Aditivo de levaduras de manzana en dietas
para tilapia en crecimiento

La acuacultura es el desarrollo de organismos acudticos bajo
condiciones controladas o semi controladas, siendo asi una de las
mejores opciones econdmicas para la obtencion de proteina de origen
animal. En la ultima década se ha visto un desarrollo en la acuacultura a
nivel mundial, aunque centrandose en los paises en desarrollo, pues
tiene el potencial para poder producir mas peces a menor costo,
cubriendo la demanda que se presentara por la explosion demogréfica
sin afectar la ecologia y produciendo alimento seguro, de alta calidad y
con un excelente perfil nutricional. En el presente estudio se llevaron a
cabo varios experimentos para evaluar el efecto del bagazo de manzana
fermentado y el uso de un aditivo a base de levaduras en la dieta de
peces tilapia (Oreochromis niloticus) durante la etapa de crecimiento.
Para ello fueron preparados tanto el bagazo fermentado como el aditivo
de levaduras mediante procesos fermentativos aerébicos.
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RESUMEN GENERAL

En el presente estudio se llevaron a cabo varios experimentos para evaluar el efecto
del bagazo de manzana fermentado y el uso de un aditivo a base de levaduras en la dieta
de peces tilapia (Oreochromis niloticus) durante la etapa de crecimiento. Para ello fueron
preparados tanto el bagazo fermentado como el aditivo de levaduras mediante procesos
fermentativos aerdbicos. Durante la elaboracion del inéculo de levaduras se evalu6 el efecto
de dos aditivos naturales: Zeolita y Aceite Esencial de Orégano (AEOQ), sobre los
parametros de seguridad microbiolégica, donde el tratamiento adicionado con AEO
presentd una considerable disminucién de bacterias aerébicas mesofilicas. No se diferencio
significativamente contra el control en la cuenta de levaduras a las 48 h (P > 0.05). En otro
estudio se evaluo el efecto antimicrobiano del AEO y la zeolita en la fermentacién en estado
solido (FES) de bagazo de manzana, donde se obtuvo-el crecimiento maximo de levaduras
a las 48 h con la adicién de ambos tratamientos (462x10° cel/g), mientras que el control lo
logro a las 96 h (470.5 x10° cel/g), reduciendo el tiempo de fermentacion tradicional y
optimizando el proceso. El ensayo in vivo se realiz6 en un sistema cerrado de peceras, con
condiciones controladas de oxigenacion, pH y calidad de agua, durante 8 semanas. Se
tomaron semanalmente las dimensiones morfométricas de los peces, y una vez
determinados los parametros productivos de peces juveniles en etapa de crecimiento, estos
se sacrificaron para determinar el rendimiento de filete. Se encontré que los peces
alimentados con el BMF presentaron un mayor peso, con 37.93 g, mientras que el
tratamiento control tuvo un peso de 34.92 g (P >0.05). Los tratamientos adicionados con el
indculo de levadura se situaron en los 32.42 g, siendo menores (P>0.05). La ganancia de
longitud también fue un parametro que presenté variacion por tratamiento, quedando el
tratamiento con BMF superior (92.19 mm) respecto al control (88.38 mm), y al igual que en
las demas variables, la ganancia de longitud de los peces alimentados con el in6culo de

levaduras fue considerablemente menor (83.84 mm; P>0.05).



ABSTRACT GENERAL

In the present study, several experiments were conducted to evaluate the effect of
fermented apple pomace (FAP) and a yeast-based additive in the diet of tilapia
(Oreochromis niloticus) during the growth stage. For that, both fermented bagasse and the
yeast inoculum were prepared by aerobic fermentation processes. During the preparation
of yeast inoculum, the effect of two natural additives was evaluated, being Zeolite and
Oregano Essential Oil (OEO) on microbiological safety parameters, where OEO treatment
showed a considerable decrease in mesophilic aerobic bacteria. There was not significantly
difference against the account control yeast at 48 h (P>0.05). The in vivo assay was
performed in a closed system of fish tanks, with controlled oxygen conditions, pH and water
quality, for 8 weeks. They were taken weekly morphometric dimensions of the fish, and once
the production parameters of juvenile fish in growth stage were taken, they were sacrificed
to determine the performance of fillet. It was found that fish fed the FAP had a higher weight
at the end of the experiment, with 37.93 g, while the control treatment had a weight of 34.92
g (P>0.05). The treatments that were.added with yeast inoculum were at 32.42 g, being
lower (P> 0.05). The length gain was also a parameter that showed variation per treatment,
being FAP treatment the highest (92.19 mm) against to the control (88.38 mm), and as in
the other variables, the gain length of the fish fed yeast inoculum was considerably lower
(83.84 mm; P>0.05). In the second study the antimicrobial effect of essential oil of oregano
and zeolite in the solid state fermentation (SSF) was evaluated, where the maximum growth
of yeasts was obtained at 48 h with the addition of both treatments (462 x10° cells / g),
whereas control succeeded at 96 h (470.5 x10° cells / g), reducing time and optimizing

traditional fermentation process.
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INTRODUCCION GENERAL

La acuacultura es el desarrollo de organismos acuaticos bajo condiciones
controladas o semi controladas, siendo asi una de las mejores opciones econdmicas para
la obtencion de proteina de origen animal. En la ultima década se ha visto un desarrollo en
la acuacultura a nivel mundial, aunque centrandose en los paises en desarrollo, pues tiene
el potencial para poder producir mas peces a menor costo, cubriendo la demanda que se
presentara por la explosion demografica sin afectar la ecologia y produciendo alimento
seguro, de alta calidad y con un excelente perfil nutricional (FAO, 2020).

En la produccion de peces por acuacultura, el 50 % o mas de los egresos se dirigen
a la alimentacion, por lo que es necesario desarrollar un alimento completo, balanceado, de
alta digestibilidad, que presente beneficios nutricionales agregados y de alta calidad
proteica, asi como aditivos que preserven la salud del pez como son los suplementos
nutracéuticos y probiéticos para de esta manera poder optimizar el crecimiento de los peces
y lograr un mayor beneficio productivo (Thiessen et al., 2003; Idenyi et al., 2022).

Al momento de formular un alimento para peces criados por acuacultura, mas de la
mitad del costo se dirige hacia agregar proteina de una calidad aceptable, siendo
usualmente la harina de pescado el principal insumo utilizado para este fin. La harina de
pescado tiene un balance adecuado de aminoacidos, acidos grasos, energia digestible,
vitaminas y minerales, haciendo de este producto una muy buena opcién para ser incluido
en dietas para peces (Shaeffer et al., 2009; Hoyos et al., 2017).

Sin embargo, existen fuentes proteicas alternativas que se encuentran disponibles
en el mercado y que provienen de fuentes vegetales, como la pasta de soya, que, al tener
un excelente perfil de aminoacidos, representa una excelente oportunidad de suplementar
la harina de pescado sin tener que dirigir tanto recurso econémico a la fuente de proteina

(Dong et al., 2013).



El fermento de bagazo representa una opcién muy interesante al momento de
formular una dieta de peces producidos por acuacultura, pues al ser el producto de la
fermentacion microbiana de los subproductos de la industria de la manzana, representa una
alternativa econdmica de agregar proteina de origen microbiano, con alta digestibilidad y
de precio sumamente accesible (Balcazar et al., 2006), ademas de ofrecer valor agregado
como lo son la presencia de compuestos antioxidantes propios de la manzana y levaduras
de la fermentacion, las cuales agregan su capacidad probidtica a la dieta (Diaz-Plascencia,
2011; Diaz-Plascencia 2017a).

Por tanto, el objetivo general del presente trabajo fue evaluar los parametros
productivos y de calidad de carne de tilapias (Oreochromis niloticus) alimentadas con una
dieta suplementada con bagazo de manzana fermentado en estado sélido y un indculo de
levaduras producido en dicha fermentacion.

Los objetivos particulares fueron cuantificarlas levaduras que comprenden el in6culo
producido en esta fermentacion y describir/las relaciones existentes entre los compuestos

funcionales y la salud de los peces alimentados con estos compuestos.



REVISION DE LITERATURA
Acuacultura

El término acuacultura se refiere al cultivo de organismos acuaticos cuyo principal
destino es el consumo humano, esto bajo condiciones controladas, situacion que se traduce
a un mejor rendimiento productivo y una menor inversion econémica. Desde hace mas de
dos mil afios, la civilizacion china ya producia peces criandolos en sistemas de acuacultura,
tanto en estanques especificamente fabricados para este fin como en los arrozales
inundados en épocas de lluvias. Por lo tanto, la historia de la acuacultura se remonta varios
milenios atras en la historia del humano, quien a lo largo de los afios ha tratado de obtener
alimento a partir de los peces, pero criandolos en cuerpos de agua limitados, para de esta
manera poder controlar los parametros que sean necesarios para obtener el maximo
beneficio (Wang et al., 2008).

El rapido crecimiento de la poblacion humana ha llevado a la necesidad de
plantearse nuevas fuentes de alimento que contengan una proteina de calidad, buen perfil
lipidico y, sobre todo, que sean de precio accesible a la poblacion en general. La
acuacultura cumple con todos estos requisitos, puesto que, en un sistema relativamente
pequefio, con una minima contaminacion ambiental y con poco esfuerzo por parte de los
acuicultores, se obtiene un alimento de alto nivel nutricional para el consumidory a un muy
bajo costo. Para poder sustentar la gran demanda de productos acuicolas para consumo
humano la industria de la acuacultura ha tenido que hacer adecuaciones en sus métodos e
instalaciones, siendo la mas importante la intensificacion de los cultivos (Wang et al., 2007).

Al aumentar la demanda por los productos de acuacultura, el acuicultor se ve
obligado a diversificar sus cultivos, aumentar la densidad de poblacion y ser parte de la
cadena comercial, con lo que entran en juego factores ajenos a los controles normales del
agua, como pueden ser parasitos, virus o bacterias, los cuales entran al sistema gracias a

la introduccion de organismos nuevos o crias provenientes de criaderos infectados. Todos
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estos problemas infecciosos acarrean problemas de indole técnica y econdmica, pues
implican desinfecciones de estanques, gasto por medicamentos y, sobre todo, pérdidas de
especimenes (Bondad-Reantaso et al., 2005).

Siendo México un pais con amplios litorales y diversos cuerpos de agua es de
esperarse que la actividad pesquera tenga una alta importancia respecto a otros sectores
productivos, de manera que en el afio de 2011 se obtuvieron 1,660,475 toneladas de peso
vivo en pesca, de las cuales 262,855 toneladas fueron obtenidas de sistemas de
acuacultura, la cual tuvo una participacion del 15.83 % del total nacional (SAGARPA y
CONAPESCA, 2012).

En el 2011 Chihuahua ocup6 el lugar nimero 27 dentro de los estados del pais en
produccién pesquera con 758 toneladas de produccion, lo que representa el 0.05 % de la
produccién nacional. Chihuahua cuenta con centros productivos de peces por acuacultura,
quienes contribuyen de manera muy importante-a esta produccién, con una produccion
principal de Carpa (308 ton), seguida de Trucha (230 ton), Mojarra (173 ton), Bagre (113
ton) y Lobina (14 ton), lo que lo convierte en el décimo estado sin litoral con produccion
pesquera (SAGARPA y CONAPESCA, 2012).

La acuacultura es entonces una actividad de elevada importancia socio cultural,
especialmente en ambientes rurales, donde los productores a baja escala pueden obtener
alimento de buena calidad a precios muy bajos, genera empleo y diversifica las practicas
productivas de los productores pecuarios, ademas de proporcionar un alimento con un perfil
nutricional mejor al de cualquier otro animal terrestre pues es una fuente de proteina animal
de alta calidad, provee energia altamente digestible y es una importante fuente de acidos
grasos omega-3, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas liposolubles y minerales

(Bondad-Reantaso et al., 2005).



Alimentacion en la Acuacultura

Los organismos acuaticos, al igual que todos los animales terrestres, necesitan para
su desarrollo nutrientes como proteinas, carbohidratos y lipidos, ademas de vitaminas y
minerales, de los cuales obtienen la energia y componentes necesarios para llevar a cabo
sus funciones metabdlicas. Estos nutrientes provienen de los alimentos que pueden
encontrar en su ambiente natural, como detritos vegetales, otros peces o restos de materia
organica que cae de sistemas ecologicos terrestres, mientras que en los sistemas de
acuacultura estan limitados a las dietas que el acuicultor les provea, con la excepcion de
los sistemas semi controlados, donde ademas pueden obtener alimentos de fuentes
naturales en una menor medida (Lovell, 1991).

