermentaciones
sino en la industria en general (Quintero, 1981), siendo en el caso del método scale-up, el
eslabon crucial en la transferencia de un proceso a escala de laboratorio a un proceso de escala

comercial.

En los procesos de fermentacion en medio s6lido FMS, el proceso de escalamiento es mas
complicado en comparacion con la fermentacion en medio liquido FML, debido
principalmente a que la FMS implica el uso de varios tipos de biorreactores, intensa
generacion de calor en la mayoria de los casos y falta de homogeneidad en el sistema

(Mitchell y Lonsane, 1992).

El desarrollo de procesos modernos de fermentacion microbioldgica incluye muchos pasos, los
cuales han sido agrupados en seis actividades: 1) aislamiento, investigacion y seleccion del
microorganismo apropiado; 2) optimizacion de los parametros fisico-quimicos y nutrimentales
asi como también la estandarizaciéon de las operaciones unitarias del proceso a escala
laboratorio; 3) estudios de escalamiento y, si es necesario, el disefio y establecimiento de la
planta piloto; 4) generacion de datos de ingenieria y disefio de la planta comercial; 5)
construccion de la planta y la solucion de dificultades en ésta y 6) operacion regular de la

planta para la obtencion del producto (Lonsane y col., 1992).
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3. ANTECEDENTES

La produccion de ensilado de pescado implica una tecnologia que no es reciente; sin embargo,
en la actualidad se siguen realizando investigaciones orientadas a evaluar los diferentes

factores que afectan el proceso, ademas de su aplicacion en la alimentacion animal.

La mayoria de los estudios para producir ensilado de pescado han sido enfocados al uso del
método quimico. Sin embargo, muchos investigadores en el mundo han mostrado gran interés

por el método biologico debido a las ventajas que este ofrece.

Entre los diferentes factores que afectan la produccion de ensilado biolégico de pescado,
varias fuentes de carbono han sido utilizadas; por ejemplo lactoseuro, melaza y azucar
refinada, solos o en combinacion (Van y Heydenrych, 1985), lactosa (Hassan y Heath, 1986),
dextrosa (Lassen, 1994), harina de maiz o tapioca (Fagbenro y Juncey, 1993), sacarosa y

lactosa (Enes Dapkevicius y col., 2007).

Debido a su alto contenido energético y bajo costo, la melaza ha sido mayormente empleada
para elaborar ensilado biologico de pescado. No obstante, existen varios reportes que difieren
en cuanto al nivel dptimo necesario de este subproducto para realizar satisfactoriamente la

fermentacion lactica de desechos de pescado.

Segun Raa y Gildberg (1982), la adicion de 10% o mas de melaza a menudo es requerida para
producir un ensilado estable. Sin embargo, Dong y col. (1993), reportaron que un 4% de
melaza en combinacion con un cultivo iniciador de BAL, fue necesario para obtener resultados
exitosos. Asi mismo, Fagbenro y Juncey (1995), utilizaron un nivel del 5%; aunque
posteriormente los mismos autores (Fagbenro y Juncey, 1998) aplicaron la misma fuente de
carbono en una concentracion de 150 g/Kg, adicionando 5 ml/Kg de Lactobacillus plantarum.
Por otra parte, se ha reportado el uso de altos niveles de melaza (40%), sin adicidon de cultivo

iniciador para elaborar ensilado de pescado (Zahar y col., 2002).

23



Sin embargo, el control de la fermentacion requiere el uso de un cultivo iniciador capaz de
producir de forma rapida suficiente acido lactico, lo cual provoca la disminucion necesaria del

pH para inhibir las bacterias nocivas (Hall, 2002).

En ese sentido, se han probado diferentes cepas de BAL para producir ensilados de pescado,
entre las cuales Lactobacillus alimentarius y Lactobacillus plantarum alcanzaron la mejor
fermentacion, siendo seleccionado este ltimo para el proceso (Van y Heydenrych, 1985). En
otros estudios también se ha utilizado Lactobacillus plantarum en combinacion con
Streptococcus faecium (Dong y col., 1993) y como cepa pura (Hassan y Heath, 1987,
Fagbenro y Juncey, 1998; Vidotti y col., 2002; Enes Dapkevicius y col., 2007) para aumentar

la produccion de acido durante la produccion de ensilado bioldgico de pescado.

Por otra parte, se han evaluado cuatro cepas diferentes de BAL para fermentar desechos de
camaron, resultando Lactobacillus pentosus y Lactobacillus sp. B2 mejores productores de
acido lactico, aunque pequenas cantidades de acido acético fueron detectadas en muestras
inoculadas con Lactobacillus pentosus, por lo que Lactobacillus sp. B2 fue seleccionado para
establecer las condiciones de la fermentacion (Shirai y col., 2001). En estudios posteriores,
Lactobacillus sp. B2 fue utilizado para escalar el proceso de fermentacion de desechos de
camaron a nivel piloto (Cira y col., 2002). Sin embargo, a pesar de que Lactobacillus sp. B2
fue un acidificante eficiente bajo las condiciones de los estudios mencionados anteriormente,

no se ha evaluado su uso en fermentaciones de desechos de pescado.

Ademas de lo anterior, varias fuentes de pescado y desechos de pescado han sido utilizados
para producir ensilados. Por mencionar algunos ejemplos, perca blanca y trucha entera
(Hassan y Heath, 1987), tilapia entera (Fagbenro y Juncey, 1998), desechos de salmoén (Kjos y
col., 2000), desechos del procesamiento de atun (Vizcarra y col., 1999), merluza plateada
entera (White y col., 1999), sardina entera y sus desechos (Zahar y col., 2002), pescado no til
para consumo humano tanto de agua dulce como de mar, ademas de residuos del fileteado de
tilapia (Vidotti y col., 2003), macarela azul (Enes Dapkevicius y col., 2007). Sin embargo,
existe una variacion considerable entre diferentes lotes de ensilado debido al origen del

pescado utilizado (Arason, 1994).
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Por lo tanto, es fundamental la evaluacion de las fuentes de desechos pesqueros existentes en
cada zona geografica, asi como también las fuentes de carbono y cultivo iniciador con sus
respectivos niveles para establecer las condiciones de fermentacion, lo cual es de gran

importancia para escalar el proceso.

El escalamiento basado en similitud geométrica es una técnica que trabaja sobre la base de
usar las mismas proporciones fisicas durante el cambio de escala a plantas piloto e industrial
(Lonsane y col., 1992). Este método ha sido usado recientemente con éxito, para escalar a
nivel piloto la fermentacion acido lactica de desechos de camardn en un reactor de columna
que consta de dos modulos (Cira y col., 2002). Sin embargo, no ha sido evaluado el

escalamiento del proceso para producir ensilados de pescado, empleando este tipo de reactor.

El ensilado de pescado es satisfactorio en cuanto al contenido de aminoacidos esenciales, por
lo que es recomendable su uso en alimentacion animal (Hassan y Heath, 1987; Arason, 1994;

Dong, y col., 1993; Vidotti y col., 2003).

Por ejemplo, Hassan y Heath (1987), reportaron que la inclusion de 5 o 10% de ensilado de
pescado en el alimento, mejoré la eficiencia alimenticia de pollos para parrilla, en
comparacion con un alimento control sin ensilado. Por su parte, Espe y col. (1992),
demostraron que la sustitucion de harina de pescado por ensilado de pescado (0, 5, 10, 20, 30
6 40%) en la alimentacion de pollos de engorda, no afectd o mejord el crecimiento y la

eficiencia alimenticia.

También se ha demostrado que una mezcla (ensilado de desechos de atin:sorgo) en una
proporcion 70:30 puede ser incluida en un 0, 5, 10 6 15% en el alimento, sin presentar
diferencias significativas en la conversion alimenticia y sin efectos adversos en pollos de

engorda (Vizcarra y col., 1999).

Asimismo, el ensilado de pescado incluido en la dieta (50 g/Kg) y diferentes niveles de aceite

de pescado para alimentar pollos de engorda, mejord la conversion alimenticia; ademas,
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aumentaron los niveles de acidos grasos instaurados en la grasa abdominal y en la carne de
pechuga de los pollos (Kjos y col., 2000). También reportaron que el ensilado de pescado en
gallinas de postura no afect6 el consumo de alimento, producciéon de huevo, composicion de
acidos grasos de la yema y color del huevo; sin embargo, al aumentar el nivel de aceite de

pescado en el alimento, aument¢ la intensidad del color de la yema (Kjos y col., 2001).

En otro estudio fue sustituida la proteina de pasta de soya en 0, 50 6 75% con ensilado
fermentado de viseras de Cachama blanca (Piaractus brachiponum) para alimentar cerdos,
resultando mejor la sustitucion del 50% en cuanto a ganancia de peso y conversion
alimenticia; ademas, el rendimiento de la canal fue de 80% y la grasa dorsal mostrd un espesor
maximo de 2 cm (Bermudez y col., 1999). Por otra parte, Kjos y col. (1999), emplearon el
ensilado de pescado (50g/Kg) y diferentes niveles de aceite de pescado (2.5, 5.5 6 9.5%) en la
alimentacion de cerdos, sin haber encontrado diferencias significativas en el crecimiento y

calidad de la canal.

Barroga y col. (2001) por su parte, reportaron que la inclusion de ensilado de pescado en el
alimento (8% de la materia seca) para corderos no afectd6 el consumo de alimento en

comparacion con otros dos alimentos, uno con harina de pescado y otro con urea.

El ensilado de los desechos pesqueros también ha sido aplicado en acuicultura. Por ejemplo,
Fagbenro y Jauncey, (1998) utilizaron el ensilado de pescado en la formulacién de dietas para
alimentar tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) demostrando que, la materia seca, proteina

cruda y energia bruta presentaron valores de digestibilidad mayor que 80%.

Por otra parte, Vidotti y col. (2002) compararon ensilado de pescado producido por digestion
acida con ensilado fermentado al incluirlo en un 30% de las dietas para alimentar juveniles
de Pacu (Piaractus mesopotamicus). La proteina del alimento presentd valores de
digestibilidad relativamente altos (72.5 - 80.0%), siendo mejor para el alimento con ensilado

fermentado.
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También se han utilizado hidrolizados proteinicos de desechos de camar6on obtenidos por
fermentacion acido lactica en alimentacion de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus L). La
sustitucion del 10 y 15% de harina de pescado con el hidrolizado de desechos de camardn fue
mejor en cuanto a ganancia de peso, peso corporal final, razén de crecimiento especifico y
conversion alimenticia, en comparacion con la dieta control y aquellas con alto nivel de

hidrolizado (Plascencia y col., 2002).

Debido al valor nutritivo que representa el ensilado de pescado, también ha sido utilizado
como ingrediente en la optimizacion de un medio de cultivo para producir lisina (Coello y col.,

2002).

Es importante destacar la casi ausencia de publicaciones sobre alimentacion y nutricion de
codornices en los ultimos diez afos, asi como la falta de datos publicados sobre la
composicion de la canal (Lazaro y col., 2005). Ademas, es escasa la informacion publicada
sobre el uso de ensilado de pescado en alimentacion de codornices. Recientemente Zinudheen
y col. (2008) incluyeron ensilado biologico de pescado elaborado con desechos de la
produccion de surimi en dietas para codornices de postura, evidenciando un aumento en la

produccion total y calidad interna de huevo.
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4. JUSTIFICACION

Los desechos pesqueros, a pesar de presentar un gran potencial nutritivo, en muchas partes del
mundo son tirados causando graves problemas ambientales y riesgos para la salud humana. En
paises donde son aprovechados los desechos pesqueros, han sido utilizados principalmente
para producir harina de pescado, siendo una de las principales fuentes de proteina empleadas
en alimentacion animal. Sin embargo, los precios de la harina de pescado han subido
continuamente debido a la disminucion en la producciéon global e incremento en la demanda,
lo cual ha provocado escasez del producto. Lo anterior ha fomentado la busqueda de alimentos

proteinicos alternativos y econémicos para animales.

La conservacion de los desechos pesqueros por fermentacion acido lactica ofrece varias
ventajas en comparacion con la harina de pescado, debido a que implica una tecnologia més
econdmica, menos contaminante, se puede realizar a diferente escala y no requiere de gran

infraestructura.

El ensilado de desechos acudticos por fermentacion lactica es una fuente valiosa de nutrientes
que puede ser usado exitosamente como suplemento proteinico en alimentos para animales,
en la formulacion de medios de cultivo, en la recuperacion de quitina y como sustrato para la

produccion de compuestos tales como enzimas.

La presente investigacion esta orientada hacia el aprovechamiento de desechos de pescado
para producir ensilados por fermentacion acido lactica, con la finalidad de darles un valor
agregado y disminuir los problemas de contaminacidon. Asimismo, aplicar el producto
obtenido en alimentacion de codornices con la intencidon de disminuir los costos de

produccion.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un proceso para la obtencion de ensilado de pescado mediante fermentacion lactica y

su escalamiento a nivel piloto para aprovechar especies de la fauna acompanante del camaron

y subproductos de la industria pesquera.

Objetivos especificos

Evaluar el efecto de diferentes niveles de melaza sobre la fermentacion acido lactica

de desechos de pescado.

Evaluar la fuente de desecho pesquero y tipo de microsilo (reactor) sobre la

fermentacion acido lactica de desechos de pescado.

Seleccionar el cultivo iniciador para la fermentacion acido lactica de desechos de

pescado.

Establecer las condiciones de fermentacion que permitan el escalamiento del proceso

de produccion de ensilado de pescado a nivel piloto.

Determinar las caracteristicas quimicas y microbiologicas; ademas, evaluar el grado de
hidroélisis y digestibilidad proteinica del ensilado de pescado obtenido por fermentacion

acido lactica.
Aplicar el ensilado de pescado obtenido en la alimentacién de codornices y evaluar su

efecto sobre los pardmetros productivos, rendimiento de la canal y calidad sensorial

de la carne.
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6. HIPOTESIS

Diferente nivel de melaza, fuente de desecho de pescado, tipo de bacteria lactica y
microsilo afectan la acidificacion, consumo de azlicares y actividad de agua de los

ensilados de desechos de pescado obtenidos por fermentacion acido lactica.

La fermentacioén éacido lactica de desechos de pescado puede ser llevada a nivel

piloto obteniéndose resultados semejantes a los de escala laboratorio.

La hidrdlisis proteinica de ensilados fermentados de desechos de pescado es

diferente debido a la adicion de cultivo iniciador y tiempo de fermentacion.
El consumo de alimento con diferentes niveles de ensilado de pescado, afecta los

parametros productivos, rendimiento en canal y calidad sensorial de la carne en

codornices.
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7. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental de la investigacion fue dividido en tres etapas, en la primera fueron
establecidas las condiciones de fermentacion, las cuales consistieron en seleccionar el nivel de
melaza, el desecho de pescado, tipo de reactor y el cultivo iniciador. En la segunda, se realiz6
el escalamiento del proceso de fermentacion a nivel piloto en reactores de columna y en la
tercera se hizo un ensayo bioldgico de aplicacion del producto en alimentacion de codornices.

En la Figura 1 se presenta el proceso de produccion de ensilado de pescado.
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Figura 1. Proceso de elaboracion, caracterizacion y aplicacion de ensilado de pescado obtenido

por fermentacion acido lactica.
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7.1. Establecimiento de las condiciones de fermentacion.

7.1.1. Materiales.

7.1.1.1. Desechos de pescado.

El pescado y subproductos pesqueros fueron obtenidos del Puerto de San Blas Nayarit,
México. Los desechos fueron molidos en un molino para carne (Marca Torrey, modelo 32-3,
M¢éxico) a un tamafo de particula de 0.5 cm de didmetro y se almacenaron a -20°C hasta su
uso. Con el objeto de seleccionar la fuente de desecho pesquero, fueron utilizados tres tipos

que consistieron en los siguientes:

Fauna acompafante del camardon (FAC).

Formada por especies de pescado entero sin valor comercial capturados en barcos
camaroneros en la zona costera del Puerto de San Blas, Nayarit que incluyeron: sardina aleta
amarilla, burrito blanco 6 roncon (Haemulon scudderi), raton blanco (Polydactylus
approximans), raton amarillo (Polydactylus opercularis), caballito o papelillo (Selene

peruviana), ralladito, salmoncillo y chivito.

Subproductos de barracuda mexicana (Sphyraena ensis) (SB).

Formados por: cabeza, visceras, piel, esqueleto y residuos de carne de esa especie.

Mezcla de subproductos de varias especies de pescado (MD).

Esta mezcla de desechos fue obtenida del proceso de fileteado del pescado y consistié de
cabezas, visceras, piel, esqueleto y residuos de carne de las siguientes: chabelita (Peprilis
snyderi), barracuda mexicana, (Sphyraena ensis), palometa (Trachynotus ovatus), corbina
(Argyrosomus regius), Chihiiil (Bagre panamensis) y mojarra (Diplodus vulgaris) (Froese y
Pauly, 2008).

7.1.1.2. Fuente de Carbono.
Fue utilizada melaza de cafia, suministrada por Ingenio el Molino S.A. de C.V. ubicado en
Tepic Nayarit, cuya composicion quimica fue determinada de acuerdo a métodos de la AOAC

(1990): 25.15% de humedad, 10.37% de cenizas y 55.73% de carbohidratos solubles.
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7.1.1.3. Cultivo iniciador.

Para seleccionar el nivel de melaza, fuente de desecho de pescado y tipo de reactor, se utilizo
la cepa Lactobacillus plantarum (APG-Eurozym). Ademas, para seleccionar el iniciador se
hizo la comparacion de Lb. plantarum con Lactobacillus sp. B2, el cual fue aislado de
desechos de camardon en investigaciones anteriores (Shirai, 1999). Cada una de las cepas
fueron cultivadas en caldo MRS (Man Rogosa and Sharpe) a 30°C durante 24 horas hasta

alcanzar una concentracion celular de aproximadamente 1x10° ufc/ml.

7.1.1.4. Microsilos.
7.1.1.4.1. Microsilos tipo frasco.
Estos consistieron en frascos de vidrio de 5.5 cm de altura y 3 cm de didmetro interior con

capacidad de 30 g a los que se adicionaron 20 g de mezcla para fermentar (Figura 2).

7.1.1.4.2. Microsilos de lecho empacado

Fueron utilizadas columnas de vidrio de 20 cm de altura x 2.3 cm de didmetro interior con
capacidad de 60 g, las cuales fueron empacadas con 50 g de mezcla. En la parte inferior de la
columna se adapto un tubo de vidrio de 15 cm de altura y 1.5 cm de didmetro interno para

recuperar el licor producido durante la fermentacion (Figura 2).

Microsilo de lecho
empacado

Microsilotipo frasco

Figura 2. Microsilos tipo frasco y de lecho empacado usados para establecer las condiciones

de fermentacion acido lactica de desechos de pescado.
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7.1.2. Métodos.

7.1.2.1 Seleccion del nivel de melaza.

Para llevar a cabo la seleccion del nivel de melaza, fueron anadidos 6, 12 y 18 g de melaza en
base hiimeda a cada 100 g de la mezcla de desechos de pescado de varias especies. Como
iniciador se adiciond Lactobacillus plantarum a una concentracion de 5 ml por cada 100 g de
mezcla de desechos de pescado (base himeda) y como control se hizo una mezcla de desechos

y melaza a las mismas concentraciones pero sin adicion de indculo.

El mezclado se hizo de forma manual lo mas homogéneo posible y se colocaron 20 g de
mezcla para fermentar en cada uno de los microsilos tipo frasco. Estos fueron cerrados y se
incubaron a 30°C. Se hizo un muestreo por duplicado de los ensilados producidos para cada
tratamiento a las 0, 24, 48 y hasta 360 h de fermentacion. Las determinaciones realizadas
fueron: pH, acidez total titulable (ATT), actividad de agua (Aw) y azucares solubles totales
(AST).

7.1.2.2. Seleccidn del tipo de desecho de pescado y microsilo (reactor).

Este experimento fue disefiado al utilizar las tres fuentes de desechos de pescado: 1) FAC, ii)
subproductos de barracuda mexicana (SB) y ii1) mezcla de subproductos de varias especies
(MD) para preparar la mezcla de fermentacion. Por cada 100 g de desecho de pescado fueron
adicionados 5 ml y 18 g (base humeda) de Lactobacillus plantarum y melaza,
respectivamente. Las fermentaciones fueron realizadas en ambos microsilos (frasco y lecho
empacado), manteniendo la temperatura a 30°C. Se hicieron muestreos cada 24 h hasta
completar 192 h y se determiné pH, ATT y Aw; ademads, las muestras de licores obtenidas en
reactor de lecho empacado fueron analizadas para determinar la distribucion de pesos

moleculares de proteinas por electroforesis.

