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RESUMEN

El tratamiento primario de la trucha (Oncorhynchus mikiss) cultivada genera gran cantidad
de subproductos en las operaciones de eviscerado, los cuales se caracterizan por su valor
bajo o inexistente. El objetivo de la investigacion fue elaborar un biofertilizante liquido
utilizando subproductos de trucha y caracterizar el producto obtenido fisica y quimicamente.
El flujo de proceso fue el siguiente: recepcion de visceras de trucha - molido - mezclado -
hidrolisis enzimaética con proteasa a 0,33 % (p/v) y 60 °C - inactivado a 85 °C por 20 minutos
- colado - mezclado de 10 % (p/p) melaza, 10 % (p/p) de Bio lac y 80 % de hidrolizado -
incubado a 40 °C por 5 dias - colado - envasado. El contenido de nitrégeno, fésforo y potasio
fue de 12057 mg/L, 953 mg/L, 4230 mg/L respectivamente. Mientras el contenido total de
aminoéacidos y proteina fue de 3,8 g/100 g y 6,2 g/100 g respectivamente. El biofertilizante
no contuvo coliformes totales, coliformes fecales, E. coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus
aureus y Salmonella sp. Luego se realiz6 una prueba de toxicidad en semillas de lechuga y
se determind el indice de germinacion evaluando las concentraciones de biofertilizante: 100
%, 10 %, 1 %, 0,1 %, 0,01 % y 0,001 %. Las concentraciones de 0,1 a 0,001 % estuvieron

libres de sustancias toxicas.

Palabras clave: Hidrolisis enzimatica, Fermentacion homolactica, Biofertilizante,

Subproductos de pescado, Trucha.



SUMMARY

The primary treatment of farmed trout (Oncorhynchus mikiss) generates a large quantity of
by-products in gutting operations, which are characterized by their low or non-existent value.
The aim of this research was to develop a liquid biofertilizer using trout byproducts and
characterize the product obtained physicochemically. The process flow was: trout viscera -
ground - mixed - enzymatic hydrolysis with protease at 0.33% (w / v) and 60 ° C - inactivated
at 85 ° C for 20 minutes - filtrated — mixed 10% (w / w) molasses, 10% (w / w) Bio lac and
80% hydrolyzate - incubated at 40 ° C for 5 days - filtrated. Nitrogen, phosphorus and
potassium content was 12057 mg / L, 953 mg / L, 4230 mg / L respectively. While total
amino acid and protein content was 3.8 g / 100 g and 6.2 g / 100 g respectively. The
biofertilizer did not contain total coliforms, coliforms fecal, E. coli, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus aureus and Salmonella sp. Then, a toxicity test was performed on lettuce
seeds and germination index was determined by evaluating the concentrations of
biofertilizer: 100%, 10%, 1%, 0.1%, 0.01% and 0.001%. Concentrations of 0.1 to 0.001%

were free of toxic substances.

Key words: Enzymatic hydrolysis, Homolactic fermentation, Biofertilizer, Fish by products,

trout.



. INTRODUCCION

Uno de los problemas mas grandes que enfrenta nuestra industria pesquera y acuicola es
el inadecuado manejo de los residuos organicos, que estan conformados por visceras, piel,
cola, cabeza, espinazos, entre otros, asi como descartes procedentes de los
desembarcaderos pesqueros artesanales. Estos residuos son considerados subproductos
de la pesca y de sus procesos de transformacion; y gran parte de ellos son desechados sin
aprovechamiento alguno. FAO (2014) estima que, a escala mundial, se elaboran 70
millones de toneladas de pescado por fileteado, congelacion, enlatado o curado. Estos
procesos generan subproductos y desechos. Por ejemplo, en la industria del fileteado de
pescado el producto obtenido suele suponer entre un 30 a 50 %. Ademas, la acuicultura
proporciona mas de una cuarta parte del suministro de pescado del mundo por ello la FAO

espera se aproxime un 50 % para el afio 2030 (FAO, 2000).

En el Perd, el cultivo de trucha (Oncorhynchus mikiss) se da en 17 departamentos, siendo
principalmente extraida por los departamentos de Huancavelica, Junin y Puno. En 2012
la extraccion de trucha representd 41,45 % de toda la extraccion de los recursos
hidrobioldgicos de origen acuicola en el pais. En 2014 se comercializ6 31 401,10 TM
como fresco y 1 851 TM como productos congelados. En ese mismo afio la trucha
represento el 88,68 % en la venta de recursos hidrobiolégicos procedentes de la actividad
acuicola (PRODUCE, 2014).

En 2012 se exportd 8 976 kg de trucha congelada exceptuando higados, huevas y lechas,
incrementandose a 17 641 kg en el 2013. Mientras la exportacion de filetes congelados
en 2012 fue de 208 838 kg y se incrementd a 279 228 kg en 2013 (ADEX, 2014). En 2014
la exportacion de trucha representd el 5,74 % del total de exportacion de recursos
hidrobioldgicos procedentes de la acuicultura (PRODUCE, 2014).



La Comision Nacional de Medio Ambiente de Chile (1999), citado por Martinez (2003)
menciona que la pérdida en el eviscerado y corte de cabeza sobre una tonelada de materia
prima, en la elaboracion de congelado de especies salmonidas es de 100 kg/TM y 70

kg/TM respectivamente.

La generacion de subproductos de pescado se caracteriza por tener un valor comercial
bajo o inexistente, por lo que son descartados al no haber tecnologias de
reaprovechamiento y ocasionando problemas ambientales. Por ejemplo, Valdez y Vargas
(2015) sefalan que, en la Piscifactoria Pefia, ubicada en Cajamarca, se procesa
normalmente de 2 a 3 veces por semana una cantidad de 450 kg trucha/dia, donde los
subproductos generados principalmente son visceras. Estos subproductos generalmente
son desechados sin aprovechamiento alguno. Fernandez y Gutiérrez (2002) indican que
el proceso de congelado y tratamiento primario de trucha fresca generan residuos sélidos
que afectan al medio ambiente, debido a que son dispuestos en excavaciones en el suelo,
que imitan a un relleno sanitario, pasando a ser un foco de proliferacion de vectores,
ademas de arrastre de carga hacia las aguas subterraneas y/o cuerpos hidricos cercanos
ocasionadas en zonas de altas precipitaciones. Esto ademas ocasiona la contaminacion de
los medios receptores como el agua, suelo y el aire con gases del efecto invernadero (CH4
y CO2).

Algunos subproductos de pescado son reutilizados para produccién de harina de pescado.
Sin embargo, este proceso es costoso y el valor requerido para el secado ocasiona que el
producto disminuya su digestibilidad (Yamamoto et al., 2005, citado por Kim et al.,
2010). Ademas de que nuevos desechos pueden ser generados (Yano et al., 2008, citado
por Kim et al., 2010). Por lo tanto, nuevas técnicas de fermentacion biologica han sido
propuestas para el procesamiento de subproductos y desechos de pescado, los cuales se
caracterizan por su bajo costo. Los residuos organicos contienen componentes que son
capaces de promover el crecimiento de las plantas (Day y Katterman, 1992, citados por
Kim et al., 2010).

Segun INEI (2014) el volumen total de importacion de fertilizantes quimicos en el 2012
fue de 882 426 toneladas mostrando un incremento hacia el 2013 de 905 798 toneladas.

Se sabe que la degradacion de los suelos en el mundo ha crecido, y con ello la pérdida de
2



fertilidad, eutrofizacion y lixiviacién de fuentes hidricas subterrdneas producto del

empleo excesivo de fertilizantes quimicos.

Proexpansion (2014) sefiala que el abono organico (agrupa los abonos y fertilizantes
organicos) es un producto importante ya que es uno de los que hace posible la existencia
del sistema de productos organicos. De las seis empresas que exportaron abono organico
en 2013, la principal fue Sprind S.A.C., y cuatro exportadores fueron personas naturales.
El 85 % del valor de las exportaciones de abono organico tiene como destino Estados
Unidos, pais que es el mercado con el mayor crecimiento para el abono organico peruano

(més de 45 %). Ademas de que es categorizado como producto en crecimiento

La produccion organica puede ser rentable a una escala pequefia e incluso para modelos
de gestion empresarial como las asociaciones de pequefios productores o cooperativas de

las zonas de menores recursos del pais (Proexpansion, 2014).

El trabajo de investigacién tuvo como objetivos la elaboracion de un biofertilizante
liquido utilizando los subproductos del procesamiento de trucha (Oncorhynchus mykiis),
determinar un flujo de procesamiento y parametros de trabajo para su elaboracion,
caracterizar fisico quimicamente el producto obtenido principalmente el contenido de
macro y microelementos, realizar un bioensayo de toxicidad para evaluar la presencia de
sustancias toxicas que inhiban la germinacién de semillas de lechuga (Lactuca sativa) y
determinar la presencia de microorganismos patdgenos y metales pesados, tomando en
cuenta los limites maximos permisibles propuestos por el Real Decreto 506/2013 de
Espafa para fertilizantes elaborados a partir de materias primas de origen vegetal o

animal.



Il.  REVISION DE LITERATURA

21 LATRUCHA

Camacho et al. (2000) sefialan que la trucha, también llamada trucha arco iris, cuyo
nombre cientifico es Oncorhynchus mykiss, es un pez que pertenece al grupo de los
salmoénidos originarios de América del Norte. Esta especie fue introducida de los Estados
Unidos al Pert hace més de 75 afios y esta adaptada totalmente a nuestras aguas, presenta
muy buenas cualidades para el cultivo en pequefia y gran escala, sobre todo por haberse
definido totalmente la tecnologia de su reproduccion, alimentacion y manejo en todo el
periodo de su desarrollo biologico.

El nombre de trucha arco iris deriva de la peculiar coloracién que posee (Figura 1), la
misma que varia en funcion del medio, la talla, del sexo, del tipo de alimentacion y del

grado de maduracion sexual (Camacho et al., 2000).
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Figura 1: Coloracion caracteristica de la trucha

2.1.1 Descripcion taxonémica

En la tabla 1 se presenta la clasificacion taxonémica de la trucha de acuerdo a Camacho
et al. (2000).



Tabla 1: Coloracion caracteristica de la trucha

Reino Animalia
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Piscis
Clase Osteichthyes
Subclase Actinopterygii
Orden Salmoniformes
Familia Salmonidae
Genero Oncorhynchus
Especie myKkiss
Nombre cientifico Oncorhynchus mykiss
Trucha
Trucha arco iris
Nombre comun Trucha arcoiris

2.1.2 Caracteristicas generales

Esta especie se caracteriza por tener el cuerpo cubierto con finas escamas y de forma
fusiforme (forma de huso), ligeramente aplanada lateralmente. Posee una banda lateral
rosada iridiscente que se hace mas vistosa en la época de la reproduccion. La
denominacion de trucha arco iris se debe a la presencia de una franja de colores de
diferentes tonalidades, con predominio de una franja rojiza sobre la linea lateral en ambos
lados del cuerpo. Se distingue de otras especies por presentar una aleta adiposa en la parte

posterior del dorso (Mendoza y Palomino, 2004).

La trucha ha sido cultivada durante méas de un siglo y se ha sido introducida en paises de
todo el mundo. Gran parte de la acuicultura de la trucha se desarrollo con el fin de

almacenar y reaprovisionar las aguas naturales para mejorar las poblaciones de peces para



apoyar la pesca recreativa. En la figura 2 se presenta los paises que fueron los mayores
productores de trucha (TM) en 2012 (FAO 2014b, citado por Engle et al., 2017).

260,000
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Figura 2: Paises productores de trucha en 2012 (TM)

Se observa en la figura 2 que Chile fue el pais de mayor produccion de trucha en el 2012
con 254 353 TM; mientras que Per( se encuentra como el noveno pais productor de
trucha, superando a EE.UU. (FAO, 2014b, citado por Engle et al., 2017).

En el Perd, la trucha es la especie dulceacuicola mas importante, especialmente en las
zonas altoandinas (FAO, 2012). Fue la primera especie en ser cultivada en el Per( a
mediados del siglo pasado a partir de la introduccion de ovas importadas. La produccion
el afo 2011 fue de 20 900 TM de las cuales se destino al consumo interno 17 400 TM y
el resto al mercado externo, siendo los principales paises de destino Alemania, Portugal

y Canada. El monto total de las exportaciones fue de 8,800 millones de USD (Ruiz, 2012).

El cultivo de trucha principalmente se realiza mediante la importacion de ovas
embrionadas por los paises de EE UU., Dinamarca, Inglaterra y Chile con un total de 174
703 millares en el 2014 (PRODUCE, 2014). La cosecha y posterior comercializacion de
la trucha se realiza a partir de los 26 cm de talla y entre 250 a 350 g de peso unitario
(FONDEPES, 2014).



En la figura 3 se presenta la venta interna de recursos hidrobioldgicos procedentes de la
actividad de acuicultura. La venta interna de trucha fue de 31 315,43 TM en el 2014 y
represento el 85,68 % del total de la venta interna de recursos hidrobioldgicos procedentes
de la actividad acuicola. Ademas, su extraccion fue llevada a cabo principalmente por los
departamentos de Puno, Junin y Huancavelica en las cantidades de 27 183, 1 615y 721
TM respectivamente y destinado para fresco (PRODUCE, 2014).

- 85.68% Trucha
- 7.84% Tilapia

| 2.26% Langostino

- 4.22% Otros

Figura 3: Venta interna de recursos hidrobioldgicos procedentes de la acuicultura

2.2 PROCESAMIENTO DE TRUCHA

La trucha es comercializada de diferentes formas de presentacion que generan remanentes
de procesamiento o subproductos (Fiori et al., 2012). Segun Fuentealba (2004) los

productos identificados en base a trucha (Oncorhynchus mykiis), son :

» Trucha congelada, trucha eviscerada deshuesada, filetes empacados al vacio
interfoliados en cajas,

» Trucha fresca entera refrigerada, trucha eviscerada deshuesada y corte mariposa.

» Trucha ahumada, filete ahumado en caliente o filete ahumado en frio.

El procesamiento depende de la linea de elaboracidn, es decir si es congelado o fresco-
refrigerado y de la forma de presentacion del producto ya sea entero, sin cabeza o

productos con valor agregado (Fuentealba, 2004).



2.3 SUBPRODUCTOS DE LA PESCA

2.3.1 Definicion

Windsor y Barlow (1984) definen a los subproductos del pescado como, aquellos
productos de las materias primas que, por razén de especie, tamafio, calidad o
disponibilidad de procesos de elaboracion, no resultan adecuados para el consumo directo

por el hombre.

Los subproductos o también denominados coproductos del pescado corresponden a las
partes que son removidas de éste antes que llegue al consumidor final, con el fin de
mejorar la calidad, reducir el peso de embarque para su transporte, o incrementar el valor
del producto principal del pescado, el musculo. Se le llama coproductos a la sangre,
visceras, cabeza, espinas, piel, belly, aletas y cola del pescado (Ramirez, 2007a, citado
por Cavieres, 2010).

2.3.2 Subproductos del procesamiento de pescado

El procesamiento de pescado requiere la remocién de huesos, piel, cabeza y viscera
(subproductos), que representa aproximadamente el 60 a 70 g/100 g del peso del pescado
(Bozoglu et al., 2009, citado por Albuzio et al., 2011). El fileteado comercial de especies
como bacalao, salmén, tilapia, besugo y abadejo tienen rendimientos aproximadamente
de 60 a 70 % de subproductos y de 30 % a 40 % de filetes del peso de un pescado entero
(Torres et al., 2007, citado por Chen et al., 2007).

Martinez (2003) menciona que para especies salmoénidas las pérdidas en peso
corresponden al 28 % para los productos congelados, para conserva en trozo (incluye
esqueleto y piel) a 38 % y para la conserva de pescado desmenuzado un 60 %. Estas
pérdidas porcentuales, no son otra cosa que los residuos primarios generados en estas
lineas productivas; los cuales estan constituidos de un 60 % por residuos solidos y el 40

% restante son transportados por aguas residuales.



Para la elaboracion de una tonelada de pescado como producto congelado, la carga
residual de solidos totales evacuada corresponde a 135,2 kg/ton de materia prima,
mientras que la pérdida real de materia prima (carga neta) de este proceso productivo a
través del efluente residual es de 80,17 kg/ton de materia prima. Por lo tanto, en el
procesamiento de una tonelada de pescado (materia prima inicial) para la obtencién de
fresco-refrigerado o congelado se tiene una pérdida total del 27,86 %, en donde el 17 %
es residuo solido y el 10,86 % restante corresponde a material evacuado en las aguas
residuales. Mientras que, en la elaboracion de conservas, el pescado descamado es
seleccionado de acuerdo a la calidad (consistencia de la carne), ya sea para elaborar
conservas de pescado en trozo o pescado desmenuzado. En esta seleccion, los de mejor
calidad (82,5 %) siguen directamente a trozado y el de menor consistencia (17,5 %) a

coccion para ser posteriormente desmenuzado (Martinez, 2003).

2.3.3 Composicion fisico quimica de los subproductos de trucha

La mejor especie de pescado produce solamente alrededor del 50 % de materiales
comestibles en forma de filetes 0 masculo de pescado. El resto, esqueleto, cabeza y demas
desechos posee un contenido en proteina casi tan alto como el del propio filete y en
cambio no suele consumirse (Windsor y Barlow, 1984).

La cabeza, espina y cola de trucha poseen una composicion quimica similar: 70 %
humedad, 15 % proteina y 11 % de grasa. Los Intestinos contienen un alto contenido
lipidico correspondiente a un 35 %, un bajo contenido de humedad cercana a 56 % y un
contenido de proteina cerca del 8 % (Kotzamanis et al., 2001). Teniendo una relacion de
eficiencia proteica y relacion proteina neta igual a la del pescado del cual procede
(Karmas, 1985, citado por Fuentealba, 2004).

