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RESUMEN

Los productos hidrobiol6gicos son altamente perecibles, es por ello que se desarrolla esta investigacion con el
objetivo de evaluar la carga microbiana en la desinfeccién de filetes de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
respecto a Staphylococcus aureus, mesdfilos aerobios, Salmonella sp y Escherichia coli, sumergiendo a distintos
tiempos (30, 60 y 90 s) y concentracién (0.5, 1.5y 2.5 ppm). Se efectu analisis microbioldgico los dias 1, 8, 15,
y 22 de refrigeracion (4 °C), controlando el pH segun AOAC 981.12 (1990). El disefio experimental fue factorial
30 x 3T, con tres repeticiones por tratamiento. Se us6 R Project para efectuar el ANOVA y pruebas de Tukey.
Los resultados revelaron que el tratamiento con agua ozonizada, especialmente utilizando 2.5 ppm de ozono y 30
segundos de inmersién (O3T1), mostrdé un efecto antimicrobiano significativo contra Staphylococcus aureus,
mantuvo los niveles de mesoéfilos aerobios por debajo del limite minimo y evit6 el desarrollo de Salmonella sp por
cada 25 g de filete y Escherichia coli por cada 10 g de filete. En conclusion, los resultados demuestran que el uso
de ozono juega un papel crucial tanto en la estabilizacion del pH como en la disminucidn significativa de las cargas
microbianas examinadas.

Palabras claves: Microbiologia, 0zono, Oncorhynchus mykiss

ABSTRACT

Hydrobiological products are highly perishable, which is why this research was carried out Hydrobiological
products are highly perishable, which is why this research was carried out with the objective of evaluating the
microbial load in the disinfection of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fillets concerning Staphylococcus
aureus, aerobic mesophiles, Salmonella sp. and Escherichia coli, submerging at different times (30, 60 and 90 s)
and concentrations (0.5, 1.5 and 2.5 ppm). Microbiological analysis was performed on days 1, 8, 15, and 22 of
refrigeration (4 °C), controlling pH according to AOAC 981.12 (1990). The experimental design was 30 x 3T
factorial, with three replicates per treatment. R Project was used to perform ANOVA and Tukey's tests. The results
revealed that treatment with ozonated water, especially using 2.5 ppm ozone and 30 seconds of immersion (O3T1),
showed a significant antimicrobial effect against Staphylococcus aureus, maintained the levels of aerobic
mesophiles below the minimum limit and prevented the development of Salmonella sp per 25 g of fillet and
Escherichia coli per 10 g of fillet. In conclusion, the results demonstrate that the use of ozone plays a crucial role
in both stabilizing pH and significantly decreasing the microbial loads examined.
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INTRODUCCION

En la actualidad la actividad acuicola, econdmicamente se ha globalizado con una perspectiva de
crecimiento muy importante. El Pert es un potencial cultivador y generador de productos de derivados
hidrobioldgicos, ya que se posee los recursos acuicolas y climatolégicos adecuados para la produccion
de Oncorhynchus mykiss (Tantalean, 2014). Multiples paises europeos y latinoamericanos emplean
ozono (O3) para prevenir la contaminacion con bacterias, mohos, virus en varios tipos de alimentos como
quesos, pescados, carnes, huevos, frutas, pudiéndose asi prolongar su tiempo de conservacion (Sanjuas,
2012).

