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Effect of oregano essential oil and ozonation as an
alternative for shelf-life extension in cooked beans
(Phaseolus vulgaris L.)

Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia de combinar aceite esencial de
orégano (AEO) y ozono para extender la vida util del fréjol cocido (Phaseolus vulgaris L.),
bajo un disefio factorial AxB: un testigo (T0), y cuatro combinaciones de ozono (0.25 y
0.50 ppm), con AEO (0.30 % y 0.50 %), durante 21 dias de almacenamiento a 4 °C. Los
fréjoles fueron hidratados (3:1 agua: grano), cocidos 90 minutos, enfriados con agua
ozonizada, recubiertos con AEO emulsificador en Tween 80 al 0.5 % y envasados en
fundas de poliamida y polietileno. Se evaluaron pardmetros fisicoquimicos (pH y acidez),
microbioldgicos (aerobios mesdfilos, coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Salmonella spp.), y sensoriales (color, olor, sabor, textura y aceptabilidad). Se
aplicaron ANOVA y prueba de Tukey (p < 0.05). Hubo diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.001), entre tratamientos y testigo durante el almacenamiento. T3
presentd la menor acidez (0.08 g/100 g), y el testigo la mayor (0.17 g/100 g). TO, T1 y
T2 mantuvieron pH ligeramente 4cido (5.2-5.5), mientras que T3 y T4 superaron pH
7.0.T3 logré la mayor reduccién microbiana en aerobios mesdfilos (1.37 log,, UFC/Q),
y coliformes totales (2.60 log;,, UFC/g), diferencidandose significativamente del testigo.
Sensorialmente, T3 obtuvo las puntuaciones mas altas en todos los atributos hasta
el dia 21. Se concluye que la aplicacion conjunta de ozono y AEO, especialmente en
T3, representa una alternativa tecnolégica viable y eficaz para preservar la calidad
fisicoquimica, microbioldgica y sensorial del fréjol cocido.

Palabras clave: aceite esencial de orégano, ozonizacion, calidad sensorial, fréjol cocido.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the efficacy of combining oregano essential
oil (AOE), and ozone in extending the shelf life of cooked beans (Phaseolus vulgaris L.),
using an AxB factorial design: a control (T0), and four combinations of ozone (0.25 and
0.50 ppm), with AOE (0.30 % and 0.50 %), for 21 days of storage at 4°C. The beans were
hydrated (3:1 water: bean), cooked for 90 minutes, cooled with ozonated water, coated
with AOE emulsifier in 0.5 % Tiween 80, and packaged in polyamide and polyethylene bags.
Physicochemical parameters (pH and acidity), microbiological parameters (mesophilic

1 DOI: https://doi.org/10.18272/aci.3850


https://orcid.org/0009-0008-3310-8524
https://orcid.org/0000-0002-4599-7778
mailto:renato.romero2483%40utc.edu.ecc?subject=
https://doi.org/10.18272/aci.3850

Articulo/Article
Vol. 18, nro. 1
e3850

avances
en ciendias e
ingenierias

Efecto del aceite esencial de orégano y ozonizacion como alternativa para la prolongacién del tiempo de vida ttil en
fréjol cocido. (Phaseolus vulgaris L.)
Yanchaliquin / Romero (2026)

aerobes, total coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Salmonella spp.), and
sensory attributes (color, odor, flavor, texture, and acceptability) were evaluated. ANOVA
and Tukey's test were applied (p < 0.05). There were statistically significant differences
(p < 0.001), between treatments and control during storage. T3 presented the lowest
acidity (0.08 g/100 g), and the control the highest (0.17 g/100 g). 70, T1 and T2 maintained
slightly acidic pH (5.2-5.5), T3 and T4 exceeded pH 7.0. T3 achieved the greatest microbial
reduction in mesophilic aerobes (1.37 log,, CFU/g), and total coliforms (2.60 log, CFU/g),
differing significantly from the control. Sensorially, T3 obtained the highest scores in
all attributes until day 21. It is concluded that the joint application of ozone and AEO,
especially in T3, represents a viable and effective technological alternative to preserve the
physicochemical, microbiological and sensory quality of cooked beans.

Keywords: oregano essential oil, ozonization, sensory quality, cooked beans.

