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RESUMEN

En el pais, se conoce poco acerca de los efectos de la adicién de melaza como fuente
de carbono durante el cultivo. Actualmente, la adicion directa de la melaza en dosis
frecuentes para la preparacion de piscinas y como parte de la formulacion de
probioticos no ha sido evaluada desde el punto de vista de inocuidad, representando
un riesgo al momento de la adicién y uso. El estudio tuvo por objetivo evaluar la carga
microbiana de tres muestras de melaza de cafia comercial de diferente marca
mediante dos métodos cultivo dependiente. Hoy en dia, la importancia de analisis
microbiolégicos dentro de la acuicultura radica en encontrar métodos O6ptimos que
permitan el ahorro de dinero y tiempo en el procesamiento de muestras de insumos
acuicolas (melaza de cafia) destinadas para fertilizacién o probiéticos. Se realiz6 la
siembra de las tres muestras de melaza de cafa en los medios de cultivo (tradicionales
y rapidos) en diluciones seriadas (10%, 10°, 10°), luego incubadas con las condiciones
optimas para el crecimiento, las lecturas fueron pasadas las 24 horas para TSA-TC,
MacConkey-CF, mientras que Sabouraud-YM durante 15 dias. Se concluyé que aun
sin cumplir a cabalidad con los requisitos microbiolégicos descritos por la ISO e INEN,
la melaza de cafia 2 podria ser usada como mejor insumo en base a su calidad e
inocuidad por presentar valores de concentraciones Unicamente para los medios TSA
de 6.67E+03 (10%), 4.67E+06 (10°%); TC de 1.00E+07 (10°) y ausencia de contenido
bacteriano para el resto de los andlisis.

Palabras claves: Andlisis microbiolégicos, Andlisis econdmico, Melaza de cafia,

Métodos rapidos, Métodos tradicionales.



ABSTRACT

In the country, little is known about the effects of adding molasses as a carbon source
during cultivation. Currently, the direct addition of molasses in frequent doses for the
preparation of ponds and as part of the formulation of probiotics has not been evaluated
from the point of view of safety, representing a risk at the time of addition and use. The
objective of the study was to evaluate the microbial load of three samples of commercial
cane molasses of different brands by means of two dependent culture methods. Today,
the importance of microbiological analysis within aguaculture lies in finding optimal
methods that allow saving money and time in the processing of samples of aquaculture
inputs (cane molasses) intended for fertilization or probiotics. The three samples of
cane molasses were planted in the culture media (traditional and rapid) in serial
dilutions (104, 10°, 108), then incubated with the optimal conditions for growth, the
readings were after 24 hours for TSA-TC, MacConkey-CF, while Sabouraud-YM for 15
days. It was concluded that even without fully complying with the microbiological
requirements described by ISO and INEN, the cane molasses No.2 could be used as
the best input based on its quality and safety, as it presents concentration values only
for media TSA of 6.67E. +03 (10%), 4.67E+06 (106); TC of 1.00E+07 (10°) and absence

of bacterial content for the rest of the analyses.

Keywords: Microbiological analysis, Economic analysis, Cane molasses, Rapid
methods, Traditional methods.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

A nivel mundial el cultivo de camarén blanco del pacifico Penaeus vannamei como
actividad productiva en Ecuador siempre se ha destacado por su calidad y valor
agregado, por ello, la industria acuicola esta en constante busqueda de disponibilidad de
agua Yy tierra ofreciendo recursos sostenibles aportando trazabilidad y acceso de la
produccion nacional a mercados internacionales. El Banco Central del Ecuador detalla
gue para el afio 2021 la camaronicultura crecié un 23% en sus exportaciones al mundo,
lo que significa un valor de $ 5,323 millones categorizandose esa cifra como un logro

histérico como producto no petrolero (Camara Nacional de Acuacultura (CNA), 2022).

Sin embargo, desde los inicios de la camaronicultura han existido y existen numerosas
enfermedades que son un gran desafio que afectan la producciéon de camarén con
pérdidas millonarias, tanto a nivel local como mundial. A pesar de implementar medidas
para combatirlas, no dejan de manifestarse nuevas enfermedades (Figueredo A.,
Fuentes J., Cabrera T., Leo6n J., Patti J., Silva, J. & Ron E, 2022).

Dentro de las practicas comunes de manejo, las empresas camaroneras ecuatorianas
en su constante busqueda de sustentabilidad optan por invertir en la aplicacion de
insumos comerciales organicos amigables para el ambiente y para sus ciclos de cultivos,
como la melaza de cafia. Este insumo proporciona un alto contenido de carbohidratos
mejorando su productividad, nutricién y formando parte de la composicion de aditivos

para el control de enfermedades mediante fertilizantes o probidticos.

En el pais, se conoce poco acerca de los efectos de la adicion de melaza como fuente
de carbono durante el cultivo. La adicion directa de la melaza en dosis frecuentes para
la preparacion de piscinas y como parte de la formulacion de probiéticos no ha sido
evaluada desde el punto de vista de inocuidad al momento de la adicion y uso. Segun
(Guo, 2022), la adicién de una fuente de carbono podria alterar la estabilidad de la
comunidad bacteriana, lo que causaria efectos negativos en el rendimiento sobre el

crecimiento del camaron. Las comunidades microbianas juegan un papel importante en



el sistema de cultivo, pero también son vectores para el brote de enfermedades
(Rodriguez & Sandoval, 2010).

Este proyecto busca dar un aporte al sector camaronero con el fin de brindar informacion
suficiente desde el punto de vista técnico-cientifico para la toma de decisiones durante

la adquisicién de insumos acuicolas que se encuentran en venta dentro del mercado.
1.1.Descripcion del problema

Los insumos acuicolas son parte esencial del proceso de produccion, juegan un papel
que impacta directamente en la eficiencia de los cultivos en todas sus fases (preparacion
de piscinas, buferizacion de piscinas, preparacion de probidticos, prebibéticos,
guimiotratamientos, alimentacion, biorremediacion, entre otras). La melaza producto
excedente de la produccion azucarera. En acuicultura de camarones, la melaza es una
fuente de carbono, nitrégeno, fosforo y micronutrientes, utiles elementos para el manejo
de la calidad del agua en el cultivo. Una de las formas de pretratamiento mas utilizadas
en Ecuador, para el cultivo de camaron es la aplicaciéon de melaza de cafia como fuente
de carbono para bacterias probidticas. Al ser un insumo de alta demanda y aplicacion
durante todo el cultivo, aun en la actualidad no existe informacion acerca de su inocuidad
y cuales son los métodos mas efectivos (rentables y sensibles) para determinar su
calidad.

Algunos estudios (Yan, 2020) también han reportado que la melaza de cafia puede ser
un vehiculo de contaminacion microbiana, sin embargo; en la produccién camaronera
ecuatoriana no existen datos sobre este tema. Debido principalmente a la falta de
estudios y herramientas de control microbiano, probados al respecto. La adicién continua
de este insumo y la falta de control de inocuidad no permite mantener un control

microbioldgico adecuado por cada aplicacion o al menos de los lotes comprados.
1.2. Justificacion del problema

En Ecuador, la venta de melaza no posee una evaluacion microbiana previa a su uso y
sumado a que la mayor parte de las granjas de produccion de camardn poseen un nulo
o limitado equipamiento de analisis microbioldgico, existe incertidumbre con respecto a
su inocuidad y calidad microbiologica.

