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RESUMEN.

Esta investigacion consistid, en la obtencion de un producto para
alimentacion porcina, a partir de residuos de camaron y atin, mezclados con
banano y melaza como fuente de carbono. Se adicioné bacterias lacticas
(Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus) para producir

hidrolisis proteica.

Se realizaron 16 pruebas de laboratorio con dos réplicas cada una, para
establecer la formulacién que diera como resultado un producto estable, libre
de patégenos, con caracteristicas bromatolégicas necesarias para la

alimentacion porcina.

La estabilidad del alimento se alcanza con porcentaje de acidez entre 4.50 y
4,64; pH entre 4.5y 4.8 y Bases Volatiles totales menor a 30 mg%. La mayor
actividad bacteriana se desarroll6 a 40°C, sin embargo a 25°C el desarrollo

bacteriano también fue favorable.

Finalmente, el bioreactor seleccionado es de tipo tanque, discontinuo, y los

agitadores recomendados son de tipo paleta.



INTRODUCCION.

La industria nacional dedicada al procesamiento de productos pesqueros y
en especial la industria camaronera, descartan grandes cantidades de
desechos sdlidos potencialmente valiosos tales como cabezas y caparazones
de camaron. A pesar de gue las exportaciones de camar6n comenzaron a
decrecer desde agosto de 1999, debido a la presencia del virus de la mancha
blanca (white spot), se reporté en este mismo afio un total de 106.281.131,00
libras de camarodn cola, 18.971,181.88 representan cabezas, esto significa
que existi6 un total de 3.414.812,738 de proteina cruda (en peso) o

1.548.667.908 toneladas métricas. (13)

La abundancia de estos residuos organicos se convierten en un problema
ambiental grave al ser eliminados en las laderas de los rios, originando una
alta DBO* y por lo tanto bajo fitoplaknton, disminuyendo la biodiversidad de

las especies.

Una de las alternativas para evitar este tipo de contaminacioén es la utilizacién
de la hidrélisis proteica, proceso que consiste en un fraccionamiento de

compuestos complejos en compuestos mas simples y faciles de digerir (10).

! DBO.- Demanda Bioquimica de Oxigeno expresa el peso de oxigeno necesario para la
destruccion, por oxidacion bacteriana, de las materias orgéanicas contenidas en un liquido.



Este proceso se desarroll6 en Dinamarca en el siglo XIX, para luego
extenderse en los demas paises europeos y asiaticos especialmente, cuyo
destino final era la alimentacién animal. Como tecnologia de procesamiento,
disefiada para limpiar el ambiente de residuos de origen pesquero, se aplico
en la recuperacion de nutrientes tales como proteinas que se desperdician en

grandes volumenes.

Este proceso puede realizarse ya sea por medios quimicos o biolégicos. En
este proyecto se empled un método bioldgico, usando bacterias lacticas en
presencia de fuentes de hidratos de carbono como son los excedentes
agricolas, produciendo acidificacion del medio e inhibiendo el desarrollo de

microorganismos patdgenos.(3)

Paises como Venezuela, Pert, Uruguay se han llevado a cabo diversas
experiencias relacionadas con este tipo de proceso, donde se han usado
residuos de cascaras de frutas (pifia y papaya) como fuente de enzimas
naturales y llevar asi la hidrdlisis proteica. También existen experiencias de
paises como Cuba donde la hidrélisis proteica final sera llevada para el

consumo humano. (5)

En nuestro pais existe poca informacion, relacionada con la hidrolisis

proteica, pues solo existe un trabajo realizado en la década de los ochenta



por el Instituto Nacional de Pesca, donde se realizo hidrdlisis proteica quimica
usando &cidos organicos como el &cido férmico para obtener la acidez

adecuada para la estabilidad del producto (12).

Nuestra investigacién consisti6 en comprobar que estos excedentes son de
utiidad para la alimentacién animal, realizando pruebas de laboratorio
utilizando mezcla de subproductos de camardn, pescado y excedentes del
banano en diferentes proporciones, con el fin de obtener un alimento de
consumo animal (porcino) que cumpla con los requerimientos necesarios
para su alimentacién, determinandose los parametros del proceso y las

operaciones de produccion a escala piloto.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1.Producto.

El producto es el resultado de la mezcla de subproductos pesqueros en
diferentes proporciones, usando como fuentes de hidratos de carbono
banano y melaza, a la cual se le agregado bacterias termdfilas
provenientes del yogurth (Streptococcus thermophilus y Lactobacillus
bulgaricus) para producir hidrélisis proteica. Para lograrlo se eligieron

variables cuantitativas tales como:



®  Temperatura
" Tiempo
" Acidez

| pH

Estas variables fueron determinadas para conocer las condiciones
optimas para la estabilidad del producto. El producto tiene una
consistencia semisoélida, homogénea de olor dulce ligeramente

fermentado, color marrén, y con una alta humedad.

Las ventajas que presenta este producto son:

Digestibilidad. Debido a la hidrélisis producida por las bacterias
lacticas, que originan un desdoblamiento de las proteinas, y de los
carbohidratos presentes en el producto, hace de este un alimento mas

digerible.

Inocuidad. Debido a la alta acidez, originado por las bacterias del yogur
usado como inoculo, cuyos metabolitos son sustancias antimicrobianas
como el &cido lactico, perdxido de hidrogeno, anhidrido carbdénico
produciendo un efecto inhibidor frente a los microorganismos de la

putrefaccion tales como salmonellas, shiguellas, coliformes fecales



Almacenamiento a temperatura ambiente, a pesar de su alto contenido
de humedad. (No requiere refrigeracion). La estabilidad del producto se
debe basicamente a su pH y acidez alta, que impide el desarrollo de

microorganismos patdgenos.

Producto microbiolégicamente controlado y estable.

Minimos requerimientos energéticos en los procesos de produccién. A
diferencia de otros productos utilizados como piensos no requiere de

secado, haciendo que el costo de produccién sea mas bajo.

Utiliza residuos o materias primas subutilizados comercialmente lo que

hace que su adquisicién sea de bajo costo.

Proceso industrial que no contamina el medio ambiente. La mayoria de
estos materiales usados como insumos para el producto, son
eliminados al rio, originando un grave problema de contaminacion
ambiental, pues debido a las proteinas que estos tienen originan un
aumento en la carga bacteriana en los rios y en el mar produciendo
que la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) en zonas cercanas a

empresas y faenamiento de pescado sea alta.



o Producto nutritivo y de bajo costo en comparacion a similares. Una
rica fuente proteico — energética capaz de ser usado con las raciones

alimenticias del cerdo.

1.2 Materia Prima.
Camaron.

Los residuos de camar6n tienen una gran cantidad de
componentes especialmente proteinicos, asi como otros
estimulantes del apetito tales como aminoacidos y nucleotidos,
gue mejoran considerablemente el valor de la dieta en términos
de calidad de la misma (5).



FIGURA 1.1CAMARON Litopenaeus vanamei.

FUENTE: REVISTA DE ACUACULTURA. CNA



TABLA |
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LAS CABEZAS Y

CAPARAZONES DE CAMARON.

COMPOSICION CABEZAS CAPARAZONES.

Proteinas 53.5% 22.8%
Grasa 0.8% 0.4%
Cenizas 22.6% 31.7%
Calcio 7.2% 11.1%
Fosforo 1.68% 3.16%

FUENTE: MANUAL PARA MANIPULEO Y PROCESAMIENTO DE
CAMARON

Banano.

Los bananos verdes contienen del 20 al 22% de la materia seca,
principalmente en forma de almidon. Cuando estas maduran, el
almidén se convierte en azucares simples como: sacarosa, glucosa, y
fructosa. Los azucares presentes en la pulpa del banano maduro, son
facilmente asimilables. Los principales son: sacarosa (66 %), glucosa
(20%) y fructuosa (14%). Algunas bananas verdes y maduras tienen un
bajo contenido de proteina cruda y son particularmente deficientes en
lisina y en amino&cidos azufrados. Para este trabajo usaremos banano

maduro como fuente de azucar (carbohidratos).



