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RESUMEN

Carranza, O. 2002. Analisis de residuos de sulfitos en camardn entero. Proyecto especial
del programa de Ingeniero Agronomo, Zamorano, Honduras. 15 p.

El Grupo Granjas Marinas (GGMSA) quiere incrementar la comercializacion de camardn
entero en los mercados norteamericano y europeo, los cuales castigan fuertemente los
camarones con melanosis o que contienen residuos de sulfitos superiores a 100 y 150 ppm,
respectivamente. La melanosis consiste en el desarrollo de una coloracién negruzca en el
exoesqueleto del camarén. El metabisulfito de sodio (MBS) inhibe la formacion de
melanosis. Para detectar residuos de sulfitos en camarones tratados con MBS se emplean
los métodos de cintas colorimétricas, titulacion con iodometria y titulacion con Monier-
Williams (M-W). Los objetivos del estudio fueron evaluar los métodos para detectar
sulfitos en camarones tratados con MBS y determinar la cantidad de sulfitos detectados con
el procedimiento M-W a diferentes tiempos de destilacion. Se seleccionaron camarones de
un estanque de produccion segun las caracteristicas de textura del exoesqueleto que fueron
sometidos a bafios de 0.5% y 1.0% de MBS. Se determinaron las concentraciones de
sulfitos y el desarrollo de melanosis durante ocho semanas de almacenamiento a -18°C. El
método de cintas colorimétricas no tiene precision en detectar sulfitos en los camarones, el
método M-W detectd6 mas sulfitos que la iodometria (P<0.004). Se encontraron
correlaciones altamente significativas con el método M-W entre los sulfitos detectados
después de cada tiempo de destilacion (P<0.001). Los camarones tratados con MBS
mostraron una reduccion de sulfitos a lo largo de ocho semanas de almacenamiento
(P<0.04). El método M-W mostrd ser mas preciso en la deteccion de sulfitos. Seglin los
resultados del ensayo se puede acortar el tiempo de destilado en el método M-W para
detectar adecuadamente los residuos de sulfitos en el camaréon. Los camarones tratados con
MBS presentaron menos melanosis (P<0.02) que los no tratados durante ocho semanas de
congelamiento.

Palabras claves: Cintas colorimétricas, iodometria, MBS, melanosis, Monier-Williams.

Abelino Pitty, Ph. D.
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1. INTRODUCCION

El camarén cultivado en Honduras constituye el tercer rubro de exportacion mas importante,
con 125 millones de ddlares al afio (Banco Central de Honduras, 2001) y generar alrededor
de 25,0000 empleos directos (Sampson, 1997). El mayor exportador de camarones es el
Grupo Granjas Marinas S.A. (GGMSA), que comercializa colas y el camaron entero.

Tradicionalmente el principal producto de exportaciéon de esta empresa es la cola del
camaron a los mercados de Norteamérica, Inglaterra y Japon. Recientemente, GGMSA ha
considerado incrementar la comercializacién del camaron entero en el mercado europeo.
Sin embargo, las exigencias del mercado europeo en cuanto a calidad, son muy altas,
castigando fuertemente el valor y la aceptacion por los consumidores del camardén con
presencia de melanosis (Villalon, 1994).

La melanosis consiste en una coloracion negruzca sobre la cuticula del camardn. Se
produce por la reaccién enzimadtica de la polifenol oxidasa (PFO) (Hispano Quimica, 1987)
al oxidarse los compuestos fenoliticos en quinonas (Ferrer, 1991). La melanosis se presenta
en todas las especies de camarones.

La PFO se activa 18 a 20 horas después del muerte del camaron (Bon, 1994). La melanosis
se extiende sobre el camarén desde la cabeza hasta la cola, ramificindose por las
extremidades (Rivas 1997). Este proceso es semenajante al bronceado de la piel humana
cuando es expuesta a la luz solar (Slattery et a/., 1992).

Para que se desarrolle melanosis debe existir la PFO, un ambiente de pH alto, una alta
temperatura, y la exposicion a la luz y oxigeno molecular. Se puede reducir la incidencia
de melanosis controlando estos factores (Slattery et al., 1992). La melanosis es
considerada por las normas oficiales de los Estados Unidos, como una mancha, y no como
una alteracion bacteriana (Lopez, 1990).

La industria camaronera utiliza el descabezado y el frio para evitar la melanosis. El
descabezado elimina la mayoria de los 6rganos internos y enzimas digestivas del camaron.
El congelamiento disminuye la actividad de la enzima, pero no previene la melanosis
(Villalon, 1994). El descabezado representa un mayor costo de produccion y la cola tiene
un menor valor en el mercado internacional que el camaron entero. Otros de los métodos

empleados para la prevencion de melanosis es el tratamiento con metabisulfito de sodio
(MBS).