INTRODUCCION

Prolongar el tiempo de vida Util de un alimento procesado es importante para
garantizar el abastecimiento de productos de calidad, la reduccién de residuos, el
aporte a la seguridad alimentaria, la mejora la eficiencia de la cadena de suministro y
el mejoramiento de la viabilidad econdmica al abrir nuevos segmentos de consumo
[1] La vida util de los alimentos procesados se ve influenciada por una combinacion de
factores, entre los que destacan las condiciones de almacenamiento, los materiales de
envase, el proceso y la naturaleza bioquimica del alimento [2]. Es importante considerar
que el deterioro de las caracteristicas sensoriales inicia desde la cosecha y continta
durante el procesamiento y almacenamiento; esto se debe a los cambios quimicos y
fisicos que ocurren a lo largo del tiempo [3]

El fréjol cocido (Phaseolus vulgaris L), es un producto alimenticio que ha ganado
popularidad en Ecuador y constituye un elemento fundamental en la alimentacion,
destacado por sus beneficios nutricionales y para la salud, debido a que posee propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias gracias a su contenido en fitoquimicos
[4]. Se caracterizan por su riqueza en proteinas, fibra, vitaminas y minerales, y ademas es
una fuente sobresaliente de carbohidratos y micronutrientes esenciales como hierro
y zinc [5], lo que los convierte en un ingrediente esencial en las cocinas del mundo. La
forma de coccion tiene una influencia significativa en su perfil nutricional, digestibilidad y
composicion fitoquimica. El proceso de coccién implica cambios bioquimicos complejos,
incluyendo modificaciones de la pared celular y absorcién de agua, que son cruciales para
conseguir la textura deseada [4]. El tiempo de coccidn varia significativamente en funcion
de varios factores: como el genotipo o las condiciones de almacenamiento [6].

Dado que la cocciéon del fréjol influye directamente en su calidad nutricional, es
fundamental considerar estrategias que permitan conservar estas propiedades
durante el almacenamiento. Los aceites esenciales, como el de orégano, destacan por
sus propiedades bioactivas, que podrian ser utilizados como conservantes naturales,
protegiendo al fréjol cocido de la degradacién microbioldgica y oxidativa. De igual
manera, los aceites esenciales constituyen mezclas complejas de compuestos organicos
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volatiles derivados del metabolismo secundario de las plantas [7], que pueden extraerse
de diversas estructuras vegetales como flores, semillas, hojas, ramas, corteza y raices
[8], empleando diferentes métodos como la destilacién por arrastre de vapor, la
hidrodestilacion o la extraccion con solventes organicos [9]. Su composicién quimica,
caracterizada principalmente por terpenoides, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres
y acidos, le confiere aromas distintivos y propiedades bioactivas significativas [10],
mientras que su rendimiento, composicion y concentracion de metabolitos secundarios
estan influenciados por multiples factores, incluyendo aspectos genéticos, geograficos
y climaticos como el fotoperiodo, la altitud, la época de cosecha, la etapa de desarrollo,
la temperatura, el estrés hidrico y la composicién del suelo [11], asi como por el origen,
método de extraccion y parte especifica de la planta utilizada [12].

El aceite esencial de orégano contiene principalmente terpenos como; el timol y
carvacrol [13], lo que le concede un potente espectro bactericida y una destacada
accién antimicrobiana contra hongos y levaduras, [14]. Estos aceites han demostrado
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antivirales [15], y ofrecen ventajas como:
ausencia de residuos perjudiciales, baja probabilidad de desarrollo de resistencia,
reducida fitotoxicidad y un perfil de seguridad favorable para organismos mamiferos [16].
Han sido reconocidos como seguros por los departamentos de seguridad alimentaria
de distintos paises, como es el caso de la Administracién de Alimentos y Medicamentos
de los EE. UU. (FDA) [17]. Sin embargo, su implementacion practica puede verse limitada
por su intenso aroma y la necesidad de desarrollar sistemas de liberacion controlada
efectivos para mantener su actividad durante periodos prolongados [18].

El ozono (O,) es una técnica de conservacion de alimentos no térmica, considerada una
alternativa seguray respetuosa con el medio ambiente. Se caracteriza por ser un potente
desinfectante, pero sin los efectos residuales o dafos asociados al uso de desinfectantes
quimicos convencionales y es capaz de responder a la aceptacion de los consumidores,
las expectativas de la industria alimentaria y los requisitos de las agencias reguladoras.