Las dietas que se formulan para los peces tienen requerimientos proteinicos mas
altos que aquellas dietas que estan dirigidas a animales terrestres, principalmente porque
los peces tienen unos requerimientos de proteina mas altos, pero mas bajos de energia.
Esto lleva a que el mayor costo al momento de formular una dieta se derive a incluir proteina
y se debe de formular en base a la premisa de que la proteina incluida se destine a generar
proteina de depdsito en el pez, y no a su utilizacién como fuente de energia (Liu et al.,
2011).

Los peces tienen la ventaja de necesitar mucha menos energia metabolizable que
los animales terrestres, esto principalmente por el menor consumo energético al momento
de moverse en su ambiente, mantener su postura o temperatura, ademas de que, al
excretar sus desechos nitrogenados en forma de amonio, consumen menos energia en el
catabolismo y excrecién de residuos proteicos (Gaylord et al., 2009).

Los almidones son facilmente digeridos por los peces, especialmente por aquellos
de aguas templadas, disminuyendo su aprovechamiento en los de aguas frias, quienes
tienden a utilizar primordialmente el catabolismo de acidos grasos y triglicéridos para la

obtencion de energia. Por esta causa es que algunos peces de agua fria, como los
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salmones, tienen un requerimiento obligado de &cidos grasos omega-3 y 6 en su dieta,
mientras que los de aguas templadas necesitan triglicéridos para llevar a cabo su
metabolismo lipidico con menos proporcién de acidos grasos omega-3 y 6 (Lovell, 1991).
EI mismo autor reporta que al formular una dieta para peces criados en acuacultura, en la
cual se provean todos los nutrientes necesarios para el 6ptimo desarrollo del pez, tendra
un costo econdmico elevado que conlleva a buscar nuevas metodologias que faciliten la
digestion o absorcion de los compuestos proveidos en la dieta. Este campo de investigacion
en la formulacién lleva a los compuestos funcionales en la nutricion animal, los cuales
proveen un beneficio adicional a su mismo valor nutricional.

La Tilapia (Oreochromis niloticus) y su Cultivo

La tilapia es la novena especie mas cultivada a nivel mundial, siendo sobre todo la
tilapia del nilo (Oreochromis niloticus), la tilapia de Java (O. mossambicus) y la tilapia azul
(O. aureus) las especies mas cotizadas. Son especies nativas de Africa y medio este, pero
en la actualidad ya han sido introducidas en casi todas las areas tropicales del mundo,
principalmente como especies para cultivo en estanques pequefos en areas rurales y sobre
todo para autoconsumo por personas en situaciones precarias. Actualmente la tilapia es
una especie muy cotizada, con mercados muy importantes en Japon, Estados Unidos y
Europa, ademas de algunos paises en desarrollo (Shaeffer et al., 2009).

Las tilapias son sensibles al frio y tienen una temperatura 6ptima de 28 a 32 °C.
Conforme se disminuye la temperatura, se va reduciendo el crecimiento del pez, hasta que
deja de comer cuando se llega a una temperatura de 16 o 17 °C, y muere a menos de 10
°C. Son especies de agua dulce, pero pueden llegar a desarrollarse a salinidades de hasta
25 ppt (Shaeffer et al., 2009).

La carne que se obtiene de la tilapia es una carne suave, de sabor ligero, color gris
claro o blanco con un poco de coloracion roja cerca de la linea lateral. En las especies que

son hibridas se presenta la carne con un color mas claro que con las especies puras, y en
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los adultos mayores a 600 gramos el sabor se intensifica, sobre todo en la linea lateral. Esta
especie tiene un rendimiento de filete aproximado del 33 al 35 % del peso vivo, lo que es
relativamente bajo. (Cnaani y Hulata, 2008). EI mismo autor menciona que la tolerancia que
tienen las tilapias a las variaciones en sus condiciones ambientales, su alta fecundidad y la
facilidad de competir con otras especies han hecho que sea una especie altamente
solicitada por los acuicultores, de facil cultivo y buen sabor.

Bagazo de Manzana

El estado de Chihuahua es el primer productor nacional de manzana, con el 43.1 %
de la superficie sembrada nacional y el 73.7 % de la produccién total, produciendo
370,040.2 toneladas anuales (SAGARPA, 2009), con lo que se puede estimar que una
cuarta parte de esta es manzana de desecho por no cumplir con los estandares de calidad.
Este desecho, aunado a los subproductos generados por la industria procesadora de la
manzana, genera desperdicios, principalmente bagazo de manzana, siendo del 25 al 30 %
del peso de la fruta fresca, el cual representa un serio problema de contaminacion, pues al
ser altamente biodegradable altera significativamente el entorno en el que es desechado
gracias a su alto contenido en carbohidratos, acidos, fibras, vitamina C y minerales (Joshi
y Sandhu, 1996).

Gracias al bajo contenido de nitrogeno y el alto contenido de humedad del bagazo
de manzana, se ha dificultado su inclusién en dietas para animales, situacion que hace
imperativo el desarrollo de técnicas que permitan el consumo y disminuyan el impacto
ambiental que genera. Por lo tanto, una de las alternativas que mas éxito ha tenido es la
fermentacion en estado solido (FES) del bagazo, adicionada con nitrégeno ureico y mezclas
de vitaminas y minerales que permitan el desarrollo de levaduras, que ademas de degradar
la fibra, puedan aportar proteina de origen microbiano, es decir, suplementar a bajo costo

proteina de alta calidad (Diaz et al., 2010).



Compuestos Funcionales en Nutricion Animal

Los alimentos funcionales son aquellos que contienen un compuesto o nutriente con
cierta actividad beneficiosa, es decir, que puede ofrecer un resultado fisiolégico ademas de
su propio valor nutritivo. De igual manera que la mayoria de los animales, los peces también
son susceptibles de entrar en un estado de estrés oxidativo ocasionado por la presencia de
radicales libres de oxigeno, que aunque existe todo un mecanismo enzimatico de captura
de estos ultimos, no siempre son suficientes para acabar con los radicales generados en
los tejidos del pez. El sistema enzimatico antioxidante se compone principalmente de las
enzimas glutation peroxidasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa y catalasa,
ademas de algunas sustancias reducidas, como el glutation. El estrés oxidativo se presenta
cuando este sistema enzimatico antioxidante decrece, o se ve aumentada la presencia de
radicales libres, lo que afecta directamente la salud del'pez pues las membranas celulares
son atacadas por los radicales libres y se presenta un dafo tisular que puede repercutir en
el desarrollo del pez (Dong et al., 2013).

Para paliar la generacion de-radicales libres es necesario incluir en la dieta
compuestos antioxidantes que puedan ayudar al sistema enzimatico del pez en la captura
de radicales libres, sobre todo los provenientes de la oxidacion de los aceites, puesto que
esta bien documentada la toxicidad de los aceites oxidados en la dieta de los peces
(Yamashita et al., 2009).

Dentro de los compuestos que se pueden afiadir a una dieta como antioxidantes se
encuentran los polifenoles, que son constituyentes naturales de las plantas, quienes los
utilizan como antioxidantes contra los radicales libres producidos en la fotosintesis
(Biedrzycka y Amarowicz, 2008).

A pesar de que se han identificado cientos de polifenoles, los dos tipos mas
importantes de polifenoles son los flavonoides y los acidos fenolicos, que a su vez se dividen

en diversas clases. Dentro de los flavonoides existen las flavonas, flavonoles, flavanoles,
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flavanones, isoflavonas, antocianinas, entre otros, y se encuentran cominmente en la
cebolla, te, manzana, citricos, soya, frutos rojos y cocoa. Y los acidos fendlicos mas
importantes son el acido caféico y el ferulico, presentes en el café y algunos vegetales
(Scalbert y Manach, 2005).

En el caso de la manzana existen diferencias entre variedades respecto a la cantidad
de polifenoles presentes, siendo las mas destacadas las Braeburn, Red Delicious, Cripps
Pink y Granny Smith, Idared y Rome Beauty, con entre 66.2 y 211.9 mg/100g de peso fresco
(Dependiendo de la variedad), siendo los flavanoles catequina y proantocianidinas los que
tuvieron mayor presencia, seguidos de hidroxicinamatos. Estos flavonoides son
sintetizados por la planta como respuesta a una infeccion bacteriana, puesto que presentan
actividad antimicrobiana al unirse a las proteinas de membrana de las bacterias y
desestabilizarlas (Biedrzycka y Amarowicz, 2008).

A partir de los subproductos de la manzana se elabor6 un producto alimenticio
denominado “manzarina”, la cual se obtuvo por fermentaciéon en estado sélido, donde se
desarroll¢6 la flora propia de la manzana utilizando los carbohidratos de la misma manzana
y urea como fuente de nitrogeno. Con este proceso de fermentacion se obtiene un producto
proteico que ademas de aumentar la proteina natural de la manzana gracias a la
proliferacion de microorganismos presenta levaduras vivas, dentro de las cuales se
encuentran Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis e Issatchenkia orientalis
(Diaz-Plascencia, 2011; Balcazar et al., 2013).

Estas levaduras han sido estudiadas en otras especies como Probioticos, donde se
han logrado mejoras (Diaz-Plascencia, 2011; Diaz-Plascencia 2017a). Es entonces un
punto de interés conocer su comportamiento como Probiéticos en especies acuicolas, para

lograr evaluar su rendimiento y sus beneficios al hospedador.



Probiéticos en Nutricién Animal

Con la intensificacion de la acuacultura a nivel mundial y la globalizacion del
comercio de especies acuicolas se han diseminado una serie de bacterias patogenas entre
los estanques y centros de acuacultura a nivel mundial. Este tipo de comportamiento ha
llevado a los acuicultores a la utilizacion de antibi6ticos para poder controlar las infecciones
y mejorar el estado de salud de los peces. Sin embargo, la utilizacion de antibiéticos acarrea
problemas como el surgimiento de cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos o de mal
uso de los mismos, lo que conlleva al sacrificio de peces que aun no eliminan el antibiético
por completo, o a sobredosificaciones. Para evitar los problemas asociados al uso de
antibiéticos se han desarrollado métodos alternativos capaces de mantener bajos los
niveles de bacterias patégenas a través del in6culo de bacterias benéficas que compitan
con ellas por sustrato, ataque enzimatico o lugar de fijacion en el intestino de los organismos
acuicolas. Al tener una poblacién bien controlada de estas bacterias benéficas se reducen
de manera significativa las poblaciones de bacterias patdégenas y se estimula la inmunidad
del pez, haciendo innecesaria la utilizacion de antibioticos (Bondad-Reantaso et al., 2005).

Los Probiéticos fueron originalmente descritos como organismos vivos que se
agregan a un alimento y afectan de manera benéfica al huésped gracias al balance
intestinal que le generan. Ademas de la descripcion original se han agregado componentes
microbioldgicos no vivos y se ha ampliado su zona de accion fuera del intestino del huésped
(Kesarcodiwatson y Kaspar, 2008).

En la acuacultura se han usado con éxito Probidticos como las bacterias acido
lacticas, que se encuentran de manera natural en el intestino de algunos peces, las cuales
convierten lactosa en acido lactico, acidificando el medio ambiente intestinal y evitando la
colonizacion por otras bacterias patégenas. Otras bacterias estudiadas son las Bacillus spp,

productoras de bacteriocinas, con lo que atacan a bacterias patéogenas. Dentro de las
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levaduras la mas estudiada es la Saccharomyces cerevisiae, que tiene un efecto
inmunoestimulatorio en el tracto digestivo de los peces (Kesarcodiwatson y Kaspar, 2008).

Para poder determinar si una levadura o bacteria es capaz de ser un probiético, esta
tiene que cumplir las siguientes restricciones: 1) No debe de ser patbgena para el huésped;
2) Debe ser aceptada por el huésped y poder replicarse en él; 3) Debe de ser lo
suficientemente resistente para llegar al sitio donde se desea que se multiplique; 4) Debe
de ser capaz de funcionar in vivo, ademas de in vitro; 5) No debe de contener genes de
virulencia ni de resistencia a antibiéticos (Kesarcodiwatson y Kaspar, 2008).