El MBS es utilizado ampliamente en la industria alimenticia como conservador de frutas y
verduras, mariscos, y una gran variedad de alimentos conservados (Parsulfite Chemical
Company, 2002). La formula quimica de MBS es Na,S,0s, tiene un pH de 3.5 -5.0 y una
solubilidad en agua de 470g/l a 20°C. En el camarén inhibe la enzima responsable del
desarrollo de la melanosis (Food Marketing Institute, 2002).

Los sulfitos han sido utilizados por siglos en la industria de alimento como agente
anti-microbial (Slattery et al., 1992). MBS se usa para prevenir la melanosis en mariscos
desde 1950 (McEvily et al., 1991).

Los camarones cosechados son banados con MBS, controlando las concentraciones, la
temperatura, y el tiempo de inmersion. La metodologia tradicional de inmersion en MBS
para el tratamiento de camarén entero consiste en la preparacion de soluciones con 100kg
de MBS en 500 litros de agua, a temperatura ambiente en pilas. Se quiere alcanzar
concentraciones de sulfitos en el tejido del camardn, de acuerdo al reglamento vigente en el
mercado europeo (Alvarez, 2000).

Actualmente el GGMSA dispone de una metodologia propia para preservar camardn entero,
que involucra banos en una solucion de MBS. El producto cosechado es colocado en un
recipiente de 1000 litros de capacidad en una solucion de 3% de MBS, y con una
temperatura inferior a 5°C. El bafio dura 30 segundos. El producto es depositado en otro
recipiente de 1000 litros con una solucion de 0.8 6 0.5% de MBS. Se usa 0.8% de MBS
para el mercado europeo y 0.5% para el mercado Norteamericano. Los camarones
cosechados son transportados a la planta de procesamiento en estos tanques.

Desde la laguna a la planta de empaque, el camarén absorbe MBS durante 6 a 12 horas.
Este manejo permite obtener concentraciones de 100 y 150ppm de MBS en el tejido del
camaron al momento de su consumo, que son aceptadas por la Food and Drug
Administration (USFDA) y por el Consejo de la Union Europea (UE), respectivamente
(GGMSA, 2001a).

Las concentraciones de sulfitos en el tejido del camardén son determinadas a través de
métodos estdndares de laboratorio. Estos incluyen: el método Monier-Williams, la
iodometria, y las cintas colorimétricas. Los métodos de Monier-Williams (M-W) e
iodometria (IM) son los aceptados por la USFDA. El método M-W es mas preciso pero
requiere mas tiempo para analizar una muestra, el equipo es mas sofisticado y los reactivos
mas costosos que para los otros métodos (Alvarez, 2000). El procedimiento de iodometria
consiste en la titulacion de una muestra de camarén macerada. Las cintas colorimétricas
determinan, a nivel de campo, las concentraciones presuntivas de sulfitos en el camarén.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar tres metodologias de laboratorio para determinar la cantidad de residuos de sulfitos
(SO,.) en camarones tratados con MBS.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Observar la cantidad de residuos de sulfitos detectada en camarones tratados con MBS
utilizando el método de Monier-Williams, con diferentes tiempos de destilacion.

Observar el desarrollo de la melanosis en camarones enteros tratados con MBS en funcion
del tiempo de almacenamiento a —18°C.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 UBICACION

Los camarones enteros fueron tratados con metabisulfito (MBS) al ser cosechados en las
instalaciones de Granjas Marinas San Bernardo (GMSB), ubicada en el Departamento de
Choluteca, Honduras. Los andlisis de residuos de sulfitos y la evaluacion de melanosis en
los camarones se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de la Empacadora San
Lorenzo en San Lorenzo, Valle, Honduras.

2.2 TOMA DE MUESTRAS

Se obtuvieron 11kg de camarones vivos con un peso promedio de 10.6g de un estanque de
produccion entre las 7:00 y 10:00 de la manana. La seleccion del estanque para obtener los
camarones se realizo a partir de las caracteristicas de textura del exoesqueleto establecidas
para la cosecha comercial de camaron entero. Las que estan definidas en 5 categorias que
son: muda (M), blando3 (B3), blando 2 (B2), blando 1 (Bl) y duro (D), una cosecha
comercial de camaron entero debe contar con los niveles de textura de 6% M, 9% B3, 15%
B2,25% B1y 60% D (Anexo 1).

