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GLOSARIO

AGENTE PATOGENO: es aquel elemento o medio capaz de producir algin tipo de
enfermedad o dafio en el cuerpo de un animal, ser humano o vegetal.

ALEVINES: crias de pez que incluye la fase comprometida entre la larva y el adulto y que
en ciertos casos se utiliza para repoblar.

ALIMENTO EXTRUIDO: los alimentos extruidos son aquellos que han sido elaborados
mediante un proceso de extrusion, el proceso de extrusion de alimentos es una forma de
coccion rapida, continua y homogénea.

BACTERIAS OPORTUNISTAS: son microrganismos normalmente no patégenos y que
producen solo una infeccion cuando las defensas del huésped estan disminuidas.

FASE DE LEVANTE: pez comprendido entre los 5 y 80 gramos, que son alimentados con
un concentrado de 30% o 32% de proteina, dependiendo de la temperatura y el fin
industrial que se le vaya a dar.

INOCULO: un in6culo microbiano es una preparacion solida o liquida la cual contiene una
gran cantidad de microrganismo como bacterias y hongos. Estos microorganismos se
encuentran activados, es decir son viables fisica y quimicamente y estan listos para ser
inoculados en un biorreactor; los inéculos pueden ser de un solo tipo de microorganismo
especifico o una mezcla de microrganismo para ser aplicados ha determinado ambiente o
producto.

PROBIOTICOS: microorganismos vivos que cuando que cuando se administran o aplican
en cantidades adecuadas confieren un beneficio de salud del consumidor o huésped.



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la viabilidad del proceso de impregnacion por
aspersion de un microorganismo con caracteristicas probidticas sobre un alimento
extruido para tilapia roja en etapa de engorde. Se desarrollaron estudios preliminares
como la cinética de crecimiento del Bacillus sp 074 y los parametros de funcionamiento
del médulo de aspersion Autojet 1500+ y del impregnador al vacio MP/TV 05. Todo esto
con el fin de establecer las mejores condiciones para evaluar la viabilidad del Bacillus sp
074 impregnado. Para el desarrollo de la investigacién primero se estudié el tipo de
aspersion que varia de acuerdo a la presion (presion de vacio y presion atmosférica), para
ambos casos las variables de respuesta fueron pruebas fisicas (durabilidad, flotabilidad) y
pruebas biolégicas (Unidades formadoras de colonia UFC/g, Resistencia a simulacion de
jugos gastricos UFC/g). Posteriormente se impregné el microorganismo en el alimento
extruido con el tratamiento de aspersién al vacio pues arroj6 mejores resultados con
concentraciones de 10® UFC/g. posterior fue llevado a anaquel a dos temperaturas (4 °C y
25 °C); durante 30 dias; donde se tomaron muestras en los dias 0, 15 y 30 para realizar
las respectivas pruebas tanto bioldégicas (UFC/gr, Resistencia a simulacién de jugos
gastricos) y fisicas (durabilidad, flotabilidad); y asi poder determinar la viabilidad del
microorganismo en cada espacio de tiempo. La temperatura de almacenamiento evaluada
no genero una diferencia para las variables unidades formadoras de colonia y
digestibilidad, pero el tiempo si disminuye la viabilidad y la capacidad probidtica del
Bacillus sp 074.

Palabras claves: Probiético, Aspersion, Vacio, Durabilidad, Flotabilidad, Resistencia a
simulacion de jugos gastricos, UFC/gr.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the viability of the process of impregnation by
sprinkling of a microorganism with probiotic characteristics on an extruded feed for red
tilapia in the fattening stage. Preliminary studies were developed such as the growth
kinetics of Bacillus sp 074 and the operating parameters of the AutoJet 1500+ spray
module and the MP / TV 05 vacuum impregnator. All this in order to establish the best
conditions to evaluate the viability of the Bacillus sp 074 impregnated. For the
development of the research, the type of spray that varies according to the pressure
(vacuum pressure and atmospheric pressure) was studied, for both cases the response
variables were physical tests (durability, buoyancy) and biological tests (Training units of
colony UFC / g, Resistance to simulation of gastric juices UFC / g). Subsequently, the
microorganism was impregnated in the extruded food with the vacuum spray treatment,
since it gave better results with concentrations of 108 CFU / g. Subsequent was brought to
shelf at two temperatures (4 ° C and 25 ° C); for 30 days; where samples were taken on
days 0, 15 and 30 to perform the respective biological tests (UFC / gr, resistance to
simulation of gastric juice) and physical (durability, buoyancy); and thus be able to
determine the viability of the microorganism in each space of time. The storage
temperature evaluated did not generate a difference for the variables colony forming units
and digestibility, but the time does decrease the viability and the probiotic capacity of
Bacillus sp 074.

Keywords: Probiotic, Spraying, Vacuum, Durability, Buoyancy, Resistance simulated
gastric juices, CFU / g



INTRODUCCION

Existe una tendencia a nivel mundial que indica que los productos de origen pesquero
(peces, moluscos y crustaceos) estan siendo apetecidos en los habitos alimenticios de la
humanidad (Melorose, Perroy y Careas 2015) por lo que la acuicultura se ha convertido
en una industria que en los Ultimos afios ha crecido a gran velocidad(Garcia y Gutiérrez
2015).

Para el caso de Colombia la acuicultura continental esta representada por la piscicultura,
principalmente por la produccion de tilapia, cachama y trucha. Esta actividad productora
de proteina animal es la de mayor crecimiento en el conjunto pecuario (Merino et al.
2013), y ha venido aumentando a un ritmo importante, pasando de 572 toneladas en 1985
a 89,140 toneladas en 2014 (Godoy et al. 2016). Para nuestro pais la piscicultura es un
elemento que contribuye al desarrollo del sector agropecuario, y a su vez, es una fuente
alimenticia que proporciona todos los nutrientes esenciales en la dieta de una poblacion,
es asi como la piscicultura ofrece oportunidades en la seguridad nutricional y alimentaria
en los hogares de la regién, asimismo desempefia un papel importante a la hora de
mejorar los indices de pobreza (FAO 2014; Merino et al. 2013; Melorose, Perroy y Careas
2015).

Estas situaciones han generado que la produccion de organismos acuaticos sea intensiva
y bajo condiciones controladas, al querer lograr producciones a gran escala se han tenido
problemas de orden técnico, econémico y ambiental que en los Ultimos afios han tenido
signos recesivos en la produccion (Gutierrez et al. 2006; Janko y Weinborn 2007; Merino
etal. 2013). La produccion de peces al ser tan vulnerable a condiciones ambientales,
enfermedades y estrés; se promueve con facilidad la propagacion de enfermedades
infecciosas (Garcia, 2018).

Ademas segun Garcia (2018) entre los organismos causantes de enfermedades en peces
podemos encontrar hongos como Ichtyophonus hoferi que causa la enfermedad llamada
Ictiofonosis, o virus como el Iridovirus causante de la Necrosis Hematopoyetica, también
podemos encontrar parasitos como la Trichodina. Pero en bacterias podemos encontrar la
mayor variedad de enfermedades causadas, bacterias del genero Aeromonas o
pseudomonas causan enfermedades como la septicemia.

Para controlar estos problemas se han llevado practicas con hormonas, antibidticos y
sales compuestas, que al ser usadas de forma inadecuada pueden ser un problema de
salud publica (Jha, Bhujel y Anal 2015; Martinez et al. 2012; Pandiyan et al. 2013). Estos
cuestionamientos han proporcionado la busqueda de nuevas estrategias para el control
de patdgenos, una alternativa para contrarrestar el impacto negativo de los antibiéticos y
fomentar procesos productivos limpios es el uso de alimentos con inclusiébn de
microorganismos probidticos, los cuales pueden crear sistemas de produccion acuéticos
muchos mas eficaces (Kubitza 2013; Garcia y Gutiérrez 2015; Janko y Weinborn 2007;
Pandiyan et al. 2013).
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Si bien los probiéticos en los alimentos se han usado ampliamente, ha existido un interés
en los Ultimos afios para su uso en la acuicultura, gracias a efectos favorables en la
nutricién (Hualinga 2013; Janko y Weinborn 2007), aspectos como la mejora del sistema
inmunoldgico, control de patégenos y aumento del bienestar, son efectos que hacen que
los probidticos se conviertan en una alternativa para reducir mortalidad en peces, ademas
en contribuir a generar sistemas de produccion acuaticos amigables con el medio
ambiente lo cual ayudaria a reducir al minimo el riesgo asociado con el uso de productos
guimicos tales como: vacunas, antibidticos y quimioterapéuticos; la mayoria de probiéticos
para la acuicultura pertenecen a los géneros acido Ilacticas, vibrio, bacillus y
pseudomonas principalmente, ya que han demostrado un excelente potencial en la
industria piscicola y pueden ser un enfoque alternativo para mejorar respuesta inmune de
los peces (Dawood y Koshio 2016; Sayes, Leyton y Riquelme 2016; Hualinga 2013; Jha,
Bhujel y Anal 2015; Martinez et al. 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la poca informacién en relacién a la inclusion
del microorganismo probiético en un alimento extruido, surgen nuevas tecnologias para
afrontar estos desafios que demanda la industria piscicola como lo son la aspersion del
microorganismo sobre el alimento extruido, que en términos de homogeneidad,
estabilidad y conformidad han mostrado resultados prometedores; adicionalmente esta
técnica no requiere de tiempos extendidos ni infraestructuras complejas para ser
manipuladas, y que pueden permitir una mayor proporcion del microorganismo dentro del
pellet (Lamichhane et al. 2015)

Por tal razén este estudio sera un punto de partida para la inclusiéon de un microorganismo
con caracteristicas probidticas en un alimento extruido para peces mediante el proceso de
impregnacion por aspersion, se evaluo la viabilidad durante la etapa de almacenamiento
al igual la posibilidad de investigacion para desarrollar un producto y condiciones
tecnoldgicas de alto impacto en la industria piscicola.
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1. MARCO TEORICO

A continuacion, se describen algunos conceptos que dan referencia a los probidticos en la
piscicultura y fundamentos sobre los procesos de impregnaciébn por aspersion e
impregnacién por aspersion al vacio.

1.1 ACUICULTURA

La acuicultura se puede definir como el cultivo de organismos acuaticos (peces, moluscos
crustdceos y plantas acudticas) bajo condiciones controladas por el hombre para
aumentar la produccion de dichos organismos, con el objetivo de lograr un
aprovechamiento socioeconémico o bien para interés de tipo biolégico (Delgado 2013;
Baltazar 2014; FAO 2014).

Este es probablemente el sector de produccion de alimento de mas rapido crecimiento
segun estadisticas publicadas por la FAO., (2014), la produccion pesquera ha aumentado
de forma constante en las ultimas cinco décadas y el suministro de peces destinado a la
alimentacién humana es mas del 86%, donde el porcentaje restante se destina a uso no
alimentario.

Al enfocar la acuicultura en américa latina su participacion es relativamente pequefia con
respecto al contexto mundial, al hablar de Colombia, esta muestra un crecimiento
equiparable al crecimiento mundial, ya que se evidencia al superar la tasa media de
crecimiento del conjunto agropecuario y del conjunto total de la economia nacional; a
comparacion de algunos paises de latino américa con niveles de desarrollo relativamente
similar en los cuales la participacién de la acuicultura en el PIB es inferior (Merino et al.
2013; Delgado 2013).

1.2 ENFERMEDADES DE LA PISCICULTURA

Las enfermedades en la actividad piscicola son las responsables de la baja eficiencia de
los cultivos y la causante de pérdidas econdmicas; por eso se deben poner en practica
procedimientos para prevenir y controlar las enfermedades que potencialmente ponen en
riesgo la sanidad y limitan la produccién; aunque no siempre la actividad patégena es la
responsable de la muerte en los sistemas de produccion, hay otros aspectos
fundamentales como los son la calidad del agua y el estado nutricional del pez los cuales
se pueden ver afectados por factores quimicos, fisicos o biolégicos (Vazquez 2010;
Baltazar 2014).

Entre las enfermedades mas comunes en el cultivo de tilapia se encuentran la septicemia
hemorragica bacteriana, enfermedad bacteriana del rifidn, vibriosis, la enfermedad del
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pedunculo caudal, enfermedad bacteriana de las branquias que son producidas por
bacterias del género Aeromonas, Pseudomonas, Corynebacterium,Vibrio, Flexibacter,
Cytophaga, Mycobacteriom Nocardia (Vazquez 2010; Baltazar 2014).

Hay nuevas tecnologias de cultivo y en casi todas se habla de garantizar el estado
nutricional del pez, para ello se debe tener en cuenta su alimentacion y las raciones
formuladas se deben hacer en base a los conocimientos de inmuno-nutricion, si resultan
adecuados, mejoran la respuesta inmunoldgica de los animales y contribuyen con la
reduccion de la severidad de las enfermedades y la pérdida de peces (Kubitza 2013).

