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RESUMEN

Este proyecto propone una alternativa para la descontaminacion de la superficie del
camaron reemplazando la cloracién con agua activada por plasma frio (PAW). Se evalu6
las condiciones de produccion de PAW, se comparo la eficacia entre el tratamiento de
agua clorada (AC) y PAW, y se propone un disefio de planta considerando los espacios

minimos requeridos para el proceso.

Se desarrollé el disefio de experimentos empleando una muestra control en t=0, 5, 15,
30 min y fue tomado como poblacion inicial de microorganismos medida en UFC/mL. Las
variables independientes fueron los tratamientos PAW y AC con tiempos de contacto t=5,
15, 30 min. Los datos se analizaron en el programa estadistico SAS System con un nivel
de confianza de 95%, el andlisis entre medias determiné que los tratamientos PAW y AC
son estadisticamente similares. Sin embargo, se analiz6 la eficacia del PAW a través de
un analisis de los niveles de descontaminacién versus el AC y se concluye que su poder

descontaminante tiene efecto a partir de t=15 min donde se redujo 5,25 logio UFC/mL.

Se realizo el disefio de una planta procesadora de camaron IQF con una superficie de
800m?, donde la linea de produccién necesité 677,33m?, el equipo de PAW se ubicd en
el area de descontaminacion junto con la tolva de lavado y necesita alrededor de 0,98m?
para incluir esta nueva tecnologia como parte del proceso. Finalmente, se realizé una
estimacion de costos, en donde el PVP del camardn IQF que se sometié a tratamiento

de descontaminacién por PAW resulté en $4.58 por Kg.

Palabras Clave: agua activada por plasma, Escherichia coli, descontaminacion,

reduccidon microbiana, camaron.



ABSTRACT

This project proposes an alternative for shrimp surface decontamination by replacing
chlorine with cold plasma activated water (PAW). The production conditions of activated
water (PAW) were evaluated, the effectiveness between conventional treatment of
chlorinated water (AC) and the use of PAW as the study treatment was compared, and a

plant design that considers the minimum spaces required for the process was proposed.

In the first stage, an experimental design was developed, using a control sample with a
contact time of 0, 5, 15 and 30 min, taken as the initial population of microorganisms,
measured in CFU/mL The independent variables were the PAW and AC treatments with
contact times t = 5, 15 and 30 min. The data were analyzed in the statistical program SAS
System with a confidence level of 95%. The results suggested that PAW and AC
treatments were statistically similar, by the analysis between means. However, the
efficacy of the treatment was analyzed, and it was concluded that its decontaminating
power has an effective decontamination from t = 15 min, where 5.25 log CFU / mL were
reduced.

The second stage of the study was focused on a plant design for an area of 800 m?,
where the production line needed 677.33 m?2. The space required to install a PAW station
was in the decontamination area near the washing hopper and needs approximately 0,98
m? to install the new technology as part of the process. Finally, a cost estimate was made,

where the retail price resulted in $ 4.58/kg

Keywords: plasma activated water, Escherichia coli, decontamination, microbial

reduction, shrimp.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Debido a la pandemia del Covid-19, los organismos de salud a nivel mundial han
reforzado los protocolos de desinfeccion, descontaminacion y sanitizacion para
asegurar la inocuidad en los procesos industriales y precautelar la salud de la
poblacién mundial.

Durante el periodo de contingencia, la industria alimentaria fue considerado un sector
esencial a nivel mundial, manteniendo la continuidad operativa en las cadenas de

suministros para abastecer a la poblacion.

La industria camaronera se vio altamente afectada durante este tiempo debido a
supuestos hallazgos de restos del virus, pese a no encontrarse el virus en el alimento,
la incertidumbre de la poblacion acerca de la higiene de los alimentos mantuvo a la
industria con exigencias de mejoras en cuanto a sanidad, inocuidad y calidad de sus
productos, con efectos crecientes en control de microorganismos, restricciones en el

uso de quimicos, antibioticos y aditivos.

Es por lo que la industria alimentaria, a su vez, ha implementado nuevos métodos de
control de microorganismos, esto supone también el uso de nuevas tecnologias, que

dejen en el pasado el uso de quimicos potencialmente toxicos.

Histéricamente, la descontaminacion y sanitizacion de productos tales como agua,
alimentos, los equipos de procesamiento de alimentos, entre otros, han usado
desinfectantes como cloro o yodo. El uso de cloro, a nivel mundial, ha mejorado la
calidad de vida y ha prevenido muchos brotes de enfermedades transmitidas por
patdégenos presentes en los alimentos (Andrews et al., 2002).

Las pruebas de agua tratada con cloro han identificado mas de 250 compuestos,
aproximadamente el 10% de los cuales han sido clasificados como potencialmente
mutagénicos y/o cancerigenos. (Andrews et al., 2002).

Existen diferentes publicaciones donde se han wusado otros agentes

descontaminantes, buscando no solo reemplazar el uso de cloro, sino siendo una



alternativa mas amigable con el medio ambiente y teniendo grandes resultados en
cuanto a la disminucion del contenido microbiano del camarén. Algunos de estos
estudios se han realizado con Diéxido de Cloro en donde se compara el efecto biocida
de este compuesto suministrado por aspersion frente al lavado convencional con cloro
en camarones y langostinos; logrando reducciones microbiolégicas de 1 a 4 logioen

aerdbicos y psicotropicos (Andrews et al., 2002).

Otro estudio similar, busca reducir la presencia de Vibrio parahaemolyticus evaluando
la eficacia del uso de una solucién de quitosano y cloro, donde el quitosano alcanz6
una reduccion del 60%, siendo una alternativa de descontaminacion de bacterias
patdgenas en fabricas de mariscos (Chaiyakosa et al., 2007). Reduciendo de esta
manera el uso de cloro y mejorando la salud de los colaboradores que realizan las
tareas de descontaminacion y se exponen a este componente toxico (Yost & Joshi,
2015).

Una alternativa emergente es el uso de plasma frio para la conservacion de alimentos,
el plasma frio, es conocido por ser el cuarto estado de la materia y se genera debido
a una serie de descargas que originan otras sustancias quimicas que pueden
interaccionar con microorganismos; resultando en una inactivacion microbiolégica

(Agnarsson et al., 2002).

El plasma frio, para aplicaciones en los alimentos esté siendo estudiado como una
tecnologia no convencional, donde se puede tratar alimentos a bajas temperaturas
para eliminar o reducir su carga microbiologica. Ademas, se esta estudiando el uso
de agua activada con plasma frio, en donde se realiza un tratamiento a agua con alto
voltaje y el agua interacciona con las especies reactivas del plasma para formar lo
gue se conoce como “Agua activada por plasma” (PAW). Se esta estudiando el uso
del plasma frio en la industria alimenticia mediante la aplicacion de agua activada por

plasma (PAW) a los alimentos.

El PAW es una fuente abundante de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrdgeno, que pueden inactivar a los microorganismos. Ademas de su
actividad bactericida, también se puede utilizar para degradar residuos de pesticidas

y residuos de antibidticos en agua y materiales de embalaje (Sharma et al., 2021).



La presencia de las ROS, pueden tener una variedad de efectos nocivos en las células

bacterianas, que comprenden una pérdida del potencial de la membrana y la

integridad de esta, ademas de peroxidacion lipidica de la membrana, cambios

oxidativos en la proteina celular y el bloqueo de la replicacion y transcripcion del ADN

al romper una hebra de su doble hélice.

11

1.2

Descripcién del problema

El cloro es el agente descontaminante con mayor frecuencia utilizado en las
industrias del camardén para la destruccion de patdgenos potenciales. Sin
embargo, el contacto prolongado con el cloro causa graves problemas en el

tracto respiratorio (Chaiyakosa et al., 2007).

En los dltimos afos, han surgido algunas preocupaciones de salud por el
descubrimiento de subproductos potencialmente cancerigenos generados
durante la cloracién en presencia de material organico. Los subproductos,
trihalometanos (THM), cloroformo y clorofenoles conllevan un riesgo para la
salud porque son potencialmente mutagénicos (Biocide Int, 1994).

Generalmente, el uso del hipoclorito de calcio inicial para los lavados es de 50
ppm (partes por millon), y de acuerdo con el Codex Alimentarius la
concentracion residual del cloro no debe exceder las 10 ppm. Reemplazar el
uso del cloro dentro de las lineas de proceso para reducir la presencia de
microorganismos tales como Aerobios Mesdbfilos, Escherichia coli,
Enterobacterias, Coliformes totales, mismos que son motivo de rechazo por el
cliente también puede resultar en una alternativa viable para la elaboracion de
camarén organico, lo cual es una propuesta moderna que atiende
necesidades de poblaciones que buscan cada dia mas formas de alimentarse

de manera sanay libre de productos quimicos.

Justificacion del problema

En el Ecuador, el principal producto no petrolero de exportacién es el camarén,
debido a ello existe una diversidad de empacadoras cuya competencia se

basa en la calidad del camardn que ofrecen. Para que el camardon se



considere apto para la exportacion debe controlar el numero de
microorganismos capaces de deteriorar el producto y el pardeamiento

enzimatico.

