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Efecto del agua ozonizada sobre la reducción poblacional de Escherichia coli  
en hortalizas mínimamente procesadas 

Effect of ozonated water on the population reduction of Escherichia coli in minimally 
processed vegetables

E. M. Caro-Degollar1* , F. Fernández1 , D. J. Miranda1 , G. N. Vásquez1 , 
F. A. Bautista1 , J. V. Nunja-García2

Abstract

Objectives: To determine the effect of the application of ozonated water at different concentrations and immersion 
times on the microbial reduction of Escherichia coli (E.coli) present in minimally processed vegetables in a 
Peruvian market. Methodology: samples of minimally processed vegetables were collected and identified in 
eight stalls in the Modelo market of the Province of Huaral - Peru, later the E. coli count was determined in all 
the samples in triplicate and the sample that presented the highest average; This sample was subdivided and 
subjected to disinfection using ozonated water in which two factors were combined with three levels in each 
one; ozone concentration (0.1; 0.5 and 1 ppm) and immersion time (30, 150 and 300 seconds), finally the E. 
coli count was re-counted in triplicate for the nine treatments in order to see their effect in the initial control 
population. Results: Of the eight samples analyzed, the most contaminated reached counts of 4.06 ± 0.02 Log 
cfu g-1 for E. coli and after its application with ozonated water, population reductions were achieved from 0.5 
± 0.01 to 1.76 ± 0.09 Log cfu g-1 with regarding control. Conclusions: Treatment with concentration levels 
of 1 ppm of ozone in water and an immersion time of 300 seconds had the greatest bactericidal effect on the 
microbial population of E. coli present in minimally processed vegetables in the Huaral model market.
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Resumen 
Objetivos: Determinar el efecto de la aplicación del agua ozonizada a diferentes concentraciones y tiempos 
de inmersión sobre la reducción poblacional de Escherichia coli (E.coli) presente en hortalizas mínimamente 
procesadas en un mercado peruano. Metodología: Se recolectaron e identificaron muestras de hortalizas 
mínimamente procesadas en ocho puestos de venta en el mercado Modelo de la Provincia de Huaral - Perú, 
posteriormente se determinó el recuento de E. coli en todas las muestras por triplicado y se seleccionó la 
muestra que presentó la media más alta; esta muestra se subdividió y se sometió a desinfección empleando agua 
ozonizada en los que se combinaron dos factores con tres niveles cada uno; concentración de ozono (0,1; 0,5 y 1 
ppm) y tiempo de inmersión (30; 150 y 300 segundos), finalmente se volvió a realizar el recuento de E. coli por 
triplicado para los nueve tratamientos a fin de ver su efecto en la población control inicial. Resultados: De las 
ocho muestras analizadas la más contaminada alcanzó recuentos de 4,06±0,02 Log ufc g-1 para E. coli y tras su 
aplicación con agua ozonizada se lograron reducciones poblacionales desde 0,5±0,01 hasta 1,76±0,09 Log ufc 
g-1 con respecto al control. Conclusiones: El tratamiento con niveles de concentración de 1 ppm  de ozono en el 
agua y tiempo de inmersión de 300 segundos tuvo el mayor efecto bactericida sobre la población microbiana de 
E. coli presente en hortalizas mínimamente procesadas en el mercado modelo de Huaral.     
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Introducción

Las hortalizas mínimamente procesadas 
(HMP), vienen marcando las nuevas tendencias 
de consumo de alimentos saludables y nutritivos; 
debido a sus características organolépticas, las 
facilidades que se presenta para su consumo y 
el gran aporte nutricional que brinda en fibra y 
vitaminas (Milte & McNaughton, 2016; Castro-
Ibáñez et al., 2017; Silberbauer & Schmid, 
2017; Almeida et al., 2021); sumado a esto los 
desórdenes nutricionales causantes de obesidad 
por el alto consumo de alimentos ultra procesados, 
excesivamente ricos en carbohidratos y grasas 
(Monteiro et al., 2018), promovieron la búsqueda 
de nuevas alternativas alimentarias saludables 
por parte de la población (Vidal et al., 2013), 
lo que trajo como consecuencia una creciente 
oferta de las HMP bajo una amplia variedad 
de presentaciones, siendo las ensaladas a base 
principalmente de lechuga y una porción de la 
mezcla de tomates, pepinillos, zanahoria y/o 
rabanitos (picados, rayados o en rodajas), las 
más populares en los mercados y mercadillos de 
las ciudades del Perú; lugares de venta que en su 
gran mayoría están formados por asociaciones 
de pequeños comerciantes con escasos 
conocimientos de manipulación de alimentos y 
deficientes condiciones higiénico sanitarias, el 
cual es agravado por la falta de acceso al agua 
potable, perjudicando notablemente la calidad 
microbiológica de los alimentos que ahí se 
expenden (Gil et al., 2014; Ramirez-Hernandez 
et al., 2020).