En el procesamiento de la trucha, las visceras son extraidas para evitar su descomposicion
y terminan siendo dispuestas en fuentes hidricas o a orillas de estas. Las visceras de
pescado de agua dulce constituyen entre el 5y 11 % del peso corporal. Su composicion
qguimica promedio es 67 % agua, 10% proteina, 14 % extracto etéreo y 3 %
minerales (Mahendrakar, 1995, citado por Bermudez et al., 1999). Otros subproductos

como las agallas, las escamas y los huesos no se convierten en un problema directo debido
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a que estos residuos acompafan al pescado hasta que éste es comercializado (Martinez,
2003).

2.3.4 Rendimiento de los subproductos de trucha

El rendimiento de los subproductos de trucha estd conformado por: visceras (8 %),
Cabeza (12 %), esqueldn (3,1 %) y piel (1,2 %) (SERNAPESCA 2009, citado por
Cavieres, 2010).

El fileteo mecénico de 100 kg de trucha (Oncorhynchus mykiss) tiene rendimientos de 40
kg de filetes y 60 kg de subproductos, los cuales estan constituidos aproximadamente de
20 kg de carne y un poco de aceite de pescado (Torres et al., 2007, citado por Chen et al.,
2007).

En la tabla 2 se reporta la composicién fisica y los rendimientos de la trucha de acuerdo

a su procesamiento (Vilca, 1999).

Tabla 2: Composicion fisica y rendimiento de la trucha

Composicion Rendimiento (%)
Fisica Eviscerado Fileteado
Cabeza - 9,2
Agallas 2,6 2,6
Visceras 6,9 6,9
Higado 3,4 3,4
Gonadas 0,4 0,4
Espinazo y cola - 6,2
Aletas - 2,2
Orejetas - 2,3
Sangre y otros 2,2 2,2
Parte comestible 84,5 64,6




24  FERTILIZANTES

2.4.1 Quimicos

Las materias primas para su produccién provienen principalmente de yacimientos
mineros (fuentes irrenovables). Tienen elevado concentracion de nutrientes y baja
humedad. Cuando se agregan més nutrientes de los que las plantas necesitan, se convierte
en toxico para los cultivos y produciendo la infertilidad de suelo en desequilibrio, ademas
como los nutrientes se encuentran en estado soluble, son facilmente lixiviados

contaminando los cuerpos de agua (Cubero y Vieira, 1999).

El uso indiscriminado de agroquimicos, provoca un decrecimiento en la fertilidad de los
suelos, disminuye su carga bacteriana e interfiere en el aprovechamiento de nutrientes de
forma natural lo que obliga a que la planta los absorba forzosamente, ademas, cuando
estos fertilizantes se utilizan en mayor cantidad del que pueda absorber la planta puede
causar un severo problema de contaminacion (Tompkins, 2002, citado por Jiménez,
2012).

Los cultivos no suelen aprovechar mas del 50 % del nitrdgeno de los fertilizantes

inorganicos, por lo que gran parte del mismo se pierde por lixiviacion (NRC, 1989).

La mayoria de los insumos quimicos han provocado el deterioro del suelo y por ende la
desaparicion de los controladores naturales de plagas. Estos han provocado a su vez la
pérdida de la fertilidad del suelo, la disminucion de la productividad de cosechas y en
efecto se ha tenido un impacto negativo en la dinamica ecoldgica de los agro-ecosistemas
(Gliessman, 2000).

El exceso en la fertilizacion mineral fosférica produce grandes incrementos en el
contenido de fdsforo en el suelo. Esta acumulacion de fosforo podria llegar a saturar la
capacidad de retencion del suelo, facilitando asi el lavado de los fosfatos y las pérdidas

por escorrentia. Asi como también el aumento de las sales solubles a concentraciones que
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pueden ser toxicas para las plantas o que pueden deteriorar la estructura del suelo (Ribo,
2004).

2.4.2 Biofertilizantes

Un biofertilizante es un producto elaborado a partir de microorganismos benéficos
(Bacterias y Hongos), que viven asociados o en simbiosis con las plantas, que ayudan a
su proceso natural de nutricién, y ademas regeneran el suelo (Ramirez et al., 2010). Su
uso logra reducir las dosis de fertilizacion mineral recomendados a los cultivos y
establecer un equilibrio bioldgico en los suelos. Ademéas de poseer capacidad para
suplementar o movilizar nutrientes con un minimo uso de recursos no renovables;
también tiene como ventaja que los procesos microbianos sean rapidos y pueden aplicarse
para solucionar problemas locales especificos, asi como también reducir los problemas
econdémicos y ecologicos que se derivan de la aplicacion indiscriminada de los

fertilizantes industriales (Agreda, 2014).

Los biofertilizantes son el resultado de la descomposicion de animales y vegetales en
ausencia de oxigeno, conteniendo nutrientes que son asimilados facilmente por las plantas
(INIA, 2005, citado por Jiménez, 2012). Generalmente para elaborar bioferlizantes se
mezcla agua junto con una fuente de nitrégeno como estiércol o desechos de verduras,
una fuente de energia como melaza de cafia y una fuente de microorganismos (levaduras,
leche, suero etc) responsables de la transformacion de los materiales organicos (Restrepo,
2001, citado por Criollo et al., 2011). Su utilizacién permite disminuir los insumos
quimicos y reducir el impacto ambiental desfavorable, permitiendo obtener ahorros
econdémicos, mejorar la salud general de las plantas y regenerar paulatinamente las

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de los suelos (Peralta, 2010).

Existen 2 tipos de fertilizantes biologicos segin la forma de su utilizacién. Aplicandose
unos al suelo y otros directamente a las hojas de las plantas (CLADES, 1998a, citado por
Condor, 2010).

La gran ventaja de los biofertilizantes sean estos solidos o liquidos es que no poseen mal
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olor y no atraen a las moscas (Mc Caskey, 1990 citado por Soria et al., 2001).

La agricultura orgénica no es solo compostas, sino también de la elaboracion de
fermentaciones, en la que se descomponen aerobicamente residuos organicos, por medio
de poblaciones de microorganismos que existen en los mismos residuos, esta
descomposicion es controlada, dando como resultado un material parcialmente estable
que continuaré su ciclo de descomposicion, pero mas lentamente. Las fermentaciones por
lactobacilos son muy limpias y puede ser usado como indculo para bocashi, agua miel,
etc (Felix et al., 2008). La presencia de bacterias, mohos, levaduras y mesofilos viables
permiten el procesamiento y conversion de compuestos organicos en biofertilizantes que
contienen sustancias simples como minerales que cuando se suministra a las plantas
contribuyen a su desarrollo fisiolégico normal (Gallardo y Timana, 2002, citados por
Criollo et al., 2011). Ademas, la eficiencia de los biofertilizante depende de la materia
prima usada (residuos, desechos o subproductos animales y vegetales), el tipo de
fermentacion y los mircroorganismos implicados (Ngampimol y Kunathigan, 2008,
citados por Criollo et al., 2011).

Dentro de los biofertilizantes, destacan aquellos producidos en base a aminoacidos. Los
amino&cidos actian como estimuladores del metabolismo y se incorporan en las vias
metabdlicas, estimulando la sintesis de proteinas y mejora el transporte y almacenamiento
de nitrogeno, siendo asimilado por las plantas como nitrato y amonio (Rickli y Peres,
2016).

2.5 HIDROLIZADO PROTEICO DE PESCADO

La hidrolisis proteica consiste en la escision de enlaces peptidicos para obtener
aminoéacidos libres y péptidos de bajo peso molecular, consumiendo una molécula de agua

para cada enlace roto (Rutherfurd y Gilani, 2009, citado por Villamil et al., 2017).

La hidrdlisis es un proceso de separacién de la grasa y los nutrientes en la materia organica
(Bossio, 2007). En la hidrolisis enzimatica no se utilizan temperaturas elevadas, pH

enérgicos ni cualquier otro tratamiento que origine alteraciones considerables en la
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composicion inicial del pescado (Pastoriza et al., 1982). La licuefaccion del tejido del
pescado trae como ventaja la no destruccion de aminoéacidos, conservando el valor
nutritivo de las proteinas (Diniz y Martin, 1999, citados por Furlan y Oetterer, 2002. El
producto final es de mayor digestibilidad que la proteina no tratada (Bouchez y Azzi,
1991).

La primera aplicacion de los hidrolizados de proteinas de pescado fue como fuente de
nitrbgeno aminico para los medios de crecimiento de microorganismos, donde se
demostré que los hidrolizados elaborados por enzimas permiten mejor crecimiento
bacteriano que los hidrolizados quimicos (Gildberg, 1994, citado por Maduefio, 2014).
Ademaés, estan formados por péptidos de diferentes tamafios, originado de la hidrolisis
enzimatica de proteinas, en el cual se emplea como fuente proteica el pescado. Siendo
catalizado por enzimas (Belén et al., 2007, citado por Zamora, 2013). De esta manera se

consigue el aislamiento de proteinas de desechos de pescado.

El principio de la hidrolisis enzimética consiste en que las proteasas cortan las conexiones
peptidicas entre 2 aminoacidos adyacentes en la secuencia primaria de una proteina,
generando al menos asi 2 péptidos. La hidrolisis de las conexiones peptidicas genera la
liberacion de protones H*, lo cual induce a la acidificacion del medio. Principio valido
para procesos de hidrdlisis que se desarrollan a valores de pH superiores a 6,5; para que
el grado de disociacion de los iones R-N*"Hj3 sea suficiente. Cuando el pH es inferior, la
reaccion se invierte y seran los iones HO™ los que se liberan (Ravallec-PI¢, 2000, citado

por Dumay, 2006).

Las enzimas se utilizan con la finalidad de incrementar el valor y la disponibilidad de las
proteinas, aumentando la recuperacion de hidrolizados de proteinas provenientes de
huesos o pescado. En el pescado, la mayor parte del aceite esta asociado con proteinas,
de forma que la adicion de proteasa incrementa el rendimiento de aceite y de grasas
(Wiseman, 1991).

La via enziméatica ha mostrado ventajas al minimizar el desarrollo de reacciones

secundarias, manteniendo el valor nutricional del producto (Zamora, 2013). La accion
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enzimética sobre la proteina de pescado es inicialmente superficial. Actualmente se
encuentran disponibles muchas proteasas comerciales, las cuales pueden ser clasificadas
por su origen, ya sea este animal, vegetal, bacteriano o fungico. Los preparados
enzimaticos normalmente se venden en estado liquido o como polvos (Benitez et al.,
2008).

El 59 % de enzimas industrialmente importantes empleadas son proteoliticas y
comprenden: tripsinas (3 %), cuajos (10 %), acido (3 %), proteasas neutras (12 %),
alcalina (6 %), proteasas alcalinas (25 %). Y el 30 % son carbohidrasas (Godfrey y
Reichelt, 1983, citados por Wiseman, 1991). Las proteasas usadas en la hidrdlisis
enzimatica permiten la recuperacion de proteinas de la sangre, visceras y huesos
provenientes mataderos, en la decoloracion de la hemoglobina y el procesado de los
desechos de pescados (Ward, 1983, citado por Wiseman, 1991).

Las proteasas se clasifican en endoproteasas 0 exoproteasas, segin corten los enlaces
peptidicos del interior de la cadena aminoacidica o los enlaces de los extremos amino y
carboxilo terminal (Vioque y Millan, 2005). Las endopeptidasas rompen los enlaces
peptidicos al interior de la proteina generando péptidos pequefios, pero muy pocos
amino&cidos libres (Suarez, 2010). En la figura 4, cuya fuente es de Vioque y Millan
(2005) se detalla esta clasificacion.

Exopeptidasa Endopeptidasa Exopeplidasa

.4....4'......'}.

Figura 4: Clasificacion de proteasas segun el enlace que cortan

Las endopeptidasas escinden dentro de la molécula de proteina dando lugar a péptidos
relativamente grandes, mientras que las exopeptidasas cortan aminoacidos del final de la
molécula de proteina, dando lugar a una combinacion de aminoacidos, asi como también
de péptidos pequefios y grandes (Samaranayaka y Li-Chan et al., 2011, citados por
Maduefio, 2014).



2.6 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas son Gram positivas, catalasa negativa, no son formadoras de
esporas, son inmaviles, anaerobia (Bossio, 2007). Su temperatura de crecimiento se
encuentra en un rango comprendido entre 20 °C a 45 °C. La mayor parte obtienen su
energia solo del metabolismo de los azucares y compuestos relacionados fermentables
produciendo acido lactico como producto principal o Unico de su metabolismo, por lo
cual su desarrollo esta restringido a ambientes ricos en azucares (Leveau y Bouix, 2000,
citados por Madigan et al., 2004).

Su metabolismo es fermentador, son nutricionalmente muy exigentes por lo cual son
dificiles de cultivar, aun cuando se emplean medios muy ricos. Su hébitat son los
vegetales en descomposicion (CSIC, 2006, citado por Pefia, 2008). Los géneros
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc y otros, destacan por sus requerimientos
vitaminicos complejos, muchos mas amplios que los humanos. Las principales vitaminas
requeridas por los microorganismos son tiamina (vitamina B1), biotina, piridoxina

(vitamina B6) y piridoxina (vitamina B12) (Madigan et al., 2004).

La mayoria de especies son homofermentadoras. Los lactobacilos son generalmente mas
resistentes a las condiciones acidas que otras bacterias lacticas, siendo capaces de crecer
hasta valores de pH de 4. Esta resistencia al pH les permite seguir creciendo durante
fermentaciones lacticas naturales. Las bacterias lacticas son las responsables siempre de
terminar la inmensa mayoria de las fermentaciones lacticas. Y no son patdégenos (Madigan
et al., 2004).

Las bacterias acido lacticas y algunos de sus metabolitos son considerados como GRAS
(Generally Recognized As Safe) por la FDA de EEUU (Hugas, 1998, citado por Mora y
Garcia, 2007).

Todas las bacterias son consideradas como anaerobias aerotolerantes, y al contrario de las
anaerobias estrictas, no son sensibles al oxigeno, por lo que pueden crecer tanto en

ausencia o presencia de él. Ademas, son muy exigentes en su nutricion al requerir una
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gran cantidad de factores nutritivos como amino&cidos, bases nitrogenadas, algunas
vitaminas principalmente del grupo B y fuentes de carbono (Madigan et al., 2014).

Las bacterias &cido lacticas pueden también producir sustancias que neutralicen los
efectos adversos de un microorganismo al modificar su metabolismo, sin necesidad de
destruirlo, pero si disminuyendo su poblacion (Rodriguez, 1994). El &cido lactico
combate los microorganismos perjudiciales y acelera la descomposicion de materia

organica (Diaz y Ledn, 2014).

2.7 FERMENTACION ACIDO LACTICA

Las bacterias &cido lacticas poseen gran capacidad fermentativa, produciendo cantidades
significativas de acidos organicos (acido acético, férmico y lactico) a partir de

carbohidratos simples (Rodriguez, 1994).

La melaza de cafia de azUcar es el producto residual de la fabricacion o refinacion del
azucar de cafia, de los cuales no se puede extraer mas azucar por medios fisicos,
comercializado en forma de fluido espeso (COVENIN 1880-83, 1983). Esta conformado
por: sacarosa (31 % p/v), glucosa (9,5 % p/v), fructosa (10 %) y nitrodgeno (0,95 %) y es
un sustrato completo para la produccion de acido lactico (Dumbrepatil et al., 2008; Patil
et al., 2006; Wee et al., 2006b; Bhatta y Srivastava 2008; Pessoa de Franca et al., 2009,
citados por Garcia et al., 2010).

Nutricionalmente presenta un alto contenido de azUcares, vitaminas del grupo B, ademas
de abundantes minerales. En cuanto a carbohidratos presenta 48,3 % de azUcares totales;
de los cuales 11,5 % son azUcares reductores, 35,9 % es sacarosa, 5,6 % es fructuosa y
2,6 % es glucosa. Tiene una cantidad de proteina bruta de 4,3 %, Vitamina B 8 de 3 ppm,
acido folico 0,04 ppm, inositol 6 000 ppm, vitamina B 12 de 2,5 ppm, tiamina de 1,8 ppm
y colina con 700 ppm (Pereyra y Perla, 2011).
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Sirven como fuente de energia para los microorganismos, los cuales tienen la funcion de
descomponer la materia organica y se encargan de proveer boro, calcio y otros nutrientes

(Salgado y Nuriez, 2010, citado por Jiménez, 2012).

La fermentacion no solo es un proceso que produce energia, sino un medio de obtener
productos naturales que son de utilidad para el consumo humano. Los productos de la
fermentacién mas frecuentes son etanol, acido lactico, y una extensa variedad de otros
acidos y alcoholes, asi como compuestos gaseosos, dependiendo del organismo particular
(Madigan et al., 2004).

La fermentacion anaerobia es un proceso complejo en el cual se producen varias
reacciones y en donde se presentan una gran cantidad de bacterias y ocurre la
solubilizacion de la materia organica, actuando en ella bacterias celuliticas, conformada
por polimeros, es hidrolizada a compuestos solubles, es decir, mondémeros (Quispe,
2013).

Durante el manejo anaerobio de la fermentacion lactica se realizan cambios en los
residuos, provocado por la descomposicién de sustancias organicas de estructuras
polimerizadas a configuraciones mas simples, pudiendo ser inmediatamente
metabolizadas por microorganismos propios del suelo, como también ser utilizados en

forma directa por las plantas (Fassbender, 1975).

Las bacterias homofermentadoras usualmente metabolizan la glucosa por la via Embden-
Meyerhof, dando como resultado dos moléculas de acido lactico de cada molécula de
glucosa con un rendimiento mayor a 0,9 gg* (Hofvendahl y Hagerdal, 2000, citados por
Garcia et al., 2010). Mientras las bacterias heterofermentadoras producen alrededor 50 %
acido lactico, 25 % &cido acético y alcohol etilico y 25 % dioxido de carbono (Sanjeev et
al., 2013).