Para ello, la mayoria de las Industrias empacadoras de camarén emplean
cloro, tales como hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio para realizar una
descontaminacion del camarén después de la cosecha, especificamente en
la etapa de clasificacion, mediante un bafio de inmersion y en la siguiente
etapa que corresponde al segundo lavado donde el camarédn se lava con agua
fria que contiene una solucién de cloro. Este compuesto es considerado
altamente toxico para organismos acuaticos, lo que significa que se requiere
de un riguroso tratamiento para neutralizarlo antes de liberar el cloro al

ambiente y asi no afectar a mas especies acuéticas (Morales et al., 2010).

Por otro lado, el uso de cloro reduce la eficacia de los aditivos que son
empleados para controlar el pardeamiento enzimatico (melanosis) en el
camardn, esto significa que el cloro y los aditivos no pueden emplearse en la
misma solucién, por tanto, después del uso del cloro se debe drenar y
enjuagar el camarén entre cada tratamiento (Haws et al., 2002). Esto equivale
a tiempo y costos de produccion que pueden ser reducidos mediante otras

tecnologias de descontaminacion.

Por lo tanto, se propone el uso de una tecnologia no convencional como es el
plasma frio, mediante su forma de agua activada por plasma (PAW) la cual
reemplazara al uso de cloro o soluciones de cloro en agua para realizar la

descontaminacion de la superficie del camaron.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General
Evaluar una alternativa para el uso de agua clorada en la descontaminacién
de la superficie del camardn, empleando agua activada con plasma frio

para reducir el uso de quimicos en el proceso.



1.3.2

Objetivos Especificos

1. Evaluar las condiciones de produccion y caracterizacion de agua
activada.

2. Comparar la eficacia del agua activada frente al agua clorada en la
reduccion microbioldgica de la superficie del camaroén.

3. Proponer un disefio de planta empacadora de camaron que contemple

la etapa de descontaminacion con la aplicacion de plasma frio.

1.4 Marco tedrico

14.1

1.4.2

Camaron

La especie principal de camardn en la costa del Ecuador es el Litopenaeus
vannamei, mas conocido como camarén blanco o patiblanco, es de
coloracién blanquinosa translicida que de acuerdo con su medio de
desarrollo, sustrato y alimento puede cambiar su coloracion (INEC, 2012a).
Esta especie comprende alrededor del 95% de la producciéon camaronera
dado que tiene la mayor resistencia para desarrollarse en cautiverio pese a

cambios adversos del medio ambiente (INEC, 2012b).

Procesamiento

Después de realizarse la cosecha, el camaron puede ser vendido hacia los
mercados o las plantas procesadoras, por tanto, se emplean equipos de
cosecha apropiados y se monitorea constantemente que la calidad del
camardn se mantenga. Posteriormente, realizan la seleccion, en esta etapa
descartan las muestras no aptas para el consumo o aquellos camarones
con defectos, después se realiza un lavado, pesado y un bafio de agua fria
entre 0 a 4°C para matarlos, se afiade un aditivo para evitar el pardeamiento
enzimatico, cominmente se emplea metabisulfito de sodio, el camarén se
mantiene en hielo y se los deposita dentro de unos contenedores que seran
transportados en camiones hasta las plantas procesadoras (FAO, 2006a).
Una vez que llegan a la planta, se coloca el camar6n en cubos de hielo, se
los limpia y se realiza una seleccion por tallas, adecuada para exportacion
y de acuerdo con las preferencias de los compradores, se congela a —10°C

y se mantiene a —20°C para exportarlos (FAO, 2006b).



1.4.3 Aguaclorada
La inocuidad de los alimentos es un tema de gran relevancia en la industria
alimentaria, las empresas cada vez buscan obtener certificaciones de
calidad e inocuidad que aseguren que al ser ingeridos no representen un

riesgo para la salud.

El agua clorada, es desde hace mucho tiempo uno de los mas grandes
desinfectantes de la industria alimentaria, preferido por su eficacia y bajo
costo, es ampliamente utilizado para la reduccion de riesgos de patdégenos
microbioldgicos, la descontaminacién de superficies, alimentos, entre otros
(OIRSA, 2020).

La industria alimenticia ha empleado agua clorada desde hace muchos
afios como desinfectante en sus establecimientos para elaboracion,
empaque, preparacion y venta de alimentos; con la finalidad de eliminar o
reducir patdgenos (bacterias y virus) que pueden contaminar los alimentos

y enfermar a los consumidores (OIRSA, 2020).

El agua clorada es la solucion de hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio
en agua, cuyo proposito es destruir bacterias y hongos que pueden estar
presentes en el agua, la forma de hipoclorito tiene una efectividad cuando

se maneja en valores superiores a pH de 7,5 (L6pez, 2003).

La concentracién de cloro que se encuentra en forma libre y activo es
conocida como cloro residual, se expresa en partes por millén, y no debe
superar los 10 ppm si se trata de alimentos para consumo humano. Las
concentraciones de cloro residual de 0,2 a 5 ppm logran controlar bacterias
y hongos, sin embargo, en operaciones de descontaminacion se suele
emplear concentraciones mucho mayores de 100 — 200 ppm.

Algunos paises, no permiten el uso de cloro en lavado de frutas y vegetales,
esto debido a que la materia organica es capaz de reaccionar frente al cloro
y generar compuestos indeseables, tales como trihalometanos o
hidrocarbonos clorados, compuestos alarmantes de ser cancerigenos
(Lépez, 2003).



1.4.4 Tecnologia de plasma frio

El plasma es el cuarto estado de la materia, donde una porcién de las
particulas esta ionizada, el plasma frio es una nueva tecnologia empleada
en la industria de los alimentos dado que no necesita de agentes quimicos
0 antimicrobianos para otorgar conservacion en los alimentos, en la
actualidad se han realizado varios estudios alrededor de la aplicaciéon
destacando el plasma como fuente de luz UV para esterilizacion de
superficies, limpieza, modificacibn de superficies y procesamiento de
ciertos materiales (Pankaj et al., 2014).

Algunos radicales libres que se producen en el plasma ayudan a la
inactivacién de ciertos microorganismos, el plasma se divide en plasma
térmico (caliente) y no térmico (frio), la temperatura del plasma frio no
supera los 60 °C, las formas de plasmas mas empleadas en alimentos son
las descargas de barrera dieléctrica. La mayoria de los estudios se han
realizado directamente con el plasma sobre el alimento y hay pocos casos
en donde los resultados no han sido favorables, dado que si se obtiene la
inhibicion microbiana deseada en el alimento, pero los efectos secundarios
han resultado en la pérdida del color o cambio en las superficies de los

alimentos (Thirumdas et al., 2018a).

Dado estos casos, se ha optado por emplear agua activada por plasma,
también conocida como acido plasmidico, el agua activada tiene la ventaja
de que es mucho mas facil de aplicar reemplazando el desinfectante
habitual. El tipo y concentracion de especies que se generen por el agua
activada dependeran de los gases o liquidos que se empleen para obtener
el plasma (Thirumdas et al., 2018b).

En la actualidad existen diversos estudios de efectos bactericidas en
productos alimenticios, entre ellas frutas y vegetales, como es el caso de
un estudio acerca de inhibicion microbiana en fresas, en la cual se pudo
reducir 3,5 logaritmos en 20 minutos aplicando la tecnologia de agua
activada (Thirumdas et al., 2018b). Liao, realiz6 un estudio de viabilidad del
agua hielo de plasma para extender la vida util en camarones (Liao et al.,
2018).



CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1.

2.2.

2.3.

Disefio de experimentos

Para la primera parte de la investigacién se comparo el efecto del uso del agua
clorada frente al agua activada por plasma frio (PAW) en la reduccion
logaritmica de las colonias de Escherichia coli (ATCC 11775). Se inoculo el
microorganismo en dos medios diferentes, el primer tratamiento con PAW vy el
segundo con AC con diferentes tiempos, 5, 15 y 30 minutos correspondientes
a los niveles del disefio experimental. Se determiné la densidad celular antes

y después de recibir los tratamientos. Se realizaron 3 réplicas biolégicas.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de analisis de varianza ANOVA para determinar si
existen diferencias significativas entre las medias de: los tratamientos, la
densidad celular antes de los tratamientos y las reducciones logaritmicas
obtenidas para los tiempos de: 5, 15 y 30 minutos. Se empled un nivel de
confianza de 95% (a= 0,05) y se evalud la diferencia de minimos cuadrados
para analizar que medias difieren entre si. Los datos se manejaron a través
del programa estadistico SAS SYSTEM (Statistical Analysis System, NC,
USA).

Preparacion de las muestras

Dado que la experimentacién requeria de los tratamientos con agua activada
y con agua clorada, primero se realiz6 la produccion de PAW y se la
caracteriz0, se preparé agua clorada y finalmente se realiz6 las incubaciones
a cada uno de los tratamientos y después de 24 horas de incubacion se realiz6
el conteo de las unidades formadoras de colonia (UFC/mL) para el respectivo

analisis.

2.3.1. Produccion de agua activada por plasma frio (PAW)

Para la produccién de plasma frio se empleé un sistema conocido como



2.3.2.

barrera dieléctrica de descarga (DBD), que consiste la aplicacion de alto
voltaje a través de dos electrodos colocados en forma paralela y con
barreras dieléctricas que mantienen el sistema libre de cortocircuitos. La
muestra de agua destilada se coloca en el interior de un contenedor plastico
de polipropileno, mismo que se colocé en el medio de dos electrodos
(Figura B1).