7.1.2.3. Seleccion del cultivo iniciador.

Lactobacillus sp. B2 ha sido utilizado exitosamente en fermentaciones de desechos de
camaron (Shirai y col., 2001; Cira y col., 2002). Sin embargo, no se tienen reportes de
fermentaciones de desechos de pescado utilizando esta cepa; por tal motivo, fue utilizada en

este experimento para seleccionar el cultivo iniciador.
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La mezcla de desechos de pescado de varias especies (MD) fue mezclada con 18% (p/p) de
melaza en base humeda e inoculados con cada uno de los dos iniciadores descritos
anteriormente (Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sp. B2) al 5% (v/p) base himeda. La
fermentacion se realizd en microsilos tipo frasco manteniendo la temperatura a 30°C y el
muestreo se realizdé cada 24 h hasta transcurrir 720 h de fermentacién. Las determinaciones

realizadas fueron pH, ATT y AST.

7.1.2.4. Fermentacion en reactor de lecho empacado.

Con la finalidad de aumentar el tiempo de conservacion de los ensilados y emplear el iniciador
seleccionado en el experimento anterior, fue utilizada la mezcla de desechos de pescado a la
que se afiadieron 18% (p/p) de melaza y 5% (v/p) de Lactobacillus sp. B2. La mezcla fue
colocada en microsilos de lecho empacado para llevar a cabo la fermentaciéon a 30°C durante
120 dias. Las determinaciones realizadas fueron: pH, ATT, andlisis microbioldgico, grado de

hidrolisis y digestibilidad in vitro de la proteina.

7.1.2.5. Analisis de muestras.

7.1.2.5.1. Determinacion de pH y acidez total titulable (ATT).

Las muestras fueron diluidas (1:10) en agua destilada y colocadas en parrilla con agitacion
magnética para medir el pH usando un potenciometro (pH 210 HANNA, Italia).
Inmediatamente después se determino la acidez total titulable (ATT) con NaOH 0.1N valorado
hasta un pH final de 7.5. La ATT, expresada como porcentaje de acido lactico fue calculada

con la siguiente expresion:

% ATT = [(ml de NaOH)(Normalidad del NaOH)(0.09)/g de muestra] x 100

Posteriormente el porcentaje de acido lactico fue convertido a mmoles/g.

7.1.2.5.2. Determinacion de azucares solubles totales (AST).

Los azucares solubles totales presentes fueron determinados por el método del fenol-acido
sulfurico (Dubois Yy col., 1956). Para lo cual, 1 ml de la solucion que presentaba entre 10 y 90
mg de azlcares fue transferido a un tubo de vidrio con tapén de rosca y se adiciond 1 ml de

fenol al 5%. La muestra fue homogeneizada, se afiadieron 5 ml de H,SO4 concentrado (98%)
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y enseguida fue agitada perfectamente en vortex. La muestra se dejo reposar durante 10 min y
la intensidad de la coloracion fue medida a 490 nm empleando un espectrofotdmetro
(JENWAY 6305, UV/Vis., JENWAY, Ltd. Felsted, U.K). La concentracion de azucares
solubles totales fue determinada al interpolar los valores de absorbancia obtenidos a una curva

estandar para glucosa (Anexo 1).

7.1.2.5.3. Determinacion de actividad de agua (Aw).
La actividad de agua (Aw) de muestras solidas fue medida empleando la técnica de espejo

frio (punto de condensacion) (AQUALAB CX-2, Labsen Scientific, Co. Home Word IL).

7.1.2.5.4. AnAlisis estadistico.

Los datos obtenidos a cada tiempo en la cinética de fermentacion fueron analizados usando el
procedimiento de analisis de varianza (ANDEVA) con el programa NCSS 2001 (NCSS Inc.,
Kaysville, USA). Para definir el nivel de melaza, asi como también el tipo de cultivo iniciador,
los resultados obtenidos fueron analizados por separado mediante ANDEVA de un solo factor.
Por otra parte, los datos obtenidos de las otras fuentes de variacion como lo fueron, tipo de
desecho pesquero, tipo de reactor (microsilo) y adiciéon de inoculo, fueron analizados por
medio de ANDEVA correspondiente a un arreglo factorial 3 x 2 x 2. La diferencia entre
medias fue determinada usando la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer con el
pH, ATT, Aw y azlcares solubles totales como variables de respuesta, a un nivel de

significancia (P = 0.05).

7.1.2.5.5. Estimacion de la produccion de acido lactico y consumo de azucares con el
modelo de Gompertz.

El modelo de Gompertz ha sido usado para analizar los datos de produccion de acido lactico
en fermentaciones de desechos de camaron (Cira y col., 2002). En la presente investigacion el
modelo de Gompertz fue usado para estimar la produccion de acido lactico al evaluar el efecto
del tipo de desecho de pescado y reactor; asi como también para seleccionar el cultivo
iniciador. En este modelo tipo logistico, el producto P (4cido lactico) es una funcioén del

tiempo t de acuerdo a la siguiente ecuacion: P = Py, exp(-bexp(-kt))
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Donde P es la concentracion maxima de producto (a t—o0), b es una constante relacionada a
las condiciones iniciales (cuando t=0, entonces P = Py - P.x exp(-b)) y K es la constante de la
velocidad de acidificacion. Las constantes P b y k fueron evaluadas con los datos de
acidificacion usando el programa STATISTICA de estimacion no lineal (StatSoft, Inc., Tulsa,
USA). La velocidad méaxima de produccion de acido (Vmax) fue calculada de los pardmetros

del modelo Gompertz como Viax = 0.368 (K)Pppax.

En el caso del experimento realizado para seleccionar el cultivo iniciador, el modelo de
Gompertz también fue usado para estimar los parametros de consumo de azucares empleando
la siguiente ecuacion:

S = Spax exp(-bexp(-kt))

Donde S €s el consumo maximo de azicares, b es la constante relacionada a las condiciones
iniciales y k es la constante de la velocidad de consumo de azucares. El valor de S fue
calculado como la substraccion de la concentracion inicial de azicares y la concentracion de
azucares al tiempo (t). La velocidad maxima de consumo de azucares (Vmax), fue calculada
como Viax = 0.368(K)(Smax). Ademas, el rendimiento de acido lactico (Y) fue calculado con la
siguiente ecuacion:

Y (4cido lactico/aztcares) = Pmax/Smax

7.1.2.5.6. Composicién quimica proximal.
El contenido de humedad, cenizas, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda y extracto libre

de nitrogeno fue determinado empleando los métodos estdndar (AOAC, 1990).

7.1.2.5.7. Analisis microbioldgico.

Fue estudiada la relacion entre el crecimiento microbiano con respecto a la acidificacion de los
ensilados de desechos de pescado. Para formar diluciones decimales, las muestras fueron
homogeneizadas en solucion salina isotonica 0.09% de NaCl utilizando un homogeneizador
(460003 Sper Scientific) durante tres minutos a 12,000 rpm. El crecimiento microbiano fue

determinado por conteo en placa de colonias usando medio de agar para métodos estandar,

37



eosina azul de metileno, Man Rogosa Sharpe y agar papa dextrosa para: mesofilicos totales,
coliformes totales, bacterias acido lacticas (BAL) y cuenta total de hongos y levaduras,

respectivamente (Shirai, 1999).

7.1.2.5.8. Determinacion de a-aminoacidos y grado de hidrolisis.
El contenido de a-aminoacidos fue determinado a la fraccion so6lida de los ensilados usando el
método del acido trinitrobencensulfénico (TNBS) reportado por Benjakul y Morrisey (1997),

con algunas modificaciones.

7.1.2.5.8.1. Preparacion de la muestra.

Las muestras solidas obtenidas a diferentes tiempos de fermentacion fueron disueltas en
buffer de fosfatos 0.2 M y pH 7 en una proporcion 2:3 (ensilado: buffer) (Hernandez, 2003).
La mezcla fue homogeneizada utilizando un homogeneizador (460003 Sper Scientific) durante
1 minuto. Enseguida fue centrifugada a 16,000 x g y temperatura de 4°C durante 10 minutos
en una centrifuga refrigerada (Beckman J2-M1, USA) empleando el rotor JA-20 (Serie No.
U948885, USA). El sobrenadante obtenido fue usado para determinar el grado de hidrolisis.

7.1.2.5.8.2. Hidrolisis acida total.

La hidrolisis acida total se determind de acuerdo al método reportado por Baek y Cadwallader
(1995). En una ampolleta de vidrio de 10 ml se afiadieron 0.5 ml de sobrenadante obtenido de
una suspension de desecho de pescado crudo y buffer de fosfato 0.2 M con pH 7 en una
proporcion 2:3. Enseguida se afadieron 4.5 ml de HC1 6 N, la ampolleta fue sellada al vacio y
se mantuvo a 100°C por 24 h. Posteriormente la mezcla de reaccion se neutralizoé adicionando
4.5 ml de NaOH 6 N. La muestra hidrolizada fue filtrada a través de papel Whatman No.1 para
la remocioén de cenizas. Finalmente se determiné el grado de hidrolisis al filtrado por el

método de TNBS.

7.1.2.5.8.3. Medicién del grado de hidrolisis.

En un tubo d&mbar con tapon de rosca y capacidad de 4 ml se colocaron 64 pul del sobrenadante
(obtenido en la preparacion de la muestra), mas 1 ml de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 8.2) y
0.5 ml de TNBS al 0.01%. La mezcla fue agitada en vortex durante 10 segundos y se coloco
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en bafio de agua a 50°C durante 30 minutos bajo la oscuridad. La reaccion se detuvo con la
adicion de 1 ml de sulfito de sodio 0.1 M. La mezcla se dejo a temperatura ambiente durante
15 minutos y se midio la absorbancia a 420 nm en un espectrofotometro (JENWAY 6305,

UV/Vis., JENWAY, Ltd. Felsted, U.K).

Las muestras analizadas presentaron residuos de melaza, por lo cual, los iones hidroxilo de los
azucares presentes reaccionaron con el TNBS alterando los valores de absorbancia (Adler-
Nissen, 1979). Para hacer la correccion de la absorbancia total medida, se prepararon
diluciones de melaza a la concentracion de azlcares correspondientes para cada muestra de
ensilado. Posteriormente se aplico el método del TNBS antes descrito a las muestras de
melaza diluidas para restar la absorbancia registrada a cada uno de los valores obtenidos para

los ensilados.

Los valores de absorbancia fueron interpolados en una curva estandar de L-leucina y el
resultado fue expresado como concentracion mM de grupos ai-amino terminal. Para obtener la
curva estandar se prepard una solucién patréon 6 mM de L-leucina y a partir de ésta se
prepararon las siguientes diluciones: 0.6, 1.2, 1.8, 2.4, 3.0, 3.6, 4.2, 4.8, 5.4 y 6 mM (Anexo
2). Cada una de las diluciones fueron analizadas por la técnica de TNBS y los valores de
absorbancia obtenidos fueron graficados respecto a la concentracion (mM) y ajustados por

regresion lineal simple.

El grado de hidroélisis fue calculado usando la siguiente expresion:
% GH = [(NH2)t,— (NH)t,) / (NHa)ur - (NH)to) ] x 100
Donde:
(NHy)t, = cantidad de grupos o — amino terminal al tiempo t de fermentacion.
(NH»)t, = cantidad de grupos o — amino terminal en el ensilado al tiempo 0.
(NHy)ur = cantidad de grupos o — amino terminal en el desecho sin fermentar después de una

hidrolisis acida total.
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7.1.2.5.9. Distribucion de pesos moleculares de proteinas por electroforesis (PAGE-SDS).
La electroforesis de proteinas en gel con una matriz de poliacrilamida, comunmente
denominada electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), es sin duda una de las técnicas
mas ampliamente usada para caracterizar mezclas complejas de proteinas. Por medio de esta
tecnologia pueden realizarce investigaciones que permiten la determinacion de peso
molecular, pureza de proteinas, modificaciones postraduccionales, estructura de subunidades,
actividad enzimatica, procesamiento de proteinas y secuencia de aminoacidos, entre otras

(Rosenberg, 1996).

7.1.2.5.9.1. Extraccion de proteinas y determinacion de su concentracion.

Para analizar los ensilados al tiempo 0 de fermentacion, primeramente se hizo una extraccion
de proteinas, para lo cual se preparé una mezcla del desecho de pescado crudo (sin fermentar)
con agua en una proporcion 1:2 (Mackie, 1997). La mezcla obtenida fue homogeneizada
durante 1 minuto y enseguida se centrifugd a 16,000 x g durante 10 minutos y temperatura de
4°C empleando una centrifuga refrigerada (Beckman J2-M1, USA) y el rotor JA-20 (Serie No.
U948885, USA). Al sobrenadante obtenido se le determino la concentracion de proteina por el
método de Bradford (Bio-Rad protein assay, Bio-Rad USA), para lo cual fueron tomadas las
lecturas de absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotometro (JENWAY 6305, UV/Vis.,
JENWAY, Ltd. Felsted, U.K).

Los valores de absorbancia obtenidos fueron interpolados a una curva estandar de albumina de
suero bovino (BSA) (Anexo 3). Posteriormente se realizo el analisis de distribucion de pesos

moleculares mediante la técnica de electroforesis (PAGE-SDS).

Con el propdsito de analizar la distribucion de pesos moleculares de los péptidos resultantes de
la hidrdlisis proteinica durante la fermentacion, fueron muestreados los licores producidos en
los reactores de lecho empacado descritos en la seccion 7.1.2.4. El muestreo fue realizado a
partir de las 24 h de fermentacion y los licores fueron centrifugados a 11,500 rpm durante 10
minutos empleando una micro centrifuga (Bio-Rad Mod. 14 K). Enseguida, al sobrenadante
obtenido se le determiné la concentracion de proteina por el método de Bradford descrito

anteriormente, y se analiz6 la distribucion de pesos moleculares por electroforesis.
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7.1.2.5.9.2. Preparacioén y corrida de los geles.

Para obtener el perfil de distribucion de pesos moleculares, se utilizd la técnica de
electroforesis (PAGE-SDS) en condiciones desnaturalizantes y reductoras reportada por
Laemmli (1970). Se prepararon geles de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (12%). Para
realizar la corrida de los geles se utiliz una camara de electroforesis (Mini-PROTEAN® 3
Cell 8 BIO RAD). En cada poso del gel se inyectaron 15 pl de muestra conteniendo de 5-8 pg
de proteina. El marcador estandar utilizado fue una mezcla de proteinas con pesos moleculares
de amplio rango (miosina, beta galactosidasa, seroalbumina bovina, ovalbumina, anhidrasa
carbonica, inhibidor de tripsina de soya, lisozima y aprotinina) con pesos moleculares de 209,
124, 80, 49.1, 34.8, 28.9, 20.6 y 7.1 kDa, respectivamente (BIO-RAD). Los geles obtenidos
fueron analizados por densitometria para lo cual se utiliz6é una cdmara Bio-Rad Gel-Doc 100.

Posteriormente las imagenes de los geles fueron procesadas con el software ImagelJ 2.

7.1.2.5.10. Digestibilidad in vitro de la proteina.

Los métodos convencionales utilizados para medir la digestibilidad in vivo de los ingredientes
alimenticios son muy caros y requieren de largos periodos de incubacién, por tal motivo, se
han probado métodos in vitro que poseen la ventaja de ser simples y rapidos; ademas,
permiten evaluar un gran nimero de muestras al mismo tiempo y a un menor costo (Capetillo
y col., 2001). La digestibilidad proteinica in vitro del ensilado de pescado fermentado fue
determinada usando el método reportado por (Calsamiglia y Stern, 1995) con algunas

modificaciones.

Las muestras de ensilados fueron deshidratadas y se les determiné el contenido de nitrogeno
total por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990). Una cantidad de muestra con un contenido de
15 mg de nitrogeno fue colocada en un tubo para centrifuga de 30 ml. Enseguida a cada tubo
le fueron afiadidos 10 ml de una solucion de pepsina (Sigma P-7012, Sigma), (1 g/L) disuelta
en HC1 0.1 N (pH 1.9).

La mezcla fue incubada durante 1 h a 38°C con agitacion constante. Inmediatamente después,
fueron afiadidos 0.5 ml de NaOH 1 N y 13.5 ml de una solucidon de pancreatina (Sigma P-

7545, Sigma), (3 g/L) disuelta en buffer de fosfatos 0.5 M y ajustado a pH 7.8. Las muestras
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fueron incubadas a 38°C durante 24 h con agitacion constante.

Posteriormente, a cada tubo se le afadieron 3 ml de una solucién de acido tricloracético (TCA)
6.1 N para frenar la accion enzimatica y precipitar las proteinas indigestibles. Los tubos con la
muestra fueron mezclados y se dejaron reaccionar en reposo durante 15 min. Las muestras
digeridas fueron centrifugadas a 10,000 x g durante 15 min en una centrifuga refrigerada
(Beckman J2-M1, USA) empleando el rotor JA-20 (Serie No. U948885, USA). El
sobrenadante obtenido fue separado para determinar el nitrogeno soluble total por el método
de Kjeldahl (AOAC, 1990) y enseguida se calculd la proteina digestible en pepsina-

pancreatina con la siguiente expresion:

% de proteina digestible en pepsina-pancreatina = (Nitrogeno soluble en TCA / Nitrogeno

total de la muestra) X 100.

7.2. Escalamiento de la fermentacion a nivel piloto en reactores de columna.

Después de haber definido las condiciones de fermentacion en experimentos anteriores, se
procedid a llevar a cabo el escalamiento del proceso a nivel piloto en reactores de columna de
acero inoxidable. El escalamiento de la fermentacion acido lactica de los desechos de pescado

fue realizado aplicando el criterio de similitud geométrica (Cira y col., 2002).

7.2.1. Dimensiones y cantidad de carga de los reactores de columna.

Los reactores de columna utilizados son presentados en la Figura 3. Estos estan construidos de
acero inoxidable y contienen dos médulos, el de la parte superior que es utilizado para colocar
la mezcla a fermentar y el de la parte inferior que sirve para recolectar el licor producido

durante la fermentacion.

Entre los dos modulos, cada reactor cuenta con un filtro de acrilico que permitié la separacion
del licor; ademas, poseen en toda la longitud entradas para la colocacion de termopares y
salidas para gas. En el modulo inferior de cada reactor fue conectado un tubo de latex en la
parte interna y colocado hasta el fondo, con la finalidad de poder extraer el licor total

producido durante cada muestreo para realizar el monitoreo.
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Reactor A

Salida de gas
Reactor B
Reactor C
Termopar Filtro
Depésito y Control de
salida de licor termopares

Figura 3. Reactores de columna usados para el escalamiento a nivel piloto de la fermentacion acido

lactica de desechos de pescado.

En el caso del reactor chico (A), se hizo una repeticion del mismo (A*) habiendo iniciado el
proceso al mismo tiempo que los demas reactores. Lo anterior se hizo con la finalidad de
suspender la fermentacion del reactor (A*) a los 7 dias para evaluar la estabilidad del producto

solido a ese tiempo (Tabla 3).

El reactor B presentd dos veces el diametro del reactor A, asi como también la altura de
llenado con la mezcla de fermentacion, siendo de 20 y 40 cm para los reactores A y B,

respectivamente. La cantidad de mezcla de fermentacion anadida (carga) se presenta en la

tabla 3.

Por otra parte, aplicando el mismo criterio de similitud geométrica y con fines comparativos
fue utilizado otro reactor (C) de dimensiones intermedias entre los dos anteriores (Figura 3,

Tabla 3) al cual le fue adicionada la mezcla de fermentacion a la misma altura que el reactor

chico (A) (Tabla 3).
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Tabla 3. Dimensiones y cantidad de carga de reactores de columna de acero inoxidable utilizados para

el escalamiento de la fermentacion lactica de desechos de pescado.

Reactor Dimensiones*  Relacion  Altura Cantidad Volumen Densidad Tiempo de
(cm) (L/D) de de mezcla ocupado aparente  fermentacién
llenado  adicionada (cm®) (g/cm®) (dias)
(cm) (Ko)
A (Chico) 10y 30 2 20 1.96 1571 1.247 165
A** (Chico) 10y 30 2 20 1.91 1571 1.216 7
B (Grande) 20 y 60 2 40 13.58 12566 1.081 165
C (Mediano) 20y 30 1 20 6.95 6641 1.089 165

* Diametro y altura.
** Repeticion de fermentacion en reactor chico.