1.2.1 Antibi6ticos. En el siglo XX los antibiticos se convirtieron en la solucién a
multiples enfermedades producidas por agentes infecciosos, no solo para humanos sino
también en la medicina veterinaria, aunque esto generd un problema debido al uso
inadecuado de los antibidticos como la resistencia de los microorganismos a los
antibiéticos como expresién natural de la evolucion y a la variacion genética bacteriana
(Cabrera, Gémez y Zaiiga 2007) también tiene efecto sobre el ambiente ya que contiene
una abundante flora bacteriana en el plancton, susceptible a los antibidticos y asi
alterando la salud del ambiente acuético, lo que puede influenciar en los ciclos vitales de
los peces (Janko y Weinborn 2007; Ronsén y Medina 2002), la adiciébn en masa de los
antibiéticos tiene efectos adversos en el pez como alteraciones hormonales, intoxicacion,
predisposicion a enfermedades y acumulacion de antibiéticos no metabolizados
totalmente en los 6rganos del pez, que los hace poco adecuados para la salud humana y
comprometen el futuro econdémico de la industria acuicola y la reputacion de calidad de
los productos acuicolas (Ronsén y Medina 2002; Janko y Weinborn 2007).

En Colombia la administracion y uso de antibidticos en las practicas acuicolas esta regida
por la resolucion 0676 del 9 de marzo del 2007, en esta se establece el reglamento
técnico de emergencia y el plan de control de residuos y medicamentos veterinarios y
otras sustancias quimicas, que deben cumplir los productos acuicolas para consumo
humano. Sin embargo el incumplimiento de dicha regulacion y el desconocimiento de la
misma en el sector acuicola, ha resultado en la aparicibn de cepas resistentes en la
cadena de produccion (Arenas y Melo, 2018); Una de las soluciones podria ser los
probidticos, en algunos casos en los cuales el uso inapropiado y excesivo de antibiéticos
altere la composicion de flora y fauna del pez y facilite el establecimiento de patbégenos o
altere la resistencia a patégenos adquirida en la infancia temprano, se ha demostrado en
humanos que las enfermedades isquémicas producidas por lo anterior se pueden revertir
con el uso de probidticos (Gil, 2014).

1.3 PROBIOTICOS

Para sobrellevar los diferentes problemas que se presentan en la piscicultura se ha
estudiado el uso de suplementos alimenticios que promuevan el crecimiento y eviten la
aparicion de enfermedades (Cruz 2015), sin que se eleve drasticamente el costo de la
produccién. Unas de las opciones mas tentativas son los probibticos, ya que son
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microorganismos vivos, que al ser administrados en cantidades adecuadas como aditivo
en el alimento o suplemento alimenticio tienen efectos benéficos sobre el equilibrio
intestinal y la salud del huésped (Sayes, Leyton y Riquelme, 2016). Se ha demostrado
gue la incorporacién de probidticos en la dieta permite mayor incremento en la respuesta
inmune y mayor tasa de crecimiento, sea en talla o peso y por tanto mayor indice de
sobrevivencia (Seo, Shiny Lee, 2011)

Para que un microorganismo sea considerado probiético debe resistir a barreras donde se
incluye tolerancia a pH, sales biliares del 0,3%, NaCl 2% resistencia a la accion de
enzimas como lisozimas y tripsinas (Gutierrez, 2016) y una de las mas importante es que
el microrganismo permanezca en estado viable y en cantidades suficiente una vez
superada las barreras acida y biliar, ademas debe demostrar actividad antimicrobiana y
resistencia a antibidticos y sean reconocidos como seguros (Rozo, 2016; Arteaga et al.
2017).

El uso de probiéticos resulta factible, ya que promueve el balance intestinal, el cual afecta
directamente la asimilacion de nutrientes y proporcionar bienestar animal, lo cual se ve
reflejado directamente en parametros zootécnicos (Rojas etal. 2016) Ademas se ha
demostrado que muchos cambios ontogénicos de diferentes tipos de peces se evidencian
por cambios en la caracteristicas histolégicas y anatémicas del tracto digestivo (Munoz
et al. 2015)

Asi fue como la FAO designo el uso de los probiéticos como una alternativa importante
para la mejora de la calidad del medio ambiente acuético (Ramirez etal. 2011; FAO
2014). La mayoria de probidticos propuestos para la acuicultura pertenecen a las
bacterias &cidos lacticas (lactobacillus y carnobacterium); a los géneros Vibrio (V.
alginoliticus), Bacillus y pseudomonas principalmente (Gutierrez, 2016; Garcia y Gutiérrez,
2015); estas bacterias utilizan mecanismos metabdlicos para generar impacto positivo en
los peces.

Ademas de beneficios nutricionales y sanitarios, ciertos probiéticos, al afiadirse al agua
pueden desempefiar un papel muy importante de la descomposicién de la materia
organica, reduccion de niveles de nitrégeno y fosfatos, asi como el control de los niveles
de amonio, nitritos y sulfuro de (Nayak, 2010; Gutierrez, 2016).

1.3.1 Bacillus sp. Desde el punto de vista microbiolégico, las bacterias del género
Bacillus se consideran gram positivas. Tienen forma de bastoncillo y estdn agrupadas en
cadena, son anaerobias estrictas o facultativas, son productoras de sustancias
antimicrobianas asi como de enzimas hidrolasas, como probibticos pertenecientes a este
género, B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis y B. nato. (Milian, Pérez y Bocourt, 2008).
Las bacterias del genero Bacillus se encuentran ampliamente distribuida en los méas
diversos habitats que incluyen ecosistemas de agua dulce, marinos y en suelo; este
género comprende una amplia diversidad de tipos fisiol6gicos, donde se destacan
caracteristicas como la degradacién de la mayoria de los sustratos derivados de planta y
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animales, incluyendo celulosa, almidén, pectina, proteinas, agar, hidrocarburos y otros;
ademas su capacidad para la produccién de antibiéticos, la nitrificacién, la desnitrificacion,
la fijacion de nitrdgeno, la litotrofia facultativa, la acidofilia, la alcalofilia, la psicrofilia, la
termofilia y el parasitismo, ejemplifican su capacidad de sobrevivir en diversos ambientes
(Tejera, Rojas y Heydrich, 2011; Calvo y Zufiga, 2010; Milian, Pérez y Bocourt, 2008).

Ha habido un éxito importante con el uso de miembros formadores de endosporas como
aditivos alimentarios y mejoramiento de la calidad del agua para peces (Newaj-Fyzul, Al-
Harbi y Austin, 2014); la habilidad de las especies de Bacillus de formar endosporas
altamente resistentes les da la ventaja competitiva en el medio donde se encuentren, su
sintesis se produce ante las condiciones de limitacién de nutrientes, agua y oxigeno, que
a su vez constituyen un sistema de proteccion ante condiciones ambientales adversas.
(Calvo y Zufiiga 2010; Milian, Pérez y Bocourt 2008).

1.4 IMPREGNACION

La impregnacién es una de las operaciones unitarias que implican sistemas solido liquido,
gue aprovecha la microestructura porosa de la matriz del alimento y junto a una accion
capilar y gradientes de presion se produce un mecanismo hidrodinamico; el cual
promueve cambios fisicoquimicos del producto y por tanto sus atributos de calidad y
estabilidad se veran afectados; esta operacion permite la incorporacion de componentes
activos generando un valor a agregado en el producto final. La cantidad de liquido
impregnado en la estructura, dependera de la presion de trabajo y la porosidad de la
matriz. La viabilidad del proceso se fundamenta en la porosidad estructural de los
alimentos, al ser variable en muchos alimentos condicionan la eleccién de la técnica de
impregnacion a utilizar (Fernandez, 2007; L6pez, 2003; Ostos, Diaz y Suarez, 2012).

1.4.1 Impregnacién atmosférica. La aspersidén es un sistema de riego que distribuye un
liquido en forma de lluvia (gotas), también llamado atomizacion, este proceso se inicia
bombeando liquido a gran velocidad a través de una conduccion cerrada y presion
determinada, forzando el liquido a pasar por una boquilla (aspersor), la energia potencial
del liquido, junto con la geometria de la boquilla hace que el liquido emerja como
pequefias gotas. Existen diferentes formas de orificios en boquillas la cual generan
diferentes patrones de aspersion, la distribucion y el tamafio de la gota sera dependiente
del tipo de boquilla (Ostos, Diaz y Suarez, 2012).

1.4.2 Impregnacion al vacio. Es una herramienta usada en la ingenieria de alimentos
gue utiliza las propiedades de la matriz estructural del alimento, para lograr cambios que
mejoren propiedades funcionales o sensoriales, por lo cual se requiere pellets de alta
duracién y estructura porosa para una aplicacion efectiva (Monzén, 2010; Lamichhane et
al., 2015). Esta herramienta utiliza la técnica de impregnaciéon al vacio que incorpora
componentes funcionales (probiético) en el alimento a través de un mecanismo
hidrodinamico (HDM); que ocurre en el momento de la desgasificacién de la estructura
porosa en funcién de la presion aplicada lo cual facilita una mayor inclusién del probiotico
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gracias a un proceso de transporte fisico de capilaridad del liquido dentro de un sistema
sélido, poroso, gracias a un gradiente de presion que se crea al momento de que se
alcance el equilibrio entre presiones (Marin, Cortés y Montoya, 2010; Monzén, 2010).

Segun Kumar (2017) La impregnacioén al vacio es una tecnologia reciente, por la cual se
puede introducir varios tipos de soluciones en la estructura porosa de variados alimentos
y productos no alimentarios. La transferencia de masa a la que se da lugar en este
proceso es el resultado de una diferencia de presiones inducida mecanicamente y que
permite llenar grandes volumenes de espacios intracelulares de frutas y verduras
favoreciendo los aspectos fisicos quimicos.

Los usos de la impregnacion al vacio en la alimentacién animal y humana son variados,
Se utiliza esta técnica, por ejemplo, para el enriquecimiento de productos vegetales con
componentes deseados que mejoran el sabor, prolongar la vida Gtil, o enriquecen con
vitaminas y minerales que le den un valor agregado al producto o solo lo llevan hacia el
camino de la innovacién (Oblitas y Rojas, 2017; Kumar, 2017).

En la actualidad la impregnacion al vacio se utiliza para obtener una penetracion rapida
de compuestos solvatados en tejidos vegetales junto con un perfil de concentracion
homogénea de los solutos en los productos finales. Estd demostrado que es un método
no solo util si no también eficaz de enriquecer el tejido de frutas y vegetales con solutos
deseados como antioxidantes, sabores, citoprotectores, vitaminas minerales y probid6tico.
(Oblitas y Rojas 2017).

1.5 MARCO HISTORICO

A lo largo del tiempo no existen muchas investigaciones que aborden la impregnacion y la
impregnacioén al vacio de probiéticos en un concentrado extruido para tilapias, de hecho
Betoret et al., (2003) intenta combinar los efectos beneficiosos de los probiéticos con la
aspersion al vacio, aplicando esta tecnologia en frutas y verduras, con excelentes
resultados ya que se concluye que utilizando este método evaluado se puede introducir
células microbianas en la matriz o tejido de la manzana por medio de la aspersion al
vacio, ademas que se llega a una concentracidon del probiéticos igual a los productos
lacteos comerciales.

Por otro lado Lamichhane., 2015 evalué la capacidad de tres bacterias acido lacticas
(BAL) aisladas de peces, Lactococcus lactis CLFP 101, Lactobacillus Plantarum CLFP
238 y Lactobacillus fermentum CLFP 242, para inhibir la adhesion al intestino de varios
patbgenos de peces, bajo condiciones in vitro. Las conclusiones fueron que sol
Lactococcus Lactis CLFP 101 redujo la adhesion de todos los patdgenos de peces
evaluados; mientras que las la cepa de Lactobacillus Plantarum CLFP 238 redujo la
adhesion de A. hydropila y A. samonicida.
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Arellano (2013) evalu6 el efecto del probiético sobre el crecimiento de alevinos de paco,
Piaractus brachypomus confinados en jaulas durante la segunda fase de alevinaje. Los
resultados mostraron el efecto positivo que genera sobre los alevinos el concentrado
impregnado con el probiodtico, ademas que la inclusion de microorganismos probiéticos en
la dieta mejora los indices de produccidn de peces y los rendimientos para el acuicultor.

Rozo (2016) evalud el tiempo de suministro de probiéticos en tilapia roja (Oreochromis
spp), permitiendo mantener durante mas tiempo una alta viabilidad de permanencia de
microorganismos benéficos. La adicion Bacillus Subtilis y Bacillus Circulams; se hizo
mediante mezclado directo y los resultados evidenciaron la capacidad que tienen los
microorganismos benéficos para combatir enfermedades patdégenas producidas por
invasores como Aeromona Hydorphila, se destacd la generacién de enzimas digestivas
por parte del Bacillus y asi obtener una mayor absorcién de nutrientes.