El voltaje usado en la experimentacion fue de 90 kV. La barrera dieléctrica
consistié en una lamina de polipropileno de 6mm. Los electrodos consisten
en dos platos circulares de aluminio. El agua activada por plasma frio se
produjo por la adicion de 40 ml de agua ultrapura tipo 1 estéril, que se
coloco en una caja Petri y esta a su vez dentro del contenedor plastico. La
atmésfera que se utilizé en los experimentos fue aire, con una humedad

relativa entre 65-75%.

Para la generacion de agua activada por plasma frio, se utilizdé en el
tratamiento agua ultrapura tipo 1 estéril, en intervalos de tiempo de 0, 1, 3
y 5 minutos con voltaje de 90kV. El periodo de incubacién fue de 24 horas
a temperatura ambiente. Para realizar la recuperacion del agua activada
por plasma frio, se trasladaron las muestras a tubos esterilizados con un

vortex de 2 minutos.

El tiempo de tratamiento fue 10 minutos, y se mantuvo 24h dentro del
contenedor para incrementar el tiempo de contacto con las especies
reactivas del plasma frio. Posteriormente se realizé la caracterizacion del

PAW, en donde se analizaron nitritos, peroxido de hidrégeno y pH.
Caracterizacién de agua activada (PAW)

Se realizo la caracterizacion del agua activada por plasma frio (PAW), en
donde se analizé el contenido de nitritos por medio del protocolo
establecido por Promega para la Determinacion de la Concentracion de
Nitritos (Promega, 2009). El boletin técnico de Promega indica como
realizar esta determinacion; se prepard 1 ml de la solucion de nitrito de 100

UM diluyendo el nitrito 0,1 M de Nitrito Estandar (nitrito de sodio en agua)



proporcionado 1:1, en la matriz o buffer en este caso agua destilada. Luego
se designaron 3 columnas (24 pocillos) en la placa de 96 pocillos para
realizar la curva de referencia del Nitrito Estandar y se dispensaron 50 pL
de agua destilada en 21 pocillos. Posteriormente se afiadié 100 uL de la
solucién de nitrito en los 3 pocillos restantes (primera fila). Inmediatamente
se realizaron 6 diluciones en serie tomando 50 uL del pocillo y por triplicado
en los pocillos vacios de la placa para generar la curva de referencia del
Nitrito Estandar (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 y 0 uM para el ultimo
pocillo al que no se le agregd la solucién de nitrito); como se muestra en la

figura 2.1.

Nitrite
NO,~  Standard
Conc. Reference
(M) Curve Experimental Samples

100(AO OO
50BOOO
25]C
1251D
6.25 |E
F
G
H

3.13
1.56
0

1088MAQ5_5A

Figura 2.1 Disefio de microplaca para medir absorbancia (Promega, 2009)

Una vez realizada la medicion de la absorbancia se procedié a calcular la
cantidad de nitritos presentes en el PAW por medio de la Prueba de Griess.
Inicialmente se afiadieron 50 puL de PAW en los pocillos por triplicado, con
la ayuda de una pipeta multicanal se dispensaron 50 pL de la solucion de
sulfanilamida (1% sulfanilamida en 5% de &cido fosférico) a todas las
muestras experimentales ubicadas en los pocillos. Se incub6 en t=7
minutos a una °T = 27°C protegiendo las muestras de la luz, debido a que
la sulfanilamida es sensible a la presencia de luz. Luego de esto con la
ayuda de la pipeta multicanal, se dispensaron 50 pL de la solucién NED
(1% N-1-naftiletilendiaminadiclorhidrato en agua) a todos los pocillos y
nuevamente se incuba por 7 min a temperatura ambiente. Después de este
tiempo un color purpura/magenta se formo inmediatamente. Se midi6 la
absorbancia en 30 minutos en un espectrofotometro entre 520 nm y 550
nm. Finalmente, para generar la curva de referencia estandar de nitrito, se

trazd el valor de la absorbancia promedio de cada concentracion del Nitrito
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2.3.3.

estandar como una funcion de Y, y, la concentracion de nitrito como una
funcion de X. Se determind el valor de absorbancia promedio de cada
muestra experimental y se determind la concentracion por medio de la

comparacion con la curva de referencia del Nitrito Estandar.

De la misma manera se analizé el peroxido de hidrogeno por medio del
ensayo de Determinacion de la concentracion de Peroxido de Hidrogeno
como lo indica Boehm en su documento “Cytotoxic and mutagenic potential
of solutions exposed to cold atmospheric plasma” (Boehm et al., 2016). Se
realiz6 por medio de la oxidacion de yoduro de potasio a yodo y su
respectiva medicion espectrofotométrica a 390 nm. Se afadié 50 pL de la
solucién tampoén de fosfato y 100 pL de solucién de yoduro de potasio 1M
a 50 uL de PAW. Después de 30 min de incubacion, se leyo la absorbancia
en el espectrofotémetro a 390 nm. Una curva estandar con concentraciones
conocidas de peroxido de hidrogeno fue incluida en cada plato y usada para

convertir la absorbancia en concentraciones de peroxido.

Para la determinacién de la curva estandar se prepara una solucién madre
de peroxido de hidrogeno a 1M y a partir de esta se hacen 7 diluciones por
triplicado  obteniendo  diferentes  concentraciones. Con  estas
concentraciones se realizé un procedimiento similar al utilizado en la
obtencion de la curva estandar de nitrito. Se colocé la placa en el lector de
absorbancia a 390 nm, y se compar6é absorbancia vs concentracién,
obteniendo asi la curva de calibracion o referencia, obteniendo a su vez la
ecuacion de la recta. Se realizé un promedio de la absorbancia y con este

valor se calcul6 la concentracion de peréxido de hidrogeno.

Finalmente, el potencial hidrégeno conocido como pH fue medido con la
ayuda de un pH metro digital, encargado de medir la actividad del ion

hidrogeno en el PAW, indicando su grado de alcalinidad o acidez.
Preparacion de agua clorada

Para la preparacion del agua clorada dentro de la experimentacion se usé

cloro granulado con su férmula hipoclorito de calcio al 70% (BRENNTAG)
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2.3.4.

2.3.5.

de grado alimenticio mismo que fue afiadido en un vaso de precipitacion
con agua destilada y agitado en una plancha para lograr disolver los
granulos. Se agito alrededor de 2 min a 3 rpm y finalmente se realizé la
lectura de la concentracidn de la solucion con tirillas de cloro (HYDRION,
NY, USA); la concentracion deseada fue de 50 ppm.

Activacion de Escherichia coli

Se empled E. coli ATCC 11775, bacteria gramnegativa en forma de baston
y uno de los microorganismos mas estudiados. Para la suspension de E.
coli, se colocd una colonia en medio de enriquecimiento TSB a 37° C por
24 horas. Luego se tomaron alicuotas de este stock y se centrifugo a 8,79
durante 10 min, se elimind el sobrenadante y se lavd dos veces el pellet
con solucion de NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) estéril al 0,9 %
para finalmente suspenderlo en NaCl y esta fue la suspension madre;
misma que debe ajustarse a un grado de turbidez de 0,5 conforme la escala
McFarland.

Evaluacién del efecto antibacteriano

La actividad antimicrobiana de AC y PAW fueron evaluadas mediante
tiempos de contacto de 0, 5, 15, y 30 minutos con la suspension de E. coli.
Para las muestras tratadas con PAW, se realiz6 una muestra control y 5
diluciones en 3 tiempos diferentes. Para la muestra control se tomaron 1000
uL de agua destilada y 300 pyL de suspension de E. coli, se agité y se
sembrod en 3 repeticiones. Para las muestras de PAW, se tom¢6 10 ml de
PAW y 300 pL de suspension de E. coli. De esta suspension madre se tomo
1000 pL a los 5, 15 y 30 min de contacto; los cuales se colocaron en un
tubo con NaCl previamente esterilizado y se realizaron las diluciones
respectivas.

De los tubos diluidos en cada intervalo de tiempo (5, 15 y 30 min) se tomo
las diluciones 10y 102y se sembré por triplicado 10 pL de la dilucién en
placas con agar TSB y se los incub6 a 37° C por 24 horas. Pasado este
tiempo se realizé el recuento de microorganismos. Para las muestras

tratadas con agua clorada se realizé el mismo procedimiento de las
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muestras tratadas con PAW.

2.3.6. Andlisis microbioldgico

Se realiz0 el conteo de las colonias presentes en las placas y se realiz6 un
promedio entre las réplicas para obtener el numero final de colonias en
unidades UFC/mL. Se emple6 la ecuacién 2.1 para encontrar la poblacion
inicial de colonias y asi se determind la cantidad de logaritmos reducidos

durante la experimentacion.

= % (2.1)
log (2) '
Donde:

n = nimero de generaciones

Nn: poblacion final

No: poblacion inicial

2.4. Disefo de plantas
2.4.1. Diagramas de flujo

Las industrias emplean una representacion grafica para describir varios de
sus procesos, uno de los mas importantes es el diagrama de flujo cuyo
objetivo es mostrar de manera organizada y secuencial los principales
aspectos de la tecnologia y la ingenieria que conlleva el procesamiento
(Casp, 2005).

Se elaboré un diagrama de flujo para el procesamiento de camaron desde
su llegada a la planta en donde se ubica en el &rea de recepcion para los
andlisis respectivos, hasta la etapa en donde el producto se almacena
como camarén congelado IQF. Este diagrama sirvié para los demas
diagramas en estudio dado que se realiza un desglose de las actividades
mas importantes a considerar para un disefio de planta. Se realizé un
diagrama de equipos para visualizar graficamente la incorporacion del

generador de plasma en la etapa de descontaminacion del camaron.
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2.4.2.

