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RESUMEN

Los productos hidrobioldgicos son muy perecibles, por ello la presente investigacion estudio
el efecto antimicrobiano del agua ozonizada sobre filetes de Oncorhynchus mykiss a distintos
tiempos de inmersién (30, 60 y 90 s) y concentracion (0.5, 1.5 y 2.5 ppm). Se analiz6 el
crecimiento de Staphylococcus aureus, mesofilos aerobios, Salmonella sp y Escherichia coli
al primer, octavo, quinceavo y veintidosavo dias de refrigerado (4° C) las muestras, y se
llevd un control pH de cada muestra. Segun los resultados, el agua ozonizada tuvo un
importante efecto antimicrobiano respecto a Staphylococcus aureus, siendo el tratamiento
con 2.5 ppm de ozono y 30 s de inmersion (O3T1) el que prevalecié sobre los demas
tratamientos con este microorganismo y pH. Respecto a mesofilos aerobios, mantuvo a todos
los tratamientos por debajo del limite minimo. En cuanto a Salmonella sp no hubo desarrollo
de UFC por cada 25 g de filete y en Escherichia coli no se report6 crecimiento de UFC por
cada 10 g de filete. Con todo ello, se concluye que el ozono si influye manteniendo el pH'y
en la reduccién de carga microbiana. Ademas, que la empresa Ecofriendly Engineers S.A.C

provee a sus clientes trucha arco iris en buen estado.

Palabras claves: Microbiologia, ozono, Oncorhynchus mykiss
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ABSTRACT

Hydrobiological products are very perishable; therefore, the present investigation studied the
antimicrobial effect of ozonated water on Oncorhynchus mykiss fillets at different immersion
times (30, 60 and 90 s) and concentrations (0.5, 1.5 and 2.5 ppm). The growth of
Staphylococcus aureus, aerobic mesophiles, Salmonella sp and Escherichia coli was
analyzed on the first, eighth, fifteenth and twenty-second day of refrigeration (4°C) of the
samples, and a pH control was carried out on each sample. According to the results, ozonated
water had a significant antimicrobial effect on Staphylococcus aureus, being the treatment
with 2.5 ppm ozone and 30 s of immersion (O3T1) the one that prevailed over the other
treatments with this microorganism and pH. With respect to aerobic mesophiles, all
treatments remained below the minimum limit. As for Salmonella sp, there was no
development of CFU per 25 g of fillet and in Escherichia coli, no growth of CFU per 10 g
of fillet was reported. With all this, it is concluded that ozone does have an influence in
maintaining the pH and in the reduction of microbial load. Furthermore, Ecofriendly

Engineers S.A.C. provides its clients with rainbow trout in good condition.

Key words: Microbiology, ozone, Oncorhynchus mykiss.




I. INTRODUCCION

En la actualidad la actividad acuicola, econdmicamente se ha globalizado con una
perspectiva de crecimiento muy importante, ya que las zonas marinas de explotacion se
hallan sobre saturadas lo que perjudica a la inocuidad alimentaria en este tipo de productos.
Sin embargo, la demanda de productos derivados de pescados se mantienen constante en
cuanto a su crecimiento, debido al alto contenido proteico y nutritivo; y en el Perq, el
potencial para cultivar y generar productos derivados hidrobiolégicos es grande, ya que
poseemos los recursos acuicolas y climatoldgicos adecuados para la producciéon de

Oncorhynchus mykiss (Tantalean, 2014).

En Cajamarca se estan produciendo trucha fresca entera, eviscerada, deshuesada, filete de
trucha tanto para las amas de casa, catering y la empresa minera, siendo el deseo de los

productores exportar en el futuro (Banco Central de Reserva del Peru, 2007).

Multiples paises, ya sea europeos, latinoamericanos, asi como en el resto del mundo emplean
ozono (Os) para prevenir bacterias, mohos, virus y olores a varios tipos de alimentos como
quesos, pescados, carnes, huevos, frutas, etc., producto, a bodegas y equipos, pudiéndose asi
prolongar su tiempo de conservacion (Sanjués Rey, 2012).

Es por ello que nacen investigaciones sobre este tema interesante, tales como de, Espinosa
(2015) quien realizé un estudio basandose en sumergir filetes de dorada (Sparus aurata) en
agua ozonizada en diferentes concentraciones (0.35, 0.50 y 0.75 mg L) durante 10 minutos,
y una concentracion de 0.30 mg L™ durante 20 y 40. Sin embargo, obtuvo como resultado
que el empleo de ozono a concentraciones inferiores de 0.75 mg L™ es insuficiente para

reducir la carga microbiana de filetes de dorada.

Asi mismo, Medeiros y Gongalves (2016) investigaron la eficacia del agua ozonizada como
desinfectante para eliminar microorganismos en tilapia del Nilo. Sumergié muestras enteras
y en filetes en agua fria a una temperatura de 11 °C sin ozono (control) y con ozono (0.5,
1.0, 1.5 ppm) durante 0, 5, 10 y 15 minutos. Como resultado obtuvo que la tilapia entera que
fue sumergida a 1,5 ppm present6 un 88,25% de reduccion en carga microbioldgica, a los 15
minutos de contacto. Y en el caso de filetes, los sumergidos a 1y 1,5 ppm mostraron 77,2%
y 79,49%, respectivamente. En este estudio ni el pH ni el color de los filetes se vieron
afectados por el tratamiento del agua ozonizada. Sin embargo, se observd un pequefio

proceso de oxidacion de lipidos por el aumento en el valor de TBARS. Todos estos
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resultados prueban la eficacia del agua para disminuir su carga microbiana y mantener la

calidad del pescado.

También, Zhao et al. (2015) investigaron los cambios quimicos, microbioldgicos, de color y
de textura de filetes de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) sumergidos en agua ozonada
como un pretratamiento para el almacenamiento congelado. Para ello utilizd6 una
concentracion de 4,5 mg / L de agua que contenia 0zono durante 30 min y se almacenaron a
-18 + 1 ° C durante 180 dias y como controles uso filetes sin tratamientos. El tratamiento de
agua ozonizada tuvo efectos antimicrobianos, blanqueadores y de mejora de la calidad de la

textura en el procesamiento de filetes de tilapia aparte de prolongar su vida util.

Tomita et al. (2010) realizaron el presente estudio donde investigo la eficiencia del ozono
como agente higienizante en el agua para el procesamiento de merluza de Goete y verifico
sus efectos sobre la calidad y estabilidad de filetes de merluza de Goete en condiciones
controladas de refrigeracion. Realizé 3 tratamientos: a) agua 0zonizada a una concentracion
de 2 ppm, durante 5 minutos; b) agua ozonizada en concentracion superior a 2 ppm, durante
5 minutos, y ) agua clorada a una concentracion de 5 ppm, durante 1 minuto; y el tratamiento
“d” se refiere a la muestra que no fue sometida a ningun tratamiento. Los resultados de los
analisis realizados en el pescado entero y en los filetes incluyeron parametros fisico-
quimicos, microbioldgicos y sensoriales demostraron que no existia diferencia significativa
(p <0,05) entre los tratamientos dados en el pescado entero y en el estudio de vida util

realizado en los filetes Merluza de Goete.

Al igual que, Karamah et al. (2019) aplicaron agua ozonizada para mantener la conservacion
de la carne de atun, ya que este alimento es muy perecedero. Esta investigacion se llevo a
cabo probando la solubilidad del ozono en agua e introduciendo el atin durante 40, 80, 120
minutos de tiempo de contacto a 8 ° C y una dosis de ozono de 0,3 mg/ L; se puso en contacto
a37°C,25°Cy8°C durante 120 minutos y una dosis de ozono de 0,3 mg/ L; y se puso
en contacto a 8 ° C durante 120 minutos con una dosis de ozono de 0,3 mg /Ly 0,24 mg /
L. Después de este tratamiento, se almacend en un enfriador a 8 °C durante 168 horas o siete
dias. Después de este periodo se analizaron los resultados, y se concluyé que cuanto mayor
es el contacto, menor la temperatura de contacto y mayor la dosis de 0zono, menor es la tasa
de degradacion de la calidad del atin. Ademas, ponerse en contacto con el atun durante 120
minutos puede eliminar las bacterias hasta en un 66,7%, el valor del pH baja a 5,58 poco

tiempo despueés de que el atun entra en contacto con el agua ozonizada.
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Chawla et al. (2008) optimizaron el tratamiento de agua ozonizada en la carne de camarén
silvestre para reducir la contaminacion microbiana. Las muestras de camardn se sumergieron
enaguacon 1, 2y 3 ppm de ozono disuelto con tiempos de tratamiento de 20, 40 y 60 s para
todas las concentraciones. Concluy6 que el remojo en 3 ppm de ozono disuelto durante 40 y
60 mostro la mayor reduccion de bacterias aerdbicas totales, y 60 s en 3 ppm resulto en la
mayor reduccién de bacterias Pseudomonas. Ademas, el tratamiento de agua ozonizada en

la carne de camardn no produjo oxidacion.

Crapo et al. (2004) estudiaron la eficacia del ozono como bactericida en el procesamiento de
mariscos crudos a una concentracion de (0,6-1,5 ppm). Sin duda el agua ozonizada fue casi
tan eficaz como el agua clorada para reducir los niveles de Listeria innocua en las areas
inocuas en contacto con los alimentos. Sin embargo, el agua ozonizada aplicada a los filetes
de pescado no fue eficaz para el control bacteriano. Cabe mencionar que el ozono redujo la
vida util ya que aceler6 el desarrollo de rancidez. Recomiendan usar el 0zono como

desinfectante para superficies de contacto.

Gokce et al. (2019) estudiaron los efectos del agua ozonizada las propiedades fisicoquimicas
y la calidad microbioldgica de la pechuga de pavo. Sumergid este alimento en 1 x 102 kg L
durante 8 horas. Finalmente, se logré inactivar microorganismos, tales como bacterias
mesoéfilas aerobias totales, enterobacteriaceas y levadura-moho. Pero, también provoco
cambios significativos en las cantidades de carbonilo, en las sustancias reactivas del &cido
tiobarbitarico, color y los valores de pH, lo que significa que los parametros de calidad de la

pechuga de pavo se ven drasticamente afectados por el tratamiento del agua ozonizada.