Los pescados y productos hidrobiolégicos en general son altamente perecibles, lo que conlleva a la
industria alimentaria a buscar métodos de conservacién para estos productos. Entre estos métodos estan
la aplicacion de ozono en la manipulacion y lavado del pescado, ya que evita el desarrollo de
microorganismos patdgenos causantes del dafio de estos alimentos perecederos (Top Ozono, 2021). Por
esta razdn, se han desarrollado investigaciones en esta area de interés, destacando el estudio de Espinosa
(2015), que exploro el impacto de sumergir filetes de dorada (Sparus aurata) en agua ozonizada a varias
concentraciones (0.35, 0.50, y 0.75 mg L) por un lapso de 10 minutos, asi como a una concentracion de
0.30 mg L* durante periodos de 20 y 40 minutos. Los resultados fueron que concentraciones menores a
0.75 mg L no fueron suficiente para disminuir la carga microbiana en filetes de dorada. Asi mismo,
Medeiros y Gongalves (2016), sumergieron muestras enteras y filetes de tilapia en agua fria (11 °C) sin
ozono (control) y con ozono (0.5, 1.0, 1.5 ppm) durante 0, 5, 10 y 15 minutos. Los hallazgos revelaron
que la tilapia entera, tras ser sumergida en una solucién de 1.5 ppm, experiment6 una reduccion del
88.25% en su carga microbiana después de 15 minutos de exposicion. Respecto a los filetes, los
tratamientos con concentraciones de 1 y 1.5 ppm resultaron en disminuciones del 77.2% y 79.49%,

respectivamente.

De manera similar, Karamah et al. (2019) trataron carne de atdn con agua ozonizada, sumergiendo por
40, 80, 120 minutos en concentraciones de ozono de 0.3 mg/L y 0.24 mg/L. posteriormente conservaron
en refrigeracion a 8 °C durante 7 dias. Después de este intervalo, la evaluacion de los resultados mostrd
gue un mayor tiempo de contacto y una mayor concentracién de ozono se correlacionan con una menor
tasa de deterioro en la calidad del atin, logrando una eliminacién de microorganismos del 66.7%. Se
observd también que el valor de pH disminuye a 5.58 tan pronto como el atlin entra en contacto con el

agua ozonizada.
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En Jaén, Ecofriendly Engineers SAC, una empresa privada, se especializa en el procesamiento y venta
de productos hidrobioldgicos, incluyendo la trucha arco iris. Sin embargo, enfrentan una desventaja en
su flujo de procesamiento debido a la falta de desinfeccion de los filetes. Actualmente, esta empresa no
realiza la desinfeccién debido a la falta de conocimiento sobre la metodologia adecuada a emplear. Por
esta razon, se llevd a cabo la presente investigacion con el objetivo de evaluar la carga microbiana en la
desinfeccion de filetes de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) respecto a Staphylococcus aureus,
mesofilos aerobios, Salmonella sp y Escherichia coli. Este estudio resultara beneficioso para todas las

empresas del sector interesadas en mejorar sus procesos de desinfeccion.

MATERIALES Y METODOS

La cosecha de trucha arco iris se realizd en las piscigranjas del centro de acuicultura “El Diamante”,
ubicado en el distrito de Chirinos, provincia de Jaén, departamento de Cajamarca, las coordenadas del
distrito son 5°18°18”S 78°54°00”0. EIl procesamiento primario para la obtencion de filetes y la
desinfeccion con agua ozonizada fue realizado en las instalaciones de la empresa privada Ecofriendly
Engineers SAC. Los analisis microbioldgicos se realizaron en laboratorios de la Escuela Profesional de
Tecnologia Médica (Quimica, Tecnologia Médica y Biologia) de la Universidad Nacional de Jaén. La
muestra fue 80 kg de filetes, se realizd un muestreo por conveniencia, descartando a aquellas truchas con
signos de deterioro y aquellas que no cumplian con el peso (250 g — 350 g) y tamafio (29 cm — 32 cm)
ideal para filetes (INACAL, 2019).

El proceso experimental empieza con la recepcion de truchas frescas en un recipiente plastico con hielo
para mantener la cadena de frio. El eviscerado se realizd meticulosamente con cuchillos de acero
inoxidable, extrayendo las visceras y las agallas, con el uso de guantes quirdrgicos. Posteriormente, las
truchas fueron lavadas con agua potable para eliminar cualquier residuo (sangre). En la etapa de fileteado,
se realizaron cortes precisos para obtener filetes de alta calidad, eliminando la cabeza, aleta caudal y
costillas, siguiendo los protocolos de limpieza y seguridad alimentaria de la empresa. Para la etapa de
desinfeccion, se sumergieron los filetes en agua ozonizada a una concentracion de 0.5, 1.5y 2.5 ppm,
por 30, 60 y 90 segundos para cada concentracién. Después, los filetes de trucha fueron colocados en
canastillas limpias y desinfectadas, y posteriormente se sometieron a un proceso de aireado durante 10
minutos para eliminar el exceso de agua. Luego, fueron transferidos a una congeladora doméstica a 4°C
para mantener la cadena de frio hasta ser envasados en bolsas de polietileno y sellados individualmente
utilizando una maquina empacadora selladora. Cada paquete, que contenia aproximadamente 8 filetes