La presencia de enterobacterias como la E. 
coli en las HMP (Dos Santos et al., 2010, Dos 
Santos et al., 2021), es un indicador que alerta 
de un problema critico en estos productos y que 
demanda de acciones eficaces urgentes para su 
prevención o mitigación (Vilas et al., 2020), 
pues esta bacteria es considerada como uno de 
los principales microorganismos indicadores 
de higiene por los criterios microbiológicos 
peruanos (Resolución Ministerial N° 591-
2008/MINSA, 2008), sin embargo debemos 
precisar  que se han identificado hasta siete 
patotipos perjudiciales para el hombre (Farfán-
García et al., 2016), lo que constituye una gran 
problemática para la salud de la población. 
Por ello se han intensificado campañas para 
el uso de desinfectantes a base de cloro como 

una alternativa eficaz contra la presencia de 
patógenos en alimentos en los países en vías de 
desarrollo (Villeminot, 2018), no obstante uno 
de los inconvenientes que enfrentan los procesos 
que emplean al cloro, es la aparición de residuos 
de los sub-productos de la desinfección (SPD) 
en el agua y alimentos, como es el caso de los 
trihalometanos (Coroneo et al., 2017; Garrido et 
al., 2020; Marín et al., 2020) y su relación con 
efectos mutagénicos y cancerígenos en seres 
humanos (Villanueva, 2019),  que alertan a la 
población mundial sobre los riesgos del uso del 
cloro.

Muchos países, conscientes del grave 
problema que atenta contra la salud de su 
población, tienen altas exigencias frente trazas 
de SPD (United States Environmental Protection 
Agency, 2020). Por ello, es importante buscar 
alternativas que aseguren la desinfección de las 
frutas y hortalizas, sin la generación de sustancias 
nocivas (Ali et al., 2018; Vilas et al., 2020), 
sobre todo en la reducción a niveles aceptables 
de la contaminación por E. coli en alimentos 
que omiten la desinfección o tratamiento 
térmico alguno, como es el caso de las ensaladas 
expendidas en los mercados del Perú.

Frente a esta problemática una alternativa 
es la desinfección de las HMP con ozono (O3), 
una molécula triatómica de  oxígeno con alta 
reactividad (Guzel-Seydim et al., 2004)  y 
capacidad de dañar componentes celulares 
(Aslam et al., 2020; Santos et al., 2021), con 
el cual se ha conseguido reducir de forma 
significativa la presencia de microorganismos en 
tomates (Aguayo et al., 2014), lechugas (Akbas 
& Ölmez, 2007), cebollas (Aslam et al., 2021a; 
Aslam et al., 2021b) y otros alimentos donde se 
aplicó de forma gaseosa y disuelto en agua (Vijay 
et al., 2021). Sin embargo, los experimentos 
imitan condiciones similares a las que se podrían 
encontrar en un lugar de expendio de las HMP 
ya que se inoculan cepas seleccionadas en 
cantidades preestablecidas parecidas a los que 
se encontrarían en diversos escenarios, dejando 
un vacío en la efectividad de la aplicación del 
ozono acuoso bajo condiciones de operación y 
contaminación real de los puntos de elaboración 
y expendio de las HMP como los mercados y 
mercadillos del Perú. Es por ello que la presente 
investigación tuvo como objetivo determinar 
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el efecto de la aplicación del agua ozonizada a 
diferentes concentraciones y tiempos de contacto 
sobre la reducción microbiana de E. coli presente 
en las HMP en el mercado Modelo de Huaral - 
Perú.

Metodología

El presente trabajo de investigación se realizó 
en los laboratorios de la Facultad de Ingeniera 
Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental de 
la Universidad Nacional José Faustino Sánchez 
Carrión (UNJFSC).