La eleccion de un microorganismo depende del carbohidrato a ser fermentado:
Lactobacillus delbreuckii ssp. delbreuckii fermentan la sacarosa; Lactobacillus

delbreuckii ssp. bulgaricusus a la lactosa; Lactobacillus helveticus es capaz de fermentar
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lactosa y galactosa; Lactobacillus amylophylus y Lactobacillus amylovirus fermentan
almidon; Lactobacillus lactis puede fermentar glucosa, sacarosa y galactosa,
Lactobacillus pentosus puede fermentar licores ricos en sulfitos (Okafor 2007, citado por
Garcia et al., 2010).

Los residuos organicos pueden tener bacterias patogénicas de diferentes especies como
la Salmonella sp., Listeria sp., Heliobacter pilori, Echeriche coli, Mycobacterium sp.,
coliformes fecales y enterobacterias. La fermentacion anaerobia, disminuye o elimina la

presencia de estos microorganismos (Estrada, 2004, citado por Quispe, 2013).

28 NUTRICION DE LA PLANTA

La mayoria de los compuestos orgéanicos en las plantas contienen carboén, hidrégeno,
oxigeno, nitrogeno, azufre y fosforo. Ademas, hay importantes elementos en las células
como calcio, potasio y fosforo, los cuales juegan un importante rol en el crecimiento.
También se encuentra en pequefias cantidades (menores a 0,001 %) micronutrientes como
boro, cobre, zinc, manganeso, hierro y otros, los cuales también son requeridos para el

normal funcionamiento de las plantas (Sobirov et al., 2015).

2.8.1 Nitrdgeno (N)

Es el elemento que facilita un crecimiento rapido y coloracion verde oscura. Forma parte
de muchos compuestos importantes, incluyendo la proteina y la clorofila, un pigmento
verde oscuro (Plaster, 2000). Entre el 97 al 99 % del nitrégeno del suelo se encuentra en

la materia organica, que es el almacén de nitrgeno del suelo (Plaster, 2000).

El principal papel de nitrogeno es ser constituyente de la clorofila, el protoplasma, la
proteina y los &cidos nucleicos. Ademas de aumentar el crecimiento y desarrollo de todos
los tejidos vivos (Suquilanda, 2006). El efecto de la aplicacion de fertilizantes en la
produccion de biomasa, determina que la distribucion del contenido de N en varios
organos del maiz sigue el orden de hojas > grano > tallo (Hu et al., 2010, citado por
Aguirre y Alegre, 2015).
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Un contenido de proteina alto ocasiona que la planta sea una fuente mejor de forraje,
alimentacion y nutricion humana. Cuando la planta tiene nitrogeno en una cantidad
amplia, usa el agua de forma Optima. Sin embargo, un contenido demasiado alto de
nitrégeno en la planta, ocasiona que no crezca adecuadamente. Un crecimiento demasiado
répido retarda la madurez, asi como también la maduracion de muchas cosechas. Asi
mismo el nitrogeno en exceso estropea el sabor de muchas cosechas horticolas. Se
encarga mas del crecimiento vegetativo, es decir el que esta relacionado a los tallos y
hojas, mas que el crecimiento de desarrollo de flores y frutas. Es por ello que este

elemento es mas importante para cosechas derivadas de su vegetacion (Plaster, 2000).

La deficiencia del nitrégeno implica hojas amarillentas o de color verde claro y un

crecimiento lento, tallos delgados y flores de color opaco (Arévalo y Castellano, 2009).

2.8.2 Fosforo (P)

Es el elemento que estimula el crecimiento, pero en menor medida que el nitrégeno.
Forma parte del material genético, como es el caso de cromosomas y genes. Lo cual esta
relacionado e implica la reproduccion de la planta y la division celular. También forma
parte de la transferencia de energia, incluyendo la captura de energia de la luz por la
fotosintesis, y también el transporte en las raices para la absorcion de nutrientes (Plaster,
2000).

Entre el 25 a un 90 % de fosforo en el suelo reside en la materia organica. Se caracteriza

por promover el crecimiento temprano de la raiz (Plaster, 2000).

Entre las funciones del P se tiene: la formacion, desarrollo y fortalecimiento de las raices.
Permite un rapido y vigoroso comienzo a las plantas, es decir las ayuda a afianzarse al
suelo (Suquilanda, 2006). También mejora la eficacia de captura del nitrégeno por las
plantas, asi como también ayudarlas a usar eficientemente el agua. Ademas, reduce el
riesgo de contaminacion del agua de la tierra debido a la lixiviacion del nitrato (Plaster,
2000).
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El efecto de la aplicacion de fertilizantes en la produccion de biomasa, determina que la
distribucion del contenido de fésforo en varios 6rganos del maiz sigue el orden de grano
> hojas > tallos (Hu et al. 2010, citado por Aguirre y Alegre, 2015). Si bien el nitrégeno
ayuda al crecimiento vegetativo; el fosforo ayuda a la floracién y fructificacion. Siendo
mas importante para cosechas de las que se usan la parte de la flor, como es el caso de
flores, frutas o semillas (Plaster, 2000).

El principal sintoma de la deficiencia de P es un crecimiento retardado. Ademas de la
aparicion de color purpura-naranja en las hojas viejas, las hojas jovenes son verde oscuro
(Arévalo y Castellano, 2009).

2.8.3 Potasio (K)

El potasio es esencial para la formacién de azucares y almidon, ademas contribuyente al
desarrollo de las raices y al incremento del tamarfio y calidad de la fruta. Ademas de
aumentar la resistencia a enfermedades provocadas por algas, hongos y briofitas. Los
cultivos de mayores requerimientos son los frutales y tubérculos (Medina, 1989, citado
por Nufiez, 2016).

Los iones de potasio llevan una carga positiva y es por esto que son absorbidos en los
coloides del suelo. Este elemento al ser retenido en la arcilla u otros coloides, es mévil en
suelos de textura fina. La mayoria de la captura se produce por difusion en la planta
(Plaster, 2000).

El potasio es responsable de mas de 48 funciones distintas en las plantas, como regulador
del cierre de estomas de las hojas en las células oclusivas y también como principal
activador de la sintesis de carbohidratos (Nufiez, 2016). Ademas, actia equilibrando los
efectos del nitrégeno. Una planta que tenga un buen suministro de este elemento

transpirard menos, lo cual mejora la manera de empleo del agua (Plaster, 2000).

Las plantas consumen mas potasio que cualquier otro nutriente, exceptuando el nitrégeno.

Los compuestos no organicos de la planta contienen potasio. Este elemento también cubre
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diversas funciones reguladoras, activa las necesidades de enzimas en la formacion de la
proteina, almiddn, celulosa y lignina. Ademas, se encarga de regular la apertura y cierre
del estoma de la hoja, los cuales dejan pasar el oxigeno, el diéxido de carbono y vapor de
agua. Es por esto ultimo que esta implicado en el intercambio de gas necesario para la
fotosintesis y la transpiracion. Un exceso en la absorcion de potasio puede inhibir la
absorcion de calcio o magnesio (Plaster, 2000).

El efecto de la aplicacion de fertilizantes en la produccion de biomasa determiné que la
distribucion del contenido de K en varios 6rganos del maiz sigue el orden de tallo > hojas

> grano (Hu et al. 2010, citado por Aguirre y Alegre, 2015).

La carencia de este elemento ocasiona que las hojas viejas presenten un color amarillo
intenso en la punta y sus margenes, puede ocasionar que el tejido se seque (Arévalo y
Castellano, 2009). Burton (1986), Gruner (1983) y Venegas (2001), citados por Nlfiez
(2016) afaden los siguientes efectos en la deficiencia de nutricion potasica:

e Lamaduracién de los tubérculos se da tardiamente y la calidad para la coccion se
caracteriza por ser aguachenta.

e Presencia de contenidos considerables de azUcares reductores como la fructuosa
y glucosa, los cuales influyen en la conservacion de la cosecha.

e Incremento de compuestos nitrogenados solubles como los oxifenoles y hierro.

e Disminucién en el contenido de &cido citrico, que genera condiciones para que

surjan coloraciones oscuras (manchas) en el alimento.

En la figura 5, tomada de Garcia (2013) se muestra los sintomas de la deficiencia en hojas

de elementos esenciales, especialmente de los macroelementos N, P y K.
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Normal Deficiente  Deficiente Deficiente
en N enP en K

Figura 5: Sintomas de deficiencia de N, P y K en plantas de maiz

2.8.4 Micronutrientes

El hierro forma parte de muchas enzimas y esta asociado con las sintesis de proteina
cloroplastica y su contribucion en la formacion de la molécula de clorofila, asi como
también de los demas compuestos que intervienen en esta reaccion. La ausencia de hierro
implica que no se llegue a formar el complejo clorifilolipoprotéico. Y como consecuencia
el cloroplasto no es capaz de intervenir en el proceso fotosintético (Padilla, 2007).

Un sintoma de la deficiencia de hierro es el amarillamiento intervenal en las hojas
jévenes. Bajo deficiencias severas, la hoja entera, primero se torna amarilla y finalmente

blanca (Arévalo y Castellano, 2009).

El cobre es importante como coenzima, necesario para activar diversas enzimas vegetales

y se halla implicado en la formacion de clorofila (Gostincar, 1998). También es



componente de varias sustancias como hormonas, que permiten el desarrollo de la planta
(Arévalo y Castellano, 2009). Otra funcién que cumple es la participacion en reacciones
redox ligado enzimaticamente a oxidasas terminales y reaccionando directamente con

oxigeno molecular.

Su deficiencia implica un crecimiento retardado en las hojas jovenes y puntos de
crecimiento, muerte de los meristemos apicales. Asi como también que las hojas jovenes
pueden presentar puntos blancos o destefiidos (puntos terminales) (Arévalo y Castellano,
2009).

El zinc junto con el boro cumple un papel importante en la formacion de los frutos y el
transporte de electrones (Arévalo y Castellano, 2009). Ademas, es catalizador y regulador
del metabolismo vegetal y participa en la formacion de auxinas de crecimiento (Gostincar,
1998). Este elemento es necesario para la produccion de clorofila y carbohidratos.

Ademas de ayudar a la sintesis de los sistemas enzimaticos (Suquilanda, 2006).

La deficiencia de zinc ocasiona amarillamiento en el &rea intervenal de las hojas,
tornandose verde palido. Ademas, ocasiona alargamiento de hojas (Arévalo y Castellano,
2009).

El manganeso es absorbido como Mn?* y translocado de las raices al tallo por el xilema
como un cation divalente libre. Participa en las metaloproteinas donde actia como
componente estructural, sitio activo, o simplemente como un sistema redox (Pia y
Vinegra, 2007, citados por Jiménez, 2012). Este elemento cumple las siguientes funciones
en la planta: transporte de electrones, germinacién de polen y crecimiento del tubo de

polen (Arévalo y Castellano, 2009).

Las deficiencias del manganeso son similares a las de Fe y Zn. Es decir, ocurre el
amarillamiento de los margenes de las hojas y puede tornarse color violeta (Arévalo y
Castellano, 2009).
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El boro esté relacionado al metabolismo de carbohidratos en la sintesis de la pared celular
(Arévalo y Castellano, 2009). Este elemento es importante para mejorar el rendimiento y
esta relacionado con la actividad de los meristemas, especialmente el apical e interviene
en la fertilidad. También participa en la sintesis de proteinas y de membranas permeables

(Pia'y Vinegra, 2007, citados por Jiménez, 2012).

La deficiencia del boro implica que las hojas se tornen de color verde palido con un tinte
bronceado. Asi como también el enrollamiento de hojas jévenes, muerte de los puntos de

crecimiento y deformacion de la caida de las flores y frutos (Arévalo y Castellano, 2009).

2.8.5 Asimilacion de aminoacidos por las plantas

Muchas plantas tienen transportadores para la absorcion de formas organicas de
nitrégeno, particularmente aminoacidos (Soldal y Nissen, 1978; Jones y Darrah, 1994,
citados por Kim et al., 2010). Investigaciones recientes han demostrado que los
aminoacidos pueden ser una fuente importante de N vegetal en un ecosistema natural

limitado en nutrientes (Reeve et al., 2008, citados por Kim et al., 2010).

Disponer de una disolucion que contenga un elevado contenido en aminoéacidos libre,
permite aportar a la planta la fuente directa para que esta sintetice las proteinas (Espasa,
1983, citado por Vega, 2014).

Las plantas inicamente pueden utilizar los L-amino&cidos libres. En las proteinas de los
animales y plantas existen s6lo amino&cidos de configuracion L. Se ha determinado que
los aminoacidos libres y péptidos de muy bajo peso molecular son absorbidos
directamente por la planta via foliar y/o radicular (Gomis, 1987; Niculcar, 1999, citados
por Vega, 2014). También es importante suministrar aminoacidos de importancia
bioldgica, tales como la glicina, alanina, &cido glutamico y prolina (Espasa, 1983, citado
por Vega, 2014). Los aminoacidos son una parte esencial de la fraccion activa de la
materia organica en un fertilizante. Su composicién puede usarse como medio de

evaluacion de la bioconversion, ya que el crecimiento de las plantas depende en ultima
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instancia de la disponibilidad de un equilibrio adecuado de aminoéacidos (Gwon y Kim,
2012).

29 PRUEBA DE GERMINACION

Muchos biofertilizantes se caracterizan por tener un pH bajo y un contenido considerable
de sales minerales. Es por ello que es necesario verificar si se genera efectos desfavorables
en plantas (Garcia, 2008; Peralta, 2010; Diaz y Ledn, 2014 y Céardenas, 2014).

La salinidad afecta casi todos los aspectos de la fisiologia y la bioguimica de las plantas,
asi como la reduccion del rendimiento del cultivo de manera significativa. Es por ello que
la salinidad es la mas grave amenaza para la agricultura (Pariday Das, 2005, Munns y Tester,
2008, citados por Al-Maskri et al., 2010). Los cultivos que son mas sensibles a las sales
son el maiz, la cebolla, los citricos, la lechuga y las judias (Taiz y Zeiger, 2006, citados
por Peralta, 2010).

Las semillas se encuentran latentes (secas o deshidratadas) y pueden mantenerse en
condiciones adversas sin perder su viabilidad. Cuando se presentan las condiciones
favorables sufren cambios rapidos (en ocasiones inmediatos) en su metabolismo,
transporte de nutrientes y division celular (Mayer y Polsakoff-Mayer, 1982, citados por
Rodriguez et al., 2014). Y autores como Peralta (2010), Diaz y Ledn (2014), Cardenas
(2014) entre otros obtuvieron buenos resultados en el bioensayo de toxicidad usando
semillas de Lactuca sativa, variedad Duett. Debido a que la lechuga es sensible a la
salinidad y valores de pH bajos (Cardenas, 2014). Ademas, la lechuga se cultiva en casi
todos los paises durante todo el afio, al aire libre o bajo invernaderos (Bautista, 2004,

citado por Sernaqué y Lopez, 2012).

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es una prueba estatica
de toxicidad aguda (120 h de exposicion), cuya finalidad es evaluar los efectos fitotoxicos
de compuestos puros o de mezclas complejas de éstos, en el proceso de germinacion de
semillas y en el desarrollo de plantulas durante los primeros dias de crecimiento (Bagur-

Gonzalez et al., 2011, citado por Rodriguez et al., 2014). Durante el periodo de
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germinacién, la presencia de una sustancia toxica puede interferir en la supervivencia y
el desarrollo normal de la planta. Es por ello que para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos, se determina la inhibicién en la elongacion de la radicula y del hipocotilo. Por
lo tanto, la germinacion es una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos. En la figura 6 se presenta la morfologia de la semilla y la plantula de lechuga
(Lactuca sativa) tomada de Sobrero y Ronco (2008).

Hipocotilo

Figura 6: Morfologia de una semilla y plantula de lechuga (Lactuca sativa)



I1l. MATERIALES Y METODOS

31 LUGAR DE EJECUCION

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Ingenieria de la Facultad de Pesqueria y el
Laboratorio de Biorremediacion de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Agraria

La Molina.

3.2 MATERIAPRIMA

Los subproductos (estdmago, intestino, higado, corazén, sangre y génadas) utilizados fueron
derivados del eviscerado de la trucha, proceso realizado en piscigranjas comunales de Canta
- Lima. Las visceras al estado fresco fueron colocadas dentro de un cooler, refrigeradas con
gelpacks y transportadas al Laboratorio de Ingenieria de la Facultad de Pesqueria donde

fueron decepcionadas e inmediatamente congeladas.

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1 Insumos

e Proteasa comercial Protex 6L.

e Cultivo de bacterias lacticas Bio Lac conformado por los géneros Lactobacillus,
Streptococcus, Bifidobacterium y otros, proporcionados por el laboratorio de
Biorremediacion de la Facultad de ciencias.

e Melaza de cafia de azucar.

e Semillas de lechuga (Lactuca sativa) variedad Duet



3.3.2

3.3.3

3.34

Reactivos quimicos

Solucion de NaOH al 20 %

Solucion de NaOH 0.1 N.

Solucién buffer pH 7.01, Hanna Buffer solution HI 7004, rango + 0,01 pH.
Solucién buffer pH 4.01, Hanna Buffer solution HI 7007, rango + 0,01 pH.

Solucién de calibracion de C.E. 1413 puS/cm, Hanna Instruments.

Materiales

Pipeta graduada de 10 mL.
Pipeta volumétrica de 1 mL.
Matraces Erlenmeyer de 500 mL.
Probeta de 250 mL.
Bagueta.

Baldes de plastico de 1 L.
Papel aluminio.

Bureta de 30 mL.

Placas Petri

Fiolas de 50 mL.

Papel filtro Whatman N° 40.
Papel milimetrado.

Pinzas.

Beaker de 250 mL.

Pipeta de Pasteur.

Equipos

Estufa; Memmert 854 Schwabach. S/M (40 °C — 140 °C).
Bafio maria con agitation Water Bath Shaker

Potenciometro digital; Hanna HI 8424 (rango -2 a 16 pH).
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e Conductimetro digital; Hanna instruments, HI 9033 Multi-range, rango 0 a 200
mS/cm, resolucion 0,01 mS/cm.

e Refractometro; Sugar Refractometer model RHB.

e Balanza de 20 kg, marca TORREY, modelo: L-PCR-40T, con precision de £ 0,5 g.

e Centrifuga Biolab Modelo JX C104.

e Procesadora de alimentos Oster gourmet collection.