2.4.3.

Diagrama de recorrido sencillo

El diagrama de recorrido de los productos consiste en evaluar el
movimiento existente entre los materiales a través de las distintas etapas
del procesamiento, realizar este diagrama es de vital importancia cuando
el material en movimiento representa un volumen considerable y asi
también se puede evitar el costo empleado en transporte versus el costo

de operacion (Casp, 2005).

Para la representacion de este diagrama de procesamiento de camarén se

empled la simbologia mostrada en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Simbologia de diagrama de recorrido sencillo (Casp, 2005).

SIMBOLOGIA DESCRIPCION
. Operacion
:> Transporte
|:| Inspeccion
D Espera
v Almacenamiento

Relacién de actividades

Una vez que se constituyé el diagrama de flujo para la produccion se
elaboré una tabla de relacion de las actividades entre cada una de las
etapas involucradas en el procesamiento de camardn, se realizé una
discusién acerca de la necesidad de proximidad entre la primera etapa
correspondiente a la recepcion y la segunda etapa de descabezado, asi
mismo se analizé para cada una de las etapas en donde se designaron
codigos para describir la relacién entre materiales, equipos y proximidad
entre las areas. Es asi, que se evaluo la relacion de actividades desde el
punto de vista estrictamente productivo y aquellos sistemas auxiliares
dentro de la planta (Casp, 2005). Se usoé la tabla relacional que se muestra
a continuacién Figura 2.2, la cual es un cuadro elaborado de manera
diagonal, los criterios usados para el andlisis fueron: higiene, olores, ruido,
comun, entre otros (Casp, 2005).

utilizaciéon de material
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TABLA DE RELACION DE ACTIVIDADES

1 2 3 a 5 6 7 8 9 1011

10

11

Figura 2.2 Modelo de tabla de relacion de actividades (Casp, 2005).

La escala de valoracion fue un cddigo, la relacion y un color asociado a la
causa. La tabla relacional se sujet6 al Analisis del Recorrido, cuyo principio

es minimas distancias y circulacion (Casp, 2005).

| Proximidad en el proceso
Higiene

Control

Malos olores, ruidos.

2
3
4 Frio
5
6 Seguridad del Producto
7

Utilizacién material coman
8 Accesibilidad

Figura 2.3 Motivos comunes en una evaluacion de relacion de actividades
(Casp, 2005)

Color Asociado

A Absolutamente Rojo
necesaria
E Especialmente Amarillo
importante
| Importante Verde
o] Ordinaria Azul
U Sin importancia -

X Rechazable Marrén

Figura 2.4 Cédigos asighados a las proximidades (Casp, 2005).

2.4.4. Calculos paralas necesidades de espacio

Se fraccion0 cada éarea en subsectores y se evaludé la cantidad de
elementos necesarios y el espacio que cada uno ocupa dentro de la planta,
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se necesité estimar un volumen de produccién para un tiempo determinado.
La estimacibn se obtuvo a través de la superficie estatica Ss
correspondiente a equipos e instalacion, la superficie de gravitacion Sg
espacio empleado por el obrero y el material acopiado, y la superficie de
evolucion Se son los espacios necesarios de guardar entre cada estacion

de trabajo que permita la movilizacion del personal.

Sg=Ss- N (2.2)
Se = (Ss + Sg) - K (23)

Donde K, es un coeficiente entre 0,05y 3

2.4.5. Alternativas de distribucién

Una vez realizado el peritaje de informacion util y necesaria para un
redisefio de la planta de procesamiento se procedi6 a emplear una
herramienta informatica Corelap, la cual a través de los datos ingresados
de manera cualitativa cre6 un algoritmo y proveyé las iteraciones de los
espacios marcando las areas mas productivas y la primera actividad que
entro en la planta, se muestra un esquema de la informacién que se obtiene

del programa tal como se muestra en la figura 2.5.

LAYOUT ADECUADO
Al — o

o
mEE
a

WOl WwWh =
|
ONKFEF b WOWOM

Figura 2.5 Ejemplo de Corelap

2.5. Estimacién de Costos

La estimacién de costos en algunos casos sirve como base para tomar

decisiones en el disefio de plantas, sin embargo, esta se complementa a otros
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métodos de evaluacion. El propésito de realizar una estimacion en los costos

de produccion es para justificar la metodologia aplicada en el proyecto,

comparar cada alternativa existente en un procesamiento y la segunda opcién

es la més usual. Para estimar los costos de produccion, en la cual se

considerd los costos de equipos, materia prima, mano de obra, material de

empague, costos fijos y variables

CP

PV = =

CF
PV-CVu

Punto de equilibrio =

Donde:
CF: costos fijos
PV: Precio de venta del producto

CVu: Costo unitario del producto

17
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

Este capitulo presenta los resultados de las experimentaciones basadas en la
metodologia descrita en el capitulo 2. Se analizaron los datos mediante el programa
estadistico SAS System, también se elaboré un diagrama de flujo del proceso y un
diagrama de recorrido sencillo, ademas de un diagrama de relacion de actividades
para obtener alternativas de lay-out mediante la herramienta de Corelap.

Se efectud una seleccion de equipos e insumos necesarios en el procesamiento de
camaron desde la recepcién de materia prima hasta el empaque del producto
congelado IQF; para realizar una estimacién de las necesidades de espacio y los

costos que implica la produccion.

3.1. Condiciones de produccion PAW

Se realiz6 la caracterizacién del agua activada por plasma frio (PAW), en
donde se analizaron el pH, nitritos por medio del protocolo establecido por
Promega para la Determinacion de la Concentracion de Nitritos (Promega,
2009). De la misma manera se analizo el perdxido de hidrogeno por medio del
ensayo de Determinacion de la concentracion de Peroxido de Hidrogeno como
lo indica Boehm en su documento “Cytotoxic and mutagenic potential of
solutions exposed to cold atmospheric plasma” descritas en el capitulo 2. Los

resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3.1 Caracterizacion del PAW

Tiempo de ] o Peréxido de
) Voltaje | Nitritos o pH
tratamiento hidrégeno (uM)
10 minutos 90 kV -0,93 420,5 3,45

3.2. Andlisis microbiolégico
De las experimentaciones realizadas se obtuvo el conteo de unidades
formadoras de colonias UFC/mL, las evidencias se muestran en el apéndice

A, tabla Al, y los datos con el conteo total transformado a unidades



logaritmicas en la tabla A3, el conteo de las placas se encuentra en un rango
desde 0 hasta 5,69 UFC/mL.

La influencia de los tratamientos aplicados para la inactivacion de E. coli ATCC
11775 se evidencid a partir de los 5 minutos de contacto para el tratamiento
con AC, mientras que las placas que fueron inoculadas con PAW no lograron

una reduccién microbiana en 5 minutos.

Control vs. PAW m Control Control vs. AC & Control
g 6 PAW -36 i
o5 Es
L O
24 54
£ =
58 53
-] _
= 2 3
g 3’
3! =) I
i ) I I
g 5 15 30 5
T . a] 5 15 30
iempo (min) Tiempo (min)

(a) (b)
Figura 3.1 Resultados de densidad celular de los tratamientos (a) agua
activada por plasma frio y (b) agua clorada

En la figura 3.1 se observa los resultados de la reduccion logaritmica para el
tratamiento con PAW (a), en el tiempo de 5 minutos de contacto no existe una
reduccion microbiolégica, sin embargo, a los 15 minutos la reduccion
microbiana fue de 5,25 logio y en la muestra tratada durante 30 minutos de
contacto la reduccion fue de 5,43 logio. En el caso de las muestras tratadas
con agua clorada (b), se evidencid la reduccién en los primeros 5 minutos,
esta reduccion fue de 4,19 logio, a los 15 minutos se obtuvo una reduccion de

5,41 logioy finalmente, a los 30 minutos la reduccién fue de 4,92 logzo.

Se pudo observar que el tratamiento de PAW y su eficacia se ven
influenciadas por el tiempo de contacto, puesto que se obtuvo una reduccion
de 5,25 unidades logaritmicas a partir de los 15 minutos y 5,43 logio a los 30
minutos. Estos resultados son similares a los reportados por Traylor y
colaboradores en su estudio de Long-term antibacterial efficacy of air plasma-
activated water, donde reportaron una reduccion de 5 logio en 15 minutos, y
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3.3.

con 3 horas de tratamiento con PAW se evidenci6é una eficacia antibacteriana
mas alta que persistid6 durante 7 dias. Este estudio resalta los diversos
factores que pueden involucrarse en el proceso de descontaminacion con la

tecnologia de plasma frio (Traylor et al., 2011).

El mecanismo de accién antimicrobiano ha sido reportado con el dafio que se
produce en la membrana del microorganismo. Algunos estudios han
demostrado que el PAW produce una acumulacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) intracelulares y esto provoca una ruptura en la membrana
desencadenandose en una muerte celular. Basicamente, la eficacia de la
descontaminacion siguiendo esta metodologia se debera a la cantidad de

ROS que se generen en el proceso (Tian et al., 2015).