Segun Sun et al. (2010) los Bacillius pumilus y Bacillus Claus tienen actividad antagdnica
en el intestino del peces de crecimiento rapido siendo un inmuno-estimulante importante
gue conduce a una mayor supervivencia contra la infeccion por A. Hydrophila. Hay
mejoras significativas en el aumento de peso o en la tasa de crecimiento especifico de los
grupos alimentados con probiéticos, pero si se una mejora significativa de la relacién de
conversion alimenticia.

Raida et al. (2003) afirma que observo que la administracién de alimento para trucha
suplementado con esporas de Bacillus Subtilis y Bacillus Lichenifomirs mejoraba la
resistencia a la infeccién Y. ruckeri. Ademas mostraron una mejora significativa en la
relacién de alimentacion de alimentacion, la tasa de crecimiento especifico y la relacion de
eficiencia proteica.

Raida et al. (2003) ha demostrado La actividad probiotica del Bacillus Subtilis en la tilapia
del Nilo (Oreochromis niloticus); el efecto inhibidor del B. Subtilis sobre la A. hydrophila y
P. fluorescens es positivo; también demostro que la tasa de supervivencia y la ganancia
de peso corporal aumentaron significativamente en los peces que recibieron B. Subitilis.

Janko y Weinborn (2007) menciona que un estudio realizado en Colombia, en el que
adicionaron probidticos a base de bacterias como Bacillus y Lactobacillus y levaduras del
género Saccharomyces, en el alimento extruido para tilapia roja en fase de engorde,
demostré un efecto positivo en incremento de peso, longitud estandar final y conversion
alimenticia.
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2. METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos de esta investigacion se adquiri6 una cepa aislada por el
grupo de investigacion ASUBAGROIN de la Universidad del Cauca, la cual demostré
tener caracteristicas probiéticas (Anexo A); la fase experimental consistié en dos etapas,
primero se realiz6 la impregnacion del Bacillus sp 074, mediante los procesos de
impregnacion por aspersion a presion atmosférica e impregnacion por aspersion al vacio.
La segunda etapa consistié en evaluar la viabilidad del microorganismo impregnado con
respecto al tiempo durante 30 dias a dos temperaturas (15°C y 25°C).

2.1 LOCALIZACION

La investigacién se desarroll6 en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca, km 2 via vereda las guacas, con el
acompafiamiento del grupo de investigacion de Aprovechamiento de Subproductos
Residuos y desechos Agroindustriales (ASUBAGROIN).

2.2 IMPREGNACION DEL MICROORGANISMO BACILLUS SP 074 POR EL PROCESO
DE IMPREGNACION POR ASPERSION A PRESION ATMOSFERICA Y PRESION DE
VACIO

Para el cumplimiento de este objetivo se realiz6 en primera instancia una cinética de
crecimiento del Bacillus sp 074, que nos permiti6 un punto de partida para analizar su
comportamiento, obtener informacién necesaria y realizar una solucidon de aspersién del
Bacillus sp 074. Con el fin de realizar las diferentes operaciones que hacen parte del
proceso de impregnacion como se describe a continuacion.

2.2.1 Activacion del Bacillus sp 074. Se tom6 una muestra del Bacillus sp 074 y se
in6culo en 10 mL de caldo nutritivo (scharlau), se llevé a un Shaker thermo scientific con
control de temperatura, que permitid la incubacién a 37 °C con agitacion a 180 rpm
durante 24 horas (Castafieda y Sanchez 2016).

2.2.2 Conservacion del Bacillus sp 074 concentrado en glicerol. Con el fin de partir
siempre desde un mismo punto, se realizé conservacion del Bacillus sp 074 en glicerol.

Para poder obtener el Bacillus sp 074 crio-conservado, primero se activo el Bacillus sp
074 (numeral 2.2.1), pasado el tiempo de activacion; se procede a tomar 1 mL del Bacillus
sp 074 ya activado y se vertié en 9 mL de caldo nutritivo; donde se dejé en incubacion por
12 horas en un Shaker a 37 ° C y 180 rpm(Castafieda y Sanchez 2016). Se realizd un
segundo pase con 3 mL de caldo nutritivo incubado anteriormente que se llevé a un
erlenmeyer con 27 mL de caldo, que es llevado a incubacion por 6 horas (180 rpm). El
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paso final se realizd vertiendo los 30 mL del inéculo a un erlenmeyer con 220 mL de
caldo, obteniendo 250 mL de in6culo. Este se llevé a incubacion a 37 °C y 180 rpm
durante 6 horas. Posterior se centrifugé los 250 mL a 8000 rpm y 4 °C por 10 min y se
obtuvo la biomasa del microorganismo concentrada. Que se almacend en viales donde se
depositaron 500 yL de la biomasa obtenida con 500 uL glicerol al 60%. Para poder
almacenarlos en refrigeracion para su conservacion a -4 °C.(Caicedo y Chacon 2010).

2.2.3 Cinética de crecimiento. Se realiz6 una curva de crecimiento del Bacillus sp 074,
con el fin de observar el comportamiento en sus diferentes fases. Se tomé 1 mL del
Bacillus sp 074 crio-conservado y se vertié en 9 mL de caldo nutritivo, dejandolo a 37 °C y
180 rpm por 6 horas en el Shaker con control de temperatura. Pasada las 6 horas se
realizé un pase de 1 mL a 9 mL de caldo nutritivo para dejarlo por 12 horas a 37 °C y 180
rpm, el siguiente paso fue tomar 3 mL del inéculo y se depositaron en 27mL de caldo
nutritivo para encubarse por 6 horas a 37°C y 180 rpm, pasadas las 6 horas se depositan
los 30 mL del inoculo en 270 mL de caldo nutritivo. A partir de aqui se procedi6 a realizar
una fermentacion tipo batch; donde se tomaron medidas de 6 mL cada 45 min durante 6
horas y asi se midi6 el crecimiento microbiano mediante densidad 6ptica a una longitud de
onda de 600 nm utilizando un espectrofotdmetro shimadzu 1800. Al mismo tiempo se
determiné el crecimiento por recuento en placa (Gémez et al. 2004; Castafieda y Sanchez
2016; Caicedo y Chacon 2010).

2.2.4 Proceso de impregnacién del Bacillus sp 074, por aspersion a presion
atmosférica y presion de vacio sobre alimento extruido para tilapia en fase de
engorde. Este objetivo requirié de los siguientes pasos.

2.2.4.1 Adecuacion del equipo Autojet 1550 e impregnador al vacio MP/TV 05. Para
realizar el proceso de impregnacion es necesario adecuar dos equipos esenciales. El
equipo Autojet 1550 que permite controlar el proceso de impregnacion y el impregnador al
vacio MP/TV 05 donde se pueden manejar y controlar la presion.

" 1550* Autoset Modular Spray System
O 2569
|
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Adicional al médulo de aspersién Autojet 1550 se tiene un tanque presurizado en acero
inoxidable 304 modelo 22140 con capacidad de 7,6 L, en cuyo interior se deposit6 el
in6culo necesario para realizar la impregnacion (figura 2); ademas se encuentra una
boquilla de la serie PulsaJet AA10OOAUH-10-NC (figura 3) de accionar hidraulico y con
punta estdndar de aspersion plana UniJet 11001, encargada de atomizar el
microorganismo suspendido en agua, para el caso de la impregnacion se cuenta con una
canastilla de acero inoxidable donde se deposita el concentrado a impregnar (figura 4)
gue se encuentra ubicada dentro del impregnador al vacio MP/TV 05. Finalizada la
adecuacion del sistema de aspersion se procede a su utilizacion segun lo indica el manual
(Anexo B).

Figura 2. Tanque presurizado 22140

Figura 3. (A) Boquilla hidraulica Pulsa Jet AA10000UH-10-NC. (B) Punta estandar de
aspersion plana UniJet 11001
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Figura 4. Canastilla en acero inoxidable

2.2.4.2 Preparacion del in6culo. EIl Bacillus sp 074 crio-conservado se activd como lo
indica el numeral 2.2.1. Posteriormente se tomaron unas muestras para llevarlas al
espectrofotdmetro shimadzu 1800 donde se midid la densidad éptica a una longitud de
onda de 600 nm, para verificar la concentracion del microorganismo. Terminada la
fermentacion tipo batch se dispone a realizar la centrifugacion del microorganismo en una
centrifuga Z326K refrigerada HERMLE a 4°C, 8000rpm durante 10 minutos, donde
pasados los 10 minutos se descarté el sobrenadante y se procedié a re suspender el
microorganismo concentrado en un volumen de agua de 300 mL (Castafieda y Sanchez
2016).

2.2.4.3 Proceso de aspersiéon del Bacillus sp 074 por aspersion a presion
atmosférica y presion de vacio. La impregnacion por aspersion atmosférica y presion
de vacio se llevo a cabo en el impregnador MP/TV05 donde se depositaron 500 g de
concentrado para tilapia en fase de engorde en la canastilla y se cerr6 la cAmara de vacio,
luego se conecté junto al Autojet 1550. Se controlaron variables como tiempo de
aspersion (41.38 segundos o 0.69 minutos); velocidad de canastilla (30%), frecuencia de
(5000); ciclo de trabajo (20%); para el caso de la impregnacion atmosférica no se
manipulo la variable presién, pero para la aspersion al vacio se controlé la presién a (-506
mbar). Estos valores se obtuvieron de estudios preliminares realizados a los equipos de
impregnacién Autojet 1550 y al impregnador al vacio MP/TV05.

2.2.4.4 Secado de concentrado. Posterior a la impregnacion del microorganismo en el
concentrado para peces, se llevé a un secador Binder con una temperatura de 40 °C,
hasta alcanzar una humedad inferior al 10%.

2.2.5 Analisis estadistico. Con el fin de conocer el método de impregnacion mas
apropiado para el microorganismo se aplicé un disefio completamente al azar por medio
del software IBM SPSS Statistics version 23. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
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con una significancia (p<0,05). Los tratamientos evaluados fueron los siguientes: presiéon
en el proceso de impregnacion (presion atmosférica y presién de vacio (-506 mbar)).
Como variables de respuesta se tuvieron en cuenta propiedades fisicas (durabilidad,
flotabilidad), y propiedades bioloégicas (Unidades formadoras de colonia UFC,
digestibilidad) (Cuadro 1).

Todas pruebas realizadas tuvieron tres replicas con triple repeticion, para el caso del
blanco solo se corrieron pruebas fisicas (durabilidad, flotabilidad).

Cuadro 1. Disefio experimental ANOVA para determinar el mejor tratamiento
Factor Niveles Variables de respuesta
Propiedades bioldgicas:

Condicion de presioén en el Presién ambiente Unidades formadoras de
proceso de impregnacion colonias (UFC),
Presion de vacio Resistencia a pH bajo

condiciones controladas

Propiedades fisicas:

Durabilidad, flotabilidad.

2.2.6 Pruebas bioldgicas. A continuacion se describen las pruebas biolégicas que se
evaluaron en el concentrado (tabla 1).

2.2.6.1 Unidades formadoras de colonias (UFC/mL). Con el fin de obtener una muestra
representativa y homogénea se aplico el método de cuarteo (Garcia 2012). La muestra
macerada fue transferida a un erlenmeyer con 90 mL de agua peptonada hasta diluciones
seriadas de 1x10°. Mediante la técnica de siembra en superficie; se llevo el
microorganismo a cajas de Petri con agar nutritivo, incubando a 37 °C. Se realizo el
recuento en placa pasadas las 12 horas de incubacion. (Marin, Cortés y Montoya, 2010;
Caicedo y Chacon, 2010).

2.2.6.2 Simulacién de resistencia de pH. Inicialmente a 10 g de la muestra macerada
del concentrado impregnado se le adicionaron 50 mL de la solucion tampon fosfato (0.1M
y pH 6) y15 mL de acido clorhidrico (0,6 M), se ajusto la solucién a pH 2.0 con ayuda de
HCI (1M) o NaOH (0,5M). Se lleva a agitacion suave y constante a 37°C durante 2 horas
en el baflo maria con agitacion. Pasadas 2 horas se adicionaron 20 mL de solucion
tampédn fosfato (0.2 My pH 6.8) y 10 mL de NaOH (0.6M), se ajusté a pH 6.8 con ayuda
de NaOH (0.5M) o HCI (1M), y se llevé a bafio maria a 37°C por 4 horas. Terminadas las
cuatro horas se tom6 1 mL de cada erlenmeyer para proceder a realizar las diluciones
sucesivas en tubos de ensayo con 9 mL de agua peptonada y asi sembrar en cajas de
Petri con agar nutritivo mediante la siembra en superficie. Se incubaron a 37 °C para su
posterior recuento en placa.
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2.2.7 Pruebas fisicas. A continuacion se describen las pruebas fisicas evaluadas en el
concentrado impregnado (cuadro 1).

