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1. Problematica

Actualmente existen diversas problematicas asociadas al cambio climatico, entre ellas la
emision de gases de efecto invernadero, deforestacion, erosion, explotacion de recursos

no renovables, contaminacion de aguas, etc.

Segun un informe publicado por la ONU (2006), se estima que la produccion pecuaria
mundial emite mas gases de efecto invernadero que todo el sistema de transporte del
mundo, resaltando entre los gases mas importantes: el anhidrido carbdnico (9%),
metano (37%) y oxido nitroso (65%), del total de emisiones provocadas por la actividad
humana. Desde el 2015, se alcanzaron niveles records del anhidrido carboénico y se han
mantenido hasta la fecha (SIO, 2018).

En cuanto al sector agropecuario, la ganaderia representa el rubro con la mayor cantidad
de hectareas utilizadas para su explotacién (30% de la superficie global), por un lado,
dado por las mas de 15 mil millones de cabezas de ganado, entre ellos vacunos, porcinos
y aves de corral (Statista, 2018); y por el otro, la superficie empleada para los cultivos de
alimentacion de los mismos animales, como la soja y el maiz (ONU, 2006). Todo esto
contribuye fuertemente a la degradacion ambiental, ya que constantemente se esta
deforestando, erosionando, provocando contaminacién difusa de suelos y aguas,
desertificacion, compactacion por pisoteo y uso de maquinaria, etc. De este modo se ve
afectada tanto la zona donde ocurre la explotacion, como los lugares que son

influenciados de forma indirecta.

Se estima que para obtener un kilogramo de carne se necesitan entre 15.000 y 20.000
litros de agua (FAO, 2012), en cuanto a la huella hidrica de la uva de mesa, ésta equivale
a 450 L/kg de fruta terminada (Sellés y Riquelme, 2013) y el consumo de agua de una
persona en Chile que bordea los 5000 L/mes (Gobierno de Chile, 2015). Lo anterior
resulta alarmante, ya que se estima que para el 2025 un tercio de la poblacién estara con
escasez hidrica y para el 2050 habra problemas de disponibilidad de agua en dos tercios
de la poblaciéon mundial, considerando que esta bordeara los 9 mil millones de personas
para mediados de siglo (The World Bank, 2015).

Frente a este escenario de sobre poblacion y escasez hidrica para las proximas tres

décadas, la produccion de carne estd muy lejos de ser sustentable, por lo tanto, es



necesario un cambio de comportamiento en la forma de alimentacion, con un producto
que contenga proteinas de gran calidad, al igual que la de los animales utilizados

tradicionalmente para la produccion de carne.

Es asi como la harina de anélidos, especificamente la lombriz roja de california (Eisenia
foetida), es una posible alternativa, ya que, posee alrededor de un 12,3% de proteina en
su carne con un 82% de humedad. Pero cuando ésta se presenta como harina, con solo
un 11 a 12% de humedad, aumenta significativamente la proporciéon de proteina por kilo
producido, sobrepasando el 60% y algunos autores afirman que puede llegar hasta el
80% de proteina (Medina et al., 2003). Esta harina proteica es interesante, porque
comparada con la carne de bovino, con 70% de humedad y 20% de proteina en sus
contenidos totales (FAO, 2017), es mas efectiva en cuanto a contenidos proteicos por kilo

producido.

Con respecto a la calidad de la proteina procedente de lombrices, ésta posee todos los
aminoacidos esenciales y dentro de sus contenidos, cabe destacar la lisina, un
aminoacido generalmente ausente en los alimentos proteicos basicos y esta en un
porcentaje significativo en la harina de lombriz (5,9%), satisfaciendo los requerimientos de
nifos de entre 2 y 5 afios exigidos por la FAO (Vielma et al., 2003). Por lo tanto, la harina
de anélidos es un producto biotecnolégico de gran valor nutritivo para la alimentacién

humana.

Ademas, el anélido excreta un subproducto ya conocido, el humus de lombriz. Este
resulta importante para la recuperacion de suelos, porque es rico en macro y
micronutrientes, también posee buena calidad y gran cantidad de actividad microbioldgica,
es mejorador de estructura, entrega fitohormonas, etc (Selles et al., 2006). También se
disminuye considerablemente la produccion de gases de efecto invernadero, como CO,,

metano y 6xido nitroso, generados por la industria ganadera para la obtencién de carne.

