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UN POCO DE HISTORIA

“LLA SUPREMA LEGUMBRE”

Tres mil aflos 0 mas hacia atrds de nuestra historia respaldan a la soja como el
cultivo més antiguo. Aparece en las leyendas y la mitologia de oriente, especialmente
Japon y China cuando luego de una guerra entre ellos surge el nacimiento de los cinco
granos sagrados: soja, cebada, arroz, mijo y avena. Los que han sido y son el alimento
primordial de esos pueblos, con una premisa “si cultivas soja tendras: carne, leche, queso,
pan y aceite”. Curiosamente en nuestros dias y con el apoyo de los descubrimientos
cientificos se corrobora esto, dado que la soja posee proteinas, hidratos de carbono y grasas
(los tres macro nutrientes indispensables), vitaminas y minerales de modo que se puede
considerar apta para una alimentacién de supervivencia, o sea casi completa.

“Glycine max” es el nombre cientifico de esta planta que recorrié un largo camino
de oriente a occidente, donde se sembrd como una curiosidad, luego en forma experimental
y a éstas nuevas tierras se dice que llego por casualidad como lastre en los barcos.

A partir de 1804 las plantaciones de soja comenzaron a aparecer aqui y alla
incrementandose poco a poco la produccion, haciéndose cada vez mayor y desde 1930 ya
masivamente sembrada como cultivo de alto rendimiento econdémico, la soja es por lejos el
cultivo que més dividendos deja. En nuestros dias EEUU es el primer productor mundial y

le siguen Brasil y Argentina (17).
INICIO Y DESARROLLO DEL CULTIVO EN ARGENTINA

Las primeras plantaciones de soja en Argentina se hicieron en 1862, pero no
encontraron eco los productores agricolas de aquellos afios. En 1925, el Ministro de
Agricultura Le Breton, introdujo nuevas semillas de soja de Europa y tratd de difundir el
cultivo.

Hacia 1956 en Argentina no se conocian ain los aspectos basicos de la soja como
cultivo. Los fracasos en la implantacion hicieron que fuese considerada para esa época
como un cultivo “tabt”. La primera vez que Argentina exportd soja fue el 5 de julio de
1962, a través del buque “Alabama”, que parti6 llevando en su interior 6000 toneladas con
destino a Hamburgo (Alemania). La produccion se incrementd notoriamente en los afios 70
3
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hasta alcanzar en la actualidad méas de 6.000.000 de hectareas cosechadas con una

produccion de més de 11.000.000 de toneladas, convirtiendo a la Argentina en el tercer
productor mundial de grano, el primer exportador mundial de aceite de soja y el segundo
de harina de soja. No debe sorprender entonces que la soja represente en la actualidad el
rubro de mayor incidencia en el Producto Bruto Agropecuario del pais y el mayor

generador de divisas y conflictos (13).

PRODUCCION ACTUAL EN ARGENTINA

Actualmente el cultivo de soja ocupa una amplia zona ecoldgica que se extiende
principalmente en la Region Pampeana, con cerca del 94% de la superficie sembrada y el
95 % de la produccion total del pais. Santa Fe, Cérdoba y Buenos Aires representan las
provincias de dicha region con mayor produccién por area sembrada y magnitud de

rendimientos, en la figura 1 se muestra la produccién de soja en Argentina.

Entre Rios
B,92%

Chaco
3,459%

Otros
3,93%

Cardoks
27 49%

La Pampa

0,80%
Santa Fe

25,39%

Buenos Aires
2601%

Figura 1: Produccién de soja en Argentina

En la presente campafia, de Abril de 2008 la superficie bajo cultivo super6 a la
anterior en un 2,8 %, con una cobertura estimada en 16.600.000 hectareas, con esta cifra se
alcanzara un nuevo réecord historico en la superficie sembrada con esta oleaginosa.

Los cultivos se desarrollaron satisfactoriamente en el noroeste de Bs. As, norte de
La Pampa, gran parte de Cérdoba y el centro-sur de Santa Fe.

La cosecha esta transcurriendo con buenos rendimientos en Santa Fe, con cifras de
36 a 39qgqg/ha en el sur provincial, algo menores en el centro (32qg/ha) y disminuyendo

abruptamente hacia el norte provincial, debido a la sequia soportada.
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En la provincia de Cordoba, en la zona de San Francisco los rendimientos se ubican

en los 25qqg/ha; a medida que se avanza hacia el sur cordobés los mismos se elevan, debido
a las oportunas lluvias recibidas, que permiten a la zona de Rio Cuarto cosechas con rindes
cercanos a 30qg/ha, que aumentan hacia el este (Marcos Juarez) con promedios de
36qg/ha.

En el norte bonaerense, en la zona cercana a la ciudad de Junin los rendimientos
son de 40qg/ha, en Pergamino y Lincoln de 34qg/ha.

De continuar las productividades en los niveles actuales y las deméas condiciones
del clima en forma benigna, se puede pronosticar una produccién de 47,2 millones de

toneladas, en la figura 2 se muestran las zonas de Argentina donde se cultiva soja (24).

Figura 2: Zonas de Argentina donde se cultiva soja

CONSUMO MUNDIAL, DE SOJA
El anélisis del consumo mundial de soja indica que se produjo un aumento del

mismo de 57,1 millones de toneladas (ton), pasando de 162,87 a 220 millones de ton. Y

5
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aqui aparece el principal dato, China ha sido el principal pais consumidor y comprador de

poroto de soja con 21,4 millones de ton consumidas durante la camparia 2000/01, volumen
equivalente al 13% del consumo mundial (162,87 mill. ton). Con 48,7 millones de ton de
consumo para el 2006/07, equivalente al 22% del consumo mundial, China es hoy el
principal pais demandante de soja del mundo.

En el lapso de apenas 7 afios China duplico (128%) su consumo de poroto de soja
(o su equivalente convertido en aceite y harina de soja). Como consecuencia del aumento
de su consumo de este pais se ha visto obligado a aumentar sus importaciones de poroto
de soja en casi el 450 %. En efecto, China importaba en el 2001 por un volumen total de
5,75 millones de ton de soja poroto, mientras que para la camparia 2006/07 los chinos
importaron 31,5 millones de ton. Por el contrario el volumen de las importaciones de
poroto de soja por parte de la U.E. se ha reducido en el periodo en 2,15 millones ton
pasando de 16,33 mill. ton en el 2000/01 a 14,18 millones de ton para el 2006/07. La
Union Europea (U.E.) cobra mucha mas relevancia en la demanda mundial de harina que
de poroto de soja. El caso contrario se da en China, que cobra mucho mas importancia
como importador de poroto de soja y de aceite de soja, no asi de harina de soja.

En Argentina, el 95 % de la soja es transgénica, forrajera y su principal destino es
alimentar ganado vacuno, porcino y avicola. Como asi también la produccion de aceites

industriales (24).

ALGUNOS USOS Y APLICACIONES DE LA SOJA

ACEITE DE SOJA REFINADO.

Usos comestibles: Margarina, mayonesa, productos medicinales farmacéuticos,
aceite de cocina, crema para café, etc.

Usos técnicos: Agentes anticorrosivos, combustibles ecologicos, desinfectantes,
aislamientos eléctricos, pinturas, fungicidas y pesticidas, champues, detergentes, masilla,

epoxis, etc.

LECITINA DE SOJA
Usos comestibles: Agentes emulsionantes, productos para panificacion,

revestimiento para dulces y chocolates, productos farmacéuticos, etc.

F a0la A /> ossetto



Introduccién

Traég’o Final
Usos técnicos: Agentes antiespumantes, antidispersantes, pigmentos para pinturas,

pinturas y tintas, cosméticos, caucho, margarina, etc.

PRODUCTOS INTEGRALES
Golosinas, confituras, leche de soja, alimento para ganado, pan, dulces, postres,

galletitas, productos dietéticos, entre otros.

PRODUCTOS PROTEICOS

Usos comestibles: Pastas, comidas infantiles, cervezas, ingredientes para
panificacion, productos dietéticos, “leche hipoalergénica,” cubiertas de salchichas,
levadura, etc.