2.2.7.1 Flotabilidad. Se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia de Cruz Castellon.,
(2015), a la cual se le realizaron ajustes. Se tomaron 100 pellets seleccionados por
cuarteo, los cuales se depositaron en beakers con 500 mL de agua destilada por un
periodo de 20 minutos, al final del periodo de tiempo se cuantificaron los pellets que se
mantuvieron en superficie y se determiné el porcentaje de flotabilidad:

Ft
F=-ty100 (Ec. 1)
Fi

Donde F es la flotabilidad, Ff es la cantidad del pellets suspendidos después de terminada
la prueba y Fi es la cantidad de pellets al inicio de la prueba.

2.2.7.2 Durabilidad. Para la prueba de durabilidad se utilizo el durabilimetro New Holmen
NHP 100, con una balanza de precisibn KERN, se pesaron 100 gramos del concentrado
impregnado y se colocaron en el durabilimetro siguiendo las instrucciones del equipo; se
utilizé un tiempo de prueba de 60 segundos. Pasados los 60 segundos se procedié a
pesar de nuevo la muestra y los datos se analizaron con la siguiente ecuacion:

Mi (Ec. 2)

Donde D es el porcentaje de durabilidad, Mi es el peso inicial de la muestra y Mf es el
peso final de la muestra.

2.3 EVALUACION DE LA VIABILIDAD DEL Bacillus sp. 074 IMPREGNADO EN EL
ALIMENTO EXTRUIDO PARA TILAPIAS EN FASE DE ENGORDE, BAJO
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

Para el desarrollo de este objetivo se selecciond el mejor tratamiento entre aspersion a
presion atmosférica y aspersion a presion de vacio. Se aplicd un disefio experimental con
medidas repetitivas respecto al tiempo, y se evaluaron dos factores intrasujetos (tiempo
de almacenamiento y temperatura de almacenamiento), por un periodo de 30 dias,
durante el cual se realiz6 un seguimiento cada 15 dias con el fin de determinar la
viabilidad del Bacillus sp. 074.

Las variables de respuesta analizadas fueron unidades formadoras de colonia y
digestibilidad para el caso de pruebas biologicas; flotabilidad y durabilidad para el caso de
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pruebas fisicas; metodologias explicadas en los numerales 2.1.5.1, 2.1.5.2, 2153 y
2.1.5.4.

Cuadro 2. Disefio experimental de medidas repetitivas con respecto al tiempo

Factores Variables de respuesta
Intrasujetos Variables fisicas:
Tiempo de almacenamiento Temperatura de flotabilidad, durabilidad
(Dias) almacenamiento (°C)
0 Variables biologicas:
15 unidades formadoras de
colonia(UFC/kg)
15 y 25
30 Resistencia a pH bajo
condiciones del tracto
digestivo.

2.3.1 Andlisis estadistico. Para el procesamiento de los resultados del segundo objetivo
se utilizé un disefio de medidas repetitivas con respecto al tiempo; que se analizé por
medio del paquete estadistico IBM SPSS Statistics version 23, donde se contdé con un
nivel de significancia (a) de 0,05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En los siguientes apartados se presentan los resultados, asi como una discusion general
de la investigacioén realizada.

3.1 ANALISIS DEL PROCESO IMPREGNACION DEL MICROORGANISMO Bacillus sp
074 A PRESION ATMOSFERICA Y PRESION DE VACIO SOBRE EL CONCENTRADO
EXTRUIDO PARA TILAPIAS EN FASE DE ENGORDE

3.1.1 Cinética de crecimiento. Los resultados obtenidos arrojaron un comportamiento
sigmoidal (Anexo C); en primer lugar la fase de adaptacién se logra en un periodo de 3
horas con una concentracién inicial de 1,52x10° UFC/mL, por consiguiente la fase
exponencial comenzd a partir de las 3 horas hasta las 6 horas, observandose un
incremento en la biomasa pasando de 2,87x10° UFC/mL a 2,02x10® UFC/mL, esto
reflejado en la figura 5 (Anexo C). Su vez la fase estacionaria ocurre desde las 6 horas
hasta las nueve horas ya que la poblacion no puede crecer indefinidamente en forma
exponencial; las limitaciones de crecimiento ocurren ya sea por agotamiento de algun
nutriente esencial, por acumulacion de productos toxicos o por que se alcance un nimero
de células elevado para el espacio disponible o por combinacién de las causas anteriores;
esto se ve reflejado en la poca diferencia que se presentd en el crecimiento de la
poblacion mientras transcurria el tiempo de fermentacion; es asi como partir de las 9
horas se observa una disminucién progresiva en el nimero de células viables, es por ello
gue cuando esto ocurre se dice que la poblacion ha entrado en fase muerte (Prescott,
Harley y Klein, 2013; Dos Santos, 2007; Zocorro, 2015).

Figura 5. Cinética de crecimiento Bacillus sp 074 en Agar Nutritivo a 37 °C

Cinética 12 h BAL074
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Dado que después de seis horas no se observa ningln cambio diferencial en UFC/mL y
ademas tiene como consecuencia la disminucion de la velocidad de crecimiento (Anexo
C). La fase mas importante y de interés es la fase logaritmica o exponencial, dado que es
aquella donde el microorganismo crece y se divide hasta el nivel maximo posible (Calvo y
Zldiga, 2010; Rojas et al.,, 2010); por consiguiente se establecié esta fase como la
indicada para poder realizar la impregnacion del Bacillus sp 074 en el alimento
concentrado para peces. Ademas que en esta fase la poblacion es mas uniforme en
términos fisicos y quimicos; por ello, los cultivos en fase exponencial se utilizan
normalmente en estudios bioquimicos vy fisioldgicos (Prescott, Harley y Klein, 2013).

El tiempo de generacion es de 0,46 h™, el cual fue calculado con la pendiente de la fase
de crecimiento (Anexo C), este valor encontrado contrasta con los publicados por
Prescott., (2002), de 0,43 h* y 0,33 h' de Rojas., (2010); cuyos medios fueron
modificados y optimizados respectivamente, ademas las fases exponenciales fueron
inferiores a 9 horas, variando asi el tiempo de fermentacion entre ellas (Zocorro, 2015).

3.1.2 Proceso de impregnacion por aspersion del Bacillus sp 074 a presién
atmosférica y presion de vacio sobre el alimento extruido para tilapia en fase de
engorde. La prueba ANOVA indico que el factor presion es significativo (p<0,05) para las
variables unidades formadoras de colonias, como también para resistencia a pH (p<0,05);
en cambio para la variable flotabilidad no presento diferencia alguna; los resultados de las
variables se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Andlisis estadistico primer objetivo

Variables Tratamiento Media (LogUFC/qg)
UFClg Atmosfférico 6,032 a + 0,065
Vacio 8,344 b + 0,073
Resistencia a pH Atmosfférico 4,043 a+ 0,074
Vacio 6,199 b + 0,078
Durabilidad Atmosfférico 96,295 a + 0,273
Vacio 97,894 b + 0,449
. Atmosférico 99,888 a + 0,333
Flotabilidad Vacio 99,666 b £ 0,500

El factor presion con una significancia de P<0.05 tiene un valor diferencial en el conteo de
las células viables (Anexo D), ya que para la impregnacion por aspersion a presion
atmosférica arrojo un valor promedio de 6,033 + 0, 065; comparado con la impregnacion
por aspersion a presion de vacio cuyo valor fue de 8,344 + 0, 073, teniendo en cuenta que
se partié de la misma cantidad de inoculo y concentracion del Bacillus 074, y las mismas
condiciones de operacion. Los valores obtenidos de 1*10® concuerdan con Sun et al.,
(2010), que reporta valores por encima de 1*10° son beneficiosos para la salud del pez.

Esta diferencia se puede haber dado ya que con la impregnacion al vacio se efectdia un
intercambio fisico de aire dentro de los poros del concentrado con un liquido como se
observa en la figura 6 (Lamichhane et al. 2015).
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Figura 6. llustracion del principio del revestimiento al vacio
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Este principio de intercambio aire-liquido favorecié el conteo viable de UFC/mL del
Bacillus sp 074 impregnado dentro del pellet, debido a que se permitié la inclusion de una
mayor proporcion de probiotico en su interior Lamichhane., 2015. Considera que este tipo
de impregnacion protege de cierta manera al microorganismos, y a su vez limita la
exposicion del microorganismo a condiciones ambientales. Por estas razones se puede
decir que el proceso de impregnacién al vacio se consider6 como el mejor tratamiento y
de ahi su diferencia significativa en Unidades formadoras de colonia.

Por otro lado el conteo de células viables en la resistencia a pH fue otra variable que
obtuvo diferencia significativa (P<0.05); ya que en la impregnacién a presién atmosférica
se evidencio una resistencia por parte del Bacillus sp 074 del 67% con valores de
1,124E+04 + 0,074 UFC/mL en comparacion con la impregnacion a presion de vacio cuya
resistencia fue del 74% presentando valores de 1,636E+06 + 0,078 UFC/mL (figura 7).el
porcentaje de diminucidon que se presenté se debe que los microorganismos probioticos
gue ingresen al organismo deben soportar la accion de la barrera acida del estbmago que
puede llegar a pH 2.0,(Pérez et al. 2015), por lo tanto llevar el microorganismo a pH 2
genera la mayor disminuciéon en la concentracién por el stress que le produce tal acides,
segun lo reporta (Rondodn et al. 2008).

Figura 7. Resultado prueba simulacion resistencia a jugos gastricos
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1,00,E+06
1,00,E405
1,00,E+04
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1,00,E+02
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Ademas Lamichhane 2015 opina que la aspersion al vacio del probiético dentro del pellet
puede ser util para proteger este microorganismo del entorno hostil del tracto digestivo,
sin embargo hay pocos estudios para verificar que tan exitoso seria la aspersion al vacio
para este caso. La capacidad del Bacillus sp 074 a resistir niveles de pH &cidos, es una
cualidad que se pueden considerar como ventaja en las bacterias del género Bacillus, ya
gue poseen diversos mecanismos de defensas Una de ellas es la habilidad de producir
endosporas protectoras; permitiendo al microorganismo tolerar condiciones ambientales
externas desfavorables tales como: temperatura, Humedad. Radiacion y acides
extremas(Portillo y Martinez 2009; Zufiga 2009; Calvo y Zufiga 2010).

El Bacillus sp 074 demostr6 ser resistente a condiciones de pH &cidos simulados,
teniendo un conteo de células viables después de 6 horas, los resultados del presente
experimento coincide con los encontrados por (Dante etal. 2012; Arteaga et al. 2017;
Pérez etal. 2015), ellos evaluaron cepas del genero Bacillus; donde dichas cepas
demostraron la capacidad que tienen de resistir a condiciones de pH acidos. Estas
capacidades de ser metabdlicamente diversos aumentan la posibilidad de que el Bacillus
sp 074 pueda llegar a una colonizacién en el tracto digestivo del pez, donde iria a
desarrollar su actividad probiotica, contribuyendo al mantenimiento de un adecuado
balance en la microbiota intestinal.

En cuanto a durabilidad existi6 una diferencia significativa (P<0.05) de los dos
tratamientos con respecto al blanco; presentando valores dureza en la impregnacion
atmosférica de 96,295 + 0,273 y una dureza de 97,894 + 0,449 para el concentrado
impregnado a presion de vacio, con el blanco se present6 una dureza de 94,943 + 0,030.
Ahora segun Lamichhane., 2015 la aspersion al vacio permite una mayor inclusién de
probidticos dentro de las celdas del pellet sin comprometer la durabilidad del pellet; esta
afirmacion es consistente con este hallazgo.

Este resultado se pudo haber dado ya que se consiguié una penetracién uniforme del
liquido debido a la mayor area superficial impregnada; la adicién de humedad post pellet
favorece a la union de los ingredientes gracias a la lignina que se extiende como adhesivo
natural por todo el producto durante el proceso de impregnacién; un secado lento permite
gue el flujo de humedad desde el interior hacia afuera sea adecuado y no se presente
choques térmico que pueda crear fisuras, este flujo de humedad lento ayuda a mantener
el producto aglomerado en el momento en el que se enfria y asi poder mejorar la
durabilidad del concentrado (Lamichhane, 2015; Moncada, 1999; Zapata, 2016), estas
serian las razones por las cuales la impregnacién favorecié la durabilidad de los pellets
con respecto al blanco y en una mejor instancia a los pellets impregnados al vacio.

Para el caso de la flotabilidad, el factor presion no fue influyente; ya que bajo cualquier
tipo de aspersiéon no hubo diferencia significativa (P>0.05) con respecto al blanco; los
datos obtenidos para flotabilidad por aspersion a presion atmosférica fue de 99,888% =+
0,192; para aspersion por presion al vacio fue de 99,666% + 0,385 y del blanco fueron de
97,777 + 1,271; estos resultados se dan ya sea con la impregnacion a presidon atmosférica
0 a presién de vacio.
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Los tipos de impregnacion evaluados no modifican la estructura fisica del pellet y por lo
tanto no tienen efecto en la flotabilidad. De todas maneras esta es una variable importante
a la hora de producir concentrado extruido para peces; es uno de los criterios para evaluar
el alimento y debe estar por encima del 85% segun Mancilla y Caceres., 2012; los
resultados obtenidos en flotabilidad en nuestra investigacién estan por encima del 90%, lo
gue nos indica que la tecnologia por aspersion es favorable para esta variable y no tendra
ningln inconveniente en estudios futuros que se quieran realizar y pueda ser aceptada
por los consumidores.