En junio de 2001, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) aprobd su uso tanto en fase gaseosa y acuosa como aditivo antimicrobiano para el
contacto directo con alimentos, especialmente para frutas y hortalizas [19]. Su aplicacién
no afecta la calidad de los alimentos, aunque reacciona con algunos compuestos
orgdnicos. Los subproductos resultantes (aldehidos, cetonas o &cidos carboxilicos),
son seguros para la salud humana. Ademas, su accion es répida y no genera residuos
perjudiciales en los alimentos, debido a su capacidad de autodescomposicion, ya que
se convierte de manera natural en oxigeno [20]. Por esta razén, el ozono no puede ser
almacenado ni transportado; su generacion debe realizarse en el lugar de uso [21].

La vida media del ozono es corta, normalmente entre 30 a 40 minutos en aguay 2 a 3
horas en aire, aunque estos pardmetros pueden variar dependiendo de la temperatura
y los valores de pH [22]. El ozono puede aplicarse tanto en fase gaseosa como acuosa, de
forma continua o intermitente, adaptandose al tipo de producto y método de aplicacion
[23]. Aunque es relativamente estable en estado gaseoso, su inestabilidad en solucién
acuosa exige un control preciso durante su uso [24]. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto combinado de ozono y aceite esencial de orégano sobre la calidad
sensorial y microbioldgica del fréjol cocido (Phaseolus vulgaris L.).
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MATERIALES Y METODOS

Los fréjoles utilizados en el estudio pertenecen a la variedad “bolén rojo’, provenientes de
los productores de Santa Teresa de Simiatug, Ecuador. La hidratacion se realizd mediante
remojo en agua a temperatura ambiente, en una proporciéon de 3:1 (agua: grano),
durante 12 horas. La coccion se llevé a cabo conforme a lo establecido en la norma
NTE INEN 1558:2013 (Ecuador), utilizando la misma proporcién de 3:1 y manteniendo
el grano en ebullicién durante 90 minutos. Al finalizar, los fréjoles se enfriaron hasta
alcanzar una temperatura de 20 °C.

La ozonizacién se realizd con un generador de ozono marcaTecnoisrael, en dosificaciones
de 0.25 ppm y 0.5 ppm aplicadas en el agua del Ultimo enfriamiento hasta que la
temperatura del producto alcanzara nuevamente los 20 °C. Posteriormente, se aplicd
un revestimiento superficial con una solucion compuesta por 0.5 % de Tween 80, aceite
esencial de orégano en concentraciones de 0.30 %y 0.50 % y agua destilada [25].

Después de un oreado de 5 minutos para reducir el contenido de humedad superficial,
se envasaron 300 g de producto en fundas de poliamida y polietileno de baja densidad,
con un espesor de 90 micras. Las muestras fueron almacenadas en refrigeracién a 4 °C,
debidamente identificadas con su fecha de elaboracién, para su evaluacién posterior en
intervalos de 7 dfas.

Las evaluaciones se realizaron mediante el método de analisis AOAC 982.12 para la
medicion de pH, tomando como referencia el pH de 5.5 a 5.7 de fréjol cocido. Para la
realizacion del andlisis microbioldgico, se utilizaron placas de Petri films de aerobios,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Coliformes totales, Escherichia coli. Los analisis
microbiolégicos se realizaron siguiendo la Norma NTE INEN - Ecuador 1529-2 para
control microbiolégico de alimentos. La preparacién de muestras implicé pesar 10 g
de fréjol triturado, homogeneizado en 90 ml de agua peptonada estéril para obtener
una dilucién 1:10, realizando posteriormente diluciones seriadas para cada siembra.
Se utilizaron métodos oficiales AOAC para diferentes microorganismos: método
AOAC 990.12 para recuento de aerobios meséfilos, AOAC 991.14 para Escherichia coli/
coliformes y AOAC 2003.07 para Staphylococcus aureus.

La técnica de Petrifilm® se aplicd en todas las determinaciones, sembrando 1 ml de
muestra por placa, incubando bajo condiciones especificas: aerobios mesdfilos a 35 °C
+ 1 °C por 48 + 3 horas, coliformes a 35 °C + 1 °C por 24 horas, Escherichia coli a 35 °C £
1 °C por 48 horas y Staphylococcus aureus a 37 °C + 1 °C por 24 horas. La identificacion
de colonias se realizd segun los criterios de cada microorganismo: colonias rojas y
azules con gas para coliformes totales, colonias azules con gas para Escherichia coli y
colonias rojo violeta para Staphylococcus aureus. El andlisis de Salmonella spp. se realizd
mediante el método SEM-SS (AOAC 967.25 / 967.26 / 967.27). Para la interpretacion de
los resultados microbiolégicos obtenidos, se tomd como referencia la Norma Técnica
Sanitaria NTS No. 071 MINSA/DIGESA-V.01, la cual establece los criterios de calidad e
inocuidad para alimentos preparados con tratamiento térmico. Esta normativa permitié
evaluar la conformidad de las muestras con respecto a los limites microbioldgicos
aceptables en productos destinados al consumo humano.
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La evaluacion sensorial se realizo siguiendo la norma NTP 1SO 8587:2008. Las pruebas se
llevaron a cabo entre las 9:30 y 10:30 am con un panel semi-entrenado. A cada panelista
se le asignd aleatoriamente un nimero de muestra y se le proporciond un vaso de agua.
Los panelistas evaluaron las muestras utilizando una escala heddnica de 5 puntos para los
atributos de apariencia, color, olor, textura y sabor. La escala fue de 1 (malo), a 5 (excelente).
Los resultados de las evaluaciones fueron recopilados para su posterior analisis.