Usos técnicos: Pegamentos, reactivos para analisis de laboratorio, emulsiones
asfélticas, pintura base agua, plasticos, pesticidas, funguicidas, textiles, productos de

limpieza, etc.

HARINA DE SOJA
Uso en alimentos balanceados para animales.
CASCARA
Alimentos balanceados para ganado lechero, material para filtros, pan integral (17).

CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA DE SOJA

El poroto de soja aporta principalmente proteinas y aceite. Las variedades que se
cultivan en Argentina, tienen un contenido medio de proteina de alto valor biolégico con
un 40% equivalente en materia seca. En este sentido el cultivo de soja es productor de
proteinas; el aceite es un subproducto. Las proteinas se hallan bien equilibradas en materia
de composicién de aminoacidos esenciales; en la soja por tratarse de una leguminosa, las

proteinas son mas ricas en lisina y triptofano en comparacion con otros cereales (18).

EQUIVALENCIAS EN CUANTO A PROTEINAS
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Si comparamos (Tablal) un kilo de cualquier alimento comin, veremos que la soja

contiene mas proteinas (18).

Tabla 1: comparacion proteica de la soja con otros alimentos.

2Kg de carne vacuna
La cantidad de proteinas en 5Kg de arroz
1Kg es igual a: 3Kg de porotos comunes
5 docenas de huevos

11 litros de leche

COMPOSICION POR CADA 100 GRAMOS DE POROTOS DE SOJA

Agua 7,00 gr. Vitamina A 95.00 Ul.
Energia 453 Kcal. Vitamina E 13,30 mg.
Grasas 23,50 gr. Vitamina K 190,00 mg.
Proteinas 36,89 gr. Vitamina B2 0,30 mg.
Carbohidratos 23,50 mg. Vitamina B3 2,50 mg.
Fibra 11,90 mg. Vitamina B1 1,00 mg.
Calcio 260,00 mg. Magnesio 250,00 mg.
Sodio 4,00 mg. Fosforo 590,00 mg.
Hierro 8,60 mg. Potasio 1750,00 mg.
Cobre 110,00 mg. Selenio 60,00 mg.
Manganeso 2800 mg. Acido félico 94,00 mg.
Yodo 6,00 mg. Fluor 0,36 mg.

Zinc 1000 mg. (21)

TIPOS DE HARINA DE SOJA
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Comuanmente la harina de soja se describe sobre la base de su contenido graso. La

harina rica en grasa se obtiene de granos sin tratar; la harina pobre en grasa se logra con la
harina tratada a la cual se le extrajo el aceite por extrusion y la harina de soja desgrasada,
se obtiene de harina extraida con solventes. En el primer caso se trata simplemente de
grano molido no apto para su consumo tal cual (requiere coccién y tratamiento), tiene la
desventaja de no poder ser aprovechado tal cual se cosecha dado que contiene alta
actividad ureasica y anti-tripsina. Esta enzima anula la absorcion proteica tanto en el
organismo humano como en el animal.

Partiendo de esta base, complejos estudios demostraron los beneficios que
proporciona tratar al poroto de soja con calor controlado y durante un tiempo
predeterminado.

La tripsina es una enzima segregada en el organismo, que permite la absorcion de
las proteinas. La anti-tripsina contenida en el poroto crudo es una enzima inhibitoria de la
tripsina.

El tratamiento con calor (tostado) tiene la ventaja de destruir al factor anti-tripsina
e inhibir la actividad ureasica del mismo.

La actividad ureasica del poroto de soja, ademas de provocar un sabor acido, se
presenta como un indicador de la existencia del factor anti-tripsina. Segun estandares

Optimos esta actividad ureésica del poroto tratado debe oscilar alrededor de 0.2 unidades de

pH ().
CALIDAD DE LA HARINA DE SOJA

La harina de soja es la fuente de proteinas, de mayor calidad y menor variabilidad
en dietas de cerdos y pollos. Aun asi puede existir variabilidad en cuanto a la cantidad y
calidad de los nutrientes entre distintas muestras y fuentes de la harina de este cereal. Esto
se debe a diferencias en las variedades de soja, condiciones de crecimiento, de almacenaje
y a variaciones en el procesado.

Mantener la calidad de la harina de soja es importante por diferentes motivos:
Econdémicos: Con harina de soja de alta calidad se obtienen méas nutrientes por el mismo
costo.

Productivos: La harina de soja de alta calidad permite obtener mayores crecimientos,

mejores indices de conversion del pienso y una mayor produccién de huevos.
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Rentabilidad: Mejor productividad se traduce en un menor costo por unidad y en mejores

ganancias y beneficios.

La harina de soja con alto contenido en proteinas (47,5 a 48,5%) generalmente es
la fuente méas econdmica de nutrientes. Se separa la cascarilla de la harina de soja, de esta
forma se obtiene harina de alto contenido proteico, dado que la cascarilla tiene poca
proteina y es de baja digestibilidad. Se necesita comprar una mayor cantidad de harina con
menor contenido proteico para obtener la misma cantidad de nutrientes digeribles. Esto
supone un mayor costo para la harina con menor contenido proteico, sin embargo ésta
puede ser utilizada para dietas que requieren menor densidad de nutrientes, tales como

piensos para cerdos y pollos reproductores (29).

DEFINICION DE HARINA DE SOJA SEGUN EL C.A.A.

"Harinas Proteinicas de origen vegetal: son los productos de la molienda de
semillas limpias, sanas, enteras, parcial o totalmente decorticadas, previstas en el Cadigo
Alimentario Argentino, que han sido sometidas 0 no a procesos de remocion parcial o
practicamente total del aceite que contienen”.

Su granulometria respondera a valores establecidos para cada caso en el Cédigo;
Harina de Soja o Soya es la obtenida a partir de semillas de Glycine Max (L) Merril.

Los diversos tipos de harina de soja que se consideran responderdn a las siguientes

caracteristicas, detalladas en la Tabla 2.

Tabla 2: Contenido nutricional de la harina de soja

Con toda la Con poca Desgrasado

grasa % grasa % %
Humedad (100 °C-105 °C) 9 9 9
Proteinas (N x 6,25) 35 45 50
Grasas (Estr. etéreo) 18 4,5-9 Max.2
Fibras cruda Max. 3,0 3,3 3,5
Cenizas (500 °C-550 °C) 5,5 6,5 6,5

Granulometria

El 95 por ciento debe pasar por tamiz de 149 micrones.
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Las harinas pueden someterse o no a un tostado durante el procesamiento.

Las harinas tostadas deberan cumplir los siguientes requisitos:
Valor nutritivo

Lisina disponible min. 5g/16g N

PER (Relacion Eficiencia Proteinica) min. 2,0

UPN (Utilizacion Proteinica Neta) min. 60,0

Actividad ureasica (AOCS. BA. 9-58) max. 0,30
Inocuidad:

Agentes patdgenos entéricos:

Aflatoxinas, inferior a 0,03 mg/g

Clostridium perfringens méx. 100/g

Paracolons, negativo/50/g

Salmonella, negativo/50/g

Staphylococcus, negativo/g

Streptococcus faecalis, negativo/g

Coliformes, negativo

Esporas, méx. 10/10/g

Levaduras y Mohos, méax. 50/g

Termofilicas (Est. Am.Nat.Ass.), max. 1.500/g

Recuento bacteriano total, max. 20.000/g
Las harinas de soja no tostadas podran ser usadas con fines industriales, siempre

que los procesos a que se someten con posterioridad aseguren una efectiva inactivacién de

los factores nutritivos y microbioldgicos (5).

PROCESO DE ELABORACION DE HARINA DE SOJA
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El grano de soja sufre numerosos procesos desde que ingresa a la planta

elaboradora hasta lograr obtener harina como producto final. Las etapas de elaboracién se

detallan a continuacion:

RECEPCION Y ALMACENAJE DE GRANOS

Después de la cosecha, las condiciones de almacenaje pueden tener diferentes
efectos en la calidad final del grano. Los diversos factores que pueden afectar
adversamente el almacenaje de la semilla son la humedad, la temperatura, hongos y
bacterias.

Se considera que los granos almacenados constituyen un ecosistema mas 0 menos
cerrado (medianamente aislado del exterior), en los que se encuentran componentes vivos
como los granos, microflora, y las plagas, que normalmente acompafian a esta mercaderia.