Material vegetal

Las muestras se obtuvieron de ocho puestos 
del mercado Modelo de Huaral – Perú. Por cada 
puesto se recogió bolsas de 515 ± 25 g, los cuales 
estuvieron conformados mayoritariamente por 
lechugas picadas y una pequeña cantidad de una 
mezcla de hortalizas (zanahoria rayada, tomate 
en rodajas y rabanito picado). Las muestras 
fueron identificadas, pesadas y almacenadas en 
refrigeración a 5 ± 1°C y 95 ± 1% HR.

Producción de agua ozonizada

Para la producción de O3 se empleó un 
generador de descarga de corona (Marca 
OZOTECH, modelo OZ2PCS, USA) con un flujo 
de 1100 mg h-1, para ello se unió a un compresor 
que impulso un flujo de aire desde el ozonizador 
hasta un difusor de burbuja fina que se sumergió 
en un matraz de vidrio cerrado que contenía 1 
L de agua tratada (libre de cloro) a 21 ± 1°C, el 
matraz presentaba un orificio pequeño cubierto 
con gasa para favorecer la salida de gases no 
solubilizados, el burbujeo con aire ozonizado se 
realizó hasta alcanzar la concentración de ozono 
en agua de cada tratamiento. Para la medición 
de la concentración de ozono en agua se 
empleó el método colorimétrico N, N-dietil-p-
fenilenediamina (DPD) CHECKIT® (Lovibond, 
M2532, Alemania).

Desinfección con agua ozonizada

A partir de la muestra de HMP del mercado 
con el recuento de E. coli más alto (muestra 
critica) se pesaron sub-muestras de 10 g, a las 
que se llevó al proceso de desinfección con agua 
ozonizada. Cuando el agua en el contenedor de 

vidrio conseguía la concentración de ozono dado 
por cada tratamiento se procedió a añadir la sub-
muestra de HMP y se dejó en inmersión por un 
lapso de tiempo. El ozonizado se realizó con 
nueve tratamientos en los que se combinó tres 
concentraciones de ozono (0,1; 0,5 y 1 ppm) y tres 
tiempos de inmersión (30, 150 y 300 segundos), 
también se añadieron tres controles a quienes 
se les sometió bajo las mismas condiciones de 
tiempos de inmersión en agua burbujeada, pero 
sin ozono.

Recuento microbiano

La enumeración de E. coli en las muestras 
recolectadas del mercado se realizó por 
triplicado por cada puesto de venta; siguiendo 
la metodología de la Association of Official 
Analytical Chemists (Food and Drug 
Administration, 2018), para ello se pesaron 20 
g de las HMP y se homogenizaron con 180 ml 
agua peptonada tamponada (Merck, Darmstadt, 
Alemania) durante 1 minuto en una bolsa estéril, 
posteriormente se prepararon diluciones en serie 
de hasta 10-5 y se extrajeron alícuotas de 1 ml 
para la siembra en las películas secas hidratables 
de Petrifilm® Rapid E. coli/Coliform Count 
Plate (3M, Saint Paul, Minesota, USA), luego 
se llevaron a incubación de 18 a 24 horas a 42 
± 1°C; los recuentos totales fueron reportados 
como la media del logaritmo base 10 de unidades 
formadoras de colonia por gramo (log ufc g-1). 
Pasado el periodo de incubación se realizó la 
selección de la muestra más crítica es decir la 
que presentó mayor recuento E. coli y se sometió 
a la aplicación con agua ozonizada a diferentes 
condiciones de concentración y tiempo. 
Posteriormente se volvió a realizar el recuento 
de E. coli siguiendo la misma metodología 
empleada para el recuento previo al tratamiento 
de desinfección con agua ozonizada con la única 
variación en la dilución inicial, la cual fue de 10 g 
de HMP en 90 ml de agua peptonada tamponada. 
Para determinar la reducción poblacional (RP) 
se restaron los valores de recuento poblacional 
inicial del control (N0) y el recuento poblacional 
final (N) obtenido después de la aplicación de los 
tratamientos con agua ozonizada.