TABLA II. VALOR NUTRITIVO DEL BANANO CAVENDISH

Componente Cantidad
Agua (9) 58 - 80
Fibra (g) 0.3-34

Almidén(g) 3.0
Azlcar 15.1-22.4
Acidez total (meq) 29-9.1
Cenizas 06-1.8
Grasas Trazas 0.4
Proteinas 1.1-27
Calorias 77-116
Acido ascorbico 0-31
Carotenos 0.04 - 0.66
Tiamina(mg) 0.02 -0.06
Riboflavina 0.02-0.08
Niacina(mg) 0.04 -0.08
Acido folico (ug) 10
Piridoxina (mg) 0.5
Vitamina A (UT, unidades intern.) 190
Calcio (mg) 7-22
Hierro (mQ) 04-1.6
Fosforo (mg) 29
Sodio (mg) 1.0
Potasio (mg) 370.0

FUENTE: BANANO. CULTIVO Y COMERCIALIZACION.



Pescado.

Los residuos son del atun conocido como albacora o yellowfin
(Thunnus albacares), debido a que este pescado es uno de los de

mayor exportacion actualmente.

El atin pertenece al grupo de los teleostei o peces 0seos, sus
caracteristicas biologicas determinan que son peces pelagicos
grandes, grasos que almacenan lipidos en sus tejidos. La parte
comestible del pescado se encuentra en un rango entre 34 a 65%, lo
gue significa que un 35% a un 66% se consideran desperdicios. Las

caracteristicas quimicas son las siguientes:

TABLA Ill. COMPOSICION QUIMICA DEL ATUN ENTERO.

Min. Var. Normal Maximo.

Proteina 6 16 —21 28

Lipidos 0.1 0.2-2.5 6.7
Carbohidratos <0.5 1

Ceniza 0.4 1.2-15 15

Agua 28 66-81 96

FUENTE: ANALISIS MODERNO DE LOS ALIMENTOS.



Esta composicién varia deacuerdo a la estacién, a la edad, sexo,
medio ambiente si se encuentra en desove 0 no. Estas variaciones
estdn estrechamente relacionadas con la alimentacién, ya que los
peces tienen periodos de inanicidon por razones naturales o fisioldgicas,

o por factores como la escasez del alimento.

Las proteinas constituyen uno de los componentes de mayor
porcentaje después del agua; La piel, las aletas, las porciones activas
de los musculos, los enzimas y hormonas, los pigmentos sanguineos y
musculares, las masas de células hepaticas, y renales y el
revestimiento del tracto intestinal son en gran proporcion de naturaleza

proteica.

El pescado es una de las mejores fuentes de vitaminas y minerales.
Los pescados grasos como el atun es rico en vitamina D, la cantidad

de \vitaminas del grupo B presentes en el pescado son

aproximadamente igual a la que se observa en la carne. El pescado,
especialmente la parte de la cabeza es una excelente fuente de fésforo

y magnesio

El fésforo es un componente de compuestos organicos que cumple

diversas funciones esenciales entre ellas formacién de enlaces ricos en



energia (ATP) fosfolipidos de vital importancia en las membranas
celulares, lipoproteinas circulantes, componente del material genético
(DNA' Y RNA), formacion de compuestos fosforilados intermediarios de
los diversos procesos metabdlicos de los nutrientes organicos,

regulacién de funciones enzimaticas, etc.

La tabla IV muestra, los porcentajes de humedad, proteina, grasa y

cenizas de las partes no comestibles:

TABLA IV. COMPOSICION BROMATOLOGICA PROXIMAL DE LA PARTE

NO COMESTIBLE DEL ATUN

Localizacion de larodaja Humedad % Proteina % Grasa % Cenizas %

Préxima a la cabeza 75.9 18.8 4.8 1.1
Centro 76.2 19.8 35 1.2
Préxima a la cola 77.2 19.9 2.6 1.2

FUENTE: MANUAL PARA MANIPULEO Y PROCESAMIENTO DE
CAMARON.



FIGURA 1.2 PESCADO Thunnus albacares

FUENTE: MANUAL DEL INSTITUTO NACIONAL DE PESCA.



Yogurth.
El yogurth comercial esta constituido por dos tipos de bacterias que

son Lactobacillus bulgaricus y el Streptococcus thermophilus

Los Lactobacillus bulgaricus son bacilos, generalmente largos y
delgados, que forman cadenas. Son microaerofilos, aunque existen
algunos anaerobios estrictos, catalasa negativo y gram positivos,
fermentan los azucares dando 4&cido Ilactico como producto
principal.(19). Son homofermentativos es decir que producen
mayormente acido lactico, y Unicamente pequefias cantidades de acido
acético y CO; e indicios de otros productos, las temperaturas optimas

de crecimiento es de 37°C o incluso superiores.

Otro de los productos originados por los Lactobacillus es el peréxido de
hidrogeno, que se produce por carecer del enzima peroxidasa, este
peréxido es efectivo para inhibir el crecimiento de los patégenos

Pseudomonas y Staphylococcus aureus.

Los Streptococcus desde el punto de vista alimenticio se clasifica en
cuatro grupos; piogenos, viridans, lactivos y enterococos.
En el grupo viridans se encuentran los Streptococcus thermophilus, los

cuales se multiplica bien entre 37 y 40°C, pero también se desarrolla a



50°C. Es una especie homofermentativa termoresistente, que
sobrevive a un calentamiento a 65°C durante 30 minutos. Es
acidificante, es microaerofilos y soportan muy bien los medios acidos
(pH 4 a 4,5) El Streptococcus thermophilus y el Lactobacillus
bulgaricus viven en estrecha simbiosis, pues ambos producen mas

acido lactico que cuando crecen aislados.

Melaza.

La melaza, un subproducto de la produccion del azucar, es
una de las fuentes mas baratas de carbohidrato. Ademas de una
gran cantidad de azucar, las melazas contienen substancias
nitrogenadas, vitaminas y elementos traza. (6)

La composicion de la melaza puede variar debido a la materia prima

utilizada para la produccion de azucar, las condiciones climaticas, el

proceso de produccion de cada factoria, y en especial de la localidad.

La melaza cuenta con aproximadamente 14% de glucosa libre, aparte
de un 35% de sacarosa en su composicién, un maximo de 25% de
agua, y un 5% de cenizas y las bacterias posiblemente tienden a

atacar primero la glucosa libre y luego desdoblar la sacarosa.



TABLA V. COMPOSICION QUIMICA DE LA MELAZA.

Composicion

Melazas de azlcar de carfia

Materia seca
Sacarosa

Rafinosa
Azucar invertido
Materiales
N
P203
CaO
MgO
K20
SiO,
Al,O3
FeoO3
Tiamina ug/100g
Riboflavina peso
Piridoxina seca
Niacinamida
Acido pantotenico
Acido folico

Biotina

77 -84
33.4

21.2

120

FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL.



1.3 Proceso de hidrdlisis

El termino hidrdlisis se refiere generalmente a reacciones que intervienen
agua y en la que se producen dos o mas compuestos, ninguno de los

cuales contienen todos los componentes de la sustancia reaccionante.

Los elementos organicos presentes van a constituir el sustrato sobre el
cual van a actuar los microorganismos 0 enzimas para convertirlo en
moléculas de degradacion mas simples y como fuente de energia para su
supervivencia. Este proceso produce compuestos abundantes como
azucares, aminodacidos, compuestos nitrogenados y nucleotidos, todos los
cuales entraran en el proceso de fermentacion siguiendo varias vias

catabolicas.

Existen dos mecanismos o vias claramente definidos estos son: Via
homolactica y via heterolactica. Por el tipo de bacterias a usarse el

proceso va a ser homolactico.

Fermentacién Homolactica.