Mubhlisin et al. (2016) evaluaron los efectos de la exposicion de filetes de pechuga de pato y
pollo al ozono gaseoso, estos fueron almacenados bajo un flujo continuo de 0zono gaseoso
(10x10° kg O3/ m3/ h) a4 + 1 ° C durante 4 dias. La exposicion duré 15 minutos y se
desactivo durante 105 minutos, se activé durante el almacenamiento. Concluyeron que el
ozono reduce eficazmente el crecimiento de bacterias coliformes, aerébicas y anaerdbicas

tanto en la pechuga de pollo como en la de pato.

De acuerdo a la experiencia de los consumidores, se sabe que, los pescados y productos
hidrobioldgicos en general, son perecibles en comparacidn con otro tipo de productos como
los carnicos, hortalizas y frutas. Asi mismo, la calidad higiénica de estos productos

hidrobioldgicos se ven menguados debido a la contaminacion cruzada y presencia de




microorganismos lo que conlleva a la generacion de descomposicién. Es por ello, que la
industria alimentaria busca métodos de conservacion para estos productos. Uno de ellos es
la aplicacion del ozono en la manipulacion, lavado y transporte del pescado, ya que este no
dafa el producto, sino que proporciona al agua las condiciones higiénicas ideales. Asi
mismo, este gas destruye bacterias y microorganismos patdégenos causantes del dafio de
alimentos perecederos, para asi prolongar su conservacion y vida util (Top Ozono, 2021).

En la ciudad de Jaén, la empresa privada de procesamiento de productos hidrobioldgicos
Ecofriendly Engineers SAC, se dedica al procesamiento y comercializacién de productos
hidrobioldgicos como la trucha arco iris, pero dicha empresa presenta una desventaja en el
flujo de procesamiento, la desinfeccion de los filetes. Actualmente ellos no someten a
desinfeccion por desconocimiento de la metodologia a emplear. Es por ello, que nace esta
investigacion con el objetivo de determinar el efecto antimicrobiano del agua ozonizada en
la industria de procesamiento de filete de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) y su efecto
antimicrobiano respecto a Staphylococcus aureus, mesofilos aerobios, Salmonella sp y

Escherichia coli, estudio que sera provechoso para todas aquellas empresas interesadas.

Ademas, se recalca que Ecofriendly Engineers SAC viene trabajando en conjunto con la
Universidad Nacional de Jaén, desarrollando actividades académicas como cursos,
capacitaciones en bionegocios tales como el cultivo de trucha. Por otro lado, la
Municipalidad provincial de Jaén promueve las actividades de cultivo hidrobiologico desde

la parte gubernamental. De este modo se estaria aplicando el modelo de la triple hélice en

nuestra region.
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1.Poblaciéon, muestra y muestreo

2.1.1. Poblacion
Filetes de Oncorhynchus mykiss, obtenidos en la empresa privada de procesamiento de

productos hidrobioldgicos Ecofriendly Engineers SAC.

2.1.2. Muestra
40 kg de filete de Oncorhynchus mykiss.

2.1.3. Muestreo
El muestreo se hizo por conveniencia, descartando a aquellas truchas con signos de

descomposicion, segin la Norma Técnica Peruana 041.001.2019 (2019).

2.2 Variables en estudio

Variables independientes

Concentracion de ozono disuelto en agua: 0.5, 1.5y 2.5 ppm

Tiempos de inmersion: 30, 60y 90 s

Variables dependientes

Calidad microbioldgica: Staphylococcus aureus, Mesdfilos aerobios, Salmonella sp y
Escherichia coli.

Operacionalizacién de variables

Tabla 1

Operacionalizacion de variables independientes y dependientes

Técnicas e

Variables Dimension Indicador
Instrumentos

) Concentracion de ozono  0.5,1.5y 2.5 ppm Medidor de ozono digital
Independientes
Tiempo de inmersién 30, 60,90 s Cronémetro

Calidad microbioldgica:
Mesofilos aerobios UFC/g Analisis microbiologico

) Staphylococcus aureus UFC/g Anaélisis microbiolégico
Dependientes

Ausencia/Presencia

Salmonella sp en 25 g

Analisis microbiologico

Escherichia coli. UFC/g Analisis microbiologico

15




2.3.Métodos, técnicas e instrumentos y procedimiento

2.3.1. Lugar de ejecucion

El procesamiento de filetes de trucha arco iris y la inmersidén en agua ozonizada se
realizd en instalaciones de la empresa Ecofriendly Engineers SAC. El andlisis
microbioldgico se realizd en los laboratorios de la Escuela Profesional de Tecnologia

Médica (Quimica, Tecnologia Médica y Biologia) de la Universidad Nacional de Jaén.

2.3.2. Materia prima

La trucha arco iris es una especie que se cultiva en agua dulce y climas frios, su crianza
demora unos 4 a 5 meses aproximadamente, su carne puede ser de color blanco o
pigmentada, esto varia segun el alimento balanceado que reciben durante su crianza.
Para esta investigacion, la trucha fue obtenida de la piscigranja “El diamante”, distrito
de Chirinos, provincia Jaén. La cosecha de estos ejemplares fue realizada en horas de la
madrugada, aprovechando el clima frio del distrito para mantener un buen rigor mortis.
Las truchas ideales para un fileteado se encuentran en la etapa de engorde, debido a que
en esta etapa se encuentran con un peso comercial entre 250 g — 350 g a mas, y con una
talla de 29 cm — 32 cm. Se emplearon chinguillos para la recoleccién de las truchas y
estas fueron puestas en un recipiente plastico hermético. Luego se realizo el proceso

experimental.

2.3.3.Proceso experimental

Procesamiento de trucha arco iris para la obtencion de filetes

e Recepcion: La materia prima, constituida por truchas enteras frescas, fueron
recepcionadas en un recipiente plastico, de 20 L de capacidad, acondicionada con
abundante hielo (4°C) con el fin de no cortar la cadena de frio en el traslado de las
piscinas de cultivo hasta la planta de procesamiento. Luego, se peso el lote usando
una balanza de plataforma digital de una capacidad de 300 kg marca OPALUX. El
peso obtenido en total fue de 41.2 kg

e Seleccion y clasificacion: Los ejemplares fueron colocados en canastillas. En este
proceso se realizd un muestreo por conveniencia, seleccionandose las truchas con
mayor tamafio (29 — 32 cm aproximadamente, desde boca hasta punta de cola) para
evitar dificultades en el proceso de fileteado, se descartaron aquellas que no fueron
fusiformes, observando detenidamente la piel, ojos, branquias, musculo y 6rganos

internos que no mostraron cambios o alteraciones sensoriales. Para este paso se uso




los criterios considerados en el formato de manual HACCP — PCC de la empresa
Ecofriendly.

Eviscerado: La trucha fue cortada empleando cuchillos de acero inoxidable, limpios
y desinfectados, iniciando desde el orificio urogenital hacia las agallas para extraer
las visceras, rifion y agallas. El proceso fue manual usando guantes quirurgicos de
nitrilo por su alta resistencia a la perforacion.

Lavado: La trucha eviscerada fue lavada con agua potable a chorro continuo para
concluir con la completa remocion de restos de sangre, visceras y escamas.
Fileteado: Para seguir con el proceso, se limpiaron y desinfectaron las areas de
procesamiento con hipoclorito de calcio al 70%. Se realizé el corte tipo filete con
un cuchillo de acero inoxidable limpio y desinfectado, este corte constd en eliminar
la aleta caudal y la cabeza. Luego se realiz6 un corte con el cuchillo a lo largo de la
columna vertebral, obteniendo asi, dos filetes. A ambos filetes se procedi6 a eliminar
las costillas con la ayuda de pinzas fileteras y con un cuchillo se cortaron la aleta
dorsal y la aleta pélvica.

Desinfeccion: Para este proceso se tuvo en cuenta lo siguiente:

Se colocaron 24 filetes en una canastilla de material plastico, limpio y desinfectado,
el cual se sumergio en otros recipientes, rotulados como A, B, C y T, los que
contenian agua ozonizada, previa medicion con el colorimetro digital y controlando

los tiempos de inmersidn, en las concentraciones preparada de acuerdo al disefio

experimental:
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Tabla 2

Numero de tratamientos segun disefio experimental

Concentracién Tiempo de inmersion, s.
Ozono, ppm ®
(@) T1 T2 T3
O1 O1T1 O1T2 O1T3
Oz O2T1 O2T2 02T3
0k OsT1 OsT2 OsT3
Leyenda:
@) : Dilucién de agua ozonizada

01 : Dilucion a 0.5 ppm
02 : Dilucion a 1.5 ppm
Os : Dilucion a 2.5 ppm

T : Tiempo de Inmersion
T1 :30s
T2 :60s
T3 :90s

En total, se sumergieron 240 filetes de trucha arco iris aproximadamente.

Adecuacion del sistema ozonizador

- Se conectd un tanque de oxigeno de 10 m3al generador de 0zono, marca: 0zono
Font, para potenciar su funcionamiento y obtener un 2.5 ppm de ozono, ya que
el generador de ozono por si solo no logra esa concentraciéon. Para la
concentracion de 0.5 ppm el flujometro del tanque de oxigeno estuvo en 4 I/min;
parael 1.5 ppm, en 6 I/min; y para 2.5 ppm, en 8 I/min, mientras que el generador
se mantuvo en 50 %.

- El tanque de agua empleado para todo el proceso contuvo 300 litros de agua.

- El tiempo de circulacion del ozono en dicho tanque fue de 15 minutos, hasta
obtener la concentracidn de ozono requerida, pasado ese tiempo se abrio la llave
de control, para permitir el flujo del agua ozonizada hacia la zona de proceso, a
través de tuberias. Esto se aplic para cada concentracion de ozono de 0.5, 1.5y
2.5 ppm. Para la medicién se emple6 el medidor de ozono digital de 0 — 2.5 ppm,

marca: Colorimeter.
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Oreado: Al término de los tratamientos se coloco en otras canastillas previamente
lavadas y desinfectadas con solucién de hipoclorito al 70% diluido en 200 ppm. Este
paso permitid eliminar el exceso de agua de los filetes, y luego colocadas
inmediatamente en una congeladora doméstica, a una temperatura de 4°C, para
prevenir el quiebre de la cadena de frio que fue sometida desde que ingreso a la
planta procesadora. El oreado tuvo un tiempo de 10 minutos.

Envasado: Los filetes de trucha fueron envasados en bolsas de polietileno de 70
micras de 13 x 21 cm, nuevas de primer uso, en presentaciones de 8 unidades por
paquete con un peso aproximado de 400 - 550 g cada uno.