7.2.2. Preparacion del cultivo iniciador y el desecho de pescado.

Para realizar la fermentacion, fue utilizado como iniciador la cepa de Lactobacillus sp. B2, la
cual fue preparada al tomar una porciéon pequena del microorganismo por medio de un asa de
siembra y se inoculd en caldo MRS para ser incubado a 30°C durante 24 h. Ademas, fue

utilizada la mezcla de desechos de pescado de varias especies (Seccion 7.1.1.1).

7.2.3. Establecimiento de la fermentacion.
Tomando en cuenta las condiciones establecidas en experimentos anteriores, la fermentacion

fue realizada de la siguiente manera.

El desecho de pescado molido, fue mezclado homogéneamente con los demés ingredientes
durante 15 minutos en una mezcladora semiindustrial (marca VEYCO, fabricada en México).
Los ingredientes fueron adicionados a la mezcladora bajo el orden siguiente: 1) desecho de
pescado, 2) melaza de cafia de aztcar 18% (p/p, base himeda) y 3) 5% (v/p, base hiimeda) de
Lactobacillus sp. B2.

La mezcla obtenida fue pesada y transferida a los reactores hasta la altura descrita

anteriormente. Inmediatamente después, los reactores fueron cerrados y colocados en un

cuarto con temperatura controlada de 30°C.
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Con la finalidad de monitorear la temperatura durante el transcurso de la fermentacion, fueron
colocados termopares distribuidos en el mddulo superior de cada uno de los reactores y
haciendo contacto con la mezcla de fermentacion. Ademads, para facilitar la salida de gas; las
valvulas de la parte superior de los reactores (espacio de cabeza) se dejaron parcialmente

abiertas durante los primeros dos dias de fermentacion.

El total de licor producido en cada uno de los reactores fue colectado diariamente durante una
semana y posteriormente por tiempos mds espaciados hasta completar 165 dias de
fermentacion. Los licores colectados fueron analizados para evaluar la acidificacion del

producto durante el transcurso de la fermentacion.

Por otra parte, con el propdsito de evaluar la estabilidad de la fraccion solida, los tres reactores
(A, By C) fueron destapados a los 150 dias de fermentacion. En las condiciones mas asépticas
posibles, la pasta fue agitada y se hizo un muestreo para realizar los analisis correspondientes.
Inmediatamente después, los reactores fueron tapados nuevamente y la fermentacion se dejo

continuar hasta completar 165 dias.

Durante el proceso, el peso total de licor y fraccion semisdlida obtenida en cada muestreo

fueron registrados para realizar un balance de masa.

7.2.4. Analisis del licor y la fraccion sélida.
Las muestras de licor obtenidas fueron analizadas para determinar pH, acidez total titulable,
azucares solubles totales; y en el caso del licor obtenido del reactor grande (B), también se

hizo la cuenta total de bacterias lacticas en placa.

A la fraccion soélida, ademas de las mediciones anteriores, se le determind la composicion
quimica proximal, grado de hidrélisis y digestibilidad in vitro de la proteina utilizando los
métodos descritos previamente (Seccion 7.1.2.5.). Los resultados obtenidos fueron analizados
estadisticamente por medio de ANDEVA de un solo factor siguiendo el método descrito

previamente (seccion 7.1.2.5.4).
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7.2.5. Analisis de aminoacidos del producto.
Para determinar los aminoacidos de la fraccion sélida del ensilado de pescado obtenido, se
utilizé la metodologia descrita por Vazquez-Ortiz y col. (1995) y los resultados obtenidos

fueron expresados en g de aminoacido/100 g de proteina.

7.3. Evaluacién del ensilado de pescado obtenido como ingrediente

alimenticio para codornices (Coturnix coturnix japonica).

7.3.1. Preparacion de las dietas experimentales para codornices.

El ensilado de pescado obtenido fue mezclado con pasta de soya en una proporcion (1:1), con
la finalidad de facilitar el manejo y secado del mismo. La mezcla obtenida fue colocada en
charolas de aluminio e introducidas a un horno de laboratorio Marca Felisa a temperatura de

45°C durante 48 horas para llevar a cabo la deshidratacion (Fagbenro y Jauncey, 1995).

La mezcla obtenida fue utilizada para preparar cuatro dietas experimentales para desarrollo de
codornices con niveles de inclusion de 0, 10, 20 y 30%, lo cual fue equivalente a 0, 5, 10 y

15% de adicion del ensilado de pescado, respectivamente (Tabla 4).

Para lograr un tamafio homogéneo de particula, los ingredientes alimenticios fueron molidos y
mezclados adecuadamente. Las dietas fueron ajustadas en cuanto al contenido de proteina, de
modo que, todas las codornices recibieron la misma cantidad de proteina para satisfacer sus

requerimientos (NRC, 1994).

Las dietas obtenidas fueron analizadas para determinar su composiciéon quimica proximal

(AOAC, 1990).
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Tabla 4. Composicion de dietas con diferentes niveles de ensilado de pescado usadas para

alimentacion de codornices (Coturnix coturnix japénica).

Ingrediente Nivel de inclusion de ensilado de

pescado (%)

Control (0) 5 10 15

Maiz 52.47 5247 5247 52.47
Ensilado de pescado: Pasta de soya (1:1) 0 10.00  20.00 30.00
Pasta de soya 40.40 3040 20.40 10.40
Ortofosfato 1.50 1.50  1.50 1.50
Aceite vegetal 2.80 2.80  2.80 2.80
Calcio (38%) 1.00 1.00  1.00 1.00
Sal refinada 0.30 0.30  0.30 0.30
Novasil plus 0.25 025 0.25 0.25
Bicarbonato de sodio 0.18 0.18 0.18 0.18
Metionina 0.11 0.11  0.11 0.11
Px-v10-cod* 1.00 1.00  1.00 1.00

100.0 100.0 100.0 100.0

* = Premezcla de vitaminas y minerales para codornices en etapa de crecimiento.

7.3.2. Evaluacion de los parametros productivos de codornices alimentadas con

dietas a base de ensilado de pescado.

La evaluacion biologica del ensilado fue realizada con 160 codornices japonica (Coturnix
coturnix japonica) de 21 dias de edad y peso promedio de 78.06+3.96 g., las cuales fueron
distribuidas aleatoriamente en cuatro jaulas de 78 cm de largo, 55 cm de ancho y 35 cm de
altura. Cada una de las jaulas fue dividida en cuatro compartimentos para alojar en cada uno a
10 codornices con la finalidad de formar cuatro repeticiones por cada tratamiento. Una vez que
los animales fueron alojados, se hizo una distribucion completamente al azar de las dietas
experimentales (Tabla 4) para llevar a cabo su aplicacion. El experimento fue realizado
durante 35 dias manteniendo a las aves bajo condiciones higiénicas y provistos con alimento y
agua ad libitum. Cada grupo de codornices (repeticion) diariamente recibiéo 700 g de alimento,

asi como también fue registrado el peso de alimento sobrante, lo cual sirvid para calcular el
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consumo diario de alimento. Los animales fueron pesados al inicio del experimento y después
cada semana para calcular por diferencia la ganancia de peso. Con los datos de alimento
consumido y ganancia de peso, fue calculada la conversion alimenticia con la férmula

siguiente:

Conversion alimenticia = Alimento consumido (g)/peso ganado (g)

7.3.3. Evaluacion de rendimiento en canal y calidad sensorial de la carne de

codornices alimentadas con dietas a base de ensilado de pescado.

Una vez terminada la etapa de crecimiento, cinco codornices de cada uno de los tratamientos
experimentales fueron seleccionadas al azar para ser sacrificadas y obtener la canal. El peso de
las canales fue registrado para calcular el rendimiento en caliente de las mismas por medio de

la formula siguiente:

Rendimiento de canal (%) = (Peso de la canal/peso vivo)*100

Inmediatamente después de haber registrado el peso de las canales, fueron envueltas
perfectamente con bolsas de polietileno para ser congeladas. Después de un mes de
congelacion se realizd el andlisis sensorial de la carne; para lo cual, las canales de codorniz
fueron descongeladas en un horno de microondas y enseguida fueron cocidas. La coccion se
hizo manteniendo las codornices en bolsas de plastico e introduciéndolas en agua caliente a
80°C durante 45 minutos (Fagbenro y Jauncey, 1995). Enseguida fue separada la carne de la
pechuga y su evaluacion sensorial fue realizada por un panel entrenado de 14 jueces usando
una escala de 1 a 9, donde 1 fue la mas baja y 9 la mas alta intensidad para cada uno de los

parametros que se muestran en el formato (Anexo 4).
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Los resultados obtenidos de cada una de las variables de produccion, rendimiento en canal y
calidad sensorial de la carne, fueron analizados por ANDEVA correspondiente a un disefio
estadistico completamente al azar y la comparacién de medias se hizo con la prueba de Tukey

-Kramer a un nivel de significancia (P = 0.05).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Establecimiento de las condiciones de fermentacion.

8.1.1. Efecto del nivel de melaza sobre la fermentacion.

El ensilaje bioldgico requiere la adicion de carbohidratos altamente fermentables para facilitar
la accion de las bacterias lacticas, debido a que en el pescado existen escasas cantidades de
estos compuestos (Jay, 2000; Hall, 2002). Entre otras fuentes de carbono, la melaza de cafia de

azucar ha sido la mas utilizada para este propdsito en concentraciones desde 5 hasta 40%

(Fagbenro y Jauncey, 1995., 1998; Zahar y col., 2002).

Con el proposito de seleccionar la mejor concentracion de la fuente de carbono, se evaluaron
tres niveles de melaza 6, 12 y 18% (p/p) sobre la fermentacion de la mezcla de desechos de
pescado de diversas especies. Como iniciador fue utilizado Lactobacillus plantarum y las
muestras sin inéculo fueron usadas como control. La fermentacion fue realizada en microsilos

tipo frasco durante 360 h.

8.1.1.1. Efecto sobre el pH y produccion de acido lactico.

Mediante la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer se mostrd que la fermentacion
fue mejor (P<0.05) utilizando 18% de melaza (p/p) y con adicion de cultivo iniciador (Anexo
5). Bajo esas condiciones, se obtuvo la més alta acidificacion cuando el pH disminuy6 de 6.34
a 4.44 a las 48 h y la mayor produccion de acido lactico fue presentada a las 96 h de

fermentacion con un valor de 0.5 mmol/g (Figuras 4 y 5).

Después de 192 h de fermentacion, inicid la fase de muerte de las bacterias lacticas, lo cual
provoco una caida en la produccion de acido lactico y ligero aumento del pH. Esto ultimo se
debid probablemente al efecto amortiguador de aminoacidos y otras sales en el ensilado, asi
como también a la neutralizacion parcial del acido por el calcio presente (Hall, 2002). Al final
del proceso de fermentacion, los ensilados con 18% de melaza e inoculados presentaron

valores de 4cido lactico y pH de 0.38 mmol/g y 4.55, respectivamente.
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Los factores que contribuyeron significativamente a la rapidez de la acidificacion fueron la
adicion de indculo y la gran disponibilidad de azicares fermentables presentes en la melaza
(Owens y Mendoza, 1985, Bozoglu y Ray, 1996). Por tal motivo, es de gran importancia
seleccionar el nivel y la fuente de carbono, asi como también el cultivo iniciador para lograr

que la fermentacion sea exitosa (Shirai y col., 2001; Ciray col., 2002; Vidotti y col., 2002).
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Figura 4. Evolucion del pH durante la fermentacion acido lactica de desechos de pescado realizada en
microsilos tipo frasco, adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y diferentes niveles de

melaza (p/p).

Los microorganismos acidificantes pueden estar presentes en la microflora nativa como ha
sido reportado por Guerouali y col. (1995) y Zahar y col. (2002) quienes evitaron la adicion de
indculo y emplearon altos niveles de melaza 50 y 40% (p/p), respectivamente, para fermentar
desechos de sardina. Sin embargo, estos autores obtuvieron valores de pH de 4.5 a las 168 h,
mientras que en la presente investigacion se alcanz6é el mismo pH a las 48 h. De tal forma, el
uso de indculo es recomendable para iniciar una produccion rapida de acido lactico, ademas

permite un mejor control de la fermentacion (Neave, 1986; Hall, 2002).
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Los ensilados con 6% de melaza presentaron los valores mas altos de pH (5.42 y 4.94) y los
mas bajos de acido lactico (0.11 y 0.20 mmol/g) a las 48 h de fermentacion para el control y
muestras inoculadas, respectivamente (Figuras 4 y 5). Estos ensilados presentaron signos de

putrefaccion, por lo que fueron descartados.
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Figura 5. Produccion de acido lactico durante la fermentacion acido lactica de desechos de pescado en
microsilos tipo frasco adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y diferentes niveles de

melaza (p/p).

8.1.1.2. Efecto en la actividad de agua (Aw).

La adicion de azicares solubles disponibles también mostro efecto sobre la Aw, tal como fue
presentado en las fermentaciones de desechos de pescado con niveles de melaza de 12 y 18%.
Estos ensilados mostraron disminucion de la Aw durante el transcurso de la fermentacion,
siendo significativos la adicion de indculo y el nivel de melaza (P<0.05), (Anexo 5). Al usar
18% de melaza e in6culo se obtuvo el mayor descenso de la Aw de un valor inicial de 0.976 a

0.956, al tiempo en que finalizo6 la fermentacion (360 h) (Figura 6).

52



Esto se puede explicar debido a que durante la fermentacion ocurre la autolisis de las proteinas
por accidon de enzimas endogenas, lo cual incrementa la concentraciéon de amonio, aminas,
aminoacidos y péptidos (Enes Dapkevicius Yy col., 1998). Estos compuestos, en conjunto con
los azucares presentes sufren una hidratacion haciendo menos disponible el agua del ensilado

¢ inhibiendo el desarrollo de microorganismos dafiinos (Horner, 1997; Madigan y col., 2001).
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Figura 6. Cambios en actividad de agua durante la fermentacion &cido lactica de desechos de pescado
realizada en microsilos tipo frasco, adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y diferentes

niveles de melaza (p/p).

8.1.1.3. Efecto en el consumo de azlcares.

Fue observado un mayor consumo de azucares durante las primeras 96 h de fermentacion
usando cultivo iniciador, lo cual estuvo relacionado con los valores de pH y ATT obtenidos.
Después de este tiempo, existid6 mayor disponibilidad de azicares en las fermentaciones con

18% de melaza, en comparacion con los ensilados de 6 y 12% de inclusion (Figura 7).
Los carbohidratos no fueron consumidos completamente durante la fermentacion,

observandose al final del proceso un gasto total de 85.79 y 93.23% en los ensilados inoculados

y adicionados con 18 y 12% de melaza, respectivamente.
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No es recomendable el consumo total de los carbohidratos durante la fermentacion, ya que el
equilibrio entre la produccion de acido lactico y amonio en el pescado depende de la cantidad
de aztcares libres y la presencia de bacterias lacticas viables; lo cual es determinante para
mantener estable el producto (Han-Ching y col., 1992). Por lo tanto, las fermentaciones

posteriores fueron desarrolladas utilizando 18% de melaza y con adicion de indculo.
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Figura 7. Consumo de azucares solubles totales durante la fermentacion acido lactica de desechos de
pescado en microsilos tipo frasco adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y diferentes

niveles de melaza (p/p).

8.1.2. Efecto de la fuente de desecho de pescado y tipo de reactor sobre la
fermentacion.

El proceso de produccion de ensilados es multifactorial; por lo tanto, incluye muchos pasos
que deben ser considerados y controlados cuidadosamente para lograr que la fermentacion sea
exitosa al obtenerse valores de pH por debajo de 4.5 en tiempo corto; ademas, deberd

mantenerse estable el producto por un tiempo considerable (Weinberg y Ashbell, 2003).
El tipo y la calidad de desecho pesquero utilizado para la fermentacion son determinantes en

la calidad del ensilado de pescado, ya que existe la posibilidad de una variacion considerable

entre lotes debido al origen del pescado utilizado (Arason, 1994).
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Ademas de otros factores, el tipo de reactor utilizado para la fermentacion puede afectar la
cinética de acidificacion asi como también las caracteristicas del producto (Lonsane y col.,
1992). En ese sentido, se ha reportado el uso de un fermentador dindmico para elaborar
ensilados de desechos de crustaceos; por medio del cual, la agitacion facilita la separacion del
ensilado en fracciones solida y liquida (Zakaria y col., 1998). Sin embargo, este tipo de reactor
tiene la desventaja de incrementar los costos de produccion. Por lo contrario, se han realizado
exitosamente fermentaciones de desechos de camardn utilizando un reactor estatico de
columna y de dos mddulos, el cual también permite separar el ensilado en dos fracciones
(solida y liquida), obteniéndose productos con valor agregado como quitina e hidrolizados

proteinicos (Cira y col., 2002).

Después de haber definido el nivel de melaza para llevar a cabo la fermentacion, en este
experimento se evalud el efecto de tres fuentes de desecho de pescado: 1) FAC ii) desechos de
barracuda mexicana (SB), iii) mezcla de desechos de varias especies de pescado (MD).
Ademas, se evalud el uso de dos tipos de reactores (microsilos) estaticos: 1) frasco, ii) de lecho

empacado, cuyas caracteristicas fueron descritas previamente (seccion 7.1.1.4).

Como fuente de carbono fue utilizado 18% de melaza (p/p, base himeda) y como iniciador
fue utilizado 5% de Lactobacillus plantarum (v/p, base himeda). La fermentacion se llevo a
cabo a 30°C durante 192 h y fueron realizados muestreos cada 24 h para medir los cambios de

pH, produccion de acido lactico y Aw.

Los factores estudiados (adicién de indculo, tipo de desecho, y tipo de reactor) fueron
significativos en la mayoria de sus interacciones sobre la acidificacion (P<0.05) (Anexo 6).
De acuerdo a la prueba de Tukey-Kramer se observo que la acidificacion fue mejor usando
cultivo iniciador. El pH mas bajo lo presentaron los ensilados de desechos de barracuda (4.18)
y el pH mas alto los ensilados de mezcla de desechos con 4.49, ambos en microsilos tipo

frasco a las 96 h (Tabla 5).

A pesar de mostrar diferencia significativa por efecto de tipo de desecho y reactor, todas las

fermentaciones inoculadas mostraron valores de pH y acidez satisfactorios, ya que es
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recomendable obtener valores de pH por debajo de 4.5 para mantener estables los ensilados de

pescado (Enes Dapkevicius y col., 2000).

Lo anterior fue evidenciado, ya que los ensilados en la mayoria de los tratamientos
presentaron valores de pH que les permitio mantenerse estables hasta el final del proceso de

fermentacion (Figuras 8 y 9).

Tabla 5. Valores de pH, acidez total titulable, producciéon maxima de acido lactico (Pp.x) v Aw a 96 h
en fermentaciones de desechos de pescado adicionadas con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de

Lactobacillus plantarum usando dos tipos de microsilos.

Condiciones de pH ATT P max Coeficiente de Aw
fermentacion (mmol/g)  (mmol/g) Determinacion
(R?)
Mezcla  Frasco 449 a 0.50 a 0.491 0.988 0.960 b
(MD)
Lecho 433 ¢ 0.47 a 0.597 0.957 0.966 a
empacado
Barracuda Frasco 4.18d 0410 0.414 0.943 0.949 c
(SB)
Lecho 434 ¢ 0.44b 0.436 0.953 0.950 ¢
empacado
FAC Frasco 4430 0.37¢ 0.361 0.984 0.960 b
Lecho 4.40b 0.44 b 0.443 0.967 0.961 b
empacado

a, b, c y d: Valores en cada columna con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Los ensilados con mezcla de desechos de pescado presentaron la acidez mads alta; sin embargo,
sus valores de pH no fueron los més bajos comparados con los productos de otras fuentes de
desechos pesqueros (Tabla 5). Esto se puede explicar debido a un posible efecto amortiguador
de los minerales sobre el acido producido (White y col., 1999), ya que la mezcla de desechos
crudos (sin fermentar) presentd mayor contenido de cenizas (18.94% en base seca), mientras

que la FAC y desechos de barracuda presentaron 18.11, y 16.63%, respectivamente.
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Los valores de pH observados en este estudio para los ensilados inoculados fueron
satisfactorios para la conservacion de diferentes desechos de pescado sin necesidad de algin
tratamiento previo, tal como acidificacion, salado, coccién o congelado, lo cual disminuye los

costos de produccion.