con un peso de 400 a 550 g, fue rotulado indicando el tratamiento correspondiente y el numero de
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repeticion (I, I, 111 repeticion). Finalmente, los paquetes fueron almacenados en una congeladora

exclusiva para la investigacion, a una temperatura de 4°C, hasta su analisis microbiologico posterior.

Los criterios microbiolégicos se basaron en la Norma Técnica Peruana 041.001.Pescado fresco
(INACAL, 2019), analizandose cuatro microorganismos: Recuento de mesoéfilos aerobios, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp y el control fisicoquimico (pH) al primer, octavo, quinceavo
y veintidosavo dia de refrigerado. Este parametro fisicoquimico se realiz6 de acuerdo con el método
AOAC 981.12.(1990). El disefio experimental es de tipo factorial 30 x 3T, lo que implica 3 niveles de
ozono (O) y 3 niveles de tiempo (T), con tres repeticiones para cada tratamiento, esto se puede apreciar
en la Tabla 1.

Tabla 1. Interaccion de las variables independientes, segin disefio experimental

., Tiempo de exposicién en inmersion,
Concentracion

Ozono, ppm segu(rg)d 0s.
©) T1 T2 Ts
01 01Ty O1T2 O1Ts
02 0:T1 O.T, 0.T3
O3 Os3T1 OsT2 OsT3
Leyenda:
O : Concentracion de ozono T : Tiempo de inmersién
Os1: Ozono a 0.5 ppm T1: 30 segundos
O,: Ozono a 1.5 ppm T: 60 segundos
Os: Ozono a 2.5 ppm Ts: 90 segundo

Adicionalmente, se incorporé una muestra control que no estuvo expuesta a ninguna variable

independiente, pero que fue objeto de analisis microbiol6gicos de manera semanal.
RESULTADOS

La Figura 1 revela que, a partir del octavo dia, el pH de la muestra control disminuye, situandose por
debajo del umbral minimo aceptable, similar a lo observado con el tratamiento O1T1 en el dia veintidos.
Por otro lado, los niveles de pH de los demas tratamientos se mantienen dentro de los limites considerados

como aceptables.
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Figura 1. Registro de pH de los filetes en todos los dias de evaluacién

Nota: M representa el maximo nivel de pH y m indica el minimo nivel de pH, siendo la zona aceptable (Suérez et al.,
2007)

En la Figura 2, se observa que todos los tratamientos y la muestra Testigo van disminuyendo la carga
microbiana conforme van pasando los dias. Para el Gltimo dia de evaluacién se puede ver que todos los

tratamientos se localizan dentro de los limites establecidos, a excepcion de la muestra Testigo.
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Figura 2. Registro del desarrollo de Staphylococcus aureus en todos los dias de evaluacion

Nota: M representa el maximo nivel de UFC/g y m indica el minimo nivel de UFC/g, siendo la zona aceptable
(Suarez et al., 2007)

En la Figura 3, se muestra que, desde el dia uno hasta el dia veintidds, la presencia de este
microorganismo se ha encontrado por debajo de los limites establecidos en todos los tratamientos,

incluyendo el testigo; siendo los tratamientos O3T1, O3T2 y O3T3 los que presentaron menor actividad.
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Figura 3. Registro del desarrollo de Mes6filos aerobios en todos los dias de evaluacion. Nota: M representa el maximo nivel
de UFC/g y m indica el minimo nivel de UFC/g, siendo la zona aceptable (Suérez et al., 2007)

Los microorganismos Salmonella sp y Escherichia coli, no fueron sometidos a un analisis estadistico ya
que reportaron ausencia y 0 UFC/g en placas, respectivamente. Los demas indicadores pasaron a un

analisis de varianza, considerdndose un nivel de significancia del 5%.