Sellado: Los filetes envasados en las bolsas de polietileno fueron ingresados a la
maquina Empacadora selladora, marca: Grondoy, Modelo: EV4, para su respectivo
sellado individual y por paguete correspondiente a cada tratamiento.

Rotulado: Se rotularon los paquetes de filetes indicando los 09 tratamientos y por
repeticion, asi como el testigo, correspondientes a la investigacion. Ejemplo: Para
un paquete de 8 filetes se colocd O1T1— | REPETICION, en otro paquete de O1T1—
Il REPETICION y en otro O1T1— Ill REPETICION. Ese mismo procedimiento se
hizo para todos los tratamientos, obteniendo al final 30 paquetes rotulados.
Almacenado: Los filetes de trucha envasados, sellados y rotulados fueron
almacenados en una congeladora marca venus y modelo CTVD-600 a una
temperatura de 4°C hasta su analisis microbioldgico correspondiente. Esta fue de

uso exclusivo para la investigacion, solo los investigadores tuvieron acceso a ella.
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Figural
Diagrama de flujo del procesamiento de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris)

Trucha arco iris

|

Seleccion/ .
Clasificacion } 4°C
A -
Visceras
Eviscerado — Agallas
Rifion
A
Lavado — Sangre
A .
Espinas
Fileteado —» Cabeza
Cola
Agua ozonizada: ;
0:0.5,1.5y 25 ppm —» Desinfeccion
T:30,60y90s
A
10 min { Oreado — Agua
A
Bolsas de polletl_leno Envasado
de 70 micras
A
Sellado
A
Rotulado
A
Almacenado } 4°C

20




2.3.4. Anélisis microbioldgico

Los anélisis microbioldgicos fueron realizados por los investigadores, en las
instalaciones del Laboratorio de Biologia, perteneciente a la Escuela Profesional de
Tecnologia Médica, Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de

Jaén.

En cuanto a los criterios microbiologicos se tomé en cuenta lo recomendando en la
Norma Tecnica Peruana 041.001.2019. Pescado fresco. Por ello se analizaron cuatro
microorganismos: Recuento de mesofilos aerobios, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella sp, al primer dia de refrigerado los filetes de trucha arco iris, a los

ocho dias, quince y veintidos dias.
Preparacion de material de laboratorio:

Los materiales de laboratorio de vidrio usados para los analisis microbioldgicos, fueron
lavados, desinfectados y esterilizados en calor seco mediante la estufa a temperatura 200
°C por el tiempo de 20 minutos, previamente envueltos en papel bond para evitar su

contaminacioén hasta el momento de ser usados.

Las asas microbiologicas fueron esterilizadas en un incinerador de bacterias, marca: JP

selecta.
Preparacion de las muestras a analizar:

En condiciones de asepsia, se utilizaron tijeras y vasos de precipitacion estériles
debidamente rotulados para cada muestra; se cortaron y pesaron los filetes de trucha de

acuerdo a la metodologia de cada agente microbiano a analizar.
Preparacion de medios de cultivo segun el microorganismo analizado:

Los medios de cultivo fueron pesados en balanza una analitica, marca: A&D Weighing,
capacidad 252¢g, sobre una luna de reloj limpia y desinfectada. Autoclavados en una
autoclave esterilizer horizontal, marca: Steel Products, para esterilizar los medios de

cultivo y eliminar la carga microbiana desarrollada en las placas después de cada analisis

microbioldgico.
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e Meséfilos Aerobios

Son bacterias dependientes de oxigeno (aerobias), la presencia de este microorganismo
evidencia la falta de calidad del producto por ineficiencia del uso de buenas préacticas
de manufactura, ademas de esto se evidencian continuamente materias primas
contaminadas o tratamientos insalubres, estas, no alteran la salud en el ser humano, son
usados frecuentemente como indicadores de calidad del procesamiento (Instituto
Nacional de Alimentos, s/f).

Al momento del muestreo es util el historial del producto, en alimentos poco perdurables
aun manipulados correctamente pueden aumentar el recuento de bacterias y desvanecer
su calidad si son almacenados por un periodo dilatado de tiempo. En ese sentido, el
recuento no se encontraria elevado por la condicién de higiene del producto, sino por la

vida uatil del mismo (Obreg6n y Zambrano, 2017).

Se analizd este microrganismo por recuento de colonia mediante técnica de siembra a
profundidad, empleando el medio de cultivo PCA (PLATE COUNT AGAR), siguiendo

los siguientes pasos, tal como indica (Passalacqua y Cabrera, 2014).

1. Se peso 10 g de filete de trucha correspondiente a cada tratamiento. Siendo un total
de 30 muestras a analizar por repeticion.

2. Cada muestra pesada fue afadida en un matraz de 250 mL de capacidad.
Afadiéndose 90 mL de solucion salina fisioldgica estéril. Este matraz contiene la
dilucion 101,

3. Enun tubo de ensayo estéril, con tapa rosca, se afiadieron 9 mL de solucién salina
fisiologica estéril + 1 mL de la dilucién 10, preparado en el paso 2, para obtener la
dilucion de 102,

4. En otro tubo estéril, se afiadio igualmente 9 mL de solucidn salina fisioldgica estéril
+ 1 mL de la dilucion 1072, obtenido en el paso 3, obteniendo asi la dilucion 1073,

5. Luego, se tomo con una pipeta de vidrio esterilizada de 1 mL de la dilucion 107 para
agregar a una placa Petri estéril. Este paso se repitio por tres veces. Lo mismos pasos
descritos se realizaron para la dilucién 102y 107 respectivamente.

6. Se vertid 20 a 25 mL aproximadamente de PCA a cada placa Petri y se homogeniz6
en “X”. Se aguardo hasta que se solidifique el medio de cultivo para que la placa sea
envuelta con papel bond.

; 22
,~ // 3




7. Una vez completado el paso anterior, se llevaron las muestras a incubar empleando
una estufa eléctrica, marca: memmert, modelo: parafina UN30pa, por 48 horas a 37
°C. Obteniendo aqui 30 placas sembradas por repeticion.

8. Pasadas las 48 horas se realizo el recuento de colonias, con la ayuda del equipo
contador de colonias.

9. Se escogi6 las placas que tenian menos de 300 colonias. Se contabilizaron las
colonias que se obtuvieron en cada una de las placas y se calcul6 el numero de
unidades formadoras de colonias presentes.

e Staphylococcus aureus

Este microrganismo es un aerobio facultativo, son gran positivos y son cocos

presentandose en racimo pares o solos, generalmente los estafilococos estan en las fosas

nasales, la pie, heridas de humanos y otros mamiferos. Estos provocan severas

intoxicaciones en el hombre (Zendejas et al., 2014).

Durante su coccién pues acabar con estos microorganismos, pero su sola presencia se

debe a mala manipulacion, inadecuada conservacion, poca refrigeracion, pero también

significa que un recuento minimo no significa ausencia ya que puede haber reducido en
nimero mas pequefio por su etapa del proceso (Gonzélez, 2018). Los Staphylococcus
aureus tienen un pH neutro, temperatura de 30 °C y no es desafiante en presencia de

otros microorganismos (Obregdn y Zambrano, 2017).

Se analiz6 este microrganismo por recuento de colonia mediante técnica de siembra a

profundidad, empleando el medio de cultivo manitol salado, siguiendo los siguientes

pasos, tal como indica (International Standard Organization 1SO 6888-1: 1999, 2013).

1. Se peso 10 g de filete de trucha correspondiente a cada tratamiento. Siendo un total
de 30 muestras a analizar por repeticion.

2. Cada muestra pesada fue afiadida en un matraz de 250 mL de capacidad.
Afadiéndose 90 mL de salina fisioldgica estéril. Este matraz paso a ser la dilucion
101,

3. Enun tubo de ensayo, con tapa rosca, se afiadieron 9 mL de salina fisioldgica estéril
+ 1 mL de dilucion 107, para obtener la dilucion de 1072,

4. En otro tubo, se afiadi6 igualmente 9 mL de salina fisioldgica estéril + 1 mL de la

dilucién 1072 obtenido asi la dilucién 1072,
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5. Luego, se tomd con una pipeta de vidrio 1 mL de cada dilucién (102, 102 y 10%)
para agregar a cada placa Petri. Obteniendo aqui 3 placas Petri de un tratamiento.

6. Se vertio 20 a 25 mL aproximadamente de Agar Manitol Salado a cada placa Petri
y se homogenizé en “X”. Se guardo hasta que se solidifique el medio de cultivo para
que la placa sea envuelta con papel bond.

7. Una vez completado el paso anterior, se llevan las muestras a incubar por 48 horas
a 37 °C. Obteniendo aqui 30 placas sembradas por repeticion.

8. Pasadas las 48 horas se realiz6 el recuento de colonias, con la ayuda del equipo
contador de colonias.

9. Para confirmar la presencia de este microorganismo se procedi6 a identificar el
crecimiento de colonias amarillas.

10. Se picd la colonia y se realizd la tincién de Gram, corroborando al final en el
microscopio, marca: Euromex modelo: bioblue 1000X BB4260, el crecimiento de
racimos de cocos de color morado. Ademas de ello, se comprob6 catalasa positiva.

Todos estos resultados arrojaron que hubo presencia de Staphylococcus aureus.

Tincién de Gram

1. Se selecciona 1 colonia de cada placa Petri.

2. Enuna lamina porta objetos se coloco la colonia seleccionada y se flame6 de 2 a 3
veces sobre la llama de un mechero.

Se afiadi6 de 1 a 2 gotas de cristal violeta y se dejo6 reposar 1 a 2 minutos.

Se lavo el sobrante de cristal violeta con agua destilada y se flame6 de 2 a 3 veces.
Luego se afiadio el aceite de inmersion de 1 a 2 gotas.

o o > w

Se coloco el cubreobjetos y se llevo a analizar al microscopio a 100x.

e Salmonella sp

Bacilo Gram negativo, con comportamiento anaerobio facultativo, alojandose en el
tracto intestinal de animales sanos y personas. Las heces son el principal contaminante

en los alimentos y el agua; es por ellos que una persona cuando ingiere alimentos o agua

contaminados le causa una infeccion gastrointestinal conocida como “salmonelosis”
(Mora, 2018).
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Su proliferacién es a causa de la temperatura y el tiempo, por lo que requiere en
alimentos frescos una refrigeracion rapida de 5.2 °C como minimo para evitar se
multiplique; requiere de un pH de 3.8 a 9.5y una actividad de agua en 0.93 a >0.99

como maximo (Elika, 2021).