Estimaciones sobre el consumo minimo de melaza para fertilizar una piscina de 5.8 ha
es de aproximadamente 11 kg/ha, para preparar probiotico 35 kg/ha respectivamente, en

total se adiciona por cada semana 166.5 kg (Morales & Guzman, 2021).



Es evidente el volumen de uso de la melaza como insumo acuicola, y del riesgo que
conlleva el no contar con una evaluacion inicial de su calidad microbiolégica; entendiendo
los riesgos asociados a incluir estos volimenes en sistemas altamente sensibles como
los cultivos de camaron.

La mayor consecuencia, son las pérdidas economicas de las corridas debido a la
proliferacion o inoculacion de microorganismos no deseados que provoquen que puedan
afectar el crecimiento o supervivencia de los camarones, restando eficiencia al cultivo y
poniendo en riesgo todo el proceso de produccion.

Una de las limitantes para la evaluacion es el equipamiento y tecnificacion analitica
necesario para la realizacion de pruebas rapidas y precisas que permitan una evaluacion
de este insumo.

En el mercado analitico existen pruebas diagnésticas rapidas que son relativamente
econOmicas y que pueden ser implementadas en poco tiempo. La mayoria de las veces,
no se usan por desconocimiento de su existencia, dudas sobre su fiabilidad, sensibilidad
0 una inhabilidad en su aplicacion. Debido a la falta de evidencia relacionada a la
inocuidad microbiana de la melaza, evaluar la calidad inicial, comparando diferentes
métodos de andlisis llenarian algunos vacios de informacion, permitiendo optimizar la
tecnologia de cultivo al reducir el riesgo y mejorar los procesos de seleccién de insumos

de calidad.
1.3.Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Evaluar la carga microbiana de melaza de cafia comercial mediante dos métodos cultivo

dependiente.
1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar el contenido bacteriano (bacterias totales, enterobacterias, hongos y
vibrios) presentes en tres muestras de melazas comerciales.

e Comparar la sensibilidad analitica microbiana entre dos métodos comerciales
(tradicional vs rapidos).

e Establecer el costo vs beneficio entre dos métodos de analisis microbiolégicos

utilizados.



1.4.Marco teérico
1.4.1. Melaza

El azlcar es un producto muy comercializado a nivel mundial, para obtener su resultado
final debe pasar por procesos tales como: corte, molienda, clarificacion, cristalizacion y
separacion por centrifugacion.

La melaza es un subproducto del azucar, es un liquido que presenta un color marrén
oscuro, viscosidad que le da poca fluidez y es generada durante la etapa de
cristalizacion, en ese proceso se forman cristales de azucar por la ayuda de las calderas
generando el calentamiento a vapor (Zhang, S., Wang, J. & Jiang, H, 2020).

La melaza esta compuesta por carbohidratos como: glucosa, sacarosa, levulosa, lactosa,
maltosa y azucares rectores. Ademas, posee minerales como: potasio, hierro, calcio,
sodio y fésforo (Fuentes, 2014). Cabe mencionar que, contiene aminoacidos, vitaminas
y sales inorganicas, también en cierta cantidad sustancias colorantes como melanoidinas

y melaninas (Zhang et al., 2020).
1.4.2. Microorganismos de la melaza

La melaza al ser un medio muy nutritivo, ensayos han demostrado que en soluciones
diluidas esta presenta muchos organismos, asi como hongos, levaduras y bacterias
(Figura 1.1) (Fajardo, 2007).

Hongos y levaduras, los beta-glucanos pertenecientes a estos
organismos son estimuladores directos para el sistema inmune
ayudando a mantener una buena digestion en las especies acuicolas.
Deben ser ulilizados correctamente porque pueden causar efectos
negativos como proliferacion de microorganismos patdgenos y
deficiencia en la salud y bienestar a elevadas concentraciones (2kg/T) y
periodos de tiempo prolongados’.

Bacterias totales, los tipos de microorganismos gque se presentan
dentro de la melaza son los mesofilos y termofilos cuyos tiempos de
incubacién generadas por una temperatura idela de crecimiento oscilan
entre 18 a 20hrs+20 a 25°C y 2 a 4hrs+40 a 45°C respectivamente?.
Los mesofilos estan muy presentes cuando se efectlan diluciones de
las melazas®.

Figura 1.1 Tipos de microorganismos existentes en la melaza.
Fuente. (Tacon, 2022)!, (Parra Huertas, 2010)?, (Fajardo, 2007)3.



1.4.3. Uso de melaza en acuicultura

En el cultivo de engorde de camarodn, estos crustaceos solo pueden asimilar del 20-30%
de la cantidad de alimento para retencion dentro del organismo, el 70-80% se excreta
mediante las heces hacia el entorno del estanque. En ese instante, cerca del 50% del
nitrdgeno es introducido en el estanque debido al alimento y pasa a convertirse en gases
toxicos como NHs y NO2 (Tom, 2018).

Segun la Figura 1.2 la melaza es aplicada como fuente de carbono organico el cual
constituye un desarrollo para la productividad natural de microorganismos presentes en
la columna de agua del estanque y asi obtener una fuente adicional de alimento para los
organismos en cultivo (Hernandez et al., 2019), permite que los cultivos de camarones
sean resistentes 0 no a las variabilidades de los factores de produccion, al tiempo que
mejora su bienestar y salud (Figura 1.3).

La melaza también es usada para controlar y estabilizar el pH, por consecuencia del
consumo del carbono proveniente de la molécula de CO2 aprovechadas por la densidad
de algas, lo que reduciria la acidez del agua causando que el pH aumente
(Chephamsinhhocbio, 2021).



*Usada como fertilizante organico para la columna de agua,
aprovechado por las algas como fuente de energia para
efectuar el proceso de la fotosintesis o disminuyendo las
concentraciones de amonio.

*Es alimento natural en las piscinas prolifera y las postlarvas de
camarén obtendran su alimento primario que ayuda en su
desarrollo’.

~

*Se lleva a cabo en tangues donde los microorganismos
fermentan la melaza por 24 o 48 horas segln el protocolo
establecido por el bidlogo o acuicultor a cargo.

*Es rociado a horas tempranas de la mafiana con el fin de
mantener la calidad del suelo y agua que podria llegar a
deteriorarse por la descomposicién del alimento, animales
muertos, etc®. Los probidticos poseen cualidades benéficas
para mantener un equilibrio en el ecosistema de cultivo y en el
organismo del animalZ.

Preparacion
de probioticos

AN

*La reduccién del amonio y nitritos a partir de la adicién de
materias primas como melazas y el analisis de la carga
contaminante asegura que la flora bacteriana no cause
substancias toxicas y limite la proliferacion de bacterias
patégenas ayudando a controlar y mejorar la calidad del agua,
proporcionado una mayor produccién de camarén®.

*Concentraciones mayores a 0.24 g/mL en el agua resultan
toxicas para la biota como microbiota acuatico de los cultivos®.

Reduccion de
amonios y
nitritos

Figura 1.2 Usos de la melaza en los cultivos de camarones.
Fuente. (Fuentes, 2014)%, (Popov et al., 2020)?, (Rajasekar et al., 2018)3, (Hernandez et al.,
2019)%, (Ortega Mendoza, 2020)°.