Por otro lado, la respuesta que podria obtenerse en este tratamiento
dependera del alimento, puesto que los microorganismos podrian esconderse
en las irregularidades de la superficie del alimento y asi evitar el efecto del
tratamiento. El tratamiento con PAW y su eficacia en la descontaminacion
dependera de algunos factores como el alimento, la flora microbiana natural,

la forma y la superficie del alimento.

Esto puede contrastarse con un estudio realizado en champifiones y el efecto
que tuvo con PAW, el tiempo que este tratamiento necesitd para la
inactivaciéon fue de 5 minutos logrando una reduccion de 0,22 logiwo y el
tratamiento que se mantuvo por 10 minutos obtuvo una reduccion de 1,5 logio
(Xu et al., 2016). Esto indica que el tratamiento al alimento involucra otros

factores que lo hacen menos efectivo.

Andlisis estadistico

Los datos de los resultados del experimento se ingresaron al programa
estadistico SAS System. En este programa se analizé al control como la
variable dependiente, y a los tratamientos PAW y AC como las variables
independientes.

Al evaluar los datos obtenidos del andlisis estadistico, se observo que el

analisis de varianza arrojé un valor p de 0.0001. Este valor es menor que el
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0a=0.05, y por lo tanto se rechaza la hipotesis nula en favor de la hipotesis
alterna. En consecuencia, se sugiere que el tratamiento con PAW y AC son
significativamente similares, por lo tanto, el tratamiento con PAW puede
reemplazar el uso de agua clorada ya que puede alcanzar los mismos niveles
de reduccion logaritmica de la carga microbiana.

Dado que los dos tratamientos tienen una reduccién logaritmica de la carga
microbiana similar, se decidio realizar una comparacion multiple de las medias
de cada uno de los tratamientos, y conocer cuéles son diferentes y estimar su

grado de diferencia.

Ho: no existe diferencia entre los tiempos de descontaminacion en la
reduccion microbiana
H1: Existe diferencia entre los tiempos de descontaminacion en la

reduccidon microbiana

En la tabla de comparaciones multiples de Tukey, apéndice C, tabla C1 se
puede observar que para los tratamientos de AC y PAW en un tiempo de 5
minutos se rechaza la hipotesis nula en favor de la hipotesis alterna, lo cual
indica que en estos tiempos la reduccion microbiana es diferente porque en
uno de los tratamientos la descontaminacion es mayor. Esto indica que el
tratamiento de PAW y AC son significativamente diferentes con un tiempo de
contacto de 5 minutos. Por otro lado, para los tratamientos PAW y AC en un
tiempo de 15 y 30 minutos no existe evidencia estadistica para rechazar la
hipétesis nula, con lo cual podriamos asumir que estos tiempos son
estadisticamente similares y el PAW podria reemplazar el uso de la

metodologia convencional s6lo manejando estos tiempos de contacto.

En la figura C1 para tipo-tiempo-tratamiento se puede observar una
representacion de las medias de cada uno de los tratamientos, si se compara
los tratamientos por tiempo de contacto de 15 minutos, ambos tratamientos

tendrian la misma reduccion logaritmica al igual que en 30 minutos.

En la figura C1, se puede observar también que no seria posible aplicar esta

metodologia en un tiempo de 5 minutos porque la reduccion de la carga
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microbiana seria minima con respecto a la poblacion inicial. En base a este
mismo analisis, si se desea realizar la descontaminacion en 5 minutos el
tratamiento de AC seria el mas factible, sin embargo, la reduccién que se

obtiene no es mejor que si se aplicara mayor tiempo de contacto.

3.3.1. Influencia del PAW en la descontaminacion
En la figura C2 se puede observar que la densidad celular sin el tratamiento
con PAW no se ve influenciada por el tiempo de contacto, esto se
comprueba estadisticamente ya que el valor de sus medias es igual. Este
valor de p se toma de la tabla C2 en donde se analiza la suma de los
cuadrados del error y para estas muestras en un tiempo de 5y 15 minutos
tienen un valor p de 1y para 30 minutos el valor p es de 0,99 siendo todos
mayores al a y como consecuencia demostrando que son estadisticamente

iguales.

Sin embargo, en el grafico C5, se analiza los logaritmos de reduccién
después de haberse realizado los tratamientos con PAW y AC, se observo
gue para el tiempo de contacto de 5 minutos los numerales 2y 8 (AC y
PAW respectivamente) de la tabla C2, corresponde a un valor p < 0,0001
con el cual nos permitié rechazar la hipotesis nula y declarar que los valores
son estadisticamente diferentes. Para los tiempos de 15 y 30 minutos el

valor p es 1y hace referencia a su igualdad estadistica.

Finalmente, se decidié analizar si los tratamientos difieren entre si y asi se
podria analizar cual es el mejor para reducir la carga microbiana en la
superficie del camardn, se compararon los tratamientos con un nivel de

confianza del 95% y se manejaron las siguientes hipoétesis:

Ho: No hay evidencia estadistica para diferenciar los tratamientos de
disefio entre si.
H1: Hay evidencia estadistica para diferenciar los tratamientos de
disefio entre si.
Bajo dichas hipétesis se analizaron las medias de los tratamientos y se

muestra la tabla C3, en donde se observa que hay suficiente evidencia
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estadistica para decir que existe una diferencia entre el control y los
tratamientos, es decir, es evidente que los tratamientos consiguen reducir

la carga microbiana.

Entonces, se analiz6 si el tiempo de 5 minutos y 15 minutos consiguen la
misma reduccién microbiana y con un nivel de confianza del 95%, se puede
afirmar que los dos tratamientos presentaran valores de reduccion muy
diferentes. Asimismo, sucedié con el analisis de un tiempo de 5y 30
minutos, ambos tratamientos distan de sus valores de reduccién, para
afirmar cudl de ellos es mejor se tendria que observar la tabla C2. No
sucedid igual para la comparacion de los tratamientos de 15 y 30 minutos,
en estos tratamientos se obtienen reducciones similares, no existe la

suficiente evidencia estadistica para decir lo contrario.

Finalmente, se compar6 a los tratamientos en estudio, la aplicacion del
PAW y la metodologia convencional de agua clorada y su valor p fue de
0.0021 el cual es menor que el a=0.05 por lo cual se rechaza la hipotesis
nula en favor de la alterna, existe evidencia estadistica para afirmar que los

tratamientos si tienen diferencias en sus reducciones logaritmicas.

3.4. Disefo de planta

3.4.1. Diagramas
Para la elaboracion del disefio de planta se analizo el diagrama basico de
ingenieria descrito en el apéndice D, figura D1, las etapas mencionadas en
dicho diagrama corresponden Unicamente al &rea de produccion, quedan
fuera del analisis las oficinas, vestuarios y servicios higiénicos. Se realizo
un diagrama de recorrido sencillo en el que se analizé el movimiento del
producto, en este caso el camaron dentro del proceso, donde se puede
observar graficamente tiempos de espera e inspeccion que necesita el

camaron en diferentes areas.

El camaron inicia su llegada en planta y se realiza una inspeccion del lote

recibido, se realiza un andlisis de textura y microbiolégico para confirmar si
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3.4.2.

aceptan o rechazan el producto, una vez dentro el producto es transportado
hacia las mesas de descabezado donde trabajan varios operarios
simultaneamente, finalizada esta operacion el producto se transporta hacia
la tolva de lavado para realizar la descontaminacion en donde hay una
espera de alrededor de 30 minutos tiempo que corresponde a 15 minutos
de descontaminacién empleando PAW y 15 minutos que se considera para

gue los operarios carguen el camaron dentro de la tolva de lavado.

Otros tiempos de espera que se consideraron dentro del diagrama son para
las etapas de Congelado IQF donde el camarén es separado
individualmente por los operarios para que puedan ingresar al congelador
en espiral y durante 15 minutos reciban el tratamiento de congelacion,
también en la etapa de tratado el camaroén recibe un bafio con una soluciéon

de metabisulfito para controlar el pardeamiento enzimatico.

Por altimo, otro de los aspectos relevantes visualizados en el diagrama es
la inspeccion de control de metales que se realiza al producto ya congelado
antes de ser empacado. Se desarroll6 un diagrama de equipos, véase
figura D3, este diagrama permitio visualizar todas las operaciones junto con
las maquinarias para analizar si existia un uso comun del material o equipos
previo a realizar el Layout de la planta. En este diagrama se incluye el
equipo generador de plasma que sera el nuevo responsable de proveer el
agua activada hacia la tolva de lavado para que se realice la

descontaminacion superficial del camaron.

Relacion de actividades

Uno de los diagramas mas importantes es el de relacion de actividades
descrito en la tabla D1, se enlistd cada una de las operaciones/actividades
y se analizdé la dependencia entre una etapa y otra. Se considerd la
necesidad de proximidad sea por uso de material comun, control, higiene,
o la distancia que debian mantener por las mismas razones, incluyendo
malos olores, frio y seguridad del producto. Se destacé la necesidad de
proximidad para las etapas de descabezado y descontaminacion del

camaron atribuyéndose la seguridad del producto, dado que una vez que
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3.4.3.

el camardn es descabezado existe la posibilidad de un riesgo biolégico,

dado que el camardn es manipulado por el personal.

Otra de las relaciones entre actividades mas destacadas es la clasificacion
y el pelado/desvenado a la cual se calific6 como “especialmente
importante”. Para esta relacion se considerd que necesita de proximidad,
por el tiempo que conlleva realizar el proceso de pelado y desvenado. Una
vez que el camaron se clasifica este es repartido en las mesas de trabajo y
los trabajadores deben realizar la operacién para un aproximado de 50
Kg/h.