Se analizo este microrganismo por recuento de colonia mediante técnica de siembra a
profundidad, empleando el medio de cultivo CHROMagar Salmonella plus supplement,

siguiendo los siguientes pasos, tal como indica (The chromogenic media Pioneer, 2022).

1. Se peso 25 g de filete de trucha correspondiente a cada tratamiento. Siendo un total
de 10 muestras a analizar por repeticion.

2. Cada muestra pesada fue afiadida en un matraz de 250 mL de capacidad.
Afadiéndose 225 mL de agua destilada.

3. Cada matraz fue envuelto con papel bond, amarrado con hilo pabilo y rotulado segun
su tratamiento respectivo.

4. Se llevaron a incubar los matraces a una temperatura de 37 °C por un tiempo de 24
horas.

5. Por otro lado, se preparo caldo selenito y se agregd 9 mL en cada tubo de ensayo.

6. Pasado las 24 horas de incubacién de los matraces, se pipeted 1 mL y se coloco en
su tubo de ensayo respectivo.

7. Los tubos de ensayo fueron llevados a incubar a una temperatura de 37 °C por un
tiempo de 24 horas.

8. Al dia siguiente, se prepar6 el medio de cultivo y se vertio en cada placa Petri, se
esperd a que solidifique.

9. Unavez cumplido el tiempo de incubacion de los tubos de ensayo, se sacO una asada
y se sembro por agotamiento en cada placa. Obteniendo aqui 30 placas en total.

10. Realizado el paso anterior, se llevaron a incubar todas las placas sembradas a una
temperatura de 37 °C por un tiempo de 24 horas.

11. Luego de este tiempo, se paso al conteo de colonias, a identificar colonias color
Malva.

12. Para corroborar la presencia o ausencia de Salmonella sp se procedid a realizar una
reaccién bioquimica, con agar Triple Sugar Iron (TSI), Simmons Citrato (SC) y
Sulfide Indole Motility (SIM).

25




Reaccion bioquimica

De las placas que se detectaron la coloracién malva se picaron para ser identificadas por

la prueba bioquimica.

1.

En tubos de ensayo estériles con tapa rosca, se vertio los medios de cultivo y se
inclinan en un angulo aproximado de 45°, y se espero a ser solidificado el agar, a
esta inclinacion se le conoce como pico de flauta.

Solidificado el agar e identificado la colonia, con un asa bacteriolégica en punta se
tomo la colonia y se pico en los tubos, terminando la siembra estriandose en el pico
de flauta,

Se lleva a incubar los tubos de ensayo a 37 °C por 24 horas.

Se interpretaron los resultados segun los medios de cultivo.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS AGAR TSI.

Estudiar el color del medio de cultivo y la produccion de gas:

v

Zona alcalina/profundidad &cida (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo
Unicamente fermenta la glucosa.

Superficie acida/Profundidad 4acida (pico amarillo/fondo amarillo): el
microorganismo fermenta lactosa, glucosa y/o sacarosa.

Zona alcalina/Profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo es no
fermentador de azucares.

La aparicién de burbujas o la separacion del medio de cultivo indican que el
microorganismo produce gas.

El ennegrecimiento del medio sefiala que el microorganismo produce acido
sulfhidrico (Laboratorios Britania, 2021)

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL AGAR SC

v

Positivo: crecimiento bacteriano con un intenso color azul en el pico de flauta.

v Negativo: ausencia de crecimiento y permanencia del color verde del medio de

cultivo (Laboratorios Britania, 2011)
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL AGAR SIM MEDIO

Estudiar la movilidad y el color del medio de cultivo. Luego realizar la prueba de indol.

v" Movilidad:
- Resultado positivo: aparicion de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de
siembra.
- Resultado negativo: crecimiento Unicamente en la linea de siembra.
v Produccion de SHz:
- Resultado positivo: ennegrecimiento del medio de cultivo a lo largo de la linea
de siembra o en todo el medio.
- Resultado negativo: el medio se mantiene sin cambio de color.
v Prueba del indol: Agregar al medio de cultivo 3 a 5 gotas de Indol Reactivo
- Resultado positivo: color rojo.
- Resultado negativo: el color del reactivo revelador se mantiene incoloro-
amarillento (Laboratorio Britania, 2001).
e Escherichia coli
La E. coli, bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae;
forma parte de la flora normal del intestino del hombre y los animales de sangre caliente,

constituyendo una de las especies bacterianas mas abundantes.

En gran parte de los tipos de E. coli son inocuos y son parte de un tracto intestinal sano.
Sin embargo, algunos causan enfermedades severas, como infecciones urinarias,
diarrea, enfermedades respiratorias e infecciones del torrente sanguineo. Los tipos de E.
coli causan enfermedades que se trasmiten a través del agua o los alimentos
contaminados, del contacto con personas o animales (Centros para el control y la

prevencion de enfermedades, s/f; Instituto Nacional de Alimentos, s/f).

Se analizo este microrganismo por recuento de colonia mediante técnica de siembra a
profundidad, empleando el medio de cultivo EC MEDIUM with MUG, siguiendo los

siguientes pasos, tal como indica (Valenzuela, 2001).
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1. Sepeso6 10 g de filete de trucha correspondiente a cada tratamiento. Siendo un total
de 30 muestras a analizar.

2. Cada muestra pesada fue afiadida en un matraz de 250 mL de capacidad.
Afadiéndose 90 mL de salina fisioldgica estéril. Este matraz paso a ser la dilucion
101,

3. Enun tubo de ensayo, con tapa rosca, se afiadieron 9 mL de salina fisioldgica estéril
+ 1 mL de dilucion 102, para obtener la dilucion de 1072,

4. En otro tubo, se afiadié igualmente 9 mL de salina fisioldgica estéril + 1 mL de la
dilucion 107 obtenido asf la dilucion 103,

5. Luego, se tomd con una pipeta de vidrio 1 mL de cada dilucion (102, 102 y 10)
para agregar a cada placa Petri. Obteniendo aqui 3 placas Petri de un tratamiento.

6. Se vertidé 20 a 25 mL aproximadamente de EC MEDIUM a cada placa Petri y se
homogenizo6 en “X”. Se aguardo hasta que se solidifique el medio de cultivo para
que la placa sea envuelta con papel bond.

7. Una vez completado el paso anterior, se llevan las muestras a incubar por 48 horas
a 37 °C. Obteniendo aqui 30 placas sembradas por repeticion.

8. Pasadas las 48 horas se procedio a identificar las colonias, agregandose una gota de
indol directo en la placa.

9. Elresultado fue negativo en Escherichia coli y cero en UFC.

Control de pH en los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris)

Este parametro fisicoquimico se realizo de acuerdo con el método AOAC 981.12., segln
Association of Official Analytical Chemists (1990).

En un vaso de precipitacion de 50 mL se coloco 10 g muestra de trucha (pulpa y piel),
se afnadieron 10 mL de agua destilada y se dejo en reposo por 15 minutos, con
agitaciones suaves. Transcurrido el tiempo, el pH fue medido con un pH-metro, marca:

Metrohm, modelo: 913 pH Meter, los valores fueron reportados con dos decimales.
2.4.Disefo experimental

La presente investigacion es de tipo experimental ya que se manipulara las variables
independientes, dilucién de agua ozonizada (O) y tiempo de inmersion (T), para conocer
la relacion causa-efecto sobre las variables dependientes, capacidad antimicrobiana,

caracteristicas fisicoquimicas del filete de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris).
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Esta investigacion corresponde a un tipo factorial 30 x 3T, con tres (3) repeticiones por

cada tratamiento resultante.

Tabla 3

Numero de tratamientos segun disefio experimental

Concentracion Tiempo de inmersion, s.

Ozono, ppm (M
(0) T1 T2 T3
01 O1T1 O1T2 O1Ts
02 O2T1 O2T2 O2Ts
Os OsT1 OsT2 OsT3
Leyenda:

O : Dilucién de agua ozonizada
01 : Dilucion a 0.5 ppm
02 : Dilucién a 1.5 ppm
Os : Dilucion a 2.5 ppm

T : Tiempo de Inmersion

T1 :30s
T2 :60s
Ts :90s

Asi mismo, se considerd una muestra testigo la cual no fue sometida a la accion de
ninguna de las variables independientes, pero si fue analizada microbiol6gicamente

semana a semana.
2.5.Andlisis de datos

Para el analisis de datos fisicoquimicos y microbiologicos, se utilizd el programa
Microsoft Excel, para representar graficamente los promedios de cada uno de los
indicadores incluyendo sus respectivos limites estipulados. Ademas, mediante el
software estadistico R Project en su version 4.2.2, se realizo el andlisis de varianza

ANOVA vy las pruebas de significancia de medias de Tukey, considerando un nivel de

confianza del 95%.
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I11. RESULTADOS

Los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico, a excepcion de los resultados de
los microorganismos Salmonella sp y Escherichia coli ya que en ellos no hubo crecimiento

en placas, se determino ausencia 'y 0 UFC/g, respectivamente.

Registro de pH de los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) durante el

almacenamiento

En la figura 2 se tiene representado el promedio de los niveles de pH de cada tratamiento a
través de los dias de observacion; asi como los valores minimo y maximo (6.3 y 6.7),
establecidos segun la Organizacidén de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) (1998). Se puede ver que, en cada uno de los dias observados, los niveles
de pH del testigo estan por debajo del minimo establecido, asi como el tratamiento O1T1
para el dia 22. Mientras que, para los tratamientos restantes, en cada dia el pH obtenido se
encuentra dentro de los limites mencionados.

Figura 2

Evolucion del pH en los tratamientos evaluados.
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Nota: La figura muestra la evolucion del pH de los filetes de trucha de acuerdo al tratamiento
sometido. M representa el maximo nivel de pH y m indica el minimo nivel de pH, siendo
considerado el espacio que se ubica entre ellas como la zona aceptable, segln los datos
obtenidos por Suérez et al., 2007; Vargas (2014).
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Efecto antimicrobiano del agua ozonizada en los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha
arco iris) respecto a Staphylococcus aureus.

En la figura 3, se ha graficado la evolucién de los promedios de UFC/g de Staphylococcus
aureus para cada tratamiento, a través de los dias de observacion. Se observa que, a través de
los dias, la presencia de esta bacteria disminuye en todos los tratamientos, incluyendo el testigo.
Para el ultimo dia de observacion se puede ver que todos los tratamientos los niveles de
Staphylococcus aureus se localizan dentro de los limites establecidos, a excepcion del testigo,

cuyo nivel al finalizar el estudio es aun elevado.