En la Tabla 2 se presentan los valores de pH, destacando el tratamiento O3T1 por tener un nivel de pH
significativamente mas alto en comparacion con los demas tratamientos. Por otro lado, la muestra testigo
muestra los valores mas bajos de pH, diferenciandose de manera significativa del resto de los

tratamientos.

Tabla 2. Prueba de Tukey: Agrupaciones de los tratamientos de acuerdo con los valores de pH

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 6.61 a
03T2 6.57 b
03T3 6.56 b
02T3 6.47
0212 6.45 c d
02T1 6.41 d
01713 6.35
01T2 6.33
01T1 6.31
Testigo 6.26 f
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En la Tabla 3, se observa el comportamiento de Staphylococcus aureus, donde los tratamientos O3T1,
03T2 y O3T3 muestran valores similares, indicando la menor carga microbiana. Mientras tanto, la
muestra Testigo representa el extremo opuesto, ya que se diferencia significativamente de los demas

tratamientos al presentar los niveles mas altos de Staphylococcus aureus.

Tabla 3. Agrupacion de tratamientos basada en los niveles de Staphylococcus aureus, segun Prueba de Tukey

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 3.17E+03 a
03T2 4.58E+03 a b
03T3 5.08E+03 a b
0271 7.42E+03 b
02712 7.92E+03 b
02713 9.17E+03 c d
01T1 1.24E+04 d
0112 1.33E+04
01T3 1.43E+04
Testigo 2.01E+04 f

En la Tabla 4 se muestra que los tratamientos O3T1, O3T2 y O3T3 muestran la menor carga microbiana
de mesofilos aerobios, mientras que la muestra Testigo es la que muestra los valores méas altos,

distinguiéndose de manera significativa de los otros tratamientos.

Tabla 4. Agrupacion de tratamientos segun los niveles de Mesofilos Aerobios, segin Prueba de Tukey.

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 5.87E+04
03T2 7.48E+04 a
0373 8.11E+04
02T1 1.52E+05 b
01T1 1.89E+05 b c
0273 1.91E+05 b ¢
0272 2.17E+05 c
0113 2.17E+05 c
01T2 2.22E+05 c

Testigo 2.76E+05 d

DISCUSION

El pH es un factor critico para determinar la calidad del pescado. Segln Suérez et al. ( 2007) el proceso
de ablandamiento del pescado comienza durante las primeras 24 horas de almacenamiento en

refrigeracion. Durante la investigacion, se monitore6 el pH, cuyos resultados se presentan en la Figura

11
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1. Destaca que los tratamientos con ozono a concentraciones de 2.5 y 1.5 ppm mantuvieron valores
destacados a lo largo de todo el periodo de evaluacion. Asimismo, se nota que el tratamiento O1T1y la
muestra control se posicionaron cerca del limite minimo permitido desde el primer dia. Al llegar al octavo
dia, ambos descienden a un pH de 6.3, marcando el inicio del deterioro del filete de trucha en la muestra
control, deterioro que se acentua con el paso de los dias. Suérez et al. (2007) indican que el pH del
musculo de un pescado inmediatamente después de la captura es cercano a 7 y conforme pasan los dias
va descendiendo a valores de 6.5 o inferiores, datos que respaldan a los obtenidos en esta investigacion.
No obstante, la Red de Seguridad Alimentaria Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (2020) sefiala que el pH, por si mismo, no determina la frescura ni la calidad del pescado. Con
todo ello, se concluye que el ozono mantiene el pH en los filetes de trucha arco iris, sin embargo, faltan
mas parametros fisicoquimicos para indicar que la muestra Testigo, aun por debajo del 6.3, esté

deteriorada.