Se aplico un disefo factorial 2x2 para evaluar los efectos del nivel de ozono (0.25 ppm
y 0.50 ppm), y la concentracién de aceite esencial de orégano AEO (0.30% y 0.50%).
Al combinar estos factores se generaron cuatro tratamientos experimentales: T1: 0.30
% AEO + 0.25 ppm ozono, T2: 0.30 % AEO +0.50 ppm ozono, T3: 0.50 % AEO +0.25
ppm ozono, T4: 0.50 % AEO +0.50 ppm ozono, y el tratamiento control (T0), sin tratar.
Cada tratamiento se replico tres veces (5 tratamientosx3 réplicas), lo que dio como
resultado 60 unidades experimentales que fueron evaluadas en cuatro tiempos de
almacenamiento (0,7,14 y 21 dfas).

Investigaciones previas han confirmado la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de orégano (Origanum vulgare) frente a diversos microorganismos. Estos estudios,
analizados mediante ANOVA con un nivel de significancia de p < 0.05, reportaron un
efecto inhibitorio sobre Staphylococcus en carne de pollo [26], asi como su accion frente
a Staphylococcus aureus y Escherichia coli [27], y su influencia en la supervivencia de
Staphylococcus aureus y especies de Salmonella spp. en carne de cerdo [28]. En funcién de
estos antecedentes, en el presente estudio se empled la misma metodologia estadistica
utilizando el software Statgraphics Centurion, version 19.

RESULTADOS

En productos cocidos, la acidez tiende a incrementarse durante el almacenamiento
como resultado de la produccién de acidos organicos por la actividad microbiana como
se observa en la Figura 1.
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FIGURA 1. Acidez titulable del fréjol cocido (g H2504/100 g): (a) por tratamiento; (b) por tiempo de
almacenamiento (dias 0/1,7, 14y 21).
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El andlisis de varianza (ANOVA) demostrd que la acidez tuvo un aumento progresivo
y estadisticamente significativo a lo largo del tiempo de almacenamiento (p < 0.001). Al
comparar los tratamientos individualmente, la prueba post-hoc de Tukey reveld que el
Tratamiento T3 mostré una reduccion significativa de la acidez en comparacién con el
tratamiento testigo (T0), (p < 0.001), como se observa en la Figura 1. Este hallazgo confirma
que T3 fue el més efectivo en el control de este atributo, ya que mantuvo niveles de acidez
significativamente menores (p<0.05) durante todo el periodo de 21 dias de almacenamiento.
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FIGURA 2. Interaccion entre concentracién de AEQ (%) y ozono (ppm) sobre la acidez titulable (g H2504/100 g)
del fréjol cocido.

Como muestra la Figura 2, los resultados demostraron que la acidez aumentd de manera
progresiva. Este incremento refleja la tendencia esperada de deterioro del producto.
No obstante, al comparar los tratamientos, la prueba post-hoc de Tukey indicd que
el tratamiento T3 mostré una reduccién significativa de la acidez en contraste con el
tratamiento testigo (T0), lo que sugiere que la combinacion especifica de ozono y aceite
esencial de orégano optimiza la conservacion del producto al mantener un control
sobre la acidez durante los 21 dfas.

El pH es un pardmetro clave en la estabilidad nutricional y microbioldgica de productos
cocidos como el fréjol.
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FIGURA 3. pH del fréjol cocido durante el almacenamiento: (a) pH medio por dia; (b) pH medio por tratamiento.