La muestra de camarones se dividi6 en tres lotes. El primero, de 2kg, no recibié MBS, los
otros dos lotes de 4.5kg cada uno, fueron tratados con meta-bisulfito de sodio (MBS)
utilizando las metodologias establecidas por la compaiiia (GGMSA, 2001a). El tratamiento
de MBS consistio en un bafio de 30,000ppm de MBS durante 30 segundos para los 2 lotes
de camarones en un recipiente de 72 litros de agua y 2.16kg de MBS a una temperatura
inferior a 5°C. Los camarones tratados se almacenaron en porciones iguales en 2 hieleras de
0.20 metros cubicos, con una altura de 50cm distribuido en tres capas uniformes de
camarones y hielo. Se agregaron soluciones de MBS de 1.0% y 0.5% a cada hielera,
distribuyendo el hielo, camarén y solucion de MBS, en una relacion de 1:1:2.

El hielo se colocd en bolsas plasticas, evitando asi el contacto con la solucion de MBS, ya
que contenia hipoclorito de sodio, el cual inactiva los iones de azufre del MBS. Las
muestras de camarén se dividieron en tres sub-lotes y fueron almacenados a —18°C en la
planta de Empacadora San Lorenzo (ESL).



2.3 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El estudio constd de tres fases que fueron: I) comparacion de tres métodos de deteccion de
residuos de sufitos (SO2-) en funcién al tiempo de almacenamiento; II) determinacioén de
residuos de sulfitos a diferentes tiempos de destilacién con el método Monier-Williams; y
1) determinacion del grado de desarrollo de melanosis en los camarones durante ocho
semanas de almacenamiento.

2.3.1 Comparacion de tres métodos de deteccion de residuos de sulfitos (SO;.) en
funcion al tiempo de almacenamiento

Se compard los residuos de sulfitos detectados con los métodos de las cintas colorimétricas,
la iodometria (IM) y Monier-Williams (M-W) (Anexos 3 y 4) en muestras de camaron
tratados con 0.5% y 1% MBS. Se realizaron cuatro repeticiones por cada método de
deteccion de sulfitos y se evaluaron los residuos a las semanas 1, 6 y 8, post-tratamiento.

Se evaluaron diez camarones para cada réplica y por cada tratamiento de MBS. Con el
método de cintas colorimétricas se realizd la evaluacion de residuos de sulfitos en las
branquias del animal (Anexo 3). La deteccion de sulfitos con este método es basado en una
escala presuntiva de concentraciones de sulfitos de 0, 10, 40, 80, 180 y 400 ppm (Figura 1)

Se utilizaron 50g de muestra para cada deteccion de sulfitos con el método iodometria.
Este método consiste en el macerado del camardon con MBS, al que se aplica agua destilada
y se deja reposar por 10 minutos, con la finalidad de liberar del tejido los sulfitos retenidos
en el tejido del camaron. De la mezcla de agua destilada y tejido, se extraen 10ml a los que
se adiciona acido clorhidrico, solucion de almidon y yodo (63N). La solucion de yodo se
aplica hasta obtener un color azul oscuro en la solucion. El 4cido clorhidrico hace
disponible los sulfitos para que reaccionen con el yodo (GGMSA, 2001b).

La cantidad de yodo consumida despende de la cantidad de residuos de sulfitos. Al
consumirse los sulfitos, el yodo reacciona con el almidén generando la coloracion azul, que
indica el final de la titulacion (GGMSA, 2001).
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Figura 1. Escala de concentracion de sulfitos en cintas colorimétricas.



Para cada analisis de M-W se utilizaron 50g de camaroén tratado con MBS. El método M-
W consiste en una destilacion del tejido del camardn para liberar los sulfitos del tejido.
Luego se titula la muestra con NaOH para determinar la concentracion de sulfitos (ppm).
La muestra de camaro6n es introducida en un balén separador adicionando agua destilada,
acido clorhidrico, y alcohol etilico para desnaturalizar el tejido y liberar los sulfitos.
Durante este proceso es calentada a 100°C durante 125 minutos, de los cuales
aproximadamente 20 minutos corresponden al tiempo que demora llegar a la ebullicién, y
105 minutos que es el tiempo recomendado del método para captar sulfitos, una vez
iniciado la ebullicion. Este proceso se desarrolla en un ambiente libre de oxigeno,
sustituyéndolo por nitrégeno puro para evitar que los sulfitos liberados reaccionen con el
oxigeno y no sean detectados.

Los sulfitos libres son conducidos del balon separador hasta la trampa de sulfitos donde son
capturados. La trampa de sulfitos contiene el reactivo rojo de metilo, agua destilada,
hidroxido de sodio, y acido clorhidrico. Cuando hay sulfitos, la solucion de la trampa
adquiere un color rosado (Food and Drug Administration, 1987).