7.5
7.0
6.5 &
6.0 -
T
o
5.5 4
5.0 A
S
4.5 A —=
4.0 : : : : : : : )
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (h)
—aA— Barracuda control —a— Barracuda in6culo —B— Mezcla control
—&— Mezcla ino6culo —o— FAC control —e&— FAC in6culo

Figura 8. Evolucion del pH durante la fermentacion acido lactica de diferentes fuentes de desechos de
pescado en microsilos tipo frasco adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y 18% de

melaza (p/p).
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Figura 9. Evolucion del pH durante la fermentacion acido lactica de diferentes fuentes de desechos de

pescado en microsilos tipo lecho empacado, adicionada con 5% (v/p) de Lactobacillus plantarum y
18% de melaza (p/p).

57



Ademas, estos resultados de pH concuerdan con los reportados para ensilado biologico de
tilapia con valor de 4.41 (Fagbenro y Jauncey, 1998), fermentaciones de diferentes fuentes de
desechos pesqueros (4.06 a 4.48) (Vidotti y col., 2002) y fermentaciones de desechos de
camaro6n (Cira y col., 2002).

Sin embargo, se ha reportado un pH de 4.78 para ensilados de subproductos (cabezas y
visceras) de perca blanca (Hassan y Heath, 1987), lo cual difiere con los valores obtenidos en
el presente estudio. Ademas, los resultados del presente trabajo son mucho mejores a los
obtenidos para fermentaciones de desechos de gamba (Nephrops norvegicus) con valores de

pH 5 y 1% de acido lactico a las 48 h de fermentacion (Zakaria y col., 1998).

La produccién maxima de acido lactico para las fermentaciones empleando las tres fuentes de
desecho de pescado y los dos tipos de reactor (microsilo) fue estimada por el modelo no lineal
de Gompertz. Los datos de acidificaciéon y tiempo presentaron alta correlacion (R* > 0.90) con
este modelo. En la tabla 5 se muestra que el uso del reactor de lecho empacado fue mejor en
términos de acidificacion. Por ejemplo, la mas alta produccion de acido fue determinada en
los ensilados de mezcla de desechos de pescado elaborados en los reactores de lecho

empacado.

La concentracion de azicares y acidos en la pasta solida favorecio la produccion de acido
lactico por Lactobacillus plantarum, el cual es un microorganismo homofermentativo y
tolerante a esas condiciones, llegando a predominar sobre la microflora nativa (Horn y col.,

2005).

Por otra parte, el uso de Lactobacillus plantarum como cultivo iniciador puede mantener la
acidez suficiente en el producto y prevenir algunas alteraciones por micoorganismos
indeseables y/o contaminacion por bacterias toxigénicas tales como Clostridium o Salmonella.
Ademas, no solo el acido producido por Lactobacillus plantarum podria tener un papel
importante en la preservacion, sino también algunos metabolitos antimicrobianos pueden ser
producidos por esta especie, los cuales pueden contribuir a la preservacion del ensilado contra

patogenos (Faid y col., 1994; Ouwehand, 1998; Holo y col., 2001).

58



Por otra parte, la Aw disminuy6 de un valor inicial de 0.978 a valores entre 0.943 y 0.966 a las
96 h de fermentacion para los diferentes tratamientos (Tabla 5). Esto puede ser debido a la
degradacion de las proteinas por enzimas enddgenas del pescado, lo cual da origen a péptidos
pequefos que, en conjunto con los azicares residuales provocan que la Aw disminuya (Viana,

1996; Horner, 1997).

Cuando la Aw es mantenida por debajo de 0.97, como ocurri6 en ambos sistemas de
fermentacion, los microorganismos nocivos como Pseudomonas y Vibrio, asi como también
las bacterias acido lacticas heterofermentativas tales como Leuconostoc sp. son inhibidas, por

lo cual se logré mantener estable el producto (Liicke, 1995; Madigan y col., 2001).

El tipo de desecho y reactor mostraron efecto significativo, asi como también la mayoria de las
interacciones entre los tres factores sobre la Aw (P<0.05). De acuerdo a la prueba de Tukey-
Kramer, los ensilados con menor Aw fueron los elaborados con los desechos de barracuda

empleando ambos tipos de reactores y con adicion de indculo, aunque no existié diferencia

significativa entre ambos tratamientos (P>0.05) (Tabla 5, Anexo 6).

Sin embargo, con el reactor de lecho empacado se tiene la ventaja de poder separar los
desechos fermentados en dos fracciones (pasta y licor), lo cual permite mayor deshidratacion
de la pasta obtenida y una remocion continua de calcio y productos de la hidrolisis de las
proteinas (péptidos, aminoacidos y amonio) en el licor. Esto ultimo hace que el efecto
amortiguador de esas sustancias disminuya; de modo que, el tiempo de conservacion se ve
incrementado. Ademas, el licor producido representa una fuente de hidrolizados proteinicos

que le dan un valor agregado a los desechos pesqueros (Ciray col., 2002).

Debido a que la FAC y los desechos de barracuda son obtenidos temporalmente, en
comparacion con la mezcla de desechos de pescado, los cuales son disponibles y abundantes
durante todo el afio, las fermentaciones posteriores se hicieron empleando estos ultimos
subproductos. Sin embargo, con los resultados obtenidos se pudo demostrar que es posible
producir fermentaciones exitosas empleando cualquiera de las tres fuentes de desechos

pesqueros.
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8.1.3. Seleccion del cultivo iniciador.

Para lograr un mejor control de los procesos fermentativos se requiere seleccionar cepas de
bacterias lacticas que sean capaces y rapidas para producir suficiente acido; ademas de otros
metabolitos que permitan mantener estable el producto por tiempos largos (Van Wyk y
Heydenrych, 1985; Han-Ching y col., 1997; Hall, 2002). En ese sentido, las bacterias lacticas
difieren en su habilidad para estabilizar el ensilado, mas cuando la materia prima utilizada es

de mala calidad (Van Wyk y Heydenrych, 1985).

El uso de un cultivo iniciador selecto asegura la acidificaciéon rapida y el dominio de
microorganismos capaces de conducir el proceso de ensilaje (Shirai y col., 2001). Ademas, la
fermentacion répida es recomendable por razones econdmicas, ya que disminuye el riesgo de
descomposicion y se evita la hidrélisis proteinica excesiva de los ensilados, lo cual deprecia

su valor nutritivo principalmente para animales rumiantes (Haard y col., 1985).

8.1.3.1. Efecto del tipo de indculo sobre la evolucion del pH.

Los resultados obtenidos reafirmaron que las fermentaciones con iniciador fueron mas
exitosas comparadas con los ensilados sin indculo. El contenido de 4cido lactico y por lo tanto
el pH entre los ensilados, fueron significativamente diferentes después de las 48 h de
fermentacion (P<0.05) (Anexo 7). La fermentacion con Lactobacillus sp. B2 fue mejor que
con Lactobacillus plantarum y el control, alcanzando valores de pH de 4.3, 4.5 y 4.7,
respectivamente. Estos valores se mantuvieron estables hasta las 192 h de fermentacion
(Figura 10). Sin embargo, después de ese tiempo el pH incrementd para alcanzar valores de
5.05, 5.33 y 5.64 a las 720 h en los ensilados con Lactobacillus sp. B2, Lactobacillus

plantarum, y el control, respectivamente (Figura 10).
Este incremento de pH se debi6 muy probablemente a la disminuciéon en la produccion de

acido, asi como también al efecto amortiguador de las proteinas y péptidos derivados de su

hidrolisis (Faid y col., 1994).
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Figura 10. Evolucion del pH durante la fermentacion acido lactica de mezcla de desechos de pescado
en microsilos tipo frasco, adicionada con 18% de melaza (p/p); o Control (sin indéculo) y 5% (v/p) de

iniciador: O Lactobacillus plantarum, ¢ Lactobacillus sp. B2.

8.1.3.2. Efecto del tipo de in6culo sobre la produccion de &cido lactico y consumo de
azucares.

El nivel maximo de acido lactico fue presentado a las 96 h de fermentacion, existiendo
diferencia significativa entre tratamientos (P<0.05) (Anexo 7). A ese tiempo, los ensilados
inoculados con Lactobacillus sp. B2 presentaron mayor contenido de acido lactico (0.56
mmol/g), que los ensilados con Lactobacillus plantarum y el control, los cuales mostraron
una concentracion de acido lactico de 0.49 y 0.38 mmol/g, respectivamente (Figura 11). Esas

diferencias se vieron relacionadas con el consumo de carbohidratos.

En la Figura 12 se observa que la diferencia en el consumo de carbohidratos entre el control y
los ensilados inoculados fue presentada principalmente a las 48 h de fermentacion, cuando
disminuy6 la concentracion de azucar inicial de 0.492 mmol/g hasta 0.317, 0.214 y 0.167
mmol/g para el control, ensilados con Lactobacillus plantarum y con Lactobacillus sp. B2,
respectivamente. Al final de la fermentacion, los azucares no fueron consumidos totalmente,

mostrando el producto inoculado con Lactobacillus sp. B2 un contenido de 0.045 mmol/g.
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Figura 11. Produccion de acido lactico durante la fermentacion acido lactica de mezcla de desechos de
pescado en microsilos tipo frasco, adicionada con 18% de melaza (p/p); o Control (sin indculo) y 5%

(v/p) de iniciador: O Lactobacillus plantarum, ¢ Lactobacillus sp. B2.
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Figura 12. Consumo de azucares solubles totales durante la fermentacion acido lactica de mezcla de
desechos de pescado en microsilos tipo frasco, adicionada con 18% de melaza (p/p); o Control (sin

inoculo) y 5% (v/p) de iniciador: O Lactobacillus plantarum, ¢ Lactobacillus sp. B2.
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8.1.3.3. Ajuste de los datos con el modelo de Gompertz.
Los datos de produccion de 4cido lactico y consumo de aziicares empleando ambos iniciadores
y el tratamiento control (sin indculo) fueron ajustados al modelo no lineal de Gompertz,

mostrando coeficientes de correlacion (R) superiores a 0.9 (Figuras 11y 12, Tabla 6).

Los valores de P.,.x incrementaron con la adicion de indculo, asi como también los valores

de Vimax y K tanto para la produccion de acido como para el consumo de azuicares (Tabla 6).

La Vmax de produccion de acido lactico fue igual para los ensilados empleando ambos
iniciadores y mucho mayor que el control. Ademas, los valores de k para acido lactico fueron

similares para los ensilados con Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sp. B2.

Tabla 6. Constantes cinéticas estimadas por el modelo de Gompertz para produccion de acido lactico y
consumo de azucares en fermentaciones de desechos de pescado, adicionadas con 18% (p/p) de

melaza y 5% (v/p) de iniciadores: Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sp. B2.

Condicion de Produccion de acido Consumo de azUcares Rendimiento
fermentacion ™
Pmax k Vmax (R) Smax k Vmax (R)
(mmol/g) (h' 1) (mmol/gh) (mmol/g) (h' 1 ) (mmol/gh)
Control 0.34 0.072 0.009 0.98 0.43 0.036 0.005 0.99 0.791
L. plantarum 0.48 0.093 0.016 0.98 0.42 0.042 0.006 0.98 1.142
L. sp. B2 0.54 0.084 0.016 0.99 0.37 0.121 0.016 0.96 1.459

(R) = Coeficiente de correlacion

Y = Rendimiento de acido lactico = P a/ Simax

Por otra parte, el control asi como también el ensilado inoculado con Lactobacillus plantarum
presentaron valores de Sy.x idénticos y mas altos que el valor estimado para el producto con
Lactobacillus sp. B2. Sin embargo, la maxima produccion de acido lactico (Puax) fue mayor
usando Lactobacillus sp. B2. Ademas, el rendimiento de acido lactico (Y) fue mas alto con

Lactobacillus sp. B2 que con Lactobacillus plantarum y el control (Tabla 6).
Las diferencias mostradas se pueden deber a que Lactobacillus sp. B2 presenta un patrén

homofermentativo; ademas, ha sido reportado como mejor acidificante entre otras bacterias

lacticas (Shirai y col., 1999).
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La produccion de acido en la fermentacion lactica de desechos pesqueros depende de la
naturaleza del sustrato, la fuente de carbono y el cultivo iniciador utilizado (Arason, 1994). En
ese sentido, los parametros de Puax ¥ Vimax para acido lactico obtenidos en el presente estudio,
fueron superiores a los reportados para fermentaciones de desechos de camaron empleando

sacarosa como fuente de carbono y Lactobacillus sp. B2 como iniciador (Cira y col., 2002).

Debido a las ventajas presentadas por Lactobacillus sp. B2 como mejor acidificante, fue

seleccionado para llevar a cabo las fermentaciones de los experimentos siguientes.

8.1.4. Fermentacion en reactor (microsilo) de leche empacado.

8.1.4. 1. Evolucion del pH y produccion de acido lactico.
Después de haber seleccionado el cultivo iniciador, fue disefiado este experimento con el

proposito de evaluar la estabilidad de los ensilados de pescado a tiempos mas prolongados.

Los microsilos fueron elaborados en reactor de lecho empacado utilizando la mezcla de
desechos de pescado (MD), adicionada con 18% de melaza (p/p, base himeda) y 5% de
Lactobacillus sp. B2 (v/p, base himeda).

La adicion de inoculo acelerd la produccion de acido lactico durante los primeros 6 dias de
fermentacion obteniéndose valores de 0.49 y 0.43 mmol/g (base himeda) para ensilados
inoculados y sin indculo, respectivamente (Fig 13). Enseguida, la produccion de acido lactico
presentd un declive en muestras inoculadas para permanecer casi constante con promedio de

0.47 mmol/g hasta los 120 dias de fermentacion.

Los valores mas bajos de pH fueron registrados a los 4 dias de fermentacion, llegando a 4.38
y 4.56 en los ensilados inoculados y sin in6culo, respectivamente. Los ensilados inoculados
alcanzaron ese valor de pH en tiempos inferiores de 11 y 3 dias a lo reportado recientemente

por Enes Dapkevicius y col. (1998) y Zahar y col. (2002), respectivamente.
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Figura 13. Evolucion del pH y ATT durante la fermentacion acido lactica de mezcla de desechos de

pescado en microsilos de lecho empacado, adicionada con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de

Lactobacillus sp. B2. Simbolos: pH (A control, A in6culo), acido lactico (O control, m indculo).

Posteriormente, los ensilados sin indculo presentaron un incremento brusco del pH a partir de
los 60 dias de fermentacidén, mostrando signos de descomposicion y alcanzando un pH final de
5.9. Contrariamente, las fermentaciones que fueron inoculadas permanecieron estables hasta

las 120 dias de fermentacion con un pH final de 4.6 (Figura 13).

Estas diferencias pueden ser atribuidas a la capacidad que presentan muchas bacterias lacticas
de suprimir el crecimiento de microorganismos dafiinos y patdégenos por medio del acido
lactico, el pH y efecto de bacteriocinas (Kim, 1995; Ray, 1996; Vazquez y col., 2005).
Ademas, la conservacion del producto se puede deber al disefio del reactor de lecho empacado
empleado, el cual permiti6 la separacion del licor durante la fermentacion disminuyendo el
contenido acuoso y sales de carbonato de calcio que presentan alta capacidad amortiguadora

(Cira y col., 2002).

8.1.4.2. Cuenta total de bacterias coliformes y BAL.

El crecimiento microbiano es afectado por el ambiente extrinseco e intrinseco. Los factores
intrinsecos incluyen nutrientes, factores de crecimiento y antimicrobianos, actividad de agua,
pH y potencial de oxido reduccion. En un sistema alimenticio ambos estdn presentes y en

combinacion ejercen efectos sobre el crecimiento microbiano (Ray, 2001).
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Estudios microbiologicos de diferentes especies de pescado han revelado a Pseudomona-
Alteromonas (32-60%) y Moraxella-Acitenobacter (18-37%) como los organismos de

descomposiciéon mas comunes (Jay, 2000).

Las bacterias coliformes totales disminuyeron significativamente en tres ciclos logaritmicos en
los ensilados con indculo para llegar a 1.5 x 10* ufc/g a los 30 dias de fermentacion, siendo
inferiores al control. Después de ese tiempo, los ensilados con indculo presentaron valores de
coliformes casi constantes hasta los 120 dias que tardd la fermentacion (Figura 14).
Contrariamente, los ensilados control mostraron signos de descomposicion, al final de la

fermentacion, por lo cual no fueron analizados.

Log (ufc/g)
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Figura 14. Cuentas de bacterias lacticas y coliformes totales durante la fermentacion acido lactica de
desechos de pescado en microsilos de lecho empacado, adicionada con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p)

de Lactobacillus sp. B2.

Ese comportamiento pudo deberse a la accion homofermentativa de Lactobacillus sp. B2, el
cual produjo suficiente acido lactico para inhibir el crecimiento de las coliformes, asi como
también a la disminucién de Aw en el producto. Ademas, se puede atribuir a la actividad
inhibitoria del 4cido lactico a pH bajo, lo cual permite su difusion a través de la membrana en

la forma no ionizada y posteriormente disociandose dentro de la célula, lo cual provoca que
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algunos procesos metabdlicos sean interrumpidos. En ese sentido, se sabe que a pH por debajo
de 5 el acido lactico puede tener un efecto bactericida especialmente contra bacterias Gram-
negativas (Ray, 2001). Ese efecto también ha sido probado al disminuir las coliformes totales
en dos ciclos logaritmicos en filetes de pescado, cuando se utilizd una combinaciéon de acido

lactico y un cultivo de bacterias lacticas (Kim y col., 1995).

En el presente estudio, la disminucidon de las bacterias coliformes estuvo relacionada con el
incremento de BAL, las cuales alcanzaron en promedio 9.88 ciclos logaritmos (8.3 x 10’
ufc/g) en los ensilados con indculo al llegar a la fase estacionaria durante los primeros 6 dias
de fermentacion. Esa concentracion de BAL fue superior a la que mostraron los ensilados sin
in6culo (Figura 14). Las cuentas de BAL concuerdan con los valores reportados para
fermentaciones de desechos de sardina adicionados con 30% de melaza e inoculados con

Lactobacillus plantarum (Faid y col., 1994).

8.1.4.3. Cuenta total de bacterias mesofilicas y levaduras.

Las bacterias mesofilicas totales de ensilados inoculados incrementaron en aproximadamente
1.5 ciclos logaritmicos, alcanzando 5 x 10° ufc/g a los 4 dias de fermentacion. Sin embargo,
después de ese tiempo las cuentas de mesofilicas disminuyeron para llegar a 3 x 10* ufc/g a los
30 dias y permanecieron casi constantes hasta el final de la fermentacion (Figura 15). Este
comportamiento se puede explicar por la accion preservativa de las BAL debido la produccion
de metabolitos como acido lactico, peroxido de hidrogeno hipotiocianato, tiocianato y

bacteriocinas (Einarsson y Lauzon, 1995; Ouwehand, 1998; Carr y col., 2002).

Las levaduras pueden consumir los carbohidratos para transformarlos en dioxido de carbono y
etanol, lo cual resulta en una pérdida de azucares disponibles para producir acido por las BAL
(Van Wyk, y Heydenrych, 1985). Por tal motivo, es de gran importancia inhibir el crecimiento

de levaduras durante el proceso fermentativo.
La adicion de indculo también afectd significativamente las cuentas de levaduras durante la

fermentacion al disminuir de 1.2 x 10" a 5.9 x 10% ufc/g, lo cual permitié incrementar la

estabilidad del producto (Figura 15).
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Figura 15. Cuentas de mesofilos y levaduras totales durante la fermentacion acido lactica de desechos
de pescado en microsilos de lecho empacado, adicionada con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de

Lactobacillus sp. B2.

La mayoria de los mohos son aerobios estrictos y atacan las capas superficiales de los
ensilados; por lo tanto, debe evitarse su multiplicacion ya que producen micotoxinas que
pueden resultar extremadamente perjudiciales para los animales (Mc Donald y col., 1999). En
el presente estudio; a pesar del tiempo de fermentacion prolongado, no fueron encontrados

mohos en los ensilados producidos.