Aplicar melaza, ayuda a que exista una | La aplicacion de melaza tiene un efecto

competencia entre las algas y las sobre el oxigeno disuelto, ya que su uso

bacterias heterdtrofas por la fuente de | aumenta el nimero de microorganismos

carbono, lo que permitiria mantener en el sistema de cultivo, produciendo

una densidad de algas estables una reduccion de la concentracidon de

(chephamsinhhochio, 2021). DO, por esa razon se debe mantener el
0D en un alto nivel, no inferior a 4 ppm

El sustrato para el crecimiento de (Gayuh, 2020).

bacterias y disminuir la concentracidn

de nitrégeno inorgénico que puede Crecimiento de bacterias patdgenas que

llegar a provocar mortalidades dentro | causan enfermedades.
de sus sistemas por el deterioro del

agua y metabolitos téxicos. Hongos y levaduras en aumento excesivo

mueren, elevan la carga organica en
Posee una facil y rapida asimilacion descomppsicic’an y pueden generar cepas
con otros alimentos previniendo la no especificas.

fermentacion alcohdlica y favorece la
absorcion de grasas.

Fuente de carbono para bacterias
probidticas.

Figura 1.3 Ventajas (+) y desventajas (-) de melaza (carga bacteriana) para la acuicultura.
Fuente. (chephamsinhhocbio, 2021), (Gayuh, 2020).

1.4.4. Costos de melaza comercial

Segun la Tabla 1.1 los costos de produccion en todo el mundo varian; donde la melaza
usada como fertilizante en camaroneras es una alternativa viable y de bajo costo,
representando al segundo item mas importante al igual que el alimento ya que busca
suplir las necesidades de los sistemas productivos (Shang, 1992). En consecuencia, con
respecto a la Tabla 1.2 en el mercado se estima que los costos de la melaza comercial
en el pais varian segun sus presentaciones, indicador sobre los gastos representativos

de consumo en produccién para la acuicultura.



Tabla 1.1 items de mayor costo (valores expresados en porcentajes) en los cultivos de
camarOn semi-extensivos o intensivos.
Fuente. (Shang, 1992).

item Ecuador | China | Japon | Indonesia | Filipinas | Taiwdn | Texas @ Tailandia
Postlarvae 27 6 2 30 9 15 27 20
gg:;e YI'as 71 43 45 32 43 30 29
cmouece . | RN S N B
Personal 3 12 9 13 11 7 10 9
Mantenimiento 4 = 11 - - 2 2

Intereses 24 - - - - 7

Depreciacion 9 - 3 - - 3 9 18
Orfros 4 ) 17 12 48 18 13

Tabla 1.2 Detalle del precio unitario de diferentes presentaciones de melaza.
Fuente. (Alvarez, 2017).

Detalle : Unidad de medida Precio unitario

A granel 1000 kilos $ 240
Fundas 30 kilos $ 8,00 (camaroneras)
Canecas 30 kilos $ 8,50 (ganaderos)

1.4.4.1. Consumo promedio melaza por hectarea

En Ecuador los sectores camaroneros de mas area productiva son las provincias de
Guayas, El Oro, Manabi y Esmeraldas. El area que se mantiene para cultivar el camarén
blanco Penaeus vannamei que es la principal especie de Ecuador es aproximadamente
de 240.000 hectareas (Morales & Guzman, 2021).

A continuacién, se presenta un calculd6 del consumo de melaza en funcién de las
hectéreas totales por cada piscina en un ciclo de cultivo (90 dias aproximadamente),
donde se detalla que el consumo promedio de melaza como fertilizante es de 11 kg/ha,
probiotico directo al agua y al fondo de las piscinas 30 It/ha respectivamente, todos los

valores son obtenidos segun Morales & Guzmén, 2021 (Tabla 1.3).



Tabla 1.3 Calculo del promedio del consumo de melaza en un ciclo de cultivo.
Fuente. (Morales & Guzman, 2021).

Piscina Hectareas Promedio Consumo por ciclo
(ha) (kg/ha) (kg)
P1 58 148.00 858 4
P2 55 149.35 8214
P3 35 148.00 518
P4 25 148.00 370
Total 17.3 148.34 2567.8

Realizado por: Autores, 2022.
1.4.4.2. Consumo anual melaza
En base a los valores obtenidos en la seccidn anterior, se procede a calcular el consumo
anual de melaza de acuerdo con el tiempo de precria y engorde de los cultivos,
suponiendo que al afio se realizan 4 ciclos. (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Calculo del promedio del consumo de melaza anual en un ciclo de cultivo.

Piscina Hectdreas Promedio Consumo por ciclo | Consumo anual
(ha) (kg/ha) (kg) (kg)
P1 5.8 148.00 858 .4 3.433,6
P2 9.5 14935 8214 3.2856
P3 3.9 148.00 218 2072
P4 25 148.00 370 1.480
Total 17.3 148 .34 2567.8 10.271,2

Realizado por: Autores, 2022.

1.4.4.3. Estimacion y proyeccion de costos
Para el afo 2022, existen 1.498 empresas en estado legal que pertenecen a la
clasificacion CIIU, sobre la explotacion de criaderos de camarén y criaderos de larvas
(Duran, 2022).
Considerando el consumo anual en las 4 piscinas pequefias con un total de 17.3 ha del
célculo anterior se estima que los gastos generados por la empresa para la obtencion
del insumo comercial (melaza) en sacos de 30 kilos a $8, seria de aproximadamente

$2.744,00 lo que equivale a la compra de 343 sacos.



Para tener una estimacion como referencia del consumo total anual si se aplican las
dosis de melaza descritas con anterioridad, en todas las camaroneras del Ecuador, se
presenta la siguiente Tabla 1.5 donde se evidencia el elevado valor de este insumo en

la industria camaronera.

Tabla 1.5 Estimacion y proyeccion de costos del consumo de melaza en areas
productivas de camarén en Ecuador.
Fuente. (Alvarado, 2020); (Bernabé, 2016).

Pais Hectireas Nimero de Nimero de Costo Consumo Total costo anual
en camaroneras | laboratorios melaza anual
produccion comercial (kg)
Ecuador | 240000 | 3.000 205 $8 142404000 $37.974.400

Realizado por: Autores, 2022.
1.4.5. Métodos de diagndstico de conteo microbiano

Los medios de cultivos son una herramienta necesaria al momento de realizar un analisis
presuntivo o especifico, se los puede encontrar de manera comercial y de acuerdo con
su preparacion pueden ser medios en forma liquida, semisélido y sélido; y por su uso
pueden ser medios generales, selectivos, diferencial, enriquecimiento, minimo y de
transporte (Rovira, 2019).