Después de 105 minutos de ebullicion de la muestra, se retira el liquido de la trampa de
sulfitos, y se titula con el hidréxido de sodio. La cantidad de hidroxido de sodio consumido
durante la titulacion es utilizada para determinar la concentracion de sulfitos (ppm) a través
de la formula:

ppm de SO, "=32.03x V1 x N x 1000/ Wt

Donde:

32.03 = mili equivalentes del peso del diéxido de azufre

V1 = volumen de hidréxido de sodio titulante de 0.01 N

N  =0.01, que es la normalidad del NaOH

1000 = factor de conversion de mili equivalentes a micro equivalentes

Wt = peso en gramos de la muestra de camaron que fue introducido
dentro del balon.

2.3.2 Determinacion de residuos de sulfitos a diferentes tiempos de destilacion con el
método Monier-Williams

Se determind la cantidad de residuos de sulfitos detectados con diferentes tiempos de
destilacion (35, 70, 90, 105 minutos) utilizando el método de Monier-Williams. Hubo
cuatro repeticiones para cada tiempo de destilado y cada muestra de camaroén tratado con
MBS. Cada muestra de camar6n consistié en tejido abdominal (cola) cortado en varios
pedazos, con peso total de 50 g.

2.3.3 Grados de desarrollo de melanosis

Se evaluo el desarrollo de la melanosis en camarones tratados con 0.5% y 1.0% de MBS y
camarones testigos, almacenados a —18°C a la primera, sexta y octava semanas post-
tratamiento.



En cada evaluacion se observaron 100 camarones por tratamiento de MBS a través de la
escala de melanosis en 0 a 10 grados desarrollada por Otwell y Marshall (1986) (cuadro 1).

cuadro 1. Escala de desarrollo de melanosis de Otwell y Marshall

Grado de Melanosis Grado Aceptabilidad
0
5 | Producto aceptable
4
6 2 Producto devaluado
8
10 3 Producto no aceptable

Los grados de melanosis se clasifican en:

0 Melanosis ausente.

2 Melanosis suave en rostrum y urépodos.

4 Melanosis suave en rostrum, uropddos, cefalotérax y periopodos.

6 Melanosis moderada en rostrum, uropddos, cefalotorax, periopodos y pledpodos.

8 Melanosis severa en rostrum, uropodos, cefalotorax, periopodos y pledpodos.

10 Melanosis severa y pronunciada en el cefalotorax y abdomen, con apéndices
arrugados.

2.4 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacion de los tres métodos de deteccion de sulfitos se utilizé el modelo de
medidas repetidas en el tiempo. El andlisis de los resultados se hizo con la prueba de
medias LSMeans. Se hizo una correlacion entre los sulfitos detectados con los métodos de
IM y M-W. En los sulfitos detectados a diferentes tiempos de destilado con el método M-
W se utilizd el modelo medidas repetidas en el tiempo y coeficiente de regresion
cuadratico. Se analiz6 la incidencia de melanosis en camarones de cada grupo tratado y los
testigos. Los resultados fueron analizados por medidas repetidas en el tiempo y la prueba

de medias LSMeans (SASg , 1999).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 COMPARACION DE TRES METODOS DE DETECCION DE RESIDUOS DE
SULFITOS (SO;) EN CAMARONES TRADOS CON MBS

Se compararon los métodos de Monier-Williams (M-W), iodometria (IM) y de las cintas
colorimétricas, para determinar la concentracion de sulfitos en camarones tratados con 0.5 y
1.0% de MBS (Cuadro 2). En general se detectaron concentraciones superiores en 67% de
sulfitos en los camarones tratados con 1.0% de MBS que en los camarones tratados con
0.5% (P <0.001). Con la metodologia de las cintas colorimétricas, no hubo variacion en los
resultados. Esta metodologia no proporciona una precision adecuada para detectar sulfitos
en muestras de camaron.

En promedio la deteccion de sulfitos con el método de IM fue de 22.9 y 58.0% del valor
obtenido con el método M-W en los camarones tratados con 0.5% y 1.0% de MBS,
respectivamente (Figura 2). Alvarez (2000) encontrd que el método M-W resulta en la
deteccion de 58% mas de sulfitos en camaron que el método de IM. En este trabajo, los
resultados obtenidos con los métodos IM y M-W coinciden més en el analisis de camarones
tratados con 0.5% de MSB. Con ambos tratamientos de MBS la deteccion de sulfitos en
los camarones con el método de IM fue inferior a las 100 ppm.