De acuerdo a la Figura 3, los valores de pH registrados en los diferentes tratamientos y dias
de almacenamiento mostraron diferencias altamente significativas (p < 0.001), segun el
analisis de varianza (ANOVA), destacandose tanto el efecto del tratamiento (F = 32.41),
como el del tiempo de almacenamiento (F = 1548.16), asi como su interaccion (F = 5.49),
evidenciando la influencia de los factores sobre la variable pH. La Figura3 muestraa T2,y
la disminucion de significativa del pH entre el dia 0 (5.49 + 0.07) y el dia 21 (5.25 £ 0.01),
reforzando la actividad conservante. Este comportamiento fue similar en T1, aunque
con variaciones menos marcadas. Por su parte, TO (testigo) mostrd un pH relativamente
constante durante los 21 dias, con valores ligeramente superiores entre 5.51 + 0.02y 5.57
+ 0.03, sin variaciones estadisticamente significativas entre dfas, lo cual es consistente
con el comportamiento natural del producto sin aditivos.
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FIGURA 4. Variacion del pH por tratamiento a lo largo del almacenamiento (dias 0, 7, 14y 21).

Elanalisis de varianza mostro diferencias altamente significativas (p < 0.001). El tratamiento
T2 (0.50 ppm de ozono + 0.30 % de aceite esencial de orégano), mantuvo los valores
de pH mas estables y ligeramente acidos, fluctuando entre 549 + 0.07 (dia 0) y 5.25 +
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0.01 (dia 21), diferencia significativa (p < 0.001), segun la prueba de Tukey. En la Figura 4, se
observa que, T1 (0.25 ppm de 0zono + 0.30 % de orégano), mostré estabilidad, con valores
entre 557 = 001 y 529 + 0.02. Los tratamientos T3 y T4, con 0.50 % de aceite esencial
de orégano, registraron un incremento abrupto del pH al inicio del almacenamiento,
alcanzando valores alcalinos de hasta 7.63 + 0.01 en T3 (dia 0) y 7.37 £ 0.03 en T4 (dfa 0),
con una disminucién paulatina hasta 7.01 + 0.03 (T3, dia 21) y 6.85 + 0.02 (T4, dia 21).

El recuento de aerobios mesdfilos en el fréjol cocido mostroé diferencias estadisticamente
significativas tanto entre los tratamientos (p < 0.001), como a lo largo del tiempo de
almacenamiento (p < 0.001), y la interaccion significativa tratamiento x dfa (p = 0.047),
seguin el andlisis de varianza (ANOVA). Seguin la prueba de Fisher LSD al 95 % de confianza,
los tratamientos con aceite esencial de orégano y ozono (T1, T2, T3 y T4) presentaron
reducciones significativas en comparacién con el control (T0). Estos resultados evidencian
la reduccion de la carga microbioldgica a lo largo de los 21 dias de evaluacion.
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FIGURA 5. Recuento de aerobios mesdfilos (logio UFC/g) del fréjol cocido: (a) por tratamiento; (b) por tiempo de
almacenamiento.

La carga microbiolégica reportada fue de entre 5.2y 5.3 logyo UFC/g con una ascendencia
que indica que las diferencias entre dias, aunque estadisticamente significativas (p
< 0.001), no fueron marcadas ampliamente. Se observé en la Figura 5, que todos los
tratamientos lograron reducir significativamente la carga microbiana en comparacion
con el tratamiento control (T0), 6.10 logy,, UFC/g. T1 (0.25 ppm ozono +0.30 % AEQ): 5.07
logy, UFC/g, mostré una reduccion de 1.03 unidades log. T2 (0.50 ppm ozono +0.30 %
AEQ): 4.99 log;, UFC/g, reduccion de 1.11 unidades log. T3 (0.25 ppm ozono + 0.50 %
AEQ): 4.73 logy, UFC/g, reduccion de 1.37 unidades logaritmicas. T4 (0.50 ppm ozono +
0.50 % AEO): 5.31 logy, UFC/g, reduccion de 0.79 unidades log.
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FIGURA 6. Recuento de aerobios mesdfilos (logio UFC/g) por tratamiento a lo largo del almacenamiento (dias
0/1,7,14y21)
La carga microbioldgica (aerobios), como se observa en la Figura 6, el fréjol cocido mostrd
una reduccion consistente en todos los tratamientos experimentales (T1-T4), en
comparacion con el control (T0). Este hallazgo valida la eficacia antimicrobiana de la
combinacién del ozono y el aceite esencial de orégano. Especificamente, el tratamiento
T3 se destacéd por presentar la mayor reduccién inicial en el recuento de aerobios
mesofilos y también demostrd una estabilidad microbiolégica a lo largo de los 21
dias de almacenamiento. La combinacion de factores en el T3 optimizé el efecto de
conservacion del producto de forma prolongada.
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FIGURA 7. Coliformes totales (log;o UFC/g) por tratamiento durante el almacenamiento (dias 0/1,7, 14y 21)