Figura 3

Evolucion de Staphylococcus aureus en los tratamientos evaluados.

040E+03

O1T1
035E+03 o112
030E-+03 0173
——02T1
025E+03
O == (2T2
& 020E+03 e 02T3
015E+03 ——03T1
=o=03T2
+
010E+03 e O3T3
005E+03 —+—Testigo
006E+00 M
1 8 15 22 m

Dias

Nota: La figura muestra la evolucion del crecimiento de Staphylococcus aureus en los filetes
de trucha de acuerdo al tratamiento sometido. M representa el maximo nivel de UFC/g y m
indica el minimo nivel de UFC/g, siendo considerado el espacio que se ubica entre ellas como
la zona aceptable, segin la Norma Técnica Peruana 041.001.2019 (2019),
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Efecto antimicrobiano del agua ozonizada en los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha
arco iris) respecto a mesofilos aerobios.

El comportamiento de los promedios de Mesofilos aerobios en cada tratamiento, a través de los
dias de observacion, se muestra en la figura 4. En la cual se puede ver que, desde el dia inicial
de observacion, hasta finalizar el estudio, 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 han presentado menor actividad.

Figura 4

Evolucion de desarrollo en UFC/g de Mesdfilos aerobios viables segln los tratamientos
evaluados.
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Nota: La figura muestra la evolucion del crecimiento de Mesoéfilos aerobios viables en los filetes
de trucha de acuerdo al tratamiento sometido. M representa el méximo nivel de UFC/g y m
indica el minimo nivel de UFC/g, siendo considerado el espacio que se ubica entre ellas como
la zona aceptable, segin la Norma Técnica Peruana 041.001.2019 (2019).

Evidenciando graficamente la presencia de posibles diferencias entre tratamientos en cada uno
de los indicadores evaluados, se realizd el andlisis de varianza para cada una de las
determinaciones. Los resultados se tienen en la tabla 4, en el que se puede ver que,
considerando un nivel de significancia del 5%, se ubicaron diferencias significativas entre los

tratamientos para cada uno de los indicadores evaluados (p-valor = 0.0000 < 0.05).
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Tabla 4
Andlisis de varianza de las determinaciones fisicoquimicas y microbioldgicas para los

tratamientos evaluados.

Indicadores F GL P-valor

pH 167.8558 9 0.0000
Staphylococcus aureus 39.8522 9 0.0000
Mesofilos aerobios 53.0682 9 0.0000

Posterior al analisis de varianza, en el que se detectaron diferencias significativas, se lleva a
cabo la prueba de Tuckey para determinar los grupos de tratamientos con valores similares para

da indicador evaluado.

En la tabla 5, se tienen los resultados de la prueba de Tukey para los valores de pH,
considerando un nivel de significancia del 5%. Se puede visualizar que el tratamiento O3T1 se
diferencia significativamente del resto de tratamientos, siendo el que presenté mayor nivel de
pH. Mientras que el testigo es el que presenta los menores valores, diferenciandose

significativamente del resto de tratamientos.

Tablas

Prueba de Tukey. Agrupamiento de tratamientos segun valores de pH.

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 6.61 a
03T2 6.57 b
0O3T3 6.56 b
02713 6.47 C
02T2 6.45 c d
02T1 6.41 d
01T3 6.35 e
0112 6.33 e
01T1 6.31 e
Testigo 6.26 f

En la tabla 6, se tienen los resultados de la prueba de Tukey para el comportamiento de
Staphylococcus aureus, considerando un nivel de significancia del 5%. Se puede visualizar que
los tratamientos O3T1, O3T2 y O3T3 conforman un grupo con valores similares, los cuales

presentan la menor actividad bacteriana; mientras que el testigo es el extremo opuesto a ese
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resultado, pues se diferencia significativamente del resto de tratamientos, presentando los
mayores niveles de Staphylococcus aureus.

Tabla 6

Prueba de Tukey. Agrupamiento de tratamientos segun valores de Staphylococcus aureus.

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 3.17E+03 a
0312 458E+03 a b
03T3 508E+03 a b

02T1 7.42E+03 b c

0212 7.92E+03 b c

02713 9.17E+03 cd
O1T1 1.24E+04 de
0112 1.33E+04 e
01713 1.43E+04 e
Testigo 2.01E+04 f

Los resultados de la prueba de Tukey para el comportamiento de Mesofilos aerobios se tienen
en la tabla 7. El grupo de menor actividad microbiana esta formado por los tratamientos O3T1,
0O3T2 y O3T3; mientras que el testigo es el que presenta los valores superiores de Mesotfilos

aerobios, diferenciandose significativamente del resto de tratamientos.

Tabla 7

Prueba de Tukey. Agrupamiento de tratamientos segun valores de Mesofilos aerobios.

Tratamientos Promedio Grupos
03T1 5.87E+04 a
03T2 7.48E+04 a
03T3 8.11E+04 a

02T1 1.52E+05 b
01T1 1.89E+05 b c
02713 1.91E+05 b c
02T2 2.17E+05 C
01T3 2.17E+05 C
01712 2.22E+05 C
Testigo 2.76E+05 d
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IV. DISCUSION

El ozono es un biocida bastante efectivo gracias a su poder oxidante (Pérez-Calvo, 2019),
empleado en verduras, frutas y pescado (Dobeic, 2017), su capacidad oxidante reduce o
inhibe microrganismos (Sarooei et al., 2019). Concentraciones bajas son suficientes para
inactivar mohos, virus, bacterias, levaduras y paréasitos, pero esto también varia con el
tiempo de inmersion y el estado fisiologico del cultivo, la temperatura, el pH del medio y
humedad (Yousef et al., 1999).

El pH es un factor muy importante para evaluar la vida atil del pescado y fundamental para
comercializarla. Segun Suarez et al. (2007) el pescado empieza a ablandarse pasada las 24
horas de almacenamiento en frio. En el transcurso de los analisis de esta investigacion, se
Ilevé un registro de pH. En la figura 2, se puede observar que el grupo de filetes ozonizados
a una concentracion de 2.5 y 1.5 ppm sobresalen respectivamente a lo largo de todos los
dias. Ademas, se observa en el dia uno, que el tratamiento O1T1 y la muestra Testigo se
encuentran casi al limite minimo de pH, y al octavo dia llegan a 6.3, iniciando en ese punto
el deterioro del filete de trucha para la muestra Testigo, la cual sigue bajando en el
transcurso de los dias. El tratamiento O1T1 empieza a descender en el dia dieciséis
aproximadamente, mientras que el tratamiento O1T3, en el dia veintidos. Suarez et al.
(2007) indican que el pH del musculo de un pescado inmediatamente después de la captura
es cercano a 7, conforme el pasar de los dias va descendiendo a valores de 6,5 o inferiores,
datos que contrastan con los obtenidos en esta investigacion. Sin embargo, la Red de
Seguridad Alimentaria Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (2020)
manifiesta que el pH es un pardmetro fisicoquimico poco preciso para concluir que el
pescado esta fresco y de buena calidad, o esta deteriorado. Con todo ello, se puede concluir
que el ozono si influye en mantener el pH en los filetes de trucha arco iris, sin embargo, no
se puede indicar que la muestra Testigo, aun por debajo del 6.3 esté deteriorado, para hablar
de ello haria falta mas registros de parametros fisicoquimicos (Nitrégeno bésico volatil
total, contenido de sodio, fosforo total, histamina, humedad, proteinas) y un analisis

sensorial para evaluar color, olor, sabor y textura.

En cuanto al efecto del agua ozonizada sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus en
filetes de trucha, se encontr6 que, al primer y octavo dia, los recuentos microbiologicos de
los tratamientos se encontraron por encima del limite maximo (102 UFC/g) segln la NTP
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041.001.2019. Pescado fresco., siendo el tratamiento con 2.5 ppm de ozono por 30 s (O3T1)
el que posee menor recuento de unidades formadora de colonia (9 x 10° UFC/g); siendo la
muestra Testigo, la que report6 la mayor cantidad de colonias (35 x 10® UFC/g). A partir
del dia quince de refrigeracion dos tratamientos se encontraron dentro de los limites minimo
y maximo, el tratamiento O3T1y O3T2 con 0 UFC/g y 10% UFC/g, respectivamente.

En el dia veintidos, todos los tratamientos, a excepcion de la muestra Testigo reportaron
recuentos menores a 10° UFC/g, de acuerdo la norma técnica peruana; resultados que se
asemejan a los obtenidos por Espinosa (2015), quien indica que el ozono a concentraciones
menores de 1 ppm no pudo reducir la carga microbioldgica (Staphylococcus aureus) en su
totalidad de los filetes de Dorada (Sparus aurata) sumergiendo en agua ozonizada por 10
minutos. Da Silva et al. (1997) manifiesta que el ozono a bajas concentraciones no es capaz
de disminuir recuentos de Staphylococcus aureus. Sin embargo, estudios del grupo Cosemar
Ozono (2022) si notaron una disminucion de la carga microbiana a una concentracion de
0.75 ppm en mejillones por 10 minutos. Medeiros y Gongalves (2013) indican que cuando
las concentraciones de ozono son mayores que 2.5 ppm pueden acrecentar la calidad del
pescado refrigerado, y Parra-Cordova et al. (2020) confirman que a una concentracién de
2,5 ppm de ozono y 15 minutos obtuvieron 10 UFC/g de Staphylococcus aureus en filetes
de pescado Dorado, estos valores se encontraron dentro de sus limites de la Norma Técnica
Ecuatoriana NTE: INEN 183:2013. Con esto se puede concluir que las concentraciones de
ozono (0.5 y 1.5 ppm) y/o el tiempo de inmersién (30, 60 y 90 s) fueron suficientes para
eliminar un 25% aproximadamente el crecimiento de estos microorganismos sobre los
filetes de trucha arco iris, en el dia uno de refrigeracion, aun asi, no fue suficiente para
considerarse dentro de los rangos aceptados por la NTP 041.001.2019. Pescado fresco. Para

este microorganismo sobresale el tratamiento O3T1.