Los métodos tradicionales o convencionales se caracterizan por tener un tiempo mas
prolongado con respecto a la obtencion, preparacion, lectura y andlisis de resultados
(Figura 1.4).
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— "’\\Q\:
AGAR-TSA

P

Uso:
* En morfologia de colonias
*  Obtener un cultivo puro
“ «  Conseguir mayor cantidad como medio
de enriquecimiento

AGAR-McConkey
Uso:
+ Aislar enterobacterias
* Inhibe G (+) (selectivo)
+» + Diferencia entre fermentadores de
s lactosa (diferencial)
Métodos * Lactosa (+) rosa, Lactosa (-) amarillo

convencionales
o tradicionales AGAR-Sabouraud
Uso:

* Cultivo de hongos
* Inhibe G (-) (antibiético gentamicina)
* Inhibe bacterias

(pH<5.6, alto en dextrosa)

AGAR-TCBS

4 Uso:
+ Aislar y cultivar vibrios (selectivo)
+ Diferencia entre fermentadores de
sacarosa (diferencial)
* G(+) amarillo, G(-) verde

Figura 1.4 Medios de cultivo mas comunes usados en métodos convencionales o
tradicionales.
Fuente. (Claudio Rodriguez Martinez, 2018).
Por el contrario, los métodos miniaturizados o rapidos son medios de cultivos secos para
el conteo de bacterias, sin necesidad de requerir una preparacion en su uso (Figura 1.5).
Se pueden mantener a temperatura ambiente, de 1-30°C. Vida util de 18 a 24 meses,

optimizando su uso en los laboratorios (MicroPlanet, 2019).
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Recuento Total

Uso:

* Para todo microorganismo presente
en la muestra

* Colonias rojas y de otro color

w

Coliforme

Uso:

Métodos . 60
miniaturizados » * Fermentadoras lactosa

y no fermentadoras

o rapldos * Colonias azules o azul verdosas L o 202

Levadura y Moho / ‘. |

Uso: i ‘ )

* Formadores de esporas T

“ « Levaduras: colonias azules y blancas |
* Moho: colonias algodonosas e - )
(colores caracteristicos) : 2021 ’f

YM |
——

Figura 1.5 Medios de cultivo mas comunes usados en métodos miniaturizados o rapidos.
Fuente. (Compact Dry, 2022).

Los analisis microbianos requieren de costos de inversion en la implementacién de un

laboratorio con equipos basicos que oscilan entre $899,1 y $27.720 cuyo valor adicional

en base a los reactivos e implementos necesarios que se requieren para un diagnostico

por medio de métodos tradicionales tiene un valor de $498 a comparacion de los métodos

rapidos con un valor de $98 (Tabla 1.6).

12



Tabla 1.6 Distribucién de presupuesto de materiales, equipos y reactivos para
laboratorio.
Realizado por: Autores, 2022.

Materiales de laboratorio Cantidad Costo (§) | Costo total
Pipetas (10mi) 5 4 20
Matraz Erlenmeyer (1000m{) 2 15 30
Lysol 4 6 24
Cintas quimicas de esterilizacion 1 rollo 950 950
Probeta (100 mi) 1 100 100
Papel aluminio 2 4 8
Micropipeta (1000 i) 1 - 600
Matraz Erlenmeyer (500 ml) 4 6 24
Toallas desechables 4 315 126
Tubos falcon Paquete de 100 - 11
Funtas plasticas azules Paquete de 500 - 9
Gradilla 1 5 5
Agua destilada 10 gl & 30
Alcohol 2 3 6
NMechero de alcohol 2 5 10

TOTAL $899.1

Equipos de laboratorios
Flaca calefactora y agitadora 1 600 600
Vortex 1 400 400
Balanza 1 120 120
Autaclave 1 6000 6000
Incubadora 1 500 500
Cabina de flujo laminar 1 20000 20000

TOTAL $27.620
Reactivos
Frasco Merck cloruro de sodio 1 100 100
TOTAL $100
Materiales y Reactivos
Método Tradicional
Cajas Petri 4 paquetes 23 92
Dispersor celular de acero 2 3 §]
Frasco Merck TCBS 1 100 100
Frasco Merck TSA 1 100 100
Frasco Merck Sabouraud 1 100 100
Frasco Merck Mac Conkey 1 100 100
TOTAL $498
Materiales y Reactivos
Método Rapido
Paquete Dry CF 7 45 315
Paquete Dry TC T 4.5 315
Paquete Dry Y4 7 3 35
TOTAL $98
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1.4.6. Pérdidas econdmicas causadas por patdbgenos

Las bacterias promueven la estabilidad ecoldgica y reciclaje de nutrientes, algunas de
ellas generan un gran impacto perjudicial sobre la salud de los camarones debido a
factores estresantes en el cultivo causando enfermedades (Revista Aquacultura, 2015).
La produccioén acuicola ha aumentado en los ultimos afios, sin embargo; el monitoreo de
parametros productivos ha disminuido, dando pie a la multiplicacion de enfermedades
causadas por diversos agentes infecciosos como virus, bacterias, hongos y parasitos
gue perjudican la salud y rentabilidad del sistema productivo, lo que suscitan la principal
amenaza para el sector acuicola con importantes pérdidas econdmicas en las

producciones a nivel mundial (Figura 1.6) (Varela & Choc-Martinez, 2020).

= Virus

= Bacteria

= Hongos
Parasitos

= Desconocido

Figura 1.6 Participacion de los principales grupos patégenos en las pérdidas
econOmicas de la industria camaronera durante un afio.

Fuente. (Figueredo A., y otros, 2022).
Algunas de estas enfermedades son causadas por patégenos que poseen rapida
dispersion, facil colonizacion y su proceso de eliminarla en su totalidad es poco probable
causando mortalidades severas y pérdidas millonarias dentro de sus actividades
productivas (cosechas, empleos, exportaciones, etc.) de la industria camaronera (Tabla
1.7) (Moss M., Moss R., Arce M., Lightner V., & Lotz M., 2012)
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Tabla 1.7 Pérdidas econdémicas estimadas en la camaronicultura causadas por algunas
de las enfermedades mas importantes (montos expresados en millones de ddlares; ND =
No determinado).

Fuente. (Figueredo A., y otros, 2022).

Enfermedades ' Region Totales
Ameérica Asia
IHHNV 500-1.000 500-1.000
TSV 2.000 1.200 3.200
WSSV >2.000 >6.000 >8.000
YHV ND 500 500
IMNV ND ND 1.200
AHPND ND ND >6.00
EHP ND ND 1.000

1 (IHHNV) Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética; (TSV) Sindrome del Virus de Taura; (WSSV)
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca; (YHV) Virus de la Cabeza Amarilla; (IMNV) Virus de la Mionecrosis

Infecciosa; (AHPND) Enfermedad de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas; (EHP) Enterocytozoon hepatopenaei.

La carga bacteriana a niveles observados comiunmente en cultivos con sistemas
extensivos de camarén, de 10° a 10° UFC/mL (Abraham & Sasmal, 2009).

En juveniles, preadultos o adultos, se consideran niveles de seguridad los conteos de
colonias de 102 UFC/g en hepatopancreas (Cuéllar-Anjel, 2013).

Es importante detectar las enfermedades que afectan directamente a los sistemas
acuicolas para prevenir la introduccién de agentes infecciosos, protegiendo el beneficio
econdémico que es generado dentro sector productivo y garantizar a largo plazo la
sostenibilidad de la industria, reconociendo los valores permisibles minimos de carga

microbiana.
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

El problema sobre la incertidumbre de la calidad de las melazas comerciales nace en
respuesta a una problematica indicada por una de las corporaciones camaroneras mas
grande de Ecuador, que ha observado debilidades en la melaza de cafa para su uso
como insumo acuicola.