Por otra parte, la produccion de lombrices resulta de menor costo que la produccion de
carne tradicional (bovinos, porcinos y aves), ya que los anélidos basan su alimentacion
principalmente en materia organica, pudiendo aprovechar los desechos de la agricultura,
eliminando las grandes extensiones de monocultivo dedicadas para la nutricion de
animales de las empresas ganaderas y junto con ello un ahorro considerable del recurso

hidrico.



Segun un informe emitido por el Ministerio del Medio Ambiente (MMA) en 2017, en la
seccion de residuos solidos en Chile, arrojé como resultado que para el 2015, anualmente
se produjeron 18,8 millones de toneladas, de las cuales 5,5 millones toneladas
correspondieron a residuos sélidos municipales. Estos ultimos originados desde zonas
urbanas, semiurbanas y rurales, y que corresponden principalmente a papeles y cartones,
textiles, plasticos, vidrios, metales, materia organica, entre otros. Destaca la materia
organica como principal residuo solido municipal, con un 53%, equivalente a 2,9 millones
de toneladas al afio, originado desde domicilios particulares, ferias libres y mayoristas en

Su mayoria.

Entre los residuos sdlidos organicos municipales, procedentes de la agricultura a través
de ferias mayoristas y ferias libres principalmente, se pueden encontrar todo tipo de restos
vegetales, entre las hortalizas: lechugas, papas, apios, repollos, zanahorias, pepinos de
ensalada, leguminosas, etc. Ademas de restos de frutas como: carozos, pomaceas, uvas,
paltas, entre otros. Esta gran diversidad de vegetales, para la alimentacién de lombrices,
mantendria la proporcion de proteinas junto con los aminoacidos esenciales en
aproximadamente 60% (Sales, 1996), demostrado en Uyucali, con basura de mercado

local, a través del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana.

En el periodo 2011 - 2012, el Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria (INIA)
emiti6 un informe relacionado con los residuos de plaguicidas en los productos
hortofruticolas, con el fin de generar informacion y propuestas para mitigar la
contaminacion de estos productos. Para ello muestrearon frutas, hortalizas, cereales,
leche y huevos en supermercados, ferias libres y mayoristas en la Region Metropolitana.
De las 403 muestras, solo 81 sobrepasaron el limite maximo de residuos,
correspondiendo a un 20% del total (INIA, 2012).

Por ultimo, debido a la falta de informacidn en relacion a la bioacumulaciéon de pesticidas
en la carne de lombriz, no se puede dar cuenta de la inocuidad del producto al basar la
alimentacion de lombrices a partir de residuos organicos de ferias mayoristas
principalmente. Por esta razén, el presente trabajo de investigacion, pretende alimentar
lombrices en base a la materia organica procedente de residuos solidos de ferias

mayorustas hortofruticolas, generando una oportunidad y agregacion de valor a lo que



hoy se conoce como desecho o desperdicio y comprobar la inocuidad de la harina como

un producto altamente proteico, para ser incorporado en la alimentacion humana.

2. Hipétesis

La harina de lombriz alimentada en base a materia organica obtenida durante verano e
invierno de diferentes mercados mayoristas de la region de Valparaiso, Metropolitana y
del Maule, no sobrepasa el limite maximo de residuos, la concentracion de metales
pesados y tampoco la presencia microbioldgica, y ademas no se altera la calidad ni

cantidad de proteina.
3. Objetivo General

Determinar y cuantificar el contenido proteico y calidad de proteinas, de lombrices
alimentadas con materia organica de diferente procedencia y época del ano, ademas
determinar el cumplimiento del limite maximo de residuos, metales pesados y presencia

microbioldgica de acuerdo al Reglamento Sanitario de los Alimentos.

4. Objetivos especificos

e Cuantificar los contenidos proteicos y aminoacidicos de la harina de lombrices

alimentadas con materia organica de diferente procedencia.

e Determinar si la harina de lombriz alimentada con materia organica de diferente
procedencia, sobrepasa los limites maximos de residuos, estipulado en el

Reglamento Sanitario de los Alimentos.

e Comparar y cuantificar la presencia de metales pesados en la harina de lombriz
alimentada con materia organica de diferente procedencia, segun lo estipulado en

el Reglamento Sanitario de los Alimentos.



e Determinar si la presencia microbiolégica en la harina de lombriz alimentada con
materia organica de diferente procedencia, cumple con los valores establecidos en

el Reglamento Sanitario de los Alimentos.