También conocida como via Emdyen-Meyerhof. Consiste en la formacion
a partir de la glucosa de una serie de metabolitos intermediarios como la
hexosa difosfato (fructosa 1-6 difosfato) que es dividida en dos triosas

fosfato por la accion de una enzima llamada fructosa 1 — 6 difosfato



aldolasa. De estas triosas se genera el piruvato y el acido piravico el cual
es reducido con dos tipo de enzimas lacticas deshidrogenasas para formar
el acido lactico en forma espacial dextrogira y levogira, producto terminal

de ésta fermentacion. (2)



FIGURA 1.3 ESQUEMA DE LAS VIAS FERMENTATIVAS DE LAS

BACTERIAS ACIDOLACTICAS.

Glucosa

3 v
«—— Aldolasa 6P-Gluconato
Xilulosa-5P CO;
Fosfocetolasa | — )
A 4
Triosa-3P - ¢ ¢
Triosa-3P Acetil-P
ADP
' ADP
ATP L
ATP
A 4
v Piruvato
Piruvato
A 4
l Acetato/Etanol
Lactato Lactato

FUENTE: CONTROL E HIGIENE DE LOS ALIMENTOS.
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CAPITULO 2.

2. PRUEBAS EXPERIMENTALES.

2.1 .Materiales y Métodos

Se realizd un estudio descriptivo experimental, en laboratorio para establecer las
materias primas a utilizar. Los datos recolectados fueron tabulados en el programa

Excel 97.

El criterio de inclusion fueron todos aquellos residuos de pescados, camardn y
calamar recién procesados y que carecian de partes descompuestas y olores
desagradables provenientes de la descomposicion de los mismos.

En el criterio de exclusion se encuentran las cabezas y residuos de camarén que

presentaban mas de 150 ppm de metabisulfito de sodio ya que este actla como
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inhibidor de los enzimas y de las bacterias. También se excluyé yogurth azucarados

(sacarosa) y aquellos de dieta.

El pescado empleado fue el atin conocido como albacora (Thunnus albacares;),
utilizado para la elaboracion de lomos precocidos y enlatados. El rendimiento de
estos procesos representa el casi 50%, el restante consta principalmente de cabeza,
visceras, cola, espinazo, piel, conjuntamente con el pescado que ha sido golpeado

durante el transporte hasta la planta procesadora.

Estos residuos provienen de las diversas plantas procesadoras de atin que se

encuentran en las provincias de Guayas y Manabi, especialmente en Manta.

El traslado se lo realizé en termos con paquetes de glicol congelado para su mejor
preservacion y asi evitar el deterioro de las proteinas por altas temperaturas y
finalmente fueron almacenados en un congelador con una temperatura no mayor a

-5°C, hasta su procesamiento.

Los residuos de camarén, que constan principalmente de cabezas
pertenecen de la especie Litopenaeus vanamei; son camarones de
acuacultura, provienen de las distintas empacadoras que exportan
camaron cola principalmente a los Estados Unidos, cabe indicar que la
cantidad de caparazones utilizados es minima, debido a que Ia
mayoria de las exportaciones es de camaron entero o camarén cola

por lo cual conservan su caparazon.
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Estos residuos fueron recolectados en gavetas con hielo en la planta de proceso y
posteriormente almacenados en un congelador con temperaturas no superior a -5°C,

temperaturas necesarias para inactivar los enzimas.

Las cabezas de camaron, no pueden ser almacenados por mas de una semana,
debido a que comienza el deterioro llamado melanosis, que es un proceso
deteriorativo causado por la actividad enzimatica sobre las proteinas que contienen,
presentandose puntos o manchas negras y posterior demorfacion de la cabeza del
camarén. La utilizacion de las cabezas de camaron con melanosis, adicionaria

enzimas no deseables en el proceso provocando putrefaccion del producto.

El banano, proveniente del excedente no exportable, fue adquirido en los distintos
puestos de venta de ésta fruta. Debe tener una consistencia firma y un color amarillo
que nos indique que la fruta se encuentra en un estado de madurez optimo para el
proceso, pues este va a ser una de nuestras fuentes de carbohidratos (sacarosa,
glucosa, fructosa) y por lo tanto debe estar carente de almidén, ya que el almidon es

un carbohidrato no facilmente hidrolizable.

El banano pertenece a la especie cavendish, se lo mantuvo en
refrigeracion por un dia, tiempo maximo para evitar quemaduras por
frio. Del banano se utilizo en principio la cascara y el fruto en si, pero la
presencia de taninos en la cascara actio como un inhibidor del

crecimiento bacteriano.
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El yogurth utilizado, es un producto de formula comercial preparado en
las distintas empresas lacteas de la ciudad, también se utilizé yogurth
de preparacion reciente de la planta piloto de Daule de cepa certificada
para evitar interferencia de algun otro tipo de bacteria que no sean la
bacteria Lactobacillus lactis y el Streptoccus thermophilus usado para
la elaboracion del yogurth, debe mantenerse refrigerado hasta el
momento de la elaboracion del producto, en el caso del yogurth
preparado en la planta piloto de la planta de Daule, este debe tener no
mas de dos dias de preparacion, porque de esta manera aseguramos
gue las bacterias se encuentra en la etapa de crecimiento, momento

Optimo para inocular.

La melaza fue recolectada en los Ingenios que se encuentran en la provincia de
Guayas, también fue transportada desde el cantén Chone (provincia de Manabi) en

tanques limpios y sellado con capacidad de 4 galones.

Los materiales como molino, espétulas, beaker, agitadores de vidrio, deben ser
lavados con pequefia cantidad de jabon para evitar que los residuos de detergente
actien como inhibidor de la actividad microbiana, lavados con agua caliente y fria
para producir un choque térmico y evitar que intervengan otras bacterias en el

proceso.
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Métodos.

Los métodos fisicos — Quimicos para determinar Humedad, Cenizas,
Grasas y Proteinas fueron realizados segun la AOAC. 1996. Calcio

segun método INEN 546.

Bases volatiles totales por destilacion, pH por el potenciometro digital de lectura

directa marca Corning, Acidez titulable. Método 15.004 (AOAC) 1996.

Microbiologicos. Métodos ICMSF (Comision Internacional de

Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos.)

Contaje de aerobios. Diluciones seriadas Agar PCA.
Estafilococos aureus. Agar Parker.
Salmonella.- Preenriguecimiento con agua

Buferada en caldo
tetranionato.
Aislamiento.- Lisina, Xilosa,

desoxicolato
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®  Shiguella. HEA.(Hektoen Enteric Agar)
Selenita

®  Coliformes totales.- Tubos multiples.

®  Eschericia coli. Agar EMB. (Eosina Azul de
Metileno).

2.2. Determinacion de los pardmetros del Proceso.
Para determinar las variables del proceso se realizaron diversos
ensayos en el laboratorio, consistentes en 2* (16) pruebas en
laboratorio con 3 réplicas cada una. Conociendo que uno de los
productos desarrollados por estos microorganismos es el acido lactico
consideramos la acidez como nuestro principal parametro
conjuntamente con el pH, y Bases Volatiles Totales, como indice de
deterioro. Se procedio a incubarlas a temperaturas de 37°C, 40°C, por
48 horas. También se hicieron ensayos a temperatura ambiente que
varié entre 26°C y 28°C por 48 horas. La acidez nos da un indicio de la
produccion de acido lactico, acido que permitira la estabilidad del

producto.
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De las 16 pruebas realizadas, las primeras cuadro con sus respectivas

réplicas se utilizé calamar, pero la falta de materia prima hizo descartar

esta materia;

en las siguientes se hizo ensayos con residuos de

camaron sin residuos de pescado y luego con residuos de pescado;

La tabla VI resume los 5 ensayos que mas informacién dieron a este

estudio.

TABLA VI. RESUMEN DE FORMULACIONES REALIZADAS EN

LABORATORIO.