La selecciéon de las tres muestras de melazas de cafia comerciales se obtuvo por la
corporacion camaronera quien realizo la eleccion de los insumos acuicolas provenientes
de diferentes marcas en base a sus intereses de inocuidad en sus ciclos de cultivo
(fertilizacion, preparacion de probiéticos, costos, manipulacion, entre otras) para la
obtencion de resultados con respecto al estudio del objeto de investigacién. La
evaluacion y el andlisis se bas6 en la composicion de las 3 muestras analizadas y
determinar si los métodos microbioldgicos clasicos (TCBS, TSA, Mc Conkey, Sabouraud)
o rapidos (TC, CF, YM) tienen diferencias en costos y sensibilidad de deteccion con la

intencion de optimizar el proceso de produccién.
2.1.Analisis microbiano

El analisis microbiano de 3 muestras de melazas de cafia comerciales fue evaluado
mediante dos métodos (tradicional en placa y compacto) y comparada su sensibilidad
analitica en términos de recuperacion bacteriana en medios selectivos tradicionales y

métodos rapidos.

La preparacion de los medios tradicionales se llevé a cabo siguiendo la metodologia
establecida por el fabricante. Los métodos rapidos no necesitan preparacion para su uso,
ya que son elaborados directamente por el fabricante.

Diluciones seriadas en solucion salina estéril de cada una de las muestras de melaza
comercial analizadas fueron preparadas segun se indica la Figura 2.1. Un mililitro de las
diluciones indicadas fue sembrado en réplicas (n=3) tanto en los medios de cultivo
tradicionales y en los medios de auto difusion rapidos. Para determinar bacterias totales
se sembré en medio Agar Tripticasa de Soya (TSA) y Recuento Total (TC); coliformes

en medio MacConkey y Coliformes Fecales (CF); Vibrios fue solo en tradicional mediante
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medio selectivo Tiosulfato Citrati Bilis Sacarosa (TCBS); levaduras y hongos fueron
simultaneamente inoculados en medio tradicional Sabouraud y Yeast-Mold (YM).
Solamente en los métodos tradicionales fue necesario durante el plaqueo esparcir la
muestra sobre la superficie del medio con ayuda del asa de vidrio, a diferencia del
método rapido no requeria esparcir la muestra debido a que no se generan burbujas en

la siembra por poseer membranas de filtracion.

La seleccion de las concentraciones (104, 10° y 10°) fueron considerada porque mientras
mayor sea el factor de dilucion, se puede inferir la calidad microbiolégica de las muestras
debido a que el nimero de colonias a generarse debe ser menor o nula. Se emplearon

3 réplicas por cada dilucion para evitar errores estadisticos de muestreo (Lafiez, 2005).

Las placas tradicionales y medios rapidos para bacterias totales, enterobacterias y
vibrios fueron incubadas por 24 horas a 37 = 2°C, mientras que hongos y levaduras se

mantuvieron durante 15 dias a temperatura ambiente.

1ml im 1ml 1ml 1ml 1ml

NN AN NANA

I ' l - 10ml

5

Melaza 10" 107 10" [0f 100 10°

Inoculacion en métado tradicional Inoculacidn en métedo rapido

10ml L 10ml

-6

10°  10° 10 10"

AN /lm.\ AN

—_ = =
= = =

Figura 2.1 Disefio experimental de la melaza mediante diluciones seriadas para los
meétodos tradicional y rapidos.
Fuente. Autores, 2022.
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2.2.Conteo de colonias

El nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) aislado en ambos métodos fueron

contabilizados y expresados en UFC/mL.
2.3.Analisis presupuestario

La evaluacion de los materiales y reactivos usados independientemente en los métodos
tradicionales y rapidos (Tabla 1.6) permitio la asignacion y distribucion de los recursos
en la obtencién del contenido microbiano de las tres melazas de cafia comercial con el
fin de conocer los gastos unitarios por cada placa (tradicional) y cada lamina (rapido) que
se empled entre los métodos, cuyo proposito se basé en analizar en el menor tiempo los
posibles contaminantes microbiolégicos como bacterias, entero bacterias, vibrios,
hongos y levaduras; garantizando la inocuidad de las muestras a partir de la seleccién

del mas econdémico, rentable y prever riesgos en los ciclos de cultivo.

El costo referencial por cada placa para medios de cultivos convencionales es de $0.70;
mientras que el costo total referencial de preparacion para una placa corresponde a
$1.05 TCBS (vibrios), $0.95 TSA (bacterias totales), $0.90 Sabouraud (hongos y
levaduras) y $1.20 MacConkey (enterobacterias).

Por otro lado, el costo total referencial por cada lamina para medios mas comunes en los
paquetes CF (coliformes totales) y TC (recuento total) son de $1.13 respectivamente,

mientras que $1.25 para YM (hongos y levaduras).

2.4. Andlisis estadistico

El conteo total de UFC/mL por cada medio de analisis microbiano (tradicionales y
rapidos) respecto a los valores referenciales permitidos a usar de melaza de cafa
comercial en camaroneras, donde se llevo a cabo la agrupacién del conteo de las
colonias de las tres muestras de melazas y sus réplicas (n=3), para cada medio de
bacteriano (bacterias totales, enterobacterias, vibrios, hongos y levaduras) con su
respectiva concentracion microbiolégica (104, 10° y 10°% mediante el uso de la

herramienta de Microsoft Excel.
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Se procedid al analisis estadistico por medio del software libre R-Studio. Se utilizé las
transformaciones log (x), x*x, 1/x, sqtr(x), asin(x/100) para las variables que no
cumplieron con la caracteristica de normalidad. Se realiz6 una comparacién de medias
entre los dos métodos de diagnostico por microorganismos cuantificados mediante la
prueba Tukey Test y determinar diferencias significativas (p<0.05) para el analisis de

sensibilidad analitica microbiana

No obstante, se establecié el costo beneficio entre los dos métodos de analisis
microbiolégicos utilizados basado en criterios (tiempo, costo, lectura, manipulacion, entre
otros) para la selecciéon de lo mas rentable, econémico y eficaz en la identificacion de
microorganismos y obtencién de mayor beneficio en calidad del insumo acuicola, donde

si cumple el 80% sera el indicado.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

La interpretacion de los resultados microbioldgicos utilizados define la aceptabilidad de
un producto y/o ingrediente en base a la concentracion en UFC o presencia/ausencia de
contenido microbioldgico. Los resultados obtenidos, se compararon con la normativa o
reglamentos técnicos obligatorios y recomendados como requisitos para evaluar la
inocuidad de productos alimenticios (ISO) y acuicolas (INEN). Su incumplimiento estara
sujeto sobre la necesidad de corregir o controlar el niumero de muestras, identificar
problemas de manera temprana y alertar al responsable sobre los factores causantes del
problema. Por lo cual se llevaron a cabo los siguientes analisis microbiolégicos,

comparacion estadistica entre métodos y analisis econdmico.
3.1.Cuantificacion total de bacterias (UFC/mL)

La cuantificacion permitié el conteo de las unidades formadoras de colonias en las tres
muestras de melazas de cafia comerciales sembradas en réplicas (n=3). Sin embargo,
para un mejor control de este analisis se comparé los resultados siguiendo protocolos
estdndar de inocuidad, analizando bacterias totales (TSA, TC), enterobacterias
(MacConkey, CF), vibrios (TCBS), hongos y levaduras (Sabouraud, YM), ademas, se

corrobora sobre la calidad microbiana que presentan las melazas.
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Tabla 3.1 Presencia (+) o ausencia (0) del contenido bacteriano (UFC/mL) entre métodos comerciales presentes en 3 muestras de
melaza de cafia, luego de las 24 horas para los medios vibrios (TCBS), bacterias totales (TSA, TC), enterobacterias (MacConkey, CF)
y por 15 dias hongos y levaduras (Sabouraud, YM).