3.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DEL MICROORGANISMO IMPREGNADO
ALMACENADO A CONDICIONES DE TEMPERATURA AMBIENTE EN EL
CONCENTRADO PARA TILAPIAS

Para la evaluacion de la viabilidad en anaquel de la cepa caracterizada como Bacillus sp
074 impregnada al vacio en un concentrado extruido para tilapia se analizaron dos
factores intrasujetos: el primero fue tiempo de almacenamiento; evaluacion realizada
durante un mes tomando muestras a los 0, 15 y 30 dias respectivamente. El segundo
factor fue temperatura de almacenamiento, factor que se evalué a 15°C temperatura
promedio Silvia, cauca, y 25°C temperatura promedio Popayan, Cauca (Andres y Realpe
2018) (Ver Anexo F).

El cuadro 9 resume la interaccién entre factores para cada una las variables que se
tuvieron en cuenta en la investigacion.

3.2.1 Anélisis estadistico. En cuanto a la variable de respuesta unidades formadoras de
colonias (UFC/g), la prueba de analisis ANOVA con medidas repetitivas en el tiempo
demostré que existe diferencia estadisticamente significativa para el factor tiempo de
almacenamiento (P<0.05) y no existe para el factor temperatura de almacenamiento
(P>0.05), ademas para la combinacion de temperatura vs tiempo no existen diferencias
significativas (P>0.05) (Ver Anexo F).

Esto demuestra que la vida util del Bacillus sp 074 en el producto almacenado se ve
directamente afectada por el tiempo presentando al dia 30 una disminucion del 13 % para
ambas temperaturas de almacenamiento (Anexo F). Esta disminucién se debié a que el
Bacillus sp 074 se expone a contacto directo con factores como oxigeno y humedad
(Tripathi y Giri 2014); lo cual vuelve vulnerable al microorganismo a sufrir estrés por la
prolongacion en el contacto con estos factores con respecto al tiempo.(Aly et al. 2008).
Aun asi la concentracion pasados los 30 dias resulta la adecuada segun lo reporta
(Rodriguez y Chéavez 2018), que referencia valores por encima de 1*10° para que sea
considerado probidtico.

Ademas al ver las tablas de comparacion por pares para las variables tiempo (Anexo F) y
temperatura vs tiempo (Anexo F) podemos observar en ambas que no hay diferencias
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significativas (P>0.05) entre los dias 0 y 15, pero si hay diferencias significativas (P<0.05)
entre los dias 0 y 30, también existe una significancia (p<0.05) entre los dias 15y 30. Lo
gue evidencia que la pérdida de la variable unidades formadoras de colonia solo fue
significativa para el dia 30 presentando valores de 7,119 + 0,104 para 15 °C en
almacenamiento y de 7,125+ 0,057 para 25 °C.

Ademas que la viabilidad del microorganismo se ve més afectada por el tiempo que por la
temperatura, algo que se corrobora en el cuadro de comparacién por pares para la
variable tiempo vs temperatura (Anexo F) de las variables resistencia a pH y unidades
formadoras de colonia. Donde podemos notar que no existen diferencias significativas
(P>0,05) para las temperaturas 15 °C y 25 °C en los dias 0 y 30, pero existe una
diferencia significativa (P<0,05) para el dia 15, por ende el rango de temperatura de
almacenamiento que se analiz6, no genera alguna diferencia en la vida util del
microorganismo impregnado en el concentrado pasados 30 dias. Esto es debido a que el
rango de temperatura de supervivencia del genero Bacillus va desde una temperatura
minima de 10 °C a 15 °C a una temperatura maxima de 40 a 45 °C (Cruz, 2018), lo cual
genera un ambiente adecuado para la supervivencia del microorganismo.

Aun asi Astesana et al. (2018)., demostr6 que a menor temperatura de anaquel mayor
viabilidad del pro biético; en cuanto al tiempo de almacenamiento, este resulta importante
en la conservacion de la viabilidad del microorganismo y sus caracteristicas probioticas
como lo es la tolerancia a variaciones de pH (Rondén et al., 2008; Aly et al., 2008).

Para la variable de respuesta resistencia a pH, la prueba de ANOVA con medidas
repetitivas arrojo que en el factor tiempo existen diferencias significativas (P<0,05),
Ademas para la combinacién temperatura vs tiempo existieron diferencias significativas
(P<0,05). (Ver Anexo F).

Cuando revisamos el cuadro de comparacién por pares de la variable tiempo (Anexo F),
encontramos un comportamiento similar a la misma tabla de comparacion por pares de la
variable de respuesta UFC/g (Anexo F), donde no existen diferencias significativa en para
los dias 0 y 15 (P>0,05), pero si existe diferencia significativa (P<0.05) para los dias 0 y
30y 15y 30.

Ahora cuando revisamos el cuadro de comparacion por pares para la variable temperatura
vs tiempo (Anexo F) podemos observar que para la temperatura de almacenamiento de
15 °C existe diferencia significativa (P<0.05) para los dias O y 15, 15y 30 y 0 y 30. Pero
para la temperatura de almacenamiento a 25 °C no existieron diferencias significativas
(P>0,05) para los dias 0 y 15, Aun asi para los dias 15y 30, 0 y 30 existieron diferencias
significativas (P<0,05). Lo cual nos indica que la temperatura de almacenamiento no
afecto la viabilidad del Bacillus sp 074 impregnado en el concentrado, Ademas que no
afecto la capacidad de tolerancia a variaciones de pH del Bacillus sp 074 (Astesana et al.,
2018; Ronddn et al., 2008), como se puede observar de igual manera en el cuadro 4 de
comparacion por pares tiempo vs temperatura.
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Cuadro 4. Tiempo vs temperatura variable Resistencia a pH

Comparaciones por pares

Medida: Resistencia a pH

Diferencia Ir]tervalo de
. 0 ) de ] . conflanza} al 95 %
Tiempo : Error tip. Sig. para la diferencia
Temperatura | Temperatura medias — —
(-) Limite Limite
inferior superior
0 dias 15 °C 25 °C ,031 ,064 ,645 -,132 ,195
25°C 15 °C -,031 ,064 ,645 -,195 ,132
15dias | 15°C 25 °C 115 ,019 ,002 ,067 ,164
25°C 15 °C -,115 ,019 ,002 -,164 -,067
30dias | 15°C 25 °C -,016 ,015 ,323 -,055 ,022
25°C 15 °C ,016 ,015 ,323 -,022 ,055

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

Para la variable de respuesta durabilidad, la prueba de ANOVA con medidas repetitivas
(Anexo F) nos arrojé que no existen valores significativos (P>0,05) para los factores
tiempo, temperatura. Ademas que en las relaciones temperatura vs. Tiempo (Cuadro 5) y
tiempo vs temperatura (tabla 6); tampoco se presentd alguna diferencia significativa
(P>0,05). Esto nos demuestra que la temperatura de almacenamiento y el tiempo
analizado no generan alguna alteracion en la durabilidad del concentrado impregnado al
vacio.

Cuadro 5. Temperatura vs tiempo variable durabilidad
Comparaciones por pares

Medida: Durabilidad

Diferenci Ir)tervalo de
Temper Tiempo Tiempo ade . o a conflanzg al 95 %
. . . Error tip. Sig. para la diferencia
atura (dias) (dias) medias — - —
(1-3) _L|m|_te L|m|t_e
inferior | superior
15°C 0 15 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 ,210 ,492 1,000 -3,651 3,971
15 0 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 ,210 ,492 1,000 -3,651 3,971
30 0 -,210 ,492 1,000 -3,971 3,551
15 -,210 ,492 1,000 -3,971 3,551
25°C 0 15 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 ,920 ,197 ,129 -,589 2,429
15 0 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 ,920 ,197 ,129 -,589 2,429
30 0 -,920 ,197 ,129 -2,429 ,589
15 -,920 ,197 ,129 -2,429 ,589

Basadas en las medias marginales estimadas.
a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
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La durabilidad obtenida pasados los treinta dias de almacenamiento fue de 97,83 % para
15 °Cyde 97,36 % para 25 °C valores que resultan adecuados segun lo reporta (Joaquin
2013) quien reporta valores del 96 % en la prueba de durabilidad e indica que un 80 %
resulta aceptable. (Ver Anexo F).

Cuadro 6. Tiempo vs temperatura variable durabilidad

Comparaciones por pares

Medida: Durabilidad

Diferencia Intervalo de
confianza al 95 %
. 0] J) de . a : .
Tiempo . Error tip. Sig. para la diferencia
Temperatura | Temperatura medias — —
(1-J) Limite Limite
inferior superior
0 dias 15 25 -,240 ,113 ,167 -, 725 ,245
25 15 ,240 ,113 ,167 -,245 , 725
15 dias | 15 25 -,240 ,113 ,167 -, 725 ,245
15 25 ,240 ,113 ,167 -,245 , 725
30 dias | 25 15 470 ,235 ,184 -,543 1,483
15 25 -,470 ,235 ,184 -1,483 ,543

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

Con respecto a la variable flotabilidad la prueba de ANOVA con medidas repetitivas
respecto al tiempo nos arrojo que las variables tiempo y temperatura evaluados (Anexo F)
presentaron una diferencia significativa (p<00,5).Para el cuadro 7 de comparacion por
pares con respecto a temperatura vs tiempo, se observé que, a 25 °C en almacenamiento
del concentrado la flotabilidad no presento una medida significativa (P>0,05) en los treinta
dias analizados, pero a 15 °C de almacenamiento pasados los treinta dias se observé una
diferencia significativa (P<0,05). Pero en el cuadro 8 de comparacion por pares respecté a
tiempo vs temperatura, se observé que para las dos temperaturas pasados los 30 dias de
almacenamiento no se presentd diferencia significativa (p<0.05); Lo que indica que la
flotabilidad no se ve afectada por la temperatura en el tiempo de almacenamiento.

Cuadro 7. Comparacién por pares que respecta a temperatura vs tiempo variable
flotabilidad

Comparaciones por pares

Medida: Flotabilidad

. . Intervalo de confianza
Diferencia N |
Tiempo | Tiempo de . . a al 95 % para la
Temperatura . . . Error tip. Sig. diferencia.
(dias) (dias) medias (I- — —
J) _L|m|_te L|m|t_e
inferior superior
15°C 0 15 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 -4,444 ,766 ,001 -6,754 -2,135
15 0 ,000 ,000 . ,000 ,000
30 -4,444 ,766 ,001 -6,754 -2,135
30 0 4,444: ,766 ,001 2,135 6,754
15 4,444 ,766 ,001 2,135 6,754
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Cuadro 7. (Continuacion)

Comparaciones por pares

Medida: Flotabilidad

Diferencia Intervalo de confianza
Tiempo | Tiempo de L a al 9-5 % para la
Temperatura . . ; Error tip. Sig. diferencia.
(dias) (dias) medias (I- — —
J) _L|m|_te L|m|t_e
inferior superior
25°C 0 15 ,000 ,000 ,000 ,000
30 ,000 ,000 ,000 ,000
15 0 ,000 ,000 ,000 ,000
30 ,000 ,000 ,000 ,000
30 0 ,000 ,000 ,000 ,000
15 ,000 ,000 ,000 ,000
Basadas en las medias marginales estimadas.
a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

Cuadro 8. Comparacién por pares que respecta a tiempo vs temperatura variable
flotabilidad

Comparaciones por pares

Medida: Flotabilidad

Diferencia Iqtervalo de
_ 0 %) de ] . conflanzq al 95 %
Tiempo : Error tip. Sig. para la diferencia
Temperatura | Temperatura medias — —
(1-9) Limite Limite
inferior superior
o dias 15°C 25 °C -5,111 ,351 ,000 -5,921 -4,301
25°C 15°C 5,111 ,351 ,000 4,301 5,921
15dias | 15°C 25 °C -5,111 ,351 ,000 -5,921 -4,301
25°C 15°C 5,111 ,351 ,000 4,301 5,921
30dias | 15°C 25 °C -,667 ,667 ,347 -2,204 ,871
25°C 15°C ,667 ,667 ,347 -,871 2,204
Basadas en las medias marginales estimadas.
*, La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.
a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
Cuadro 9. Resumen de interaccién entre factores para las diferentes variables
Tiempo vs temperatura de 15 °C 25°C 15 °C 25°C
almacenamiento
Factores Unidades Formadoras de Resistencia a pH
colonia
0y 15 dias NE NE NE NE
15y 30 dias E E E E
0y 30 dias E E E E
Factores Flotabilidad Durabilidad
0y 15 dias E E E E
15y 30 dias NE NE NE NE
0y 30 dias NE NE NE NE

E= existe diferencia significativa NE= no existe diferencia significativa
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El concentrado impregnado al vacio que se evalué pasados los treinta dias de
almacenamiento presento valores de flotabilidad del 100% para 25°C en anaquel y de
99,33% para 15°C en anaquel (Anexo F), estos valores son los adecuados segun
propone(Mancilla y Caceres 2012), cuyos criterios hablan, que una flotabilidad mayor al
85% es necesaria para la aceptacion del producto, y porcentajes inferiores llevan al
rechazo del mismo comercialmente; los valores obtenidos pasados los 30 dias superan
este valor minimo de aceptacion y por ende son comercialmente viables.
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4. CONCLUSIONES

El mejor tratamiento de impregnacién por aspersion del Bacillus sp 074 sobre un alimento
extruido para tilapia; fue la impregnacién por aspersién al vacio, ya que con este tipo de
impregnacioén fue con la que se obtuvo una mayor concentracién del microorganismo, y
presento los mejores resultados en las variables fisicas flotabilidad y durabilidad.