5. Estado del arte

5.1. Rol de la lombriz
Las lombrices son conocidas principalmente como especies capaces de modificar el suelo

a través de su organismo transformando su alimento en humus, resultado de la excrecion.

El alimento de las lombrices esta constituido principalmente de materia organica en
descomposicién, nematodos y hongos, generando suelos de alta calidad. Lo anterior,
relacionado a las condiciones fisicas del suelo (mayor porosidad, mayor infiltracion
aire/agua, entre ofras) al realizar galerias a través de éste. También mejorando
condiciones quimicas, mineralizando compuestos organicos y trasladando nutrientes a
través del suelo (humus de lombriz). Por ultimo, relacionado a las propiedades bioldgicas,
la presencia de lombrices permite el aumento de la actividad microbioldgica del suelo
(humus de lombriz) y ademas actuan como controladoras de nematodos, ya que son parte
de su dieta (Selles et al., 2006).

Se ha demostrado que estos animales se pueden emplear como bioindicadores de
contaminacion en suelos, realizando analisis de sus tejidos, determinando la presencia de

metales pesados, pesticidas, antibioticos, derivados del petréleo, entre otros (Mara, 2010).

En lo que respecta a su uso como alimento, éste se consume como harina y puede ser
empleado tanto en la dieta animal como humana, ya que presenta un interesante aporte
nutritivo, por un lado, cerca de un 60% de proteina (Vielma et al.,, 2003), ademas de

acidos grasos entre 8 a 11% y de minerales con un 7% (Vielma y Medina, 2006).

5.2. Propiedades Nutricionales
Segun un informe emitido por la FAO (2015b), en América Latina y el Caribe (ALC) la

seguridad alimentaria y nutricional es uno de los principales objetivos de desarrollo para el

2025 en esta regidn, poniendo como meta la erradicacion del hambre y malnutricion.



En lo que respecta a Chile, la desnutricibn en nifios menores de 5 afios es de
aproximadamente un 2%, ubicando al pais con el menor numero de nifios desnutridos de
ALC. En contraste, posee 9,5% de obesos en su poblacion, una de las tasas mas altas de

la region, solo superado por Argentina con un 9,9% respectivamente (FAO, 2015b).

La desnutricién en Chile disminuyd, debido al crecimiento econdmico y reduccién de la
pobreza de las ultimas dos décadas, ademas de la implementacion de programas de

fortificacion de alimentos basicos con micronutrientes como en pan y leche (FAO, 2015b).

En relacion a la obesidad, ésta se asocia al aumento del consumo de alimentos
procesados y ultraprocesados (FAO, 2015b). Segun la clasificacién de alimentos NOVA
(OPS, 2015), los del tipo procesados, se caracterizan por la adicion de aceites, azucar,
sal, y/o métodos de conservacion del producto que cambian la naturaleza del alimento
original, y ademas, los del tipo ultraprocesados, se elaboran principalmente con productos
industriales y con poco o ningun alimento entero con el objetivo que sean altamente

apetecibles y duraderos.

Siguiendo la misma linea, se suma una nueva problematica, denominada mal nutricién o
“hambre oculta”, que considera la falta de algun nutriente en la dieta (FAO, 2015b). Por
ejemplo, la falta de hierro (Fe), mineral directamente asociado al desarrollo cognitivo,
fisico y social, ya que este elemento es parte de la estructura de la hemoglobina
encargada de transportar el oxigeno en la sangre. La carencia de este elemento se
relaciona a la obesidad porque se producen inflamaciones, liberando al sistema
circulatorio hepcidina, hormona que secuestra el Fe del cuerpo, como un método de
defensa del sistema inmune para no dejar disponible este elemento a microorganismos
patdgenos, pero impide la absorcion del hierro en el cuerpo, pudiendo producir anemia
(FAO y OPS, 2017).

Frente a la mal nutricion y obesidad en Chile, resulta apropiada la inclusion de la Lombriz
Roja de California a la dieta humana. Para ello, son diversos los estudios asociados a los
contenidos nutricionales de la harina de anélidos (Eisenia foetida), pudiendo obtener
desde un 60% hasta un 80% en sus contenidos proteicos (base seca) y una alta
proporcion de aminoacidos esenciales disponibles (Vielma et al., 2003), aunque la
determinacion aminoacidica varia dependiendo de la precision de la técnica empleada por

cada autor. La harina de lombriz resulta dos, tres y hasta cuatro veces mas eficiente en la



obtencion de proteinas por kilogramo, ya que, comparado a la carne de vacuno, porcino y
ave, estos poseen 22; 23 y 23 % de proteina por kilogramo de carne (base humeda)
respectivamente (FAO, 2015a).