En doce muestras de camarones tratados con 0.5% de MBS, el método de IM detecto una
concentracion de sulfitos que oscilaba entre 7.2 a 39.7% de la cantidad detectada con el
método de M-W (Figura 2). Los métodos de IM y M-W son aceptados oficialmente por la
“Food and Drug Administration” (FDA) de los EE UU.

En camarones enteros congelados a —18°C durante seis semanas, la concentraciéon de
sulfitos disminuye hasta un 20.5% del total original, (Alvarez, 2000). No se detectd una
disminucién en la concentracion de sulfitos en las muestras de camaroén tratados con 0.5 y
1.0% de MBS y analizadas con el método de IM (Cuadro 3).

El analisis con el método M-W con los camarones tratados con 1.0% MBS indic6 un
incremento en la cantidad de sulfitos entre la primera y sexta semana de almacenamiento
(Cuadro 3). Luego la concentracion de sulfitos en esta muestra se redujo a las ocho semanas
de almacenamiento.

En general, al final de las ocho semanas de almacenamiento a —18°C los camarones
tratados con 0.5% MBS cumplian con las exigencias de residuos de sulfitos de los
mercados europeo y norteamericano mientras que los camarones tratados con 1% MBS
sobrepasaron los niveles de sulfitos permitidos.



Los resultados de los andlisis de sulfitos con IM se mantuvieron constantes por ser un
método poco sensible (Alvarez, 2000). Con el método de M-W se presentd mayor variacion
de los resultados debido a la sensibilidad del método para detectar sulfitos y la posible
variacion de la capacidad de absorcion de MBS entre los camarones.



Cuadro 2. Residuos de sulfitos (SO;-) determinado con los métodos de las cintas
colorimétricas, iodometria (IM) y Monier-Williams (M-W) en camarones enteros tratados
con dos soluciones de MBS después de ocho semanas de almacenamiento a —18°C (ppm).

Tratamiento Meétodo de deteccion ppm C.V. (%)
Cintas 400 a 0
0.5% M-W 932 b 17.2
Iodometria 135 ¢ 40.8
Cintas 400 a 0
1.0% M-W 2152 b 17.4
Iodometria 163 ¢ 30.7

* Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes.

Cuadro 3. Concentracion de residuos de sulfitos determinada con los métodos cintas
colorimétricas, iodometria y Monier-Williams (M-W), en camarén tratado con dos
concentraciones de MBS (ppm).

Semanas Método de analisis
Tratamiento almacenamiento Cintas* M-W* Iodometria

1 400 a 935 ¢ 13 e
0.5% 6 180 b 88.3 ¢ 18 d

8 180 b 343 d 10 e

1 400 a 2153 b 16 ¢
1% 6 180 b 265.7 b 18 ¢

8 180 b 180.3 b 9 ¢

* Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes.
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Figura 2. Comparacion de los métodos iodometria y Monier-Williams para detectar sulfitos
en tejido de camardn en concentraciones de 0.5 y 1% de MBS. Se incluye el porcentaje de



sulfitos detectados por IM en comparacion con los sulfitos determinados con M-W, y
asumiendo que los sulfitos detectados por M-W corresponden al 100%

3.2 DETERMINACION DE RESIDUOS DE SULFITOS A DIFERENTES TIEMPOS
DE DESTILACION CON EL METODO MONIER-WILLIAMS

En las 24 muestras de camarén analizadas con el método M-W se encontraron diferencias
significativas (P <0.001) para cada tiempo de destilado (Figura 3). La menor cantidad de
sulfitos fue detectada a los 35 minutos de destilado. Esta cantidad correspondié en
promedio al 66.6% del total de sulfitos capturados con a los 105 minutos, para camarones
tratados con ambas concentraciones de MBS.

Las cantidades de sulfitos detectadas aumentaron en los demds tiempos de destilado. En
promedio para los dos tratamientos con MBS, la cantidad adicional de sulfito detectada fue
de 23.4% a los 70 minutos, 8.1% a los 90 minutos, y 4.4% a los 105 minutos (Figura 2).
El procedimiento de M-W indica un tiempo de destilado de 105 minutos (FDA, 1987).

Con un mayor tiempo de destilado, se observd menor variacion en los resultados del
analisis de sulfitos en las muestras (Cuadro 4 y Figura 3). Las correlaciones entre la
cantidad de sulfitos detectadas y los varios tiempos de destilado en el método M-W fueron
altamente significativas (Figura 3 y anexo 4).