Las temperaturas de almacenamiento evaluadas no demuestran diferencias significativas
para las variables bioldgicas, de igual manera tampoco presenta diferencia para las
variables fisicas flotabilidad y durabilidad evaluadas en el concentrado impregnado.

El tiempo de almacenamiento afecta la viabilidad y la capacidad de resistencia a jugos
gastricos del Bacillus sp 074. En cambio Propiedades fisicas como durabilidad y
flotabilidad no se ven afectadas.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar un medio de cultivo alternativo, el cual disminuya los costos de produccion del
microorganismo en un posible escalamiento.

Evaluar en tilapias la capacidad probiotica del Bacillus sp 074 impregnado al vacio, para
asi observar los beneficios in-vivo.

Evaluar la tecnologia de micro-encapsulacion, como un método alternativo de
impregnacion del Bacillus sp 074.

Analizar una mezcla de microorganismos de caracteristicas probioticas y evaluarlas bajo
la misma tecnologia de impregnacion al vacio.

Probar la tecnologia de impregnacion al vacio en el concentrado de otras especies o en
su defecto para las otras fases de crecimiento de la tilapia.
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ANEXOS

ANEXO A. Resultado obtenido a pruebas de barrera por parte del bacillus sp 074,
resultados obtenidos por el grupo de investigacion ASUBAGROIN de la Universidad
Del Cauca.

Al. PRUEBA DE ANTAGONISMO

Al.1 Resultado de la resistencia medidas en milimetros (mm) del halo de inhibicién por
parte del Bacillus sp 074.
ANTAGONISMO

Halos de inhibicion (mm) Halos de inhibicion (mm) Halos de inhibicion (mm)
T ruckeri DS A salmonicida ATCC 39659 DS A hidrophila ATCC 700183 DS
ATCC 29473
21 +2% 21 +34 18 +2

A2. PRUEBA RESISTENCIA A SALES BILIARES.

A2.1 resultado del Bacillus sp 074 a la resistencia a sales biliares.

Medio sin sales biliares Medio con sales biliares Jugos gastricos
Bacteria . . . . . .
% supervivencia DS % supervivencia DS % supervivencia DS
. Tolerancia a sales biliares
BACOT74 212 23° 1 +0° 0.013 +0,0028

A3. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

A3.1 resultado del Bacillus sp 074 a sensibilidad a antibiéticos.

Sensibilidad a antibioticos por bacterias seleccionadas.

BAC DS
ANT 74
oT 42 +24
C 28 +095
SXT 29.4 +1.0F
CN 31 +2FB
S 28 +5FB
AML 274 +055
ANMP 276 +0.8F
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A4. IDENTIFICACION MOLECULAR.

Identificacion molecular de las bacterias probioticas seleccionadas.

IDENTIFICACION %ID ED

Bacillus amyloliquefaciens 09 NCBI

A5. RESISTENCIA A pH.

% % % % % %
Cto* Cto* Cto* Cto* Y% Cto* Cto*
Bacteria DS DS DS DS DS DS DS
pHI1 pH2 pH3 pH4 Cto® pHé pHT
pHS
BACOT4 0 £ 17 067 117 2067 368 £29F 547 241 PEE 513 19T 434 Ly
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ANEXO B. Protocolo general de equipos paralaimpregnacién por aspersion
B1l. EQUIPOS

Los principales equipos que son usados para la impregnaciéon se muestran en la figura 1.
(A) Modulo de aspersion Autojet 1150, (B) Impregnador al vacio MP/TV05 y (C)
compresor DeWalt D2002M.

Figura 1. Modulo de aspersion Autojet, impregnador al vacio y compresor DeWalt.

set Modular Spray System
- 2589
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B2. INSTRUMENTOS

Como instrumentos se requieren (figura 2). (A) Boquilla hidraulica PulsaJet AA10O0OOAUH-
10-NC, (B) filtro de aire Numatics, (C) tanque presurizado 22140 (D) mando de gatillo y
(E) canastilla de acero.

Figura 2. Instrumento del sistema de aspersion.

B3. PROCEDIMIENTO PARA ENSAMBLAR EL EQUIPO DE ASPERSION E
INSTRUMENTOS.

Garantizar las condiciones de lavado y desinfectado de la totalidad de equipos,
instrumentos y accesorios es indispensable para obtener mejores resultados en el
proceso.
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B3.1. SISTEMA DE APERSION AUTOJET 1550

3.3.1 colocar primero la punta de aspersion (A) y luego el empaqgue plastico blanco (B) en
la tapa rosca (C), para luego proceder a ensamblar la tapa rosca en la boquilla de
aspersion (D).

Figura 3. Boquilla de aspersion (D).

3.1.2 Conectar el cable del gatillo de accion manual (A), en la entrada Trig (sensor or
signal input) (B) que se encuentra en la parte interior trasera del médulo AutoJet 1550.

Figura 4. Conexion del gatillo de accion manual al médulo AutoJet.

3.1.3 conectar el cable de poder del modulo del AutoJet (A), primero a la entrada de poder
del moédulo Auto Jet (B) y en segunda instancia a un toma corriente 110 V.
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Figura 5. Conexiéon del médulo AutoJet al toma corriente 110V.

3.1.4 conectar los acoples rapidos (A) al tanque presurizado, donde el acople con
terminacion de color azul es para la salida del liquido del tanque presurizado y el acople
con terminacién de color metélico es para la entrada de aire al tanque presurizado.

Figura 5. (;onexic’m de los acoples de aire y liquido al tanque presurizado (B).

3 T Y -

1] §

3.1.5 conectar la manguera Transparente (A) a la salida de aire del médulo de aspersion
(B) (TANK AIR OUT); y en el otro extremo de la conexion conectarlo al acople de entrada
de aire al tanque presurizado (C) y acoplar al tanque presurizado.
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Figura 6. Conexiébn manguera entrada de aire.

3.1.6 conectar la el cable de impregnador al vacio MP/TVO05 (A), en el tablero de la parte
trasera del médulo AutoJet (B), exactamente en la entrada Main (nozzle liquido on/off).

Figura 7. Conexién entre el impregnador MP/TVO05 y el mddulo AutoJet.

3.1.7 conectar la manguera azul (transporte de liquido) del impregnador al vacio MP/TV05
(A), al acople de salida de liquido (B) del tanque presurizado y acoplar al tanque.
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Figura 8. Conexién entre el impregnador al vacio MP/TV05 y el tanque presurizado.

3.1.8 conectar el cable pulsaJet (A) del impregnador al vacio MP/TV05 que se encuentra
en la parte interior de la camara de vacio a la entrada tres pines de la boquilla de
aspersion (B) que se encuentra en la parte trasera de la misma, luego ensamblar la
manguera azul (C) del impregnador al vacio MP/TV05 al acople de entrada de liquido (D)
de la boquilla de aspersién, que también se encuentra en la parte trasera de la boquilla.

Figura 9. Conexiones a la boquilla de aspersion.

3.1.9 ingresar la canastilla de acero (A), a la cAmara de vacio (B) del impregnador
MP/TV05.
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Figura 10. Canastilla de acero y camara de vacio.

A -~ ~|E .

m

3.2 Ajustar la boquilla de aspersién al soporte base (A), para luego ser ingresada a la
camara de vacio (B).

Figura 11. Boquilla de aspersion en la camara de vacio.

3.2.1 adaptar el filtro de aire (A), en el acceso AIR IN (B) del modulo AutoJEt ubicado en
la parte derecha del médulo, el filtro debe quedar ubicado verticalmente (C).
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Figura 12. Conexidn filtro de aire al médulo AutoJet.

3.2.2 ubicar el compresos Dewalt D2002M en un lugar limpio, seco y ventilado

3.2.3 asegurar que el manémetro (A) margue una lectura de 0 psi; luego se procede a
conectar la manguera (B) (caucho SBR negro) en uno de los dos conectores de acople
rapido (C) que tiene el compresor en la parte superior; el otro extremo de manguera
acoplarlo a la entrada del filtro de aire (D) conectado al médulo AutoJet.

Figura 13. Conexién manguera (caucho SBR negro).




3.2.4 conectar el compresor a la alimentacién de corriente de 110V mas cercana.

3.2.3 garantizar que la valvula de drenaje (A) se encuentre completamente cerrada; esta
se encuentra en la parte inferior del compresor.

B4. MANEJO DE EQUIPOS PARA EL PROCESO DE ASPERCION.

B4.1 ENCENDIDO DE EQUIPOS

4.1.1 adecuar la presion de salida del aire del compresor, con el regulador de presién
ubicado junto a los mandmetros; la presion de salida debe estar por encima de la presién
de trabajo del mdédulo AutoJEt; para caso de nuestra investigacion se trabajé con una
presion de salida del compresor de 70 psiy una presion de trabajo del médulo AutoJet de
40 psi.

4.1.2 encender el médulo AutoJet, con el interruptor de encendido/apagado que se
encuentra ubicado en la parte inferior derecha del panel de control tactil del médulo
AutoJet; la indicaciéon de que el modulo se encuentra encendido es que se observara una
luz roja en el led ubicado al lado del interruptor.

4.1.3 conectar el impregnador al vacio MP/TV05 a una alimentacion de 220V.

4.1.4 encender el impregnador al vacio MP/TV05 con la perilla de encendido/apagado que
se encuentra en la parte inferior del panel de control del impregnador. Inmediatamente se
encendera el panel de control tactil del impregnador al vacio MP/TV05.

Ad4.2 OPERACION DEL SISTEMA.DEL MODULO AUTOJET E IMPREGNADOR AL
VACIO MP/TV05

4.2.1 esperar a que el modulo arranque y muestre la pantalla de inicio en el panel de
control tactil.

4.2.2 ajustar la variables a trabajar que se indican en el inicio del panel de control tactil
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Figura 14. Menu principal del médulo de aspersion.
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4.2.3 descripcion de las variables que aparecen en el panel de control tactil del médulo
AutoJet.

e Ciclo de trabajo (Duty cicle): control del flujo del liquido mediante la apertura y
cerrado rapido de la boquilla durante el periodo de aspersion.

e Retraso de arranque (Start delay): tiempo de espera del sistema antes de
comenzar el periodo de rociado o aspersion.

e Periodo de rociado o aspersion (Spray period): tiempo de aspersién del sistema
después de recibir la sefial del gatillo o el tiempo de retraso ha finalizado.

e Intervalo apagado (Interval Off): periodo de pausa de una aspersién por intervalos;
disponible para el modo de sincronizacién REPEAT.

e Intervalo encendido (Interval On): tiempo de aspersién por intervalos disponible
para el modo de sincronizacion REPEAT.

e Retraso de parada (Stop delay): tiempo de parada después de que a sefal del
gatillo ha cesado; disponible para los modos de sincronizaciéon VARIABLE SPRAY
TIEME Y REPEAT.

e Gatillo o activador apagado/encendido (trigger Off or trigger On): mando del panel
de control tactil, que perimite activar la aspersion manualmente desde el gatillo
trigger o en su defecto desde el panel tactil.

e Ajustes: accede a mas parametros del médulo de aspersion.

Con respecto a las variables nombradas, para efectos de este estudio se configuraron las
siguientes variables.
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Cuadro 1. Variables manipuladas.

Ciclo de trabajo 20%
Retraso de inicio 0s
Periodo de aspersion 41,38s
Intervalo de apagado No aplicable
Intervalo encendido No aplicable
Retraso de parada No aplicable
Activador trigger On

4.2.4 descripcion de variables del menu de configuracion del modulo AutoJet.

Figura 15. Menu de configuraciéon del médulo AutoJet.