ENSAYOS %CAMARON | %PESCADO | %BANANO | %MELAZA |%YOGUR
1 75 15 -Iil-.l(_)|
2 40 35 15 10
3 40 35 15 10
4 40 35 15 7 3
5 40 35 15 7 3
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TABLA VII. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ENSAYO 1

Dias pH Acidez (% ac. Lactico) B.V.T.(mg%) Temperatura

1 6.8 0.252 11.20 37°C
2 5.0 0.42 25.00 37°C
3 4.9 1.68 130.00 27°C

TABLA VIII. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ENSAYO 1.

DIAS COLOR OLOR APARIENCIA

1 Anaranjado Banano Solido
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2 Anaranjado Lig. Fermentado Semi- solido

3 Anaranjado Fuertemente fermentado Mayor presencia de liquido.
Lig. putrido
4 Anaranjado Putrido Presencia de hongos.

FIGURA 2.4 HONGO Penicillium expansum

FUENTE: FOTO TOMADA EN PRUEBAS DE LABORATORIO
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TABLA IX. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ENSAYO 2

Dias pH Acidez (% ac. Lactico) B.V.T.(mg%) Temperatura

1 6.5 0.252 13.10 37°C
2 4.8 0.783 30.15 37°C
3 4.5 1.68 105.00 37°C
4 4.5 2.35 140.20 37°C

TABLA X. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ENSAYO 2.

DIAS COLOR OLOR APARIENCIA




1 Anaranjado
2 Anaranjado
3 Anaranjado
4 Anaranjado
5 Anaranjado

Banano
Lig. Fermentado

Fermentado

Fuertemente fermentado
Lig. putrido
Pdtrido
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Sélido

Semi- solido

Mayor presencia de liquido
Mayor presencia de liquido.

Presencia de hongos.

FIGURA 2.5 HONGO Monillia

FUENTE: FOTO TOMADA EN PRUEBAS DE LABORATORIO.



TABLA XI. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ENSAYO 3.

Dias pH Acidez (% ac. Lactico) B.V.T.(mg%) Temperatura

1 7.05 0.26 13.20 40°C
2 4.11 1.34 16.14 40°C
3 4.55 2.07 16.13 26°C
4 4.45 1.04 24.57 26°C

TABLA XIl. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ENSAYO 3.

DIAS COLOR OLOR APARIENCIA




Anaranjado Camardn cocinado

Anaranjado (café Camardn cocinado
en la superficie)

Anaranjado Fermentado

Anaranjado Fuertemente fermentado
Lig. patrido

Anaranjado Patrido
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Semi -sélido

Semisodlido

Mayor
liquido
Mayor

liquido.

presencia de

presencia de

Presencia de hongos.

TABLA XIll. CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ENSAYO 4.

Dias pH Acidez (% ac. Lactico) B.V.T.(mg%) Temperatura

1 7.15 0.25 13.20 40°C

2 4.44 1.36 19.25 40°C

3 4.46 1.43 28.00 26°C

4 445 2.58 21.00 26°C

8 4.45 4.58 19.20 26°C

10 450 4.60 19.15 26°C

15 451 4.60 20.00 26°C

30 452 4.68 19.28 26°C



45 455
50 454
60 4.58

4.68

4.70

4.48
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22.00 26°C
22.15 26°C
20.00 26°C

TABLA XI1V. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS. DEL ENSAYO 4.

Dias Color Olor Textura

1 Café oscuro Dulce de banano semisélida

2 Café oscuro melaza Semisolida

3 Café oscuro Melaza Presencia de hidrolisis

4 Café oscuro  Agridulce Mayor presencia de hidrolisis
8 Café oscuro Agridulce Textura constante

10 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante

15 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante

30 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante
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45 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante
50 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante

60 Café oscuro Lig. fermentado  Textura constante

TABLA XV. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL ENSAYO 4.

Dias Recuento de aerobios

4 20 x 10°
30 54 X 10°
60 13 x 10*

TABLA XVI CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ENSAYO 5.

Dias pH Acidez (% ac. Lactico) B.V.T. (mg%) Temperatura

0 6.0 0.88 14.48 41°C
1 4.5 1.93 52.86 40°C
2 4.50 2.40 73.81 26°C
3 4.40 4.23 48.76 26°C
4 4.45 4.50 30.72 26°C
8 4.45 4.58 27.28 26°C
10 4.50 4.60 27.50 26°C

15 451 4.60 27.30 26°C
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45

4.73

4.55

4.68

4.68
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27.89 26°C (temp. amb)

28.90 26°C (temp. amb)

TABLA XVII. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ENSAYO 5.

Dias Color Olor Textura

0 Café oscuro Dulce de banano semisolida

1 Café oscuro melaza Semisolida

2 Café oscuro Melaza Presencia de hidrolisis

3 Café oscuro Lig. Fermentado  Mayor presencia de hidrélisis
4 Café oscuro Lig. fermentado =~ Masa homogénea

8 Café oscuro Lig. fermentado Masa homogénea

10 Café oscuro Lig. fermentado Masa homogénea

15 Café oscuro Lig. fermentado Masa homogénea
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30 Café oscuro Lig. fermentado =~ Masa homogénea

45 Café oscuro Lig. fermentado Masa homogénea

TABLA XX. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DEL ENSAYO 5.

Dias Recuento de aerobios

1 215 x 10*

2 116 x 10*

30 106 x 10°
Salmonella negativo.
Shiguella negativo

Coliformes totales  negativo

2.3 Formulacion del producto.
Los microorganismos para crecer, requieren de fuentes de carbono, Nitrégeno (N),
Hidrogeno (H), Fésforo (P), Oxigeno (O) y metales trazas tales como: Magnesio,
(Mg), Manganeso (Mn). Cobre, (Cu), Hierro (Fe), Zinc (Zn), Calcio (Ca), Molibdeno

(Mo) necesario para el crecimiento.

En la formulacion se tom6 en consideracion la energia a partir de la oxidacion de la
fuente de carbohidrato proveniente principalmente del banano y la melaza, energia

otorgada por el Carbono, (ver tabla V).

Tipo de proceso aerdbico o anaerdbico, es otro factor importante, nuestro proceso
es anaerébico por lo tanto las bacterias aprovechan soélo el 10% del carbono. Se

conoce que alrededor del 45 — 50% de la composicion de la biomasa esta formado
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por carbono. Las bacterias utilizadas en el proceso toman como sustrato la glucosa

libre.

Ejemplo:

Si queremos obtener 150g/l de biomasa, el 50% de esto es Carbono es decir 75 g,
el 10% por ciento fue aprovechado por las bacterias anaerdbicas, nos indica que
7509 de Carbono necesitamos para obtener una biomasa de 150 g/I.

Las bacterias utilizadas en nuestro estudio aprovecha la glucosa

libre; La glucosa es un monosacarido cuya férmula es:

CsH1206. €l peso molecular del Carbono es 12 multiplicado por 6 nos da 72;
Hidrogeno peso molecular 1 por 12 igual da 12; Oxigeno peso molecular 16 por 6

igual 96, las suma de estas multiplicaciones es igual a 180g. por lo tanto

1809 (peso molecular de la glucosa)-------------------- 729 (Carbono)

X 750g

1875g

Este valor lo dividimos para el peso de una molécula de glucosa asi tenemos:

18759/180g = 10.42= 11 moléculas de glucosa.

Estas 11 moléculas se logré obtener, con la adicion de melaza (ver tabla V). En
cuanto a los requerimientos de Nitrdgeno y los demas elementos, esto fue
suministrado por los residuos de pescado y de camar6n (ver tabla | y V). El célculo
principal es la cantidad de Carbono requerido para el metabolismo de las bacterias.

2.4 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO.



Las caracteristicas del producto son:

®  Composicion:
Residuos de camaron
Residuos de pescado
Yogurth
Melaza

Banano
®  Densidad (p) = 2.2g/ml

®  Sdlidos = 30%.