La mayor parte de los insectos desarrollan entre temperaturas de 16-35 °C, los
hongos desarrollan en Optimas condiciones a 25 °C, cuando éstos se encuentran en alto
porcentaje generan autocalentamiento por respiracion, el calentamiento intenso incrementa
el contenido de acidos grasos libres, dafia el color y la calidad del aceite y harina a
producir; ademas en porotos dafiados y almacenados por mas de 6 meses, el contenido de
inhibidor de tripsina aumenta.

La disminucidén de la taza de germinacion es un indicador preciso para poner en
evidencia todo el dafio que sufre un grano; es por eso que deben almacenarse a T° y
humedad adecuadas, para lograr obtener granos con temperatura interna menor a 20 °C, y
con una humedad menor al 20%, de esta manera pueden mantenerse sin alteraciones por
periodos prolongados (aproximadamente 1 afio). Graficamente puede explicarse como, “La

zona de almacenamiento seguro” Figura 3 (10).
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Figura 3 Zona de almacenamiento seguro del grano de soja.

Los granos se almacenan en silos, éstos deben poseer sensores de temperatura,
humedad y alarma. El material de construccion puede ser de chapa, acero inoxidable o de
hormigon, y pueden tener disefio vertical u horizontal. Sin importar el material de
construccién las estructuras de almacenaje deben ser tan resistentes al clima como sea
posible.

Otro factor importante es la condensacién que puede ocurrir dentro de los silos,
cada vez que exista un diferencial de temperatura (T°) entre los granos almacenados y las
paredes del silo; para ello es que existen los sistemas de aireacién, que ayudan a reducir la
T° del aire en el silo y por ende minimizan la condensacién, usualmente se realiza
haciendo fluir aire desde el tope del silo al piso por varias horas, hasta que se establezca un
equilibrio entre la humedad de la semilla y la del aire. Cuando un silo no es provisto de
adecuada aireacion, las semillas pueden fermentar y causar un serio incremento en la T® y
dafio por calentamiento; cuando sube por encima de los 60 °C las semillas pueden
autocombustionar. Sin duda la inspeccion periodica de la mercaderia de los depdsitos es
una exigencia ineludible para el éxito de la conservacion; en base a las novedades habra
que tomar las medidas correctivas del caso (9, 4).

La inspeccion puede consistir en la medicion de T°, complementado con extraccién
de muestras para su posterior analisis. Efectuada la aireacion de mantenimiento, se procede
al secado de granos.

Este proceso debe llevarse a cabo a una T° y velocidad de extraccion de agua
determinada, para evitar la ruptura del grano de soja. Culminado el secado se procede a
preparar la semilla para la obtencion simultdnea de dos productos: aceite y harina de soja

13
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(factor de interés) por medio de extraccion directa por solvente, tal como se muestra en la

figura 4 (29).

Limpieza Pesaje |::> Rotura de
de semillas l]["::> 1o semilla
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Ciclén

Y de finos a0
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Producto final

; ’ del solvente por
Harina de soja destilacién

Figura 4: Diagrama de operaciones para la obtencion de harina de soja.

LIMPIEZA DE SEMILLAS
Se efectla para eliminar impurezas vegetales, minerales y metélicas mediante

técnicas de tamizado, aspiracion y separacion magnética.

PESAJE

Para regular y controlar la capacidad de la planta.
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ROTURA DE SEMILLA

Triturado o molienda, se realiza para reducir las semillas a trozos de 1/4 a 1/6 del
tamafno de la semilla entera y adaptarlas a las condiciones de ingreso de los molinos

laminadores.

DESCASCARADO

Se efecta cuando quiere elaborase harina de alto contenido proteico; al extraer las
cascaras se elimina fibra, y por lo tanto se concentra la proteina en un 48%
aproximadamente, contra un 44% de proteina, obtenido sin descascarar. Para ello se

separan las cascaras de las pepas por medio de aspiracion o tamizacion.

ACONDICIONAMIENTO TERMICO
Los granos se calientan a 65 °C, en hornos de coccion, para acondicionarlos para la

proxima etapa (laminado), y obtener alli laminas estables con bajo contenido de finos.

LAMINADO

Se realiza con el objeto de romper las células oleiferas y permitir la obtencion de
aceite. EI mecanismo de laminado es por medio de rodillos laminadores, y por medio del
mismo se convierte un trozo de material relativamente granular, en una lamina delgada,
esta tendra de 4 a 6 veces la superficie del grano original. La relacion superficie / volumen
aumenta, por ende incrementa el area expuesta al acondicionamiento y lavado con
solvente. La figura 5 muestra la variacion en la relacion superficie / volumen que sufre un

grano de soja, posterior al proceso de laminado (7, 11).

Aumento en la relaciéon

superficie/volumen del H|:| 7544

SN

grano

ﬂ

—

700:1

Figura 5 Variacion en la relacion superficie volumen del grano de soja.
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ACONDICIONAMIENTO TERMICO DE LAS LAMINAS

Se realiza para inactivar enzimas, lipooxigenasas, que provocan la oxidacion de
fosfolipidos y para neutralizar todo producto generado a partir de ellas; se lleva a cabo
aplicando vapor sobre las laminas de soja. Otra ventaja que proporciona el

acondicionamiento es la disminucion de aceite residual en la harina extraida (15).

EXPANDER

El mecanismo de accion es el siguiente: Las ldminas de soja ingresan al expander,
durante su transporte son trituradas y se les inyecta vapor directo, aumentando la
temperatura y la presion dentro del cilindro. Por medio de este procedimiento se rompen
las células oleiferas, se aglomera el producto y se logra expandir (inflar) el material a
medida que sale de la matriz generando los collets. Estos poseen numerosas ventajas (en
relacién a trabajar con laminas sin expandir) a la hora de efectuar la extraccion directa con
solvente, las mismas son: mayor densidad, mayor porosidad, mayor homogeneidad del
material.

El incremento de la porosidad ocasiona que el solvente y el aceite escurran mejor,
obteniéndose asi una harina con menor contenido residual de estos componentes. (En la

figura 6 se muestran los componentes de un expander) (15).

Vdlvulas de inyeccion de gas
Cuerpo del expander: Cilindro

Matriz con boquillas
intercambiables

Figura 6: Componentes de un expander

ENFRIADO -~ SECADO DE COLLETS:

Los collets salen del extrusor con una temperatura aproximada de 85-115 °C; para
poder ingresar al extractor con solvente éstos se enfrian a 60 °C y se los seca hasta lograr
una humedad final del 10% (16).
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EXTRACCION DIRECTA DE ACEITE POR SOLVENTE (PROCESO DE
SEPARACION ACEITE./ HARINA)

Definiciones bésicas:

Micela: mezcla de solvente y aceite que se forma luego de que el solvente a entrado en
contacto con el lecho y a comenzado ha extraer aceite.

Lecho: es la capa de collets en el extractor.

Lex: material que sale del extractor, antes de su ingreso al desolventizador (harina +
solvente).

Harina: material que se obtiene a la salida del desolventizador (harina sin solvente).

Finos: es el polvillo que acompania a la harina.

Teoria de la extraccion: El grano de soja es una semilla con bajo contenido de aceite (18-
20%), si la comparamos con girasol que contiene un 40-45% de aceite. Debido a esta
caracteristica se extrae directamente el aceite en el proceso de extraccion por solvente, sin

un prensado previo. En la figura 7 se muestra el sistema de extraccion completa (3).

Material proveniente de la preparacion
{collet, forte o liminas)

o7

Terminado
—-ae ia harina

Seeador de geeit.

Economizador de gases de DT

i
Aceite a Stock

Ventilador
Herina hacia la molienda

Figura 7: sistema completo de extracciéon
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Una vez que los collets han sido enfriados y secados se dirigen al extractor, donde

se extraera el aceite por medio de hexano (solvente), una vez alli se genera un lecho de
material, que circula en el extractor a contracorriente de solvente, el solvente o la micela
disuelven y quitan el aceite del lecho. A medida que el material fluye, se lava con
concentraciones mas bajas de aceite en hexano, y finalmente se lava con hexano puro.
Posteriormente se deja que drene el lecho tan lentamente como sea posible, tal como lo

muestra la figura 8 (3).