34 PARTE EXPERIMENTAL

3.4.1 Flujo experimental de proceso

El flujo experimental para la elaboracion del biofertilizante se muestra en la figura 7 y fue
elaborado considerando los procedimientos seguidos por Chavez, (1980), Bossio (2007),
Pefia (2008) y Cardenas (2014).

Una breve descripcién del flujo experimental es la siguiente:

Recepcion de materia prima: se realizé en el Laboratorio de Ingenieria de la UNALM. Las
visceras de trucha fueron retiradas del congelador, las cuales estuvieron almacenadas a -18
°C, se descongelaron las visceras hasta alcanzar una temperatura de 14 °C y se determind el

peso total.

Molido: las visceras de trucha descongeladas y luego fueron molidas utilizando una
procesadora de alimentos con la finalidad uniformizar el tamafio de las particulas solidas,

hasta obtener una masa homogenea.

Mezclado: se colocaron 200 g de visceras de trucha molidas en un matraz erlenmeyer e
inmediatamente se adicion0 agua, luego se mezcldé por 1 minuto, se afiadio la enzima

proteolitica Protex 6L y se mezclo nuevamente.
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Visceras de trucha
204
Molido

2%

Agua + Proteasa — Mezclado

Hidrolisis enzimatica

2%

Inactivado de enzima
proteolitica

N4

Colado — Resto solido
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Hidrolizado de visceras
de trucha

<

Melaza + Inéculo —» Mezclado

A4

Incubado

<

Colado — Resto solido

V4

Biofertilizante liquido
de visceras de trucha

Figura 7: Flujograma experimental para la elaboracion de un Biofertilizante liquido
de visceras de trucha



Hidrolisis enzimética proteolitica: se colocaron los matraces dentro de un bafio maria,
segun condiciones de trabajo de la enzima, como temperatura y concentracion, se realizé la
hidrolisis enzimatica de visceras de trucha por un tiempo de cuatro horas, tiempo en el cual

se alcanzé el mayor porcentaje de solubilidad de péptidos

Inactivado de enzima: mediante un proceso de pasteurizacion a 80 °C durante quince

minutos.

Colado: con la finalidad de eliminar restos solidos no hidrolizados.

Las visceras hidrolizadas coladas fueron utilizadas como sustrato para la elaboracién del

Biofertilizante.

Mezclado: en un balde de plastico, se mezcl6 el hidrolizado de visceras de trucha con la

melaza de cafia de aztcar como fuente de carbono e indculo, luego se cerrd herméticamente.

Incubado: la muestra fue incubada a una temperatura controlada de 40 °C durante cinco

dias. Durante este tiempo se midio el pH hasta alcanzar un valor cercano a 4.

Colado: el producto obtenido fue colado usando un colador de pléastico, la fase liquida

corresponde al biofertilizante.

Envasado: el biofertilizante fue envasado en botellas de 500 mL y almacenado en

condiciones ambientales.

3.4.2 Disefo experimental

El trabajo de investigacion constd de cinco experimentos realizados en tres etapas, que son

presentados en la figura 8:
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Primera Etapa

Tratamiento 1 (Ha)

Experimento 1: Determinacion de i
concentracion de proteasa Tratamiento 2 (Hz)

Tratamiento 3 (Hs)

Tratamiento 4 (Ha)

Hidrélisis Experimento 2: Determinacion de

e Tratamiento 5 (H
enzimaética temperatura de hidrolisis (Hs)

Tratamiento 6 (He)

Tratamiento 7 (H7)

Experimento 3: Determinacion de una

Yl _ Tratamiento 8 (Hs)
proporcion visceras:agua

Tratamiento 9 (Hg)

Segunda Etapa

Experimento 4: Determinacion de

. ; Doce tratamientos
proporciones de melaza y Bio lac para

Fermentacién

homolactica | fermentacion (T1al T1)
Tercera Etapa
Bi Experimento 5: Determinacion de fitotoxicidad aguda del
ioensayo

biofertilizante liquido

Figura 8: Esquema experimental de las 3 etapas para la elaboracion de un
Biofertilizante liquido de visceras de trucha

Primera etapa: Elaboracion del hidrolizado de visceras de trucha

La primera etapa const6 de 3 experimentos donde la variable respuesta involucrada fue el
porcentaje de solubilidad de péptidos en los subproductos de la trucha. Para ello se uso el
método empleado por Pefia (2008) quien utilizé una curva de calibracién con peptona
(Criterion Dehydrated Culture Media), cuya ecuacion lineal fue dada por: Y=1,0268X +
0,6058. En donde el contenido de péptidos solubles (p/v) se encuentra en eje de las abscisas

y la lectura del indice de solubilidad de peptonas usando refractometro en el eje de las



ordenadas. Vésquez et al. (2004a) menciona que las peptonas comerciales provienen
principalmente de caseina, soya, gelatina y carne. Ademas, Vasquez et al. (2008), citando a
Aspmo et al. (2005) y Horn et al. (2005) afiaden que las peptonas provenientes de visceras
de pescado obtuvieron buenos resultados en las mismas aplicaciones de peptonas

tradicionales. Los experimentos fueron:

Experimento 1: Determinacién de concentracion de proteasa
Experimento 2: Determinacion de temperatura de hidrdlisis

Experimento 3: Determinacion de una proporcion visceras:agua

Segunda etapa: Elaboracién del biofertilizante de subproductos de trucha

La segunda etapa se baso en la metodologia utilizada por Bossio (2007), Garcia (2008), Pefia
(2008), Diaz y Leon (2014), Cardenas (2014) y Salvador y Sanchez (2015) quienes usaron
como sustrato: hidrolizado de residuos de pescado, residuos de pescado sin hidrolizar,
hidrolizado de pota, biofouling del lavado de linternas de concha de abanico, hidrolizado de
visceras de pollo y residuos de trucha respectivamente. Y utilizaron como in6culo el

consorcio microbiano Bio lac, el cual también se utilizo para este experimento.

Experimento 4: Determinacion de proporciones de melaza y Bio lac para la fermentacion.

Tercera etapa: Bioensayo en semillas de lechuga

Elaborado el biofertilizante, se realiz6 un bioensayo de fitotoxicidad aguda con semillas de
lechuga (Lactuca sativa) variedad Duett siguiendo la metodologia propuesta por Sobrero y
Ronco (2008). El 1G es la variable que integra diferentes grados de fitotoxicidad y representa
un indicador robusto para describir el potencial fitotoxico de un material organico (Varnero
et al., 2007).

Experimento 5: Determinacion de fitotoxicidad aguda del biofertilizante liquido
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3.4.3 Experimento 1: Determinacion de concentracion de proteasa

Para determinar la concentracion de proteasa se peso y coloco 200 g de visceras de trucha
molidas en un matraz Erlenmeyer de 500 mL de capacidad y se mantuvo constante los
siguientes parametros: proporcion visceras:agua igual a 1, se ajustd a un pH de 9, la
temperatura fue de 60 °C con una duracion de 4 horas. Los tratamientos fueron 3

concentraciones de proteasa comercial Protex 6L con 3 repeticiones para cada tratamiento.

Tratamiento 1 (H1): muestra homogénea de visceras + agua + 0,33 % proteasa.
Tratamiento 2 (H2): muestra homogénea de visceras + agua + 0,5 % proteasa.

Tratamiento 3 (Hz): muestra homogénea de visceras + agua + 0,66 % proteasa.

La respuesta fue el porcentaje de solubilidad de péptidos en la mezcla conformado por

subproductos de la trucha y agua.

3.4.4 Experimento 2: Determinacion de temperatura de hidrolisis

Se pesd y colocd 200 g de visceras de trucha molidas en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
de capacidad, la proporcion visceras y agua fue igual a 1, se ajusté el pH a 9, se uso la
concentracion de proteasa con mejores resultados del experimento anterior y la hidrdlisis

tuvo una duracion de 4 horas. Los tratamientos con 3 repeticiones fueron:

Tratamiento 4 (Hs4): 50 °C.
Tratamiento 5 (Hs): 60 °C.
Tratamiento 6 (Hs): 70 °C.

La respuesta fue el porcentaje de solubilidad de péptidos en la mezcla conformado por

visceras de la trucha y agua.
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3.4.5 Experimento 3: Determinacion de una proporcion visceras:agua

Se pesd y colocd 200 g de visceras de trucha molidas en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
de capacidad. Se trabaj6 a un pH ajustado de 9, la mejor concentracién de proteasa del primer
experimento, con la mejor temperatura de hidrdlisis del experimento anterior y con 4 horas
de duracion. Se usaron 3 proporciones como tratamientos con 3 repeticiones para cada

tratamiento.

Tratamiento 7 (H7): proporcion visceras y agua en la relacion 1:1
Tratamiento 8 (Hg): proporcion visceras y agua en la relacion 1,33:1

Tratamiento 9 (Ho): proporcion visceras y agua en la relacion 2:1

La respuesta fue el porcentaje de solubilidad de péptidos en la mezcla conformado por

visceras de la trucha y agua.

3.4.6 Experimento 4: Determinacion de proporciones de melaza y Bio lac en la

fermentacién homolactica

El hidrolizado enzimatico de visceras de trucha fue usado como sustrato para el proceso de
fermentacion homolactica, para ello se mezclé con melaza de cafia de azlcar: 5 % (p/p), 10
% (p/p), 15 % (p/p) y 20 % (p/p) e indculo de bacterias acido lacticas: 5 % (p/p), 10 % (p/p)
y 15 % (p/p), siendo completado el 100 % con hidrolizado enzimatico. Luego se incubo a
una temperatura de 40 °C que permite la aceleracion de procesos proteoliticos y
fermentativos, la condicion anaerobia se logré cubriendo la superficie de la mezcla y paredes
con laminas de plastico. De esta manera, segin Bertoia (2004), la ausencia de oxigeno
permite el desarrollo de las bacterias acido lacticas mediante la conversion de azucares en

acido lactico.

Se usaron 12 tratamientos (4x3) donde cada tratamiento corresponde a la cantidad de Bio
Lac (factor 1) y melaza (factor 2) que se usaron en el mezclado. Se realizo6 3 repeticiones por

tratamiento.
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La variable respuesta fue el valor de pH luego de 5 dias de incubacion. La finalidad del
experimento fue determinar la cantidad minima de indculo de bacterias 4cido lacticas (Bio
Lac) y de la fuente de carbohidratos (melaza) (ambos en % del volumen del hidrolizado)
aprovechando la mayor cantidad sustrato (hidrolizado de visceras de trucha) con las cuales

se consigue el menor valor de pH en la elaboracion del biofertilizante liquido.

3.4.7 Experimento 5: Determinacion de fitotoxicidad aguda del biofertilizante
liquido

Se utilizaron las diluciones logaritmicas (100, 10, 1, 0,1, 0,01) del biofertilizante y agua
destilada esterilizada como control con la finalidad de establecer un intervalo de
concentracion conveniente para obtener valores de efecto entre 0 y 100 %. En la prueba de
germinacion se utilizaron las siguientes seis concentraciones: 100 %, 10 % 1 %, 0,1 %, 0,01
% y 0,001 %. Las condiciones bajo las que se llevo a cabo el bioensayo fueron las

recomendadas por Sobrero y Ronco (2008):

e Temperatura, 22 +2 °C
e Mantenimiento de las placas en oscuridad.

e Duracion del bioensayo, 120 horas

Se usaron en total 420 semillas de lechuga (Lactuca sativa) variedad Duett, y se colocaron
20 semillas por placa Petri. Previamente se colocé y mojo papel filtro con 5 mL de dilucion
usando una pipeta. Todos los materiales empleados en esta prueba fueron esterilizados para
evitar contaminacion externa. Para la medicion de las radiculas e hipocotilos se utilizé papel
milimetrado. Asi, para la medicion de la elongacion de la radicula se consider6 desde el nudo
(region mas engrosada de transicion entre la radicula y el hipoco6tilo) hasta el apice radicular
(Peralta, 2010, Cardenas 2014).

Para el calculo del indice de germinacion (IG) se siguio la metodologia seguida por Tiquia
(2000) y citada por Varnero et al. (2007), donde previamente se calculd el porcentaje de
germinacion relativo (PGR) y el crecimiento de radicula relativo (CRR) para cada

37



tratamiento que fue comparado con el control. Los célculos de PGR, CRR e IG fueron los

siguientes:
N° de semillas germinadas en la dilucion
PGR = , , X
N° de semillas germinadas en el control
Elongacion de radicula en la dilucion
CRR =

X
Elongacion de radicula en el control

‘- PGRxCRR
100

La interpretacion de los resultados de 1G obtenidos, asi como también la clasificacion de su

fitotoxicidad pueden observarse en el Anexo 7.
35 METODOS ANALITICOS
3.5.3 Composicion quimica proximal de las visceras de trucha

e Humedad: Por el método de evaporacion (AOAC 934.01, 2012).

e Grasa: Mediante el método de hidrolisis acida (AOAC 954.02, 2012).

e Proteina: Mediante el método de microkjeldahl se obtiene el contenido de nitrogeno
total y la proteina se estima del calculo de Ntota X 6.25 (AOAC 984.13, 2012).

e Cenizas totales: mediante el método gravimetrico (AOAC 942.05, 2012).

e Carbohidratos: Por diferencia de pesos.
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3.5.4 Analisis fisico quimicos

pH: la medida de la concentracion de iones hidronio se determind introduciendo el electrodo
de vidrio del potenciémetro, la medicion se realizé de manera directa en la muestra (Garcia,
2008).

indice de Acidez titulable: Se adaptd la metodologia empleada por Berenz (1997) y El-
Ajnaf (2009). Se tomd una alicuota de 1,5 mL de muestra y se diluye hasta 15 mL afiadiendo
agua destilada, seguido de ello se centrifuga a 4 000 rpm por un tiempo de 30 minutos y se
titula con NaOH 0,1 N, hasta que el pH se aproxime a 8,1 £ 0,2. El porcentaje de &cido

lactico se calcula mediante la siguiente formula:
GxN
AT (%) = — x0,09x100

Donde:

G= Gasto de NaOH (mL)

N= Normalidad de NaOH

m= peso de la muestra (g)

0,09= Constante para acidez lactica o factor de conversacion para el namero de gramos de

acido lactico en la muestra.

Conductividad eléctrica (CE): la medida de la capacidad de una solucion acuosa para
transmitir una corriente eléctrica se realizé midiendo de manera directa, introduciendo el

electrodo del conductimetro en la muestra (Garcia, 2008).
Macroelementos

e Nitrégeno total: mediante el método de microkjeldahl (AOAC 977. 02, 1990).
e Fosforo total: mediante método de color amarillo del VVanadomolibdato (APHA,
1992).
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Potasio, Calcio y Magnesio: mediante el método de lectura en el espectrofotometro
de absorcion atomica (APHA, 1992).

Microelementos

Boro: mediante método del espectrofotometro (APHA, 1992).
Cobre, hierro, manganeso y zinc: mediante método de calcinacidn y extraccion con

acido y lectura con un equipo de absorcién atomica (APHA, 1992).

Contenido de aminoacidos

Contenido de aminoacidos (g de aminoacido/100 g muestra): se realizd mediante la
metodologia Analytical Biochemistry 136, 65-74 (1984).

Triptéfano (g triptéfano/100 g muestra): se realizé mediante la metodologia LMCTL
— 006F (2001).

Metales Pesados

355

Plomo (Pb), Cadmio (Cd) y Cromo (Cr): mediante el método de lectura en el

espectrofotometro de absorcion atdmica (APHA, 1992).

Analisis microbioldgicos

Recuento de Lactobacillus sp. (UFC/mL): en medio Agar MRS incubado en
condiciones anaerobicas a 30 °C por 5 dias, segun metodologia ICMSF (2000).
Recuento de mohos y levaduras (UFC/mL): en medio Agar OGY, se incuba a 20 —
24 °C por 3 a 7 dias, mediante la metodologia ICMSF (2000).

Recuento de aerobios mesofilos viables (UFC/mL): en medio Agar Plate Count, se
incuba a 30 °C por 48 horas, segin metodologia de ICMSF (2000).

Enumeracion de coliformes totales (NMP/mL): en medio Caldo bilis verde brillante
se incuba a 37 °C por 24 a 48 horas, mediante la metodologia ICMSF (2000).
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e Enumeracion de coliformes fecales (NMP/mL): en medio Caldo lactosa bilis verde
brillante se incuba a 45 °C por 24 a 48 horas, mediante la metodologia ICMSF
(2000).

e Enumeracion de Escherichia coli (NMP/mL): en medio Caldo Brilla Fluorocult se
incuba a 45 °C por 48 horas, mediante la metodologia ICMSF (2000).

e Enumeracion de Staphylococcus aureus (NMP/mL): mediante la metodologia
ICMSF (2000).

e Enumeracion de Pseudomonas sp. (NMP/mL): mediante la metodologia APHA
(1992).

e Deteccidon de Salmonella sp. en 25 g: mediante la metodologia ICMSF (2000).

3.6 METODOS ESTADISTICOS

Para la primera etapa como método estadistico se utiliz un disefio completamente al azar
(DCA) para los 3 experimentos con 3 repeticiones para cada tratamiento y previamente se
comprobd la distribucién normal de los términos de error aleatorio, mediante una prueba de
Shapiro Wilks modificado y la homogeneidad de varianzas dentro de cada tratamiento,
mediante una prueba de Levene (Balzarini et al., 2011). Se evalu6 el anélisis de varianza
(ANVA) y se determing la existencia o no de diferencias entre las medias de los tratamientos.
Para los tratamientos que presentaron diferencias significativas a un nivel de significancia
de 5 % se eligi6 el tratamiento que presentd un mayor incremento en el porcentaje de

solubilidad de péptidos mediante una prueba de comparacion de medias LSD Fisher.