8.1.4.4. Composicion quimica proximal.

El ensilado de pescado obtenido en los microsilos presentd un contenido de proteina y lipidos
de 39.89 y 14.49 g/100 g de materia seca, los cuales representan el 76.08 y 59.14% de la
proteina bruta y lipidos del desecho crudo, respectivamente. Las cenizas fueron casi iguales en
el ensilado y el material crudo. Sin embargo, el contenido de carbohidratos fue mucho mas

alto en el ensilado debido a la adicion de melaza (Tabla 7).
El producto present6 color café grisdceo y aroma dulce agradable con débil olor a pescado, lo

cual fue debido principalmente al efecto enmascarante de la melaza residual. Ademas, la

actividad del indculo pudo contribuir a la produccién de compuestos aromaticos via actividad
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proteolitica que mejoran las propiedades organolépticas del producto (Bulut y col., 2005).
Estas caracteristicas pueden hacer atractivo y palatable el ensilado de pescado producido para

ser aplicado en la formulacion de dietas para animales.

Tabla 7. Composicion quimica proximal® de desecho de pescado crudo y ensilado a 144 h de

fermentacion en microsilos, adicionado con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de Lactobacillus sp. B2.

Componentes Mezcla de desecho de Ensilado
pescado
Humedad (%) 70.28 65.52
Proteina cruda (%) 52.43 39.9
Lipidos totales (%) 24.50 14.49
Fibra cruda (%) 0.51 0.62
Cenizas (%) 19 18
Extracto libre de 3.62 26.93
nitroégeno (%)°
pH 6.49 4.4
Acidez total titulable ND 0.49
(mmol/g)

a= Promedio de tres determinaciones, expresado como porcentajes en base seca.

b= Nitrogeno total * 6.25

¢ =100 — (% de proteina cruda + % de lipidos totales + % de fibra cruda + % de cenizas).
ND: No determinado.

8.1.4.5. Distribucién de pesos moleculares de la fraccion proteinica.

Para evaluar el efecto de la acidificacion sobre la hidrélisis proteinica durante el proceso
fermentativo y conocer la distribucion de los pesos moleculares de los péptidos resultantes,
fueron analizados los licores recuperados de las fermentaciones de mezcla de desechos de

pescado realizadas en reactores de lecho empacado (seccion 7.1.2.4).

En el extracto proteinico del desecho de pescado crudo fueron observadas bandas de proteina
con rango de PM desde 7 hasta 154 kDa (Figura 16). Esas bandas representan proteinas
solubles en agua, sarcopldsmicas y también productos de la degradacion de proteinas

miofibrilares debido a la autdlisis durante el manejo o proceso de obtencion de los desechos
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(Benjakul y Morrisey 1997). La mayoria de esas bandas estuvieron presentes en los ensilados

sin inOculo a las 24 h de fermentacion.

Una proteina de 44 kDa que puede corresponder a la actina, estuvo presente en el desecho de
pescado crudo, asi como en las muestras fermentadas sin inoculo a las 24 h. Sin embargo, la
adicion de inoculo facilito la degradacion de esa proteina, ademas no estuvo presente en los

demas tratamientos y tiempos de fermentacion.
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Figura 16.- Patrones de proteinas (PAGE-SDS) de ensilados de desechos de pescado. Carriles: 1 proteinas
estandares (Bio Rad, Richmond), 2 desecho fresco (0 h). Ensilados: 3 control (24 h), 4 inoculado (24 h), 5 control
(48 h), 6 inoculado (48 h), 7 control (144 h), 8 inoculado (144 h), 9 control (192 h), 10 inoculado (192 h).

Otra proteina de 78 kDa que se encontr6 en las muestras sin inoculo a las 24 h, fue degradada
y no aparecio en los demds ensilados. Ademas, fragmentos proteinicos de 12 kDa que
estuvieron presentes en las muestras sin indculo a las 24 y 48 h no fueron encontradas en
muestras inoculadas a esos mismos tiempos (Figura 16). Sin embargo, después de las 24 h de
fermentacion, los patrones de proteinas fueron bastante similares para los ensilados

inoculados.

Se han obtenido hidrolizados proteinicos de desechos de merluza producidos con neutrasa con
rangos de PM entre 17 y 30 kDa, los cuales entran en el rango de PM obtenidos en este estudio
(Benjakul y Morrisey 1997). Ademas, en otro estudio se obtuvieron hidrolizados proteinicos
(6.5 kDa) de arenque empleando alcalasa que también entra en el rango de PM de las proteinas

identificadas en el presente trabajo (Liceaga-Gesualdo y Li-Chan, 1999).
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De los resultados de PAGE-SDS, se puede inferir que con la adicion de inoculo se presenta
una mayor actividad proteolitica en los ensilados de pescado, lo cual puede verse reflejado en
un aumento de la digestibilidad de sus proteinas para ser aprovechadas mas eficientemente en

alimentacion animal (Vidotti y col., 2002).

8.1.4.6. Grado de hidrdlisis de las proteinas.

En la Figura 17 se muestra que al aumentar el tiempo de fermentacion increment6 la hidrolisis
proteinica. También se observa que la adicion de cultivo iniciador increment6 los grupos o-
aminos libres alcanzdndose el maximo grado de hidrdlisis (97.38%) a los 15 dias de
fermentacion y siendo significativamente mayor (P<0.05) que en los ensilados sin indculo
(86.87%) (Figura 17, Anexo 8). Este comportamiento es debido a la produccion de acido
lactico y disminucion del pH por las bacterias lacticas, lo cual di6 lugar a la activacion de las

proteasas digestivas endogenas de los desechos de pescado (Shirai y col., 1999).
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Figura 17.- Grado de hidrdlisis de proteinas en fermentaciones de mezcla de desechos de pescado

adicionadas con 18% de melaza (p/p) base himeda. Simbolos: 0O Control y O inoculada con 5% (v/p)

base huimeda de Lactobacillus sp. B2.

Recientemente se ha reportado un grado de hidrélisis de aproximadamente 70% para salsas de
pescado empleando una mezcla de subproductos de merluza (Tungkawachara y col., 2003). En

ese sentido, los resultados obtenidos en este trabajo fueron superiores, lo cual se atribuye a la
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protedlisis realizada en conjunto por las proteasas endogenas y las proteasas secretadas por las

bacterias lacticas durante la fermentacion (Yin y col., 2005).

La hidrdlisis proteinica hace el producto mas digestible y podria ser conveniente en la
formulacion de dietas para animales en la etapa de iniciacion del crecimiento. Ademas, los
péptidos y aminoacidos libres podrian ser quimiatractantes potenciales, asi como también

estimulantes alimenticios para especies carnivoras (Lian y col., 2005).

El uso de enzimas comerciales ha permitido producir hidrolizados de desechos pesqueros con
porcentajes de hidrolisis como los obtenidos en el presente estudio, pero en tiempos mas
cortos (Benjakul y Morrisey, 1997; Liceaga-Gesualdo y Li-Chan, 1999; Pastoriza y col.,
2003). Sin embargo, el alto costo de las enzimas comerciales encarecen el proceso de
produccion y por lo tanto el precio de los hidrolizados obtenidos por ese método. De tal
manera, mediante fermentacion acido lactica se podria evitar el uso de enzimas comerciales,
haciendo el proceso de digestion econémico para producir hidrolizados proteinicos (Lin y col.,

2005).

8.1.4.7. Digestibilidad in vitro de las proteinas.

Ensayos de alimentacion en varias especies animales han mostrado la ventaja de tener parte de
la proteina predigerida en la dieta, pero hay un limite sobre el cual los animales tendrian
dificultad en usar la proteina absorbida para propoésitos de sintesis. En ese sentido, alto grado
de hidrolisis de la proteina de ensilado de pescado probablemente puede disminuir el valor

nutritivo del alimento para rumiantes, pero no asi para el caso de los animales monogastricos

(Espe y col., 1992).

Durante la produccion de ensilado bioldgico de pescado, las bacterias lacticas juegan un papel
muy importante en la acidificacion y consecuente activacion de proteasas enddgenas presentes
principalmente en el estomago e intestino, las cuales participan en la licuefaccion. Por
consecuencia, incrementa la hidrolisis y digestibilidad proteinica del ensilado, aumentando la
formacion de péptidos y aminoacidos libres altamente solubles, los cuales presentan

propiedades nutricionales valiosas (Benjakul y Morrisey, 1997; Ravallec y col., 2001). Esto
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ultimo ha sido controversial en cuanto a los beneficios que pueden ofrecer los hidrolizados
proteinicos al ser utilizados en alimentos para animales (Espe y col., 1999). Sin embargo, es
recomendable evaluar la digestibilidad proteinica del ensilado, ya que el valor nutricional de

dietas balanceadas depende de la digestibilidad de cada ingrediente (Vidotti y col., 2002).

Las pruebas de digestibilidad de proteinas in vitro permiten estimar los resultados que se
esperan obtener de los ensayos in vivo, ademas, los estudios in vitro tienen la ventaja de ser

mas rapidos y economicos (Capetillo y col., 2001).
En el presente estudio, la adicién de indculo y el tiempo causaron efecto significativo (P<0.05)

sobre la digestibilidad proteinica de los ensilados, obteniéndose el valor mas alto (88%)

durante los dos primeros dias de fermentacion (Figura 18, Anexo 8).
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Figura 18.- Proteina digestible en pepsina y pancreatina en fermentaciones de mezcla de desechos de

pescado adicionadas con 18% de melaza (p/p) base hiimeda. Simbolos: A Control y ¢ inoculada con

5% (v/p) base himeda de Lactobacillus sp. B2.

Los resultados de digestibilidad proteinica obtenidos en este estudio son superiores a los de
otros reportes (Fagbenro y Jauncey, 1995; Vidotti y col., 2002) y similares a lo publicado por

White y col. (1999). Ademas, para el caso de la presente investigacion, los valores son
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satisfactorios al compararlos con lo reportado para harina de pescado (92%), (Capetillo y col.,
2001). Esto ultimo es relevante tomando en cuenta que la mayoria de los procesos de
obtencién de harina de pescado utilizan el pescado integro; no en este caso, en el que fue
utilizada una mezcla de desechos del fileteado de pescado. Ademas, el proceso utilizado en el
presente trabajo es mas econdmico, no contaminante y no requiere de altos gastos de energia,

como sucede en la produccion de harina de pescado (Zahar y col., 2002).

8.2. Escalamiento de la fermentacion a nivel piloto.

La fermentacion fue realizada en reactores de columna, habiéndose respetado en dos reactores
(A y B) la misma relacion longitud didmetro (L/D) igual a 2. La altura de empacado de esos
reactores fue de 20 y 40 centimetros y la cantidad de carga (mezcla de desecho de pescado,
melaza e inoculo) adicionada fue de 1.96 y 13.58 Kg para los reactores A y B,

respectivamente (Seccion 7.2.1., Tabla 3).

Adicionalmente fue utilizado un reactor de medida intermedia entre los reactores A y B, el
cual fue identificado como reactor C y que present6 una relacion (L/D) de 1. Este reactor fue
empacado a una altura de 20 centimetros con 6.95 Kg de carga (mezcla de fermentacion)

(Tabla 3).

8.2.1. Anélisis de licor liberado durante la fermentacion.

8.2.1.1. Cambios en el pH y produccion de acido lactico.

En la mayoria de los tiempos de fermentacion, los licores de los reactores B y C presentaron
caracteristicas de acidificacion muy similares entre si y diferentes estadisticamente (P<0.05) a
los licores del reactor A (Figura 19, Tabla 8, Anexo 9). Por otra parte, durante los primeros 20
dias de fermentacion, los licores de los reactores A, B y C presentaron valores promedio de pH
de 4.28, 4.32 y 4.37, respectivamente (Figura 19). Esto demuestra el establecimiento rapido de
las condiciones acidas, lo cual evita el crecimiento de los microorganismos dafinos (Owens y

Mendoza, 1985).
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Figura 19. Produccion de acido lactico y cambios de pH en licores de fermentaciones de desechos de
pescado realizadas a nivel piloto en reactores de columna, adicionadas con 18% (p/p) de melaza y 5%

(v/p) de Lactobacillus sp. B2.

Posteriormente, el pH de los licores increment6 lentamente hasta alcanzar valores de 4.6 en el
reactor A y de 4.9 en los reactores B y C a los 30 dias de fermentacion. Al transcurrir el
tiempo, el pH siguié aumentando en ambos sistemas para llegar a 4.98, 5.11 y 5.01 a los 120
dias en los reactores A, B y C, respectivamente (Tabla 8). Estos valores se mantuvieron
constantes hasta los 150 dias de fermentacion, tiempo en el que fueron destapados los

reactores para llevar a cabo el primer muestreo y andlisis de la fraccion solida.

El pH del ensilado puede disminuir durante la primera fase de la fermentacion debido al
dominio de las bacterias lacticas para alcanzar valores cercanos a 4.3. Sin embargo, este valor
puede ser incrementado por el alto contenido de proteina en el ensilado que presenta capacidad
amortiguadora y a los compuestos derivados de su hidrolisis como péptidos y aminoécidos con
capacidad alcalinizante o también debido a la neutralizacion parcial del acido por calcio (Faid

y col., 1994; Fagbenro, 1996).
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Inmediatamente después de muestrear la fraccion sélida a los 150 dias, los reactores fueron
cerrados nuevamente para continuar la fermentacion hasta los 165 dias, observandose
aumentos bruscos del pH en los licores para alcanzar cifras de 5.14, 532 y 5.04 en los

reactores A, B y C, respectivamente (Figura 19).

Esos cambios fueron debidos muy probablemente a contaminacidon y penetracion de oxigeno
durante el muestreo de la fraccion solida, lo cual did lugar al crecimiento de bacterias
aerobicas y hongos en la superficie. Esto tltimo provoco el inicio de la descomposicion de los

ensilados; por lo que fue suspendida la fermentacion a los 165 dias.

En la Figura 19 y Tabla 8 también se puede observar que la acidez presentd un
comportamiento relacionado inversamente a la evolucion del pH, obteniéndose la mayor
produccion de acido lactico a los 10 dias en los tres reactores. Sin embargo, la fermentacion en
el reactor A fue mas exitosa en cuanto a la concentracion de acido lactico, siendo diferente
estadisticamente a los reactores B y C (P<0.05) (Anexo 9). Estas diferencias pudieron ser
debidas probablemente a que en los reactores B y C existid mayor compactacion que en el
reactor A debido a la cantidad de carga usada. Por otra parte, el volumen del espacio libre de
cabeza de los reactores también pudo haber afectado la fermentacion, siendo de 785, 6283 y

3142 cm’ para los reactores A, B y C, respectivamente.

Al final de la fermentacién (165 dias), los valores de acido lactico fueron de 0.20, 0.17 y 0.26

mmol/g en los licores de los reactores A, B y C, respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo reportado para
fermentaciones de desechos de camarén, en donde se presentd un aumento gradual del pH de
4.1 a 5 después de 180 dias de fermentacion, aun habiendo frenado la autolisis a los 7 dias

cuando se registro el pH de 4.1 (Fagbenro, 1996).
Contrariamente a los hallazgos de la presente investigacion, se ha reportado que los ensilados

fermentados de desechos de gamba en un reactor agitado, presentaron una disminucion

minima del pH a 5 con una produccion de acido lactico de 1.2% a las 48 h, observandose
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enseguida un incremento del pH para llegar a 6.6 al final de la fermentacion que tardd 144 h.
Los autores atribuyeron estos cambios de pH a la capacidad amortiguadora del calcio

solubilizado (Zakaria y col., 1998).

Tabla 8. Valores de pH y acidez total titulable en licores de fermentaciones de desechos de pescado
elaboradas a nivel piloto en reactores de columna, adicionadas con 18% (p/p) de melaza y 5% (v/p) de

Lactobacillus sp. B2.

Reactor Andlisis a diferentes tiempos de fermentacién (dias)
pH ATT pH ATT pH ATT pH ATT pH ATT pH ATT
®) ©®) (10) 10 (0 (20) (30) (30) (40) (40) (1200 (120)
A 421c 0.48a 4.30c 0.49a 4.44c 0.45a 4.6b 0.34a 4.76b 0.36a 4.98b 0.22b
B 4.28b 0.43b 4.33b 0.46b 4.62a 0.36¢ 4.9a 0.26¢ 5.07a 0.28b S5.11a 0.21b
C 4.32a 0.42b 4.38a 0.45b 4.53b 0.41b 4.89%a 0.27b 5.04a 0.27b 5.01b 0.25a

a, by c: valores en cada columna con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Sin embargo; segun Cira y col. (2002), ensilados de desechos de camar6n fermentados en
reactor de columna de 2 Kg y sin agitacion, presentaron un valor de pH de 4.6 que se
mantuvo casi constante durante 83 dias de fermentacion. Lo anterior no concuerda con lo
reportado por (Zakaria y col., 1998) ni con los resultados de la presente investigacion, lo cual
se debe posiblemente a que las diferentes condiciones de fermentacion, como la fuente de
desecho pesquero, fuente de carbono, entre otros factores hacen que la acidificacion sea

diferente en cada proceso (Owens y Mendoza, 1985).

8.2.1.2. Cambios en el contenido de azUcares solubles totales.

En la Figura 20 se presenta el contenido de azlicares solubles totales en los licores de los
ensilados a diferentes tiempos de fermentacion. A partir de los primeros 3 dias, la mayor parte
de los azucares fueron solubilizados y separados en la fraccion liquida. La diferencia mas
importante en cuanto al contenido de azucares se presentd durante los primeros 15 dias de

fermentacion, siendo mayor el contenido en los licores obtenidos del reactor B.
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Lo anterior fue causado principalmente por la mayor compactacion presentada en el reactor B,
debido a la cantidad de carga afiadida. Después de los 15 dias de fermentacion, el contenido de
azucares continu6 disminuyendo en ambos sistemas para llegar a valores entre 5 y 6 mg/g a
los 60 dias. Enseguida, esos valores permanecieron casi constantes en los tres fermentadores
hasta el final de la fermentacion. Lo anterior es de gran importancia, ya que las BAL requieren

de azucares facilmente utilizables para que la fermentacion sea exitosa (Hall, 2002).
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Figura 20. Contenido de azticares solubles totales en licores de fermentaciones de desechos de pescado

realizadas a nivel piloto en reactores de columna, adicionadas con 18% (p/p) de melaza y 5% (v/p) de

Lactobacillus sp. B2.

8.2.1.3. Cuenta total de bacterias lacticas (BAL).
Las BAL requieren de vitaminas, aminodcidos y otros factores organicos de crecimiento, que
al parecer se encuentran presentes en cantidades adecuadas en el pescado (Owens y Mendoza,

1985).

En la Figura 21 se muestra la cinética de crecimiento de las BAL determinadas en los licores
del rector B. Este ultimo fue elegido para el analisis debido a presentar las mayores
dimensiones y cantidad de carga afiadida. La fase de crecimiento tardo 4 dias cuando fueron
incrementadas las cuentas de BAL de 84 a 13.7 ciclos logaritmicos de ufc/g. Este
comportamiento estuvo relacionado con el incremento en la produccion de acido lactico
durante los primeros dias de fermentacion debido al alto consumo de azucares solubles

presentes en la melaza (Figuras 19, 20 y 21).
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Figura 21. Cuenta total de bacterias lacticas en licor de fermentacion de desechos de pescado realizada

a nivel piloto en reactor de columna B (13.58 Kg), adicionada con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de
Lactobacillus sp. B2.

La fase de muerte de las BAL fue muy lenta, existiendo al final de la fermentacion 1.2 X 10°
ufc/g. Lo anterior demuestra la capacidad de las BAL de sobrevivir y competir a las
condiciones acidas (pH entre 4 y 5) de la fermentacion, llegando a ser la flora predominante
entre la mayoria de las bacterias presentes en los alimentos bajo esas condiciones (Liicke,

1996).

Esto puede explicarse por la capacidad que presentan las BAL de producir ademas del acido
lactico, otros compuestos como bacteriocinas y peroxido de hidrogeno capaces de inhibir el

crecimiento de microorganismos dafiinos (Einarsson y Lauzon 1995).

8.2.2. Analisis de la fraccion solida.

Una ventaja que ofrecen los reactores de columna utilizados en este trabajo en comparacion
con otros reactores estaticos, es que pueden obtenerse dos fracciones de la fermentacion, el
licor y la parte solida, siendo esta ultima una fuente rica en proteinas, minerales y lipidos, la
cual es utilizada principalmente para alimentacion animal (Fagbenro y Jauncey, 1998; Vidotti
y col., 2002), o en la formulacion de medios de cultivo (Coello, 2002). El licor obtenido

representa una fuente de proteina hidrolizada, minerales y carbohidratos el cual podria ser
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caracterizado funcional e higiénicamente con la posibilidad de ser aplicado como aditivo en la

elaboracion de salsas u otros aditivos alimenticios para humanos.