Fuente. Autores, 2022.

Melaza 1 Melaza 2 Melaza3
Factor Tradicional Rapido Tradicional Rapido Tradicional Rapido
TCBS TSA Mc i Sa |TC CF:YM TCBS {TSA Mc {Sa TC CF  YM | TCBS TSA | Mc | Sa TC | CF | YM
104 0 0 0 0 + 0 0 0 + 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0
108 0 0 0 0 + + + 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 + 0 0 0
100 0 0 0 0 |+ + 0 0 + 0 0 |+ 0 0 0 + 0 0 + + 0

* El andlisis para TCBS no estuvo disponible en los métodos rapidos.
*TSA-TC: métodos para deteccidn de bacterias totales.
*MacConkey-CF: métodos para deteccion de enterobacterias.
*Sabouraud-YM: método para deteccion de hongos y levaduras.
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Segun la Tabla 3.1 expone la evaluacién de presencia o ausencia del contenido
microbiano para cada una de las tres muestras del insumo acuicola melaza de cafia
comercial entre métodos aplicados. Para la melaza 1 bajo los métodos tradicionales no
se observo crecimiento de colonias en ninguna de las tres diluciones con respecto a los
cuatro medios de cultivo TCBS (vibrios), TSA (bacterias totales), MacConkey
(enterobacterias), Sabouraud (hongos y levaduras); sin embargo, los métodos rapidos
presentaron crecimiento de colonias en las diluciones con respecto a los tres medios, los
valores promedios del contenido de bacterias totales (TC) fue de (3.33E+03, 2.00E+05,
1.00E+06); para enterobacterias (CF) fue de (0, 2.67E+05, 2.83E+07); para hongos y
levaduras (YM) fue de (0, 3.67E+05, 0), para las diluciones 104 10° 10°

respectivamente.

Mientras que para la melaza 2 bajo los métodos tradicionales se observo que existe
crecimiento de colonias en dos de las tres diluciones, los valores promedios de contenido
de bacterias totales (TSA) en la diluciéon 10 fue de (6.67E+03) y para la dilucion 108 fue
de (4.67E+06), por otro lado, los métodos rapidos mostraron crecimiento en una sola
dilucién (10°) presentes en el medio TC, dando resultados de crecimiento altos
(1.00E+07), que al ser comparado con el método tradicional para la misma dilucién (10°)

resulté ser mas alto.

Por otro lado, en la melaza 3 se puede observar que existe a menores diluciones (10%),
menores concentraciones de bacterias, también que los métodos tradicionales
presentaron crecimiento de colonias para bacterias totales (TSA) de (3.33E+04) y
(4.00E+06) en diluciones (10° y (10°), pero en hongos y levaduras (Sabouraud)
Gnicamente en la dilucién (10°) con (6.60E+06). Los métodos rapidos mostraron
crecimiento en dos diluciones (10* y 108) con respecto a bacterias totales (TC) en
concentraciones de hasta (1.00E+05) y enterobacterias (CF) en diluciones mayores (10°)

dando resultados de crecimientos altos hasta de (1.00E+07).

En las tres muestras de melazas de cafia es importante destacar que al comparar los
resultados obtenidos en los métodos tradicionales las diluciones méas altas de melaza
resultan con crecimientos méas bajos de contenido bacteriano, correspondientemente con

el hecho que las altas concentraciones de sacarosa inhiben el crecimiento de

22



microorganismos, mientras que a concentraciones bajas sucede todo lo contrario, esto
quiere decir, que existe una estimulacion del crecimiento bacteriano, y lleva a convertir a
la sacarosa en un sustrato que beneficia el crecimiento para las bacterias como lo
demuestra (Mizzi, y otros, 2020). Los analisis de crecimiento de bacterias en las tres
muestras de melazas exhiben que en la concentracibn mas baja solo se observo
crecimiento de bacterias totales (TSA) en los métodos tradicionales, la cual result6 ser
la mayor concentracion (UFC) inclusive en comparacion con los métodos rapidos (TC).
Ademas, en nuestro estudio el medio TCBS que corresponde a vibrios no presenté

ningun crecimiento bacteriano en las tres muestras de melazas comerciales.

La melaza de cafa segun el (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN)., 1990) se
considera como un alimento zootécnico compuesto para camarones y que al ser un
producto de consumo humano debe a su vez cumplir con la normativa de la
(Organizacion Internacional de Estandarizacion (ISO)., 2013), debera cumplir con las
especificaciones establecidas descritas en la Tabla 3.2, donde mencionan el maximo
contenido microbiolégico en UFC para cada parametro.

Tabla 3.2 Requisitos microbioldgicos.
Fuente. INEN (1990), ISO (2013).

Parametros Maximo UFC Método de ensayo
Bacterias totales 1x10° INEN 1 529
Enterobacterias 1x10° INEN 1 529
Vibrios No detectable ISO 21872-1:2017
Hongos y Levaduras 1x104 INEN 1 563

En base a lo examinado, el conteo de microorganismos (bacterias, enterobacterias,
hongos y levaduras) en cada una de las muestras de melazas de cafia destinadas como
insumo acuicola contienen niveles que superan lo establecido en las normas ISO e INEN.
Lo que podria conducir a un riesgo en la homeostasis microbiana del sistema de cultivo,
en caso de que las bacterias presentes sean patdgenas. Debido a las concentraciones
encontradas de bacterias totales (hasta 107) en las tres muestras de melazas, estas
podrian generar una incidencia negativa dentro del cultivo. Por lo tanto, segun (Cai,
Choi, & J.G., 2021) conocer la diversidad y realizar evaluaciones preliminares de
inocuidad, frecuencia de muestreo, asi como cantidad de melaza administrada a los

sistemas de produccion de camardn, nos permitira tener un mejor control sobre la calidad
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de la melaza como insumo acuicola, reduciendo el riesgo de uso y elevando los

estandares de calidad para ese insumo.

Algo importante de destacar es que, debido a las concentraciones de microorganismos
obtenidos en nuestro estudio, mayores a lo reportado por el INEN e ISO, podria
considerarse que la comercializacion y venta de las melazas de cafia muestreadas no

logra alcanzar el estdndar adecuado para su consumo humano 0 como insumo acuicola.
3.2.Sensibilidad analitica microbiana

Aun cuando en la mayoria de los métodos de deteccién de bacterias presentaron
crecimiento, los métodos especificos para vibrios como el TCBS, no mostraron ningun
crecimiento. Al comparar los métodos tradicionales con los rapidos podemos identificar
gue existen diferencias (p<0.05) entre estos en UFC, con una clara tendencia a generar
valores mas altos en los métodos rapidos y mas bajos en los tradicionales. Debido a que
las diluciones menores (10°), se observé un mayor niimero de colonias principalmente
de bacterias totales para todos los métodos (TSAy TC) en los tres tipos de melaza (Tabla
3.3), se puede recomendar esta dilucion como la mas adecuada para realizar
comparaciones analiticas entre métodos, permitiendo contribuir a la determinacion de la
sensibilidad de diagndstico.