La harina de lombriz tiene una alta calidad proteica, ya que entre los aminoacidos
esenciales descritos esta fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
treonina y valina, aunque, como se mencioné anteriormente, la determinacién
aminoacidica varia dependiendo de la precision de la técnica empleada por cada autor y
los compuestos utilizados en la cuantificacion, por otra parte, no se cuantificé la cantidad
de triptéfano (Vielma et al., 2003). Estos valores son similares a los presentados en la
proteina del huevo, la ovoalbumina (Ministerio de Agroindustria, 2017) y la harina de
carne de vacuno, ya que tiene todos los aminoacidos esenciales, ambos considerados
como alimentos de gran calidad en relacién a sus contenidos proteicos y aminoacidicos
(Vielma et al., 2003).

También se determiné la fraccién lipidica donde se reportd entre un 9y 11% en harina
(11-12% de humedad), de los cuales los acidos grasos saturados representaron entre 5 y
6%, monoinsaturados representaron un 3% vy poliinsaturados representaron 1%

aproximadamente (Cayot et al., 2009).

En cuanto a minerales, existe un importante aporte de P, K, Ca, Fe, Mg, Zn y Cu; con 950,
700, 205, 103, 91, 4 y 2 mg/100g respectivamente (Vielma et al., 2007) y comparado con
la carne de vacuno (Arenas et al., 2000) y el huevo (Instituto de Estudios del huevo,
2018), la harina de lombriz presenta una mayor proporciéon en todos los minerales
descritos. Cabe destacar que, segun la ingesta diaria de minerales recomendada por la
FAO y Estados Unidos, incluir la harina de lombriz en la dieta humana contribuiria con un

gran aporte de dichos minerales (Cuervo et al., 2009).

En cuanto al consumo humano, se ha registrado su uso en tribus amazonicas del Alto
Orinoco en Venezuela (Paoletti et al., 2003) y otras latitudes como China, Taiwan, Japén,
entre otros (Zhenjun et al.,, 1996), representando las lombrices un gran aporte de

proteinas, lipidos y minerales en la dieta, segun los estudios antes descritos.



5.3. Alimento para lombrices
No cabe duda del aporte nutricional de la harina de lombriz en la dieta humana y los

estudios principalmente se han enfocado en la cuantificacion de los contenidos de macro
y micronutrientes. Sin embargo, son pocas las investigaciones relacionadas a los tipos de
sustratos éptimos para el cultivo de lombrices y como éstos afectan las propiedades
nutricionales de las mismas. En la zona de Uyacali, Peru, se llevd a cabo una
investigacion que consistio en la determinacion de la combinacién optima de alimentos
disponibles en la regién, y que permitiera obtener harina de lombriz con el mayor
porcentaje de proteina. Se concluyé que basura de mercado, estiércol de ovino, residuo
de yuca, estiércol de vacuno, estiércol de gallina y combinaciones entre ellos, develaron

un rango del 50 a 60% en los niveles proteicos (Sales, 1996).

Segun Cayot et al. (2009), la alimentacion de las lombrices fue basada en compost de los
residuos organicos, obtenidos del comedor del recinto universitario (Facultad de
Farmacia, Universidad de Los Andes, Venezuela) y se logré aproximadamente un 65% de

proteina cruda.

Otro estudio realizado por Lépez (2012), evalud las densidades poblacionales de anélido
en base a dos fuentes de alimentacion para produccion de humus de lombriz y
rendimiento en produccién de carne. Se pudo concluir que la mejor calidad de humus de
lombriz se obtuvo con estiércol de bovino y en relacién a la carne, el estiércol de conejo
tuvo mejores resultados en cuanto a peso y longitud, pero no considerd la calidad ni
cantidad proteica de esta ultima. En paralelo, Ccasani y Poma (2012), evaluaron la
densidad poblacional, peso y longitud de lombrices rojas de california alimentadas con
estiércol de bovino y ovino. Se observd que el estiércol fresco de bovino tuvo mayor
densidad de lombrices que estiércol fresco de ovino, y no se obtuvo diferencias en cuanto
al peso y longitud. Sin embargo, no se considerd el rendimiento de carne, calidad vy

proporcién proteica.