® Liguido Hexano

Sélido

Vicela a @ CONTRACORRIENTE CON
destilacion SEPARACION DE
LIQUIDOY SOLIDO

Figura 8: Sistema de drenaje con separacion de liquido y sélido

DESOLVENTIZACION DEL LEX
A continuacién el lex obtenido después del drenaje, se dirige al desolventizador-
tostador (DT), este recibe el material con 25-35% de solvente, aproximadamente. El
mismo debe ser recuperado para su reutilizacion y para evitar riesgo de incendio en la
harina.
Una vez evaporado el solvente, la harina sale del desolventizador con una humedad
del 20%, y una temperatura aproximada de 100 °C. El esquema basico y funcional de un

desolventizador tostador, se presenta en la figura 9 (3).

F a0la A F ossetto



Introduccién

Traba’o Final
oo Hacia el lavado de

etapa de destilacién los gases

Véivula rotativa de vel Bandejas con. ingreso
variable para salida de harina de vapor directo

Figura 9: Esquema de un desolventizador / tostador.

TOSTADO DE HARINA

La harina de soja requiere tostado para inactivar los factores antinutritivos y
producirla  con las caracteristicas nutricionales adecuadas. La cantidad de tostado
generalmente se mide como “actividad de la ureasa” por medio del pH. Esta medida sirve

como un indicador de destruccion del factor anti- nutritivo (3).

SECADO-ENFRIADO DE LA HARINA

Posterior al tostado de la harina se realiza el secado, este proceso se efectla para
reducir la humedad que ésta posee de 20% a un valor aproximado de 13.5%.

El enfriador es un equipo que se mantiene a bajas temperaturas usando agua, y
ademas posee un aspirador de aire del medio ambiente, el mismo circula a contracorriente
respecto al flujo de harina; aqui la harina se enfria a 10 °C sobre la temperatura

ambiente (14).

CICLON DE FINOS
El ciclon de finos se encuentra a posterior del enfriador de harina, la funcion del
mismo es recuperar las particulas mas livianas (finos) que va arrastrando el aire exdgeno a

medida que va enfriando la harina, y evitar que sean liberados al medio ambiente. Los
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finos recuperados se envian nuevamente al proceso para que conformen el producto

final (3).

SISTEMA DE GESTION Y ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD

Debido que la harina de soja se destina principalmente a la elaboracion de
alimentos balanceados para animales, es que se ha hecho hincapié en la seguridad,
trabajando con un enfoque preventivo implementando sistemas de gestion de calidad,
como Buenas Practicas de Manufactura (BPM), y Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control (HACCP), tendientes a que la calidad de los alimentos proteja la seguridad del
animal (Salud Animal) y del ser humano como consumidor de la produccion animal
(Salud Pdblica).

Las BPM, constituyen un conjunto de criterios generales de higiene y correctas
practicas y procedimientos para la manufactura de alimentos, con el fin de que
aplicandolas a cualquier proceso de elaboracién, se logre un producto seguro y saludable
para el consumidor; no obstante es necesario actualizar las BPM para evitar su
obsolescencia. Las BPM constituyen la base obligatoria para la implementacion del
sistema HACCP. Este sistema, es una herramienta que se utiliza para garantizar la
inocuidad de los alimentos en todas las fases de su elaboracion y manipulacién.

En resumen este sistema se basa en 7 principios:

1. Identificar peligros y evaluar sus riesgos.

2. Determinar puntos criticos de control.

3. Formular criterios para garantizar el control.

4. Vigilar los puntos criticos de control.

5. Adoptar medidas correctivas cuando la vigilancia revele que no se

satisfacen los criterios.

6. Comprobar que el sistema funcione segun lo previsto.

7. Establecer un sistema de registros que documenten el sistema HACCP.

Con este sistema las plantas identifican puntos criticos de control en los cuales
pueden existir peligros durante sus procesos, establecen controles para evitar o reducir esos
peligros y mantienen registros que documentan que los controles funcionan segun lo

planeado (23).
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CARACTERISTICAS DEL. GENERO Salmonella

Salmonella es un género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Los
miembros de ésta familia se caracterizan por ser: Bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, las formas maviles tienen flagelos peritricos, pero
existen algunas especies que no lo son como S. pullorumy S. gallinarum.

Posee antigenos somaticos, flagelares, y algunos serovares presentan un antigeno
capsular denominado (Vi).

El antigeno somatico (O) es de naturaleza lipopolisacarida termoestable, localizado
en la pared celular, que esté asociada con la endotoxina y permite la divisién de Salmonella
en grupos.

El antigeno flagelar (H) es termolabil de naturaleza proteica y permite la division
de las especies en monofasicas (siempre poseen el mismo antigeno flagelar y reaccionan
con sueros homologos) o diféasicas (fase 1 y fase 2, pueden presentar reacciones cruzadas
con otros microorganismos).

El antigeno (Vi) solamente lo poseen algunos serovares, es capsular, termolabil y
responsable junto al antigeno (O) de la virulencia.

Al igual que otros Gram negativos poseen el complejo lipopolisacarido (LPS),
componente de la pared celular que funciona como endotoxina, y es importante en la
determinacion de la virulencia del mismo, en infecciones clinicas es el responsable de la
fiebre y de las muchas manifestaciones del shock que pueden ocurrir en enfermedades

sistémicas (19).

PATOGENESIS
La patogenia de Salmonella se debe a los factores de virulencia, gque poseen:
a) La capacidad de invadir células.
b) La capa de lipopolisacaridos.
¢) La capacidad de replicarse intracelularmente.
d) La elaboracion de toxinas.

Es por eso que tienen la capacidad de una vez ingeridos con los alimentos, poder
sobrevivir a la barrera del acido gastrico e invadir la mucosa del intestino y producir las
toxinas.

La invasién de las células estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias que

inducen una respuesta aguda que provoca diarrea y puede conducir a la ulceracion y
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destruccion de la mucosa, ademéas pueden difundir del intestino y causar una enfermedad

sistémica (19).

SINDROMES POR Salmonella

Algunas de las manifestaciones por este microorganismo son: Gastroenteritis,
Fiebre Entérica, Septicemia, Infecciones Focales y un estado de Portador Asintomatico.

Algunos serovares son mas propensos a producir un sindrome por ej.

S. typhi, S paratyphi, y S schottmuelleri —  Fiebre entérica.
S. choleraesuis —» Septicemia ¢ Infecciones focales.
S. typhimurium y S. enteritidis —>» Gastroenteritis.

Sin embargo cualquier serotipo puede producir cualquiera de los sindromes. En
general las infecciones mas graves se producen en los nifios, adultos mayores de 50 afios y
en personas con enfermedades debilitantes.

La principal via de transmisién es por la ingesta de alimentos contaminados y de
persona a persona. La Salmonelosis es una zoonosis y tiene un enorme reservorio animal,
los mas comunes son: pollos, pavos, cerdos, vacas y también algunos animales salvajes.

El importante crecimiento del comercio internacional de alimentos entre paises que
tienen diferentes niveles de higiene en sus industrias agroalimentarias y en sus procesos
agricolas produce un problema de salud publica de elevada complejidad. La ubicuidad de
esta bacteria asegura la preeminicencia de este patdgeno en la cadena alimentaria global y
su importancia como agente causante de ETA (enfermedad transmitida por alimentos).

La contaminacion del medio ambiente con Salmonella es debida exclusivamente a
la transmisién de la bacteria a través de las heces contaminadas, las aguas residuales que
pueden contener gran nimero de Salmonella y si son utilizadas con fines agricolas se
puede diseminar con gran facilidad.

Salmonella se excreta a través de las heces de animales y el hombre infectados
pudiendo permanecer viables en la materia fecal durante mucho tiempo y transmitirse a los
humanos por medio del contacto de las manos con todo aquello que halla sido
contaminada por las heces, la comida, los piensos y el agua son los vehiculos primarios.