Otro de los beneficios de la utilizacion de probioticos en dietas para acuacultura es
que estos microorganismos producen enzimas digestivas, sobre todo dirigidas a
compuestos a los cuales los peces no tienen manera de digerir, como carbohidratos
complejos, con lo que ayudan en la digestion liberando-moléculas mas pequefias, producto
de la degradacion enzimatica de los compuestos complejos, aumentando asi la
digestibilidad de los alimentos y su aprovechamiento por parte de los peces (Wang, 2007).
Fermentacién en Estado Sélido

La fermentacion en estado sélido (FES) se define como el crecimiento de
microorganismos en material sélido en la ausencia o casi ausencia de agua libre, lo cual se
ha utilizado en los ultimos afios como una solucién econémica para la produccion de
diversos metabolitos organicos a gran escala (Bellon-Maurel et al., 2003; Diaz-Plascencia
2017b)

Actualmente se utiliza la FES para producir compuestos de valor industrial, pero en
el area agropecuaria ha tomado relevancia gracias a la facilidad de fermentar a bajo costo
residuos agricolas y darles un valor agregado para la alimentacion animal, lo que reditta
en procesos productivos mas limpios, menos agresivos al entorno y con un rendimiento
econdmico mayor a los métodos tradicionales que generan toneladas de desecho (Pandey,

2003).
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Diversos factores afectan la eficiencia de la FES, siendo uno de los mas importantes
la naturaleza del sustrato que se utiliza, siendo este seleccionado en funcién de su
abundancia y facilidad de obtencién. La importancia del sustrato es que ademas de proveer
los sustratos energéticos, ofrecera sustento para las células microbianas, de manera que
la forma y tamafo de particula es de vital importancia para el adecuado desarrollo del
sistema. En tamanos de particula pequefios se observa una mayor superficie para el ataque
enzimatico, mientras que si es demasiado pequefio, existe el riesgo de aglomeracion y por
lo tanto, un menor crecimiento microbiano, mientras que particulas muy grandes, aunque
permiten un adecuado flujo de gases y poca aglomeracion, impiden que las enzimas
ataquen el interior de estas, por lo que se desperdicia sustrato al dificultar la transferencia
de masa (Couto y Sanroman, 2006).

Otro de los factores de suma importancia al momento de llevar a cabo una FES es
la aireacion, la cual proporciona el intercambio de-gases, principalmente oxigeno y didxido
de carbono, agregando el primero y removiendo el ultimo, de manera que se lleve a cabo
el proceso en un medio rico en oxigeno. La aireacion también sirve para disipar el calor,
distribuir la humedad a todo el sistema y la eliminacion de metabolitos volatiles. Al generar
una adecuada aireacion, el sistema se mantendra estable, pues los valores de pO2y pCO2
se mantendran homogéneos en el sustrato y no existirdn zonas donde al modificarse las
condiciones de aerobiosis se modifique la flora que ahi se desarrolla, evitando de esta
manera la contaminacién por organismos ajenos a la FES. La distribucién de la humedad
permitira una aw también homogénea, con lo que no existiran zonas donde las condiciones
obliguen a los microorganismos a modificar sus condiciones de crecimiento (Graminha et
al., 2008; Diaz-Plascencia 2017b).

Aceite Esencial de Orégano
El Orégano (Lippia berlandieri) es una planta silvestre, de zonas aridas,

perteneciente a la familia Verbenaceae, que tiene uso en la cocina tradicional mexicana, en
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la medicina tradicional y en los Ultimos afios, en la industria para la extraccion de su aceite
esencial (Navarrete et al., 2005).

La extraccion del Aceite Esencial de Orégano (AEO) se da por diversos métodos, y
se obtiene por su alto contenido en compuestos antioxidantes, principalmente
monoterpenos como el timol, carvacrol y-terpineno y p-cimeno, acidos fenodlicos y
flavonoides (Figura 1). De estos compuestos, el timol y el carvacrol son los principales
compuestos en cantidad (Cuadro 1), asi como en actividad microbiana, la cual esta bien
documentada contra bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Vibrio sp., Clostridium sp., y algunos hongos como Aspergillus, Penicillum y
Geotrichum (Renteria et al., 2014).

El modo de accién de los aceites esenciales ha sido estudiado ampliamente, pues al
ser productos generalmente reconocidos como seguros (GRAS), se ha generalizado su uso
en productos alimenticios y farmacéuticos, para lo cual se requiere un amplio conocimiento
de su forma de accién. En el caso del AEQ esta se puede resumir en la capacidad del timol
y el carvacrol de penetrar la membrana celular de las bacterias y generar una
desestabilizacion, produciendo ‘un defecto en la fuerza motriz de los protones,
principalmente a través del gradiente de pH (ApH) y el gradiente de potencial eléctrico (D),
con lo que se impide la actividad respiratoria de los microorganismos y se presentan fugas
de iones hacia el exterior de la célula, generando de esta manera la inactivacion o muerte
de las mismas, dependiendo del tipo de membrana que presenten y la gravedad de los
dafos que por sus caracteristicas reciban (Lambert et al., 2001).

El AEO se ha utilizado como una alternativa natural a los conservadores artificiales,
dada su actividad antioxidante, inocuidad al consumo, capacidad antioxidante y sobre todo,

su capacidad antimicrobiana (Teixeira et al., 2013).
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Figura 1.- Estructura molecular de los diversos compuestos presentes en el aceite esencial
de orégano (Lippia berlandieri) ecotipo Jiménez, Chihuahua, México (Silva,
2015).
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Cuadro 1. Compuestos identificados en la cromatografia de gases del aceite esencial de
orégano obtenido de plantas de orégano de la region de Jiménez, Chihuahua

(Silva, 2015)
Tiempo de retencion Compuesto % de
(minutos) Abundancia
5.737 Canfeno 0.0523
7.373 Mirceno 0.1256
7.925 p-Cimeno 16.1256
8.164 Eucaliptol 0.3185
8.226 Limoneno 0.2568
9.284 y-Terpineno 5.3541
10.720 Linalool 0.2521
13.785 Mentol 0.7996
17.535 Timol 3.3796
17.741 Carvacrol 60.0488
18.665 Eugenol 0.1357
19.476 Trans-Cariofileno 3.6905
Otros 26 compuestos minoritarios 9.4608
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Gracias a estas propiedades, se considera que la adicién de AEO a la FES del
bagazo de manzana, proporcionara una defensa contra la contaminacioén por bacterias que
consumirian los sustratos y disminuiran la eficiencia fermentativa de las levaduras.

Zeolita

Las zeolitas son materiales arcillosos obtenidos de depositos sedimentarios. De los
mas de 40 tipos de zeolitas que se presentan de forma natural, la clinoptilolita es
especialmente funcional al momento de adsorber compuestos nitrogenados, especialmente
NH4*. La clinoptilolita es un tipo de zeolita que tiene una estructura molecular abierta, con
un volumen poroso cercano al 35 % y se encuentra faciimente en los depositos minerales
a nivel mundial. Esta caracteristica se obtiene gracias a la estructura tridimensional de
aluminosilicatos con anillos de cuatro y cinco miembros, con lo que se forman microporos
capaces de albergar cationes intercambiables como NH4*, Na*, K* y Ca?* (Leung et al.,
2007).

Las zeolitas se han utilizado por sus capacidades para realizar intercambios
catiénicos entre su estructura y el medio en que se encuentran disueltos. Su estructura
quimica (Nas[(Al203)(SiO2)30]-24H20) permite que adsorba los cationes, como el amonio, y
los vaya liberando lentamente en funcion de la concentraciéon del medio en que se
encuentre, por diferencia de concentracion, modificando de esta manera el pH del medio y
evitando la pérdida de nitrégeno al ambiente, con lo que se favorece la utilizacién del mismo

(Li, 2003).
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FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO DEL BAGAZO DE MANZANA
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RESUMEN
USO DE DOS ADITIVOS ANTIMICROBIANOS NATURALES EN LA FERMENTACION
EN ESTADO SOLIDO DEL BAGAZO DE MANZANA

Se evalu6 el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano y la zeolita en la
fermentacion en estado sélido (FES) de bagazo de manzana. Se utilizé zeolita clinoptilolita
al 5 % (ZEO), aceite esencial de orégano al 0.1 % (AEO) y ambos (ZXA), contra el método
tradicional de caldo de melaza adicionado con urea, sulfato de amonio y minerales como
control (CTL). Se cont6 con tres repeticiones por tratamiento en depositos de 1 |, con
muestreos a las 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h. Las variables evaluadas fueron cuenta
microbiana en placa, pH y cuenta de levaduras con camara de Neubauer. Los datos fueron
analizados con un modelo de medias repetidas en el tiempo y comparacién de medias
multiples. Se obtuvo el crecimiento maximo de levaduras a las 48 h en ZXA (462 x108 cel/g),
mientras que en CTL a las 96 h (470.5 x108 cel/g), reduciendo el tiempo de fermentacion y
optimizando el proceso. El recuento de bacterias aerdbicas se vio disminuido (p<0.01) a la
hora 48, de 0.70 x10% UFC/g en CTL a.0.25 x108 UFC/g en ZXA, siendo AEO el que menor
cuenta bacteriana tuvo (0.11 x108 UFC/g). El pH fue mas alto (p<0.01) en ZEO (4.80) y ZXA
(4.62), contra CTL (4.06) y AEO (4.03). Se concluye que la utilizacion de ambos aditivos
proporciona ventajas microbiolégicas respecto al proceso tradicional de FES, con lo que
disminuye el tiempo de fermentacion y se evita la contaminacién bacteriana, garantizando

un proceso libre de contaminantes microbiolégicos.
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ABSTRACT
USE OF TWO NATURAL ADDITIVES IN THE SOLID STATE FERMENTATION OF
APPLE CHAFF

In this study, the antimicrobial effect of essential oil of oregano and zeolite in the solid
state fermentation (SSF) of apple pomace was evaluated. Clinoptilolite zeolite 5 % (ZEO),
oregano essential 0il 0.1 % (OEQ) and both (ZXA) were used against the traditional method
of broth molasses with urea, ammonium sulfate and minerals as a control (CTL). There were
three replicates per treatment in 1 | deposits, with sampling at 0, 6, 12, 24, 48, 72 and 96 h.
The evaluated variables were microbial plate counts, pH and yeast count with Neubauer
chamber. The data were analyzed using a repeated measures model in time and
comparison of multiple means. Maximum growth of yeast was obtained at 48 h in ZXA (462
x10% cells / g), whereas CTL at 96 h (470.5 x10° cells /-g), reducing the fermentation time
and optimizing the process. The count of aerobic bacteria was decreased (P < 0.01) at 48
h, 0.70 x 108 CFU / g in CTL to 0.25 x 108, CFU / g in ZXA, being OEQ the one with lower
bacterial count (0.11 x 106 CFU / g). The pH was higher (p < 0.01) at ZEO (4.80) and ZXA
(4.62) against CTL (4.06) and OEO (4.03). It is concluded that the use of both additives
provides microbiological advantages over traditional FES process, thereby reducing the
fermentation time and bacterial contamination is avoided, ensuring free process

microbiological contaminants.
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INTRODUCCION

En la actualidad la humanidad se enfrenta al reto de producir suficiente alimento para
sostener el enorme crecimiento demografico que se ha dado en los Ultimos afios. Sin
embargo, esto conlleva a que se hagan mas intensivas las cosechas, que se busquen razas
de animales mas eficientes y sobre todo, que se produzcan mas desechos al producir
alimentos para la poblacion. El estado de Chihuahua es el primer productor nacional de
manzana, con el 43.1 % de la superficie sembrada nacional y el 73.7 % de la produccién
total, produciendo 370,040.20 toneladas anuales (SAGARPA, 2014), con lo que se puede
estimar que una cuarta parte de esta es manzana de desecho que no cumple con los
estandares de calidad. Este desecho, aunado a los subproductos generados por la industria
procesadora de la manzana, genera desperdicios, principalmente bagazo de manzana,
siendo del 25 al 30 % del peso de la fruta fresca, el cual representa un serio problema de
contaminacion, pues al ser altamente biodegradable altera significativamente el entorno en
el que es desechado gracias a su alto contenido en carbohidratos, acidos, fibras, vitamina
C y minerales (Joshi y Sandhu, 1996).

Gracias al bajo contenido de nitrogeno del bagazo de manzana, se ha dificultado su
inclusion en dietas para animales, situacion que hace imperativo el desarrollo de técnicas
que permitan el consumo y disminuyan el impacto ambiental que genera. Por lo tanto, una
de las alternativas que mas éxito ha tenido es la fermentacion en estado solido (FES) del
bagazo, adicionada con nitrégeno ureico y mezclas de vitaminas y minerales que permitan
el desarrollo de levaduras, que ademas de degradar la fibra, puedan aportar proteina de
origen microbiano, es decir, suplementar a bajo costo proteina de alta calidad (Dhillon et
al., 2013).