Necesidades de espacio

Las necesidades de espacio se realizaron bajo las dimensiones y
capacidades proporcionadas por una empacadora de camaroén en la ciudad
de Daule, se detallé el departamento y la actividad que se realiza en dicha
area. El equipo y las dimensiones se calcularon con las ecuaciones
descritas en la metodologia, se obtuvo la superficie de gravitacion y
superficie de evolucion mediante el valor de K= 0.15 basado en la literatura,
el resumen de las areas correspondientes de cada departamento se

muestra a continuacion en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Resumen de las areas por departamento

Area total por
Departamento departamento
(m2)
Recepcioén 2,25
Descabezado 27,53
Descontaminacion 50,66
Clasificacion 57,09
Pelado/desvenado 27,53
Tratado 25,88
Congelado IQF 30,36
Control de metales 1,21
Empacado 4,83
Bodega de Producto terminado 450,00
AREA TOTAL REQUERIDA 677,33
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3.4.4.

Finalmente se sumaron todas las areas de los departamentos, dando un
total de 677,34 m?de necesidad de espacio para el area de produccién. Se
descarto el espacio de administracion y servicios higiénicos dado que estos
departamentos se ubican fuera del area de produccién. Para mas detalle
véase tabla D2.

Corelap

Una vez que se obtuvo los metros cuadrados por departamento, se empled
la herramienta CORELAP 1.0. En la cual se ingreso la tabla de relacion,
junto con los valores de las &reas, y el programa proporcioné un Layout que

se muestra en la figura 3.2.
El programa empez0 la distribucion por las areas coloreadas en color rojo,
gue suponen una necesidad de proximidad absolutamente necesaria. El

orden de los departamentos para el Layout se muestra en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Orden de los departamentos

Ordenamiento de los departamentos por importancia

1 Descontaminacion 24 50,66
2 descabezado 20 27,53
3 Clasificacion 20 57,09
4 Pelado/desvenado 20 27,53
5 Tratado 19 25,88
6 Congelado IQF 21 30,36
7 Control metales 15 1,21
8 Empacado 16 4,83
9 Almacenamiento 13 450
10 Recepcidn 12 2,25
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Figura 3.2 Layout obtenido de Corelap

3.4.5. Layout
El disefio que se propuso después de la alternativa de Corelap es que las
areas 7, 8 y 9 correspondientes a control de metales, empacado y
almacenamiento respectivamente, empiecen desde el area final juntandose
asi el area 6 (congelado IQF) y 7 (control de metales) dando lugar a una
distribucion en “U” y hacia adelante. Si se mantenia la distribucion anterior
no habria un flujo en las areas mencionadas, esto se muestra en el
apéndice E, figura E1, y las fechas indican el recorrido del flujo en el
proceso. El plano final para el disefio de plantas se observa en la figura E2,
en este plano se indicé las puertas de acceso para el personal y para el

material de proceso.

3.5. Andlisis de costos
De acuerdo con la capacidad de produccién de la empresa, se estima que
puede empacar 5 ton de camaron congelado IQF al dia, es decir que
mensualmente se podria empacar 150 ton de camarén. Esta produccién
equivale a un aproximado de 7 contenedores mensuales, suponiendo que

cada contenedor tenga una capacidad de 20 ton.

Esta capacidad varia dependiendo del cliente y del destino. Si se escala toda
la produccién para identificar la capacidad de exportacion anual, se tiene que
aproximadamente se exportan 90 contenedores al afio, que equivale a un

aproximado de 1800 ton de camaroén pelado y desvenado en congelacion IQF.
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En el calculo de costos fijos, se incluyen los servicios por mes como sueldos,
almuerzos, seguridad en planta y proveedor de internet. Estos valores son
fijos puesto que son independientes del volumen de produccién. Por otro lado,
todas las adquisiciones de bienes tangibles como maquinarias, equipos,
articulos de trabajo como gavetas, mesas, etc. son considerados un costo de
inversion, con depreciaciones anuales que podran recuperarse a lo largo del

tiempo.

Finalmente, con respecto a los costos variables, se colocaron variantes que
dependen directamente del volumen de produccién como la materia prima,

material de empaque, entre otros (Apéndice F).

En base a todo lo antes mencionado con respecto a costos fijos, variables y
de inversion, se calculd el precio de venta al publico. Para esto se utilizo los
datos de una produccion mensual de 150 ton de camaron pelado y desvenado

en congelacion IQF.

Tabla 3.4 Determinacién del P.V.P

Costos de produccién mensual
Costos fijos $ 123,300.00
Costos variables $ 338,055.00
Costo por Depreciacién $ 1,717.00
Costo de produccién $ 463,072.00
Produccién mensual 150 ton
Costo unitario de produccion $ 3.09/kg
Porcentaje de utilidad 50%
PVP $ 4.63/kg

El precio de venta al publico se calculé por kilogramo producido con la
tecnologia de agua activada por plasma frio. Este camaron es un producto de
Clase “A”, nivel de exportacion, por lo que supera el precio de venta al publico
del mercado nacional.

Hay que aclarar que el calculo de precio de venta al publico se realiz6 para
una sola talla de camardn, puesto que los precios varian dependiendo del

tamano, del mercado internacional, incluso del mes de afio en el que se
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cierre la venta con el cliente. Mientras mas grande es el camardn, mayor sera

Su precio de venta o precio de exportacion.

Asimismo, el margen de utilidad colocado para el calculo es del 50%, mismo
gue esta dado por el mercado exportador, siempre se pueden realizar ajustes
dependiendo de las necesidades de la empresa. Adicionalmente, se calculd
el punto de equilibrio, el cual se muestra en la tabla 3.2. en donde indica la
cantidad de kilogramos necesarios por mes para cubrir los costos fijos y
variables que se generan en este periodo de tiempo, todo lo que se produzca

sobrepasando esta cantidad significa utilidad para la empresa.

Tabla 3.5 Punto de Equilibrio

Costo Variable $ 338,055.00
Costo Fijo $ 123,300.00
Costo por Depreciacién $ 1,717.00
Precio de Venta $ 4.63

PE 52,508 kg/mes

Con todo este estudio de costos realizado y de acuerdo con lo planteado en
esta investigacion, se prevé reemplazar el uso de agua clorada en el proceso
de produccion de camaron, por una alternativa libre de sustancias quimicas
nocivas, como lo es el agua activada por plasma frio. Al considerar una
produccion mensual de 150 ton de camar6n empacado, significa que estas
150 ton fueron tratadas en la etapa de descontaminacién con agua activada
por plasma reemplazando el uso de agua clorada que emplea como agente
qguimico al hipoclorito de calcio al 70% y es precisamente esta etapa la que se
ha redisefado.

Por consiguiente, el precio de un tacho de cloro granulado de 45 kg tiene es
de aproximadamente $110 y para una produccion de 150 ton se deben
dosificar alrededor de 1 tacho de hipoclorito de calcio para el proceso de
descontaminaciéon de materia prima, dando como resultado un PVP de
$5.90/kg. De la misma forma, para la generacion de PAW se requiere del
equipo de alto voltaje que es una tecnologia que actualmente esta en una

etapa de desarrollo. La tecnologia tiene un costo de $60,000 con una
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capacidad de 1000L/h, de acuerdo con calculo del periodo de retorno de la
inversion, se estima que dentro del primero afo este valor ya sea recuperado.
Siendo su PVP de $4.63/kg del camarén tratado con agua activada por plasma
frio; por lo que se puede considerar como un equipo que justifica los costos
dentro de la capacidad instalada de la planta. Sin embargo, conseguir un
proveedor de PAW representa otra alternativa para el reemplazo del agua

clorada en el proceso de descontaminacion.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e Mediante los analisis realizados se pudo demostrar la eficiencia del agua
activada por plasma frio en la reducciéon microbiana para E. coli ATCC
11775. Este método puede considerarse como una alternativa potencial
para la descontaminacion de las superficies de alimentos siendo una opcion
mas amigable con el medio ambiente ya que contribuye a una reduccién de

uso de quimicos durante el proceso.

e Sin embargo, la comparacion de las dos metodologias demostro que el uso
de agua clorada es mas eficaz con respecto al tiempo, esto es demostrado
ya que la reduccién microbiana de 4,19 logl0 UFC/mL del alimento en
contacto con AC se puede conseguir desde un tiempo igual a 5 minutos y
no sucede asi con el PAW. Este ultimo tratamiento logra una eficacia desde
un tiempo igual a 15 minutos y una reduccion de 5,25 log10, marcando una
diferencia entre la capacidad que tienen ambos tratamientos para conseguir

una reduccion microbiana en cuanto al tiempo de contacto.

e El disefio de planta se realiz6 para una empacadora de medidas
aproximadas de 800 m2, se propuso los espacios minimamente necesarios
para llevar a cabo el flujo de procesamiento incluyendo la metodologia
propuesta de la descontaminacion por PAW. El espacio necesario para esta
etapa fue de 50,66 m2 espacio considerado para el equipo generador del
agua activada por plasma frio y una tolva de lavado de camarén (0,98 m2
y 49,68 m2, necesidades respectivas) ambos equipos forman parte del
mismo departamento y se trabajan en conjunto dado que el agua activada
ingresa a la tolva y realiza la descontaminacion. Este disefio sugiere una
extensiéon menor a 1 m2 en una planta empacadora de camar6n comun

para poder operar bajo la tecnologia de agua activada por plasma frio. El



uso de PAW también puede aplicarse a otras etapas del proceso en donde

se requiera descontaminacion microbiana.

e El Layout que se propuso, tomo en consideracion que debe mantenerse el
flujo constante y por tanto se realizé un plano que siga una distribucién en
forma de “U” y hacia adelante. Segun la herramienta CORELAP 1.0, el
espacio requerido es de 677,34 m2 menor que la superficie disponible; es
decir, que se consiguid crear una linea de procesos con los espacios
minimos requeridos que permita una ampliacion en las areas de trabajo en

el futuro.

e En el analisis de estimacion de costos se calculdé una producciéon anual de
1800 toneladas de camardn lo que equivale a un aproximado de 90
contenedores exportados. Con la implementaciéon del equipo productor de
plasma que conlleva el redisefio de la linea de descontaminacion de
camaron, se realizé el andlisis de costos en donde el P.V.P. es de $4.58/Kg,
cabe aclarar que este valor varia dependiendo del tamafio del camarén,
disponibilidad, época del afio y de otras variables independientes al
proceso. Al analizar el procedimiento de descontaminacion convencional
gue emplea agua clorada, se tienen un P.V.P de $5.90/Kg, revelando la
gran ventaja competitiva solo al comparar precios de venta al puablico.