Con 90 minutos de destilado se obtuvo en promedio 98% de los sulfitos. Este resultado
sugiere que se debe estudiar mdas de la posibilidad de disminuir el tiempo de destilado para
lograr una mayor eficiencia en la realizacion de los andlisis. El procesar cada muestra de

camaron en menos tiempo implicaria una mayor eficiencia y ahorros para la industria
1
(Escobar, 2002) .

Cuadro 4. Deteccion de residuos y el porcentaje de captacion de SO,. (ppm) a diferentes
tiempos de destilado con el método Monier-Williams.

0.5% MBS 1.0% MBS
Tiempo destilado ppm SO,. % Captacion ppm SO,. % Captacion
35 47.3 65.8 148.5 67.4
70 16.0 88.1 54.0 91.9
90 6.8 97.5 15.2 98.8

105 1.8 100.0 2.6 100.0




'Lic. Ismael Escobar, Julio de 2002, comunicacion personal.
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Figura 3. Porcentaje de captacion de sulfitos con el método M-W en cuatro tiempos de
destilado (35, 70, 90 y 105 minutos) en camarones tratados con 0.5 y 1% MBS. Se incluye



el coeficiente de regresion para cada tiempo de destilado a los 35, 70, 90 y 105 minutos de
destilado.
3.3 GRADOS DE DESARROLLO DE MELANOSIS

La presencia de melanosis en el camaron es fuertemente castigada en el mercado europeo.
Los camarones no tratados con MBS desarrollaron un grado mayor de melanosis que los
tratados (Figura 4) y no son aceptados para el mercado europeo (Ward, 1996).

Los tratamientos de MBS redujeron significativamente la melanosis en camarones
almacenados a -18°C durante ocho semanas post-tratamiento. Los camarones tratados con
1.0% de MBS presentaron un control efectivo sobre la melanosis (P <0.04), pero superaron
los niveles de sulfitos permitidos en los mercados europeo y norteamericano.

Los camarones tratados con 0.5% de MBS cumplian con las exigencias de estos mercados
en cuanto a residuos de sulfitos, aunque presentaron un mayor nivel (P<0.04) de melanosis
a las ocho semanas de almacenamiento (Figura 4) que los tratados con 1.0% de MBS, y que
es suficiente para afectar negativamente su valor en el mercado meta.
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Figura 4. Desarrollo de melanosis en camarones tratados con MBS después de ocho
semanas de almacenamiento a —18°C.



4. CONCLUSIONES

El método Monier-Williams fue mas preciso para la deteccion de sulfitos que los métodos
de iodometria y de las cintas colorimétrica.

El método de cintas colorimétricas no mostro precision para detectar residuos de sulfitos.

En el método Monier Williams con 90 minutos de destilado fue posible detectar el 98% de
los sulfitos detectados a los 105 minutos (R*=0.99).

A lo largo de ocho semanas de almacenamiento a -18°C disminuyé la concentracion de
sulfitos.

Los camarones no tratados con MBS desarrollaron un grado mayor de melanosis que los
tratados.

Los camarones tratados con 1% MBS no desarrollaron melanosis, pero superan los niveles
de sulfitos permitidos en los mercados europeo y norteamericano.

Los camarones tratados con 0.5% MBS cumplieron con las exigencias del mercado en
cuanto al nivel de sulfitos, pero desarrollan melanosis, aunque a niveles aceptables.

5. RECOMENDACIONES



Investigar otros métodos de deteccion de sulfitos mas rapidos e igualmente precisos que el
método Monier-Williams.

Continuar investigando el tiempo de destilado en el método M-W para buscar una mayor
eficiencia.

Realizar mas experimentos para determinar la concentracion de MBS apropiada para

minimizar los dafios por melanosis y cumplir con los niveles de sulfitos exigidos por los
mercados europeo y norteamericano.
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ANEXOS

Anexo 1. Categorias de textura para cosecha de camaron entero

Muda (M): Exoesqueleto del camaron totalmente suave, es palpable el tejido interno en
la cola y la cabeza.

Blando 3 (B3): Tiene 3 0 mas segmentos abdominales suaves, es lo mas cercano a muda.
Blando 2 (B2): 2 segmentos abdominales suaves.

Blando 1 (B1): Exoesqueleto mas sélido que otras caracteristicas, pero tiene el primer
segmento abdominal suave.

Duro (D): Exoesqueleto completamente solido y con cierta capacidad de flexion.

Anexo 2. Procedimiento para la deteccion de residuos de sulfitos del metodo Monier -
Willians

Es el método estandar de laboratorio para la deteccion de residuos de sulfitos M-W basado
en un proceso de destilacion, aceptado por la "Food and Drug Administration” FDA de
USA.