Para la segunda etapa el meétodo estadistico fue un DCA con arreglo factorial con 3
repeticiones donde previamente se comprobd la normalidad de los errores y la
homogeneidad de varianza mediante las pruebas de Shapiro Wilks modificado y Levene
respectivamente. (Balzarini et al., 2011). Luego se verificd si existe interaccion o no entre
los factores (melaza y Bio Lac) y finalmente se evalud el ANVA para determinar si existe al
menos un tratamiento diferente a un nivel se significancia de 5 % y al observar la existencia
al menos un tratamiento distinto a los demas se realiz6 una prueba comparativa de medias

LSD Fisher y se eligio el tratamiento con el menor valor de pH al quinto dia.

El disefio estadistico para la fermentacion homolActica se presenta en la tabla 3.
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Tabla 3: Disefio estadistico para la fermentacién homolactica

Melaza

5% 10 % 15 % 20 %

5 | T, | T1 | T1 | T4 | T4 | T4 | T7 T7 | T7 | T10 | T10 | T10

BioLac| 10% | T2 | T2 | T2 | T5 | T5 |T5| T8 T8 | T8 | T11 | T11 | T11

15% | T3 | T3 | T3 | T6 | T6 | T6 | T9 T9 | T9 | T12 | T12 | Tp




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 MATERIA PRIMA

4.1.1 Determinacion de pH

El pH de las visceras de trucha fue de 6. Este valor es cercano al pH de las visceras de carpa,
segun lo reportado por Amit et al. (2010), de 6,1. Mientras Barrios y Guia (2014)
determinaron el pH del musculo de la trucha, el cual fue de 6,31. Por otro lado, Bechtel
(2003) reportd el pH de las visceras de abadejo de Alaska, bacalao y salmén, cuyos valores
estuvieron dentro de un rango de 6,96 a 7,1. Segln Fraser y Sumar (1998), se encuentran
muchas enzimas proteoliticas en el tracto intestinal de muchos peces, muchas de estas
enzimas tienen una actividad que es dependiente del pH, por lo tanto, a un pH neutro o
ligeramente alcalino habra una alta actividad. Al respecto, Bayliss (1996) sefiala que el
masculo del pescado tiene una reserva de glicogeno baja y el 6xido de trimetilamina es
eficiente para amortiguar la acidez, de manera que el pH al final del rigor sea de 6,4-6,8. Los
cambios estacionales, desove, ciclo de alimentacion, grado de esfuerzo durante la captura,
etc. afectan las condiciones post mortem del pescado. Por lo tanto, el deterioro del pescado
se ve influenciado a un valor de pH mayor de 7, debido a que es un valor éptimo para la

actividad microbiana y enzimatica.

4.1.2 Composicion quimica

En la tabla 4 se presenta la composicidén quimica de proteina, lipidos, humedad y cenizas de
las visceras de trucha, contenido conformado por 12,2 %, 24,2 %, 62 % y 1,6 %
respectivamente. Taheri et al. (2012) determinaron la composicion quimica de visceras de
trucha (Oncorhynchus mikiss) conformada 15 % de proteina, 13 % de lipidos, 71,65 % de
humedad y 2,73 % de cenizas.



Tabla 4: Composicion quimica de las visceras de trucha

Componentes Proximal (g/100g viscera)
Humedad 62

Lipidos 24,2

Proteina 12,2

Cenizas 1,6
Carbohidratos 0

Mientras He et al. (2011) determinaron la composicién de visceras de salmén del Atlantico
(Salmo salar) cuyo contenido de proteina, lipidos, humedad y cenizas fue de 10,73 %, 27,19
%, 61,24 % y 1,3 % respectivamente. Ovissipour et al. (2009) determinaron la composicién
proximal de visceras de esturién persa (Acipenser persicus) conformada por 15,48 %
proteinas, 15,68 % lipidos, 39 % humedad y 5 % ceniza y Bechtel (2003) determiné el
contenido proximal de las visceras de abadejo de Alaska, bacalao y salmén, los cuales

presentaron un contenido de proteina de 13 a 15.3 % y un contenido de grasa de 2 a 19,1 %.

Huss (1995), citado por Villamil et al. (2017) menciona que las visceras de pescado poseen
un alto contenido de proteinas y lipidos cuya composicion depende de la especie, la

estacionalidad, la edad, el sexo, la ingesta de nutrientes y otros factores.

42 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 Primer experimento: Determinacion de concentracion de proteasa

En la tabla 5 se presenta la equivalencia del porcentaje de péptidos solubles a partir de la

lectura del indice de solubilidad de peptonas con el refractémetro.
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Tabla 5: Porcentaje de Péptidos solubles en tres concentraciones de proteasa

Enzima % (p/v)

Tiempo en H1 (0,33%) H> (0,5%) H3 (0,66%)
horas R1 R> R3 R4 Rs Re R7 Rs Rg
0 10,60| 10,60 | 10,60 | 10,60 | 10,60 | 10,60 | 10,90 | 10,90 | 10,90

1 10,61| 11,39 | 11,58 | 10,61 | 11,10 | 11,10 | 10,61 | 11,10 | 11,10
2 10,61| 11,58 | 11,88 | 10,61 | 11,39 | 11,58 | 10,61 | 11,58 | 11,58
3 11,10 11,83 | 11,88 | 10,90 | 11,58 | 11,83 | 10,65 | 11,58 | 11,58
4 11,39] 11,88 | 12,07 | 11,10 | 11,65 | 11,92 | 10,90 | 11,88 | 11,58

Las concentraciones de proteasa fueron menores a 1 % (p/v). Al respecto, Bourgeois y Le
Roux (1986) indican que la velocidad de hidrélisis, como toda reaccidén enzimaética, es
proporcional a la concentracion de la enzima, sin embargo, es a partir de cierta concentracion
que se puede efectuar una autodigestion de la proteasa provocando un efecto antagonista.
Por tal motivo en la practica, con frecuencia se trata de no sobrepasar una relacién enzima-
sustrato superior a 1 %. Rebeca et al. (1991) emplearon tres enzimas proteoliticas de origen

bacteriano en un rango de concentraciones de 0 a 1 % para la hidrolisis de Mugil cephalus.

En la figura 8 se observa que, de los 3 tratamientos, la concentracion 0,33 % (p/v) de proteasa
presenta una mayor variacion en el incremento del porcentaje de solubilidad péptidos
después de 4 horas de hidrodlisis. Pefia (2008) y Omote (2012) realizaron una hidrdlisis
enzimatica de pota (Dosidicus gigas) y obtuvieron mayor incremento de péptidos solubles a
una concentracion de proteasa de 0,5 % (p/v) y 0,7 % (p/v) respectivamente. Bourgeois y Le
Roux (1986) mencionan que existe una relacion proporcional entre la reaccion enzimatica y
la concentracion de la enzima. Sin embargo, segun el analisis estadistico (ver Anexo 2) y la
figura 9 se observo lo contrario. Lo cual puede deberse al sustrato y su composicion quimica
(ver tabla 5). Ademas, la concentracion 0,33 % (p/v) obtenida en este primer experimento es
menor a lo reportado por Patel (2014) quien elabor6 un hidrolizado enzimético a partir de
subproductos de perca del Nilo (Lates niloticus) y obtuvo como rango éptimo de 0,5a 1 %
de concentracion con las enzimas Alcalasa, Protex 30 L y bromelina. Mientras que Taghiof
et al. (2010) elaboraron un hidrolizado de visceras de beluga (Huso hoso) usando alcalasa a
una concentracion de 1 %. Por otro lado, Hoyle y Merrit (1994) en la hidrdlisis de arenque
(Clupea harengus) emplearon alcalasa y papaina en una concentracion de 0,5 % (p/p). El
andlisis de varianza (ANVA) (ver Anexo 2) se observd que no existen diferencias



significativas entre el porcentaje de péptidos solubles, es decir son iguales a un nivel de
significancia de 5 %. Por lo tanto, se eligi6 la concentracion de la proteasa Protex 6L de 0,33
% (p/v).

0.33 % (p/v) 0.5 % (p/v) 0.66 % (p/v)

12.00
11.80
11.60
11.40
11.20
11.00

10.80

PROMEDIO % PEPTIDOS SOLUBLES

10.60
10.40

HORAS

Figura 9: Incremento de péptidos solubles para tres concentraciones de proteasa

4.2.2 Segundo experimento: Determinacion de temperatura de hidrolisis

En la tabla 6 se presentan los porcentajes de péptidos solubles para las tres temperaturas de

la hidrolisis enzimatica.

Omote (2012) trabajé con temperaturas de 50 °C, 60 °C y 70 °C, obteniendo un mayor
incremento de péptidos solubles a 60 °C. Scribd (2007), citado por Pefia (2008) afiade que
las enzimas tienen un correcto funcionamiento cuando éstas trabajan a su temperatura
optima, funcionando cerca al 100 %. Cuando la hidrdlisis se trabaja por debajo de la
temperatura Optima, la actividad enzimatica decrece debido a que se reduce la movilidad de

la molécula. Por otra parte, Kristinsson y Rasco (2000), indican que valores extremos



Tabla 6: Porcentaje de Péptidos solubles en tres temperaturas de hidrolisis

Temperatura

Tiempo
en Ha4 (50 °C) Hs (60 °C) Hs (70 °C)
horas

R1 R2 R3 R4 Rs Re R~ Rs Rg
0 11 11,3 | 10,76 | 10,6 10,6 10,6 12 11,8 12
1 11,20 | 11,3 | 10,76 | 10,61 | 11,39 10,90 12 11,88 | 12,27
2 11,49 | 11,39 | 11,10 | 10,61 | 11,58 | 10,90 | 12,54 | 12,56 | 12,56
3 11,49 | 11,58 | 11,10 | 11,20 | 11,83 | 11,39 | 12,90 | 12,70 | 12,85
4 11,68 | 11,58 | 11,34 | 11,39 | 11,88 11,65 | 12,95 | 12,85 | 12,95

de temperatura tienen efecto perjudicial sobre las proteinas y péptidos. Mientras que
Wiseman (1991) menciona que la estabilidad de la enzima se ve influenciada por la
temperatura, en una forma similar a la desnaturalizacién. Solomon et al. (1996) afiade que
valores elevados también afecta la conformacion molecular de la enzima, ya que se altera
con el desdoblamiento de su estructura secundaria y terciaria, siendo comun que la
inactivacion sea irreversible. Mientras Badui (2006) afiade que la inactivacion térmica
ocasiona que la proteina pierda su capacidad catalitica. Ademas, Kristinsson et al. (2013)
sefialan que, durante el proceso de hidrolisis enzimatica, las condiciones de la reaccion
pueden ser bastante severas debido a valores de temperatura y pH elevados. Debido a que,
bajo esas condiciones, los &cidos grasos y los pro-oxidantes interacttan y la oxidacién se
desarrolla rapidamente teniendo un efecto negativo sobre la calidad del producto final,

calidad organoléptica y valor nutricional.

Taghiof et al. (2010) en la hidrodlisis de visceras de beluga determinaron la temperatura
optima a 50 °C. Mientras Ovissipour et al. (2009) obtuvieron buenos resultados en la
hidrolisis de visceras de esturién persa (Acipenser persicus) a 55 °C usando alcalasa.
Ademas, Hoyle y Merrit (1994) quienes también usaron alcalasa realizaron la hidrolisis a

una temperatura de 60 a 65 °C.

El ANVA para las temperaturas de hidrélisis 50 °C, 60 °C y 70 °C (ver Anexo 2) se observé
que existe por lo menos un tratamiento diferente y mediante una prueba comparativa de
medias LSD Fisher, se observo que existen diferencias significativas entre la temperatura de

50 °C respecto a las temperaturas de 60 °C y 70 °C, ademas entre estas 2 ultimas



temperaturas no existen diferencias significativas respecto a sus medias. Por lo tanto, se
eligio la temperatura de 60 °C como pardmetro de trabajo, debido a que present6 una mayor
media en el incremento de péptidos solubles durante la hidrolisis, ademas este valor coincide

con la temperatura 6ptima de la enzima Protex 6 L reportada por Guadix (2001).

4.2.3 Tercer experimento: Determinacion de una proporcién de visceras:agua

En la tabla 7 se presentan los porcentajes de péptidos solubles para las proporciones

visceras:agua 1:1, 1,33:1y 2:1.

Tabla 7: Porcentaje de péptidos solubles en tres proporciones de viscera: agua

Proporcion o ratio

Tiempo
en H7 (1:1) Hs (1,33:1) Ho (2:1)
Horas

R R2 R3 R1 R> Rs R1 R> R3
0 10,6 | 10,90 | 10,80 | 12,56 | 12,07 | 12,07 14 13,3 13,3
1 10,61| 11,39 | 10,90 | 13,53 | 12,85 | 13,04 15 13,63 14
2 10,61| 11,58 | 10,90 | 14,02 | 13,04 | 13,04 | 1548 | 1421 | 14,31
3 11,10| 11,83 | 11,39 | 14,02 | 13,34 | 13,34 | 15,7 | 14,60 | 1451
4 11,39| 11,88 | 11,58 | 14,02 | 13,53 | 1353 | 15,7 | 14,90 | 14,99

La proporcidn de agua afiadida para la reaccion de hidrolisis es de gran importancia, ya que
segun Rutherfurd y Gilani (2009), citados por Villamil et al. (2017), en la hidrdlisis se
consume una molécula de agua por cada enlace peptidico roto. Ademas, Mutilangi et al.
(1996), citado por Pires y Batista (2013) sefialan que la hidrdlisis modifica la capacidad de

las proteinas para absorber y unirse a las moléculas de agua.

Kristinsson y Rasco (2000) indican que, la hidrolisis de enlaces peptidicos permite
incrementar el nimero de grupos ionizables (NH3*" y COO), con un incremento en la
hidrofobicidad y carga neta, y disminucion del peso molecular de la cadena de polipéptidos.
Ademas, Tahergorabi et al. (2014) mencionan que, a medida que las proteinas asumen una
carga neta positiva o negativa, inician gradualmente interacciones electrostaticas con el agua

(es decir, interacciones proteina-agua) y que debido al aumento de las interacciones proteina-



agua, las interacciones proteinas-proteinas hidrofébicas disminuye. Por lo tanto, a medida
que las moléculas de las proteinas se convierten mas polares, mayor cantidad de agua se
asocia alrededor de la superficie de la proteina y éstas se vuelven mas solubles. Mientras, de
Castro y Sato (2014), citados por Villamil et al. (2017) sefialan que, un prolongado tiempo
de hidrolisis produce proteinas y péptidos con bajo peso molecular, generando mayor
exposicion de grupos ionizables y polares sobre la superficie de la proteina y que mejora su
capacidad para formar enlaces de hidrégeno con agua. Por otro lado, Kristinsson y Rasco
(2000) mencionan que la alta produccion de rendimiento del hidrolizado proteico de pescado
fue asociado con su alta solubilidad en agua, debido a que el hidrolizado con bajo peso
molecular tiene mas oportunidades para formar enlaces de hidrogeno entre las moléculas de
agua y grupos polares hidrofilicos de aminoacidos, incrementando asi su solubilidad. Por lo
tanto, para unirse eficazmente a moléculas de agua, los péptidos tienen que tener la capacidad
de formar enlaces de hidrdgeno entre sus grupos laterales de aminoécidos polares
hidrofilicos y las moléculas de agua.

En la reaccion de hidrolisis enzimatica de pescado, Kalidas et al. (2006), citado por Suarez
(2010) y también Benjaku y Morrissey (1997) emplearon la proporcion 1:1 de pescado y
agua. Del mismo modo en hidrélisis de subproductos de carpa y perca del Nilo, Bhaskar et
al. (2008) y Patel (2014) utilizaron una proporcion 1:1 de subproductos y agua para la
reaccion. Pefia (2008) y Omote (2012) en la hidrdlisis de pota, a una proporcion 1:1 de
materia prima y agua, obtuvieron incremento considerable de péptidos solubles. Por otro
lado, Aranda (2012) determind que la proporcion 2:1 de materia prima y agua fue la mejor
para obtener mayor aceite crudo en una hidrélisis enzimética de anchoveta. Mientras que
Taheri et al. (2012) utilizaron una proporcién de visceras de trucha junto a subproductos de
pollo y agua de 1:2 y que luego fueron homogenizados para proseguir su hidrélisis

enzimatica.

En el ANVA (ver Anexo 2) se observo que existen diferencias en las medias de los 3
tratamientos y mediante la prueba de comparacion de medias (LSD Fisher), se observé que
existen diferencias significativas en cada uno de los 3 tratamientos. Por lo tanto, se decidio
tomar como parametro de trabajo emplear la proporcion 2:1 de visceras y agua, debido

presento una mayor media en el incremento de peptidos solubles.
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Luego de realizar el primer, segundo y tercer experimento. Los parametros para la obtencion
de un hidrolizado enzimético fueron los siguientes: concentracion de proteasa Protex 6 L a
0,33 % (p/v), pH 9, temperatura de 60 °C, visceras y agua en la proporcién 2:1 y una duracion

de 4 horas.

4.2.4 Cuarto experimento: Determinacion de proporciones de melaza y Bio-Lac

En la fermentacion lactica de pescado y sus subproductos tenemos que Hasan (2003) realiz
una fermentacion lactica en caballa (Rastreliger brachysoma) a 30 °C, usando como in6culo
Lactobacillus plantarum y empled la proporcion: 80 % pescado picado, 15 % melazay 5 %
L. plantarum. Obteniendo la misma proporcion usando como inéculo Lactobacillus
pentosus. Mientras que usando como indculo un liquido fermentado de brote de bambu
utilizé la proporcion: 70 % pescado picado, 15 % melaza y 15 % inoculo. Esta ultima
proporcién es igual a lo reportado por Garcia (2008), quien obtuvo buenos resultados en
fermentacion homolactica de residuos de pescado usando como inéculo Bio lac con la

diferencia que utiliz6 una temperatura de 40 °C.