En la fermentacidbn en estado solido se deben de controlar los parametros
fisicoquimicos para evitar contaminacion, pues el bagazo de manzana provee un medio con

una alta humedad y una gran cantidad de carbohidratos disponibles (Castillo et al., 2011).
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Esto plantea la opcién de utilizar subproductos a través de la FES para mantener un
ambiente microbiol6égico adecuado, reducir la contaminacion microbiolégica, pero sin alterar
el desarrollo de las levaduras fermentativas.

El aceite esencial de orégano (AEO) se ha utilizado como una alternativa natural a
los conservadores artificiales, dada su actividad antioxidante, inocuidad, capacidad
antioxidante y sobre todo, su capacidad antimicrobiana (Teixeira et al., 2013). Gracias a
estas propiedades, se considera que la adicion de AEO a la FES del bagazo de manzana,
proporcionara una defensa contra la contaminacion por bacterias que consumirian los
sustratos y disminuiran la eficiencia fermentativa de las levaduras.

Las zeolitas son materiales arcillosos obtenidos de dep6sitos sedimentarios. De los
mas de 40 tipos de zeolitas que se presentan de forma natural, la clinoptilolita es
especialmente funcional al momento de adsorber compuestos nitrogenados, especialmente
NHa4*. La clinoptilolita es un tipo de zeolita que tiene una estructura molecular abierta, con
un volumen poroso cercano al 35 % y se encuentra faciimente en los depositos minerales
a nivel mundial. Esta caracteristica se obtiene gracias a la estructura tridimensional de
aluminosilicatos con anillos de cuatro y cinco miembros, con lo que se forman microporos
capaces de albergar cationes intercambiables como NH4*, Na*, K* y Ca?* (Leung et al.,
2007).

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto microbiol6gico por
adicion de zeolita micronizada y aceite esencial de orégano a la fermentacion en estado
solido de bagazo de manzana, ademas de determinar el efecto adsortivo de la zeolita sobre

los compuestos nitrogenados de la manzana.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrolldé en un invernadero de la Facultad de Zootecnia y
Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, donde se mantuvo el bagazo de
manzana en recipientes plasticos de un | de capacidad, a los cuales se les agreg6 urea y
sulfato de amonio como fuente de nitrogeno y un suplemento mineral para proporcionar los
nutrientes necesarios para el desarrollo de las levaduras (Tratamiento control).

La materia prima que se utilizdé fue bagazo de manzana proveniente de
CONFRUTTA, empresa dedicada a la produccion de jugo de manzana, de Ciudad
Cuauhtémoc, Chihuahua, siendo de manzana de la variedad Golden Delicious.

El tratamiento control consté de bagazo de manzana sin aditivos, mientras que al
tratamiento AEO fue adicionado con aceite esencial de orégano (AEO) al 0.1 %, al
tratamiento ZEO le fue adicionado un 5 % de zeolita micronizada y por ultimo, el tratamiento
ZXA incluy6 tanto el aceite esencial de orégano‘como la zeolita, con tres repeticiones por
tratamiento, tal como aparece en el Cuadro 2.

La zeolita que se utilizé fue obtenida de manera comercial, de una mina en San Luis
Potosi, México, con una porosidad de 45 a 52 %, densidad de 700 a 850 kg/m?, dureza de
2 a 3 Mohs, capacidad de absorcién de agua de 42 a 50 %, poros de 4 a 7 A y un punto de
fusién de 1300 °C. La composicidon garantizada por el proveedor de la zeolita se encuentra
en el Cuadro 3.

Una vez hecha la mezcla, se homogenizé y se hicieron cuatro agitaciones manuales
por dia, moviendo por completo el producto para generar una adecuada oxigenacion
durante cuatro dias. Se tomaron muestrasalas h 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 para el recuento

de levaduras, y alas h 0, 48 y 96 para el recuento bacteriano.
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Cuadro 2. Formulaciones de los tratamientos del FES de bagazo de manzana

Tratamiento’ Urea % Sulfato de Suplemento Zeolita% AEO %
amonio % mineral %
1.- Control 2.0 0.4 1.0 - -
2.-ZEO 2.0 0.4 1.0 5.0 -
3.- AEO 2.0 0.4 1.0 - 0.1
4.-ZXA 2.0 0.4 1.0 5.0 0.1

1 ZEO indica tratamiento con Zeolita al 5 %, AEO tratamiento con Aceite Esencial de
Orégano al 0.1 % y ZXA tratamiento con ambos (5 y 0.1 % respectivamente).
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Cuadro 3.- Composicion quimica de la zeolita clinoptilolita’

Compuesto Concentracion %
Oxido de silicio (SiO2) 67.9
Oxido de aluminio (Al203) 13.7
Oxido de potasio (K20) 4.7
Oxido de sodio (Na20) 2.2
Oxido de calcio (Ca0) 1.7
Oxido férrico (Fe203) 1.8
Oxido de magnesio (MgO) 1.8

" Analisis proporcionado por el laboratorio de analisis quimicos del instituto de metalurgia
de la U.AS.L.P.
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Variables Evaluadas

Cuenta de bacterias. El recuento microbiolégico se llevé a cabo de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias
en placa. Se tomaron 5 muestras de distintos lugares de la FES, y se homogenizaron, de
esto se toma un gramo, se diluye 6 veces en el medio diluyente, y se inocula en cada caja
Petri, corriendo por triplicado todas las muestras. Después de inocular las diluciones de las
muestras en las cajas Petri, agregar de 12 a 15 mL del medio cuenta estandar preparado,
mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas
del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal
hasta lograr una completa incorporacién del inéculo en el medio y se deja solidificar. Se
incluye una caja sin indculo por cada medio y diluyente preparado como testigo de
esterilidad. Se incuban las cajas en posicion invertida-a35 + 2 °C por 48 + 2 h.

En la lectura se seleccionan aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC y
se cuentan todas las colonias desarrolladas, en las placas seleccionadas. Después de la
incubacion, se cuentan las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a 250 colonias,
usando el contador de colonias y el registrador. Se calcula la cuenta promedio por gramo
de dicha dilucion.

Levaduras. El recuento de levaduras se realiz6 por un recuento simple en camara
de Neubauer mejorada, por el método descrito por Diaz-Plascencia (Diaz-Plascencia,
2011), donde se tom6 una muestra de 1 g del producto, que se llevé a diluciones seriadas
en solucién reguladora de fosfatos, para después colocarse cada una de ellas en una
camara de Neubauer, para el conteo de levaduras (individuales o en gemacién) en los
cuatro cuadrantes del rayado. A partir de estos datos se calcula la cantidad de levaduras

por gramo de fermento de bagazo de manzana.
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pH. El pH se midi6 a lo largo del experimento con un potenciometro digital marca
Hanna, el cual se esterilizo este por inmersion en alcohol, se seco y se sumergio en el caldo
para tomar la medicién de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Actividad antioxidante. Para determinar la actividad antioxidante del bagazo de
manzana fermentado se utilizd el método del DPPH (1, 1-difenil-2-picrilhidrazalio) de
acuerdo a Ajila, (Ajila et al., 2011), para lo cual mezcl6 el extracto del bagazo de manzana
fermentado (200 pl) con 1 mL de la solucion de DPPH. Después de ser homogenizado en
vortex, se dej6 reaccionar por 20 minutos en total oscuridad. Se ley6 la absorbancia a 517
nm, con la cual se calcul6 la actividad de captura de radicales libres en porcentaje con la
ecuacion (% de actividad de captura) = 1 — (As/Ao) x 100, donde Ao es la absorbancia del
control mientras que As es la absorbancia de la muestra.

Proteina. La variable de proteina fue determinada por la metodologia de Fagbenro,
quien utilizd el método para la precipitacion con acido tricloroacético para determinar
proteina verdadera y discernirla del nitrdgeno no proteico (Fagbenro y Jauncey, 1998).
Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de un modelo de medias repetidas
en el tiempo, con ayuda del procedimiento Mixed de SAS 9.1.6 (SAS, 2006) y la
comparacion de medias se realizé por medio de Least Square Means, del mismo paquete

computacional.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontrd un efecto significativo (P < 0.01) de la inclusién de AEO y Zeolita
clinoptilolita para la variable de bacterias aerébicas mesofilicas en la FES del bagazo de
manzana, disminuyendo el recuento bacteriano respecto al control en la hora 48 y creando
una franca diferencia significativa entre los tratamientos que contuvieron AEO respecto a
los que no (P < 0.01) a la hora 96. Estos resultados pueden ser explicados por el efecto
antimicrobiano que presenta el AEO, observandose el descenso del numero total de
bacterias gracias a la actividad antibacteriana del Timol y Carvacrol contenidos en el AEO,
siendo esto concordante con el trabajo de Lambert et al., (2001), quienes inhibieron el
crecimiento bacteriano con concentraciones de timol en AEO del 5 %.

Existi6 también una interaccién entre los tratamientos y el tiempo (P < 0.01), con lo
que se puede decir que conforme se desarrollan las-bacterias en el FES de bagazo de
manzana, se ven afectadas por la presencia del AEO o la ZEO, de manera que su nimero
se ve disminuido respecto al tratamiento control.

A las 48 h de la fermentacién se observa claramente la diferencia entre los
tratamientos Control y ZEO, respecto a los otros dos conteniendo AEO (Gréfica 1), lo que
indica que, en el momento de maximo crecimiento de bacterias, estas se ven
significativamente inhibidas por el AEO (P < 0.01). Este efecto del AEO se observa a lo
largo de toda la fermentacion, quedando claro el efecto inhibitorio del AEO sobre las

bacterias aerébicas mesofilicas.
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Gréfica 1. Medias de minimos cuadrados de la cuenta de bacterias aerébicas mesofilicas
totales (UFC x10°) en la FES de bagazo de manzana adicionado con AEO y
ZEO.
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Las levaduras cuantificadas presentaron la multiplicacion caracteristica de estos
microorganismos, concordante con los crecimientos presentados por otros autores (Diaz-
Plascencia, et al., 2012) y se observa al tiempo 0 de la FES que existe un efecto significativo
(P < 0.01) por la adicion de los tratamientos, observando un importante descenso de la
cantidad de levaduras (Cuadro 4), por lo que queda claro que tanto la Zeolita como el AEO
tienen un efecto sobre el recuento de las levaduras.

En las primeras 24 h se puede observar un pobre crecimiento en las levaduras del
tratamiento ZXA (P < 0.01) respecto a los otros tratamientos, recuperandose en la h 48,
donde este tratamiento presenta el mayor recuento de levaduras, comparable solamente al
recuento final del tratamiento control. Esto puede indicar una adecuada utilizaciéon de los
sustratos rapidos presentes en el bagazo de manzana y un subsecuente agotamiento de
los mismos, pues de este punto de inflexion en adelante, la cuenta de levaduras del
tratamiento ZXA va en franco descenso. Los tres tratamientos presentan su pico maximo
de crecimiento de levaduras a las 48 h, y de ahi en adelante se presenta un descenso del
recuento, en tanto que el control presenta el mayor conteo a las 96 h.

Al final del experimento se puede encontrar una diferencia significativa entre el
tratamiento control y los demas, presentando un recuento mas alto el control, seguido del
tratamiento ZEO, el cual a partir de la h 48 estabilizé su crecimiento y mantuvo su recuento
relativamente estable. Sin embargo, los dos tratamientos que contienen AEO tuvieron un
significativo descenso de su poblacién de levaduras, evidenciando el poder antimicrobiano

que tiene el AEO (Lambert et al., 2001).
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Cuadro 4.- Medias de minimos cuadrados (xEE) de la cuenta de levaduras totales
(Levaduras x10%/g) en la FES de bagazo de manzana adicionado con AEO y

ZEO 12
Tiempo de Tratamiento®
fermentacion, +EE
Control ZEO AEO ZXA

h
0 40.002 18.50P 25.50°0 27.00° 3.04
6 94.002 37.50° 37.00° 34.00° 4.26
12 111.502 96.00° 106.5020 45.00¢ 2.76
24 152.002 143.502 159.502 74.500 7.53
48 362.00° 339.5.00° 384.50° 462.002 14.83
72 447.002 337.00P 247.50¢ 273.00¢ 14.22
96 470.502 326.50° 281.00b¢ 247 .50° 17.25

' Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P < 0.01).