Organolepticas:

" Semi - solido
®  Olor Fermentado

®  Color marrén oscuro

Quimicas:
®  Un pH que varia entre
®  Acidez que varia entre

®  Bases volatiles totales

Bromatologicas.
®  Humedad varia entre

®  Cenizas entre

40%
35%
3%
7%

15%

45y4.8
4.50 y 4.68% acido lactico.

19.00 y 30.00 mg%

68 — 75%

2.5y3.57%
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®  Pproteinas entre
®  Grasa

" Calcio entre

Microbiologicas.

®  Salmonellas

®  Shiguellas

®  Hongos

®  Coliformes totales

®  Eschericia coli

®  Estafilococos aureus

" Aerobios entre

13.51y 16.00%
2.00y 3.00%

0.46y 0.5

ausencia
ausencia
ausencia
ausencia
ausencia
ausencia

20 x 10° — 215 x 10" (UFC/q)

40
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CAPITULO 3.

3.PROCESO DE PRODUCCION.

3.1Determinacion de las operaciones de produccion.
Se determinaron que las operaciones basicas para producir la

hidrdlisis proteica, son las siguientes:

Recepcion, cocinado, molido, mezclado, incubado, obtencion del
hidrolizado, para finalmente ser empacado y almacenado a

temperatura ambiente.
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Recepcion.
Los residuos son recolectados de las distintas enlatadoras y
empacadoras, pesados y troceados en especial cuando se trata de

cabezas de pescado.

Coccion.

El objeto de la coccion fue la destruccion de patégenos tales como
coliformes fecales, estafiloccos y la familia de los vibrionaceos,
microorganismo que se encuentran como flora natural o que se
adicionan durante la manipulacion de la materia prima Todos estos
enteropatdégenos son sensibles al calor, por lo que pueden destruirse a

72°C.

Por seguridad se seleccion6 una temperatura de 100°C; Para
determinar el tiempo de coccion se tomaron variables cuantitativas
como el porcentaje de proteinas y numero de microorganismos

eliminados y una variable cualitativa (textura).

Los tiempos tomados como referencia fueron: 10, 15 y 20 minutos. Los

resultados fueron:
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TABLA IX. PRUEBAS DE COCCION

Tiempo % Proteinas No. de aerobios Textura.
(minutos) (UFC/g)

10 16% 4.8 x 10° Firme

15 16% 2.6x10° Mas blanda

20 13% 35x10 Ligeramente pastosa

La coccion se lo realiz6 artesanalmente, en ollas de aluminio en
cocinados por inmersibn en agua en cocinas de gas. Luego de
cocinados se realizd un escurrido, para eliminar la mayor cantidad de

agua posible. El rendimiento en este paso de fue de 95%

Molido

La molienda de estos residuos se los realizé, en molino de
comprension con criba de 3 a 5 milimetro de didmetro, con la finalidad
de que el producto obtenido sea lo mas fino posible y asi obtener una

mejor hidrélisis proteica.

Mezclado
El mezclado se lo realizé con el fin de obtener una masa homogénea,

distribuir las bacterias lacticas uniformemente. El tiempo de mezclado
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se estimo en 10 minutos, la velocidad de agitacion recomendada es de

60rpm (8)

Incubado

El incubado se lo realiz6 en el bioreactor por un tiempo de 48 horas,
tiempo necesario para el maximo desarrollo bacteriano. La temperatura
de incubacién vari6 entre 37 y 40°C. aunque también puede
desarrollarse a 25°C. Esta temperatura se alcanzo por la temperatura
ambiente y el calor generado por las bacterias, no se requiri6 de un
equipo dotado de serpentines o con camisa de vapor. La temperatura
se verific6 con un termémetro de mercurio, se registro temperaturas

cada 8 horas es decir se realiz6 6 tomas de temperatura.

Hidrolizado proteico.
Después de incubado se obtuvo el hidrolizado proteico, al cual se le

realizé los analisis microbioldgicos y quimicos necesarios.

Envasado y almacenado.

Se procedio a envasar el hidrolizado en bidones plasticos, previamente
lavados con una solucién de cloro de 5 ppm y almacenado a
temperatura ambiente. El rendimiento del proceso es igual Producto

final (Pf)/Producto inicial (Pi). Red. Pf/Pi = 80.08%



FIGURA 3.13 DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO

RECEPCION DE RESIDUOS

(residuos de camaron 4kg ,

de pescado 3.5 kg)
75%
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Desp.

Residuos 4]

7,5kg

COCINADO
100°C por 15 Min.

MOLIDO

7.05kg

y

MEZCLADO *

*INCUBADO 25 - 40°C.
48 horas

\4

3 9.55 kg

7,13 kg

<

co?

HIDROLIZADO
7.64kg

(3%) 0.3 kg

RECEPCION DEL BANANO RECEPCION
DE MELAZA
A\ 4 A 4
PESADO PESADO
(15%) (7%)
J 2.03kg 0.7kg
Despe{ PELADO
g
LICUADO | ———
v
2.5kg Bacterias lacticas (yogurth)

* Toma de muestra

** |ectura de la temperatura y toma de muestra



FIGURA 3.7 PLATNA ARTESANAL PARA
PRODUCIR HIDROLIZADO PROTIECO.

FUENTE: FOTO TOMADA EN EL CENAE.
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FIGURA. 3.10. PRODUCTO TERMINADO

FUH
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3.2. Principales especificaciones del Bioreactor.

La seleccién del bioreactor depende de factores como:

® Tipo de reaccion. (simple o compleja).- La reaccién es de tipo simple es
decir:

—

Substrato producto.

CsH1206(glucosa) —¥» 2C3HsOs3 (acido lactico)

El producto obtenido en las diversas experiencias deriva directamente del
metabolismo primario utilizado para la produccién de energia. El
crecimiento, el catabolismo del carbohidrato y la formacion del producto se

llevan a cabo casi en paralelo.

®  Caracteristicas del proceso.

®  Proceso discontinuo (batch). No estacionario Requiere de 48 horas

para producir el hidrolizado

®  Sistema cerrado. No hay entrada ni salida de componente mientras se

produce la reaccion.

® Proceso en ausencia de oxigeno, por lo no tanto no aireado.

® Transferencia de masa.- Se da durante el crecimiento y metabolismo

microbiano, tiene lugar durante la transferencia de nutrientes y



51

metabolitos entre el medio externo y la célula. En los procesos
anaerdbicos la demanda microbiana es cubierta usualmente sin
dificultad, ya que segun las caracteristicas de las materias utilizadas,
es cubierta. Por lo tanto al no haber oxigeno, la transferencia no es un

factor decisivo en la seleccion del bioreactor.

Transferencia de energia. Durante el metabolismo se produce
energia metabdlica que se disipa en forma de calor, y tienen a elevar la
temperatura del medio, experimentalmente el calor generado por los
estreptococos es de 20 -—21 kj/gramo(8), mas la energia mecanica de
los agitadores. Toda ésta cantidad de calor se trasmite al medio y
eleva la temperatura. Por lo tanto al trabajar con temperatura ambiente
que varia entre 25 — 35°C, méas la cantidad de calor generado no se

requiere de un serpentin o de una camisa de vapor.

Agitadores.- Estd en funcibn de su consistencia; El agitador
recomendado es de tipo paleta. La velocidad de agitacion debe ser de

60rpm.



FIGURA. 3.11. AGITADOR DE PALETA.
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® Capacidad del bioreactor. Para calcular las dimensiones del bioreactor

nos basamos en la siguiente ecuacion:

Para conocer el diametro de un bioreactor usamos la férmula de:

FORMULA |I. CALCULO DE VOLUMEN

V= 1HD?
4
Donde
H es la altura
V = volumen
D = diametro
= 3.1416
Si : H =D tenemos
V= 1D
4

Despejando tenemos:
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FORMULA II. CALCULO DEL DIAMETRO.

Ejemplo:
Para un proceso piloto se trabaja con un maximo de 20 litros o 0.02 metros

cubicos Reemplazando tenemos:

(4(0.02)/3.1416)**= 0.294m 0 29.42 cm.