5.4. Cosecha
Acerca de la cosecha de lombrices, Giron (2006) y Garcia (2013) concuerdan en que el

mayor rendimiento se obtiene, implementando al momento de la cosecha, una malla
sobre la cama de lombrices y sobre ésta se coloca una capa de alimento rico en materia

organica con un 80% de humedad, para provocar la atracciéon de las lombrices. Previo a lo



anterior, se somete a los anélidos a una hambruna de cuatro dias aproximadamente, para

favorecer la accion del cebo, y las lombrices se retiran manualmente del “sustrato cebo”.

Segun los autores es necesario realizar la accion anterior dos a tres veces consecutivas
con intervalos de cuatro dias, logrando una eficiencia del 93% de extraccion de lombrices

del total de la cama.

5.5. Secado
En relacion al secado, este influye en la calidad y proporcidén proteica de la harina de

lombriz, dependiendo de la temperatura y el tiempo al cual sean sometidas las lombrices.
Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en cuanto al tipo de secado, ya

sea liofilizado o por estufa (Vielma et al., 2007).

Existe un amplio rango en las variables tiempo - temperatura, por un lado, Boulogne et al.
(2008) concluyeron que someter los anélidos a 60°C durante 100 min y sin prensado son
las condiciones 6ptimas, porque a mayor temperatura se desnaturalizan las proteinas y a
menor temperatura no se obtiene la humedad deseada. Al mismo tiempo, Alcivar-Cedefio
et al. (2016) sostienen que deshidratar lombrices a 90°C durante 450 min y sin circulacion
de aire son las variables apropiadas para generar harina de buena calidad y alta

proporcion proteica en base seca.

Ambos estudios concuerdan en que la humedad final de la harina lombriz debe estar entre
un 11 y 12% para evitar el desarrollo bacterioldgico y fungico, ya que con contenidos de
humedad del 15% es suficiente para que el que moho comience su desarrollo, y si la
harina sobrepasa el 17% de humedad ya es propicio para la proliferacion de bacterias
(Frazier y Westhoff, 1993).

5.6. Aspectos sanitarios
La harina de lombriz al ser un producto obtenido por deshidrataciéon y molienda de los

tejidos musculares del anélido y que se empleara para el consumo humano, lo convierten
en un alimento altamente proteico y puede ser comparado con carnes de bovino en
relacion a los limites maximos de residuos, aspectos microbiolégicos y metales pesados
descritos en el Reglamento Sanitario de Alimentos para Chile de 1997 modificado en 2016

y el Codex Alimentarius de 1995 enmendado en 2015.



Segun el Reglamento Sanitario de los alimentos (Ministerio de Salud, 1997), relacionado a
carnes, se establece que Dioxinas y Bifenilos Policlorados Coplanare (6rganos clorados)

no pueden sobrepasar los 6 picogramos EQT/OMS/g de grasa.

INIA (2012), en su informe sobre el Estudio de Residuos de Plaguicidas en los productos
hortofruticolas, demostrd la presencia de diversos analitos en frutas y verduras, entre
ellos: azinfos metilo, clorpirifos, diazinon, fenamifos, fosmet, imidacloprid, iprodiona,
malation, metidation, pirimetanil, triazofos y tiabendazol. De las 403 muestras, so6lo 81

(20%) sobrepasaron el limite maximo de residuos, registrado en la Region Metropolitana.

En lo que respecta a carnes, el Ministerio de Salud (2010) establece que la presencia de
los analitos antes descritos no debe sobrepasar rangos de 0,01 a 0,1 mg/kg de carne
(dependiendo del compuesto), con excepcién de clorpirifos y diazinon, con un maximo de
1 gy 2 g/kg de carne respectivamente. Sin embargo, para harina de lombriz se carece de

investigacion sobre la presencia de residuos de plaguicidas en su contenido.

En cuanto a los criterios microbioldgicos, establece para carne, el recuento de
microorganismos aerobios meséfilos permitidos entre 10° y 10’ unidades formadoras de
colonia (UFC) por gramo de muestra y de salmonella tan solo su presencia representa un
riesgo para salud. Se determind que la harina de lombriz liofilizada (LF) a -40°C en
liofilizador o secada en estufa (SE) a 60°C por nueve horas, logra una humedad de 11,3%
LF y 13,5% SE o con actividad de agua (Aw) de 0,6 (Frazier y Westhoff, 1993), impidiendo
el desarrollo de microorganismos por la falta de agua libre, ya que éstos requieren sobre
Aw 0,61 (Vielma et al., 2008).