2 Literales difieren entre filas.

8 ZEO indica tratamiento con Zeolita al 5 %, AEO tratamiento con Aceite Esencial de
Orégano al 0.1 % y ZXA tratamiento con ambos (5 y 0.1 % respectivamente).
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La medicion del pH durante el experimento demuestra que existe un efecto de la
zeolita para mantener un pH mas alto, pues los dos tratamientos que incluyen zeolita tienen
un pH significativamente mayor al de los otros tratamientos (P < 0.01). Se puede apreciar
claramente el efecto que genera la zeolita, pues mantiene el pH estable desde el momento
en que es adicionado a la FES, ya que desde la h 0 de fermentacion se hace presente su
actividad regulatoria del pH, separando estadisticamente los tratamientos ZEO y ZXA de
los que no contienen zeolita en su formulacion (P < 0.01). En la Grafica 2 se aprecia la
fluctuacion de pH que se presento en los tratamientos AEO y Control durante las primeras
24 h, de manera que es evidente el efecto de adsorcion de amonio sobre el pH de la zeolita.
Estos resultados son similares a los presentados por otros autores, pues explican la
capacidad que tiene la zeolita de adsorber moléculas de amonio y otros iones, regulando
de esta manera el pH para beneficio del sistema microbiol6gico (Forte y Maugeri, 2007;
Kardaya et al., 2012).

La actividad antioxidante del bagazo de manzana fermentado se incrementd
conforme transcurrié el tiempo de fermentacion (Grafica 3), doblando su actividad de 6.44
a 12.43 %, lo cual es concordante por lo presentado por Ajila et al. (2011), pues se puede
demostrar el aumento en la capacidad antioxidante por dos efectos principalmente:
conforme se va llevando a cabo la fermentacién en estado sélido, se va agitando el sustrato
para airearse, con lo que existe la rotura de tallos, semillas y células de la manzana,
liberando los compuestos antioxidantes; por otro lado, el mismo crecimiento de las
levaduras hace que las enzimas de estas vayan digiriendo paredes celulares, membranas

y vayan liberando los compuestos con actividad antioxidante de los tejidos de la manzana.
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Gréfica 2.- Medias de minimos cuadrados de pH de la FES de bagazo de manzana
adicionado con AEO y ZEO.
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Gréfica 3.- Actividad de captura de radical libre en porcentaje, del bagazo de manzana
fermentado.

36



Los resultados de proteina verdadera muestran que existié un incremento de esta
durante el transcurso de la fermentacion, logrando casi doblar el contenido de la misma en
el producto final. A pesar de tener un comportamiento similar, en la ultima etapa de la
fermentacion se logré diferenciar perfectamente entre tratamientos (P < 0.05) en las horas
72 y 96 (Cuadro 5), diferenciando perfectamente entre el control y los demas tratamientos.
La maxima concentracion de proteina en la fermentacion se dio en la hora 48 para todos
los tratamientos, excepto el control, donde esta se presentd hasta la hora 96. Este trabajo
es concordante con el trabajo de Bhalla y Joshi (1994), quienes utilizando cepas
controladas de Saccharomyces lograron proteinas de hasta el 30 %, pero se presentaron
resultados inferiores a los de Pirmohammadi et al., (2006), quienes lograron obtener
concentraciones de proteina de hasta 40.1 %, aunque en este trabajo no se utilizaron
aditivos de otras fuentes de carbono, como en el trabajo citado.

A partir de las curvas de crecimiento que se generaron a partir del recuento de
bacterias y levaduras, se puede concluir que a las 48 h se agotan los sustratos de rapida
metabolizacion como los carbohidratos simples, pues se observa un marcado descenso en
la velocidad de crecimiento, asi como en el nUmero de levaduras y bacterias, por lo que se
entiende que los microorganismos se ven forzados a utilizar otros sustratos como fuente de

energia para su desarrollo.
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Cuadro 5.- Proteina verdadera a través del tiempo de la FES de bagazo de manzana
adicionado con AEO y ZEO 2

Tiempo de Tratamiento?®
fermentacion *EE
AEO AXZ Control ZEO

(h)

0 18.512b 18.742 18.10° 18.6020 0.1333
6 18.732 19.102 18.722 19.092 0.1219
12 20.152 19.32b 19.200 20.152 0.1778
24 22.652 19.94b 23.132 22.572 0.1851
48 30.492 30.812 30.472 30.252 0.2822
72 29.21¢ 28.66° 33.832 30.26° 0.1466
96 29.23¢ 28.78° 34.422 30.74° 0.2445

' Literales diferentes entre columnas indican diferencia significativa (P < 0.01).

2 Literales difieren entre filas.

8 ZEO indica tratamiento con Zeolita al 5 %, AEO tratamiento con Aceite Esencial de
Orégano al 0.1 % y ZXA tratamiento con ambos (5 y 0.1 % respectivamente).
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En el tratamiento control no se observd dicho punto de inflexién, por lo que al
observar la pendiente del tratamiento control, se ve que el crecimiento fue mas lento, por lo
que el punto de inflexién, que es cuando agotaron los sustratos de rapida metabolizacion,
se da hasta las 72 h, por lo que se establece que es menos eficiente, pues a las 96 h tiene
un recuento de levaduras de 470.5 x10%/g, equivalente al que presenta el tratamiento ZXA
a las 48 h (462 x10°%/g), por lo que con la adicion de Zeolita y Aceite Esencial de Orégano
se obtiene el resultado en menos tiempo, mejorando el proceso.

Se observo también que la apariencia de los tratamientos que incluyeron zeolita fue
mucho mas seca y terrosa que los otros, gracias a las caracteristicas quimicas de la zeolita,
ya que esta tuvo un efecto secante, adsorbiendo agua y limitando el crecimiento de los
microorganismos al disminuir la actividad de agua en la FES, situacion que afecta
facilmente a las bacterias, pero las levaduras logran resistir mejor. Este efecto se puede
observar al tener un menor desarrollo en las primeras h, ya que los tratamientos con zeolita

tuvieron un desarrollo microbioldégico mas lento respecto a los otros tratamientos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que adicionar la fermentacion en estado sélido del bagazo de manzana
con zeolita y aceite esencial de orégano proporciona ventajas productivas respecto al
tratamiento control, pues se alcanza un maximo desarrollo de levaduras en un menor
tiempo al adicionar tanto AEO como zeolita clinoptilolita, respecto al tratamiento control, lo
que logra un proceso mas rapido, seguro y estable.

Se concluye que la adicién del aceite esencial de orégano ocasiona una disminucion
de la cuenta de bacterias mesofilicas aerébicas en la fermentaciéon en estado soélido,
evitando la contaminacién bacteriana.

La adicion del aceite esencial de orégano y la zeolita no afectan la produccion de
proteina verdadera, por lo que nos e ve disminuida la eficacia de la fermentacién en estado
solido. También se concluye que los valores de pH-se mantuvieron constantes en los
tratamientos que contuvieron zeolita, por lo que esta tiene un efecto regulador del pH que

sirvi6 de amortiguador.
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ESTUDIO Il.- USO DE DOS ADITIVOS ANTIMICROBIANOS NATURALES EN LA
PRODUCCION DE UN INOCULO DE LEVADURAS PROBIOTICAS
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RESUMEN
USO DE DOS ADITIVOS ANTIMICROBIANOS NATURALES EN LA PRODUCCION DE
UN INOCULO DE LEVADURAS PROBIOTICAS

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de orégano (AEO) en la produccion de levaduras probioticas por el método de
crecimiento en caldos de melaza, asi como medir el efecto de amortiguamiento de pH que
tiene la zeolita. Se prepard un sistema de recipientes plasticos con los caldos de melaza
inoculados con Kluyveromyces lactis, los cuales tuvieron aireacion, temperatura de 25 £ 0.5
°C, y mediciones de pH, cuenta de bacterias aerdbicas mesdfilas y levaduras por ml de
caldo. Se determin6é que los caldos con AEO tuvieron una cuenta de bacterias menor
(1.1x10* UFC/mL) que el control (1.6x10* UFC/mL), mientras que los tratamientos que
incluyeron zeolita fueron significativamente inferiores (1.0x10* UFC/mL). Respecto a las
levaduras, se desarrollaron en el tratamiento AEO; obteniendo su maxima concentracion a
las 72 horas (3.99x107 lev/mL), pero se mantuvieron por debajo del tratamiento control
(5.2x107 lev/mL). La zeolita, por su capacidad de capturar compuestos nitrogenados, evita
la biodisponibilidad para el crecimiento microbiano, afectando bacterias y levaduras, por lo
que disminuyeron el rendimiento de los caldos. Se concluye que la inclusion del AEO
agrega beneficios antioxidantes y antimicrobianos para los huéspedes. Por tanto, se obtiene

un probidtico barato, rico en levaduras, compuestos antioxidantes y seguro.
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ABSTRACT
USE OF TWO NATURAL ADDITIVES IN THE PRODUCTION OF A LIQUID YEAST
INOCULUM
This study aimed to evaluate the antimicrobial effect of essential oil of oregano (OEQ)
in the production of probiotic yeast by the method of growth in molasses broth and measure
the effect of zeolite pH buffering. A system of plastic containers with molasses broth
inoculated with Kluyveromyces lactis was prepared, which had aeration, temperature of 25
+ 0.5 ° C and pH measurements, mesophilic aerobic bacteria counts, and yeasts per ml of
broth were measured. It was determined that AEO broths were lower in bacteria count
(1.1x10* CFU / mL) against the control (1.6x10* CFU / mL), while treatments involving zeolite
were significantly lower (1.0x10* CFU / mL). Regarding yeasts, they were developed in the
treatment AEO, obtaining maximum concentration at-72 hours (3.99x107 cells / mL), but
remained under the control treatment (5.2x107 cells / mL). The zeolite, for its ability to
capture nitrogen compounds, prevents bioavailability for microbial growth, affecting bacteria
and yeast, which results in decreased performance broths. It is concluded that the inclusion
of OEO adds antioxidants and antimicrobial benefits for guests. Therefore, a rich yeast,

cheap and safe antioxidant compounds probiotic is obtained.
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INTRODUCCION

Los medios liquidos para la fermentacién o fermentacion sélida sumergida son
sistemas que tienen muchos afios en uso, destacando por su versatilidad en cuanto al
manejo y rendimiento de productos, contrario a los sistemas de fermentacion en estado
solido, en los que existe la dificultad para controlar todas las variables con la facilidad con
que se hace en los caldos (Krishna, 2005).

Las levaduras son organismos unicelulares que se encuentran en casi cualquier
parte del planeta, y que se diseminan de manera natural por el aire, el agua y los alimentos,
por lo cual, es de natural ocurrencia que estas se encuentren en el tracto gastrointestinal
de las especies acuaticas. En los estudios concernientes a estos microorganismos, se ha
descubierto que presentan beneficios a los organismos acuaticos, pues tienen
componentes, como los B-glucanos, que se usan:-como inmunoestimulantes, y mas
recientemente, se ha estudiado su utilizacion como agentes probiéticos en la dieta de peces
(Gatesoupe, 2007; Abdel-Tawwab et al., 2008).

El aceite esencial de orégano (AEO) se ha utilizado como una alternativa natural a
los conservadores artificiales, dada su actividad antioxidante, inocuidad, capacidad
antioxidante y sobre todo, su capacidad antimicrobiana. Gracias a estas propiedades, se
considera que la adicién de AEO a los caldos basados en melaza y urea para crecimiento
de levaduras, proporcionara una defensa contra la contaminacién por bacterias que
consumirian los sustratos y pudiesen disminuir la eficiencia productiva de las levaduras
(Teixeira et al., 2013).

Las zeolitas son materiales arcillosos obtenidos de depésitos sedimentarios. De los
mas de 40 tipos de zeolitas que se presentan de forma natural, la clinoptilolita es
especialmente funcional ya que tiene la capacidad de adsorber compuestos nitrogenados,
especialmente NH4* (Li, 2003). La clinoptilolita es un tipo de zeolita que tiene una estructura

molecular abierta, con un volumen poroso cercano al 35 % y se encuentra facilmente en los
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depositos minerales a nivel mundial. Esta caracteristica se obtiene gracias a la estructura
tridimensional de aluminosilicatos con anillos de cuatro y cinco miembros, con lo que se
forman microporos capaces de albergar cationes intercambiables como NH4*, Na*, K* y
Ca?* (Leung et al, 2007). Esta caracteristica de la zeolita puede mejorar el
aprovechamiento de los nutrientes durante la fermentacion sélida sumergida y mejorar el
crecimiento de levaduras.

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto antimicrobiano
del Aceite Esencial de Orégano en la produccion tradicional de levaduras probioticas en un
caldo de melaza adicionado con nitrégeno y azufre. Como objetivos particulares, se busca
medir el efecto de amortiguamiento de pH aportado por la Zeolita clinoptilolita y determinar
el momento de maxima cuenta de levaduras como el punto final del proceso de produccion

de levaduras en el producto.