La Figura 7 muestra que el tratamiento control (TO) presentd una carga microbiana inicial
de 3.5 logig UFC/g en coliformes totales. Tras la aplicacion de ozono y aceite esencial de
orégano, los tratamientos experimentales (T1 a T4) registraron una reduccion de hasta
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260 logyy UFC/g en coliformes totales, evidenciando diferencias altamente significativas
(p < 0.001), respecto al tratamiento control. Esto demuestra que incluso la dosis més baja
evaluada (T1: 0.25 ppm de ozono +0.30% de AEQ), fue suficiente para la reduccion de
coliformes totales, lo que confirma la efectividad de los tratamientos aplicados (ozono y
aceite esencial de orégano) contra la poblacion de coliformes totales en el fréjol cocido.

Los resultados del analisis microbioldgico para Escherichia coli en fréjol cocido tratado
con ozono Yy aceite esencial de orégano mostraron una respuesta consistente a través
de los diferentes tratamientos y periodos de evaluacién. Los tratamientos, incluyendo el
control (T0), mantuvieron niveles de Escherichia coli por debajo del Iimite de deteccién
(<3 UFQ), comportamiento que se mantuvo constante durante los diferentes periodos
de evaluacion (dias 1,7, 14y 21), manteniendo niveles microbiologicamente aceptables
durante el periodo de almacenamiento estudiado.

Los resultados obtenidos para Staphylococcus aureus fueron favorables, ya que se
reportd (<10 UFC/q). Este hallazgo indica que la combinacién del proceso de coccién
del fréjol con los tratamientos aplicados (o0zono y aceite esencial de orégano) fue eficaz.

La ausencia de Salmonella spp. en todas las muestras evaluadas es atribuible a las Buenas
Practicas Agricolas (BPA) practicadas en el campo, el almacenamiento de materia prima
y el procesamiento asociado a Buenas Practicas de Manufactura (BPM). Tanto BPA
como BPM contribuyeron significativamente a minimizar la contaminacion cruzada,
reduciendo asi el riesgo de presencia de este patégeno.

Al inicio del almacenamiento (dia 0), todos los tratamientos mostraron puntuaciones
elevadas de aceptabilidad (4.6 + 0.3), las cuales se mantuvieron relativamente constantes
hastael dia7 (4.4 +04).En el dia 14 se observé una ligera disminucion en las puntuaciones
(3.8 £ 0.5), tendencia que continud hasta el dia 21 (3.5 = 0.6). Sin embargo, estas
variaciones no fueron estadisticamente significativas entre los tratamientos. Los andlisis
post hoc mediante la prueba de Tukey confirmaron la ausencia de diferencias significativas
entre pares de tratamientos (p > 0.05), aunque se observd una tendencia favorable en
la preservacion de atributos sensoriales en los tratamientos con aceite esencial y ozono
(T3 y T4) hacia el final del periodo de almacenamiento, manteniendo puntuaciones de
aceptabilidad ligeramente superiores (3.7 + 0.4) en comparacién con el control (3.3 + 0.5).
El coeficiente de variacion (CV) se mantuvo por debajo del 15 % en todas las evaluaciones,
lo que indica una buena consistencia en las valoraciones del panel sensorial.

DISCUSION

La acidez debe controlarse en alimentos cocidos, ya que los microorganismos generan
acidos organicos alterando la acidez de la matriz alimentaria. Los niveles superiores a
0.5 % son desfavorables para bacterias patégenas [29], por lo que la acidez es un factor
clave para evaluar la calidad y la estabilidad de los productos alimenticios.

El aceite esencial de orégano es un agente antimicrobiano eficaz debido a la alta

concentracion de carvacrol y timol. Estos fenoles incrementan la permeabilidad de la
membrana celular, y este mecanismo de accion resulta en la inhibicion del desarrollo y en la
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reduccion de la viabilidad bacteriana, previendo la acidificacién del medio [30]. Lo anterior
coincide con los niveles de acidez reportados, lo que demuestra la eficacia del control de la
acidez en fréjol cocido al aplicar los tratamientos, particularmente durante los primeros siete
dias de almacenamiento, a causa de la aplicacion de ozono, que posee un efecto oxidante
sobre los microorganismos y es efectivo para reducir la carga microbioldgica inicial.