Los mesdfilos aerobios se estudian como referencia a la contaminacion total (desde la
manipulacion en las piscigranjas, transporte, procesamiento primario hasta la manipulacion
en laboratorio), en cuanto al efecto del agua ozonizada sobre el crecimiento de mesoéfilos
aerobios en filetes de trucha de esta investigacion, todos los tratamientos se mantuvieron
por debajo del limite minimo (5x10° UFC/g) que indica la NTP 041.001.2019, incluso la
muestra testigo, aun asi es la que mas sobresale con unidades formadoras de colonias
(4.23x10° UFC/qg) casi al limite maximo.
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El tratamiento con menos unidades formadoras de colonias fue el O3T1. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Medeiros y Gongalves (2016), quienes concluyen que para
la tilapia del Nilo redujeron en su mayoria los mesdéfilos aerobios empleando 0.5 ppm de
0zono en agua por 15 minutos, y también similares a los resultados de Zhao et al. (2015)
pero sumergiendo durante 30 min. Se concluye que el tratamiento de agua ozonizada sobre
mesofilos aerobios tiene una alta efectividad, reduciendo un 77% de UFC/g de este
microorganismo. Ademas, se puede concluir que la contaminacion total descrita al inicio de

este parrafo, ha sido la adecuada para la obtencién de filetes de trucha arco iris.

Los microorganismos Salmonella sp y Escherichia coli, no existieron crecimientos de
colonias en ningun tratamiento ni en la muestra testigo. Al igual que Tomita et al.(2010),
no hubo presencia de coliformes fecales en sus filetes de merluza, y Periago et al. (2016),

el ozono demostré su poder bactericida ante estos microorganismos, encontrando ausencia

en Salmonella sp.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Conclusion general

Tras el andlisis de laboratorio se concluye que el agua ozonizada es un buen
antimicrobiano en una correcta concentracion y tiempo de inmersion para trucha
arco iris.

Conclusiones Especificas

v' El agua ozonizada tuvo un importante efecto antimicrobiano respecto a
Staphylococcus aureus, siendo el tratamiento con 2.5 ppm de ozono y 30 s de
inmersion (O3T1) el que prevalecid sobre los demas tratamientos.

v El agua ozonizada fue muy efectiva respecto a mesofilos aerobios, manteniendo
a todos los tratamientos por debajo del limite minimo segin la NTP
041.001.2019. Pescado fresco.

v No hubo desarrollo de UFC de Salmonella sp por cada 25 g de filete de trucha
arco iris, en los tratamientos evaluados.

v" No se reporté crecimiento de UFC en Escherichia coli por cada 10 g de filete
de trucha arco iris, en los tratamientos evaluados.

v Se concluye que la empresa Ecofriendly Engineers S.A.C provee a sus clientes

trucha arco iris libre de Salmonella sp y Escherichia coli.

5.2.Recomendaciones

Al futuro investigador:

v Determinar la presencia de ozono residual en los filetes de trucha al dia 1, 8, 15
y 22 después de haber sido envasados.

v’ Realizar un efecto comparativo entre filetes sometidos a refrigeracion vy filetes
sumergidos en agua ozonizada.

v Hacer el mismo estudio microbiol6gico, pero con otro tipo de especie de
pescado.

v Realizar analisis sensorial con trucha o con otra especie después de haber
realizado los andlisis microbiolégicos.

v Realizar un hisopado a la piel de trucha antes de ser procesada para determinar

la carga microbiana con la que sale de los centros de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1
Acondicionamiento de equipos para generar el ozono adecuado para esta investigacion

NOTA: Sistema para la generacién que cuenta la empresa Ecofriendly Engineers S.A.C. , A:
Esquema de generacion de ozono, B: Generador de ozono, C: Filtro del sistema de agua en el
sistema de ozono, D: Baldn de oxigeno con flujometro y velocimetro, E: Sistema Venturi, F:
Caja de control del sistema.
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Anexo 2

Formato de manual HACCP — PCC, para seleccion y clasificacion de trucha.

e HACCP - PCC Cédigo: PFR-HACCP-01
S°l3Rdine

RECEPCION DE MATERIA PRIMA Version 01
Fecha: Estanque: Condicidn Higiénico sanitaria del Condicion Higiénico sanitaria del
Especie: S i Tnicio: Transporte: Personal de descarga:
Carta de Garantia: Hora Final: Conforme: Conforme:
Lote de Recepcidn: Peso Recepcionado: No Conforme: No Conforme:

MUESTRA =
ITEM A EVALUAR OBSERVACION
1 2 3 4 5 [ 7 B 9 10 1 12 13

Temperatura *C

Pescado vivo

Piel

Mucosidad cutanea

Textura de carne

Opérculos

Ojos

Branquias

Color y Olor de Branquias
|y abdomen
Calificacion

Presencia de
contaminantes Quimicos

Frecuencio: Cada vez que se recepciona Materia Prima

Limite Critico: Materia prima debe venir con Carta de Garantia, caso contrario se rechaza
Se rechaza Materia prima contominada por sustancias quimicas {combustible, lubricante, pintura, etc)
Se rechaza Materia prima muerta, o calificacion de Calidad B o No Admitido.

Temperatura de MP : < 26 °C

Supervisor de Calidad lefe de Calidad lefe de Produccion

Nota: Formato empleado para la evaluacion respectiva de la trucha arco iris en la planta de
procesamiento primario de la empresa (Ecofriendly Engineers S.A.C., 2021)
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Anexo 3
Procesamiento de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris) para la obtencion de filetes, aplicacién de ozono y empacado al vacio

Nota: Las fotografias muestran el proceso para la obtencién de filetes de trucha arco iris descritas en el numeral 3.3.4. A: Recepcion de materia
prima, B: Evaluacion organoléptica. C: Eviscerado de la materia prima. D: Lavado de la materia prima. E: fileteado de la materia prima. F:
Medicién de ozono mediante colorimetria en ppm. G: Inmersion de filetes de trucha en ozono. H: Rotulado y agrupacién segln variables de

tiempo, 0zono y repeticiones de los filetes.




Anexo 4

Procedimiento para la determinacion de mesofilos aerobios.

Nota: Procedimiento para la determinacion del crecimiento de los microorganismos Mesofilos aerobios, A: Matraz Erlen Meyer con solucion
salina fisiologia méas muestra de filete de trucha para repeticiones y tratamientos. B: Servido de placas Petri con agar PCA. C: Placas Petri listas
para llevar a incubar con muestra mas medio de cultivo, por repeticiones y tratamientos. D: Lectura y conteo a las 48 horas de incubacion. E:
Conteo de placas Petri en contador de colonias. F: Evidencia de placas Petri para aerobio mesoéfilos por repeticion y tratamiento.




Anexo 5
Procedimiento para la determinacion de Staphylococcus aureus

Nota: Procedimiento para la determinacion del crecimiento de los microorganismos Staphylococcus aureus, A: Pesado de muestras para analizar,
B: Matraz Erlen Meyer con solucién salina mas muestra de trucha para analizar por tratamiento y repeticion, C: Tubos de ensayo para diluciones
de muestras por repeticion y tratamiento, D: Llenado de agar manitol salado a placas Petri, E: Homogenizacion de agar manitol salado mas
inoculo, F: Conteo de colonias de placas Petri incubadas por 48 horas, G: Evidencia de placas Petri para Staphylococcus aureus por repeticion

y tratamiento, H: Observacion de lectura en microscopio.




Anexo 6

Procedimiento para la determinacion de Salmonella sp

AAERNT
PG

o
&

NOTA: Procedimiento para la determinacion del crecimiento de los microorganismos, A: Autolavado de medio de cultivo cromo agar,
B: Matraz Erlenmeyer con solucion salina fisiolégica mas muestra de trucha, C: Matraz Erlenmeyer con caldo selenito mas muestra de
trucha, D: Tubos de ensayo con diluciones de muestras a analizar, E: Materiales de laboratorio para siembra de salmonella, F: Simbra
de inoculo en placas Petri, medio de cultivo cromo agar, G: Evidencia de placas Petri segun repeticion y tratamiento, H: Evidencia de
reaccion bioquimica (BX) para determinar presencia de salmonella.
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Anexo 7

Procedimiento para la determinacion de Escherichia coli.

NOTA: Procedimiento para la determinacion del crecimiento de los microorganismos
Escherichia coli, A: Matraz Erlen Meyer con solucion salina fisiolégica mas muestra de
trucha, B: Tubos de ensayo para diluciones de muestras por repeticion y tratamiento, C:
Simbra de inoculo en placas Petri con EC Medium, D: Evidencia de simbra en placas Petri,
E: Lectura de e. coli segin medio de cultivo, mediante luz ultra violeta.
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Anexo 8

Control de pH en los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris)

NOTA: Procedimiento para la medicion de pH a los filetes de Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris), A:
Pesado de la muestra de trucha para pH, B: Triturado con un mortero para medicion de pH, C: Muestras
a analizar en el pH metro, D: Analizando las muestras en el pH-metro para resultados, E: Resultados de
una de las muestras por tratamiento y repeticion a analizar.
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Anexo 9
Norma Técnica Peruana 041.001.2019. Pescado fresco. Requisitos.

-

S
=
-~

NORMA TECNICA NTP 041.001"
PERUANA 201:9
Direccion de Normalizacion - INACAL _;§
Calle Las Camelies 817, San Isidro (Lima 27) Liéa Pery

PESCADO FRESCO. Requisitos

FRESH FISH. Requirements

2019-10-09 o
34 Edicion =
~
&
.;‘.
=
R.D. N* 018-2019-INACALION. Publicaca ef 2019-10-17 Precio basado en 23

1.C5.:67120.30 -~ ESTA NORMA ES RECOMENDABLE
Descriptores. Pescado, pescado fresco. eviscerado

-

© INACAL 2019

W e A




NORMA TECNICA NTP 041,067

PERUANA 11de23
[rabla 1 - Criterios microbiolégicos &
-~ Valores : i
Parametros a8 - M Métodos delqnsayo ]
15048331 =
Recuento aerobios 3
mes6filos (UFC/g) 5 | 2 5x10° 10° :‘([:J‘:I;AP@,
3 g 15O 16649-3
Rechanicie: o0 L4518 10 10° | FDA/BAM
(NMP/g) ICMSE
TR T [ | 1506888-1
Swphylococeis | ¢ | 0| 10° | ICMSF
A 2 AC 975.5
e 450 6579-1
Salmonella sp 1 FAD/BAM
(UFC125 ) G [ Henate | S euee
< | ADAC 967.25
k5 1SO 21872-1 (Ausencia o
Vibrio cholerae 5 | 0| Ausencia/25g~| - | presenciaen 25 )
—— . FDA/BAM (NMP/g)
Vibrio 5| o | Ausenciai28g | - | 150218721
parahaemolyticus <3NMP/g | 0 | FDA/BAM
) Se podra utifizar ofro métado de ensayo normalizado o validado,
donde: _:‘
n = eseln(mero de unidades de musstra que deben ser analizadas;
c = esel nGmero méxitho de defectuosos aceptados en la muestra analizada;
M - limite méadm‘\de especificacion. por encima de este valor el lote es
rechazado; y.
m = limite minimo de especificacion, valores por debajo de este valor son
uzpnb!ea
53 Adjtivos alimentarios

~

Se podrén utilizar los aditivos alimentarios permitidos por la Autoridad Sanitaria Nacional
Competented en su defecto por el Codex Alimentarius, en la Norma CODEX STAN 192 .