Respecto a la fermentacion lactica de subproductos de pescado Berenz (1997) utilizé6 como
inéculo Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophylus obtuvo un ensilado de
residuos de pescado utilizando las siguientes proporciones: 86 % residuos de pescado cocido
y molido, 3 % indculo, 10 % melaza, 1 % sacarosa. También usé la proporcion: 82.5 %
residuos de pescado cocido y molido, 10 % inéculo y 7,5 % sacarosa. Mientras que Martinez
(2003) en la fermentacion lactica de visceras de coporo (Prochilodus mariae), bagre rayado
(Pseudoplatystoma fasciatum) y cajaro (Phractocephalus hemiliopterus) empled 78,75 % de
visceras de pescado, 15 % de melaza y 5 % de inoculo (lactobacilo + estreptococo).

En la figura 10 se presenta el comportamiento de los valores de pH e indice de acidez
titulable para los tratamientos Ts (10 % melaza y 10 % Bio Lac), To (15 % melaza 'y 15 %
Bio Lac) y T12 (20 % melaza y 15 % Bio Lac) desde el primer dia hasta el décimo dia de

incubacion.
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Figura 10: Comportamiento del pH e indice de acidez titulable durante la
fermentacién homolactica de las visceras hidrolizadas de trucha

En la figura 10 se observa el descenso de pH para los 3 mejores tratamientos. Es asi que el
pH en el quinto dia para el Ts fue de 3,66, mientras que para el To fue de 3,4 y parael T1.
fue de 3,6. Berenz (1997) report6 un valor de pH cercano a 4 para el cuarto dia. De igual
manera Hasan (2003) reportd un valor de pH de 3,94 para el cuarto dia y se mantiene igual
hasta el séptimo dia. Mientras Martinez (2003) obtuvo un pH cercano a 4,5 para el quinto
dia. De igual manera Spanopoulos et al. (2010) obtuvieron un pH alrededor de 4,5 para el
cuarto dia en la fermentacion de desechos del fileteado de tilapia con Lactobacillus casei a
3% (v/p) y 15 % de melaza y ademas afiaden que otros autores han reportado que ensilados
elaborados a partir de subproductos de pescado alcanzan la estabilidad a un pH alrededor de
4,5.

Sastro et al. (2013) sefialan que en los sistemas de fermentacion microbiana la disminucion
del pH es debido a la adicién de una fuente de carbono y se encuentra asociada con la

produccién acidos organicos por microorganismos como bacterias lacticas.



Zhuang et al. (1996), citados por Dao y Kim (2011) sefialan que la conservacion a largo
plazo de los fertilizantes liquidos es necesaria para alcanzar un valor més alto. Por lo tanto,
es importante mantener la calidad de un fertilizante liquido durante el periodo que se
encuentre en circulacion. En general, un pH mas bajo indica una menor probabilidad de que
los microorganismos crezcan y ocasionen deterioro. Entre los métodos para retardar el
deterioro, la adicién de acidos organicos es eficaz debido a sus efectos bacteriostaticos. Tal
es el caso de Ahmed y Mahendrakar (1996) quienes realizaron la fermentacion de visceras
de pescado usando 10 % melaza y 0,5 % de acido propidnico y registraron un pH de 4 al
segundo dia, valor que decrecio lentamente hasta el octavo dia con un valor cercano a 3,5.

El descenso fue mas rapido y brusco debido al acido orgénico utilizado.

En la figura 10 también se observa el leve incremento en el indice de acidez titulable para
los tratamientos Ts, Tg y T12 con valores alrededor de 1,6 a 1,8 para el quinto dia. Ahmed et
al. (1996) encontraron que la disminucién en el pH esta correlacionada con el crecimiento
de bacterias acido lacticas presentes en el ensilado y productoras de acido lactico en el

proceso de fermentacién lactica.

Sandine (1979) citado por Berenz (1997) sefiala que los cambios en la acidez se producen
por las concentraciones de in6culo e incluso sin afiadir indculo, ello sucede debido a que los
microorganismos que se encuentran de forma natural en visceras de pescado, insumos,
manipuleo, etc, son también productores de acidez. Es importante sefialar que Carvajal
(1997), citado por Pefia (2008) quien elabor6 un ensilado a partir de residuos de pescado,
menciona lo crucial que es adicionar una fuente de carbohidratos, dado que el pescado

presenta un bajo contenido de azucares.

Martinez (2003) determin6 un indice de acidez titulable (utilizando visceras como sustrato)
cercano a 1,5 % para el quinto dia. Mientras que Spanopoulos et al. (2010) obtuvieron una
acidez en el cuarto dia cercano a 1 % y 2 % empleando 12 % y 15 % de melaza
respectivamente. En el presente trabajo se obtuvo un valor similar a lo reportado por

Martinez.

En cuanto a la evaluacion fisica y organoléptica se emplearon las tablas de calidad de

ensilado propuesta por Bertullo (1989) y parametros de analisis sensorial empleada por
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Holguin et al. (2009) (ver Anexo 1). Donde el olor para Ts, Te y T12 fue dulce con suave olor
a aceite de pescado, el color fue amarronado y la consistencia fue liquida. Al respecto, Sastro
et al. (2013) sefialan que el olor tipico en la fermentacion es influenciado por el contenido
de la fuente de carbono. Mientras que los tratamientos cuyo contenido de melaza fue de 5 %
presentaron mayor formacion de gas, lo cual genero un olor fuerte, ademas, la presencia de
fracciones de gas en el sistema de fermentacion es ocasionada por la disminucion del

contenido de nitrégeno.

En la tabla 8 se presenta las mediciones de pH en el quinto dia de fermentacion homolactica.
El proceso de fermentacion tuvo una duracion total de 10 dias donde se verificd la estabilidad

del producto.

En la tabla 8 se observa que para el quinto dia de incubado el tratamiento con 5 % de melaza
y 5 % de Bio Lac (T1) presentd el mayor valor de pH promedio, el cual fue de 3,91 seguido
del tratamiento con 5 % de melaza y 10 % de Bio Lac (T4) con un valor de pH promedio de
3,87. Los demaés tratamientos presentaron una variacién de 0,36 comparando el mayor

siguiente con el menor.

El ANVA para la fermentacion homolactica luego de transcurrido cinco dias (ver Anexo 3),
indicd que no existe interaccion entre los factores: Melaza y Bio Lac. Sin embargo, existe el
efecto de la proporcién de melaza afiadida, asi como también de la proporcion de Bio Lac.
Por lo tanto, ambos factores fueron analizados por separado. La prueba comparativa de
medias (LSD Fisher) para la cantidad de melaza present6 diferencias significativas entre las
proporciones 5 %, 10 % y 15 %, ademas de no haber diferencias entre las proporciones de
15 % y 20 %, asi como también entre el 20 % y 10 %. Al respecto, Garcia (2008) indica que
utilizando proporciones de melaza al 10 o 15 % se
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hidrolizadas de trucha

Tabla 8: Valores de pH en el quinto dia de la fermentacion homolactica de visceras

Factor 1 | Factor 2 R1 R Rs
Tratamiento| o 0

l(jle(re{zpa)l E{(I)O(plfgz: PH PH PH ProE:dio
T1 5 3,91 | 3,92 3,9 3,91
T2 10 3,76 | 3,87 | 3,64 3,76
T3 15 3,60 [ 3,74 | 3,45 3,60
T4 5 10 3,87 | 3,74 4 3,87
Ts 10 10 3,66 | 3,66 | 3,65 3,66
Te 15 10 3,55 | 3,67 | 3,43 3,55
T7 5 15 3,69 [ 3,82 | 3,55 3,69
Ts 10 15 3,59 3,7 3,47 3,59
To 15 15 3,40 | 3,49 3,3 3,4
T1o 20 5 3,64 [ 3,75 | 3,53 3,64
T 20 10 3,64 | 3,63 | 3,65 3,64
T12 20 15 3,60 | 3,94 | 3,33 3,62

obtiene un olor méas suave, ademas de que se garantiza la produccion de acido lactico
afiadiendo al menos 10 %. Mientras que para la proporcion de in6culo de bacterias &cido
lacticas (Bio Lac), no se encontraron diferencias significativas para las proporciones de 10
% y 15 %. Pefia (2008) determiné que utilizando proporciones de 10 % y 15 % de Bio Lac
y 10 % de melaza se obtienen a valores de pH bajos y buenos resultados en estabilidad en
corto tiempo. Por lo tanto, se eligieron como parametros de trabajo la proporcion de 10 %
(p/p) de melazay 10 % (p/p) de indculo en la operacion de mezclado, debido que la finalidad

fue emplear la mayor cantidad de subproducto.

3.5.6 Quinto experimento: Determinacion de fitotoxicidad aguda del biofertilizante

liquido

Finalizado el bioensayo se registrd la totalidad de germinacién de semillas, donde se observo
que el biofertilizante al 100 % y diluido al 10 % no ocurrioé germinacion debido al pH bajo

de 3,9 y 4,02 respectivamente y una conductividad eléctrica de 24,2 dS/my 0,8 dS/m.



En la tabla 9 se presentan los valores de pH y conductividad eléctrica (CE) para cada una de

las diluciones y el control.

Tabla 9: Valores de pH y conductividad eléctrica (CE) para diferentes
concentraciones de biofertilizante

Dilucién (%) pH CE (dS/m)
Control 6,5 0,07
0,001 6 0,084
0,01 6 0,084
0,1 4,7 0,09
1 4,3 0,18
10 4,02 0,8
100 3,9 24,2

Garcia (2008) realiz6 una prueba de fitotoxicidad en residuos de pescado fermentados
homolacticamente en semillas de maiz y encontr6 que a medida que la dilucion es aumentada
del fertilizante, se incrementa el pH, mientras que la CE disminuye. Este comportamiento se
observa en la tabla 16. El pH del biofertilizante de visceras de trucha fue de 3,9 al 100 %y
llega a un pH de 6 cuando es diluido en la relacion biofertilizante:agua de 1:1000. Al
respecto, Gostincar (1998) menciona que el pH 6ptimo de las plantas varia segun el tipo de
cultivo, pero generalmente oscila entre 6 y 7,5. Padilla (2007) afiade que la disponibilidad
méaxima para la mayoria de nutrientes se da en este rango. Mientras Alvarado et al. (2001)
sefialan que el rango de pH para el sistema de crecimiento de lechugas es aceptable de 5,6 a
6, siendo 5,8 considerado como éptimo. Ademas, cabe indicar que Arnon y Johnson (1942)
determinaron que el crecimiento optimo de la lechuga se da a pH 6. Es por ello que las
diluciones de 0,001 % y 0,01 % se encuentran dentro del rango aceptable con un pH de 5,9

y 5,64 respectivamente.

Respecto a la conductividad eléctrica en la tabla 16 se observa que el biofertilizante obtenido
presenta una CE de 24 dS/m, valor considerado como muy fuertemente salino (ver Anexo

4). Bechtel (2003) reporté una C.E promedio de 7,8 dS/m para las visceras de salmon,
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abadejo y bacalao. Padilla (2007) sefiala que una CE alta se debe a la presencia de sales
solubles, que consisten principalmente de cloruros y sulfatos de Na, Ca 'y Mg con cantidades
menores de bicarbonatos, nitratos y boratos de K y a veces de Li. Ademas, afiade que
conforme se produce el incremento de las sales en el suelo, se hace mas dificil para las raices
de las plantas absorber agua. Ademas de que muchos cultivos sensitivos a las sales presentan
sintomas de insuficiencia hidrica con sus hojas recogidas y también existe un progresivo

decrecimiento en su desarrollo.

La CE para las diluciones de 10 a 0,001 % presentan un valor menor a 1 dS/m. Al respecto De Pascale
y Barbieri (1995) citados por Al-Maskri et al. (2010) categorizan la lechuga como
moderadamente tolerable a la sal y mencionan ademas que niveles de salinidad superiores a
2 dS/m y 2.6 dS/m reduce el rendimiento de la lechuga y el crecimiento de las plantas

respectivamente.

En la tabla 10 se presenta los resultados obtenidos de: porcentaje de germinacion relativo de
semillas (PGR), el crecimiento relativo de la radicula (CRR) y el indice de germinacién (1G)

para semillas de lechuga (Lactuca sativa) variedad Duett.

Tabla 10: Numero de semillas germinadas, elongacion de radicula, PGR, CRR e IG

cemilas | POR | Geradiouia CRR | 1

germinadas (%) (mm) (%) (%)
Control 20,00 - 17,59 - -
0,001% 19,66 98,33 23,84 135,56 133,16
0,01% 20,00 100,00 23,60 134,13 134,13
0,1% 20,00 100,00 22,71 129,10 129,10
1% 19,66 98,33 11,04 62,76 61,77
10% 0 0 0 0 0
100% 0 0 0 0 0

Paradelo et al. (2008) menciona que el crecimiento de la radicula es el parametro mas
sensitivo usado para calcular el indice de germinacion. Las diluciones 0,001 % y 0,01%
presentan un pH y C.E. aceptables para el crecimiento, valores corroborados en los
resultados presentados. Ademas, en la tabla 10 se observa que los mayores valores promedio



de elongacion de radicula con 23,84 mm y 23,6 mm, CRR de 135,54 % y 134,13 % ademas
de IG de 133,16 % y 134,13 % corresponden a las diluciones de 0,001 % y 0,01 %
respectivamente. Zucconi et al. (1981), citado por Varnero et al. (2007) sefialan que un IG
mayor a 80 % indica la ausencia de sustancias fitotoxicas o que se encuentran en muy baja
concentracion. Se observa ademas que la dilucién a 0,1 % con un 1G de 129,1 % también se
encuentra libre de sustancias que afecten la germinacion de semillas. Mientras que la
dilucion al 1 % presento un IG de 61,77 % e indica la presencia moderada de sustancias
fitotoxicas. En la figura 10 se ilustra las comparaciones de IG para todas las diluciones
realizadas.

Biofertilzante (%)

129.1

134.13

133.16

60

80 100 120
140

Indice de germinacion (%)

Figura 11: Comparacion del indice de germinacion y diluciones del biofertilizante

En la comparacion del IG para cada dilucion del biofertilizante, se observé que el IG es
similar de 0,1 a 0,001 %, por lo tanto, diluyendo a una concentracion 0,1 % del
Biofertilizante, no se presentaron componentes toxicos que inhiban el desarrollo en la

germinacion de semillas de lechuga.



Kim et al. (2010) elaboraron un fertilizante liquido a partir de residuos de pescado y
realizaron una prueba de fitotoxicidad en Lepidium sativum donde la dilucion del fertilizante
aumentada en 500 veces obtuvo un IG aproximado de 60 %, la dilucion aumentada a 1000
veces (0,001 %) obtuvo un IG cercano a 80 % y dos fertilizantes liquidos comerciales para
horticultura de Corea del Sur obtuvieron un IG aproximado de 60 % y 80 % a una dilucion
de 0,001 %. Mientras Jung y Kim (2016) elaboraron un biofertilizante a partir de efluentes
del procesamiento de caballa y realizaron un ensayo de fitotoxicidad en semillas de frijol
rojo donde a una dilucién de 0,01 % y 0,001 % veces se obtuvo un IG cercano a 90 % y 120

% respectivamente.

Cérdenas (2014) elaboré un fertilizante a partir de visceras de pollo y realiz6 un ensayo de
fitotoxicidad en semillas de lechuga (Lactuca sativa) donde para la dilucion de 1 %, 0,1 %
y 0,01 % obtuvieron un 1G de 93 %, 121 % y 129 % respectivamente.

43 CARACTERIZACION DEL BIOFERTILIZANTE

4.3.1 Anadlisis fisico quimico

Los resultados de la composicion fisico quimica del biofertilizante liquido es mostrado en la
tabla 11.

En latabla 11 el valor de pH y C.E. fue de 4,01 y 21,1 dS/m respectivamente y se encuentran
clasificados segun De la Rosa (2012) como “extremadamente acido” y “muy fuertemente
salino” (Ver Anexo 4). Ito (2006); Segura (2002), citados por Criollo et al. (2011) sefialan
que cuando el pH permanece cercano a 4,2, la fermentacién tiende a estabilizar la solubilidad
de los elementos nutricionales de la planta, permitiendo una mejor disponibilidad de los

nutrientes.

En la tabla 11 también se reporté 200,47 g/L de s6lidos en suspensién y 130,84 g/L de
materia organica en suspension. Pefia (2008) menciona que la materia organica (M. O.) no
puede liberar el nitrogeno (N), fosforo (P), azufre (S) y micronutrientes en forma quimica

para que la planta pueda absorberlos. Herrera (2000) afiade que es mediante los
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Tabla 11: Analisis fisico quimico del fertilizante de visceras de trucha

Parametros Biofertilizante
pH 4,01
Conductividad eléctrica CE (dS/m) 21,1
solidos en suspension (g/L) 200,47
Materia organica en suspension (g/L) 130,84
Nitrogeno total (mg/L) 12057
Fosforo total (mg/L) 953
Potasio total (mg/L) 4230
Calcio total (mg/L) 663
Magnesio total (mg/L) 550
Sodio total (mg/L) 2817
Hierro (mg/L) 52,00
Cobre (mg/L) 25,17
Zinc (mg/L) 48,08
Manganeso (mg/L) 1,47
Boro (mg/L) 2,59

procesos de inmovilizacion (asimilacion de elementos minerales por la biomasa microbiana)
y mineralizacion (conversion de las formas N, P, S entre otros a sus formas inorganicas) que
la M. O. libera estos nutrientes y sirve de pegamento para arcillas y su aglomeracion, los
cuales dejan espacios libres en el suelo, lo que permite el intercambio de gases y retiene los

elementos (Ca*2, Mg*?, K1, NH*™, Mn*2, Fe*3, Cu*? entre otros) para las plantas.

En la tabla 12 se compard el resultado del analisis fisico quimico registrado en la tabla 11
con otros fertilizantes organicos liquidos obtenidos a partir de diferentes recursos

hidrobioldgicos, asi como también de sus subproductos.