8.2.2.1. Valores de pHy ATT.

Con el proposito de evitar la contaminacion del producto y el desvio de la fermentacion, los
reactores permanecieron cerrados hasta cumplir 150 dias, tiempo en el cual fueron destapados
para muestrear la fraccion solida y evaluar su estabilidad, composiciéon quimica y estimar el

valor nutritivo de la misma.

La acidificacion de los ensilados mostré diferencia significativa por efecto del tamafio de
reactor (P<0.05). Como puede observarse en la Tabla 9, el producto del reactor A presentd los
mejores valores en cuanto a la produccion de acido lactico y pH, siendo diferente
estadisticamente a los ensilados de los reactores B y C (Anexo 10). Los ensilados de los tres
reactores presentaron valores de pH y ATT mejores que en los licores correspondientes. Esto
muy probablemente fue causado por la pérdida de gran cantidad de agua de los ensilados

durante la fermentacion, lo cual aumento el contenido de acido lactico en la fraccion solida.

Tabla 9. Analisis de la fraccion solida de fermentaciones de desechos de pescado realizadas a nivel
piloto en reactores de columna, adicionadas con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de Lactobacillus sp.
B2.

Variables Tipo de reactor y tiempo de fermentacion (dias)
A(150) B(150)  C (150) A(165) B(165) C(165) A*(7)
pH 4.80c 5.01b 4.95b 5.16a 5.23da 534a 4.52d
ATT (mmol/g) 0.46b 0.39¢ 0.38¢ 0.35d 0.32¢ 03le 05la
Aztcares (mg/g) 6.72b 5.12d 4.95d 4.84d 5.77¢ 4.65d 30.32a
Aw 0.959b 0.955¢ 0.962ab 0.949d 0.943d 0.947d 0.963a
BAL (ufc/g) 2.2 X10% 4.9X10°b 1.3X10°b 1.0 X10°b 14X10°b  23X10%  7.2X10%a

A* (7) = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.
a,b,c y d: Valores en cada fila con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Una vez transcurridos 150 dias de fermentacion, los ensilados de ambos reactores presentaron

disminucién en la produccion de acido lactico y por lo tanto aumento en el pH, lo cual fue
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observado cuando estos fueron analizados a los 165 dias. Esto se debid6 muy probablemente a
la inhibicion que pudieron sufrir las BAL por el aumento en la concentracion de oxigeno
durante el muestreo anterior (150 dias); ya que en la mayoria de los casos, la presencia de
oxigeno suprime el desarrollo de las BAL, siendo mucho mas eficiente el uso de oxigeno por
microorganismos con una cadena respiratoria funcional para la produccion de energia (Liicke,

1996).

En la misma Tabla 9 se presentan los resultados de la fraccion solida del ensilado obtenidos a
una semana de fermentacién en el reactor A™. Los valores de acidificacion en este ensilado
fueron mas altos que a tiempos largos, ain comparandolos con el ensilado obtenido en el
fermentador del mismo tamafio. Estos resultados fueron satisfactorios y permitieron demostrar

la posibilidad de obtener un producto estable a tiempos cortos.

8.2.2.2. Contenido de azucares solubles totales.

Los azucares solubles no fueron agotados completamente, siendo este un factor favorable para
la viabilidad de las BAL durante el proceso fermentativo, ya que requieren de azlcares
fermentables disponibles para su crecimiento y no pueden competir bien con otros
microorganismos en alimentos que contienen bajo contenido de carbohidratos (Liicke, 1996).
Los ensilados obtenidos del reactor A fueron superiores a los demds ensilados en cuanto al
contenido de azticares solubles totales, tanto a 7 como a 150 dias de fermentacion, con valores

de 30.32 mg/g y 6.72 mg/g, respectivamente (P<0.05) (Tabla 9, Anexo 10).

V1.2.2.3. Valores de actividad de agua (Aw).

Otro factor de gran importancia para el crecimiento microbiano es la actividad de agua, que en
el caso de las bacterias requieren de valores mas altos, seguidas por las levaduras y por ultimo
los mohos con valores minimos de Aw. Con la excepcion de bacterias haldfilas, pocas
bacterias crecen a valores de Aw por debajo de 0.9 y la mayoria muestran valores minimos de
Aw considerablemente altos para llevar a cabo su actividad biologica (Jay, 2000).
Microorganismos dafiinos como Clostridium botulinum, Pseudomonas, Acitenobacter y
Escherichia coli requieren valores de Aw de 0.97 y 0.96 para los dos primeros y los dos

ultimos, respectivamente (Jay, 2000). Los valores minimos de Aw para el crecimiento de BAL
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varian considerablemente entre grupos, siendo generalmente mas baja para especies de
Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus que para especies de Lactococcus, Leuconostoc y
Streptococcus (Liicke, 1996).

La actividad de agua disminuy6 considerablemente durante el proceso de 0.985 al inicio hasta

valores de 0.946 a los 165 dias de fermentacidon para los ensilados de los tres reactores, sin

haber existido diferencia significativa entre ellos (P>0.05). Los ensilados del reactor A*

presentaron la mayor Aw con un valor de 0.963, siendo superior estadisticamente a los demaés
ensilados (P<0.05). Sin embargo, segin como lo establece Madigan y col. (2001), en todos los
ensilados los valores de Aw fueron importantes para la supervivencia de las BAL y la

inhibicion de microorganismos dafiinos, lo cual permitié mantener estable el producto.

8.2.2.4. Cuenta total de BAL.

Los resultados presentados en la Tabla 9 también muestran que las cuentas totales de BAL

fueron iguales estadisticamente (P>0.05) en los ensilados de los tres reactores tanto a 150

como a 165 dias de fermentacién (Anexo 10). Sin embargo, la mayor sobrevivencia de BAL
fue presentada en el ensilado del reactor A* a los siete dias de fermentacion y fue significativa
(P<0.05) con 7.2x10° ufc/g, lo cual estuvo relacionado con los valores de 4cido lactico y pH
obtenidos. Por otra parte, las cuentas de BAL de la fraccion so6lida en los tres ensilados (A, By

C), fueron similares a las presentadas en el licor obtenido del reactor B (Figura 21).

Lo anterior fue debido probablemente a que en las BAL de los ensilados, predominaron los
Lactobacillus, siendo éstos mas resistentes a las condiciones acidas que otros géneros de BAL,
pudiendo tolerar valores de pH entre 4 y 5; de tal manera, su resistencia a la acidez les
permitié mantenerse viables durante la fermentacion lactica (Madigan y col., 2001). Por otra
parte, la cepa utilizada como inoculo (Lactobacillus sp. B2), originalmente fue aislada de
desechos de camardn, lo cual muy probablemente le permitid sobrevivir en el ambiente de

caracteristicas parecidas como fueron los desechos de pescado (Shirai y col., 2001).
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Uno de los problemas principales que se presentan en fermentacion lactica de desechos de
pescado, es el crecimiento de hongos en la superficie del ensilado, por lo cual algunos autores
han usado como método preventivo la adicion de fungistaticos como el sorbato de potasio y
propionato de sodio (Fagbenro, 1996; Fagbenro y Jauncey, 1998; Vidotti y col., 2002). A
pesar de que el tiempo de fermentacion en el presente estudio fue largo, los ensilados
obtenidos no mostraron signos de descomposicion por hongos ni bacterias hasta alanzar los
150 dias de fermentacion. Lo anterior puede ser explicado por el desplazamiento y salida del

oxigeno en los reactores durante la fermentacion.

8.2.2.5. Cambios de temperatura durante la fermentacion.

Los procesos quimioheterotrofos son exotérmicos y la generacion de calor por altos niveles de
actividad microbiana dentro de los solidos puede conducir a gradientes térmicos debido a la
limitada capacidad de transferencia de calor que presentan los sustratos solidos, lo cual podria
ser dafiino para la biomasa o formacién de productos. Por otra parte; debido a la alta
concentracion de sustrato por unidad de volumen, lo cual es tipico en fermentaciones en
estado solido, la generacion de calor microbiano por unidad de volumen es mucho mas grande

que para cultivos liquidos (Priory col., 1992).

En el presente estudio, para realizar el escalamiento del proceso de fermentacion, fueron
colocados los reactores en un cuarto con temperatura controlada a 30°C. Durante el transcurso
de la fermentacion, la temperatura interna del producto fue registrada con termopares los
cuales fueron colocados y distribuidos en cada uno de los reactores, de tal forma que hicieran

contacto con la mezcla de fermentacion.

En la Figura 22 se observa que, durante los primeros 30 dias de fermentacion, se presentaron
temperaturas en promedio cercanas a 32°C en los ensilados de los tres reactores, sin
observarse diferencias importantes entre cada uno de ellos. Después de los 30 dias, la
temperatura descendid para mantenerse casi constante con un valor muy cercano a 30°C. De
modo que, durante todo el proceso de fermentacion la temperatura promedio fue de 31.03+
0.28, 31.65£0.60 y 31.27£0.45 °C, para los ensilados de los reactores A, B y C,

respectivamente (Figura 22).
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Lo anterior demuestra la estabilidad de la fermentacion acido lactica en cuanto a incrementos
de temperatura que pudieran afectar el crecimiento y la actividad de las BAL. Ademas, las
BAL son capaces de crecer y mantenerse activas en fermentaciones de desechos pesqueros,

inclusive a temperaturas de 35°C (Zahar y col., 2002) y de 37°C (Ahamed y Mehendrakar,
1997).
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Figura 22. Comportamiento de la temperatura durante la fermentacion acido lactica de desechos de

pescado realizada a nivel piloto en reactores de columna adicionada con 18% de melaza (p/p) y 5%

(v/p) de Lactobacillus sp. B2.

8.2.2.6. Rendimiento de licor, producto sélido y acido lactico.

Los resultados obtenidos muestran que, la cantidad de carga adicionada afectdé la
compactacion de los ensilados y por lo tanto los rendimientos del licor liberado y la fraccion
solida producida. En la Tabla 10 se puede observar que al final de la fermentacion (165 dias),
el mayor rendimiento de licor fue presentado en el reactor B, debido a haber presentado la
mayor cantidad de carga. Por lo tanto, el rendimiento de la fraccion so6lida en este reactor fue

inferior al obtenido para los reactores A y C a tiempos largos de fermentacion.

Contrariamente, del reactor A* se obtuvo el menor rendimiento de licor, debido a la poca

carga adicionada y al corto tiempo de fermentacion. Por otra parte, el rendimiento total de los
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productos en los diferentes reactores fue de 93 a 97%, lo cual se debid principalmente a

pérdidas por evaporacion durante el proceso.

Tabla 10.- Rendimientos de licor y producto sélido de ensilados de desechos de pescado fermentados a
nivel piloto durante 165 dias en reactores de columna, adicionados con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p)

de Lactobacillus sp. B2.

Reactor Cantidad de Licor Ensilado s6lido  Rendimiento de Rendimiento de Rendimiento
carga producido producido licor (%) solido (%) total (%)
(Ko) (Ko) (Ko)
A 1.96 1.05 0.78 53.57 39.79 93.36
B 13.58 8.63 4.57 63.54 33.65 97.20
C 6.85 3.99 2.56 58.28 37.37 95.66
A* 1.91 0.63 1.19 32.98 62.3 95.28

A* = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.

El porcentaje de azlicares consumidos estuvo relacionado con la eficiencia de la fermentacion
y por lo tanto con el rendimiento de acido lactico producido. En la Tabla 11 se observa que en
el reactor A se presentd el mayor porcentaje de azlicares consumidos y por lo tanto el mayor
rendimiento de 4acido lactico producido al compararlo con los reactores B y C a tiempos largos

de fermentacion.

Lo anterior permitio reafirmar que a menor escala es mas efectiva la acidificacion, sobre todo
a tiempos prolongados de fermentacion. Sin embargo, como fue discutido en la seccion
8.2.1.1., a tiempos cortos de fermentacion es posible obtener fermentaciones exitosas de los
desechos pesqueros, atun a escala mas grande. El rendimiento de acido lactico a 7 dias en el
ensilado del reactor A* fue mucho mayor que los demés ensilados debido a que a ese tiempo

existié mayor viabilidad de las BAL (Tabla 9, seccion 8.2.2.4).
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Tabla 11.- Azacares consumidos y rendimiento de acido lactico de ensilados de desechos de pescado
fermentados a nivel piloto en reactores de columna, adicionados con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p)

de Lactobacillus sp. B2.

Reactor Azlcares Azlcares Acido lactico AzUcares Rendimiento de
iniciales consumidos producido consumidos acido lactico (%)**
(9) 9) (9) (%)
A 165.11 118.68 55.87 71.88 47.07
B 1144.23 77481 353.77 67.71 45.66
C 576.791 390.57 169.41 67.71 43.37
A* 160.898 89.89 72.95 55.87 81.15

A* = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.
** =T Acido lactico producido (g)/Azlcares consumidos (g)]x100

8.2.2.7. Composicion quimica proximal.
En la Tabla 12 es presentada la composicion quimica proximal de la mezcla (desechos de
pescado, melaza e inoculo) sin fermentar (tiempo 0); asi como también de los ensilados

producidos (fraccion sélida) a 150 y 165 dias de fermentacion.

El contenido de humedad en los ensilados fue afectado significativamente por el tipo de
reactor utilizado (P<0.05) (Anexo 11). Como puede observarse en la Tabla 12, los ensilados
del reactor A presentaron mayor contenido de humedad y el menor porcentaje fue presentado
en el producto del reactor B tanto a 150 como a 165 dias de fermentacion. Esto puede ser
explicado por la mayor compactacion presentada en el reactor B, debido a la mayor cantidad
de carga adicionada en comparacion con los reactores A y C, lo cual permitid6 mayor

liberacion del licor durante la fermentacion.

La proteina también se vi6 afectada significativamente, presentando el mayor porcentaje los
ensilados de los reactores A y C y siendo iguales entre si (P<0.05) (Anexo 11). El menor
contenido de proteina lo present6 el producto del reactor B, debido muy probablemente a que
junto con el licor fue separada mayor cantidad de compuestos derivados de la hidrolisis
proteinica como consecuencia de la mayor compactacion de la mezcla durante la

fermentacion.
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Tabla 12. Composicion quimica proximal (%) de desechos de pescado fermentados a nivel piloto en

reactores de columna, adicionados con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de Lactobacillus sp. B2.

Andlisis ) ] L
Tipo de reactor y tiempo de fermentacion (dias)
(B.S)
Mezcla A B C A B C
(0) (150) (150) (150) (165) (165) (165)
Humedad 65.11a 50.26 b 45.95d 49.80b 50.68 b 46.70d 48.26¢
Proteina
37.54b 39.69a 37.33b 38.39a 38.33a 36.42b 36.54b
bruta*
Lipidos 12.66d 26.99¢ 29.78a 29.54a 26.29¢ 3191a 29.07b
Cenizas 19.71a 18.98b 20.97a 20.92a 20.52a 21.60a 22.93a
Fibra
1.1a 0.91a 1.08a 0.88a 0.92a 0.89a 1.07a
cruda
E.L.N. 28.99 13.43 10.84 10.27 13.94 9.18 10.40

B.S. = Base seca.

(0) = Analisis a tiempo cero de fermentacion.

* =N total x 6.25

a,b,c y d: Valores en cada fila con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

E.L.N.= Extracto libre de nitrégeno = 100 — (% proteina + % lipidos + % de cenizas + % de fibra cruda).

Aunque existio diferencia significativa (P<0.05) en el contenido de proteina entre los
ensilados al inicio y final de la fermentacion, los resultados obtenidos mostraron similitud y
fueron satisfactorios. Por otra parte, la liberacion del licor durante la fermentacion se vid
reflejada en la concentracién de lipidos del producto, obteniéndose el mayor contenido de

éstos en los ensilados de los reactores B y C con valores cercanos a 30%.

Solo ligeras variaciones fueron observadas en el contenido de cenizas, sin existir cambios
significativos por efecto del tamafio de reactor ni del tiempo de fermentacion. Los ensilados
presentaron valores de minerales cercanos a 20%, siendo un porcentaje considerable debido a
que la materia prima presentd una alta porcion de huesos, espinas y escamas. Ademas, la
concentracion de los minerales en la pasta pudo influir en el poder amortiguador durante la

acidificacion.
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Contrariamente a lo anterior, el extracto libre de nitrogeno de los ensilados disminuy6 de
manera importante debido a la liberacion de una gran cantidad de carbohidratos solubles en el
licor, quedando en la fraccion sélida aproximadamente un 38.9% del contenido inicial en la
mezcla sin fermentar. Los carbohidratos residuales influyeron en las caracteristicas sensoriales
de los ensilados, enmascarando en gran parte el olor a pescado y dandoles un aroma dulce, lo

cual puede hacerlos atractivos y palatables en alimentos para animales.

Por otra parte, la composicién del ensilado obtenido del reactor chico A” (relacion L/D de 2) a
7 dias de fermentacion, present6 un contenido de proteina, lipidos, cenizas y carbohidratos de
39.02,20.19, 21.43 y 5254

18.36% en base seca, respectivamente. Esto también confirma la posibilidad de obtener
ensilados de pescado por este proceso con caracteristicas quimicas aceptables a tiempos de

fermentacidn cortos.

8.2.2.8. Grado de hidrdlisis y digestibilidad in vitro de la proteina.

El grado de hidrolisis y digestibilidad proteinica en la fraccion so6lida de los ensilados presento
diferencias significativas por efecto del tamafio de reactor (P<0.05) (Anexo 12). En la Tabla
13 se presentan los resultados obtenidos, en donde se puede observar que los ensilados del
reactor A tanto a tiempo corto (7 dias) asi como a tiempos largos (150 y 165 dias) mostraron
los valores mas altos en grado de hidrdlisis y digestibilidad in vitro de la proteina, lo cual

estuvo relacionado con la produccion de acido lactico durante la fermentacion (Tablas 9y 11).

Como se ha mencionado anteriormente, los productos del reactor A presentaron los mejores
valores de acidificacion (Tablas 8 y 9). Esto pudo haber aumentado la actividad de las
enzimas proteoliticas endogenas del pescado, asi como también las proteasas producidas por
las bacterias lacticas, dando lugar a un incremento del nitrégeno no proteinico y aminoacidos

libres del sustrato durante la fermentacion (Yiny col., 2005).

El tiempo de fermentacion también afectd significativamente la hidrolisis y digestibilidad in

vitro de la proteina, ya que la mezcla de fermentacion, antes de iniciar el proceso (tiempo 0),

88



presentd un grado de hidrolisis y digestibilidad de la proteina de 12.2 y 69%, habiéndose
logrado un incremento aproximado de 76 y 15%, respectivamente. En los ensilados del reactor

A, el incremento fue presentado tanto a los 7 como a los 150 dias de fermentacion (Tabla 13).

Tabla 13. Grado de hidrolisis y digestibilidad in vitro de proteinas de desechos de pescado fermentados
a nivel piloto en reactores de columna, adicionados con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de

Lactobacillus sp. B2.

Analisis Tipo de reactor y tiempo (dias)

A(150) B(150) C(150) A(165) B (165) C (165 A*(7)

Grado de 89.22 a 85.07b  86.77b 87.27a 81.99p  84.88b  88.29a
Hidrdlisis (%0)

Digestibilidad de 84.15a 78.46¢ 81.61a 79.72b 77.02¢ 77.79¢ 85.37a
proteina (%0)

A* (7) = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.
a, by c: Valores con distinta letra en cada fila difieren estadisticamente (P<0.05).

Los valores mas bajos de hidrolisis y digestibilidad de la proteina fueron presentados en los

ensilados de los rectores B y C, sin existir diferencia significativa entre ellos (P>0.05). Estos

resultados fueron afectados por la menor acidez mostrada en sus ensilados y posiblemente a la
separacion de mayor cantidad de proteina digerida en los licores como consecuencia de la

mayor compactacion.

El contenido de proteina sin digerir no fue muy alto; sin embargo, puede estar relacionado con
diversos factores como el pH, temperatura, tiempo de fermentacién y la naturaleza de la
materia prima (Hall y col., 1985). Esto ultimo puede tener gran relacion con los resultados
obtenidos en este estudio, ya que los desechos de pescado usados muy probablemente
presentaron gran contenido de proteina de escasa digestibilidad como coldgeno y queratina.
Sin embargo, el incremento en la hidrdlisis y digestibilidad de la proteina reafirma la
importancia de la fermentacion acido lactica como un medio de aprovechamiento de los

desechos de pescado para darles un valor agregado.
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8.2.2.9. Contenido de aminoacidos.