En cuanto a metales pesados, el Codex Alimentarius (FAO, 1995) establece que los
contenidos de plomo (Pb) en carne de bovino no deben sobrepasar 0,1 mg/kg. En cuanto
a los contenidos de mercurio (Hg), compuesto del tipo inorganico presente como sales o
vapor, no hay parametros en carnes y sélo hace mencién a metilmercurio, compuesto del
tipo organico obtenido de la accion de bacterias, siendo éste el que esta presente en

peces y no debe estar con niveles superiores a 0,5 mg/kg.

Se demostré que las lombrices tienen la capacidad de bioacumular compuestos toxicos

en sus tejidos (metales pesados, aceites, plaguicidas, etc.) a través de su alimentacion. A
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raiz de esto, se utiliza como un bioindicador con el fin de determinar la calidad del suelo
(Mara, 2010).

Debido a lo anterior, es necesario saber si esta acumulacién de compuestos téxicos
origina un problema sanitario y sobrepasa la normativa vigente, a consecuencia de la
alimentacion de la lombriz con residuos organicos de ferias mayoristas. Vielma et al.
(2007) y Medina et al. (2003) concluyeron que los contenidos de mercurio (Hg) y plomo
(Pb) en la harina de lombriz se encuentran en el limite de lo que estipula el Reglamento
Sanitario de los Alimentos y el Codex Alimentarius, presentando una probabilidad de

riesgo para la salud humana.

Los valores para Vielma et al. (2007) fueron de 0,15 - 0,17 mg/kg de Hg y 1,9 - 2,5 mg/kg
de Pb. Mientras que para Medina et al. (2003) estos fueron de 0,08 mg/kg de Hg y para
Pb entre 2,5 - 5,8 mg/kg. Sin embargo, no se especifica de qué se componia el alimento

de las lombrices para obtener dichos resultados.

6. Materiales y métodos
6.1. Condiciones de crianza y reproducciéon de lombrices

Los lechos de las lombrices estaran ubicados en el Centro Regional de Innovacion
Hortofruticola de Valparaiso (Centro CERES), en la Comuna de Quillota, Region de
Valparaiso (Latitud, 32°53'05.6"S; longitud, 71°12'26.3"W).

Se utilizaran lechos durante dos afios y en dos periodos diferentes, uno en verano y el

otro en invierno, de cada afio respectivamente.

En cuanto a los analisis quimicos, se derivaran a terceros, utilizando el servicio de
AGQLabs & Technological Services y el Laboratorio de Asistencia Técnica (ASISTEC) de

la Escuela de Alimentos de la Pontificia Universidad Catodlica de Valparaiso (PUCV).

Los lechos de las lombrices tendran una dimension de 0,60 m de alto, 1 m de anchoy 1 m
de largo cada uno, en el que se empleara una malla sobre los ensayos con el fin de evitar
el ataque de aves u otros animales, y ademas favorecer la ventilacion. La localizacion de
los lechos sera en sombra, para evitar que la radiacion afecte la actividad de las lombrices
(Selles et al., 2006).
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La materia organica que se utilizara como alimento para las lombrices provendra de la
Feria Mayorista La Calera (FEMACAL) de la Regién de Valparaiso, Mercado Mayorista
Lo Valledor de la Region Metropolitana y Macroferia Regional de Talca en la Region del
Maule, siendo principalmente frutas y verduras. Se realizara una unica recoleccion inicial
de materia organica, correspondiente a un volumen de 0,6 m* por cada lecho, siendo ésta
la unica fuente de alimentacién durante los tres meses que dura el ensayo en verano y
cuatro meses en invierno. Esta recoleccion se extendera durante tres dias consecutivos,

siendo un dia por cada region.

Los ejemplares (lombrices) utilizados seran solo adultos, los cuales se identificaran por el

anillo clitelar. Se empleara inicialmente un nucleo de 2000 ejemplares de E. foetida.