4.2. Recomendaciones

e La obtencién del agua activada por plasma frio fue un procedimiento que
se realizd en laboratorio con la ayuda de MSc. Andrea Ortega, lo mas
importante de la produccion de agua activada es monitorear todo el tiempo
el controlador del equipo sobre todo por la variacion de voltajes que puede
ocurrir involuntariamente, en este caso se trabajé con un voltaje de 90kV a
un t= 10 min, y el tema tiempo también debe ser adecuadamente

controlado.
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e En cuanto al procedimiento como tal, es necesario que los electrodos estén
ubicados paralelamente uno sobre la caja que contiene la muestra de agua

estéril y otro por debajo de esta, con sus respectivas barreras dieléctricas.

e Con respecto a las recomendaciones de seguridad que se deben llevar a
cabo, se debe permanecer a 2m de distancia del equipo una vez este haya
iniciado el proceso. Al finalizar, se debe llevar el voltaje a 0 desde el
controlador y proceder a apagar el equipo. Posteriormente se toma el cable
atierray se toca la parte superior del generador de voltaje que se encuentra
en el centro, entre la caja controladora y el equipo de plasma. También se

debe tocar con el cable a tierra el equipo generador de plasma.

e Es importante recubrir todas las puntas, partes sobresalientes del equipo,
articulos metalicos, para evitar chispas durante el proceso de obtencién de
PAW. Ademas, e agua proporcionada por el equipo de laboratorio, fue agua
destilada estéril, que nos asegura la inocuidad y la ausencia de
microorganismos patdgenos que alteren los resultados, esto puede
realizarse debido a que se trata de un proyecto a escala laboratorio; al
replicar esto para la industria el agua que se utilizaria seria potable, por lo
gue se deberia analizar también a escala laboratorio la viabilidad del agua
potable para la creacién de agua activada por plasma. Se esperaria tener

resultados similares de inactivacion de microorganismos.

e Por motivos de tiempo, disponibilidad de equipos y por la situacién actual
en la que vivimos no se pudo continuar realizando experimentaciones, por
lo que es necesario para proyectos futuros demostrar la viabilidad de la
aplicacién del PAW en la superficie del camardn con céascara, para analizar
la reduccion microbiana; no sélo de un microorganismo como en este caso,
evaluando también la eficacia del PAW frente a otros microorganismos que
son parte de la flora natural del camardn. Asi también se recomienda
evaluar el efecto en la calidad y frescura, y demas caracteristicas

organolépticas del camaron.
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e En cuanto al analisis de costo realizado, la mayoria de los datos utilizados
para calcular los costos fijjos y variables fueron proporcionados por
personas cercanas a la industria, proveedores de equipos, materia prima,
material de empaque, entre otros. Seria importante tener acceso a datos
de una empresa exportadora de camardon para obtener el P.V.P. y P.E.

acorde a esta data mas cercana a la realidad.
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APENDICES



APENDICE A

Tabla A.1 Andlisis microbioldgico para PAW

5 min. de contacto del microorganismo con PAW




Tabla A.2 Andlisis microbiolégico para muestras de control

E. coli en contacto con agua destilada en tiempo 0




Tabla A.3 Recuento de placas en unidades log (UFC/mL)

REP -| TYPE TIME |~ TRT |-| COUNT -
1 PAW 5 C 5,48
2 PAW 5 C 5,49
3 PAW 5 C 5,60
1 PAW 5 T 5,69
2 PAW 5 T 5,58
3 PAW 5 T 5,57
1 PAW 15 C 5,48
2 PAW 15 C 5,08
3 PAW 15 C 5,20
1 PAW 15 T 0,00
2 PAW 15 T 0,00}
3 PAW 15 T 0,00|
1 PAW 30 C 5,23
2 PAW 30 C 5,43
3 PAW 30 C 5,64
1 PAW 30 T 0,00|
2 PAW 30 T 0,00}
3 PAW 30 T 0,00|
1 AC 5 C 5,56
2 AC 5 C 5,52
3 AC 5 C 5,40|
1 AC 5 T 0,00|
2 AC 5 T 0,00
3 AC 5 T 4,00
1 AC 15 C 5,41
2 AC 15 C 5,32
3 AC 15 C 5,52
1 AC 15 T 0,00|
2 AC 15 T 0,00|
3 AC 15 T 0,00|
1 AC 30 C 5,08
2 AC 30 C 4,78
3 AC 30 C 4,90
1 AC 30 T 0,00
2 AC 30 T 0,00}
3 AC 30 T 0,00




APENDICE B

High voitage Indirect exposure Gasmix 1,2,3
transformer surrounding samples
Variac

Figura B1. Diagrama de generacion de PAW (Lu et al., 2014)
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1

12

-7.549
<0001

0.13812
1.0000

-0.06855
<0001

-1.04041
0.9947

-0.06855
<0001

0.05444
1.0000

021778
1.0000

-0.43552
1.0000

-0.06855
<0001

-0.10888
1.0000

-0.06855
<0001

APENDICE C

Tabla C.1 Minimos cuadrados

TYPE TIME TRT count LSMEAN

AC
AC
AC
AC
AC
AC
PAW
PAW
PAW
PAW
PAW
PAW

2

7.540001
<0001

T.A008T7
<0001

-2.41955
04305

6.508504
<0001

-2.41955
04305

7.803441
<.0001

T.TGETE
<.0001

7.113482
<.0001

-2.41855
0.4305

7440121
<0001

-2.41855
0.4305

5
5
15
15
30
30
5
5
15
15
30
30

=0 = 0 = 0 -0 -0 -0

549333333
1.33333333
541666667
0.00000000
4.82000000
-0.00000000
5.52333333
561333333
525333333
0.00000000
543333333
0.00000000

Standard

Error | Pr = |t|
<.0001
0.0022
<.0001
1.0000
<.0001
1.0000
<.0001
<.0001
<.0001
1.0000
<.0001
1.0000

0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272
0.38966272

Tabla C.2 Minimos cuadrados por tratamiento

3

0.130124
1.0000

-T.40%88
<0001

-0.82%43
<0001

-0.60128
0.0984

-0.82%43
<0001

0.193564
1.0000

0.356884
1.0000

02964
1.0000

-8.82943
<0001

0.030244
1.0000

-8.82943
<0001

Least Squares Means for Effect TYPE*TIME*TRT

4

9.968552
<0001

2.410552
0.4305

9.820428
=.0001

8928145
=.0001

o
1.0000

1002209
=.0001

10.18631
<.0001

9.5330:33
<.0001

0
1.0000

9.850673
<.0001

0
1.0000

t for HO: LSMean(ij=LSMean(j) ! Pr = |t|

Dependent Variable: count

5

1.040407
0.9047

-5.50850
<0001

0.901283
0.9984

-B.02815
<0001

-B.02815
<0001

1.004847
0.9920

1.258167
0.9771

0.804388
1.0000

-8.02815
<0001

0.931527
0.9979

-8.02815
<0001

]

9.968552
<0001

2419552
0.4305

9820428
<0001

0
1.0000

8.928145
<0001

10.02209
<.0001

10.18831
<.0001

9.5330:33
<.0001

0
1.0000

9.850673
<0001

0
1.0000

7

-0.05444
1.0000

-T.60344
<0001

-0.19356
1.0000

-10.023
<0001

-1.00485
0.9920

-10.023
<0001

0.16332
1.0000

-0.48%06
1.0000

-10.023
<0001

-0.16332
1.0000

-10.023
<0001

]