© INACAL 2018 - Todos 105 Oerechos Son reservacos

Nota: Seccion de la Norma Técnica Peruana 041.001.2019 (2019) Pescado fresco.
Requisitos., empleada para reconocer los limites minimos y maximos del crecimiento de
microorganismos en pescado fresco. (Pag. 16)
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Anexo 10

Caodigo de R Project, utilizado para el analisis de varianza y test de Tukey

Q | TESIS_TRUCHA_R*
I )SourceonSave | & / i

7
8 |data0 = as.data.frame(read_excel("datos tesis.xlsx", sheet = "DATA")) %%
9 filter (TRATAMIENTO != "M")%>% filter (TRATAMIENTO != "m")

11 |dataOSTRATAMIENTO = as.factor(dataOSTRATAMIENTO)
12 |dataO$INDICADOR = as.factor (dataOSINDICADOR)
13 |data0$DIAS_2 = as.factor(data03iDIAS)

15 |dataSTAPHYLOCOCUS = data0 %>% filter (INDICADOR == "STAPHYLOCOCUS") |

16 |attach(dataSTAPHYLOCOCUS)

17 |modelo.STAPHYLOCOCUS = Tm{VALOR ~ DIAS_2 + TRATAMIENTO, data = dataSTAPHYLOCOCUS)
18 |al = summary(modelo.STAPHYLOCOCUS);bl = as.data.frame(anova(modelo.STAPHYLOCOCUS))
19 |cl = TukeyHSD(aov(modelo.STAPHYLOCOCUS));dl =as.data.frame(clSTRATAMIENTO)

21 |dataPH = data0 %>% filter (INDICADOR = "PH")
22 |attach(dataPH)
23 |modelo.PH = Tm(VALOR ~ DIAS_2 + TRATAMIENTO, data = dataPH)

24 |a2 = summary(modelo.PH);b2 = as.data.frame(anova(modelo.PH))

25 |c2 = TukeyHSD(aov(modelo.PH));d2 =as.data.frame(c2STRATAMIENTO)
26

27 |dataMESOFILOS = data0 %>% filter (INDICADOR == "MESOFILOS")

28 |attach(dataMESOFILOS)

29 |modelo.MESOFILOS = Tm{VALOR ~ DIAS_2 + TRATAMIENTO, data = dataMESOFILOS)
30 |a3 = summary(modelo.MESOFILOS);b3 = as.data.frame(anova(modelo.MESOFILOS))
31 |c3 = TukeyHSD(aov(modelo.MESOFILOS));d3 =as.data.frame(c3$TRATAMIENTO)

32

33 |indicadores = as.data.frame(unique(data0$INDICADOR))

34

35 |anova.modelos = rbind(

36 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[3,1]),as.data.frame(bl))),
37 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[1,1]),as.data.frame(b2))),
38 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[2,1]),as.data.frame(b3)))
39 D

40

41 |tuckey.modelos = rbind(

42 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[3,1]),as.data.frame(dl))),
43 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[1,1]),as.data.frame(d2))),
4 as.data.frame(cbind("Indicador” = as.vector(indicadores[2,1]),as.data.frame(d3)))
4 )

46

47 |write.csv{anova.modelos, "anova_modelos.csv")

48 |write.csv(tuckey.modelos, "tuckey.modelos.csv'™)
Aaq

Nota : Cédigo de R Project en su version 4.2.2, utilizado para el andlisis de varianza ANOVA
y las pruebas de significancia de medias de Tukey, considerando un nivel de confianza del 95%.

55
L




Anexo 11

Resultados de Andlisis de Varianza, para cada indicador.

Indicador Variables Df SumSg MeanSq Fvalue Pr(>F)

STAPHYLOCOCCUS Dias 3 5,66E+09 1,88E+09 227,5771 0,0000
Tratamientos 9 2,97E+09 3,30E+08 39,8522 0,0000
Residuos 107 8,85E+08 8,28E+06

PH Dias 3 0,0164 0,0055 5,2098 0,0021
Tratamientos 9 1,5893 0,1766 167,8558 0,0000
Residuos 107 0,1126 0,0011

MESOFILOS Dias 3 4,11E+11 1,37E+11 111,7659 0,0000
Tratamientos 9 5,85E+11 6,50E+10 53,0682 0,0000
Residuos 107 1,31E+11 1,23E+09

Nota: Resultados del andlisis de varianza ANOVA, para cada microorganismo y pH
evaluado en esta investigacion.
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Anexo 12

Resultados de la prueba post hoc de Tukey, para cada indicador

57
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Indicador Comparacién diff Iwr upr p adj

STAPHYLOCOCCUS 01T2-01T1 833,3333 -2961,7436 4628,4103 00,9994
O1T3-01T1 1833,3333 -1961,7436 5628,4103 0,8635
02T1-01T1  -5000,0000 -8795,0770 -1204,9230 0,0018
02T72-01T1  -4500,0000 -8295,0770 -704,9230  0,0079
02T3-01T1  -3250,0000 -7045,0770 545,0770  0,1613
O3T1-01T1  -9250,0000  -13045,0770  -5454,9230 0,0000
0O3T2-01T1  -7833,3333  -11628,4103  -4038,2564 0,0000
O3T3-01T1  -7333,3333  -11128,4103  -3538,2564 0,0000
Testigo-O1T1  7666,6667 3871,5897 11461,7436 0,0000
01T3-01T2 1000,0000 -2795,0770 4795,0770  0,9975
02T1-01T2  -5833,3333 -9628,4103 -2038,2564  0,0001
02T72-01T2  -5333,3333 -9128,4103 -1538,2564  0,0006
02T7T3-01T2  -4083,3333 -7878,4103 -288,2564 00,0245
0O3T1-01T2 -10083,3333  -13878,4103  -6288,2564 0,0000
0O3T2-01T2  -8666,6667  -12461,7436  -4871,5897 0,0000
0O3T3-01T2  -8166,6667  -11961,7436  -4371,5897 0,0000
Testigo-O1T2  6833,3333 3038,2564 10628,4103  0,0000
02T1-01T3  -6833,3333  -10628,4103  -3038,2564 0,0000
02T2-01T3  -6333,3333  -10128,4103  -2538,2564 0,0000
02T3-01T3  -5083,3333 -8878,4103 -1288,2564 0,0014
O3T1-01T3 -11083,3333  -14878,4103  -7288,2564 0,0000
03T2-01T3  -9666,6667  -13461,7436  -5871,5897  0,0000
0O3T3-01T3  -9166,6667  -12961,7436  -5371,5897  0,0000
Testigo-O1T3  5833,3333 2038,2564 9628,4103  0,0001
02T2-02T1 500,0000 -3295,0770 4295,0770  1,0000
02T3-02T1 1750,0000 -2045,0770 5545,0770  0,8932
0O3T1-02T1  -4250,0000 -8045,0770 -454,9230  0,0158
03T2-02T1  -2833,3333 -6628,4103 961,7436  0,3291
0O3T3-02T1  -2333,3333 -6128,4103 1461,7436  0,6100
Testigo-O2T1  12666,6667 8871,5897 16461,7436  0,0000
02T13-02T2 1250,0000 -2545,0770 5045,0770  0,9871
0O3T1-02T2  -4750,0000 -8545,0770 -954,9230  0,0038
03T2-02T2  -3333,3333 -7128,4103 461,7436  0,1371
03T3-02T2  -2833,3333 -6628,4103 961,7436  0,3291
Testigo-O2T2  12166,6667 8371,5897 15961,7436 0,0000
0O3T1-02T3  -6000,0000 -9795,0770 -2204,9230  0,0001
03T2-02T3  -4583,3333 -8378,4103 -788,2564  0,0062
03T3-02T3  -4083,3333 -7878,4103 -288,2564  0,0245
Testigo-O2T3  10916,6667 7121,5897 14711,7436  0,0000
03T2-03T1 1416,6667 -2378,4103 5211,7436  0,9699
03T3-03T1 1916,6667 -1878,4103 5711,7436  0,8294
Testigo-O3T1  16916,6667 13121,5897  20711,7436 0,0000
03T3-03T2 500,0000 -3295,0770 4295,0770  1,0000
Testigo-O3T2  15500,0000 11704,9230  19295,0770 0,0000
Testigo-O3T3  15000,0000 11204,9230  18795,0770 0,0000



Indicador Comparacién diff Iwr upr p adj

PH 0172-01T1 0,0208 -0,0220 0,0636 0,8579
O1T3-01T1 0,0392 -0,0036 0,0820 0,1028
02T1-01T1 0,1067 0,0639 0,1495 0,0000
02T2-01T1 0,1383 0,0955 0,1811 0,0000
02T73-01T1 0,1633 0,1205 0,2061 0,0000
O3T1-01T1 0,3058 0,2630 0,3486 0,0000
03T72-01T1 0,2617 0,2189 0,3045 0,0000
O3T3-01T1 0,2550 0,2122 0,2978 0,0000

Testigo-O1T1 -0,0433 -0,0861 -0,0005 0,0446
01T3-01T2 0,0183 -0,0245 0,0611 0,9294
02T1-01T2 0,0858 0,0430 0,1286 0,0000
02T2-01T2 0,1175 0,0747 0,1603 0,0000
02T73-01T2 0,1425 0,0997 0,1853 0,0000
0O3T1-01T2 0,2850 0,2422 0,3278 0,0000
03T2-01T2 0,2408 0,1980 0,2836 0,0000
0O3T3-01T2 0,2342 0,1914 0,2770 0,0000