Tabla 12: Analisis fisico quimico de fertilizantes partir de recursos hidrobiologicos

Fuente de fertilizante liquido
Comercial
Parametros Pota® Reséguos Res(;guos res?:j(zjloiede Ulva Subproductos Calgezifgsgegéado 16 2® 3® visceras de
pescado® | pescado® |  trucha® reticulata® | de pescado® pescado” trucha®?
pH 4,3 3,6 4,35 6,18 7,02 4,2 - - - 3,9 4,01
C.E. (dS/m) 20,4 16,5 23,7 22,83 - 19 - - - - 211
Solidos en 216,98 | 172,71 - - - - - - - 200,47
suspension (g/L) -
M.O. en. 186,28 | 14842 ; 24,07 ; i i i : 130,84
suspension (g/L) -
N total (mg/L) 16800 9485 20000 3222 - 10000 15700 48300 | 38000 0,07 12057
P total (mg/L) 1222 310 3600 399,94 - 3900 3100 28600 | 28300 3,22 953
K total (mg/L) 8160 3296 7800 1322,49 175,2 3700 4500 21000 | 30400 7,67 4230
Catotal (mg/L) 1520 1672 7300 5045,83 158,52 1400 - - - 1,67 663
Mg total (mg/L) 864 696 1300 248,41 108,25 5200 - - - 597 550
Na total (mg/L) 2280 1072 2100 416,25 295,08 - - - - - 2817
Fe (mg/L) 64,8 30 41,1 - 5,22 50,51 - - - 5,54 52
Cu(mg/L) 6,4 2,25 3,3 - 1,25 0,61 - 3,24 2,24 - 25,17
Zn (mg/L) 16,8 4,2 4,9 - 1,25 5,66 1,72 439 | 351 - 48,08
Mn (mg/L) 2,4 2,4 1,78 - - 2,81 - - - 3,29 1,47
B (mg/L) 132,9 21 9,05 - - i - - - - 2,59

(1) Fertilizante de pota hidrolizada (Pefia 2008). (2) Bioertilizante de residuos hidrolizados de pescado (Bossio, 2007). (3) Fertilizante de residuos de pescado sin hidrolizar (Garcia, 2008). (4)
Biol de residuos de trucha mediante una digestion anaerobia (Salvador y Sanchez, 2015). (5) Fertilizante liquido de Ulva reticulata (Selvam y Sivakumar, 2013). (6) Fertilizante liquido de
subproductos de pescado de la familia Clupeidae (Aranganathan y Rajasree, 2016). (7) Fertilizante liquido a partir de caldo fermentado de residuos de pescado (Kim et al., 2010). (8) Fertilizante
liquido comercial para la horticultura en Corea del sur (Kim et al., 2010). (9) Fertilizante liquido comercial en Indonesia (Sastro et al., 2013). (10) Biofertilizante de visceras de trucha evaluado

al décimo dia.




En la tabla 12 se observa que los macronutrientes N, P y K del biofertilizante de visceras de
trucha fueron de 12 057 mg/L, 953 mg/L y 4 230 mg/L respectivamente, estos valores fueron
mayores a los reportados por Bossio (2007) pero menores a los reportados por Pefia (2008).
Por otra parte, Hwang et al. (2015) mencionan que las concentraciones de N, P y K de los

fertilizantes liquidos comerciales tienen un valor alrededor de 1000 a 2000 mg/L.

Respecto al contenido de micronutrientes se observo que el contenido de Cu y Zn fueron de
25,17 mg/L y 48,08 mg/L respectivamente y fueron mayores que los valores reportados por
Bossio (2007) y Pefia (2008). El contenido de Fe fue de 52 mg/L, este valor es mayor que el
fertilizante obtenido por Bossio (2007) y ligeramente menor que el de Pefia (2008). Garcia
(2008) reportd un contenido mayor de macro y micronutrientes en la fermentacion
homolactica de residuos de pescado, donde se emple6 mayor cantidad de subproductos y
obtuvo mayor rendimiento al no agregar agua a diferencia de los tres fertilizantes antes
mencionados, los cuales fueron elaborados por una hidrélisis enzimatica seguido de una
fermentacion homoléctica. Molina (2002), citado por Criollo et al. (2011) indica que el pH
influencia la solubilidad de los productos y la disponibilidad de nutrientes para ser
absorbidos y que con valores de pH ligeramente acidos hay una mayor disponibilidad de
elementos como N, P, S, Cu, Zn y Fe, mientras que cuando las condiciones son moderadas

0 bésicas, los precipitados son dificiles de absorber.

Salvador y Sanchez (2015) elaboraron un biol, el cual se obtuvo a partir de la digestion
anaerobia a partir de residuos de trucha. Y presentd un contenido de macronutrientes menor
a los demas fertilizantes. Sin embargo, presento un contenido de Ca de 5 045 mg/L el cual
fue mayor a lo reportado por Bossio (2007), Pefia (2008) y al biofertilizante de visceras de
trucha. Ello se debi6 a que los subproductos usados por Salvador y Sanchez (2015) estan

conformados por visceras, cabeza, esquelon y piel, los cuales son una gran fuente de calcio.

Asi mismo, se observé que el biofertilizante obtenido presenté mayor contenido de
micronutrientes que el fertilizante liquido de Ulva reticulata. Al respecto Selvam y
Sivakumar (2013) realizaron una prueba con dicho fertilizante en lenteja negra (Vigna
mungo), para ello sembraron las semillas en el suelo y se afiadié una concentracion de 2 %

del fertilizante liquido, el cual fue aplicado como un spray foliar. Ademas, sefialan que con

61



una concentracion de 2 % se maximiza el crecimiento y rendimiento de V. mungo, asi como

también se incrementa el nimero de estomas en la hoja.

El biofertilizante de visceras de trucha obtuvo un contenido de N y K mayor a lo reportado
por Aranganathan y Rajasree (2016) quienes elaboraron un fertilizante liquido a partir de
subproductos de pescado de la familia Clupeidae y cuyo contenido de N y K fue de 10000
mg/L y 3700 mg/kg respectivamente (tabla 19). Sin embargo, el contenido de P con 3 900
mg/kg fue mayor que el biofertilizante obtenido. Por otra parte, Kim et al. 2010 obtuvieron
un fertilizante liquido a partir de la fermentacion de un caldo de residuos de pescado cuyo
contenido de N, P y K fue de 15700 mg/L, 3100 mg/L y 4500 mg/kg respectivamente (tabla
19). Estos valores fueron mayores a los obtenidos en el biofertilizante de visceras de trucha.
Los mismos autores también reportaron el contenido de N, P y K de 2 fertilizantes liquidos
comerciales para la horticultura que son vendidos en Corea del Sur. Dichos valores fueron
mayores al resto de fertilizantes elaborados a partir de diferentes subproductos y residuos de
recursos hidrobioldgicos. Sin embargo, el biofertilizante obtenido present6 un contenido de
macronutrientes (con excepcion del Mg) mayor que el fertilizante liquido comercializado en

Malasia que fue reportado por Sastro et al. 2013.

4.3.2 Composicion de aminoacidos del biofertilizante

En la tabla 13 se compara la composicién y contenido de aminoécidos (g/100 g) entre el

biofertilizante visceras de trucha y diferentes fertilizantes comerciales.

Hayes y Flower (2013), citados por Villamil et al. (2017) mencionan que los diferentes
musculos y tejidos de pescado estan compuestos por proteinas estructurales, miofibrilares y
sarcoplasmicas que contienen todos los amino&cidos esenciales, entre los que predominan la
lisina, fenilalanina y valina. La presencia de estos 3 aminoacidos es corroborada en la tabla

20 junto a otros 13 aminoacidos.
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Tabla 13: Aminoéacidos en el biofertilizante de visceras de trucha y otros fertilizantes

Fuente de fertilizante liquido
Aminoacido Caldo fermentado de | Comercial | Comercial | Residuos harina | Stimplex-| Vitamar Visceras de
(9/100 g) residuos de pescado® 1@ 20 de pescado® G®W Excel® | Goémar® | trucha®
Acido aspartico 0,49 0,9 0,58 1,21 0,88 0,53 0,31 0,22
Treonina 0,21 0,23 0,21 0,24 - - 0,18 0,17
Serina 0,21 0,21 0,23 0,21 - 0,27 0,18 0,24
Acido glutdmico 0,78 2,96 0,89 0,98 1,16 0,71 1,29 0,35
Prolina 0,5 0,09 0,61 1,94 0,79 0,25 0,19 -
Glicina 1,06 0,31 1,25 1,38 0,88 0,3 0,25 0,09
Alanina 0,7 1 0,98 0,66 0,71 0,34 0,31 0,4
Valina 0,17 0,39 0,24 0,24 0,62 0,27 0,19 0,19
Isoleucina 0,15 0,28 0,13 0,2 0,37 0,26 0,14 0,15
Leucina 0,27 0,42 0,26 0,31 - 0,38 0,28 0,36
Tirosina 0,07 0,17 0,05 0,38 0,42 - 0,1 0,11
Fenilalanina 0,18 0,22 0,18 0,91 0,56 - 0,19 0,15
Histidina 0,2 0,28 0,25 0,9 - - 0,07 0,07
Lisina 0,39 1,54 0,53 2,04 0,25 0,3 0,15 0,31
Arginina 0,31 0,23 0,35 0,18 - 0,22 0,22 0,8
Cisteina 0,06 - 0,04 0,15 - - 0,04 -
Metionina 0,06 - 0,01 0,61 0,25 0,11 0,05 0,11
Triptofano 0,02 - 0,02 - - - 0,016 0,08

(1) Fertilizante liquido de caldo fermentado de residuos de pescado (Kim et al., 2010). (2) Fertilizante liquido comercial para la horticultura en Corea del sur (Kim et al.,
2010). (3) Fertilizante liquido a partir de biodegradacion aerobia de efluentes de harina de pescado (Kim et al., 2007). (4) Fertilizante de extracto de macroalgas (Quimica
Suiza Industrial del Pert S.A., 2012, citado por Layten, 2015). (5) Fertilizante de extracto hidrolizado de algas marinas (Aris Industrial, 2012, citado por Layten, 2015). (6)
Fertilizante foliar a base de macroalgas (Augier y Santimone, 1978). (7) Biofertilizante a partir de visceras de trucha.



En la tabla 13 se observa que el contenido total de amino4cidos producidos en esta
investigacion fue de 3,8 g/100g de muestra y esta conformado por 17 aminoécidos a
excepcion de cisteina. Mientras Kim et al. (2010) y Gwon y Kim (2012) obtuvieron 5,71
0/100 g y 5,9 ¢/100 g de muestra respectivamente. Ademas, Augier y Santimone (1978) y
Layten (2015) reportaron el contenido total de aminoacidos para los fertilizantes comerciales
a base de macroalgas: Goémar, Simplex G y Vitamar cuyos valores fueron de 4,1 g/100 g,
6,8 9/100 g y 3,9 ¢g/100 g respectivamente. Mientras Kim et al. (2010) sefialan que los
fertilizantes liquidos para la horticultura tienen un contenido total de aminoacidos de 9,2
9/100 g y 6,81 g/100 g. Todos estos fertilizantes organicos presentaron un contenido de
aminoacidos menor a 10 g/100 g. Siendo el biofertilizante obtenido en esta investigacion el

que reporté un menor contenido y cercano al fertilizante Vitamar Excel y Goémar.

He et al. (2012), citados por Jung y Kim (2016) indican que aminoacidos como histidina,
tirosina, metionina y cisteina poseen actividad antioxidante. Ademas, Virtanen et al. (2007),
citados por Jung y Kim (2016) mencionan que aminoacidos hidrofébicos, incluyendo valina,
leucina, fenilalanina y triptéfano exhiben gran potencial antioxidante. Respecto al triptéfano
Augier y Santimone (1978) mencionan que su presencia (incluso en pequefia cantidad) es
considerado como un precursor del acido indol-3-acético, hormona de crecimiento bien
conocida en las plantas. Yang y Hoffman (1984); Smith (1985); Franco (2004), citados por
Vega (2014) sefialan que aminoacidos como metionina y lisina son conocidos como
precursores de la sintesis de poliamidas e intervienen en la regulacion de procesos
fisiologicos fundamentales, desde la germinacion y senescencia floral hasta la maduracion
del fruto. Mientras Reyes, 2004, citado por Vega (2014) menciona que los aminoacidos
aplicados en mezcla con algunos nutrientes, aumenta su eficiencia. La glicina y acidos
glutdmico son conocidos por ser agentes quelante muy eficaces y ademas penetran mas

facilmente en las células de la planta (Priya Chemicals, 2014, citado por Vega).

Frasseto et al. (2010), citados por Rickli y Peres (2016) mencionan que los aminoacidos
actian como estimuladores del metabolismo, y se incorporan rapidamente en las vias
metabdlicas, estimulando la sintesis de proteinas, mejoran el transporte y almacenamiento
de nitrégeno, siendo asimilado por las plantas en forma de nitrato (NO*) y de amonio
(NH*"). Ademas, Dotta et al. (2008); Xavier Goulart (2008); Frasseto et al. (2010), citados

citados por Rickli y Peres (2016) mencionan que estudios relacionados con el uso de
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aminoacidos presentes en biofertilizantes muestran que cuando se aplica via foliar o
radicular a traveés de la promocion de enraizamiento, son responsables del desarrollo

adecuado de la planta.

4.3.3 Analisis microbioldgico

Se realiz6 un analisis microbioldgico con la finalidad de comprobar la presencia de
coliformes totales y fecales, E. coli, aerobios mesdfilos y termofilos, Salmonella sp,
Pseudomonas sp y Staphylococcus aureus. Ademas, se determind la cantidad de

Lactobacillus, mohos y levaduras. Los resultados son presentados en la tabla 21.

En la tabla 14 se observa la ausencia de coliformes totales y fecales, E. coli. Al respecto
Leroi (2010) menciona que los procesos de eviscerado Y fileteado del pescado puede haber
una contaminacion posterior debido a manipulaciones de operarios. También se reporta la

ausencia de Staphylococcus sp. y Pseudomonas sp. en el biofertilizante obtenido.

Tabla 14: Analisis microbiologico del biofertilizante

Andlisis microbioldgico Resultados
Recuento de Lactobacillus sp. (UFC/mL) 1,5x107
Recuentro de mohos y levaduras (UFC/mL) 5,9x10°
Recuento de aerobios mesodfilos (UFC/mL) 5,6x10°
Recuento de aerobios termofilos (UFC/mL) 1,5x10°
Enumeracion Staphylococcus aureus (NMP/mL) <3
Enumeracién de coliformes totales (NMP/mL) <3
Enumeracion de coliformes fecales (NMP/mL) <3
Enumeracién de Escherichia coli (NMP/mL) <3
Enumeracion de Pseudomonas sp. (NMP/mL) <3
Deteccién de Salmonella sp. en 25 mL Ausencia

Nota: Los valores < 3 indica ausencia de microorganismos



Ahmed y Mahendrakar (1996) reportan que la poblacién microbiana (UFC/g viscera) en
visceras de pescado de aguadulce, la cual esta conformada por: coliformes (1,7x107), E. coli
(2,3x10°), Staphylococcus sp. (1,4x107), enterococos (5,9x107), bacterias acido lacticas
(8,5x10°) y mohos junto con levaduras (2,3x10°). Amit et al. (2010) mencionan que gran
namero de microorganismos asociados con las visceras de pescado de agua dulce decrecen
durante la fermentacion exceptuando los mohos y levaduras, lo cual es corroborado en la
tabla 14. Ademas, afiade que la reduccion del pH en la fermentacion lactica de subproductos
de pescado implica la utilizacién de azlcar y la posterior produccion de acidos organicos
que ayuda a prevenir el crecimiento de organismos causantes de la descomposicion y
degradacion de las proteinas presentes en los subproductos empleados. Esto es confirmado
por Garcia (2008) quien afiade que el &cido lactico genera los cambios de pH hacia la acidez

originando condiciones que inhiben el desarrollo de bacterias putrefactivas y patdgenas.

Respecto al recuento de bacterias acido lacticas para el décimo dia. En la tabla 14 se registrd
1,5x107 UFC/mL. Al respecto Berenz (1997) reportd un recuento de 4,5x10° UFC/g al
segundo dia y decrece a 3,5x108 UFC/g transcurrido el tercer mes. Mientras Hasan (2003)
reporté 1,9x10%°, 6x10°y 4,6x107 bacteria/g en el séptimo dia, décimo quinto dia y primer
mes respectivamente. Garcia (2008) present6 un recuento de 2,9x10° UFC/mL y 3,2x10°
UFC/mL en el quinto y treintavo dia respectivamente. Sastro et al. (2013) sefialan que un
fertilizante liquido elaborado mediante fermentacion bioldgica contiene 8.7x10° UFC/mL de
Lactobacillus sp. y un pH de 3.9. Al respecto Ito (2006), citado por Criollo et al. (2011)
indica que la correlacion entre el Lactobacillus sp. y el pH es importante, debido a que
ocasiona la disminucion del pH por la produccion de acido lactico y acidos grasos de cadena
corta.

Siuta (2001) menciona que los productos probidticos deben contener al menos 1x10°
UFC/mL para que de esta manera ejerza un impacto favorable en el huésped y debe mantener
esta concentracion durante toda la vida atil del producto. En la tabla 14 se observa que el
producto obtenido supera dicho limite. Por ello se le puede denominar como producto

probiético. Y se podria considerar su aplicacion en la alimentacidn animal.