El ozono ha sido reconocido por su capacidad para modular el pH [20]. Posee un efecto
oxidante sobre los microorganismos y es efectivo para reducir la carga microbioldgica
inicial [31]. Los tratamientos aplicados mantuvieron el pH del fréjol cocido en un
rango de 5.5-6.5, lo que contribuye para la fermentacion de oligosacéridos, favorece
la digestibilidad y reduce la produccion de gases y la acidez estomacal, aunque su
impacto requiere mayor investigacion [321. Ademas, actla como agente multifuncional,
facilitando la eliminaciéon de contaminantes quimicos y mejorando las propiedades
nutricionales, organolépticas y funcionales de los alimentos [33].

Para mantener el valor nutricional y la calidad microbioldgica del fréjol cocido, es esencial
controlar el pH, pues este interactia con sus componentes estructurales principales:
lipidos, proteinas y carbohidratos [34]. Los tratamientos T1 y T2, que mantuvieron un
pH = 5.3-54, ligeramente 4cido, inhibieron el crecimiento microbiano y mejoraron la
estabilidad del producto [35]. En medios acidos, la hidrofobicidad del aceite esencial de
orégano aumenta, lo cual permite potenciar su actividad antimicrobiana [36]. El aceite
esencial de orégano ejerce su accién antimicrobiana al alterar la permeabilidad de
la membrana celular [37], provocando la pérdida de metabolitos intracelulares vy, en
consecuencia, la muerte celular [38]. En estudios de recubrimiento de fréjol precocido
[39], se observaron rangos de pH de 6.8 a 7.2. De igual manera, en sopas instantdneas de
fréjol [40], se reportaron valores de pH 6.42.

El ozono elimina de forma efectiva bacterias grampositivas y gramnegativas dafiando sus
acidos nucleicos [41]. En este estudio, la aplicacién de aceite esencial de orégano al 0.50
9%, y ozono a 0.25 ppm fue la combinacién mas efectiva en la inhibicién del crecimiento
microbiano. Estos resultados sugieren que, a mayor concentracion de aceite esencial,
el entorno se alcaliniza neutralizando los &cidos organicos presentes. El tratamiento T3
reporté una carga final de 4.76 log UFC/g, reporte que fue ratificado en estudios de
aceite esencial de orégano en tilapias donde se consiguié una concentracion final de
5.30 log UFC/g con la aplicacion del bioactivo [42]. De igual manera, en la conservacion
de chorizo mexicano se reportd un desarrollo mds controlado de aerobios con un
promedio de 6 log UFC/g, entre los dias 1y 14 [43].

En la conservacion de hamburguesas de res se reportaron valores estables hasta el quinto
dia, de 2,8 x 10° UFC/g con 04 % de aceite esencial. Este tratamiento fue el unico en
prolongar esta constancia hasta el dia 15 [44]. Al aplicar el aceite esencial de orégano en
filetes de tilapia, se observd una disminucién de 1 unidad logaritmica en el recuento
microbiano [45]. La aplicacion de ozono en leche cruda permitié una reduccion de entre
0.7 y 2.5 unidades logaritmicas en aerobios [46]. Finalmente, la aplicacion de ozono a
0.024 g/L sobre jitomate permitié eliminar el 99.5 % de bacterias mesofilicas aerobias [47].

La aplicacion conjunta de aceite esencial de orégano y ozono en fréjol cocido mostréd
una respuesta consistente a través de los diferentes tratamientos y periodos de
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evaluacion. La mayoria de las muestras, incluyendo el control (T0), y los tratamientos (T1-
T4), mantuvieron niveles de Escherichia coli por debajo del limite de deteccién (<3 UFC).

La dosis mas baja (T1: 0.25 ppm ozono + 0.30 % AEO) fue suficiente para lograr un
control completo de coliformes totales, en contraste con estudios de aplicacion de
ozono en leche cruda [46], donde se reporté la reduccion de coliformes totales entre
0.63 y 3.70 unidades logaritmicas. Estos resultados concuerdan con la reduccion de
2.60 log;y UFC/g obtenida en el presente estudio. De manera similar, la aplicacion de
0zono en granos de quinua [48] permitié disminuir los niveles de coliformes totales en
un rango de 0.38 a 1.14 log;, UFC/g, reafirmando el potencial del ozono como agente
antimicrobiano en matrices vegetales.