Para calcular la altura reemplazamos el diametro en la formula | y
despejamos la altura.
V4

nD?

Esto nos da H =0.2887m o0 28.87 cm. Esta altura es de llenado del tanque

A este valor hay que sumarle el 25% del diametro es decir H= 0.25D.

H=0.25(29.42cm)=7.36cm

La altura total serd de 7.36 + 28.87 = 36.23cm.



Material.- El material del bioreactor tiene que ser sanitario, resistente al

acido, facil de limpiar, el polipropileno cumple con éstas caracteristicas.
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FIGURA 3.12 BIOREACTOR TIPO TANQUE

——» 29.42cm
3
Y
v 11
36.28 cm 0
A |l
|l
|l 2
|l
m— - — - L4

FUENTE: ELABORADO POR FERNANDA HURTADO Y EVEN BASURTO.

1.- Entrada del bioreactor 2.- Salida del bioreactor
3.- Prensa estopas y 4.- Agitadores de paleta.
cojinetes del agitador.

5.- Motor.
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3.3 ANALISIS DE RESULTADOS.

La Figura 3.12, muestra el efecto de la temperatura sobre la produccion
de acido lactico, observamos que a 40°C hay mayor produccion de acidez
en los primeros 8 dias, pero a medida que aumentan los dias el porcentaje

de acidez es casiigual a diferentes temperaturas.

La Figura 3.13, muestra la influencia de la temperatura sobre el pH, y
nos damos cuenta que el pH a 37 y 40°C tiene un descenso brusco de 7.5
a 4.5 durante los primeros dos dias, esto tiene relacion con la etapa de
méaxima crecimiento de las bacterias donde, a medida que consumen
sustrato van produciendo acido lactico, mientras que a temperatura
ambiente el descenso es mas lento durante los primeros dias y luego

llega a alcanzar un pH de 4.5.



Acidez.

HGURA 312 BEFECTODELA
TEVPERATURA SCBRELAACIDEZ

1234567 8910112

Das

—+— Acidez (tenp. anb)
— B Acidez(37°0).
Acidez (40°Q
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FIGURA 3,13 EFECTO DE LA TEVPERATURA
SOBRE EL pH

123456789101
DAS

—e— pH(tem anb)
—i— pH(tenp. 37°0
pH(tenp. 40°Q
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En cuanto a las Bases Volatiles Totales, existe una relacion con el
crecimiento de microorganismos no deseables y las bacterias lacticas,
produciéndose una competencia entre ellas, que se nutren del mismo
sustrato; Los microorganismos no deseables decrecen paulatinamente
con la producciéon de acido Ilactico, que actia como inhibidor de éstas

(ver Figura 3.14)



B.V.T mg%

FIGURA 3.14 VARIACION DE LASB.V.T. A
DIFERENTES TEMPERATURAS DE
INCUBACION.

—=— B.V.T (TEMP. AMB)
B.V.T (37°C)
B.V.T. (40°C)
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La figura 3.15, muestra el desarrollo microbiano a diferentes temperaturas
asi, se observa que a 40°C, se produce el mayor incremento de bacterias,
mientras que a temperatura ambiente se da el menor crecimiento

bacteriano.

El crecimiento bacteriano a 37°C se asemeja mucho al que se da
temperatura ambiente, en las primeras 48 horas, pero a partir de las 72
observamos que a temperatura ambiente comienza a morir las bacterias
(lisis), mientras a 37°C entra en un estado estacionario y luego decrecer

hasta llegar a una etapa de estabilidad.

Observamos también en esta figura una fase de muerte acelerada
(descenso) que se da en las tres temperaturas tomadas como referencia,
si comparamos estos con la acidez y el pH podemos decir que se debe a
la produccion de acido lactico que actia como inhibitorio del crecimiento

bacteriano.



CONTAJE
MICROBIOLOGICO.

FIGURA 3.15 RECUENTO MICROBIOLOGICO A
DIFERENTES TEMPERATURAS.
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En la tabla XX, realizamos un estudio comparativo entre el producto obtenido y
los requerimientos de los lechones después del destete, observando que la proteina,
principal nutriente requerido se encuentra 2% por debajo de lo establecido, pero
que puede variar dependiendo de las partes utilizadas para la elaboracion del
producto, sin embargo en el momento de la preparacion de la dieta puede
mejorarse con otro agregado proteico, es importante recalcar también que un
elevado porcentaje de proteinas puede causar en el lechon problemas de

desaminacion en los rifiones produciendo dafios al animal (12)

TABLA XX ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE PRODUCTO OBTENIDO
Y LOS REQUERIMIENTOS DE LOS LECHONES.

Nutrientes  Producto obtenido (%) Requerimientos del lechon(%)

Proteina 13.5-16% 18%
Grasa 2.0-3.00 2.5%
Calcio 0.46 — 0.5% 0.80%

Estudios realizados por el Instituto Tecnoldgico del Peru por N. Areche T. ,
Z. Berens Vy G. Ledn O. obtuvieron a partir de pescado entero de bajo

costo comercial un porcentaje de proteinas de 16.16%.

Estudios realizados por G. Rodriguez V.; B. Fedor A; R. Contreras P. y R.
Flores G., G. Navarro G. A. Ezquierra, L. Pérez C. en el Centro de

Investigaciones Pesqueras de la Habana Cuba, obtuvieron a partir de
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pescado de bajo costo comercial, un 12.12% de proteina, utilizando

enzimas comerciales (10).

E. Bertullo y Col, del Instituto de Investigaciones Pesqueras de la Facultad
de veterinaria de la Universidad de la Republica de Uruguay, Montevideo,

la proteina vario entre 9.05 y 10.05% de proteina bruta (10)

En el Instituto Nacional de Pesquisas de Amazonia — INPA, Manaus (FAO
—Direccién de Industria Pesqueras), se obtuvo un porcentaje de proteinas
que vario del 11.30 — 13.26% también partiendo de pescado entero de

bajo precio comercial (11)



CONCLUSIONES.

. Los subproductos pesqueros, mezclados con los excedentes agricolas

son utiles para la alimentacion animal.

. El proceso se realiza en condiciones anaerobicas con bacterias

Streptoccocus Thermophilus y Lactobacillus bulgaricus.
. La temperatura ideal de crecimiento bacteriano es de 40°C. pero el
proceso también se desarrolla a temperatura ambiental (26°C) y a

temperaturas de 37°C.

. La acidez del producto se lleva a cabo entre 4 .5y 4.8% de &cido lactico y

un pH de 4.5y 4.8.

. El tiempo de incubacion debe ser de 48 horas.



6. Las Bases Volatiles Totales, es un indicativo de deterioro, no debe ser

mayor a 30 miligramos por ciento.

7. El contaje microbiano se encuentra en un maximo de 10° bacterias por
gramos (UFC/g). Libre de enteropatogenas (salmonella, shiguella,

coliformes), Estafilococos aureus y hongos.

8. El producto tiene un porcentaje de proteinas entrel3y 16%, la grasa esta

entre 2 y 3%; humedad entre 68 — 75% y cenizas entre 2,5y 3.57%.

9. El bioreactor seleccionado es de tipo tanque, discontinuo, cerrado.

10.La agitacion no debe exceder de 60rpm para evitar destruccion de la

estructura de las bacterias.

11.Los agitadores deben ser de tipo paleta.



RECOMENDACIONES.

1. El proceso debe ser cuidadosamente controlado, en especial en las
condiciones de higiene para evitar contaminacion por microorganismos

patégenos.

2. Es necesario que la materia prima, aunque sea producto de desecho se

mantenga en buenas condiciones de preservacion.

3. El producto debe ir destinado a la alimentacion de los lechones después
del destete, debido al porcentaje alto de proteinas, como complemento de
la dieta diaria, en lo que significaria un costo menor en la alimentacion de

cerdos.



4. Es preferible trabajar con bacterias certificadas, para evitar interferencias
de otras bacterias que puedan producir compuestos putridos en el

momento del desarrollo del producto.