¢ Modo de temporizacion (Timing mode): modos de aspersidbn que presenta el
moédulo AutoJet que se requieren en diferentes procesos; como FIXED SPRAY
TIME (tiempo de aspersion fijo), VARIABLE SPRAY TIME (tiempo de aspersion

variable) y REPEAT (repeticion).

e Tiempo de anticipacion y tiempo de continuacion: se usan para los modos
VARIABLE SPRAY TIME y REPEAT para anticipar y continuar la aspersion en

determinado tiempo.

e Frecuencia maxima (Max frequency): velocidad completa o ciclo completo de la

boquilla eléctrica.

e Ciclo de trabajo (Duty cicle): botén que permite cambiar el modo de entrada de los

datos en la pantalla de inicio del ciclo de trabajo (REMOTE/LOCAL).

e Activador: permite establecer que sefial de disparo es recibido en el médulo para

activar la boquilla.
e Sensor de nivel (Level sensor): uso de sensores.

Configuracién avanzada (figura flecha): entrada a mas configuraciones del médulo

AutoJet.
¢ Inicio (figura casa): retorno al menu inicial.
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Con respecto a las variables nombradas, para efectos de este estudio se configuraron las
siguientes variables

Cuadro 2. Variables manipuladas en el ment 1 de 2

Modo de temporizaciéon Tiempo de aspersion fijo
Tiempo de anticipacion Os
Tiempo de continuacion Os
Frecuencia max 5000 ciclos/min
Ciclo de trabajo Local
Activador D12
Sensor de nivel No

La informacion presentada con respecto al significado de cada una de las variables es
una adaptacion del manual Model 1550+ AutoJet Modular Spray System (Technology
2015).

4.2.5 configuracion de variables del impregnador al vacio que se encuentran en el panel
de control tactil del impregnador al vacio.

Figura 16. Panel de control tactil del impregnador al vacio MP/TVO05.

Programacion Programarion
de Datos Tiempos

M

4.2.6 descripcién de las variables a controlar de la pantalla de inicio tactil del impregnador
al vacio MP/TVO05.
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e Programacion de datos: en el submenud de este item encontraremos variables a
configura como lo son la velocidad de la canastilla, la presion (mmbar) y

temperatura (°C).

e Programacion de tiempos: aqui encontraremos variables como los son el tiempo

de impregnacién (min), tiempo de secado (min).
e Secado: encontraremos la temperatura de secado (°C)

e Impregnacion: encontraremos la representacion grafica del impregnador al vacio
MP/TV05, y las variables ingresadas para el proceso, adicionalmente

encontraremos el botdn de inicio y apagado de la impregnacion.

Las variables manipuladas fueron.

Cuadro 3. Variables manipuladas en el impregnador al vacio MP/TV05

Velocidad de canastilla 30%
Presién -506 mmbar y presion ambiente
temperatura ambiente
Tiempo de impregnacion 0,69 min
Tiempo de secado No aplica

4.2.7 desbloqueo de la valvula del filtro de aire de entrada al médulo AutoJet.

Figura 16. Valvula del filtro de aire bloqueado (A), vélvula desbloqueada (B).

4.2.8 halar y mover la perilla LIQUID (A) a la derecha para aumentar la presion del médulo

AutoJet a (40 psi), y asi asegurar una presion constante de trabajo.
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Figura 17. Perilla Liquid del médulo AutoJet.
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Figura 18. Equipo de impregnacién al vacio MP/TV05 y mddulo AutoJet ensamblado
totalmente.

4.2.9 comenzar el proceso de aspersion cerrando la cadmara de vacio, esperar que se
forme el vacio en el interior de la cAmara (si el proceso lo exige) y con el uso del gatillo de
mano, dar la orden al presionar el botén para que el proceso de aspersion empiece.
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B5. FINALIZACION DEL PROCESO Y DESERME DE EQUIPOS.

5.1 finalizado el proceso se dispone a hacer la limpieza y purga del equipo de aspersion.

5.1.1 se adiciona agua (80mL) al tanque presurizado y se hace unas aspersion por lo
menos de 40 segundos para retirar las trazas que pudieron a ver quedado del inoculo
para la impregnacion.

5.1.2 se adiciona alcohol al 90% (80mL) al tanque presurizado y se realiza una aspersion
por lo menos de 40 segundos y asi garantizar un desinfectado con alcohol de todas las
partes que hicieron contacto con el inoculo de impregnacion.

5.1.3 en este Ultimo paso se realiza una aspersion con solo aire, aproximadamente unos 2
minutos para garantizar que no quede residuos de ningun liquido dentro del equipo de
impregnacion al vacio.

5.2 apagar todos los equipos desde su interruptor On/Off, después proceder a
desconectarlos de sus respectivas conexiones de electricidad 110V o 220V.

5.3. Halar y mover la perilla LIQUID a la izquierda que se encuentra en la parte frontal del
modulo AutoJet, hasta llegar a una lectura en el mandémetro de 0 psi; presionar para
asegurar.

5.4 cerrar la valvula del filtro de aire.

5.5 girar la perilla del regulador de presién del compresor en sentido derecha-izquierda o
sentido contrario a las agujas de reloj, para permitir asi la descompresion del tanque de
aire del compresor DeWalt. Confirmar que la presiébn se encuentre en 0 psi en los
mandémetros de salida de aire, y por ultimo proceder a abrir la valvula de drenaje que se
encuentra en la parte inferior del compresor de manera lenta para asi asegurar una total
descompresion del equipo y poder limpiar y guardarlo.

5.6 desacoplar la manguera de caucho SBR de los acoples de entrada del compresor
DeWalt y del filtro de aire.

5.7 desconectar el cable del gatillo de mano (trigger) del médulo AutoJet. O en su defecto
guardarlo en la parte interior del médulo AutoJet sin desconectar; si su uso es frecuente.

5.8 desconectar el cable PulsaJet que conecta al impregnador al vacio MP/TV05 con el
Maodulo AutoJet.
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5.9 desacoplar la manguera azul que permite la salida de liquido del tanque presurizado y
también desacoplar la manguera traslucida que conecta al tanque presurizado con el
modulo AutoJet para posteriormente almacenarlas.

5.10 desmontar el filtro de aire

5.11 desconectar los acoples rapidos del tanque presurizado.

5.12 desmontar la boquilla de aspersion, limpiar y almacenarla.

5.13 desmontar la canastilla del impregnador al vacio MP/TV0O5 lavar, secar y
almacenarla.

5.14 lavar y secar y dejar completamente limpio y seco el tanque presurizado y la camara
de vacio del impregnador la vacio.

5.15 asegurarse que todo el equipo, accesorios queden completamente limpios y secos
para asegurar una mejor utilidad del equipo en futuras aspersiones.

B6. INSTRUCCIONES DE SEGURIDAD IMPORTANTES

Leer con detenimiento las normas de seguridad y mantenimiento de los manuales del
modulo de aspersion AutoJet 1550, compresor DeWalt D2002M e impregnador al vacio
MP/TV05; que se encuentran en la base de datos del grupo de investigacion de la
universidad del cauca ASUBAGROIN. Y asi obtener una mayor informacién a la hora de
manipular el equipo y evitar al maximo los riesgos que puedan ocurrir; y asi asegurar la
vida util de los mismos.
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ANEXO C. Datos de la cinética de crecimiento del Bacillus sp 074 por 12 horas

Tiempo (h) Replicas Repeticiones Dilucién -3 Dilucion -4 Dilucién -5 UFC

1 >300 203 9 2,E+07

R1 2 >300 110 0 1,E+07

3 >300 120 6 1,E+07

1 >300 214 7 2,E+07

0 R2 2 >300 123 17 1,E+07
3 >300 120 0 1,E+07

1 >300 208 13 2,E+07

R3 2 >300 128 9 1,E+07

3 >300 144 10 1,E+07

1 >300 342 a4 3,E+07

R1 2 >300 259 46 3,E+07

3 >300 255 40 3,E+07

1 >300 382 33 4,E+07

3 R2 2 >300 263 54 3,E+07
3 >300 270 36 3,E+07

1 >300 304 46 3,E+07

R3 2 >300 246 29 2,E+07

3 >300 261 0 3,E+07

1 >300 256 3,E+08

R1 2 >300 272 3,E+08

3 >300 262 3,E+08

1 >300 209 2,E+08

6 R2 2 >300 277 3,E+08
3 >300 255 3,E+08

1 >300 246 2,E+08

R3 2 >300 234 2,E+08

3 >300 245 2,E+08

1 >300 244 2,E+08

R1 2 >300 256 3,E+08

3 >300 260 3,E+08

1 >300 210 2,E+08

9 R2 2 >300 265 3,E+08
3 >300 250 3,E+08

1 >300 230 2,E+08

R3 2 >300 249 2,E+08,

3 >300 252 3,E+08,

1 195 2,E+08|

R1 2 167 2,E+08

3 150 2,E+08|

1 160 2,E+08|

12 R2 2 145 1,E+08
3 150 2,E+08|

1 146 1,E+08

R3 2 139 1,E+08

3 160 2,E+08|
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ANEXO D. Analisis estadistico anova de laimpregnacion por aspersion

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de
Variable cuadrados Media
Origen dependiente tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo Concentracio 24,056 1 24,056 4985,922 ,000
corregido n_celular
Resistencia_ 20,931 1 20,931 3602,412 ,000
JG
Durabilidad 11,504 11,504 83,127 ,000
Flotabilidad 222 222 1,231 ,284
Interseccion Concentracio 930,198 930,198| 192798,309 ,000
n_celular
Resistencia_ 472,124 1 472,124 81256,509 ,000
JG
Durabilidad 169693,902 169693,902| 1226198,149 ,000
Flotabilidad 179200,889 179200,889| 992497,231 ,000
Presién Concentraci6 24,056 24,056 4985,922( ,000000000000000000002156
n_celular
Resistencia_ 20,931 1 20,931 3602,412| ,000000000000000000028759
JG
Durabilidad 11,504 11,504 83,127( ,000000097768547094857600
Flotabilidad 222 222 1,231( ,283654224180778000000000
Error Concentracio ,077 16 ,005
n_celular
Resistencia_ ,093 16 ,006
JG
Durabilidad 2,214 16 ,138
Flotabilidad 2,889 16 ,181
Total Concentracio 954,331 18
n_celular
Resistencia_ 493,148 18
JG
Durabilidad 169707,621 18
Flotabilidad 179204,000 18
Total Concentracio 24,133 17
corregida n_celular
Resistencia_ 21,024 17
JG
Durabilidad 13,718 17
Flotabilidad 3,111 17
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ANEXO E. Estadisticos descriptivos anova primer disefio experimental

Donde el tratamiento uno (1) es la impregnacion por aspersion a presion atmosférica
sobre el alimento extruido, el tratamiento dos (2) es la impregnacién por aspersién a
presion de vacio sobre el alimento extruido.

E1.1 TABLAS DE ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS PARA LAS VARIABLES DE
RESPUESTA.

E1l.1.1 Tabla unidades formadoras de colonia.

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: UFC/g

Tratamient Desviacién

0 Media tipica N
1,00 6,033 ,0652 9
2,00 8,345 ,0734 9
Total 7,189 1,191 18

E1.1.2 tabla resistencia a simulacién de jugos gastricos.

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: Resistencia a jugos

gastricos
Tratamient Desviacién
0 Media tipica N
1,00 4,043 ,074 9
2,00 6,200 ,078 9
Total 5,121 1,112 18
E1.1.3 Tabla durabilidad.
Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: Durabilidad
Tratamient Desviacion
0 Media tipica N
1,00 96,296 273 9
2,00 97,894 ,449 9
Total 97,095 ,898 18
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E1.1.4 Tabla flotabilidad.

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: Flotabilidad

Tratamient Desviaciéon
0 Media tipica N
1,00 99,889 ,333 9
2,00 99,666 ,500 9
Total 99,778 ,428 18
E1.1.5 Tabla prueba de los efectos inter sujetos.
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Suma de
Variable cuadrados Media
Origen dependiente tipo Il gl cuadratica F Sig.
Modelo Concentracié 24,056 1 24,056 4985,922 ,000
corregido n_celular
Resistencia_ 20,931 1 20,931 3602,412 ,000
JG
Durabilidad 11,504 1 11,504 83,127 ,000
Flotabilidad 222 1 222 1,231 284
Interseccién | Concentracié 930,198 1 930,198| 192798,309 ,000
n_celular
Resistencia_ 472,124 1 472,124 81256,509 ,000
JG
Durabilidad 169693,902 1| 169693,902|1226198,149 ,000
Flotabilidad 179200,889 1| 179200,889| 992497,231 ,000
Presion Concentracio 24,056 1 24,056 4985,922 ,000000000000000000002156
n_celular
Resistencia_ 20,931 1 20,931 3602,412 ,000000000000000000028759
JG
Durabilidad 11,504 1 11,504 83,127 ,000000097768547094857600
Flotabilidad 222 1 ,222 1,231 ,283654224180778000000000
Error Concentracié 077 16 ,005
n_celular
Resistencia_ ,093 16 ,006
JG
Durabilidad 2,214 16 ,138
Flotabilidad 2,889 16 ,181
Total Concentracio 954,331 18
n_celular
Resistencia_ 493,148 18
JG
Durabilidad 169707,621 18
Flotabilidad 179204,000 18
Total Concentracié 24,133 17
corregida n_celular
Resistencia_ 21,024 17
JG
Durabilidad 13,718 17
Flotabilidad 3,111 17
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ANEXO F. Estadisticos descriptivos anova segundo disefio experimental

Donde el tratamiento uno (1) es la temperatura de almacenamiento de 15°C, y el
tratamiento dos (2) es la temperatura de almacenamiento de 25 °C, sobre el alimento
extruido e impregnado al vacio con el microorganismo probiotico.