En cuanto a Staphylococcus aureus, los tratamientos presentaron valores <10 UFC, lo
que indica que todos los tratamientos, junto con el proceso de coccion fueron eficaces
para reducir la carga microbiana. En estudios realizados en albdndigas de res [49], se
obtuvieron reducciones <2 Log UFC/g de Staphylococcus aureus con concentraciones
de 0.5-2 % de AEO. Asimismo, al aplicar AEO en concentraciones de 0.25 y 0.125
% sobre superficies de acero inoxidable, se lograron reducciones de 1-2 log UFC en
Staphylococcus aureus [50].

Estudios in vitro han confirmado la capacidad del aceite esencial de orégano para inhibir
el desarrollo de Salmonella spp. en productos agricolas. [51] El ozono es un método
seguro y eficaz para la desinfeccion de alimentos, ya que elimina patégenos sin dejar
residuos y, garantiza la inocuidad del producto [52].

Analisis sensorial del fréjol cocido

Los tratamientos aplicados no generaron cambios sensoriales negativos en el fréjol cocido.
Investigaciones centradas en el uso de ozono demuestran que existe un equilibrio entre
la acidez y el sabor, lo cual es crucial para la aceptacion del consumidor. La exposicion
al ozono reduce la actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa, responsables de la
oxidacion de fenoles que generan colores pardos u oscurecimiento en vegetales [19].

La concentracién de los compuestos activos influye directamente en la aceptabilidad
sensorial de los alimentos. El uso de coberturas o peliculas protectoras contribuye a
disminuir el impacto sensorial directo en el alimento [53]. El uso de AEO en niveles bajos,
como el 0.3 % evaluado en matrices vegetales, es clave para optimizar la preferencia
del consumidor. Por el contrario, concentraciones elevadas de estos agentes se asocian
con la aparicién de sabores o aromas intensos, lo que impacta negativamente la calidad
percibida y reduce la intencién de consumo [54].

Vegetales, frutas, hortalizas y legumbres frescas tratadas con ozono han mostrado efectos
positivos en la textura, firmeza, color y apariencia [55]. La aceptabilidad sensorial del fréjol
cocido con los tratamientos es comparable a la del control (T0). Esta equivalencia confirma
la viabilidad de implementar esta estrategia de conservacién, dado que el producto final
mantiene las cualidades organolépticas necesarias para ser aceptado por el consumidor.
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CONCLUSIONES

La aplicacién combinada de aceite esencial de orégano y ozono en fréjol cocido
demostré un impacto significativo en el control de la acidez y la reduccion de la carga
microbiana. El ozono, como agente oxidante, mostré una capacidad notable para
inactivar microorganismos y degradar enzimas responsables del deterioro, mientras que
el aceite de orégano, rico en compuestos fendlicos como el timol y el carvacrol, aportd
propiedades antimicrobianas y antioxidantes que complementaron y potenciaron el
efecto conservante.

Los tratamientos que mantuvieron un pH ligeramente dcido (entre 5.3y 5.4), inhibieron el
crecimiento microbiano. Esta intervencion no térmica se presenta como una alternativa
viable para extender la vida Util de productos vegetales cocidos, sin comprometer los
atributos sensoriales ni la integridad nutricional.

Se determind que todos los tratamientos activos (T1 a T4) lograron una reduccién
significativa de la carga microbiana tanto en aerobios mesdfilos como en coliformes
totales. El tratamiento T3 (0.25 ppm ozono +0.50 % AEO) demostré ser el més eficaz al
conseguir la mayor reduccion en aerobios meséfilos (1.37 logy, UFC/g), y una importante
disminucion de coliformes totales (2.60 log,, UFC/g). Estos resultados evidencian una
alta eficacia antimicrobiana y un efecto sinérgico de la combinacién de ozono y aceite
esencial de orégano, lo que garantiza el control microbiano en el producto durante 21
dfas de almacenamiento.

Durante el periodo de almacenamiento (21 dfas), la evaluacién sensorial confirmé que
los tratamientos aplicados conservaron la apariencia, el color, el olor, la textura y el sabor,
lo cual es deseable en estrategias de conservacion que buscan mantener la calidad
sensorial original del alimento. La combinacién de ozono y aceite esencial de orégano
no solo garantiza la seguridad microbioldgica y la estabilidad del producto, sino que
también preserva sus propiedades organolépticas. Esto sugiere que la combinacion de
aceite esencial de orégano y ozono constituye una alternativa eficaz para prolongar la
vida util del producto, sin afectar su aceptabilidad.
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