La diseminacion de Salmonella puede extenderse a todo un rebafio de animales
durante el transporte al matadero o antes del sacrificio. La carne vacuna y de ave, los
productos lacteos, el contagio persona-persona Yy el contagio animal doméstico-persona
son algunas de las principales causas de los brotes epidémicos producidos por éstos

microorganismos.
22
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Los alimentos de origen animal también pueden contaminarse a traves de los

equipos sucios con materia fecal y por ambientes viciados en los mataderos.

La contaminacion cruzada se produce por el contacto de los alimentos crudos
durante el proceso de elaboracion con alimentos o utensilios infectados con esta bacteria,
pudiendo permanecer y multiplicarse en los equipos y en el ambiente.

Es importante mencionar también la infeccion de los subproductos avicolas
como plumas y huevos. La superficie de la cascara puede infectarse en la cloaca del animal
0 en ambientes contaminados con materia fecal.

Los productos del huevo, deshidratados y congelados que no han sido pasteurizados
son un importante vehiculo para diseminar al microorganismo. Estos productos que son
utilizados como ingredientes en industrias de pasteleria o del helado o en los hogares son
una de las formas de transmision mas importantes.

Las frutas frescas y las especias también son un reservorio de Salmonella. Los
productos lacteos como quesos y helados figuran en un puesto importante como agentes
transmisores.

Los cambios en los habitos alimenticios, los catering a gran escala, el incremento
del comercio mundial de alimentos y de ingredientes han contribuido en gran magnitud a
que se observe un incremento significativo de los brotes epidémicos siendo la

salmonelosis la enfermedad lider en casos de ETA (2, 12, 28).

MANIFESTACIONES CLINICAS

El periodo de incubacion de la gastroenteritidis o infeccion alimentaria por
Salmonella depende de la dosis de bacterias. Los sintomas usualmente comienzan 6 a 48
hs. después de la ingestién de alimentos o agua contaminados y por lo general adoptan
formas de nauseas, vomitos, diarreas, dolor abdominal, mialgias y dolor de cabeza son
comunes, sin embargo la manifestacion cardinal es la diarrea y fiebre (38 °C a 39 °C),
también puede dar escalofrios y calambres abdominales. La duracion de la diarrea y la
fiebre varia pero, suele ser de 2 a 7 dias.

La forma grave de Salmonelosis es Fiebre entérica que es sistémica. La mejor
estudiada es la fiebre tifoidea causada por S. typhi, pero cualquiera de las especies puede
ocasionar este tipo de enfermedad. Los sintomas comienzan después de un periodo de
incubacion de 10 a 14 dias. Las fiebres entéricas pueden ser precedidas por gastroenteritis,

que por lo general se resuelve antes de la aparicion de la enfermedad sistémica. Los
2%
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sintomas de la fiebre entérica son inespecificos e incluyen fiebre, anorexia, cefaleas,

mialgias y estrefiimiento.
Esta patologia es una infeccion grave que puede ser fatal si los antibioticos no son

administrados rapidamente (19).

DIAGNOSTICO
Salmonelosis debe considerarse en cualquier diarrea aguda o enfermedad febril sin
causa aparente. El diagnostico se confirma por el aislamiento del microorganismo en

muestras clinicas (heces o sangre).

MEDIDAS DE CONTROL

Salmonella es dificil de erradicar del medio ambiente, debido al importante
reservorio que contribuyen las aves y el ganado. Sin embargo la disminucion del nimero
de estos microorganismos presentes en los animales es reducir significativamente la
exposicién en humanos.

En algunos lugares como por ej. Dinamarca todos los alimentos para animales son
sometidos a un tratamiento para eliminar al microorganismo, antes de su distribucion, lo
que resulta en una marcada disminucion de casos de Salmonelosis.

Otras medidas Utiles incluyen cambios en las practicas de sacrificio de animales
para reducir la contaminacion cruzada; proteger a los alimentos procesados de la
contaminacion; impartir formacién en préacticas de higiene para el personal que manipula
alimentos en los mataderos, en plantas de procesamiento, restaurantes y hogares, ademas
de coccidn vy refrigeracion adecuada de los mismos y ampliar los programas de vigilancia
de las enfermedades entéricas (19).
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CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE FAMILIA Y GENERO (1)

Pruebas de identificacion de familia:

1. Fermentacion de la glucosa: (+)
2. Oxidasa: )
3. Reduccidn de Nitratos: (+)

Pruebas para identificar Género Salmonella

1. Citrato de Simons: (+/-)
2. Indol: )
3. Voges Proskauer: )
4. Rojo de metilo: +)
5 TSI Alc/Ac, SH2 (+), Gas (+/-)
6. Fenilalanina: )
7. Ureasa: ()
8. Lia: (+)
9. Lactosa: )

25
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HIPOTESIS

» El tratamiento con desinfectantes en las diferentes etapas de produccién disminuye

la presencia de Salmonella sp. en harina de soja

OBJETIVO GENERAL,
» Aislar e identificar Salmonella sp. en muestras de harina de soja en diferentes
etapas de la produccion y en el producto final antes y después del tratamiento con

desinfectantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Realizar la toma de muestras de harina de soja provenientes de una planta
productora en las diferentes etapas, antes y después del tratamiento con
desinfectantes.
» Aislar e identificar Salmonella sp en las muestras de harina de soja.
» Verificar el efecto de desinfectantes por comparacion de muestras tratadas y no

tratadas con desinfectantes.
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MATERIALES Y METODOS

ANTECEDENTES
El trabajo final realizado con anterioridad por la Sta. Ivana Butus para obtener el
titulo de Microbidloga, desarrollado en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia al igual que el presente, se determinaron
los puntos a muestrear de acuerdo al diagrama de flujo de la fabricacién del producto, éstos
fueron:
1. En el flujo de la materia prima (grano de soja)
2. Antes de la entrada al desolventizador-tostador.
3. Salida del desolventizador-tostador.
4. Salida del secador.
5. Salida del enfriador.
6. Ciclon de finos.
7. Despachos de vagones (Producto final).
8. Terminal de expedicién (Puerto).
En el trabajo mencionado se determiné la presencia de Salmonella en las siguientes
etapas muestreadas:
@ Ingreso de semillas
@ Salida del desecador.
@ Salida del enfriador.
@ Cicldn de finos.
@ Terminal de expedicion.
Estos resultados sirvieron para concluir que:
w Deben aplicarse acciones correctivas para eliminar al patdgeno 6 disminuir su
presencia.
w+ Evaluar el funcionamiento e implementacion de las BPM a lo largo de la

cadena productiva (27).

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en dicho trabajo final se redisefiaron
los lugares de muestreo. Con respecto al Ingreso de semilla: no se considerd porque en la
etapa posterior, salida del desecador no se determind la presencia de Salmonella, indicando
que el calor de esta etapa elimina a los microorganismos presentes.

Las demas etapas del estudio se mantuvieron y se agrego el analisis del Pellet que

en el trabajo anterior no se habia estudiado.
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Ademas se aplicaron medidas correctivas que consistieron en la aplicacion de

desinfectantes que luego se detallan.
MUESTREO

Se tomaron un total de 119 muestras, realizando tres muestreos entre el 29/11/06
al 20/12/06. Y posteriormente se realizaron tres muestreos mas entre el 02/05/07 al
16/05/07. En esta segunda etapa se aplicaron desinfectantes mediante una mezcla de
(Acido Férmico, Propionato de Amonio y Formato de Amonio) en la etapa de elaboracion
Cicldn de finos. En despacho del producto final (en vagones), se le aplicé Hipoclorito de
Sodio.

El muestreo se realizé una vez por semana, dos veces al dia por la mafiana y por la
tarde en los siguientes puntos:

1. Pellet de céscara.
A la salida del toster.
En lasalida aireador/secador
En la salida del enfriador.
Ciclon de finos sin desinfectante.
Ciclon de finos con desinfectante.
Despacho del producto final en vagones sin desinfectante.

© N o g s~ D

Despacho del producto final en vagones con desinfectante.

Tamafio de la muestra: Se recolect6 1 Kg. de muestra en cada etapa, en un lapso
de % hora. La misma se coloc6 en bolsas de papel, se cerraron y rotularon
adecuadamente, con fecha, etapa del producto, nUmero de muestro y se aclaré si era con

o sin desinfectante.
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METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
Salmonella sp.