Como realizé Duran y Henriquez (2009), previo al ingreso de las lombrices al lecho, se
realizara un pre-compostado de los residuos organicos, de dos a tres semanas para
otorgar las condiciones adecuadas a las lombrices, favoreciendo la adaptacion y
reproduccion. Ademas, durante los 90 dias que dura el experimento en verano y 120 dias
en invierno, se monitoreara la humedad (6ptimo 70 — 80%) y temperatura de los lechos
(20 — 35°C), ademas de las condiciones quimicas de pH 7 (6ptimo) y conductividad
eléctrica (< 4 dS/m), ya que cualquier estrés provoca disminucion en la tasa de

reproduccion e incluso la muerte de las lombrices.

6.2. Cosecha y secado de lombrices

Finalizado el ensayo a los 90 dias en verano y 120 dias en invierno, se realizara la
cosecha de lombrices con la técnica empleada por Garcia (2013). Se utilizara una malla
de semi-sombra sobre el lecho de las lombrices, donde se les depositara residuos
organicos semi-compostados humedos (70 a 80% de humedad) sobre la malla, para
provocar la atraccion hacia la superficie, este proceso dura aproximadamente cuatro dias
y se debe repetir tres veces, teniendo un periodo de cosecha de entre 10 a 12 dias. Sdlo

se seleccionaran ejemplares adultos, los cuales se identificaran por el anillo clitelar.

En cuanto al secado, se optara por el realizado por Cayot et al. (2009), en el que posterior
a la cosecha, se lavaran por completo y se almacenaran en un recipiente con agua
burbujeante por 12 horas. La muerte de las lombrices ocurrira finalizadas las doce horas,

con un shock térmico por un minuto con agua hirviendo y por ultimo un secado en horno a
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60°C por cuatro horas, considerando el peso constante del producto. Se ftrituraran las
lombrices deshidratadas, obteniendo un producto homogéneo, éste se almacenara en

condiciones de refrigeracion (4 a 6°C), para luego realizar los analisis de laboratorio.

6.3. Determinacion de proteinas y aminoacidos

El contenido total de proteina y aminoacidos lo entregara ASISTEC de la Escuela de
Alimentos de la PUCV.

Para el caso de la determinacion de los contenidos de proteina, se utiliza el método
Kjeldahl, el cual se basa en la determinacion de los contenidos de nitrdgeno en muestras
organicas o inorganicas. De acuerdo a la naturaleza del producto, harina proteica de
lombriz, se utilizara 6,25 como factor de conversién para la valorizacion y calculo de

proteinas. Los resultados se expresaran en g/100g.

Para la determinacion de aminoacidos, se utilizara el método 994.12 basado en una
hidrdlisis acida con metabisulfito de sodio, descrito en A.O.A.C. (Latimer, 2016). Los

resultados se expresaran en g/100g de muestra.

6.4. Determinacion de metales pesados

Los analisis de plomo (Pb) y mercurio (Hg) se realizaran en AGQ Labs & Technological

Services.

En cuanto a la determinacion de Pb, se utilizara el método descrito en A.O.A.C.
(Latimer, 2016) basado en espectrofotometria de absorcion atémica de 217 a 283,3 nm.

Los resultados seran expresados en mg/kg en base de muestra seca.

Para Hg, la determinacion sera realizada de acuerdo a lo descrito en A.O.A.C.
(Latimer, 2016), en el que se debe generar vapor de Hg calentando la muestra,
posteriormente se enfria y se realiza la valorizacion de acuerdo a la absorcion en la
trayectoria de la luz (253,7 nm) del espectrofotbmetro de absorcion atdémica. Los

resultados se expresaran en mg/kg.
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6.5. Determinacion de residuos de pesticidas

Los analisis para cuantificar la presencia de plaguicidas se realizaran en AGQ Labs &

Technological Services.

Estas determinaciones estan basadas en cromatografia gaseosa (GC) y cromatografia
liguida (LC), utilizada para compuestos termoestables y menos termoestables,
respectivamente. Se empleara el protocolo reportado por AGQ labs & technological
Services, denominada la técnica QUEChERS “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe”, por sus siglas en inglés (Phenomenex®, 2012). Los resultados seran expresados

en mg/kg de muestra.

6.6. Determinacion de presencia microbioldgica

La presencia de microorganismos se realizard a través del servicio de laboratorio de
ASISTEC de la Escuela de Alimentos de la PUCV.

Para el caso de E. coli, se utilizara el método 1SO16649-2:2001, el cual se basa en el
recuento de colonias que crecen a 44°C en un medio solido (triptona-bilis-glucurénido), ya
que forman una coloracion azul tipica. La enumeracién de E. coli B-glucuronidasa-positiva
determina las unidades formadoras de colonias (UFC) por milimetro o gramo de muestra.