-0.21776
1.0000

-7.T6ETE
<0001

-0.35688
1.0000

-10.1863
=.0001

-1.25817
0.8771

-10.1863
=.0001

-0.16332
1.0000

-0.65328
0.9090

-10.1863
=.0001

-0.32664
1.0000

-10.1863
=.0001

0.435519
1.0000

-7.11348
<0001

0296395
1.0000

-9.53303
=.0001

-0.60480
1.0000

-9.53303
=.0001

0489059
1.0000

0653279
0.89098

-9.53303
=.0001

0.326639
1.0000

-9.53303
<0001

10

9968552
<.0001

2. 419552
0.4305

0820428
=.0001

0
1.0000

B.OZB145
=.0001

0
1.0000

10.02299
=.0001

10.18631
=.0001

5.533033
=.0001

9859673
<0001

0
1.0000

LSMEAN Number

L= B = 1 N ¥ L R S

N
b = O o

11

0.10828
1.0000

-7.44012
<.0001

-0.03024
1.0000

-9.85087
=.0001

-0.93153
0.9979

-9.85087
=.0001

0.16332
1.0000

0.326639
1.0000

-0.32664
1.0000

-9.85067
=.0001

-9.85067
<0001

12

9.968552
<.0001

2. 419552
0.4305

0820428
=.0001

L]
1.0000

B.OZB145
=.0001

L]
1.0000

10.02299
<.0001

10.18631
<.0001

0.533033
<.0001

0
1.0000

9.859673
<0001
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Figura C.1 Representacion grafica de minimos cuadrados por tratamiento
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Figura C.2 Densidad celular sin tratamiento
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Figura C.3 Reduccion logaritmica después de los tratamientos

Tabla C.3 Comparacion entre los tratamientos

Contrast

control vs treatment
Bvs 15

5wvs 30

15 ws 30

PAW vs AC

DF

1

Contrast 85  Mean Square | F Value | Pr>F
167.4188444 | 157 4188444 34559 <0001
19.9472667 | 19.9472667 | 43.79 | =.0001
21.7170375 21.7170375 | 47.68 <.0001
0.0376042 0.0376042 0.08 | D.7763
54289000 54289000  11.82 | D.0021



APENDICE D

Recepcion de

L —p | Decabezado |=—p | Descontaminacion || Clasificacion |=———
materia prima
. Control de
Almacenamiento | ¢=——| Empacado |e=— 4| Congelado IQF | 4=
metales
—22°%C —18°C
Figura D.1 Diagrama béasico del proceso
1
Recepcion de L - s
e Descabezado Descontaminacién Clasificacion
: Empacado Control de
Almacenamiento e Congelado IQF
INSPECCION ESPERA
TRAMSPORTE
OPERACION ALMACENAMIENTO

Figura D.2 Diagrama de Recorrido sencillo
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Peladoy
desvenado

Tratade



Capacidad
300 kg + 100 g

Balanza

Capacidad
50 Kg

Mesas 1

Equipo de plasma

Bodega P.T.

11 pallets/h
Capacidad

Selladora

Equipo de plasma

Capacidad
1-3 ton/h

Detector de
metales

15 Kg
Capacidad

Maquina
clasificadora de
rodillos

Congelador en
espiral IQF

200 Kg/h
Capacidad

Figura D.3 Diagrama de Equip

Tanque

a

Capacidad
50 Kg

Mesas 2
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Capacidad




Tabla D.1 Diagrama de Relacidon de Actividades

TABLA DE RELACION DE ACTIVIDADES

Actividades
1 Recepcitn
2 Descabezado
3 Descontaminacion
a4 Clasificacion
5 peladoldesvenado
6 Tratada
7 Congelado IGF
g8 Control de metales
q Empacada
10 Almacenamiento
mn 10
M 45
MIM MAX REAL
A 1 2 1
E 1 5 2
I 2 7 4
O 5 11 &
U 13
X 19

Figura D.4 Limites para establecer una prioridad



TablaD.2 Necesidades de espacio

Ss (ESTATICA) AL UM Se (EVOLUCION)
" # A .
HEE Volumen 1ad L coeficiente Stotal  Area total por
ados
Departamento Actividad Equipo Capacidad [kg/h] Largo (m) Ancho (m) Altura (m) (RN 0 X G | EX N 0 | I usados f K SstSg+Se  departamento
Recepcion M.P. camaron Balanza industrial 300 0,7 0,7 1 0,7 0,7 1 0,49 0,49 3 1,47 0,15 0,29 2,254 2,25
Seretiralacabezaal | Mesas de trabajod
Descabezado Bl T 5 ws | o7 | o9 | wme | o7 09 | 718 |7 | 2 | 1% | o1 | 3% | wsu u%
animal inoxidable
Tolva de lavado de camardn - 4 36 2 4 3,6 2 2838 14,4 2 2838 0,15 6,48 49,68
L Descontaminacion de la
Descontaminacion L. , 50,66
superficie del camarén
Equipo de plasma - 0,572 0,743 1,27 0,572 0,743 1,27 [0,5397449( 0,425 1 0,42499% 0,15 0,1274988  0,9774908
Clasificacion Se separaportallas  Maquina clasificadora de rodillo 2700 6,8 3,65 36 6,8 3,65 3,6 89,352 | 24,82 1 24,82 0,15 7,446 57,086 57,09
Se retiralapiel yvenas | Mesas de trabajo de acero
Pelado/desvenado . o 50 11,4 07 09 114 0,7 09 7,182 7,98 2 15,96 0,15 3,591 27,531 27,53
del camarén inoxidable
Se somete auna
Tratado solucion de Tanques 400 3 25 1,266 3 25 1,266 9,495 75 2 15 0,15 3,375 25,875 25,88
metabisulfito
Se congela rapidamente
Congelado IQF a Congelador en espiral 200 4 33 2,1 4 33 21 27,712 13,2 1 13,2 0,15 3,96 30,36 30,36
-18°C
Se pasa el producto por .
Control de metales un detector Detector de metales fisicos - 15 0,35 0,8 15 0,35 0,8 0,42 0,525 1 0,525 0,15 0,1575 1,2075 1,21
S da en bol
Empacado eg“?)rlé:tii:s“as Maguina selladora industria 15 14 1 09 14 1 00 | 16 | 14| 2 28 o5 | o0g3 | 48 483
Bodega de Producto
. Se almacena a-22°C - - 15 15 4 15 15 4 900 225 1 225 0 0 450 450,00
terminado
677,332 677,33




APENDICE E

Recepciér

10 Almacena |Depcontamin | Descabezad
miento acion 0
Empacado | Clasificacion Pelado/
Desvenad

|
Contro Congelado IQF| Tratado
metales v

Figura E.1 Propuesta de disefio basado en Solucion de CORELAP 1.0



Figura E.2 Propuesta de disefio basado en Solucion de CORELAP 1.0



APENDICE F

Tabla F.1 Costo y depreciacion de equipos

Inversion inicial y depreciacion anual

depreciacion |depreciacion

cant Magquinarias costo unitario costo total vida util (afios) |anual por equipo| anual total
1000|Gavetas S 7.50 | S 7,500.00 2 3.75 3750
18|Mesas de acero inoxidable | $ 300.00 | S 5,400.00 10 30 540
6|Tanques de tratado S 1,000.00 | $ 6,000.00 5 200 1200
3|Balanza 300 kg S 400.00 | $ 1,200.00 10 40 120
10(Balanza pequefia S 175.00 | $ 1,750.00 10 17.5 175
1|Tolva de lavado S 5,000.00 | S 5,000.00 20 250 250
1|Maquina clasificadora S 20,000.00 [ S 20,000.00 20 1000 1000
1|Espiral IQF $ 70,000.00 | $ 70,000.00 20 3500 3500
1|Montacargas S 5,000.00 (S 5,000.00 10 500 500
3|Yales S 1,200.00 | $ 3,600.00 5 240 720
1|Silo de hielo S 75,000.00 | S 75,000.00 20 3750 3750
1|Generador de Plasma S 45,000.00 | S  45,000.00 10 4500 4500
1|Inversion por obra fisica $ 15,000.00 | $  15,000.00 25 600 600
Costo de inversion S 238,082.50 $ 245,450.00 S 14,031.25 $ 20,605.00

Costos Fijos

Tabla F.2 Costos fijos

Costos fijos costo/dia costo semanal | costo mensual | costo total anual

Sueldos $ 415000 |% 2905000 (5% 11620000 (% 1,39440000
Almuerzo 5 200005 1,20000 | 5 4,800.00 | & 57,600.00
Internet 5 083 |5 2500| 5 10000 | 5 1,200.00
Seguridad s 1833 | % 550.00 | 5 2,200.00 | & 26,400.00
Total costos fijos 5 436917 |% 30825005 123,300.00 |5 1,479,600.00

Costos Variables

Tabla F.3 Costos variables

Costos Variables costo/dia costo semanal [costo mensual |costo total anual
Materia prima S 10,000.00 | S 70,000.00 | S 280,000.00 | S 3,360,000.00
Material de empaque S 1,071.43 | $ 7,500.00 [ $  30,000.00 | $ 360,000.00
Luz S 71429 | S 5,000.00 | $ 20,000.00 | $ 240,000.00
Agua S 285.71 | $ 2,000.00 | $ 8,000.00 | $ 96,000.00
Total costos variables S 431,353.93 $ 528,550.00 $ 338,065.00 $ 4,056,000.00




Flujo de caja

Tabla F.4 Flujo de Caja

ANOS / FLUJOS 0 1 2 3
Flujo de caja $ (60,000.00)| $ 231,392.92 | S 200,540.00 | S 250,000.00
Flujo de caja acumulado $(60,000.00)| § 171,392.92 | §$ 371,932.92 [ $ 621,932.92

Periodo 0
Flujo
acumulado | $ 60,000.00
Flujo de caja
neto $231,392.92
PRI 0.26

Tabla F.5 Periodo de Retorno de Inversién