47



MATERIALES Y METODOS

El presente experimento se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, para lo cual
se prepararon caldos de cultivo basados en melaza con los nutrientes necesarios para la
reproduccion de levaduras Kluyveromyces lactis en tres tratamientos y un control. Se
utilizaron los tratamientos control (CTL), que es solo el caldo nutritivo tradicional de la
melaza, compuestos nitrogenados y azufre (Cuadro 6). El tratamiento ZEO, CTL mas 2 %
del peso total en Zeolita clinoptilolita; el tratamiento AEO, CTL mas 0.1 % del peso total en
Aceite Esencial de Orégano (AEO); y el tratamiento AXZ, consistente del CTL mas una
combinacion de ambos aditivos (0.1 % de AEO y 2 % de zeolita).

Los caldos fueron colocados en recipientes plasticos de un |, con una piedra
aireadora conectada a una bomba de aire funcionando de manera constante, a fin de
asegurar una adecuada oxigenacion y una corriente generada por el burbujeo, para tener
asi la completa homogenizacion del caldo; Estos recipientes se colocaron dentro de una
incubadora modelo “Precision 815", de la marca Thermo Fischer Scientific, la cual mantuvo
una temperatura constante de 25+ 0.5 °C durante todo el experimento.

Las levaduras utilizadas fueron la cepa Kluyveromyces lactis, recuperadas del banco
de microorganismos de la facultad. Para reactivar las levaduras se utiliz6 un caldo nutritivo
de extracto de carne, peptona de soya, extracto de malta y aditivos necesarios (Cuadro 7),

preparados expresamente para este fin.
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Cuadro 6. Composicion de los caldos nutritivos de melaza utilizados en el experimento

Tratamiento’

Ingrediente Control, % AEO, % ZEO, % AXZ, %
Melaza 24.0 24.0 24.0 24.0
Urea 1.0 1.0 1.0 1.0
Sulfato de amonio 0.2 0.2 0.2 0.2
Inéculo de levadura 3.0 3.0 3.0 3.0
AEO - 0.1 - 0.1
Zeolita - - 2.0 2.0

T AEO indica tratamiento con Aceite Esencial de Orégano al 0.1 %, ZEO tratamiento con
Zeolita al 2 % y AXZ tratamiento con ambos (0.1 y 2 % respectivamente).
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Cuadro 7. Composicion quimica del caldo reactivador de levaduras

Compuesto Contenido por | de caldo?
Extracto de carne 10.0g
Peptona de soya 10.0g
Cloruro de sodio 509
Dextrosa 509
Extracto de malta 309
Almidoén soluble 109
L-Cisteina 059

1Se disuelven 34.5 g en un | de agua y se calienta con agitacion hasta disolver. Se esteriliza
a 121 °C por 15 minutos.
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Las levaduras se mantuvieron durante 96 h en este caldo a 25 °C y se logré una
produccién de 5.7 x 107 cel/mL.

Se inocul6 posteriormente con estas levaduras el caldo nutritivo de melaza a razén
de 0.1 % del peso total. Este caldo ya inoculado se dej6 en aireacion y temperatura
controlada durante 72 h dentro de la incubadora, con la finalidad de mantener un ambiente
estable.

Variables de Respuesta

Las variables evaluadas fueron la cuenta de bacterias aerébicas totales en placa
(UFC/mL de caldo), Cantidad de azicar en el caldo (°Bx) pH y cuenta de levaduras
(Cel/mL).

Cuenta de levaduras. El conteo de levaduras se realizd por un recuento simple en
una camara de Neubauer mejorada, por el método descrito por Diaz-Plascencia (2011),
donde se tom6 una muestra de 1 mL del caldo; que se llevd a diluciones seriadas, para
después colocarse cada una de ellas en una ,camara de Neubauer, donde fueron contadas
las levaduras (individuales o en gemacion) en los cuatro cuadrantes del rayado. A partir de
estos datos se calcula la cantidad de levaduras por mL del caldo nutritivo de melaza.

Cuenta bacteriologica. El recuento bacteriolégico se llevo a cabo de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 Método para la cuenta de bacterias aerobias
en placa. Se toma un mL de la muestra del caldo nutritivo, se diluye 6 veces en el medio
diluyente, y se inocula en cada caja Petri, corriendo por triplicado todas las muestras.
Después de inocular las diluciones de las muestras en las cajas Petri, agregar de 12 a 15
mL del medio cuenta estandar preparado, mezclarlo mediante 6 movimientos de derecha a
izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a
adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion del

inoculo en el medio y se deja solidificar. Se incluye una caja sin inéculo por cada medio y
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diluyente preparado como testigo de esterilidad. Se incuban las cajas en posicién invertida
a35+2°Cpor48+2h.

Después de la incubacion, se cuentan las placas que se encuentren en el intervalo
de 25 a 250 colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Se calcula la cuenta
promedio por mL de dicha dilucion.

pH. Las mediciones de pH se tomaron con un potenciometro digital marca Hanna,
sumergiendo el mismo en el caldo y agitandolo mientras se espera a que llegue al punto de
estabilidad y marque la lectura en la pantalla.

Sdlidos solubles. La medicion de concentracion de azucares se realizé6 con un
refractometro digital marca Hanna, al cual se le agrega una gota del caldo en el vidrio lector,
se activa la medicién y automaticamente da la lectura en grados Brix.

Diseno Experimental

Se establecieron cuatro tratamientos: el adicionado con aceite esencial de orégano
(AEO), adicionado con zeolita (ZEO) y la interaccion de los mismos, (AXZ), ademas del
control, que fue el método tradicional (CTL).

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones por cada
tratamiento. Se obtuvieron tres muestras de cada repeticion a los tiempos 0, 6, 24,48y 72
h, para de esta manera tener 12 muestras por tratamiento en cada momento de medicion.
Técnica Estadistica para la Prueba de Hipétesis

Se utiliz6 una prueba de ANOVA de una via para comparar las variables de cuenta
de bacterias aerdbicas, pH, contenido de azUcares y cuenta de levaduras en el caldo,
ademas de una comparacion de medias de Tukey entre tratamientos, considerando
estadisticamente significativos los tratamientos a P < 0.05. Para el crecimiento de levaduras
y bacterias respecto al tiempo se realizd un estudio de mediciones repetidas en el tiempo

con el procedimiento Proc Mixed, encontrando efectos significativos a P < 0.05. El
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tratamiento estadistico se realizé con el paquete computacional SAS, version 9.1.3 (SAS,

2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento de la cuenta de levaduras por mL de caldo de melaza se
desarroll6 de una manera lineal, aumentando conforme avanz6 el tiempo, aunque
presentando mayor aumento de microorganismos por unidad de tiempo en el CTL (P >
0.05), que representa el método tradicional de desarrollar levaduras en caldos de melaza,
donde se llegd a una cuenta maxima de 5.27x107 células de levaduras por mL, seguido del
AEOQ, el cual tuvo una fase de adaptacién mayor, pues hasta las 48 h empezo el crecimiento
exponencial (Cuadro 8) y tuvo una cuenta maxima de 3.99x107 cel/mL de caldo. Por otra
parte, los tratamientos AXZ y ZEO, adicionados con Zeolita clinoptilolita tuvieron un
desarrollo de levaduras marcadamente lento (P > 0.05), y obteniendo una cuenta maxima
de levaduras de apenas 1.8x107 y 1.9x107 cel/mL respectivamente. Este desarrollo de
levaduras se puede ver reflejado en la concentracion de solidos solubles, pues los valores
iniciales, cercanos a 21 °Bx, disminuyeron considerablemente (Grafica 4), lo cual significa
que las levaduras hicieron uso de los azucares disponibles para su multiplicacion. Sin
embargo, los principales descensos se dieron en los tratamientos CTL y AEO, lo cual
concuerda con que dichos tratamientos son aquellos que tuvieron mayor cuenta total de
levaduras. Mientras que los tratamientos AXZ y ZEO mantuvieron la concentracion de
solidos solubles mas estables, lo cual también concuerda con el menor desarrollo de

levaduras.
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Cuadro 8. Concentracion de levaduras por mL de caldo, expresado en levaduras x 108/mL

de caldo por h

24

48

72

Tratamiento?

AEO

15.63°

19.25°

31.78°

39.96°

AXZ

1.35¢

4.05¢

6.40°

10.85¢

CTL

20.752

33.752

41.652

52.702

ZEO

1.10¢

6.20°

8.65°

19.15¢

E.E.

1.6404

1.3941

1.7383

1.7058

TAEO indica tratamiento con Aceite Esencial de Orégano al 0.1 %, ZEO tratamiento con
Zeolita al 2 % y AXZ tratamiento con ambos (0.1 y 2 % respectivamente). CTL indica el
tratamiento Control.
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Gréfica 4. Azlcares solubles en el caldo contra el tiempo del experimento, expresado en
°Bx.
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La concentracion de iones hidrogeno, medido en forma de pH, se mantuvo
relativamente constante, pues no hubo una gran fluctuacion a lo largo de los tratamientos,
salvo la modificacion inicial que se dio por la adiciéon del aceite esencial de orégano a los
tratamientos AEO y AXZ, que llevo los valores de pH hasta numeros cercanos al 5 (Grafica
5), mientras que los tratamientos CTL y ZEO, que no tuvieron AEO, se mantuvieron en
valores muy estables en un pH de 4 (P > 0.05). Estos resultados concuerdan con el poco
desarrollo de bacterias, pues al existir una adecuada oxigenacién y un correcto movimiento
y homogenizacion se evité el estancamiento del caldo, con lo que se hubieran generado
zonas de anaerobiosis, las cuales permitirian la fermentacion anaerébica a acido lactico y
alcohol, factores que hubieran alterado la acidez del caldo (Grewal y Kalra, 1995).

En el caso de la presencia de bacterias, estas mostraron un desarrollo escaso, pues no
superaron una concentracion de 2.11x10* UFC/mL, la cual es baja, comparada con los
trabajos de otros autores (Chun et al., 2005), pues en este experimento se mantuvieron las
condiciones de agitacion y oxigenacion constante, ademas de un pH cercano al 4, por lo
que se dieron pocas condiciones para el desarrollo de las bacterias anaerébicas mesofilicas
totales. En el tratamiento CTL fue donde hubo mas crecimiento bacteriano (P > 0.05), con
2.11x10* UFC/mL, pues no contenia ningun aditivo que inhibiera su crecimiento, salvo los
parametros fisicoquimicos conferidos por la melaza y la misma competencia por los
nutrientes contra las levaduras. En segundo lugar, se presenté el tratamiento AEO, el
cual tuvo una concentracion maxima de 1.7x10* UFC/mL, quedando por debajo del control,
mientras que, en una situacion muy parecida, los tratamientos AXZ y ZEO tuvieron un
desarrollo bacteriano inferior (P > 0.05), no superando los 1.08x10* UFC/mL (Cuadro 9), lo
cual indica que la adicién de zeolita dificulta la disponibilidad de los nutrientes para todos

los microorganismos, disminuyendo la cuenta total de bacterias, ademas de levaduras.
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Gréfica 5. pH en el caldo contra el tiempo del experimento.
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Cuadro 9. Concentracion de bacterias aerébicas mesdfilas totales por mL de caldo,
expresado en UFC/mL de caldo

Tratamiento’

h AEO AXZ CTL ZEO E.E.
6 2.22x10° 1.76 x102 4.84 x103 1.49 x102 8.76
24 8.49 x103 2.25x108 1.08 x10* 2.41 x108 2.04
48 1.74 x104 9.78 x103 212 x10* 1.05 x104 4.02
72 1.34 x104 1.08 x104 1.64 x104 1.05 x104 3.52

TAEO indica tratamiento con Aceite Esencial de Orégano al 0.1 %, ZEO tratamiento con
Zeolita al 2 % y AXZ tratamiento con ambos (0.1 y 2 % respectivamente). CTL indica el
tratamiento Control.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se concluye que la utilizacion del Aceite Esencial de Orégano proporciona ventajas
microbioldgicas respecto al proceso de produccion tradicional de levaduras en un caldo de
melaza y urea, con lo que se disminuye el tiempo de produccion, y se evita la contaminacion
por bacterias ajenas. Estas mejoras garantizan un proceso limpio y libre de contaminantes
microbiologicos.

La adicion de zeolita afecta el desarrollo de los microorganismos del caldo, por lo
tanto, a pesar de que genera un beneficio en el pH, no se recomienda su uso en los caldos
de melaza y urea.

El desarrollo de las bacterias se ve afectado significativamente por la inclusién de
AEO, a bajas concentraciones, lo que implica que con poca cantidad de AEO, se puede
garantizar un adecuado proceso de produccion de levaduras.