En la Tabla 14 se presenta el aminograma del ensilado obtenido a nivel piloto en el reactor de
mayor capacidad. El producto present6 un contenido de histidina, treonina, metionina, valina e
isoleucina casi igual comparado con la harina de pescado. Sin embargo, el contenido de
glicina y tirosina fue mejor en el ensilado obtenido. Por otra parte, en su mayoria el contenido
de aminoécidos fue cercano a la mitad de lo reportado para ensilado fermentado de residuos de
tilapia (Vidotti y col., 2003). Los mismos autores reportaron dos veces mas acido aspartico y

acido glutdmico, y mucho menos tirosina que para el ensilado del presente estudio.

Tabla 14. Contenido de aminoacidos (g/100 g de proteina) del ensilado de

pescado obtenido en comparacion con harina de pescado.

Aminoécido Ensilado de pescado Harina de pescado
Ac aspartico 3.10 5.79
Ac. Glutamico 4.45 8.69
Serina 1.73 2.93
Histidina 1.85 1.28
Glicina 7.70 5.23
Treonina 2.39 2.85
Arginina 1.89 5.71
Alanina 5.20 4.41
Tirosina 4.33 1.99
Metionina 2.02 1.67
Valina 2.47 29
Fenilalanina 1.75 2.52
Isoleucina 2.39 2.59
Leucina 3.19 4.56
Lisina 2.19 3.89

También se ha reportado el aminograma de ensilado fermentado de desechos del
procesamiento de surimi con valores superiores (Zinudheen y col., 2008). Sin embargo, el
contenido de aminodcidos esenciales (histidina, treonina, leucina e isoleucina, arginina,
metionina y valina,) del ensilado obtenido, satisface los requerimientos para pollos y cerdos;

aunque solo los cuatro primeros cubren las necesidades para peces (Maynard y col., 1981).
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8.3. Evaluacién del ensilado de pescado obtenido como ingrediente

alimenticio para codornices (Coturnix coturnix japonica).

8.3.1. Evaluacion de los parametros productivos.

Fueron preparadas cuatro dietas con diferentes niveles de ensilado de pescado para alimentar
codornices (Coturnix coturnix japonica) en etapa de crecimiento. La composicion quimica
proximal de las dietas experimentales es presentada en la Tabla 15, en la cual se observa que
el contenido de proteina cruda fue similar en los cuatro alimentos. Segun Gorrachategui,
(1996), con ese contenido de proteina, son cubiertos los requerimientos de las codornices. Por
otra parte, el porcentaje de lipidos y minerales fue mayor en las dietas con ensilado de
pescado, lo cual fue debido al alto contenido de esos nutrientes en la materia prima utilizada,
asi como también en el producto (Tabla 12). El contenido en fibra cruda de las dietas fue bajo

y reune el requerimiento minimo para codornices en crecimiento (Gorrachategui, 1996).

Tabla 15. Composicion quimica proximal* de dietas experimentales para codornices (Coturnix

coturnix japénica).

Componente Nivel de inclusion de ensilado de pescado (%)
Control (0) 5 10 15

Humedad 10.92 £ 0.64 11.46 +0.97 11.31 £0.64 11.25+0.32
Proteina cruda (Nyo X 6.25) 21.1+£0.23 20.27 £0.54 21.02 £0.91 20.36 £0.07
Grasa cruda 3.78 £0.38 7.32 £0.62 7.74 + 0.63 9.61+1.14
Fibra cruda 3.35+0.19 2.76 +£0.29 2.62+0.23 2.09+0.28
Cenizas 9.79+0.13 11.41+£0.10 12.29 £ 0.89 13.00 £ 0.56
Extracto libre de Nitrogeno 51.07 46.78 45.00 43.68

* = Datos expresados en porciento (base humeda)
Extracto libre de nitrégeno = 100 — [% de proteina + % de grasa + % de fibra cruda + % de cenizas].

En la Figura 23 se presenta la curva de crecimiento de codornices alimentadas con las cuatro

dietas experimentales. Los resultados no mostraron diferencia significativa entre tratamientos

(P>0.05) a los diferentes tiempos de analisis; aunque después de los 21 dias, los alimentos con

10 y 15% de ensilado mejoraron el peso de las codornices.
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Figura 23. Curva de crecimiento de codornices (Coturnix coturnix japonica) alimentadas con dietas de

diferentes niveles de ensilado de pescado.

En la literatura no se encontraron reportes sobre ganancia de peso en codornices para
produccion de carne usando ensilado de pescado en la dieta. Sin embargo, Vizcarra y col.,
(1999), observaron un comportamiento similar en pollos de engorda alimentados con dietas de
diferentes niveles de ensilado de pescado, sin haber encontrado diferencia en el crecimiento.
Por otra parte, Espe y col. (1992), demostraron que el desarrollo de pollos fue
significativamente mejor cuando parte de la proteina en la dieta fue hidrolizada en forma de
ensilado de pescado, atribuyendo a que en esa forma la proteina es mas facilmente utilizable

para sintesis de proteina corporal por los animales.

El valor de conversion alimenticia acumulada fue diferente para cada una de las dietas en los

distintos tiempos que trascurrid el estudio. Aunque no existid diferencia significativa entre

tratamientos a cada tiempo (P>0.05), el valor mas satisfactorio para los cuatro alimentos
resultd a los 14 dias de experimentacion (Tabla 16). Sin embargo, a los 21 dias se obtuvieron
resultados que son aceptables y concuerdan con lo recomendado por Gorrachategui, (1996)

para esta linea de codornices. Por otra parte, a los 28 dias de experimentacion (49 dias de

edad) las aves presentaron valores de conversion alimenticia muy parecidos a los reportados
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para codornices de la misma linea con una edad de 45 dias (INRA, 1989). Para fines de este
estudio, el experimento fue realizado hasta 35 dias, obteniéndose los valores de conversion

alimenticia mas altos, lo cual no seria recomendable desde el punto de vista econémico.

Tabla 16. Efecto del nivel de ensilado de pescado en la dieta sobre conversion alimenticia de

codornices (Coturnix coturnix japonica) a diferentes tiempos de experimentacion.

Nivel de ensilado Tiempo de experimentacion (dias)

en la dieta (%)

7 14 21 28 35
0 3.10+£0.24 2.92+0.22 3.59+£0.14 451 +£0.56 5.76 £0.50
5 3.65+043 2.65+0.17 3.38+£0.37 4.37+0.32 5.48 £0.45
10 454027 2.71+£0.20 3.62+0.41 4.23+047 5.24 £0.55
15 4.07£0.62 2.88+0.36 3.54+0.31 4.11+0.28 4.99 +£0.51

8.3.2. Rendimiento en canal y calidad sensorial de la carne.

La inclusion del ensilado de pescado en el alimento no mostrd efecto significativo sobre el
rendimiento en canal de las codornices, obteniéndose porcentajes de 71.23+£3.36, 71.74+2.59,
70.58+2.96 y 68.01£3.13 con las dietas control, 5, 10 y 15%, respectivamente. Asimismo, las

caracteristicas sensoriales de la carne de pechuga de codornices, no presentaron diferencia

significativa entre tratamientos para todos los atributos evaluados (P>0.05) (Tabla 17).

Tabla 17. Efecto de diferentes niveles de ensilado de pescado en la dieta sobre la calidad sensorial de

carne de codorniz (Coturnix coturnix japonica).

E.P. Atributo de calidad sensorial
(%)
Color Olor Olor Sabor Sabor Blandura Jugosidad  Calidad
desagradable desagradable total

0 75+12 78+1.1 1.0£1.6 72+ 1.7 1.3+1.7 72+18 6.6+x19 75+13
5 69+1.6 80+1.1 09+19 73+1.2 1.1+1.5 7.7+14 70+14 75=+1.1
10 73+£09 74+£19 09+14 74+13 09+14 7715 70+14 7T76=+14
I5 69+15 7115 0.8+1.3 6.8+2.2 1.0+1.2 79+12 70+£20 75+14

E.P. = Ensilado de pescado.
Escalade 1 a9, donde 1 fue la mas baja y 9 la mas alta intensidad.
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En la literatura no se encontraron reportes relacionados con el uso de ensilado de pescado en el
alimento para codornices y su efecto sobre la calidad organoléptica de la carne. Sin embargo,
Kjos y col. (2000) reportaron que en pollos de engorda, el alimento con 5% de ensilado y 1.7 6
2.5% de aceite de pescado caus6 mal olor y sabor a la carne, detectdndose sabor a pescado.
Ademas, los mismos autores obtuvieron valores de intensidad del olor, sabor, jugosidad y

blandura inferiores a los obtenidos en el presente estudio.

Por otra parte, los valores promedio de olor y sabor desagradable de la carne de codorniz
fueron muy bajos (Tabla 17), inclusive en muchos casos no fueron detectados, en comparacion
a lo reportado para carne de pollo con valores hasta de 3 y 4 (Kjos y col., 2000). Asimismo,
los panelistas no detectaron en la carne sabor a pescado, lo cual demuestra la posibilidad de
aplicar el ensilado de pescado hasta en un 15% en el alimento, sin tener efectos adversos sobre

la calidad sensorial de la carne de codorniz.
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9. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se demostré la posibilidad de valorar tres fuentes de desecho de
pescado como lo fueron, especies de la FAC de nulo valor comercial, desechos de barracuda
mexicana (Sphyraena ensis) y una mezcla de desechos del fileteado de diversas especies (MD)

sin ningln tratamiento previo, para producir ensilados por medio de fermentacion acido lactica.

El nivel de melaza afectd significativamene la fermentacion, resultando mejor con 18%.
Ademas, los microsilos elaborados con cualquiera de las tres fuentes de desecho pesquero
fueron aceptables en cuanto a acidificacion y estabilidad del producto; sin embargo, los
resultados de MD adicionada con 18% de melaza y 5% de Lactobacillus sp. B2 permitieron

establecer las condiciones de fermentacion y realizar el escalamiento a nivel piloto.

El escalamiento a 1.96, 6.85 y 13.58 Kg de carga en reactores de columna de acero inoxidable
y de doble moédulo, permitié obtener ensilados con valores de acidificacion aceptables desde
los dos primeros dias de fermentacién. Sin embargo, después de veinte dias los productos de
los reactores de mayor carga mostraron menor acidificacion, aunque en los tres reactores los
ensilados fueron conservados durante 150 dias, presentando grado de hidrdlisis y

digestibilidad in vitro de proteina de 85.92% y 81.40%, respectivamente.

La inclusion de la fraccion solida del ensilado (0, 5, 10 y 15%) como fuente de proteina
predigerida en el alimento para codornices (Coturnix coturnix japonica), produjo valores de
conversion alimenticia satisfactorios a los 35, 42, y 49 dias de edad sin mostrar diferencia
significativa entre las dietas. Asimismo, el rendimiento en canal y calidad sensorial de la carne
de pechuga no fueron diferentes usando los cuatro alimentos. Ademas, la carne no presentd

olor ni sabor a pescado habiendo sido aceptada satisfactoriamente por los jueces.

Los resultados obtenidos demuestran la importancia de los desechos de pescado que pueden
ser transformados mediante fermentacion acido lactica en ensilados, adquiriendo alto valor
agregado y minimizando los problemas de impacto ambiental. Asimismo, los hallazgos
afirman el valor nutritivo de los ensilados de pescado cuando son aplicados en la produccion

de codorncies sin mostrar efectos sensoriales negativos en la carne.
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10. PERSPECTIVAS

El presente trabajo de investigacion abre la posibilidad de realizar varios estudios de
aplicacion del producto obtenido como ingrediente alimenticio en diversas especies animales

acuicolas y terresteres.

Ademas, el ensilado obtenido puede ser evaluado como fuente de peptona en la formulacion
de medios de cultivo, lo cual puede ayudar a disminuir los costos. Asi como también, valdria

la pena evaluar el producto como sustrato para produccion de bacteriocinas.

Por otra parte, el licor obtenido de la fermentacion puede ser valorado en cuanto a sus
caracteristicas higiénicas y nutricionales, con el objeto de evaluar su posible uso como salsa de

pescado.
Asimismo, el proceso de produccidon de ensilados establecido en la presente investigacion,

podria ser estudiado para la obtencidn, aislamiento y caracterizacion de péptidos y otras

biomoléculas con actividad biologica.
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11. TRABAJOS PRESENTADOS Y PUBLICACIONES

Los resultados del presente trabajo de investigacion han sido presentados en cinco congresos
nacionales y uno internacional, asi como también se impartié una conferencia y un articulo
cientifico fue publicado en una revista indizada. Asimismo, se hizo una estancia-curso de

adiestramiento a nivel internacional.

Articulo:

“Utilization of fisheries by-catch and processing wastes for lactic acid fermented silage and
evaluation of degree of protein hydrolysis and in vitro digestibility”. 2008. Revista Mexicana
de Ingenieria Quimica 7(3):195-204 (Anexo).

Congresos:

“Establecimiento de condiciones de fermentacion lactica de desechos de pescado”. X Congreso

Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. 8-12 de Septiembre del 2003, Puerto Vallarta, Jalisco.

“Establecimiento de condiciones para la fermentacion acido lactica de desechos de pescado
utilizando melazas”. Primer foro de investigacion del Centro de Estudios Tecnoldgicos Industrial

y de Servicios No. 100. 22-24 de Octubre del 2004, Tepic, Nayarit.

“Efecto antifingico del quitosano en ensilados de pescado”. III Simposio Iberoamericano de
Quitina. 27-29 de Septiembre del 2004, Cérdoba, Espafia.

“Conservacion de desechos de pescado por fermentacion lactica como una alternativa
potencial en alimentacion animal”. XI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. 19-

23 de Septiembre del 2005, Mérida, Yucatan.
“Efecto antiflingico de quitosano con diferentes pesos moleculares en fermentacion de

desechos de pescado”. XI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. 19-23 de

Septiembre del 2005, Mérida, Yucatan.
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“Fermentacion lactica de desperdicios de atun (Thunus spp.) y desperdicios de bicuda
(Sphyraena ensis) utilizando papaya y melazas como fuentes de carbono para la obtencion de
hidrolizados proteicos”. VI Congreso del Noroeste y II Nacional en Ciencias Alimentarias y

Biotecnologia. 14 al 17 de Noviembre del 2006. Universidad de Sonora, Hermosillo, Sonora.

“Estudios de escalamiento de fermentacion acido lactica de desechos de pescado a nivel
piloto”. XII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. 25-29 de Junio del 2007,

Morelia, Michoacan.

Conferencia:

“La Biotecnologia como una alternativa para el aprovechamiento de subproductos acuicolas”.
Semana Nacional de la Ciencia y la Tecnologia. Centro de Estudios Tecnoldgicos Industrial y

de Servicios No. 100. Octubre 25 del 2004, Tepic, Nayarit.

Estancia-Curso:
“Biopolymers in Materials and Life Sciences”. 10-28 de Enero del 2005. Universidad de

Concepcion, Chile.
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ANEXOS



ANEXO 1

Curva estandar para determinacion de carbohidratos solubles totales
(Método fenol-acido sulftrico, Dubois y col., 1956).

Reactivos:

Fenol al 5%. Pesar 5 g de fenol (cristales) disolverlos completamente y aforar a 100 ml con

agua destilada.

Acido sulftrico concentrado.

Solucioén estandar de glucosa 100 pg/ml (ppm). Se pesan 100 mg de glucosa grado reactivo, se

disuelven en agua destilada y se afora a un volumen de 1000 ml.

Curva estandar

A partir de la solucion estandar de glucosa (100 pg/ml) se prepar6 la curva estandar como se

describe a continuacion.

Volumen del estandar Volumen de agua (ml) Concentracion del
(ml) estandar (ug/ml)
0.0 1.0 0
0.2 0.8 20
0.4 0.6 40
0.6 0.4 60
0.8 0.2 80
1 0.0 100

A cada tubo le fue adicionado 1 ml de fenol al 5% e inmediatamente fueron agregados con

cuidado 5 ml de 4cido sulftrico concentrado. Se mezclo6 perfectamente en vortex y se dejo

reposar durante 10 minutos. La absorbancia de la mezcla fue medida a 490 nm.
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ANEXO 2

Curva estandar de L-leucina para determinar grado de hidrdlisis de proteinas.

Para obtener la curva estandar se prepard una solucion patrén 6 mM de L-leucina y a partir de
¢ésta se prepararon las siguientes diluciones: 0.6, 1.2, 1.8, 2.4, 3.0, 3.6, 4.2, 4.8 y 54 mM. En
tubos ambar con tapdn de rosca y capacidad de 4 ml se colocaron 64 ul de cada una de las
diluciones mas 1 ml de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 8.2) y 0.5 ml de TNBS al 0.01%. La
mezcla fue agitada en vortex durante 10 segundos y se colocod en bafio de agua a 50°C
durante 30 minutos bajo la oscuridad. La reaccion fue frenada con la adicion de 1 ml de sulfito
de sodio 0.1 M. La mezclas fueron enfriadas a temperatura ambiente durante 15 minutos y se
midid la absorbancia a 420 nm en un espectrofotometro JENWAY 6305, UV/Vis., JENWAY,
Ltd. Felsted, U.K). Se graficaron los datos de absorbancia obtenidos con respecto a la
concentracion de L-leucina correspondiente y se hizo el ajuste de los datos por regresion lineal

simple.
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ANEXO 3

Curva estandar para determinacion de proteina por el método de Bradford (Bio-

Rad protein assay, Bio-Rad USA).

A partir de una solucidn estandar de alblimina de suero bovino (BSA) de 10 pg/ml (ppm) se

prepard la curva estandar como se describe a continuacion.

Agua (M) BSA () BSA (Mg) Reactivo Bradford (ul)
800 0 0 200
600 200 2 200
400 400 4 200
200 600 6 200
0 800 8 200

Cada tubo con su contenido fue mezclado perfectamente en vortex y se leyo la absorbancia de

la mezcla a 595 nm.
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ANEXO 4

Analisis sensorial de carne de codorniz

Nombre del juez Fecha

Instrucciones: Pruebe cada una de las muestras y sefale con una X la calificacion seglin la
intensidad del atributo. Se recomienda no consumir la muestra y enjuagarse la boca entre cada
muestra que pruebe.

Muestra

Atributo Calificacion

Color 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Olor 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Olor 1 2 3 4 5 6 7 8 9
desagradable

Sabor 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Sabor 1 2 3 4 5 6 7 8 9
desagradable

Blandura 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Jugosidad 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Calidad total 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Comentarios
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desechos de pescado.

ANEXO 5

Analisis estadistico para la seleccion del nivel de melaza en fermentaciones de mezcla de

Analisis de varianza para el pH de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 48 h

utilizando diferentes niveles de melaza.

Fuente Grados Suma de Cuadrado Razén F | Significancia
de cuadrados medio
libertad
Entre grupos 5 1.356842 0.2713683 32.15 0.000294
Dentro de grupos 6 0.05065 8.441667E-03
Total 11 1.407492

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 48 h utilizando diferentes niveles de melaza.

Nivel de melaza Media Grupo de
Tukey-Kramer

6% Control 5.42 A

6% Con in6culo 4.94 B

12% Control 4.995 B

12% Con in6culo 4.46 C
18% Control 4.78 B

18% Con in6culo 4.44 C

A, B y C: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 48 h

utilizando diferentes niveles de melaza.

Fuente Grados Suma de Cuadrado Razén F | Significancia
de cuadrados medio
libertad
Entre grupos 5 0.1433 0.02866 61.41 0.000045
Dentro de grupos 6 0.0028 4.666667E-04
Total 11 0.1461
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 48 h utilizando diferentes niveles de melaza.

Nivel de melaza Media Grupo de
Tukey-Kramer
18% Con in6culo 0.425 A
18% Control 0.255 B
12% Con indculo 0.39 C
12% Control 0.205 B
6% Con in6culo 0.2 D
6% Control 0.115 E

A, B, C, Dy E: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para el pH de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 96 h

utilizando diferentes niveles de melaza.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio

Entre grupos 5 3.932967 0.7865933 79.99 0.000021

Dentro de 6 0.059 9.833333E-03

grupos

Total 11 3.991967

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 96 h utilizando diferentes niveles de melaza.