Testigo-O1T2 -0,0642 -0,1070 -0,0214 0,0002
02T1-01T3 0,0675 0,0247 0,1103 0,0001
02T2-01T3 0,0992 0,0564 0,1420 0,0000
02T73-01T3 0,1242 0,0814 0,1670 0,0000
O3T1-01T3 0,2667 0,2239 0,3095 0,0000
0O3T2-01T3 0,2225 0,1797 0,2653 0,0000
O3T3-01T3 0,2158 0,1730 0,2586 0,0000

Testigo-O1T3 -0,0825 -0,1253 -0,0397 0,0000
02T72-02T1 0,0317 -0,0111 0,0745 0,3414
02T73-02T1 0,0567 0,0139 0,0995 0,0016
0O3T1-02T1 0,1992 0,1564 0,2420 0,0000
03T2-02T1 0,1550 0,1122 0,1978 0,0000
03T3-02T1 0,1483 0,1055 0,1911 0,0000

Testigo-O2T1 -0,1500 -0,1928 -0,1072 0,0000
02T13-02T2 0,0250 -0,0178 0,0678 0,6770
0O3T1-02T2 0,1675 0,1247 0,2103 0,0000
03T2-02T2 0,1233 0,0805 0,1661 0,0000
03T3-02T2 0,1167 0,0739 0,1595 0,0000

Testigo-02T2 -0,1817 -0,2245 -0,1389 0,0000
O3T1-02T3 0,1425 0,0997 0,1853 0,0000
03T2-02T3 0,0983 0,0555 0,1411 0,0000
O3T3-02T3 0,0917 0,0489 0,1345 0,0000

Testigo-02T3 -0,2067 -0,2495 -0,1639 0,0000
0O3T2-03T1 -0,0442 -0,0870 -0,0014 0,0372
0O3T3-03T1 -0,0508 -0,0936 -0,0080 0,0077

Testigo-O3T1 -0,3492 -0,3920 -0,3064 0,0000
0O3T3-03T2 -0,0067 -0,0495 0,0361 1,0000

Testigo-O3T2 -0,3050 -0,3478 -0,2622 0,0000

Testigo-O3T3 -0,2983 -0,3411 -0,2555 0,0000
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Indicador Comparacion diff Iwr upr p adj
MESOFILOS 0O1T2-01T1  32500,0000 -13677,2473  78677,2473 0,4142
0O1T3-01T1  27916,6667  -18260,5807  74093,9140 0,6328
0O2T1-01T1 -37333,3333  -83510,5807  8843,9140 0,2248
02T2-01T1  27583,3333  -18593,9140  73760,5807 0,6487
02T3-01T1  1666,6667 -44510,5807  47843,9140 11,0000
O3T1-01T1 -130500,0000 -176677,2473 -84322,7527 0,0000
O3T2-01T1 -114416,6667 -160593,9140 -68239,4193 0,0000
O3T3-01T1 -108083,3333 -154260,5807 -61906,0860 0,0000
Testigo-O1T1 86833,3333  40656,0860  133010,5807 0,0000
01T3-01T2  -4583,3333  -50760,5807  41593,9140 1,0000
02T1-01T2  -69833,3333 -116010,5807 -23656,0860 0,0002
02T2-01T2  -4916,6667  -51093,9140 41260,5807 1,0000
02T3-01T2  -30833,3333  -77010,5807  15343,9140 0,4920
O3T1-01T2 -163000,0000 -209177,2473 -116822,7527 0,0000
O3T2-01T2 -146916,6667 -193093,9140 -100739,4193 0,0000
O3T3-01T2 -140583,3333 -186760,5807 -94406,0860 0,0000
Testigo-O1T2  54333,3333 8156,0860  100510,5807 0,0087
02T1-01T3 -65250,0000 -111427,2473 -19072,7527 0,0005
02T2-01T3 -333,3333 -46510,5807  45843,9140 11,0000
02T3-01T3 -26250,0000 -72427,2473  19927,2473 0,7103
O3T1-01T3 -158416,6667 -204593,9140 -112239,4193 0,0000
O3T2-01T3 -142333,3333 -188510,5807 -96156,0860 0,0000
O3T3-01T3 -136000,0000 -182177,2473 -89822,7527 0,0000
Testigo-O1T3  58916,6667 12739,4193  105093,9140 0,0029
02T2-02T1  64916,6667 18739,4193  111093,9140 0,0006
02T3-02T1  39000,0000 -7177,2473 85177,2473 0,1756
O3T1-02T1 -93166,6667 -139343,9140 -46989,4193 0,0000
O3T2-02T1 -77083,3333 -123260,5807 -30906,0860 0,0000
O3T3-02T1 -70750,0000 -116927,2473 -24572,7527 0,0001
Testigo-O2T1 124166,6667  77989,4193  170343,9140 0,0000
02T3-02T2 -25916,6667 -72093,9140 20260,5807 0,7252
O3T1-02T2 -158083,3333 -204260,5807 -111906,0860 0,0000
0O3T2-02T2 -142000,0000 -188177,2473 -95822,7527 0,0000
O3T3-02T2 -135666,6667 -181843,9140 -89489,4193 0,0000
Testigo-O2T2  59250,0000  13072,7527  105427,2473 0,0026
O3T1-02T3 -132166,6667 -178343,9140 -85989,4193 0,0000
0O3T2-02T3 -116083,3333 -162260,5807 -69906,0860 0,0000
O3T3-02T3 -109750,0000 -155927,2473 -63572,7527 0,0000
Testigo-O2T3 85166,6667  38989,4193  131343,9140 0,0000
O3T2-03T1 16083,3333  -30093,9140 62260,5807 0,9810
O3T3-03T1  22416,6667  -23760,5807  68593,9140 0,8600
Testigo-O3T1 217333,3333  171156,0860 263510,5807 0,0000
O3T3-03T2  6333,3333 -39843,9140  52510,5807 1,0000
Testigo-O3T2 201250,0000 155072,7527 247427,2473 0,0000
Testigo-O3T3  194916,6667  148739,4193  241093,9140 0,0000

Nota: Resultados de la prueba post hoc de Tukey, para cada microorganismo y pH evaluado
en esta investigacion.
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Anexo 13

Resultados del conteo de UFC de Escherichia coli en EC Medium with MUG, en filetes de

trucha arco iris tratados con agua ozonizada.

| REPETICION 1l REPETICION 111 REPETICION

Tratamiento  Diluciong Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia

s s 1 8 15 2 1 8 15 2 1 8 15 2
10 0x10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 OxI10 Ox10 Oxl0 Ox10
. 102 OO0 IO g gy 010 OXI0 o100 oxage OXI0 OXI0 o950 a0
Testlgo 2 2 2 2 2 2
o K000 G g OKIO 0G0 g g OKI0 0G0 g g
10t 0x10 0x10 O0x10 0x10 O0x10 Ox10 0x10 O0x10 Ox10 O0x10 O0x10 0x10
— 0x10 0x10 0x10 0x10 0x10 0x10
o171 102 OO0 X0 gy gxge X100 OXI0 o100 oxage OXI0 OXI0 o100 oxace
o 0 %0 oae oo X0 %0 oac oo P90 X0 oxaoe oxaos
10 0x10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 OxI10 Oxl0 Ox10
o172 107z X0 OXI0 g0 gxage X0 OXI0 gui0e gxage X0 OXI0 g10e a0
B 0x10 0x10 0x10°  Ox103 0x10 0x10 0x10°  Ox103 0x10 0x10 0x10°  Ox103
10 3 3 3 3 3 3 3
10t 0x10 0x10 O0x10 0x10 O0x10 Ox10 0x10 O0x10 O0x10 O0x10 O0x10 0x10
o173 102 OO0 X0 g0 gy 010 OXI0 o100 oxage OXI0 OXI0 o900 oo
e 0 %0 oae oo %0 %0 oo oaos 20 X0 oxaes oxaos
107 0x10 O0xI0 O0x10 Ox10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 Ox10
0271 102 OO0 X104y gxge 010 OXI0 o100 oxage OXI0 OXI0 o900 oxace
o 80 % oo oae P90 %0 oaes oas X0 %10 oas oo
10 0x10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 Ox10 Ox10 Ox10
0272 10z X0 OXI0 g0 gxaee X0 OXI0 g50e gxaoe X0 OXI0 4500 g0
- 0x310 Ox310 0x10°  Ox103 0x310 OxalO 0x10°  Ox103 0x310 0x310 0x10°  Ox103
10t 0x10 0x10 O0x10 0x10 O0x10 Ox10 O0x10 O0x10 Ox10 O0x10 O0x10 0x10
0273 102 X0 OXI0 g0 gxage OXI0 OXI0 ggge gxae X0 OXI0 4500 oxa0e
o 50 % oo oxaoe 90 %0 e oase 0 0 oo oaos
107 Ox10 0xI0 O0x10 Ox10 Ox10 O0xI0 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 Ox10
0371 107z X0 OXI0 g0 gxaee X0 OXI0 g10e gxage X0 OXI0 4100 a0
o 80 % o oo P90 %0 oaes oas X0 %10 pas oo
10 0x10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 OxI10 Oxl0 Ox10
0372 102 010 X104 ggpe OXI0 OXI0 o100 oxage OXI0 OXI0 o950 a0
o 80 % oo oo P90 %0 oae oas 0 %10 0as oo
107 0x10 O0xI0 O0x10 Ox10 Ox10 O0x10 Ox10 Ox10 Ox10 Ox10 OxI10 010
0373 102 OO0 X0 g gxge X100 OXI0 o100 oyage OXI0 OXI0 o950 oxace
o 50 %0 oae oo X0 %0 oo oaos P90 %0 oxaos oxaos

Nota: Se puede observar que no hubo crecimiento de Escherichia coli en los tratamientos con
diferentes concentraciones de ozono y tiempos de inmersion.




Anexo 14

Resultados del conteo de UFC de Salmonella sp en medio CHROMagar Salmonella plus supplement, en filetes de trucha arco iris tratados
con agua ozonizada.

Tratamientos . _. mm_um._._o_Oz . . _._ mmvm._._o_.Oz . . __._ mm_um._._o_.oz .
Dial Dia 8 Dia 15 Dia 22 Dial Dia 8 Dia 15 Dia 22 Dial Dia 8 Dia 15 Dia 22

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Testigo Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

0O1T1 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

0172 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

01713 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

02T1 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

0272 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

02713 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

03T1 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

03T2 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

0O3T3 Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia
Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia | Aunsencia

Nota: Se puede observar que no hubo crecimiento de Salmonella sp en los tratamientos con diferentes concentraciones de ozono y tiempos de
inmersion. Los resultados se reportan como ausencia.
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