Para el aislamiento e identificacion de Salmonella se deben respetar una serie de
pasos a sequir:
1. Enriquecimiento no selectivo.
2. Enriquecimiento selectivo
3. Siembra en medios sélidos selectivos y diferenciales
4. Pruebas bioquimicas a las colonias sospechosas.

5. Confirmacion seroldgica

Los pasos 1 a 3 corresponden al aislamiento y el 4y 5 corresponden a la
identificacion.
ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO:

Se realizé en caldo lactosado que facilita la recuperacion de los microorganismos
que han sufrido dafio 6 estrés en los alimentos crudos 6 procesados.
Se prepararon 225 ml. de caldo lactosado en recipientes estériles tarados, se pesaron

25 gr. del alimento a analizar y se incubé a 35 °C por 18 a 24 hs.

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO:

El proceso de enriquecimiento selectivo esté disefiado para inhibir el crecimiento de
otros microorganismos diferentes a Salmonella, potenciando asi su crecimiento que se
consigue mediante la utilizacion de inhibidores quimicos.

Se tomO 1ml con pipeta estéril del caldo lactosado y se agregaron a 10ml de caldo
de enriquecimiento selectivo Selenito-Cistina.

Nuevamente se colocd un 1ml de caldo lactosado en caldo de enriquecimiento

selectivo Rappaport luego se incubaron a 35 °C por 24 hs.

SIEMBRA EN MEDIOS SOLIDOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES:

El aislamiento y la identificacion de Salmonella se realizaron a traves de cultivos
solidos en placas de Petri. La selectividad de estos medios estd dada por el verde

brillante, bismuto sulfito y las sales biliares.
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La diferenciacion de otros microorganismos se consigue a través de los cambios de

color con indicadores de pH, presentes en los medios de cultivos, al responder a la
fermentacion o no de la lactosa y la produccion de SH..

A partir de los caldos selectivos se tomd medio con ansa calibrada estéril y se
sembro en estrias por agotamiento para obtener colonias aisladas, los medios selectivos y
diferenciales utilizados fueron:

Agar Bismuto-Sulfito: Las colonias se observaron pardas grises 0 negras Yy
presentan brillo metélico, el medio que las rodea es al principio oscuro volviendose mas

tarde negro a medida que aumenta el periodo de incubacién figura 10.

Figura 10: Colonias tipicas de salmonella en medio Bismuto Sulfito

Agar Salmonella-Shigella: Las colonias se observaron entre incoloras y rosa pélido,
opacas Yy translucidas con el centro negro figura 11.
Por Gltimo se incubaron las placas en forma invertida a 35 °C durante 24-48 hs.
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Figura 11: Colonias sospechosas en medio Salmonella Shigella

PRUEBAS BIOQUIMICAS A LAS COLONIAS SOSPECHOSAS:
TSI

Fundamento: Con esta prueba se determina la capacidad que tienen los
microorganismos de utilizar los hidratos de carbono incorporados en el medio de
crecimiento (glucosa 0,1 %, sacarosa 0,1 %, lactosa 1 %), con produccion o no de gases y
la determinacion de la produccién de sulfuro de hidrégeno.

Interpretacion

a) Utilizacion de los hidratos de carbono de tres maneras diferentes segin el
microorganismo analizado.

1. Alcalino/ Acido: solamente es consumida la glucosa.

2. Acido/Acido: es consumida la glucosa, la lactosa y/o sacarosa.

3. Alcalino/Alcalino: no fermenta los hidratos de carbono del medio, s6lo
utiliza las peptonas del medio.

Reaccion acida: amarilla; Reaccion alcalina: roja.

b) Produccion de gases: Las bacterias que producen gas se denominan
“aerogénicas” esta capacidad se deba a la presencia de una enzima (deshidrogenasa
férmica) que desdobla el acido férmico en anhidrido carbonico e hidrégeno. Esto se
visualiza con la presencia de burbujas en el medio o el desplazamiento del mismo.
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c) Produccioén de &cido sulfhidrico: algunas especies de bacterias son capaces de

liberar azufre enzimaticamente de los diferentes aminoécidos que lo contienen produciendo
acido sulfarico. La enzima responsable de esta actividad es la cisteinasa.

El precipitado negro del sulfuro ferroso que indica la produccion de SH, puede
ocultar la condicion &cida producida en la capa superior, por lo tanto si se produce SH; es
que existe una condicion &cida ain cuando no se lo observe.

Metodologia: A las colonias sospechosas aisladas en los medios sélidos se las
cultivé en agar nutritivo durante 24 hs y posteriormente se las sembré6 con ansa en
profundidad y superficie en un tubo inclinado conteniendo el medio de cultivo para TSI,
se incubaron a 35 °C por 18hs.

La prueba es (+) para Salmonella sp cuando: se observa reaccion Alcalina/Acida
con produccidn de sulfhidrico y/o de gas.

La prueba es (-) cuando se presentan cualquiera de las dos formas de reaccion
citadas anteriormente (Figura 12) (1).

UREASA

Fundamento: Los microorganismos que poseen la enzima ureasa son capaces de
hidrolizar la urea con la alcalinizacion del medio.

Reaccion (+): azul-verdoso.

Reaccion (-): no se observa cambio de color.

Metodologia: Se sembr6 a partir del agar nutritivo el cual fue inoculado con las
colonias sospechosas de los medios de cultivos sélidos.

Con un ansa estéril se sembré en profundidad y en superficie en un tubo pico de

flauta se incubd a 35° C por 24 hs (Figura 12) ().

DESCARBOXILACION DE LA LISINA (LIA)

Fundamento: Se determina la capacidad que tienen algunos microorganismos de
decarboxilar un aminoacido (lisina) transformandolo en cadaverina y éste por
desaminacion oxidativa pasa a putrescina, liberando NH3 que hace virar el indicador del
medio.

Reaccion (+): color violeta oscuro.

Reaccion (-): color amarillo como el testigo sin el aminoéacido.

52

F a0la A /> ossetto



Matcrlﬁa/es Y Métocfos

Traég’o Final
Metodologia: A partir del agar nutritivo inoculado con las colonias sospechosas de

los medios sélidos, se sembré dos tubos uno control sin el aminoacido, el otro tubo que
contiene el aminoacido se sembrd con ansa estéril en profundidad y se le afiade vaselina

para generar anaerobiosis, luego se incubd a 35° C durante 4 dias (Figura 12) (1).

FENILALANINA (FA)

Fundamento: Por desaminacion oxidativa la fenilalanina pasa a &cido
fenilpiravico que con el reactivo (cloruro férrico) da un color verde en la superficie del
tubo.

Metodologia: A partir del agar nutritivo se sembro6 con ansa estéril en profundidad
se incubo a 35 °C durante 24hs. (Figura 12)

Se revela la prueba por el agregado de 4 6 5 gotas del reactivo (cloruro férrico)
sobre la superficie del agar.

Reaccion (+): color verde.

Reaccion (-): no se observa cambio de color.

INDOL, ROJO DE METILO, VOGES PROSKAUER, CITRATO (.LM.V.I.C.)

Prueba de Indol

Fundamento: Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con produccién de indol, &cido pirGvico y amoniaco;
el indol se puede detectar en un medio apropiado observando la formacion de un halo color
rojo- fucsia en la interfase del reactivo y el medio de cultivo, luego de agregarle el reactivo
de kovacs (p-dimetilamino benzaldehido, alcohol isoamilico y HCI).

Reaccidn (+): Formacion del halo color rojo-fucsia en la superficie del medio.

Reaccion (-): No se observa cambio de color.

Metodologia: A partir de un cultivo fresco de 24hs en agar nutritivo se inocul6 con
ansa en un tubo que contenia 2ml de agua peptonada, se incub6 a 35 °C durante 24hs.

Luego se revelo la prueba agregando 2 6 3 gotas del reactivo de kovacs, se agitd

suavemente y se observo si hay cambio de color ().

ROJO DE METILO

Fundamento: Los microorganismos que realizan fermentacion acida mixta a partir
de glucosa producen un descenso del pH en el medio de cultivo por debajo de 4,5 lo que
ocasiona que vire el indicador de pH (rojo de metilo) de amarillo a rojo.
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Reaccion (+): Viraje del medio a rojo (fermentacion mixta).