5. Se recomienda llevar este producto a experimentacion con animales

(lechones) como complemento a este trabajo.



A PENDICE



APENDICE A

Bases Volatiles Totales. Método por destilacion.

Son componentes nitrogenados que reaccionan con los &cidos produciendo
sales quimicamente estables que pueden ser destiladas recogidas y
neutralizadas con acidos. La cantidad de acido combinado es una medida del
contenido total de Bases Volatiles presentes. El resultado es comunmente

expresado en miligramos de nitrégeno por 100 gramos de muestra.

Este método se basa en la destilacién, después de la precipitacion de las
proteinas con &cido tricloroacético al 5% y posterior extraccion con oxido de
magnesio que es recogido en una solucion de &cido boérico al 1% y posterior

titulacién con HCI 0.1N.

Método.

1. Mezclar 100 gramos de muestra con 300 ml de &acido tricloroacético al 5%.
2. Filtrar con papel filtro cualitativo.

3. Llevar a un balon de destilacion de 800 ml de capacidad

4. Agregar 1 — 2 gramos de 6xido de magnesio.

5. Adicionar 100 ml de agua destilada.

6. Agregar 1 — 2 de gotas de antiespumante y parafina.



7. Recoger el destilado en una fiola de 500ml| de capacidad que contenga 25
ml de &cido bdrico al 1% con gotas del indicador mezcla de verde de
bromocresol y rojo de metilo.

8. Destilar por un lapso de 20 minutos a partir de ebullicion.

9. Titular con HCI 0.1N hasta una coloracion anaranjado palido inicial.

Célculos:

Consumo de HCI 0.1N x Normalidad del HCI 0.1 x 14 x100 = mg%

Peso de la muestra.



APENDICE B.

METODOS Y PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

METODOS ICMSF Error! Marcador no definido.

CONTAJE EN PLACA (TOTAL DE VIABLES CONTABLES) T.V.C.

FUNDAMENTO

Basicamente el método consiste en la preparacion de placas utilizando
muestras diluidas y el agar PCA (Plate Count Agar) contando las colonias
después de la incubacion el tiempo de incubacion dura de acuerdo a la

temperatura de la misma.

MATERIALES Y APARATOS

- Cajas Petri de 90 mm de diametro por 15 mm de alto.
- Tubos de ensayo de

- Fundas Plasticas de

- Stomacher

- Incubadora

- Autoclave

- Balanza



- Bandejas y/o platos de Aluminio (Acero).
- Tijeras
- Pinzas
- Pipetas

- Contador de Quebec

REACTIVOS

- Agua destilada

- Agua de Peptona

- Plate Count Agar (PCA)
- Alcohol

- Cloruro Trifenil Tetrazolio

AGUA DE DILUCION.

Esté formada por agua de Peptona al 0.1 %, se autoclava a 115 °C y a 15 Ibs

de presién por 15 minutos.

AGUA COUNT AGAR (PCA).

Se prepara segun las indicaciones de la etiqueta; pero cuando ya empieza a

hervir se le adiciona 3 ml/lt de trifenil tetrazolio, esto sirve para que las colonias



se tifian y pueden contarlas, luego se autoclava a 115 °C,y 15 Ibs. de presion

por 15 minutos.

TECNICA

Se homogeniza bien la muestra y se pesan 30 gramos.

Se coloca en una funda plastica y se adicionan 270 ml de agua de
dilucion (agua de peptona) se homogeniza (en la stomacher por 2

minutos), asi tendremos la muestra lista y la dilucién sera 10-".

Se toman 4 ml y se coloca 1 ml en una caja petri y otro ml en otra caja
petri, y los otros 2 se coloca en un tubo de que contiene 18 ml de agua
de dilucién se homogeniza bien el tubo y obtendremos asi la dilucién

10-%.

Tomamos otra vez 4 ml y de igual manera se coloca 1 ml en 2 cajas
petri y los otros dos en otro tubo de ensayo que contiene agua de
dilucién (18 ml), se homogeniza bien y obtendremos dilucién 10-® se

sigue con el mismo procedimiento hasta llegar a la dilucién 10-°.

Cuando tengamos las 10 cajas petri con 1 ml de muestra cada una

colocamos el Agar PCA, por vaciado se afiaden mas o menos 18 o 20



ml, este agar ha sido previamente diluido en Bafio de Maria y se lo deja
enfriar hasta mas o menos unos 45°C (cuando la mano soporta), se
adiciona el agar caja por caja y se homogeniza con 5 vueltas hacia la
izquierda y 5 hacia la derecha; se deja solidificar, luego se guardan las

cajas en la incubadora a 37°C por 72 horas.

El tiempo de incubacion puede ser:
72 horas a 25°C A menor temperatura mayor tiempo.

48 horas a 37°C A mayor temperatura menor tiempo.

Luego de la incubacion se realiza el contaje en el contador de Quebec.

Las colonias que se observan son rojas, esto es porque al PCA se le
agrega 3 ml por litro de una solucion acuosa de Cloruro Trifenil
Tetrazolio que es un colorante; y este colorante es absorbido por las
bacterias y se fija en el DNA y RNA de los mismos, las colonias que no
son rojas no se las cuenta por que no son bacterias sino que pueden ser

hongos o levaduras.

Se debe contar entre 30 a 300 colonias, cuando son mucho més de
300 se reporta TNTC (demasiado alto para contar).El error que puede

existir entre un contador y otro esta entre el 4 y el 6%.



El resultado se obtiene segln la siguiente férmula:

X +aX +aqy + a1z

STVCa25°C=
2,22

El resultado se expresa con el exponente de la dilucion en que se

empieza a contar.



APENDICE C.

DETERMINACION DE ESTAFILOCOCOS COAGULASA POSITIVA

FUNDAMENTO

Se basa en la determinacion de estafilococos usando el medio Baird Parker.

Este medio contiene litio, cloruro y telurito para la inhibicibn de la flora
acompanfante, y el piruvato y la glicocola actian favoreciendo selectivamente el

crecimiento de estafilococos y permite observar 2 caracteristicas diagnosticas:

- Por lipdlisis y protedlisis se producen halos y anillos caracteristicos y

- Debido a la reduccién del telurito se desarrolla una coloracién negra.

MATERIALES Y APARATOS
- Fundas

- Tijeras

- Bandejas

- Autoclave

- Balanza

- Stomacher

- Cajas petri



- Incubadora

MEDIO

- Agua de dilucion (agua de peptona al 0,1%)

- Agar Baird Parker + emulsion de yema de huevo estéril + Telurito de Potasio.

TECNICA

1.-

Pesar 30g. de muestra + 270ml de agua de peptona al 0,1% realizar los

diluciones decimales (10-, 10-?, 10-3).

Distribuir 18ml de agar Bair Parker con emulsiébn de yema de huevo
estéril (50ml de emulsion por cada 1000 ml de agar) + Telurito de
Potasio al 10% (3ml por cada 1000 ml de agar) en varias cajas petri,
cuando ya se haya solidificado el agar transferir 0,5ml de las muestras
(diluciones decimales) en el centro del medio de cultivo para extenderlos
con un asa de Drigolsky estéril. Luego que el inoculo se haya absorvido
incubar las cajas a 37°C por 24 a 48 horas y observar colonias tipicos
negros de 1 a 5m de didmetro con bordes estrechos blanquecinos

rodeados por un halo claro; y hacer la prueba de la coagulosa.



A PENDICE D.
DETERMINACION DE SALMONELLA
FUNDAMENTO
Consiste en un pre-enriquecimiento usando como medio agua de peptona
buferada, para incrementar la recuperacion de especies de Salmonellas
deterioradas por técnicas de elaboracién, preservacion, preservantes, presion
osmotica alta, cambios bruscos de pH, etc. produciendo una reparacion de

las células deterioradas.

Luego el enriguecimiento usando caldo tetrathionato medio que inhibe la
proliferacion de grupos Coliformes (m.o. fecales) y permiten que los tifoides

(Salmonellas que reducen el tetrathionato) aumenten sin restriccion.