Respecto al recuento de mohos y levaduras se registro 5,9x10® UFC/mL. Mientras que Sastro

et al. (2013) indican que un fertilizante liquido elaborado mediante fermentacion bioldgica
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contiene 8,5x10° UFC/mL de levaduras. Faid et al., 1994, citados por Kim et al. (2010)
indican que la importancia de las levaduras y bacterias lacticas empleadas en la fermentacion
de residuos de pescado radica en la remocion de los olores fuertes a pescado. Garcia (2008)
menciona que es comun encontrar presentes mohos y levaduras junto a las bacterias acido
lacticas, siendo responsables del olor caracteristico a malta. Pefia (2008) afiade que la
presencia de formacion de gas puede deberse a las levaduras, los cuales son uno de los
microorganismos mas abundante en la melaza. Al respecto Sanjeev et al. (2013) menciona
que las bacterias lacticas crecen en el rango de pH de 3,2 a 10,5, mientras los mohos tienen

un rango de pH de 0 a 11 y las levaduras crecen a un pH de 1,5 a 8,5.

Finalmente se report6 5,6x10% UFC/mL de aerobio mesofilos. Mientras que Garcia (2008)
reporto un recuento de 3,3x10* UFC/mL y 1,0x10° UFC/mL, Ademas afiade que dichas
bacterias son capaces de desarrollarse a 30 °C en condiciones aerobicas. DIGESA (2003)
indica los microorganismos aerobios mésofilos estan relacionados con la vida atil y se
permite hasta 5x10° UFC/mL de aerobios mesofilos para productos hidrobioldgicos, no
debiendo ser mayor a 108 UFC/mL.

El Real Decreto 506/2013 de Espafia sefiala que el limite méximo de microorganismos para
productos fertilizantes de origen organico no debe superar los siguientes niveles maximos
de microorganismos: Salmonella debe estar ausente en 25 g de producto elaborado y
Escherichia coli menor a 1000 NMP/g producto elaborado. En la tabla 14 se corrobor6 la

ausencia de dichos microorganismos.

4.3.4 Analisis de metales pesados presentes en el biofertilizante

Paradelo et al. (2008) menciona que los vegetales asimilan Hg, Pb, Cd, Zn y Cu y los
acumulan en partes comestibles a diferentes concentraciones. Debido a ello el Real Decreto
506/2013 de Espafia sefiala que los productos fertilizantes elaborados con materias primas
de origen animal no deben exceder los LMP (mg/kg) de metales pesados, limites que son
presentados en la tabla 15, ademas se presentan los LMP (mg/kg) para compost segun la
normativa estadounidense, los LMP (mg/L) de la Ley Japonesa de control de fertilizantes y
los valores de metales pesados (mg/L) en el biofertilizante obtenido.
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Tabla 15: Analisis de metales pesados presentes en el biofertilizante

Espafia® USA® Jap6n®
i - "
miggz Fertilizante (liquido) Compost Eertilizantes Biofertilizante®
(mg/kg) | Clase A \ Clase B| Clase C | Tipo A |Tipo B
Pb 45 150 200 150 500 100 0.6
Cd 0,7 2 3 3 20 5 0.16
Cr 70 250 300 210 500 2,29

(1) Real Decreto 506/2013. (2) Interim Guidelines for Compost Quality — W A State Dept of Ecology.
1994. (3) Ley Japonesa para control de fertilizantes (Hwang et al., 2015). (4) Biofertilizante de
visceras de trucha.

En latabla 15 se observa que las concentraciones de Pb, Cd y Cr en el biofertilizante obtenido
se encontraron por debajo de los LMP del Real decreto Espafiol y se encuentra en la clase
A. También los valores obtenidos fueron menores a los LMP para compost segin la
normativa estadounidense y a la normativa propuesta por la Ley Japonesa de control de

fertilizantes.

Cartaya et al. (2008) mencionan que los metales pesados no afectan el crecimiento de las
plantas por una disminucion significativa del potencial osmético del sustrato, sino por su
propia toxicidad. Un exceso de metales pesados o de sus quelatos solubles puede inducir una
serie de alteraciones bioquimicas y fisioldgicas, entre las que se encuentra la inhibicion del

crecimiento de la raiz.

Kim et al. (2010) reportaron 0,26 mg/kg de Cr y ausencia de Pb y Cd. Ademas, sefialan que
el contenido de metales pesados como Pb, Cd y Cr en 2 fertilizantes liquidos comerciales de
Corea del Sur contienen 0,63mg/kg y 0,31 mg/kg de Pb, ademas de 0,08 mg/kg y 0,03 mg/kg
de Cd y 3.54 mg/kg y 3.44 mg/kg de Cr. Estos valores fueron cercanos a los resultados

obtenidos.

Dentro de las aplicaciones del biofertilizante, Nhut et al. (2006), citados por Dao y Kim
(2011) mencionan que la hidroponia es una técnica de cultivo de plantas que proporciona un
medio conveniente de estudiar la absorcion de nutrientes por las plantas; ademas, el método

esta libre de variaciones confusas o incontrolables en el suministro de nutrientes del suelo.




Asi también Nhut et al. (2004); Resh (1993), citados por Dao y Kim (2011) afiaden que la
hidroponia se puede utilizar para evaluar la viabilidad de los fertilizantes liquidos. En la
actualidad, la hidroponia se considera como una técnica prometedora no so6lo para los

experimentos de fisiologia vegetal, sino también para la produccion comercial.
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V. CONCLUSIONES

Se pudo elaborar un biofertilizante liquido con visceras de trucha (Oncorhynchus

mykiss) mediante una hidrolisis enzimatica seguido de una fermentacién homoléactica.

El flujo de proceso para la elaboracion del biofertilizante de visceras de trucha fue:
visceras de trucha - molido - mezclado - hidrdlisis enzimética - inactivado - colado -

hidrolizado enzimatico - mezclado de melaza y Bio lac - incubado - colado - envasado.

Para la etapa de hidrolisis enzimatica los parametros propuestos fueron: proporcion
visceras:agua de 2:1, ajuste de pH a 9, 0,33 % (p/v) de proteasa, 60 °C por 4 horas. Para
la fermentacion las proporciones empleadas fueron de 10 % (p/p) de melaza, 10 % (p/p)
Bio lac y 80 % hidrolizado, incubado a 40 °C por 5 dias.

El biofertilizante diluido a una concentracion de 0,1 % obtuvo un IG de 129,1 % y no

presenta sustancias toxicas.

La composicion fisico quimica del biofertilizante a 4,01 y C.E. 21,1 dS/m fue de 12057
mg/L de N. 953 mg/L de P, 4230 mg/L de K, Fe 52 mg/L de Fe, 25,17 mg/L de Cu,
48,08 mg/L de Zn, 147 mg/L de Mn y 2,59 mg/L de B.

El contenido total de aminoacidos y proteina en el biofertilizante fue de 3,8 g/100g y

6,2 9/100 g de muestra, respectivamente.



El biofertilizante estuvo compuesto por 16 aminoacidos a excepcion de cisteina y

prolina.

En el biofertilizante no se encontré Coliformes totales, fecales, E. coli, Pseudomonas

sp., Staphylococcus aureus y Salmonella sp.

El contenido de Pb, Cd y Cr fue menor al Limite maximo permisible segin el Real
Decreto 506/2013 de Espafia para fertilizantes liquidos.
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VI. RECOMENDACIONES

Emplear otros subproductos de la trucha como cabezas y esquelén con la finalidad de

incrementar el contenido de algunos macronutrientes como N y Ca.

Utilizar otros recursos hidrobiolégicos provenientes de la acuicultura tales como la
tilapia, paiche, paco, gamitana, etc. Asi como también la generacion de subproductos

provenientes de su procesamiento segun su tipo de comercializacion.

Utilizar hidroxido de potasio KOH en lugar de NaOH, en la hidrolisis enzimaética,
debido a que el NaOH incrementa el contenido de sales, ademas el KOH incrementara

el contenido de K en el fertilizante.

Se recomienda mezclar el hidrolizado enzimatico de pescado o de sus subproductos con
extractos de macroalgas antes de realizarse la fermentacion lactica, debido a que la

macroalga tiene un alto contenido de yodo y potasio entre otros compuestos.

Realizar ensayos de fertilizacién foliar del biofertilizante a partir de subproductos de

pescado como fuente de suplemento de micronutrientes junto con fertilizacion mineral.

Evaluar el efecto de aditivos naturales antimicoticos que prolonguen la vida Gtil en el

biofertilizante de subproductos de pescado.

Escalar la produccién de biofertilizante con la finalidad de realizar una produccién

piloto.
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Anexo 1: Analisis sensorial y evaluacion en ensilado bioldgico de pescado

Parametros de analisis sensorial para ensilado bioldgico de pescado (Holguin et al.,

2009)
Color Aroma Consistencia
1: dmbar oscuro 1: agradable: pescado y melaza 1: pastosa
2: dmbar claro 2: ligeramente alcohdlico 2: blanda
3: amarillento 3: desagradable 3: semiliquida

4: putrefacto

Evaluacion fisica de la calidad del ensilado (Bertullo, 1989)

Atributo Bueno Regular Inaceptable
Olor Acido suave Picante penetrante Putrido rechazable
Amarronado grisaceo Amarronado o grisaceo claro- Gris oscuro
Color claro oscuro negruzco
Consistencia Liquido Liquido pastoso o licuado Pastoso
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Anexo 2: Analisis estadistico en la primera etapa (hidrélisis enzimatica)

Anélisis de varianza de la variacion del porcentaje de péptidos solubles para tres
concentraciones de proteasa (Primer experimento)

FV SC gl cM F p value
Modelo 0,42 2 0,21 1,53 0,2908
Tratamiento 0,42 2 0,21 1,53 0,2908
Error 0,82 6 0,14
Total 1,23 8

Dado que el p value es mayor a 0,05. Se concluye que no existen diferencias significativas entre las tres
concentraciones de proteasa, a un nivel de significancia del 5 %.

Andlisis de varianza de la variacion del porcentaje de péptidos solubles para tres
temperaturas de hidrdlisis (Segundo experimento)

F.V. SC al CM F p value
Modelo 0,58 2 0,29 7,9 0,0209
Tratamiento 0,58 2 0,29 7,9 0,0209
Error 0,22 6 0,04
Total 0,81 8

Dado que el p value es menor a 0,05. Se concluye que existe al menos un tratamiento diferente, a un
nivel de significancia del 5 %. Por lo tanto, se realiz6 una prueba comparativa de medias.

Prueba LSD Fisher para tres temperaturas de hidrélisis

Tratamiento Medias n E.E.
50 0,43 3 0,11 A
70 0,92 3 0,11 B
60 1,02 3 0,11 B

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferente (p<= 0,05)
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Andlisis de varianza de la variacion del porcentaje de péptidos solubles para tres

proporciones visceras: agua (Tercer experimento)

F.V. SC gl CM F p value
Modelo 0,97 2 0,48 80,01 <0,0001
Tratamiento 0,97 2 0,48 80,01 <0,0001
Error 0,04 6 0,01
Total 1 8

Dado que el p value es menor a 0,05. Se concluye que existe al menos un tratamiento diferente, a un
nivel de significancia del 5 %. Por lo tanto, se realiz6 una prueba comparativa de medias.

Prueba LSD Fisher para los tratamientos de proporcion visceras: agua

Tratamiento  Medias n E.E.

1:1 0,88 3 004 A

1.33:1 1,46 3 0,04 B

2:1 1,65 3 0,04 C

Nota: Medias con una letra comun no son significativamente diferente (p<= 0.05)
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Anexo 3: Analisis estadistico en la segunda etapa (fermentacion homolactica)

Anélisis de varianza del valor de pH en el quinto dia para los tratamientos de melaza

y Bio lac

F.V SC gl CM F p value
Modelo 0,64 11 0,06 2,94 0,0131
Melaza 0,44 3 0,15 7,41 0,0011
Bio lac 0,16 2 0,08 4,11 0,0291
Melaza*Bio lac 0,04 6 0,01 0,32 0,9216
Error 0,47 24 0,02
Total 1,11 35

Dado que el p value es mayor a 0,05. Se concluye gque no existe interaccion entre los factores:
melaza y Bio Lac. Por lo tanto, deben ser evaluados por separado, y en ambos casos el p value es
menor a 0,05. Por lo tanto, se realiz una prueba comparativa de medias.

Prueba de LSD Fisher para los factores melaza y Bio Lac

Melaza Media n E.E. IZ_)|fe_rfanC|_as.
Significativas
15% 3,51 9 0,05 A
20% 3,63 9 0,05 A B
10% 3,67 9 0,05 B
5% 3,82 9 0,05 C
Bio Lac Media n E.E. IZ_)lfe_rfenu_as.
Significativas
15% 3,57 12 0,04 A
10% 3,68 12 0,04 A B
5% 3,73 12 0,04 B

Nota: Medias con una letra comdn no son significativamente diferente (p<= 0,05)

92



Anexo 4: Interpretacion de pH y CE en abonos foliares

Interpretaciones de pH en abonos foliares (De la Rosa ,2012)

Valor pH Interpretacion
<4,5 Extremadamente acido
4,5-5,0 Muy fuertemente &cido
5,1-5,5 Fuertemente acido
5,6-6,0 Medianamente acido
6,1-6,5 Ligeramente acido
6,6-7,3 Neutro

7,4-7,8 Medianamente basico
7,9-8,4 Moderadamente basico
8,5-9,0 Ligeramente alcalino
9,1-10,0 Alcalino

>10,0 Fuertemente alcalino

Interpretaciones de conductividad eléctrica en abonos foliares (De la Rosa ,2012)

CE (dS/m) Efecto
<1 Efectos despreciables de salinidad
1,1-2,0 Muy ligeramente salino
2,1-4,0 Moderadamente salino
4,1-8,0 Suelo salino
8,1-16,0 Fuertemente salino
>16,0 Muy fuertemente salino
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Anexo 5: Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad con semillas de
lechuga

Metodologia segun Sobrero y Ronco (2008)

§ X & 3 BB

22 +2~C Osmridad 4mlde 170 b Control positivo
Inhlhldm Zn (I}
Control negative Control positive
lagua dura Zn {1y [Dluclones de la mussstra
reconstrilda)
& 120 h de exposiclon Y
Ensayn estatico

'
%ooo
/[

Reglstro de slgnos de ftotoxicldad
[necrosls, efectos en pelos absorbentes)

B Registro de semillas germinadas
f—— Medician de 12 élongacion de 3 radiculs y

del hiopocotila
{mm}) I

Calculo del % de inhibiclon
Caloulo delaCl,,

v

[ Evaluackin de efectos fiteiondoos agudos ]
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Anexo 6: Longitud de Radicula (mm) y porcentaje de germinacion en semillas de

lechuga luego de 120 horas

Blanco 1% 0,1% 0,01 % 0,01 %

N°Plantulas | RI R2 R3 | RL R2 R3 | RL R2 R3|RL R2 R3| Rl | R2 | R3
1 22 16 18 | - 10 10 | 18 24 20 | 20 28 26 | 28 195 285
2 21 18 195| 8 10 11 | 26 19 30 | 17 255 255| 22 20 30
3 22 155 20 | 7 10 11 | 24 20 11 | 235 25 26 | 32 165 27
4 21 17 18 | 13 12 10 | 25 215 24 | 20 165 27 | 295 21 22
5 16 16 225| 8 13 8 | 20 225 31 | 39 27 25 | 26 22 225
6 25 125 17 | 9 11 9 | 21 30 30 | 23 255 275| 15 19 25
7 26 11 20 | 10 15 11 | 23 27 29 | 27 25 30 | 30 19 32
8 20 17 20| 7 13 10 | 23 22 18 | 19 22 23 | 23 15 28
9 24 185 20 | 8 16 8 | 20 27 15 |245 195 26 | 30 23 22
10 175 15 17 | 8 12 9 | 24 25 21 | 225 265 28 | 24 22 24
11 185 15 20 | 14 10 11 | 20 20 25 | 17 25 30 | 245 21 23
12 23 10 185| 11 12 12 | 215 26 27 | 20 17 27 | 28 25 18
13 125 15 17 | 13 11 12 | 215 20 27 | 26 27 23 | 285 25 22
14 13 15 14 | 15 12 11 | 27 23 28 | 215 255 20 | 16 26 27
15 20 14 18 | 11 10 12 | 21 21 26 |215 20 22 | 31 22 21
16 17 13 21 | 18 13 13 | 25 245 11 | 13 24 23 | 235 21 245
17 20 155 18 | 9 11 9 | 19 20 30 |175 22 27 | 25 23 22
18 16 10 10 | 12 13 15 | 21 24 25 | 21 22 30 | 27 20 30
19 20 15 24 | 12 14 11 | 16 18 18 | 21 22 26 | 20 24 20
20 165 15 18 | 6 13 9 | 15 27 24 | 22 23 20 | - 27 23
Promedio 19.55 14.70 18.53|10.47 12.05 10.60|21.55 23.08 23.50|21.80 23.40 2560|2542 21.55 24.58
Desv. 369 238 295|317 173 173|317 323 621|520 325 299|480 3.00 3.70
Estandar

Coef. 18.88 16.16 15.92|30.25 14.37 16.31|14.69 14.01 26.43|23.85 13.91 11.69|18.80 14.10 15.20
Variacién(%o)

gz;m'“ac'on 100 100 100 | 95 100 90 | 100 100 100 | 90 90 100 | 95 100 100
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Anexo 7: Criterio de interpretacion de fitotoxicidad a partir de 1G

Porcentaje de germinacion relativo de semillas (PGR), crecimiento relativo de la
radicula (CRR) e indice de germinacion (1G)

0,001 %
R3 R1 R2 R3

0,1% 0,01 %

R2 R3 Rl R2
100 100 95 100

1%
RL R2 R3| RL
100 100 100 | 100
1239 133 1455

100

PGR 95 100 100

60,3 | 1225 1312 133,6 1445 1225 139,7

CRR | 59,5 685

137,3 1225 1397

133,6 | 123,9 133 1455

IG 56,6 685 6031225 131,22

Criterio de interpretacion de fitotoxicidad a partir de 1G (Zucconi et al., 1981, citado
por Varnero et al., 2007)

Valores de IG Interpretacion
>80 % No hay sustancias fitotoxicas o0 en muy baja concentracion.
Entre 50y 80 %  Presencia moderada de sustancias fitotoxicas.
<50 % Fuerte presencia de sustancias fitotoxicas.
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