Tabla 3.3 Concentracidon de bacterias totales (UFC/mL) de los métodos tradicional (TSA)

y rapido (TC) respecto al factor de dilucidon (10°).
Fuente. Autores, 2022.

Melazas UFC/mL
TSA TC
M1 0 1.00E+06
M2 4 67E+06 1.00E+07
M3 4.00E+06 3.33E+05

Por lo cual se puede inferir que los métodos rapidos contribuyeron con una mayor
sensibilidad de diagndstico a diferentes concentraciones, aunque en la melaza 1 no hubo
crecimiento de colonias para el método tradicional (TSA), se puede considerar que
presenta mejor calidad. En general la sensibilidad de los resultados obtenidos por todas
las tres muestras y medios (exceptuando TCBS) en base a sus tres diluciones reflejan
gue la melaza 2 presenta mejor calidad e inocuidad como insumo acuicola debido a la
aproximacion de sus analisis entre métodos aplicados aun cuando no ha alcanzado las

normas o requisitos microbiolédgicos por la ISO e INEN.
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3.3. Anadlisis costo beneficio

Es importante tener presente lo siguiente: costo de oportunidad y valor del dinero en el
tiempo.

3.3.1. Costo de oportunidad

Las decisiones en algunos casos no son tan importantes, pero en ciertas ocasiones
pueden afectar lo que pase en el futuro. Cuando se elige una opcién y descartamos el
resto de las alternativas, estamos renunciando a los beneficios y costos que pueden ser
cuantitativos como cualitativos de aquellas alternativas, a esta accién se la conoce como
costo de oportunidad (Esperanza, 2022).

Para dar respuesta a este analisis se han desarrollado dos situaciones (A y B). Estas
situaciones nos brindan una proyeccion economica de lo que podria llegar a ocurrir, y
aproximarnos a las decisiones reales que se toman en el mundo laboral (cualquier

parecido con la realidad es pura coincidencia).

Analicemos las siguientes situaciones:

En el laboratorio llegan tres muestras de melaza de cafia de diferente marca para su
analisis microbioldgico de bacterias totales, enterobacterias, hongos y levaduras, las
cuales son procesadas segun el método tradicional (Estimacion A) y método rapido
(Estimacion B). En la Tabla 3.4, se conocen los costos para el conteo microbiano por
cada placa empleando el método tradicional (plaqueo) y por lamina en el método rapido
(autodifusion), por ello se requiere conocer y evaluar el conteo microbiano entre métodos

segun las muestras mencionadas.

Tabla 3.4 Comparaciéon econémica entre métodos comerciales.

Métodos tradicionales Métodos rapidos
Nimero Numero Costo Costo Numero Costo Costo
de Lo L
Variables de lacas = Unitario  total por de unitario | total por
muestras " 1 t lAmi "
(n) (n xi ; ; por muestras aminas por muestras
x= placa (n*x); lamina
x=3
Bacterias totales 3 10 $0.95 $9.50 9 $1.13 $10.17
Enterobacterias 3 10 $1.20 $12 9 $1.13 $10.17
Hongos y 3 10 $0.90 $9 9 $1.25 $11.25
levaduras
Costo total por analisis $30.50 $31.59

*n, nimero de muestras.
*X, niUmero de réplicas por muestras.

*+1, placa en esterilidad.
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Estimacion A:
Estas muestras se procesan para el Agar TSA, Agar Mac Conkey y Agar Sabouraud. Se
utilizaron placas Petri de 90 mm x 15 mm. Como prueba de esterilidad se prepara una

placa mas por cada agar.

En el laboratorio se puede observar que una de las tres muestras de melaza no presenta
crecimiento en los agares, en la siguiente melaza se obtuvo crecimiento solo en el agar
TSAYy en la tltima muestra de melaza se obtuvo crecimiento en el agar TSA 'y Sabouraud.
Después de 8 horas de preparacion y 24 horas de espera para la lectura, el encargado
de los anadlisis reporta los resultados comentando que una de las melazas no presenta
crecimiento en los agares y que esta puede ser la mejor en cuanto a su inocuidad

microbioldgica.

Estimacion B:
Estas muestras se procesan en laminas miniaturizadas TC, CF y YM. Estas laminas ya

vienen preparadas y esterilizadas, listas para su uso.

En el laboratorio de puede observar que una de las tres muestras de melaza presento
crecimiento en las tres laminas TC, CF y YM, en la siguiente melaza se obtuvo
crecimiento solo en la lamina TC y en la Ultima muestra de melaza se obtuvo crecimiento
en las laminas TC y CF. Después de 1 hora de preparacion y 24 horas para la lectura, el
encargado reporta el resultado comentado que las tres melazas presentan crecimiento

en las laminas y que no puede considerarse como inocuas.

El costo de oportunidad de elegir el método tradicional para realizar los analisis
microbioldgicos y no a los métodos rapidos, es que se renuncia al beneficio de poder
tener buenas lecturas de los crecimientos bacterianos presentes en las tres muestras de
melaza, que su costo no es muy relevante y su tiempo con respecto a la preparacion

favorece en obtener resultados més réapidos.
Ademas de las estimaciones previas se logré obtener criterios y suministrar informacion

sobre las caracteristicas microbianas de los métodos comerciales, con el fin de permitir

aceptacion o rechazo del uso en cultivo de las melazas analizadas (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5 Evaluacion de criterios de calidad de métodos de diagndstico.
Fuente. Autores, 2022.

Métodos Métodos
Criterios* Rango o ]
tradicionales rapidos
mayor recuento de colonias
Eficiencia y sensibilidad X
detectadas
Lectura facil X X
Costo menor X
Manipulacion facil X X
Tiempo elaboracion minima X
Ocupacidn de espacio minima X
Caducidad y vida datil 18 — 24 meses X
Interpretacion resultados facil X
Transporte facil X
Volumen de material de
minimo X
desecho
TOTAL 30% 90%

*Si se cumple el 60% de los criterios mencionados, sera el indicado.
*Métodos tradicionales cumplieron el 30% de los criterios.
*Métodos rapidos cumplieron el 90% de los criterios.

La comparacion de las estimaciones resultd significativamente mas econdmica para los
métodos tradicionales, sin embargo, la comparacién técnica y analitica que brinda este
método para los analisis microbianos en base a los criterios establecidos consta con el

30%, mientras que los métodos rapidos el 90%.
3.3.2. Valor del dinero en el tiempo

El valor del dinero en el tiempo se lo puede relacionar como una inversion a futuro para
obtener ganancias y rentabilidad del negocio. Medir el valor del dinero es fundamental,
ya que nos ayuda a tomar buenas decisiones y con ello tener en cuenta los costos de

oportunidad (Esperanza, 2022).