Después viene el aislamiento usando agar Xilosa Lisina Desoxicolato XLD, en
el que el desoxicolato produce la inhibicion de las bacterias coliformes y la
dispersion de cepas de Proteus la diferenciaciéon entre Shiguellas y

Salmonellas ocurre por 3 reacciones:

Fermentacion de la XILOSA.

- Descarboxilacion de la Lisina.



- Produccion de gas sulfhidrico.
MATERIALES Y APARATOS

- Fundas

- Bandejas

- Balanzas

- Stomacher

- Autoclave

- Incubadora

- Cajas petri

MEDIOS
- Agua de peptona Buferada BPW
- Caldo Tetrahionato

- Agar XLD.

TECNICA
1.- Pesar 25 g. de muestra + 225 ml. de BPW, homogenizar en el
estomacher por dos minutos, incubar a 25°C por 6 horas, luego a 37°C.

hasta completar las 24 horas.



Se transfiere 1 ml. de este cultivo a un tubo de ensayo que contiene 10
ml. de caldo tetrathionato, incubar en Bafio de Maria a 44°C por 24
horas.

Sembrar por agotamiento una azada de éste cultivo en agar XLD

incubar a 37 °C por 24 horas.

Observar colonias caracteristicas que son rojas con centros negros, y se

puede entonces realizar las pruebas bioquimicas.



APENDICE E.

DETERMINACION DE SHIGUELLA.

FUNDAMENTO

La determinacion de Shiguella se basa en un pre-enriquecimiento usando agua
de peptona buferada (BPX), que le proporciona condiciones adecuadas para la
reparacion de las células que se hayan lesionado durante el proceso de

preparacion y preservacion de los alimentos.

Para la fase de enriquecimiento utiliza caldo Gram Negativo (GN) o caldo
Gram Negativo de Hajna, que favorece la recuperacién de los organismos
Gram negativos, especialmente Shiguellas y Salmonellas, pues en su
composicion tiene triptona que actda como nutriente en el medio, el citrato de
sodio y el desoxicolato de sodio son bactericidas para organismos Gram
positivos e inhiben el desarrollo de coliformes, mientras que los fosfatos
sirven de buffer. La incrementada concentracion de manitol sobre la dextrosa

ayuda a limitar el crecimiento de Proteus y aceleran el de Shiguella.

El aislamiento de Shiguella se lo hace usando agar Entérico de Hektoen (HEA)
que es un medio diferencial selectivo para el aislamiento de especies de

Shiguella, este medio permite el crecimiento de Shiguella spp. muy facilmente



debido al elevado contenido de carbohidratos, peptona y por la menor toxicidad

del sistema indicador.

MATERIALES Y APARATOS

- Fundas

- Bandejas

- Stomacher
- Balanza

- Autoclave

- Incubadora

- Cajas petri

MEDIOS

- Agua de peptona buferada (BPW)
- Caldo de Hajna 9GN

- Agar Entérico de Hektoen (HEA)

TECNICA

1.- Pesar 25 g. de muestra + 225 ml. de BPW.

2.- Homogenizar en el estomacher por 2 minutos.
3.- Incubar a 25°C. por 6 horas, luego a 37°C. hasta completar las 24 horas.
4.- Se transfiere 1 ml. de este cultivo a un tubo de ensayo que contiene 10

ml. de caldo GN esterilizado.



Se incuba a 37°C por 24 horas.

Para el aislamiento se siembra por agotamiento una azada de éste
cultivo en agar HEA, se incuba a 37°C. por 24 horas. Se observan
colonias caracteristicas que son verdes elevadas humedas, se inocula

en los medios correspondientes para realizar las pruebas bioquimicas.



APENDICE F.

DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES Y
ESCHERICHIA COLI.

FUNDAMENTO

El método del nimero mas probable en el crecimiento(turbidez) y produccion
de gas a partir de inoculos pequefios de organismos coliformes en caldo lauril
sulfato (LSB), que por su elevada calidad nutritiva y el tampon de fosfatos que
contiene garantiza el rapido crecimiento y la intensa produccion de gas
incluso en casos de coliformes que presentan lentamente a la lactosa, la

produccion de gas se observa en los tubos Durham.

Para la determinacion de los Coliformes Fecales se usa el caldo bilis verde
brillante (BBGB) que es capaz de inhibir microorganismos distintos del grupo
Coliforme, por el contenido reducido de Bilis y la dilucion de mayor colorante

mejoraran la condicion de desarrollo de los Coliformes fecales y de la E. Coli.

La fermentacion de la lactosa y la produccion de gas es un indicativo de la
Escherichia coli que se verifica en los tubos Durham; los restantes coliformes

crecen pero sin producir gas.



Para el aislamiento de la Escherichia Coli se usa el agar Eosina Azul de
metileno (EMB) que proporciona una excelente diferenciacion entre E. Coli y

Enterobacter aer6genes.

MATERIALES Y APARATOS
- Tubos de ensayo

- Fundas

- Cajas Petri

- Stomacher

- Incubadora

- Autoclave

- Tijeras

- Bandejas

- Pipetas

- Balanza

REACTIVOS Y/O MEDIOS
- Agua de dilucion (Agua de peptona al 0,1%)
- Caldo Lauril Sulfato (esterilizada a 121°C, 15 atmdsferas por 15'minutos)

- Caldo Bilis verde Brillante (esterilizado a 121°C, 15 atmdésferas X 15'minutos)



- Agua de Triptona

TECNICA

1.-

Se debe diluir la muestra a una concentracion definida a partir de la cual

se hacen las diluciones decimales (10-).

Se transfiere 1ml de cada dilucion (3 series de cada dilucion decimal
sucesiva), en total a 9 tubos con 10ml LSB, estos se incuban a 37°C por
48 horas. Si se reconoce turbidez, y produccion de gas en la campanilla

de Durham, esto sera positivo para Coliformes Totales.

De los tubos que dieron positivo en el LSB se toma una asada y se

siembra en agua de triptona y BBGB por pareja.

Se incuba a 44°C en Bafo de Maria por 24 horas, de igual manera se
observa la presencia de turbidez y gas en la campana de Durham,

entonces esto sera positivo para Coliformes Fecales.

En el tubo de agua de triptona que también tiene el in6culo se realiza la
prueba de indol colocandole el reactivo de Kovacs, una reaccion positiva
se demuestra por la formacién de un anillo purpura en la superficie por

la presencia de triptéfano.



Para determinar Escherichia Coli se siembra por agotamiento en agar
EMB una asada del cultivo del BBGB que dié positivo la prueba del
indol.  Se incuba a 37°C por 24 horas. Se observan las colonias
caracteristicas pequefias, que son tornasoladas y se hace tincion de
Gram; y para confirmar la pruebas bioquimicas del IMVIC que

corresponden a:

Indol
Rojo de metilo

Voger Proskauer Acetoina

Citrato

Se calcula el numero mas probable (NMP) de Coliformes Totales y
Fecales por 100g. de nuestra 6 100ml de muestra utilizado la tabla
correspondiente a través de los tubos positivos en cada etapa del

examen.

Prueba répida para la deteccion de Escherichia Coli

1-

A 3 tubos con 10ml de medio de caldo E. coli (Escherichia Coli) se
afiade 1ml de la dilucién menor (10-}) de la muestra, se agita y se

incuba a 44,5°C por 24h en un bafio de Maria.



La prueba es positiva cuando hay burbuja de gas en la campana de

Durhan.

La prueba se continua con la siembra de tubos E.C positivos en agar
EMB donde se observa el desarrollo de colonias pequefias con brillo
verde 6 tornasolado y se completa el examen con la prueba del IMVIC

arriba mencionando.



APENDICE G.

TABLA. XXI. EXPORTACIONES DE ATUN DE ENERO A JUNIO DEL 2000

Fuente: Camara de Acuacultura.
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