Reactivos:

Acido clorhidrico 4N

Indicador de rojo de metilo

Peréxido de hidrogeno 3%

Titulante estandarizado de Na(OH) (0.01N)
Gas nitrogeno de alta pureza

Trampa de pyrogallol

Hidroxido de potasio (KOH)

Preparacion de los reactivos:

*Acido clorhidrico (4N): Para cada analisis preparar 90 ml de acido clorhidrico
agregando 30 ml de 4cido concentrado (12N) en 60 ml de agua destilada.

*Indicador rojo de metilo: Disolver 250 mg de rojo de metilo en 10 ml de etanol si el rojo
de metilo es en polvo (si es liquido no disolver), mantenga fuera de la luz.

*Peroxido de hidrogeno 3%: Diluir reactivo ACS 30% de peroxido de hidrogeno al 3%
con agua destilada.(100 ml de peroxido de hidrogeno en 900 ml de agua destilada,
considerando que solo se utilizan 30 ml por analisis queda preparada la solucion para



varias pruebas)
*Titulante estandarizado Na(OH) 0.01N: El titulante se obtiene de la mezcla de 0.4 gr
de Na(OH) (pelets) con un litro de agua destilada, sellar bien el recipiente de Na(OH)
por ser altamente higroscépico.

*QGas nitrégeno: Una fuente de alta pureza (99.9%) es requerida y esta debe ser aplicada
utilizando un regulador de flujo que lo mantendré en 200 cc/min (90 burbujas/minuto)
-NOTA: Una vez preparados todos los reactivos y la trampa de pyrogallol comenzar con

el paso 1 del protocolo M-W.
* Preparacion de la trampa de pyrogallol:

1. Agregar 4.5 g de pyrogallol en un erlen meyer de 1000 ml y purgar durante 3
minutos con gas nitrogeno para evacuar el oxigeno y crear una atmosfera de
nitrogeno en el erlen meyer.

2. Preparar una soluciéon con 85 ml de agua destilada y 65 g de KOH, agregar al erlen
meyer después de haber sido purgado con gas nitrogeno.

Equipo:

La cristaleria y equipo
Manta de calor

Balon separador

Embudo

Vilvula de entrada
Conectores

Condensador

Mangueras

Probeta o trampa de sulfitos
Trampa de pyrogallol
Fuente de enfriamiento
Bureta

Cilindro de gas nitrégeno

El método M-W involucra 16 pasos para la determinacion de la presencia de sulfitos en una

muestra:

1. Revisar y ensamblar el aparto agregando una pelicula de vaselina a cada una de las
uniones.

2. El baldn separador debe estar posesionado sobre la manta de calor.

3. Agregar 400 ml de agua destilada en el balon y cerrar la llave de paso del embudo.
Agregar 90 ml de acido clorhidrico (4N) al embudo. Comenzarse el flujo de gas
nitrégeno a una tasa de 200 cc/min (90 burbujas en la probeta o trampa).

4. Agregar 30 ml de peroxido de hidrogeno al 3% a la trampa, el cual ha sido titulado con 3
gotitas de NaOH al 0.01 N hasta llegar a un punto amarillo claro.

5. Después de 15 minutos de estar funcionando el aparato, el agua destilada estara libre de
oxigeno, el aparato estd listo para introducir la muestra.

6. Preparar una muestra de 50 g de cola de camardn con exoesqueleto, partido en tres
pedazos cada camaron.

7. Preparar una solucion de 100 ml de etanol al 5% en un beaker de 250 ml.

8. Remover el embudo y transferir la muestra al balon.



9. Limpiar el orificio de entrada de la muestra, el flujo de nitrégeno a través de la solucion
de perdxido de hidrogeno debe ser reiniciado tan pronto como el embudo sea reinsertado.

10. Examinar cada union para asegurarse que este bien sellado el equipo.

11. Presionar con ayuda de un bulbo equipado con valvula, a la soluciéon de acido
clorhidrico que se encuentra en el embudo.

12. Abrir la vélvula del embudo y permitir que el acido fluya dentro del balén aplicando
presion para facilitar el procedimiento. Antes de que halla evacuado todo el acido del
embudo hacia el balon se debe cerrar la llave de paso para evitar la salida del didoxido de
azufre hacia el embudo.

13. Aplicar calor sobre la manta (en el nivel 5.3/10) utilizando un poder regulador que
cause 80 a 90 gotas por minuto de condensado al retorno del frasco condensador.