Reducción poblacional =  log10(N0) - log10(N)

Peruvian Agricultural Research 3(2), 104-109, 2021
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Diseño estadístico

Para el análisis de la información se 
empleó el análisis de la varianza de un diseño 
completamente al azar con nueve tratamientos 
(cada tratamiento fue la combinación de tres 
concentraciones de ozono y tres tiempos de 
inmersión).  La comparación de medias se 
realizó con la prueba de Tukey (P = 0,05). El 
software empleado fue el R versión 4.1.2.

Resultados y discusión

Recuento de E. coli en muestra critica

Los recuentos de E. coli en las muestras de 
HMP provenientes del mercado y sin desinfectar 
con agua ozonizada reportó valores entre 
2,51±0,03 y 4,06±0,02 Log ufc g-1, presentando 
diferencia significativa entre ellos (P<0,05) 
(Tabla 1), resultados que son concordantes con 
los encontrados por Dos Santos et al., (2010) 
quienes reportaron valores de hasta 4,2 Log 
ufc g-1 en lechugas; y contradictorios con lo 
reportado por Dos Santos et al., (2021), quienes 
no observaron la presencia de E. coli en ensaladas 
de hojas mixtas de lechuga y repollo, lo cual 
puede deberse a que las muestras provenían  de 
supermercados donde se aplican programas pre-
Tabla 1
Recuento de E. coli en hortalizas mínimamente 
procesadas en el mercado Modelo de Huaral

Peruvian Agricultural Research 3(2), 104-109, 2021

Muestra* Recuento 
(Log ufc g-1)

M1 3,39 ± 0,01c

M2 4,06 ± 0,02a

M3 2,89 ± 0,02d

M4 2,51 ± 0,03e

M5 3,49 ± 0,01b

M6 2,93 ± 0,05d

M7 3,39 ± 0,01c

M8 3,56 ± 0,03b

*M1-8: cada muestra fue por triplicado y corresponde a 
cada puesto de verdura del mercado

requisitos o sistemas de gestión de la calidad 
para garantizar la calidad microbiológica de las 
HMP. La muestra M2 presentó el mayor recuento 
en placa de E. coli (P<0,05), con lo que resultó 
ser la muestra más crítica y la que se escogió 
para realizar los tratamientos de desinfección 
con agua ozonizada. Los resultados también 
demuestran que el 100% de las muestras de 
HMP presentan altos niveles de contaminación 
por E. coli resultando un indicador de las 
grandes deficiencias higiénico sanitarias que en 
los mercados del Perú se presentan.

Reducción poblacional

Las sub-muestras tomadas a partir de M2 
y sometidas al tratamiento control es decir 
sumergidas a tiempos de 30, 150 y 300 segundos, 
pero sin la aplicación de ozono reportaron 
resultados de 3,68±0,04; 3,52±0,03 y 3.45±0,01 
Log ufc g-1 respectivamente, siendo estos valores 
empleados como población inicial de control 
(N0) para el cálculo de RP en cada nivel del 
tiempo de inmersión. 

Los resultados de RP de las sub-muestras 
de HMP sometida a los tratamientos con agua 
ozonizada a diferentes concentraciones y tiempos 
de inmersión se presentan en la Tabla 2. Donde 
se encontró que los niveles de concentración de 
ozono en agua más altos y tiempo de inmersión 
más prolongados aplicados a las HMP reportan 
mayores reducciones poblacionales de E. coli, 
consiguiéndose disminuciones desde 0,50±0,01 
hasta 1,76 ± 0,09 Log ufc g-1 con respecto al 
control, siendo concordantes con  Hyun-Gyun 
et al. (2006) quienes reportan reducciones 
de hasta 1,09 Log para E. coli O157: H7 en 
concentraciones de 5 ppm O3 por 300 segundos 
y Akbas & Ölmez (2007) quienes reportan 
reducciones de 1.3 Log para Enterobacteriaceae 
en lechugas frescas recién cortadas.

Conclusiones

El agua ozonizada utilizada a concentraciones 
de ozono y tiempos de inmersión crecientes, 
favoreció la reducción de la población 
microbiana. El tratamiento con niveles de 
concentración de 1 ppm  ozono en el agua y 
tiempo de inmersión de 300 s tuvo el mayor 
efecto bactericida sobre la población microbiana 
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de E. coli presente en hortalizas mínimamente 
procesadas en el mercado modelo de Huaral. 
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