Nivel de melaza Media Grupo de
Tukey-Kramer
6% Control 6.195 A
6% Con in6culo 5.335 B
12% Control 5.18 B
12% Con indculo 4.655 C
18% Control 4.74 C
18 % indculo 4.485 D

A, B, C y D: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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Analisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 96 h

utilizando diferentes niveles de melaza.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio

Entre grupos 4 0.1729018 | 4.322544E-02 | 1111.25 0.000000

Dentro de grupos 5 1.9449E-04 | 3.889801E-05

Total 9 0.1730963

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 96 h utilizando diferentes niveles de melaza.

Nivel de melaza Media Grupo de
Tukey-Kramer
18% Con indculo 0.4960178 A
18% Control 0.3231771 C
12% Con in6culo 0.3768873 B
12% Control 0.1739229 D
6% Con in6culo 0.1396804 E

A, B, C, Dy E: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para Aw de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 96 h

utilizando diferentes niveles de melaza.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado | Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio

Entre grupos 4 0.0002106 5.265E-05 47.86 0.000355

Dentro de grupos 5 0.0000055 0.0000011

Total 9 0.0002161
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para Aw de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 96 h utilizando diferentes niveles de melaza.

Nivel de melaza Media Grupo de
Tukey-Kramer
6% Con in6culo 0.9715 A
12% Control 0.972 A
12% Con indculo 0.9645 B
18% Control 0.9625 B
18% Con indculo 0.961 B

A y B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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ANEXO 6

Analisis estadistico para evaluar el efecto del tipo de desecho pesquero y reactor en

fermentaciones de desechos de pescado.

Andlisis de varianza para el pH de fermentaciones de desechos de pescado a 96 h* usando

diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Fuente Gradosde | Sumade | Cuadrado | RazonF | Significancia
libertad | cuadrados medio
A: Desecho pesquero 2 0.1421583 | 7.10796E-02 61.36 0.000000
B: Inoculo 1 0.2816667 0.281667 243.17 0.000000
AB 2 4.3584E-03 | 2.17917E-03 1.88 0.194680
C: Reactor 1 3.6817E-02 | 3.68167E-02 31.78 0.000109
AC 2 0.2874083 0.147042 124.06 0.000000
BC 1 0.05415 0.05415 46.75 0.000018
ABC 2 0.047275 0.0236375 20.41 0.000138
Dentro de grupos 12 0.0139 1.15833E-03
Total 23 0.8677334

* El ANDEVA se hizo a 96 h debido a que a ese tiempo se presentd la maxima acidificacion.
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Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de desechos de pescado a 96 h* usando

diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Fuente Gradosde | Sumade | Cuadrado | RazénF Significancia
libertad | cuadrados medio
A: Desecho pesquero 2 0.3410547 0.1705274 7.27 0.008563
B: Inéculo 1 3.451072 3.451072 147.03 0.000000
AB 2 0.3545473 0.1772737 7.55 0.007530
C: Reactor 1 1.65812E-02 | 1.6584E-02 0.71 0.417028
AC 2 1.111441 0.5557204 23.68 0.000068
BC 1 1.131973 1.131973 48.23 0.000016
ABC 2 0.5977949 0.2988974 12.73 0.001079
Dentro de grupos 12 0.2816666 | 2.3472E-02
Total 23 7.286133

* El ANDEVA se hizo a 96 h debido a que a ese tiempo se presentd la maxima acidificacion.
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para pH de fermentaciones de

desechos de pescado a 96 h usando diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Tipo de reactor Media Grupo de
Tukey-Kramer

Frasco 443 B

Lecho empacado 4.51 A

Fuente de desecho Media Grupo de

pesquero Tukey-Kramer

Desechos de 4.36 B

barracuda

Mezcla de desechos 4.54 A

FAC 4.50 A

In6culo Media Grupo de
Tukey-Kramer

0% 4.58 A

5% 4.36 B

Ay B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

121



Comparaciéon de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

desechos de pescado a 96 h usando diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Tipo de reactor Media Grupo de
Tukey-Kramer

Frasco 0.3889 A

Lecho empacado 0.3931 A

Fuente de desecho Media Grupo de

pesquero Tukey-Kramer

Desechos de 0.3988 A

barracuda

Mezcla de desechos 0.3915 A

FAC 0.3678 B

In6culo Media Grupo de
Tukey-Kramer

0% 0.3439 B

5% 0.4281 A

A y B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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Andlisis de varianza para Aw de fermentaciones de desechos de pescado a 96 h* usando

diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Fuente Grados de Sumade | Cuadrado | Razén F | Significancia
libertad cuadrados medio
A: Desecho pesquero 2 8.467E-04 | 4.23375E-04 108.10 0.000000
B: Indculo 1 0.000015 0.0000015 0.38 0.547582
AB 2 9.25E-06 4.625E-06 1.18 0.340292
C: Reactor 1 0.00096 0.000096 24.51 0.000336
AC 2 2.325E-05 1.1625E-05 2.97 0.089683
BC 1 1.06667E-05 | 1.06667E-05 2.72 0.124797
ABC 2 8.6083E-05 | 4.30467E-05 10.99 0.001940
Dentro de grupos 12 0.000047 3.91667E-06
Total 23 0.001205

* El ANDEVA se hizo a 96 h debido a que a ese tiempo se presentd la maxima acidificacion.
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para Aw de fermentaciones de

desechos de pescado a 96 h usando diferente tipo de reactor y fuente de desecho pesquero.

Tipo de reactor Media Grupo de
Tukey-Kramer

Frasco 095575 | A

Lecho empacado 0.95975 B

Fuente de desecho Media Grupo de

pesquero Tukey-Kramer

Mezcla de desechos 0.9625 | A

FAC 0.961375 | A

Desechos de barracuda 0.949375 B

In6culo Media Grupo de
Tukey-Kramer

0% 0958 | A

5% 0.9575 A

A 'y B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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ANEXO 7

Analisis estadistico para la seleccion del iniciador en fermentaciones de mezcla de

desechos de pescado.

Analisis de varianza para el pH de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 48 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Gradosde | Sumade Cuadrado Raz6n F Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 0.1084 0.0542 4.12 0.137828
Dentro de grupos 3 0.03945 0.01315
Total 5 0.140795

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 48 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 4.72 A
Lactobacillus plantarum 4.44 A
Lactobacillus sp. B2 4.43 A

Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 48 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 0.0344636 0.0172318 61.93 0.003637
Dentro de grupos 3 8.34846E-04 | 2.78268E-04
Total 5 0.0352984




Comparacién de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 48 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 0.3179611 | A
Lactobacillus plantarum | 0.4210534 B
Lactobacillus sp. B2 0.5032109 C

A, By C: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para el pH de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 96 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado | Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 0.0787 0.03935 81.41 0.137828
Dentro de grupos 3 0.00145 4.83333E-04
Total 5 0.08015

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 96 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 4.64 A
Lactobacillus plantarum 4.485 B
Lactobacillus sp. B2 4.36 C

A, By C: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 96 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado | Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 3.433546E-02 | 1.7677E-02 690.20 0.000101
Dentro de grupos 3 7.462077E-05 | 2.4879E-05
Total 5 3.441008E-02

Comparaciéon de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 96 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 0.3844598 | A
Lactobacillus plantarum | 0.4960178 B
Lactobacillus sp. B2 0.5683704 C

A, By C: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 144 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados Suma de Cuadrado Razon F | Significancia
de cuadrados medio
libertad
Entre grupos 2 5.543344E-02 2.77672E-02 75.62 0.002712
Dentro de grupos 3 1.099519E-03 3.66562E-04
Total 5 5.653296E-02
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 144 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 0.3219801 | B
Lactobacillus plantarum | 0.5055093 A
Lactobacillus sp. B2 0.5414665 A

Ay B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

Andlisis de varianza para el pH de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 192 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razén F | Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 0.1714333 8.571666E-02 66.79 0.003255
Dentro de grupos 3 0.00385 1.283333E-03
Total 5 0.1752833

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 192 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 4.77 A
Lactobacillus plantarum 4.515 B
Lactobacillus sp. B2 4.36 C

A, By C: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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Andlisis de varianza para ATT de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado a 192 h

utilizando diferentes iniciadores.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razon F | Significancia
libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 4.79505E-02 | 2.39753E-02 | 60.30 0.003782
Dentro de grupos 3 1.19293E-03 | 3.97631E-04
Total 5 4.91455E-02

Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado a 192 h utilizando diferentes iniciadores.

Iniciador Media Grupo de
Tukey-Kramer
Control 0.3164306 | B
Lactobacillus plantarum | 0.489797 A
Lactobacillus sp. B2 0.518963 A

A 'y B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).
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ANEXO 8

Analisis estadistico para grado de hidrélisis de proteinas de fermentaciones de mezcla de

desechos de pescado realizada en reactor (microsilo) de lecho empacado.

Analisis de varianza para grado de hidrdlisis de proteinas de fermentaciones realizadas en

microsilos de lecho empacado.

Analisis a 2 dias de fermentacion

Fuente Gradosde | Sumade Cuadrados Razén F | Significancia
libertad | cuadrados medio
Entre grupos 1 192.0235 192.0235 19.87 0.011185
Dentro de grupos 4 38.66391 9.665977
Total 5 230.6875

Analisis a 4 dias de fermentacion

Entre grupos 1 396.3286 396.3286 43.74 0.002710
Dentro de grupos 4 36.24251 9.060627
Total 5 432.5711

Andlisis a 15 dias de fermentacion

Entre grupos 1 165.5649 165.5649 24.55 0.007735
Dentro de grupos 4 26.97709 6.744271
Total 5 192.5419
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el grado de hidrdlisis de

proteinas de fermentaciones realizadas en microsilos de lecho empacado.

Analisis a 2 dias de fermentacion

Condicion Media Grupo de
Tukey-Kramer

(con indculo) 36.75583 A
Lactobacillus sp. B2
Control (sin in6culo) 25.44142 B

Andlisis a 4 dias de fermentacion

(con indculo) 65.59361 A
Lactobacillus sp. B2
Control (sin in6culo) 49.33879 B

A 'y B: Medias con distinta letra difieren estadisticamente (P<0.05).

131



ANEXO 9

Analisis estadistico para los datos de pH y ATT de licores de fermentaciones de mezcla

de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Andlisis de varianza para el pH de licores de fermentaciones de mezcla de desechos de

pescado realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Tiempo Fuente Grados de Suma de Cuadrado Razén F | Significancia
(dias) Libertad cuadrados medio
5 Entre grupos 2 1.3433E-02 6.7166E-03 80.60 0.002470
Dentro de grupos 3 0.0025 8.3333E-05
Total 5 1.3683E-02
10 Entre grupos 2 6.533334E-03 3.2666E-03 65.33 0.003362
Dentro de grupos 3 0.00015 0.00005
Total 5 6.683333E-03
20 Entre grupos 2 0.0324 0.0162 324.00 0.000313
Dentro de grupos 3 0.00015 0.00005
Total 5 0.03255
30 Entre grupos 2 0.1161333 5.8067E-02 1161.33 0.000046
Dentro de grupos 3 0.00015 0.00005
Total 5 0.1162833
40 Entre grupos 2 0.1153 0.05765 345.90 0.000284
Dentro de grupos 3 0.0005 1.66667E-04
Total 5 0.1158
120 Entre grupos 2 1.703333E-02 8.5166E-03 85.17 0.002277
Dentro de grupos 3 0.0003 0.0001
Total 5 1.733333E-02
165 Entre grupos 2 8.003333E-02 4.0017E-02 7.12 0.0725310
Dentro de grupos 3 0.01685 5.6167E-03
Total 5 9.688333E-02
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Comparacion de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH de licores de

fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en reactores de

columna.
Tiempo Reactor Media Grupo de
(dias) Tukey-Kramer

A 4.21 c

5 B 4.28 b
C 4.32 a

A 4.30 c

10 B 4.33 b
C 4.38 a

A 4.44 c

20 B 4.62 a
C 4.53 b

A 4.6 b

30 B 4.9 a
C 4.89 a

A 4.76 b

40 B 5.07 a
C 5.04 a

A 4.98 b

120 B 5.11 a
C 5.01 b

A 5.145 a

165 B 5.32 a
C 5.04 a

a, by c: Medias a cada tiempo con distinta letra difieren
estadisticamente (P<0.05).
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Andlisis de varianza para ATT de licores de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado

realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Tiempo Fuente Gradosde | Sumade Cuadrado Razon F | Significancia
(dfas) Libertad cuadrados medio
Entre grupos 2 3.97889E-03 | 1.989449E-03 83.57 0.002341
> Dentro de grupos 3 7.14337E-05 | 2.380446E-05
Total 5 4.05311E-03
Entre grupos 2 1.7797E-03 | 8.898599E-04 123.93 0.001308
10 Dentro de grupos 3 2.15409E-05 7 180098E-06
Total 5 1.80126E-03
Entre grupos 2 7.78184E-03 | 3.890917E-03 96.52 0.001893
20 Dentro de grupos 3 1.20934E-04 | 4.031046E-05
Total 5 7.90276E-03
Entre grupos 2 7.29649E-03 | 3.648074E-03 221.86 0.000550
30 Dentro de grupos 3 4.93297E-05 | 1.644323E-05
Total 5 7.34479E-03
Entre grupos 2 0.01038895. | 5.194448E-03 264.04 0.000425
40 Dentro de grupos 3 901809E-05 1.96727E-05
Total 5 1.04479E-02
Entre grupos 2 1.70137E-03 | 8.506854E-04 20.90 0.017329
120 Dentro de grupos 3 1.22187E-04 | 4.070291E-05
Total 5 1.82348E-03
Entre grupos 2 9.19357E-03 | 4.596759E-03 11.07 0.041243
165 Dentro de grupos 3 1.24622E-03 | 4.154041E-04
Total 5 1.04397E-02
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Comparaciéon de medias por la prueba de Tukey-Kramer para ATT de licores de

fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en reactores de

columna.

Tiempo Reactor Media Grupo de
(dias) Tukey-Kramer

A 0.48 a

5 B 0.43 b

C 0.42 b

A 0.49 a

10 B 0.46 b

C 0.45 b

A 0.45 a

20 B 0.36 c
C 0.41

A 0.34 a

30 B 0.26 c

C 0.27 b

A 0.36 a

40 B 0.28 b

C 0.27 b

A 0.22 b

120 B 0.21 b

C 0.25 a

A 0.20 b

165 B 0.17 b

C 0.27 a

a, b y c: Medias a cada tiempo con distinta letra difieren
estadisticamente (P<0.05).
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ANEXO 10

Analisis estadistico para los datos de pH, ATT, azlcares solubles totales, Aw y cuenta

total de BAL de la fraccion sélida de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado

realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Analisis de varianza para los datos de pH y ATT de la fraccion so6lida de fermentaciones de

mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Variable Fuente Grados Sumade | Cuadrado | Razén | Significancia
de cuadrados medio F
Libertad
pH Entre grupos 6 0.9431714 0.157195 815.09 0.000000
Dentro de grupos 7 0.00135 1.9287E-04
Total 13 0.9445214
ATT Entre grupos 6 6.89713E-2 | 1.1495E-02 | 67.28 0.000008
Dentro de grupos 7 1.19591E-03 | 1.7085E-04
Total 13 7.016731E-02

Comparacién de medias por la prueba de Tukey-Kramer para el pH y ATT de la fraccion

solida de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en

reactores de columna.

Reactor pH Grupo de ATT Grupo de
y tiempo (dias) Tukey-Kramer | (mmol/g) | Tukey-Kramer

A (150) 4.8 c 0.46 b

B (150) 5.01 b 0.39 ¢

C (150) 4.95 b 0.38

A (165) 5.16 a 0.35 d

B (165) 5.23 a 0.32 e

C (165) 5.34 a 0.31 e

A* (7) 4.52 d 0.51 a

a, b, c y d: Valores con distinta letra en cada columna difieren estadisticamente (P<0.05).
A* (7) = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.
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Andlisis de varianza para los datos de azlicares solubles totales, Aw y cuenta total de BAL en

la fraccion solida de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel

piloto en reactores de columna.

Variable Fuente Gradosde | Sumade | Cuadrado | RazonF | Significancia
Libertad | cuadrados medio
Azucares Entre grupos 6 1074.87 179.1459 1449.42 0.000000
Dentro de grupos 7 0.865905 0.1235986
Total 13 51075.741
Aw Entre grupos 6 7.34872E-4 | 1.22476E-04 43.97 0.000033
Dentro de grupos 7 0.000195 2.78574E-06
Total 13 7.5457E-04
Cuenta total Entre grupos 6 8.8885E+19 | 1.48057E+19 105.75 0.000002
de BAL Dentro de grupos 7 9.8008E+17 | 1.40001E+17
Total 13 8.9885E+19

Comparacién de medias por la prueba de Tukey-Kramer para los datos de azlcares, Aw y

cuenta total de BAL en la fraccion sélida de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado

realizadas en reactores de columna.

Cuenta
Reactor i Grupo de Grupo de Grupo de
) . Azlcares Aw total de
y tiempo (dias) Tukey-Kramer Tukey-Kramer BAL Tukey-Kramer
A (150) 6.725883 b 0.9595 b 2200000 b
B (150) 5.12 d 0.9555 c 495000 b
C (150) 4949412 d 0.962 b 1275000 b
A (165) 4.843529 d 0.9495 d 1025000 b
B (165) 5.778823 c 0.943 d 1360000 b
C (165) 4.655294 d 0.947 d 2330000 b
A*(7) 30315 a 0.963 a 72X10° a

a, b, ¢ y d: Valores con distinta letra en cada columna difieren estadisticamente (P<0.05).
A* (7) = Repeticidn de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.
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ANEXO 11

Analisis estadistico para los datos de composicién quimica proximal de la fraccién sélida

de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en

reactores de columna.

Analisis de varianza para los datos de humedad, cenizas, proteina, lipidos y fibra cruda de la

fraccion solida de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto

en reactores de columna.

Componente Fuente de G.L Sumade | Cuadrado | Razon F | Significancia
variacion cuadrados medio
Humedad Entre grupos 6 758.4683 126.4114 276.97 0.000000
Dentro de grupos 14 6.38966776 0.4564048
Total 20 4.8579
Cenizas Entre grupos 6 29.228452 4.871408 2.71 0.058543
Dentro de grupos 14 5.202055 1.800146
Total 20 4.43049
Proteina Entre grupos 6 15.90154 2.650256 7.66 0.008371
Dentro de grupos 7 2.422128 0.3460183
Total 13 18.32366
Lipidos Entre grupos 6 495.2062 82.53437 157.14 0.000000
Dentro de grupos 7 3.6767 0.5252429
Total 13 498.8829
Fibra cruda Entre grupos 6 0.1157714 | 1.92954E-02 1.39 0.336798
Dentro de grupos 7 0.0974 1.39149E-02
Total 13 0.2131714

G. L. = Grados de libertad.
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ANEXO 12

Anélisis estadistico para los datos de grado de hidrdlisis y digestibilidad in vitro de
proteina de fermentaciones de mezcla de desechos de pescado realizadas a nivel piloto en

reactores de columna.

Analisis de varianza para los datos de grado de hidrélisis y digestibilidad in vitro de proteinas

de la fraccion so6lida de fermentaciones realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Variable Fuente G. L. Sumade | Cuadrado | Razén F | Significancia
cuadrados medio
Grado de Entre grupos 6 106.9739 17.82899 3.56 0.023535
Hidrolisis de Dentro de grupos 14 70.096 5.006857
proteina Total 20 177.0699
Digestibilidad Entre grupos 6 124.9707 20.82845 12.93 0.001767
de proteina Dentro de grupos 7 11.27536 1.610766
Total 13 136.2461

G. L. = Grados de libertad.

Comparaciéon de medias por la prueba de Tukey-Kramer para grado de hidrolisis y
digestibilidad in vitro de proteinas de la fraccion solida de fermentaciones de mezcla de

desechos de pescado realizadas a nivel piloto en reactores de columna.

Reactor Grado de Grupo de Digestibilidad Grupo de
y tiempo Hidrdélisis (%) | Tukey-Kramer | de proteina (%) | Tukey-Kramer
(dias) Media Media
A (150) 89.22 a 84.15 a
B (150) 85.07 b 78.46 ¢
C (150) 86.76 b 81.61 a
A (165) 87.27 a 79.72 b
B (165) 81.99 b 77.02 ¢
C (165) 84.88 b 77.79 c
A*(7) 88.29 a 85.37 a

a, b y c: Medias con distinta letra en cada columna difieren estadisticamente (P<0.05).
A* (7) = Repeticion de reactor A (reactor chico, L/D=2) a 7 dias de fermentacion.49
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