14. Después de 105 minutos de hervor del contenido del baldn, retirar la trampa.

15. Titular el contenido con NaOH a 0.01 N hasta alcanzar un color amarillo que persista
por mas de 20 segundos.

16. Determinar la cantidad de sulfitos en la muestra mediante la siguiente formula:

ppm de SO, "=32.03 x VI x N x 1000 / Wt

Donde:

32.03 = mili equivalentes del peso del didxido de azufre

V1 =volumen de hidréxido de sodio titulante de 0.01 N

N  =0.01, que es la normalidad del NaOH

1000 = factor de conversion de mili equivalentes a micro equivalentes

Wt =peso en gramos de la muestra de camaron que fue introducido dentro del
balon.

Puntos Criticos en el desarrollo de la prueba
1 Trampa de pyrogallol
La fuente de gas nitrogeno debe ser de 99.9% de pureza, debido a que si hay
contaminacion de oxigeno no se capturan los sulfitos reales.
Al agregar la solucion de KOH a los 4.5 gramos que se estan purgando durante 3
minutos en el erlen meyer debe tornarse transparente y no negro o verde. Cada trampa
de pyrogallol puede desarrollar hasta un méaximo de ocho pruebas y luego volverse a
preparar. A medida se realicen las pruebas la trampa tomara un color oscuro.
2 Condensado A los 30 minutos de desarrollo de la prueba, con el condensado deben
alcanzarse 90 gotas del condensador que caen al interior del balon separador. Estas 90 gotas
son reguladas mediante la temperatura de la manta de calor, el flujo de gas nitrégeno y agua
a temperatura de 0 a 5 °C.
3 Reactivo certificado grado ACS. Use una pipeta para cada reactivo y no los reutilice.

Anexo 3. Procedimiento para la deteccion de sulfitos de los metodos de lodometria y
cintas colorimetricas

Cintas: utilizado en la cosecha para camaron entero, proporciona resultados rapidos que
determinan la concentracion de sulfitos a partir del color que se observa en la cinta cuando
esta se introduce en las branquias del camarén ha sido tratado con MBS. Para determinar la
concentracion de sulfitos se compara el color con un patron que se clasifica en



concentraciones de 0, 10, 40, 100, 200 y 400 ppm. El color de las cintas se manifiesta al
absorber la humedad del tejido del camardn, adquiriendo una coloracidon rosa cuando existe
presencia de metabisulfito.

Iodometria: procedimiento de laboratorio y consiste en los siguientes pasos:

1. Obtener una muestra de 50 a 60 gramos de camaron tratado con MBS, es preferible que
la muestra sea del tejido de la cola y sin el exoesqueleto.

2. Macerar durante 10 minutos en un beaker con 100 ml de agua destilada y tapar con
papel aluminio para agitar intermitentemente la mezcla, dejar reposar durante 10
minutos. Esto es con la finalidad de obtener una solucion acuosa disponible de sulfitos
que estan retenidos en el tejido.

3. Obtener 10 ml de la mezcla y vaciar en un beaker de 250 ml, a esto se adicionan 1.4 ml
de acido clorhidrico y 1 ml de almidon al 1%

4. Se titula la solucion anterior con yodo 63N hasta obtener un cambio de color azul que
se mantiene durante 20 segundos, lo cual indica el final de la valorizacion.

5. Se anota el yodo que se ha consumido para lograr la titulacion y se utiliza la siguiente
formula para determinar la concentracion de sulfitos

Consumo de yodo * 0.5 * 100 * 1000 = ppm SO,
Peso gramos de muestra * 100

Esto se fundamenta en que el acido clorhidrico hace disponible el azufre, haciendo que
el yodo reaccione con el azufre libre en la solucion, al consumirse todo el azufre
disponible, el yodo reacciona con el almidon generando una coloracién azul, el cual
indica el final de la titulacion.

Reactivos:

Yoduro de yodato 63N

Solucién de almidon al 1%
Solucion de acido clorhidrico 1N

Bureta 25 ml
Beaker 250 ml
Probeta 100 ml
Agua destilada
Pipetas 5, 10, 1 ml



Anexo 4. Regresion y correlacion en camarones tratados con 0.5% y 1.0% de MBS entre
los minutos de destilado de 35, 70, 90 y 105 minutos en el método M-W.

Tiempo Ecuacion cuadratica
Trat. destilado  correlacion R’ C.V. Intercepto  bx bx?
35 -0.919 0.936 1222  5.168 1.532  -0.002
0.5% 170 -0.963 0.984 6.0 -2.722 1.292  -0.0015
90 -0.965 0.996 2.99 -1.043 1.058  -0.0002
35 -0.807 0.574 19.88  -469.797 7.506  -0.0185
1% 70 -0.994 0.973 497 -55.707 1.644  -0.0013

90 -0.993 0.998 1.0 -16.442 1.173  -0.0003
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