El ozono, reconocido por su poder oxidante, es un biocida muy efectivo (Pérez-Calvo, 2019), empleado
en diversos alimentos (verduras, frutas y pescado) (Dobeic, 2017), es capaz de reducir o inhibir mohos,
virus, bacterias, levaduras y parasitos incluso en bajas concentraciones (Sarooei et al., 2019), sin embargo
su eficacia puede variar con el tiempo de inmersion, estado fisiologico del cultivo, temperatura, pH del
medio y humedad (Yousef et al., 1999). En este estudio, todos los tratamientos reportaron colonias de
Staphylococcus aureus por encima del maximo nivel (103 UFC/g) segln la NTP 041.001.2019. Pescado
fresco. al primer y octavo dia de evaluacion, sin embargo, el tratamiento O3T1 (2.5 ppm de ozono por
30 s) mostrd la menor cantidad de colonias (9 x 103 UFC/g), mientras que la muestra Testigo, la que
reportd la mayor cantidad (35 x 103 UFC/g). Desde el dia quince, dos de los tratamientos se ubicaron
dentro del rango aceptable, especificamente el tratamiento O3T1 y O3T2, con 0 UFC/g y 103 UFC/g,
respectivamente. Para el dia veintidos, todos los tratamientos, a excepcién de la muestra control, se
encontraban dentro del area considerada como aceptable. Estos hallazgos son consistentes con los
resultados obtenidos por Cosemar Ozono (2005), quienes observaron una reduccion de la carga
microbiana en mejillones tratados con 0zono a una concentracion de 0.75 ppm durante 10 minutos.

Medeiros y Gongalves (2013) sugieren que a concentraciones mayores de 2.5 ppm pueden mejorar la
calidad del pescado refrigerado, y Parra-Cérdova et al. (2020) indican que a una concentracion de 2.5
ppm de ozono 15 minutos lograron 10 UFC/g de Staphylococcus aureus en filetes de pescado Dorado,
cumpliendo con la Norma Técnica Ecuatoriana NTE: INEN 183:2013. Se concluye que el tratamiento
con 0zono a una concentracién de 2.5 ppm durante 30 segundos logré eliminar aproximadamente un 74%

del crecimiento de microorganismos en filetes de trucha arco iris. A pesar de no alcanzar los criterios de

12
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aceptabilidad segin la norma NTP 041.001.2019 para pescado fresco, el tratamiento O3T1 se destacd

por su efectividad contra este microorganismo.

En la investigacion, los mesofilos aerobios fueron empleados como indicadores de la contaminacion
global. Se detect6 que el tratamiento con agua ozonizada tuvo un impacto positivo, manteniendo todas
las muestras, incluso la muestra Testigo, por debajo del umbral minimo estipulado (5x10° UFC/g),
conforme a los estandares de la NTP 041.001.2019. Sin embargo, la muestra Testigo destac6 por ubicarse
casi al limite maximo permitido (4.23x10° UFC/g). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Medeiros y Gongalves (2016), quienes emplearon 0.5 ppm de ozono por 15 minutos reduciendo en su
mayoria los mesofilos aerobios en tilapia del Nilo; y con Zhao et al. (2015) pero sumergiendo durante
30 minutos. Se concluye que el tratamiento O3T1 fue el que registr6 menores unidades formadoras de

colonias, logrando reducir a un 77% de UFC/g en filetes de trucha.

En este estudio no se registré crecimiento de Salmonella sp y Escherichia coli, en ningln tratamiento, ni
en la muestra testigo. Al igual que Tomita et al. (2010), no reporto presencia de coliformes fecales en sus
filetes de merluza, y Periago et al. (2017), reportando ausencia en Salmonella sp.

CONCLUSIONES

El agua ozonizada demostrd ser eficaz como agente antimicrobiano contra Staphylococcus aureus,
especialmente el tratamiento O3T1 (2.5 ppm de ozono y 30 s de inmersion), respecto a mesofilos
aerobios, mantuvo a todos los tratamientos por debajo del limite minimo segn la NTP 041.001.20109.
Pescado fresco. Para Salmonella sp por cada 25 g de filete de trucha arco iris y Escherichia coli por cada
10 g de filete de trucha, ninguno de los tratamientos mostrd desarrollo de unidades formadoras de
colonias (UFC).
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