Los resultados se expresan en UFC/g (ISO, 2001).

En el caso de Salmonella spp., se empleara el procedimiento descrito en la norma
NCh 2675.0f 2002, la cual consta de cinco fases: se comienza por un preenriquecimiento
en agua peptonada (AT); luego un enriquecimiento selectivo en medio liquido (caldo
Selenito-Cistina o caldo SC; posteriormente un aislamiento en medio sdlido de agar Xilosa
Lisina DEoxicolato (XLD) y agar Salmonella-Shigella; y finalmente la confirmacion
bioquimica (fermentacién de glucosa, sacarosa, produccién de H,S) y la confirmacion
seroldgica (INN, 2002), los resultados se expresan por presencia 0 ausencia en la

muestra.

6.7. Analisis estadistico

El ensayo cuenta con tres tratamientos y tres repeticiones por cada tratamiento. Se

realizaran ensayos, durante el verano y en invierno.
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Se identifica como factor, la procedencia de la materia organica utilizada (FEMACAL,
Lo Valledor y Macroferia Regional de Talca). La unidad experimental (UE) son 1000
ejemplares de lombrices de cada lecho, siendo el experimento un Disefio Completamente
Aleatorio (DCA) 1X3. Se realizara analisis de varianza (ANOVA) de un factor con tres

niveles. Los ciclos verano e invierno seran analizados de manera independiente.

Las variables de respuesta del ensayo se obtendran de los analisis quimicos de la harina
de lombriz, en el que se cuantifica la cantidad de proteina y aminodacidos, la concentracién
de plomo (Pb) y mercurio (Hg), concentracién de residuos de pesticidas y la presencia

microbioldgica (E. coli y Salmonella spp.)

7. Resultados esperados

Cuadro 1. Resultados esperados de cada Obijetivo especifico.

Objetivo especifico Resultado esperado

1. Cuantificacion de proteina y | Sobre el 60% de proteina y todos los

aminoacidos. aminoacidos esenciales presentes.

2. Determinar si la harina de lombriz | Se espera que los analitos presentes en la
sobrepasa los LMR.** muestra no superen el LMR descritos para

cada ingrediente activo.

3. Comparar y cuantificar la presencia | Metales pesados no superen Limite
de metales pesados en la harina de | maximo permisible.
lombriz.** Pb< 0,1 mg/kg ;Hg< 0,5 mg/kg.

4. Determinar la presencia | Sin presencia de Salmonella spp.,
microbiolégica en la harina de | y recuento de microorganismos aerobios

lombriz.** mesofilos< a 10° UFC/g de muestra.

(**) = De acuerdo a lo estipulado en el Reglamento Sanitario de los Alimentos.

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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8. Presupuesto
Los costos y gastos del proyecto se resumen en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Presupuesto proyecto de Harina de Lombriz para consumo humano
para dos afos.

item CLP

Inversién en infraestructura  (sombreadero, 1.765.242

lombriceras, riego, equipos)

Costos directos (nucleos lombrices y andlisis 23.851.416

quimicos, cosecha, secado, molienda)

Costos operacionales (Agrénomo, obrero) 26.400.000
Costo movilizacion (traslado materia organica) 1.200.000
Imprevistos 5% 2.660.833
TOTAL 55.877.491

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Fondo concursable al cual se postulara el proyecto sera el Il Concurso IDeA en Dos
Etapas del Fondo de Fomento al Desarrollo Cientifico y Tecnologico (FONDEF) de
CONICYT.

Lo anterior, debido a que el proyecto Harina de Lombriz para consumo humano cumple
con los requisitos basicos para postular a este programa, ya que el fondo concursable
tiene como objetivo “apoyar financieramente la ejecucion de proyectos de investigacion
cientifica y tecnolégica con potencial impacto econdémico y/o social, cuyos resultados sean
obtenidos, evaluados y validados en plazos breves” (CONICYT, 2015).

9. Plan de trabajo
El plan de trabajo se extiende por dos anos, y a final de cada afo se realizara un informe

anual que resume los datos obtenidos durante verano e invierno.

Durante el periodo que las lombrices se estan alimentando y reproduciendo, se realizara

monitoreo de las condiciones del compost, en relacién a la CE, humedad y temperatura.

Las labores y sus tiempos quedan resumidas en el Cuadro 3.
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