Reaccion (-): Viraje del medio a amarillo.
Metodologia: Se inocul6 en medio de Clark y Lubs un cultivo de 18 hs
proveniente de agar nutritivo, luego se agregaron unas gotas de solucién rojo de metilo,

se agitdé durante 30 minutos y se observo el cambio de color ().

VOGES PROSKAUER

Fundamento: Las bacterias por la fermentacién de la glucosa producen
fundamentalmente acido pirtvico, que de acuerdo con la bateria enzimética que posea el
microorganismo es metabolizado por distintas vias, una de ellas es la del butilenglicol; que
lleva a la produccion de acetilmetilcarbinol (acetoina) producto final neutro y una baja
cantidad de acido mixtos.

En presencia de O, atmosférico y OHK al 40 %, los productos finales neutros
acetoina son oxidados a diacetilo que se convierte en un complejo de color rojo por accion
del reactivo (alfanaftol) que actGa como catalizador y se combina con el diacetilo y los
compuestos del tipo guanidina y arginina que se encuentran en las peptonas del medio. Se
debe agregar primero el alfanaftol y luego el alcalis.

Reaccion (+): color rosado en el medio (fermentacion butilenglicolica)

Reaccion (-): No se observa cambio de color.

Metodologia: Se inoculd con ansa de un cultivo proveniente de agar nutritivo en
2 ml de medio de Clark y Lubs y se incub6 a 35 °C durante 24hs. Luego se le agreg6 0,6
ml de alfanaftol y 0,2 ml de hidréxido de potasio y se llevé a estufa durante 30 minutos y

se observé cambio de color (1).

CITRATO DE SIMONS

Fundamento: La utilizacion del citrato por las bacterias se comprueba usando un
medio de cultivo que contenga como Unica fuente de carbono, el citrato de Na y como
unica fuente de nitrogeno, el fosfato monoamdnico. Las bacterias que utilizan el citrato
también pueden extraer nitrégeno de la sal aménico, produciéndose la alcalinizacion del
medio por produccién de hidroxido de amonio, lo que se visualiza por el cambio de color
en el medio por el viraje del indicador (azul bromotimol).

Reaccion (+): Viraje del medio de verde a azul.

Reaccion (-): No se observa cambio de color.
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Metodologia: Se sembrd con ansa en punta, de un cultivo agar nutritivo, en

profundidad y superficie en un tubo inclinado, se incub6 a 35 °C por 24 hs y se observé

cambio de color (1).

Urea TSI LIA FA

Figura 12: Pruebas Bioquimicas

CONFIRMACION SEROLOGICA

El Gltimo paso en la identificacion de Salmonella es el test seroldgico. Este se basa
en la capacidad de aglutinacion de los microorganismos frente a determinados antisueros
especificos con los antigenos somaticos (O), flagelar (F), o capsular (Vi).

Fundamento: Los sueros polivalentes somaticos utilizados son: el (OS-A) vy el
(OS-B). Si los microorganismos producen aglutinacion con el Suero (OS-A), la cepa es del
serotipo (A), si en cambio se produce aglutinacion con el Suero (OS-B), la cepa es del
serotipo (B).

Metodologia: Se coloco en un porta objetos 2 gotas de solucion fisioldgica una en
cada extremo del mismo, luego se tomd con ansa material de un cultivo de 24 hs en agar
nutritivo y se realizd una suspension con la solucion, posteriormente se colocaron los
sueros polivalentes (OS-A) y el (OS-B) proximos a cada una de las suspensiones y con el
ansa flameada y enfriada se procedié a mezclar, posteriormente se comenzo a observar la

aglutinacion (1).
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del aislamiento e
identificacion de Salmonella en 119 muestras analizadas en diferentes etapas de la
elaboracion de harina de soja y producto final, los mismos se analizan comparativamente
con los datos obtenidos en el trabajo realizado con anterioridad y con algunos similares
publicados. Cabe mencionar que los antecedentes disponibles sobre este tipo de

investigaciones son muy escasos.

Como se describid en la seccion materiales y métodos la metodologia para aislar e
identificar Salmonella se realiz6 en varias etapas.

En la etapa que se sembré en medios sélidos, Salmonella-Shigella (S-S) y Bismuto
Sulfito (B.S.) se observo que el 70,59 % de las muestras presentaron colonias sospechosas
de Salmonella (Figura 13).

En el 39,49% de las muestras aparecian colonias caracteristicas en ambos medios,
en el 18,48 % sblo en (S-S) y en el 12,60 % s6lo en (B. S).

Esto muestra la importancia de utilizar medios diferentes.

Cuando a esas colonias sospechosas se les realizé las pruebas de TSI, LIA, Urea y
FA un porcentaje similar de colonias provenientes de cada uno de los medios dieron
positivas. (10.96 % en el medio S-S y 10,08 % en el medio B.S.). Estos nimeros se
redujeron cuando se completd el esquema de identificacion con las pruebas de I.M.V.I.C.
(Figura 13).

A las 8 cepas que las pruebas bioquimicas se correspondieron con Salmonella se
les realiz6 la identificacion serologica.

Todas las cepas dieron serologia positiva, 7 de ellas pertenecieron al serogrupo B y

solo 1 al serogrupo A.
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ATENCION

IMPRIMIR PERO NO ENCUADERNAR
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En un trabajo realizado en Madrid por Rosa Amejeiras se analizaron 4504 muestras

de harina de soja de diferentes origenes geogréficos con la finalidad de establecer
conclusiones para la industria de piensos. Los resultados indicaron que algunos de los
serovares aislados en la harina de soja también se encontraron en huevos, ovoproductos,
en el resto de los alimentos y en el agua (20).

Los serovares mas aislados fueron de S. enteritidis y S. typhimurium, que coincidio
frecuentemente con los serotipos aislados en brotes de toxoinfeccion alimentaria en el
hombre.

Los resultados obtenidos en éste trabajo para los distintos productos analizados que
dieron positivos para Salmonella fueron los siguientes:

Harina de soja tratada después de la extraccion del aceite (HST): 4,48 %.

Harina de soja sin tratar 6 full-fast (HSST): 17,0 %.

Es importante mencionar la sensibilidad de los medios de cultivos solidos
utilizados, el medio Salmonella-shigella, mostr6 mayor sensibilidad para el aislamiento de

salmonella comparados con el Bismuto Sulfito (20).

El aislamiento e identificacion de Salmonella sp se llevd a cabo en 119 muestras
que fueron tomadas en distintos puntos en la elaboracion de harina de soja y en el producto
final. Se aisl6 Salmonella en 8 muestras (6,72 %) mientras que en las restantes 111

muestras (93,27 %) éste microorganismo estuvo ausente (figura 14).

O Muestras
Positivas

93,27%

O Muestras
Negativas

Figura 14: Porcentajes de muestras positivas y negativas para salmonelia.
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El instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos de Habana Cuba en 2001,

realiz6 un trabajo de identificacion de Salmonella en piensos y materias primas con las
que se elabora dicho alimento. Se analizaron 140 muestras de pienso y sus materias primas
procedentes de una planta elaboradora de alimentos para animales en la Ciudad de La
Habana el 13,6 % de las muestras resultaron positivas para Salmonella. Las cepas de
Salmonella aisladas fueron tipificadas; el serotipo derby fue el més frecuente (21 %),
seguido por el tennessee (serogrupo C1) (15,8 %). La materia prima mas contaminada fue

la harina de soya con el 29,1 % de positividad, seguida por la harina de trigo con el 20,8 %
(22).

Franco A (Agencia de inspeccion de alimentos Canada) coincidiendo con otros
trabajos ya mencionados indico que la prevalencia de Salmonella en distintos productos
para la fabricacion de piensos es muy importante como se muestra en un monitoreo de
frecuencia y riesgo de contaminacion en materias primas proteinicas provenientes de
Holanda, donde los resultados obtenidos fueron:

Granos: 0,9 %, Harina de Soja: 2,7 %, Harina de Pescado: 12,2 % y Harina de
carne: 3,0 %.