El caldo de melaza y urea permite el adecuado desarrollo de la levadura
Kluyveromyces lactis, asi como su multiplicacion hasta llegar a cantidades aceptables para
preparar indculos para animales terrestres a precio muy reducido. Otra conclusion es que
la inclusion de AEO beneficiaal proceso por que evité la formacion de burbujas,

disminuyendo asi la pérdida de caldo en forma de espuma.
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ESTUDIO lil.- INCLUSION DE BAGAZO DE MANZANA FERMENTADO Y UN
PROBIOTICO (Kluyveromyces lactis) EN LA DIETA DE TILAPIAS (Oreochromis
niloticus) DURANTE SU ETAPA JUVENIL
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RESUMEN

INCLUSION DE BAGAZO DE MANZANA FERMENTADO Y UN PROBIOTICO

(Kluyveromyces lactis) EN LA DIETA DE TILAPIAS (Oreochromis niloticus) DURANTE SU
ETAPA JUVENIL

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos del bagazo de manzana fermentado
(BMF) y el indculo de levaduras (IL) Kluyveromyces lactis en la dieta de tilapias. Las
variables evaluadas fueron ganancia de peso, longitud, Tasa de conversién Alimenticia
(TCA) y rendimiento de filete. Se prepararon cuatro dietas, incluyendo 10 % de BMF (Dieta
MAN), 3 % de IL (Dieta PRB) y una mezcla de ambos (Dieta MXP), comparadas con un
control (CTL). Semanalmente se tomaron mediciones de los peces y posteriormente se
sacrificaron para obtener el filete. Los peces alimentados con BMF presentaron un peso
significativamente mayor al sacrificio (37.93 g), que el-control (34.92 g), mientras que los
adicionados con IL fueron significativamente menores (32.42 g) (P < 0.05). La ganancia de
longitud tuvo efecto de tratamiento (P > 0.05), teniendo mayor efecto la dieta MAN (92.19
mm) respecto al control (88.38 mm), y la dieta PRB (83.84 mm) (P < 0.05). Asimismo, existio
una diferencia respecto a la TCA (P > 0.05) porque la Dieta MAN tuvo una TCA de 1.78,
mientras que el control obtuvo 1.91. El rendimiento de filete fue mayor (P > 0.05) en los
tratamientos CTL y dieta MAN (52.33 y 51.15 %) que MXP y PRB (44.51 y 46.4 %). Se
concluye que el BMF actda como una fuente de proteina microbiana de buena calidad y
alta digestibilidad, ademas, mientras que la levadura no presento6 efectos positivos en el
pez, los compuestos antioxidantes presentes en el BMF proporcionaron beneficios que se

traducen en una mejora en los parametros productivos.
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ABSTRACT
INCLUSION OF FERMENTED APPLE POMACE AND A PROBIOTIC (Kluyveromyces
lactis) IN YOUNG TILAPIA (Oreochromis niloticus) DIETS

The aim of this study was to evaluate the effects of fermented apple pomace (FAP)
and the yeast inoculum (YI) of Kluyveromyces lactis in the diet of tilapia. The variables
evaluated were weight gain, length, feed conversion rate (FCR) and fillet yield. four diets
were prepared including 10 % FAP (Diet MAN), Y1 3 % (Diet PRB) and a mixture of both
(Diet MXP), compared with (CTL) control. Weekly measurements of fish were taken and
subsequently sacrificed for the fillet. FAP fed fish had a significantly higher weight (37.93 g)
which control (34.92 g), while added with Y| were significantly lower (32.42 g) (P < 0.05).
The gain in length had treatment effect (P > 0.05), with greater effect in the MAN diet (92.19
mm) compared to the control (88.38 mm) and PRB (83.84 mm) (P < 0.05) diet. Also, there
was a difference from the FCR (P> 0.05) because the Diet MAN had a TCA 1.78, while the
control obtained 1.91. Fillet yield was higher (P> 0.05) in the CTL and MAN treatments
(562.33 and 51.15 %) than MXP and PRB (44.51 and 46.4 %). It is concluded that the FAP
acts as a source of microbial protein of good quality and high digestibility, also, while the
yeast did not show positive effects on the fish, antioxidant compounds present in the BMF

will provide benefits that result in an improvement in production parameters.
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INTRODUCCCION

La Tilapia (Oreochromis sp.) es una especie que ha tenido un creciente interés en la
industria de la acuacultura en los ultimos afos, siendo la segunda especie de agua dulce
cultivada en el mundo, después de la carpa (Atwood et al., 2003).

En los sistemas productivos de tilapia, una gran parte de los costos de produccion
corresponden al alimento, utilizando proteina de origen animal, generalmente harinas de
pescado, lo que aumenta considerablemente el costo de los alimentos. Por lo tanto, la
blusqueda de fuentes de proteina de origen vegetal o microbiana de buena calidad son una
prioridad en la produccién piscicola, ya que son actualmente la fuente mas demandada
(Ribeiro et al., 2014).

La manzana es una fuente natural de antioxidantes, que ademas de proveer una
gran cantidad de estos, es un excelente sustrato parala produccién de microorganismos
por medio de la fermentacion en estado solido, ‘siendo estos capaces de romper las
estructuras celulosicas (Dhillon et al., 2012) y liberar los compuestos fendlicos contenidos
en ellos para hacerlos disponibles a los consumidores de este fermento (Ajila et al., 2011).

El bagazo de manzana (BM), consiste en los residuos de la obtencion del jugo,
estando compuesto por cascaras, semillas, corazones, tallos y restos de pulpa y tejidos
suaves, por lo que se considera un producto de alto valor nutricional (Garcia et al., 2009).
Al utilizar este material como ingrediente en las dietas de animales se enfrenta el productor
a varios problemas, como su deficiencia de proteina digestible, su alto contenido de
humedad y su bajo pH, por lo que el desarrollo de proteina microbiana en este medio se
presenta como una excelente alternativa para aumentar su nivel de proteina y modificar su
pH, con lo que se le puede destinar para la alimentacion animal como un complemento
alimenticio de alta calidad, aportando proteina a un costo inferior al de las harinas animales,

y con una digestibilidad similar (Bhalla y Joshi, 1994).
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Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inclusion del
Bagazo de Manzana Fermentado (BMF) como fuente de proteina y antioxidantes y el uso
de in6culo de levadura (IL) como fuente de probiéticos en los parametros productivos de la

tilapia.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el médulo de piscicultura de la Facultad de Zootecnia y
Ecologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, en la ciudad de Chihuahua, México,
acondicionado en temperatura, luz y una bateria de peceras con un sistema hidraulico
recirculante, el cual incluye filtrado fisicoquimico para mantener condiciones biologicas
necesarias para sustentar la vida de organismos acuaticos y su 6ptimo desarrollo a lo largo
de sus etapas productivas.

El movimiento de agua se llevé a cabo por medio de una bomba Pedrollo PKm 60,
de 0.5 hp de potencia, a un gasto promedio de 40 I/min para todo el sistema, con lo que se
asegura una adecuada oxigenacion. El sistema de filtracion se compone de un tanque de
vidrio de 6 mm de espesor, que contiene los medios filtrantes, compuestos de carboén
activado, granzén y zeolita, las cuales efectuan filtracion fisica y quimica, que permiten el
establecimiento de las colonias de bacterias desnitrificantes, favoreciendo un adecuado
nivel de compuestos nitrogenados de desecho en el agua. Se conté también con un sistema
de luz ultravioleta, la cual por medio de dos tubos de 15 W, irradian el agua para asi acabar
con posibles parasitos y sus formas vegetativas, manteniendo la sanidad acuicola y calidad
del agua.

El agua se mantuvo constantemente monitorizada en cuanto a su calidad en cuanto
a parametros de Concentraciéon de Oxigeno, Concentracion de Nitratos, Concentracion de
COz2, Temperatura y Concentracion de Amonio, de manera que siempre se mantuvieron
constantes y dentro de los rangos 6ptimos para la especie, y de esta manera evitar la
influencia en los resultados del experimento.

El inéculo de levaduras (IL) que se utilizo6 fue el mismo que se obtuvo en el Estudio I, y se
ajustd a una concentracion de 1x10° levaduras por mL, por un recuento simple en una

camara de Neubauer por el método descrito por Diaz-Plascencia (Diaz-Plascencia, 2011),
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donde se toma una muestra de 1 mL del in6culo, y se lleva a diluciones seriadas, hasta
obtener la concentracion adecuada.

La formulacién de la dieta se hizo en el software de formulacion Nutrion 5, en base
a las recomendaciones del N.R.C. (National Research Council) para la Tilapia (Oreochromis
niloticus), haciendo la modificaciéon necesaria para incluir los niveles de BMF sin alterar los
aspectos nutricionales del alimento. Las dietas quedaron formuladas como se establece en
el cuadro 10, utilizando el nivel de inclusion de 10 % de BMF (MAN), 3 % de IL (PRO) y su
interaccion (MXP), contrastadas contra una dieta control (Dieta CTL). Estas dietas fueron
preparadas en el laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia,
donde los ingredientes se homogeneizaron y humectaron a un 24 % p/p para poder ser
peletizados en un molino de carne comercial. Los pellets ya formados se dejaron secar a
temperatura ambiente en charolas permeables al aire por 48 hs hasta alcanzar una
humedad del 8 %, quedando un alimento de color-amarillo, de adecuada consistencia y de
agradable olor y sabor para el pez.

Una vez formuladas las dietas se les realizd el andlisis proximal por métodos
convencionales de la A.O.A.C. (Association of Official Analytical Chemistry) para evaluar

sus contenidos nutricionales y determinar si existen diferencias entre ellas.
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Cuadro 10.- Composicién de las dietas utilizadas en el experimento

Dieta’

Ingrediente Control (%) MAN (%) PRB (%) MXP (%)
Pasta de soya 62.9 45.8 62.9 45.8
Aceite vegetal 6.2 6.4 6.2 6.4
Leche en polvo 11.0 10.0 11.0 10.0

Maiz molido 12.5 19.6 12.5 19.6

Harina de carne 5.0 5.0 5.0 5.0
Premix Vy M 0.3 0.3 0.3 0.3
Carbonato de Ca 1.1 1.1 1.1 1.1
Sal 1.0 1.0 1.0 1.0

IL - - 3.0 3.0

BMF - 10.0 - 10.0

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamente).
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Los peces utilizados fueron Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) de una pulgada
de tamano promedio, de dos semanas de edad, obtenidos en el centro de piscicultura de la
Boquilla, en el municipio de San Francisco de Conchos, del Estado de Chihuahua, México.
Los peces obtenidos fueron previamente masculinizados para evitar interferencia por el
factor sexo.

Se establecieron cuatro tratamientos: la dieta adicionada con bagazo de manzana
fermentado (MAN), la dieta adicionada con in6culo de levaduras (PRO) y la interaccién de
los mismos, (MXP), asi como la dieta control, siendo esta la comercial para tilapia (CTL).
Quedando como tratamientos:

1. MAN: Dieta formulada con 10 % de BMF.

2. PRO: Dieta adicionada con 3 % de IL.

3. MXP: Dieta formulada con 10 % de BMF y-3% de IL.

4.  CTL: Dieta control.

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado, donde se usaron peceras de vidrio
con diez peces cada una como unidad experimental, contando con cinco repeticiones por
cada tratamiento, dando un total de 20 peceras. De cada pecera se tomaron tres peces al
azar cada semana para obtener las mediciones, teniendo tres réplicas por cada repeticion.
Variables de Respuesta

Ganancia de peso y longitud. A lo largo de 8 semanas, los peces fueron pesados
y medidos cada 7 d, de acuerdo a lo descrito por Crivelenti (Crivelenti y Mundim, 2011),
pesandolos en una balanza electrénica por triplicado, tomados al azar de cada una de las
21 peceras y se midieron en su longitud, alto y ancho con un vernier milimétrico. Para
facilitar el manejo de los animales, una vez removidos de su pecera se pasaron por agua
fria unos segundos para disminuir su actividad y poder ser manipulados sin riesgo a generar

dafos a los mismos peces.
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La dieta les fue suministrada en funcién de la masa de la unidad experimental y a la
proporcion marcada por el NRC para el crecimiento éptimo.

Rendimiento de filete. Una vez terminado el ensayo a las 8 semanas, los peces se
sacrificaron por seccion cefalica después de haber sido pesados, medidos y sedados con
hielo. Se obtuvo el filete de cada pez de manera manual, se pesaron y fueron congelados
a -18 °C hasta su andlisis quimico (Fagbenro y Jauncey, 1998).