Ademds el tiempo uno (1) equivale al dia cero, el tiempo dos (2) equivale al dia 15 y el
tiempo tres (3) equivale al dia 30.

F1.1 TABLAS DE ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS PARA LAS VARIABLES DE
RESPUESTA.

F1.1.1 Tabla unidades formadoras de colonia.( UFC/g)

Estadisticos descriptivos

Desviacion
Media tipica N
DialT15 8,193 ,187 6
DialT25 8,191 ,195 6
Dial5T15 8,363 ,087 6
Dial5T25 8,209 ,073 6
Dia30T15 7,119 ,104 6
Dia30T25 7,125 ,057 6
F1.1.2 Tabla digestibilidad (UFC/qg)
Estadisticos descriptivos
Desviacion
Media tipica N
DialT15 7,194 ,065 6
DialT25 7,163 ,108 6
Dial5T15 7,310 ,034 6
Dial5T25 7,195 ,048 6
Dia30T15 6,052 ,042 6
Dia30T25 6,068 ,011 6
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F1.1.3 Tabla flotabilidad.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
Media tipica N
DialT15 94,890 1,054 9
DialT25 100,000 ,000 9
Dial5T15] 94,890 1,054 9
Dial5T25] 100,000 ,000 9
Dia30T15] 99,330 2,000 9
Dia30T25] 100,000 ,000 9
F1.1.4 Tabla durabilidad.
Estadisticos descriptivos
Desviacién
Media tipica N
DialT15 98,040 ,138 3
DialT25 98,280 ,108 3
Dial5T15] 98,040 ,138 3
Dial5T25| 98,280 ,108 3
Dia30T15] 97,830 , 713 3
Dia30T25] 97,360 317 3

F1.2 TABLAS DE CONTRASTES MULTIVARIADOS PARA LAS VARIABLES DE
RESPUESTA

F1.2.1 Tabla unidades formadoras de colonia

Contrastes multivariados®

Eta al Fararnetro de ;

Gldela cuadrado no centralidad Fatencia
Efacta Valor F hipdtesis Gl del errar Sig. parcial Parametro ohseradal
Tiempo Traza de Pillai 1,000 | 154205202 2,000 4,000 oon 1,000 30841,039 1,000
Lambda de wilks 000 | 15420,5202 2,000 4,000 oon 1,000 30841,039 1,000
Traza de Hotelling | 7710,260 | 15420,5202 2,000 4,000 oon 1,000 30841,039 1,000
Raiz mayor de Roy | 7710,260 | 15420,520° 2,000 4,000 Lilili} 1,000 30841,039 1,000
Temperatura Traza de Pillai A1 11844 1,000 5,000 326 REN 1,184 145
Lambda de Wilks 09 1,1843 1,000 5,000 febls 191 1,184 145
Traza de Hotelling 237 1,1642 1,000 5,000 376 191 1,184 145
Raiz mayar de Roy 237 1,1642 1,000 5,000 376 191 1,184 145
Tiempa * Temperatura  Traza de Pillai 75 G,8764 2,000 4,000 051 775 13,752 547
Lambda de Wilks 225 6,876 2,000 4,000 081 Rl 13,752 487
Traza de Hotelling 3,438 6,876 2,000 4,000 081 Rl 13,742 Gar
Raiz mayor de Roy 3,438 6,876 2,000 4,000 081 Rl 13,742 Gar

a. Estadistico exacto

b. Calculado con alfa =035

c. Disefin: Interseccidn

Dizefio intra-sujetos: Tiempo + Temperatura + Tiempo * Temperatura

72



F1.2.2 Tabla digestibilidad

Contrastes multivariados™

Eta al Parametro de ;
Glde la cuadrado no centralidad Fatancia
Efecta Walor F hipdtesis Gl del errar Sig. parcial Parametro observadat
Tiernpo Traza de Pillai 1,000 | 4044,1714 2,000 4,000 nan 1,000 2088342 1,000
Larnbia de Wilks oo | 40441712 2,000 4,000 oo 1,000 5088,342 1,000
Traza de Hotellng | 2022086 | 40441712 2,000 4,000 .nan 1,000 8058342 1,000
Raiz mayor de Roy | 2022,086 | 40441712 2,000 4,000 aoo 1,000 8028,342 1,000
Temperatura Traza de Pillai 343 2,610¢ 1,000 5,000 167 343 2610 1261
Lambda de Wilks Ba7 26102 1,000 5,000 hLTs 343 2610 261
Traza de Hotelling 822 26104 1,000 5,000 167 343 2,810 261
Raiz mayor de Roy 822 26104 1,000 5,000 167 343 2,810 261
Tiemnpo * Temperatura  Traza de Pillai a4 10,6033 2,000 4,000 025 a4 21,207 778
Lambda de Wilks 154 10,6032 2,000 4,000 025 a1 1,207 778
Traza de Hotelling 53072 10,6032 2,000 4,000 025 a1 1,207 778
Raiz mayor de Roy 5,302 10,6032 2,000 4,000 025 B4 21,207 778
a. Estadistico exacto
b. Caleulado con alfa= 05
c. Digefio: Interseccion
Disefio intra-sujetos: Tiempo + Temperatura + Tiempo * Temperatura
F1.2.3 Tabla flotabilidad
Contrastes multivariados®
Eta al Parametro de :
Gldela cuadrado no centralidad Patencia
Efecto Walor F hipatesis Gl del error Sin parcial Parametra ohservadal
Tiempao Traza de Pillai 08 | 33,5842 1,000 8,000 oo a0 33,684 EEE
Lambda de Wilks 192 | 33,6842 1,000 2,000 Rl a0 33,624 el
Traza de Hotelling 4,211 33,6043 1,000 8,000 Rl a0a 33,604 299
Raiz mavor de Roy 4,211 33,6842 1,000 ,000 Rl &0 33,684 el
Temperatura Traza de Pillai 943 | 1315629 1,000 8,000 .ooo 943 131,562 1,000
Lambda de Wilks 0587 | 1315622 1,000 8,000 gulili] 343 131,562 1,000
Traza de Hotelling 16,445 | 131,5622 1,000 2,000 Rl 43 131,562 1,000
Raiz mayor de Roy 16,445 | 131,5622 1,000 2,000 Rl 043 131,562 1,000
Tiempo* Temperatura  Traza de Pillai JBos 33,6842 1,000 8,000 aan aos 33684 999
Larmibida de Wilks 192 | 33,6842 1,000 ,000 Rl &0 33,684 el
Traza de Hotelling 4,211 33,6842 1,000 8,000 .ooo a0g 33,684 9499
Raiz mavor de Roy 4,211 13,6844 1,000 8,000 .oon a08 33,684 999
a. Estadistico exacto
h. Calculado con alfa=,05
c. Disefio: Interseccidn )
Disefio intra-sujetos: Tiempo + Temperatura + Tiempo * Temperatura
F1.2.4 Tabla durabilidad
Contrastes multivariados®
Eta al Parametro de ;
Gldela cuadrada no centralidad Fatencia
Efectn Walar F hipatesis Gl del errar Sig. parcial Parametro ohservadal
Tiermpo Traza de Pillal 558 2,6559 1,000 2,000 233 588 2,858 174
Lambda de Wilks 412 26509 1,000 2,000 233 500 2,850 174
Traza de Hotelling 1,479 2,8554 1,000 2,000 233 E1:E! 2,868 174
Raiz mayor de Roy 1,429 28582 1,000 2,000 233 588 2,858 174
Ternperatura Traza de Pillal 04 oo7e 1,000 2,000 a3 04 o7 050
Lambda de Wilks 996 ao7a 1,000 2,000 a34 04 o7 050
Traza de Hotelling 04 ao7e 1,000 2,000 a3 04 o7 050
Raiz mayor de Roy 004 0072 1,000 2,000 839 004 o7 050
Tiernpo ® Temperatura Traza de Fillai 658 440712 1,000 2,000 171 688 4,401 733
Lambda de Wilks 3z 44012 1,000 2,000 171 B8 4,401 feick]
Traza de Hotelling 2,201 44014 1,000 2,000 171 f3:E! 4,401 233
Raiz mayor de Roy 2,20 44012 1,000 2,000 A7 fatit:] 4.4M 233

a. Estadistico exacto
h. Calculado con alfa =
c. Disefio: Interseccion

05

Disefio intra-sujetos: Tiempo + Termperatura + Tiempo * Temperatura
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F1.3 TABLA DE COMPARACION POR PARES PARA LAS DIFERENTES VARIABLES
DE RESPUESTA.

F1.3.1 Tabla variable tiempo (Unidades formadoras de colonia)

Comparaciones por pares

Medida:LIFC
Intervalo de conflanza al 95 %
para la diferencia?
Diferencia de Limite
(hTiempo  (NiTiempo medias (- Error tip. Sig.2 Lirnite inferior superior
1 2 -,0a4 0445 266 2582 064
3 1,070 Ry aaa Relate] 1,181
2 1 094 0445 266 -,064 252
3 1,164 014 Jaoo 1,111 1,217
3 1 1,070 0N Jaoo -1,131 -,9549
2 -1, 1647 014 Jaoo -1,217 -1,111

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones moltiples: Bonferroni.
* La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

F1.3.2 Tabla temperatura vs tiempo (Unidades formadoras de colonia)

Comparaciones por pares

tedida:UFC
Intervalo de confianza al 95 %
para la diferencia?
Diferencia de . _ o Limite

Temperatura  (Tiempo  (NTiempo medias () Error tip. Sig.@ Lirnite inferior superior
1 1 Z 170 081 264 - 455 114
3 1,074 il .ooa B35 1,313
2 1 il 08 264 =114 4485
3 1,2447 029 .ooa 1,141 1,348
3 1 -1,074 JEE Jaaa -1,313 - 835
2 -1,2447 28 Jaaa -1,348 -1,141
2 1 2 - 018 08 1,000 304 268
3 1,066 Rl Jaaa 824 1,308
2 1 01a 081 1,000 263 304
3 1,004 A1y Jaaa 1,016 1,152
3 1 -1,066 N .ooa -1,308 -,824
b -1,0847 019 .ooa -1,152 -1,016

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
* La diferencia de medias es significativa al nivel 05,
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F1.3.3 Tabla tiempo vs temperatura (Unidades formadoras de colonia)

Comparaciones por pares

Wedida:UFC
Intervalo de confianza al 95 %
para la difarancia?
Diferencia de ) _ o Limite
Tiempo  (NTemperatura  (DTernperatura medias (-} Errortip. Zig.2 Limite inferiar Superior
1 1 2 a0z 128 385 -327 332
2 1 -,002 128 85 -332 327
2 1 2 155" 025 oz Jaaa 214
2 1 - 168" 025 oz -214 -,080
3 1 2 -,003 029 B2 074 ulafE]
2 1 ilits 024 1w - 063 074

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
* Ladiferencia de medias es significativa al nivel 04

F1.3.4 Tabla variable tiempo (digestibilidad).

Medida:Digestibilidad

Comparaciones por pares

Intervalo de confianza al 95 %
para la diferencia?
Ciferencia de ) _ o Limite
hTiermpo  (OTiempo redias (-J) Errar tip. Sig.@ Lirnite inferior Superiar
1 2 -074 023 il - 154 006
3 1,118 025 oo 1,029 1,208
2 1 A74 023 il -, 006 184
3 1,192 012 oo 1,140 1,234
3 1 1,118 025 oo -1,208 -1,029
2 1,197 012 oo -1,234 -1,150

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones maltiples: Bonferroni.
* La diferencia de medias s significativa al nivel ,04.
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F1.3.5 Tabla temperatura vs tiempo (digestibilidad)

Comparaciones por pares
mMedida:Digestibilidad

Intervalo de confianza al 95 %
para la diferencia®
Diferencia de ) ) o Lirnite

Terperatura  (NTiempo  (iTiempo medias {-J) Errortip. Sig.@ Limmite inferior superiar
1 1 2 N 021 008 -190 - 042
3 1,147 033 000 1,026 1,258
2 1 116 021 i 042 REN]
3 1,258 017 000 1,198 1,318
3 1 -,147 033 000 -1,258 -1,026
4 -1,258 017 000 -1,318 -1,188
2 1 2 -032 047 1,000 -1949 136
3 1,095 044 000 G941 1,249
2 1 032 047 1,000 - 136 109
3 1127 018 ,a00 1,083 1,190
3 1 -1,08%5" 044 000 -1,249 - 341
4 1127 018 000 -1,180 -1,063

Basadas en las medias marginales estimadas.

* Ladiferencia de medias es significativa al nivel 05,
3. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferrani.

76