Para realizar analisis microbiol6gicos con medios de cultivo tradicionales se necesita
personal capacitado (microbidlogo) para realizar las distintas preparaciones,
dependiendo de lo que se vaya a analizar (Tabla 3.6). Este personal capacitado requiere
de una remuneracion y dicho pago corre por la empresa, asi como también los costes

por material directo e indirectos a usar dentro de un laboratorio automatizado y
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requeridos en ese momento. Mientras que, las pruebas realizadas por los métodos
rapidos no requieren de procesamientos extensos debido a su alta rentabilidad de
eficiencia en aplicacion, constituyéndose como herramienta basica con estrategias en
costo y efectividad, reduciendo las inversiones por recursos o servicios y aumentando la

rapidez en lectura de andlisis sin tener la necesidad de la actuacion de un microbidlogo.

Tabla 3.6 Costos referenciales de materiales empleados entre métodos tradicionales y

métodos rapidos para analisis de bacterias totales, enterobacterias, hongos y levaduras.

Costo unitario ($)
] ] Costo Costo
Métodos* Material Cantidad Por Por

(%)  total ($)

placa lamina
Frasco Merck
500¢g 100 100 1.05
TCBS
Frasco Merck
500¢g 100 100 0.95
o TSA
Tradicionales
Frasco Merck
500¢g 100 100 0.90
Sabouraud
Frasco Merck
500 g 100 100 1.20
MacConkey
TOTAL $400 $4.10
Paquete
7 45 315 1.125
Dry CF
Paquete
Rapidos 7 45 315 1.125
Dry TC
Paquete
7 5 35 1.25
Dry YM
TOTAL $98 $3.50

*En los métodos tradicionales se consider6 en el costo de preparacién por placa el costo por caja Petri siendo de $0.70
*No existieron costos referenciales para andlisis de vibrios, debido a que el andlisis TCBS no estuvo disponible en los
métodos rapidos.

*Para cada uno de los métodos tradicionales, sin importar la cantidad de réplicas que se realicen por muestras siempre

se necesitara 2x por placa debido a que una siempre se lleva a esterilidad.

Es importante el ahorro del tiempo y dinero en los analisis microbiolégicos, ademas,
impactar positivamente en la entrega de resultados rapidos para cada uno de sus
andalisis. Por tal motivo, los métodos rapidos son los indicados para determinar la calidad

del procesamiento de las muestras destinadas como insumo acuicola, valiendo la pena
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invertir por obtener resultados mas confiables, evitando la contaminacion por

microorganismos no deseables y mejorar la productividad.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1.Conclusiones

Dentro del estudio, la cuantificacion total (UFC/mL) mostro que los métodos tanto
tradicional como rapidos presentaron los valores de crecimiento microbiano mas
altos con respecto al recuento de bacterias totales (TSA y TC) para las tres
muestras de melaza. Sin embargo, fue el método rapido, el que mostré un mayor
valor en UFC/ml en las tres muestras de melaza, identificAndose como el mas

sensible.

El método rapido tanto en crecimiento bacteriano como sensibilidad para las tres
muestras de melazas de cafia comercial, mostro crecimiento de colonias en los
medios de cultivo analizados (exceptuando TCBS) para las tres diluciones
(104,105,109), sin embargo, la melaza que presenté mejor inocuidad, presentando
los menores valores de crecimiento de microorganismos, aun cuando sobrepasan
sus valores las normas microbiologicos de la ISO e INEN en cuanto a contenido

de microorganismos en insumos para acuicultura destinados a consumo humanao.

Las tres muestras de melazas de cafia comercial de distintas marcas analizadas
presentaron valores de contenido de microorganismos por encima del maximo
permitido por las normas o reglamentos técnicos emitidos por la Organizacion
Internacional de Estandarizacion (ISO) y el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
(INEN).

La falta de normas sanitarias no permite que las actividades sean ejercidas sin
riesgos de contaminacién microbioldgica, por ello, los analisis microbiolégicos son
indicadores importantes que nos permite actuar de manera inmediata y disminuir

la carga de bacterias patdgenas evitando pérdidas en los cultivos.
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El control de crecimiento bacteriano y su impacto econémico entre los métodos
de analisis (tradicional y rapido) evaluados mediante la aplicacién de criterios que
sugieren conteos permisibles de colonias de bacterias, demostrando que es
necesario aplicar medidas estrictas para el control de inocuidad de los insumos

acuicolas, como la melaza de cafa el cual posee muy poca informacion.

La sensibilidad analitica entre los métodos comerciales arrojé diferencias
significativas (p<0.05), generando una evaluaciéon de mayor efectividad de analisis
microbiano en los métodos rapidos. Esta evaluacion debe alcanzar los
requerimientos microbiologicos de inocuidad establecidas por las normativas o

instituciones encargadas de emitir los niveles de inocuidad maximos.

Ninguna de las muestras analizadas (tipos de melaza de cafia comercial y
diluciones) mostraron crecimientos de colonias para el medio TCBS (tradicional)
especificos para vibrios, siendo importante que, cuyos valores estén sujetos a
investigaciones debido a que este medio no estuvo presente para el método

rapido.

Los métodos rapidos son capaces de simplificar el proceso de toma de muestra 'y
analisis, lo que tiene un impacto en la veracidad de los resultados ademas de que

muestran una mayor sensibilidad.

Los métodos rapidos aun cuanto tienen un mayor costo representarian una mejora
en los procesos de andlisis en especial para grandes volimenes de muestras

microbiolégicas a analizar.

Es importante destacar que el proceso de analisis tradicional conlleva mayor
tiempo de preparacion y analisis, junto con la necesidad de tener microbidlogo
personal capacitado para evitar solubilidad incompleta, oscurecimiento, falta de
dureza en el agar, pérdidas de propiedades nutricionales y contaminacion por
dejar los frascos abierto por un tiempo prolongado; lo que puede alterar el pH,

crear grumos, decoloracion, etc.
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4.2. Recomendaciones

e Se deben desarrollar protocolos de manejos sobre la forma de adicion de melaza
de cafa idonea durante cada ciclo de cultivo (balance entre fertilizacidn, activacion

de bacterias que mejoren la produccién de camarones).

e Segun (Yan, 2020), la fermentacién no se recomienda si las condiciones de
fermentacion probidtica son incorrectas debido a que la melaza no se proporciona
solo para el consumo de las bacterias benéficas, sino también a las bacterias
dafinas (Vibrios), causando el desequilibrio en el nUmero de probidticos, ya que,
después de 24 horas de fermentacion, el nUmero de Vibrio puede alcanzar mas
de 10* UFC/mL.

e La Organizacién Internacional de Normalizacion (2013) recomienda que todos los
productos destinados al consumo humano y alimentacién requieren un recuento
inferior a 102 UFC/g o 102 UFC/mL en caso de muestras liquidas o inferior a 103

UFC/mL para muestras solidas.

e Es recomendable el desarrollo de protocolos de analisis con normativas
microbiolégicas basados en los métodos rapidos para mejorar la efectividad de
evaluacion de la melaza de cafia destinadas como insumos acuicolas, como

método de verificacion de calidad e inocuidad.

e La falta de informacién sobre los riesgos de ingresar insumos comerciales
acuicolas (melaza) destinados para la fertilizacion o preparacion de probiéticos,
donde no se considera el indice de variabilidad que esta puede generar sobre el
crecimiento bacteriano en las piscinas, plantea la importancia de evaluar y
verificar su contenido sin alterar la homeostasis microbiana del cultivo evitando

errores productivos.
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