Tasa de sobrevivencia. Los peces se contaron cada d, anotando en la bitacora si
hubo mortandad cada d. En los casos donde hubo mortandad se analizd el cuerpo del pez
para detectar posibles marcas de enfermedades, y se anotd en la bitacora.

Disefio Experimental:

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé una prueba de ANOVA de una via
para comparar las variables productivas en cada semana y analisis proximal, ademas de
una comparacion de medias de Tukey entre tratamientos, considerando estadisticamente
significativos los tratamientos a P < 0.05. Para la ganancia de peso y longitud de los peces
respecto al tiempo se realiz6 un estudio de medias repetidas en el tiempo con el
procedimiento Proc Mixed, encontrando efectos significativos a P < 0.05. El tratamiento
estadistico se realizd con el paquete computacional SAS, version 9.1.3 (SAS Institute,

20086).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis proximal de las dietas mostrd que hubo sélo diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de fibra cruda, esto gracias a la inclusion del BMF, que tiene una
cantidad importante de fibra, sin embargo, esta inclusiéon no logra modificar los niveles
energeéticos ni supera la cantidad recomendada de fibra para la especie (FAO, 2010), por
lo que se usaron dietas isocaléricas e isoproteicas para el experimento (Cuadro 11)

En el presente estudio se obtuvo un efecto significativo (P < 0.05) de la inclusién de
BMF en la dieta de las crias de Tilapia en etapa de crecimiento, presentando una mayor
ganancia de peso (P < 0.05), mayor ganancia en longitud (P < 0.05) y menor TCA (P < 0.05)
(Cuadro 12), mientras que la inclusiéon de IL present6é un efecto negativo en las mismas
variables. Por otra parte, la interaccion del BMF y el IL obtuvieron buena respuesta en las
variables estudiadas, aunque aun menor que la dieta con BMF, pero mayor a la dieta control
(Cuadros 13y 14). Este efecto se puede explicarpor la presencia de agentes antioxidantes
en el BMF, lo cual fue corroborado en el experimento |l. Este trabajo es concordante con lo
reportado por otros autores, donde gracias a la inclusion de subproductos de la industria
fruticola se proporcionan antioxidantes a las dietas de peces y se obtienen mejoras en sus
parametros productivos (Sahin et al., 2014; Brenes et al., 2016).

En el aspecto del control de calidad del agua y parametros fisicoquimicos del medio
ambiente en que se desarrollaron los peces, se puede decir que no existié una diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos (P > 0.05), sin embargo, existe una
tendencia a la baja en la temperatura gracias al cambio normal de temperatura ambiental a
lo largo del afio, pues este experimento se realizé entre los meses de agosto y septiembre.
A pesar de este descenso de temperatura, los valores se mantuvieron dentro del rango
adecuado para el correcto desarrollo de la especie (22 a 32 °C), por lo que no se observd

una interferencia con el experimento (Grafica 6), ni por la concentracién de oxigeno, que se
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mantuvo en los niveles adecuados segun lo proporcionado por la ficha técnica de la FAO y
SAGARPA para esta especie (Grafica 7).

Acerca de los metabolitos de desecho, la monitorizaciéon constante de amonio y CO2
muestra que en ningln momento se presentaron concentraciones mayores a las
recomendadas para la Tilapia (FAO, 2010), quedando siempre el amonio por debajo de 1
mg/L y el CO2 por debajo de los 30 mg/L, (Gréficas 8 y 9). A pesar de estar por debajo del
maximo permitido, se presentaron en la semana cuarta y quinta un aumento de la
concentracion de amonio, lo cual se puede atribuir a la acumulacién de desechos en el filtro,
situacion que fue corregida por limpieza del mismo.

El pH del agua de las peceras mostro variacion a lo largo del experimento, mostrando
que no existi6 una diferencia entre los tratamientos, por lo que se puede decir que la
inclusion del BMF, el IL y su interaccién no modifican el pH del agua del sistema donde se
desarrollan los peces fuera de los limites establecidos para esta especie (6.5 a 8.5), y se
comportaron de manera igual a la dieta control (Grafica 10).

La mortandad en el experimento_se mantuvo baja, siendo la mayoria de las muertes
por causas de peces que saltaron fuera de la pecera y fueron encontrados h después,

descartando la presencia de enfermedades.
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Cuadro 11. Analisis proximal realizado a las dietas utilizadas en el experimento

Extracto etéreo, Proteina, Ceniza, Fibra Cruda, E.L.N.,
Tratamiento?

% % % % %
MAN 8.272 34.312 8.072 8.042 41.30°
PRB 8.492 34.982 8.672 5.03° 42.80%°
MXP 8.772 33.852 7.202 8.162 41.98°
Control 8.342 33.512 6.732 5.01° 46.392

"MAN indica tratamiento con BFM al:10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamente).
Literales diferentes entre fila indican diferencia estadistica (P > 0.05)
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Cuadro 12. Tasa de conversion alimenticia (TCA) de los peces por tratamiento! durante el

experimento ?

Semana CTL MAN MXP PRB
1 2.3469 @b 2.1356° 2.0791° 2.8724 @
2 1.7044 2b 1.2061° 1.8873 % 1.90572
3 1.89442 1.61032° 1.4577° 1.78662
4 1.89582 1.0950¢ 1.5841¢ 1.7500°
5 1.5593¢ 2.2320° 1.6496° 2.0565 @
6 2.0058°¢ 1.9989¢ 2.4841° 2.94772
7 1.89932 1.6871° 1.85313 1.92002
8 2.0392°¢ 2.34832b 2.3062 3 2.4100°

Promedio 1.9181 % 1.7891¢ 1.9127 % 2.2061°

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento

con ambos (10 y 3 % respectivamente).

2 Diferentes literales entre columna indican diferencia estadistica significativa en la
comparacion de medias de Tukey (P > 0.05)
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Cuadro 13. Peso promedio semanal en gramos de los peces por tratamiento' durante el
experimento

Semana CTL (g) MAN (g) MXP (g) PRB (g) E.E.
0 7.142 7.5 8.15 6.872 0.50
1 8.302 9.46° 9.08% 7.218 0.52
2 10.54 12.65° 11.03% 10.06° 0.67
3 12.76b 15.782 14,052 12.30° 0.80
4 17.692 21.342 18.26° 17.16° 1.05
5 21.5% 24.75° 22.22% 20.14° 1.28
6 25.32% 2772 25.412 22.58° 1.50
7 30.250% 33.442 30.212 27.77° 1.57
8 34.922 37.93° 34.342 32.42¢ 1.80

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamente).

2 Diferentes literales entre columna indican diferencia estadistica significativa en la
comparacion de medias de Tukey ( P > 0.05)
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Cuadro 14. Longitud promedio semanal en milimetros de los peces por tratamiento! durante
el experimento

Semana CTL (mm) MAN (mm) MXP (mm) PRB (mm) E.E.
0 48.132 48.902 49.682 48.722 217
1 52.622 56.08° 52.90? 52.002 2.25
2 56.90%° 60.862 58.29% 55.44° 213
3 62.912° 65.072 61.812b 58.65° 2.18
4 68.032° 71.382 67.823 65.26° 2.50
5 72.682° 77.842 73.06% 70.48° 2.48
6 76.732° 81.372 76.142b 75.08° 2.26
7 82.602° 86.512 82.86% 80.28° 2.53
8 88.38% 92.192 89.513 83.84¢ 2.64

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamente).

2 Diferentes literales entre columna indican diferencia estadistica significativa en la
comparacion de medias de Tukey (P > 0.05)
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Gréafica 6. Temperatura del agua del sistema de peceras respecto al tiempo del
experimento.
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Gréfica 7. Concentracién de oxigeno en el agua del sistema de peceras respecto al tiempo
del experimento.
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Gréfica 8. Concentracion de amonio en el agua del sistema de peceras respecto al tiempo
del experimento.
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Gréfica 9. Concentracion de CO2 en el agua del sistema de peceras respecto al tiempo del
experimento.
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Gréfica 10. pH del agua del sistema de peceras respecto al tiempo del experimento.

82



parasitarias o bacterianas a la revision de los peces muertos. De tal manera que la
sobrevivencia se mantuvo entre 92 y 100 % por tratamiento (Cuadro 15). Esta tasa de
sobrevivencia es la adecuada para la especie, pues se maneja entre 90 y 100 %, de acuerdo
a las fichas técnicas de la FAO y SAGARPA, ademas, es similar a lo encontrado por otros
autores para el crecimiento de la tilapia (Reque et al., 2010).

Respecto a los parametros de la obtencion del filete, se determind que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, es decir, existié un efecto
producido por la inclusién del BFM y el IL en las dietas (Cuadro 16). La dieta que mejor
rendimiento de filete produjo fue la dieta control (P > 0.05), con un 52.33 % de filete por
peso fresco, le siguié la dieta MAN, que tuvo un rendimiento de filete de 51.15 %, muy
cercano al control, mientras que la dieta MXP y la PRB se alejaron considerablemente de
las dos primeras, pues tuvieron un rendimiento de filete de 44.51 % y 46.44 %
respectivamente. Estos resultados son concordantes con los presentados por Rojas et al.,
en 2011, donde las mediciones morfométricas concuerdan para peso de canal, longitud y
rendimiento de filete (Rojas-runjaic et al., 2011).

Este efecto se puede explicar por la inclusion del BFM, que proporciona antioxidantes
al pez, de manera que este disminuye el estrés oxidativo y permite que produzca mas masa
muscular, gracias a que al haber menor cantidad de radicales libres, estos generan menor

dafo a los tejidos musculares y favorecen el desarrollo muscular (Dhillon et al., 2013).
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Cuadro 15. Sobrevivencia de los peces por tratamiento durante el experimento completo

Tratamiento’ Peces Iniciales Peces al Final Sobrevivencia
1.- Control 50 46 92 %
2.- MAN 50 49 98 %
3.- MXP 50 50 100 %
4.- PRB 50 47 94 %

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamente).
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Cuadro 16. Rendimiento de filete promedio de los peces por tratamiento al sacrificio

Tratamiento' Rendimiento de filete, % 2 D.E.
CTL 52.332 3.83
MAN 51.15% 3.84
MXP 44 .51¢ 6.06
PRB 46.44bc 2.71

"MAN indica tratamiento con BFM al 10 %, PRB tratamiento con IL al 3 % y MXP tratamiento
con ambos (10 y 3 % respectivamentg).
2 Diferentes literales entre columna indican diferencia estadistica significativa en la
comparacion de medias de Tukey (P > 0.05)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del presente trabajo se concluye que la acuacultura es una excelente alternativa
para la produccion de proteina de origen animal de manera accesible y segura, ademas de
ecologica, sin embargo, el principal costo que conlleva el manejo de una piscifactoria se da
en el alimento, lo cual obliga al productor a buscar un alimento que presente un balance
adecuado entre costo y calidad.

Se concluye también que para desarrollar un alimento para peces que se encuentre
en un rango adecuado de costo es necesario utilizar fuentes alternas de proteina, y una
alternativa adecuada para suplir proteina de alto costo es la adicién de subproductos de
manzana fermentados en estado sélido.

Las levaduras contenidas en el inéculo producido en la fermentacion fueron
incapaces de actuar como probiéticos en el pez, no-lograron mantenerse en el tracto
digestivo del mismo, y no proporcionaron ningun-beneficio digestivo, sino que la influencia
que tuvieron en el desarrollo piscicola fue estadisticamente negativa, evitando que los
peces desarrollen su total potencial, por lo que no se recomienda el uso de la levadura
Kluyveromices lactis en la dieta de peces Tilapia.

Se llega a la conclusion de que el bagazo de manzana presenta compuestos
antioxidantes, pues la manzana es rica en los mismos, y estos serviran para evitar el estrés
oxidativo en el pez por los radicales libres de oxigeno, mejorando su rendimiento productivo
respecto a la ganancia de peso, crecimiento en longitud, tasa de conversion alimenticia y
rendimiento de filete.

Se concluye que la utilizacion del BFM proporciona compuestos antioxidantes de la
familia de los polifenoles en cantidades significativas, que mejoran los parametros
productivos del pez, obteniendo una mejor ganancia de peso, crecimiento en longitud, tasa
de conversion alimenticia y rendimiento de filete, mientras que la inclusion del IL no produce

una diferencia positiva respecto al control. Por lo tanto, se puede decir que las levaduras
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Kluyveromyces lactis utilizadas en el indculo presentan un efecto negativo significativo
respecto a los parametros productivos.

La inclusién del BMF en la dieta de tilapia es entonces una buena manera de atacar
la contaminacion producida por los subproductos de manzana generados en las industrias

procesadoras de la manzana y darles un uso productivo en la acuacultura.
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