Las especies que prevalecen en alimentos balanceados segun la FDA, en proteinas
vegetales son: S. tennessee, S. enteritidis, S. cubana, S. Montevideo (g).
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Las 8 cepas aisladas en el presente trabajo provenian de muestras tomadas en

diferentes lugares y tiempos a continuacion en la (Tabla 3) se detallan: el serogrupo

hallado en cada uno y sus respectivas fechas de muestreo.

Este Gltimo dato es importante mencionarlo, ya que los aislamientos se produjeron

en forma sucesiva, informacion que revela la presencia de Salmonella en forma constante.

Tabla 3: Lugares del muestreo que se encontré Salmonella sp.

Fechav

29/11/06

20/12/06

02/05/07

09/05/07

16/05/07

SIF

Lugar del
Muestireo-

Carga de

Carga de
Vagones

Serogruo-

Serogrupo-B

Serogrupo-B

Serogrupo-B
Serogrupo-B

Serogrupo-B
Serogrupo-A

Servogrupo-B

Serogrupo-B

Nuwmero-

de

Muestras

24

24

24

En este trabajo no se determind a que especie de Salmonella pertenecen las cepas

aisladas, actividad que realiza el Instituto Nacional Carlos Malbran. En un trabajo posterior

por medio de la utilizacion de técnicas moleculares se realizaran identificaciones de

serotipo mas especificas.
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En la figura 15 se observa que el porcentaje de aislamiento se mantiene constante

en todas las etapas de elaboracion.
Si consideramos todo el proceso el mayor porcentaje se aislo en el producto
terminado (carga de vagones). No se encontré Salmonella en la salida del toster, lo cual es

esperable debido a la aplicacion del proceso térmico.

‘I:l Pellet

O C. Vagones

‘I:l S. Enfriador

O C. de Finos

|3 S.Desecador

IO S. del Toster

Figura 15: Porcentaje de muestras positivas (6,72 %) distribuidos en cada

uno de los puntos muestreados.

En el trabajo realizado anteriormente por Ivana Butus los resultados obtenidos
muestran que los puntos con mayor porcentaje de aislamiento se produjeron en Ciclén de
finos y Terminal 6 (2 %), el porcentaje que le sigue corresponde a Ingreso de semillas,
Salida del desecador, Ventanilla del Secador, Salida del enfriador (0,8 %). Por ultimo los
puntos Antes del toster, Salida del toster y Despacho de vagones, son los lugares en los

cuales no se hallaron muestras positivas para Salmonella (2s).
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Las diferencias en los resultados obtenidos (en los porcentajes de aislamiento) en

ambos trabajos son debidos a que el volumen de materia prima que se procesa es de
toneladas y es dificil establecer un criterio de muestreo, teniendo en cuenta que la cantidad
a analizar por etapas es de unos pocos gramos. Con el agravante que el microorganismo no

se distribuye uniformemente en la materia contaminada.

Un estudio de monitorizacion de Salmonella realizado por (L6pez S. y col) enun
total de nueve fabricas de piensos en Espafia determiné que la segunda zona con mayor
contaminacion correspondia a las muestras obtenidas en el enfriador, Ilegando a niveles de
hasta el 85,7% de aislamientos, otros puntos donde se encontré un nimero importante de

aislamientos fue en piqueras y granuladora, con valores del 52 % y 28 % respectivamente
(25).

Después de la granulacion, el pienso esta caliente, himedo y condensa al entrar en
contacto con las superficies frias del enfriador. Ademas puede acumularse una gran
cantidad de polvo, no sélo del pienso que entra sino el procedente de la fuente de aire
exterior.

Se detect6 una mayor presencia de Salmonella y enterobacterias en polvo recogido
del enfriador que en las muestras de pienso.

El gran volumen de aire que mueve el enfriador moviliza a las particulas de pienso
acumuladas en el equipo. La presencia de estas particulas, juntamente con la combinacion
de temperatura y humedad del proceso, constituyen condiciones &ptimas para el

crecimiento de Salmonella (25).
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En el presente trabajo en las muestras tomadas luego de la aplicacion de los

desinfectantes en las diferentes etapas del proceso como se detalla en la tabla 4, no se aislo

Salmonella.

Tabla 4: Aplicacion de los desinfectantes y resultados obtenidos.

Fecha Aplicacié de loy Pr%;:oéa/
Desinfectontey Salmonella
Cicléw de Finos (*1)
09/05/07 | cmaviana y twrde) Negativo-

09/05/07 | Cawrga de vagones (:2) = Negativo

Cicléw de Finos (*1)
16/05/07 (Wd/@) NWWO’

(*1): Desinfectantes aplicados (Acido Férmico, Propionato de Amonio, Formato de Amonio).
(*2): Desinfectante aplicado (Hipoclorito de Sodio)

La calidad de las materias primas es el primer factor y el mas importe para asegurar
la calidad del pienso, tanto nutricional como microbiolégicamente. Segun datos oficiales
de los diferentes paises de la U.E. correspondientes al afio 2003, el nivel de contaminacion
por Salmonella detectado fue 0,7% en los ingredientes de origen animal, 0,7% en los
productos de cereales y 3,5% en los productos proteicos de oleaginosas, mientras que en

los piensos los niveles fueron inferiores al 1%.

La reduccion y control de la contaminacion puede lograrse con tratamientos
térmicos: su eficacia dependera de la temperatura, tiempo, humedad y presion aplicados.

Se considera que temperaturas de unos 80 °C durante 5-10 minutos son suficientes
para reducir significativamente la carga bacteriana, aunque son necesarios para la
reduccion de la contaminacion tratamientos superiores a los 120 °C durante mas de 15
minutos para higienizar completamente el pienso. Posteriormente debera evitarse la

recontaminacion.
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Los tratamientos quimicos también contribuyen para reducir y controlar la

contaminacion. Se basan principalmente en el uso de &cidos organicos, siendo el férmico
(bactericida) y propiénico (fungicida) los méas utilizados. Aunque otros &cidos y sus
combinaciones pueden ser muy interesantes para una mayor proteccion del pienso, asi

como obtener efectos beneficiosos en el animal (9).

Datos recogidos por (Lopez S Guinovart y col.) de un total de 3.105 muestras de
diez fabricas de piensos (de nueve puntos de verificacion), que fueron: Piqueras, Silos con
materia prima, Molinos, Mezcladora, Granuladora, Enfriador, Silos con producto final,
Zona de expedicién y Planta de almacenamiento.

Se observé que el principal punto de contaminacién (mayor porcentaje de muestras
positivas) es la piquera, 1 de cada 4 muestras recogidas en este punto dieron positivas a
Salmonella. El segundo punto de contaminacién importante fue el enfriador con un 24 %
de aislamientos positivos, en tercer lugar se encontré a los puntos Molinos y Silos con
producto final con un 15,4 % de aislamientos, en el resto de los puntos muestreados se

encontrd un aislamiento menor al 10 % (26).
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CONCLUSIONES

I) La marcha microbiolégica mostrd que los porcentajes de aislamiento para cada medio
solido utilizado son los siguientes:

5,88 % Para el medio Salmonella-Shigella.

4,20% Para el medio Bismuto Sulfito.
De acuerdo con estos resultados podemos concluir que la sensibilidad es ligeramente
mayor para el medio S-S, coincidiendo este dato con resultados obtenidos por otros

autores.

Il) La etapa de elaboracién de harina de soja que mostrd6 mayor contaminacién con

Salmonella fue en el producto terminado (carga de vagones).

I11) En la etapa a la salida del toster no se aisl6 Salmonella en ninguna muestra. El
tratamiento con calor de esta etapa produce su eliminacion o lesion, esto ultimo inhibe el
desarrollo de los microorganismos, que en etapas posteriores estimulados por las

caracteristicas nutricionales de la materia prima, se reanuda su crecimiento.

IV) La implementacion de medidas correctivas (aplicaciéon de desinfectantes) produjo el

efecto deseado, disminuyendo la carga microbiana.

V) La presencia de Salmonella en los diferentes puntos muestreados y producto final
indican fallas durante el proceso y se convierten en Puntos criticos de control. Seria
necesario reiterar el muestreo y aumentar su frecuencia en dichos lugares a los fines de
lograr adecuados criterios de higiene y practicas de procedimientos de elaboracién de

productos para una correcta aplicacion de las BPM.
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