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Parte 1: Aplicación de recubrimientos activos enriquecidos con 
preservantes naturales como estrategia para mejorar la 
calidad y seguridad de cubos de manzana  

1.1 Introducción  

Al momento de definir la buena calidad general de un producto fresco cortado son 

varias las características que deben considerarse: apariencia fresca, textura aceptable, buen 

sabor y aroma, seguridad microbiológica y vida útil suficientemente larga que permita 

incluir al producto dentro de un sistema de distribución. Obtener un producto con estas 

características representa un desafío tanto para el ámbito científico como para el industrial, 

por lo que actualmente se dirigen grandes esfuerzos hacia el control de aquellos factores 

que de una u otra manera puedan desencadenar reacciones que perjudiquen la calidad del 

producto final. En este sentido, es sabido que los vegetales frescos cortados se deterioran 

de manera mucho más rápida que los productos intactos como resultado directo de las 

heridas provocadas por el pelado y corte, las cuales conducen a cambios físicos y 

fisiológicos que afectan la calidad del alimento (Ramos et al., 2013; Moreira et al., 2015b). 

Los síntomas de deterioro de los productos frescos cortados incluyen cambios en la textura 

(pérdida de turgencia debido a pérdida de agua en los tejidos), en el color (especialmente 

atribuible a la aparición de pardeamiento enzimático en las superficies cortadas) (Barrett et 

al., 2010) y suponen un riesgo de contaminación microbiológica debido a la mayor 

superficie expuesta y a la manipulación a la que son sometidos durante su elaboración. 

Hasta el momento, muchas investigaciones se han llevado adelante con el objetivo de 

inhibir las reacciones de pardeamiento y el ablandamiento en los productos frescos 

cortados. Por ejemplo, la aplicación combinada de cloruro de calcio al 0.5 % como 

tratamiento estabilizante de la textura y de ácido ascórbico al 1 % mostró un notable efecto 

en la conservación de manzana mínimamente procesada, incrementándose dicho efecto con 

una atmósfera libre de oxígeno (Moreira et al., 2015b). De este modo, el empleo de 

sustancias que retrasen o inhiban la acción enzimática, así como el uso de envases con 

atmósfera modificada, son los tratamientos aplicados con mayor frecuencia en productos 

frescos cortados (Ma et al., 2017). Otro punto muy importante a considerar es que las 

frutas pueden actuar como vehículo de patógenos causantes de ETA. Aunque las manzanas 
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tienen un pH bajo, se ha demostrado el crecimiento de Escherichia coli, Salmonella y 

Listeria monocytogenes sobre el tejido de esta fruta almacenada en atmósfera de aire 

(Abadias et al., 2009, 2011; Alegre et al., 2010). La manzana es una fruta muy popular, la 

segunda más consumida después de la banana en todo el mundo (Hyun y Jang, 2016). Los 

beneficios para la salud relacionados con el consumo de manzana están asociados con la 

función vascular, la presión arterial, la disminución de la absorción de grasas debido a 

interacciones entre lípidos y los polifenoles de la manzana, efectos antiinflamatorios y la 

prevención de la hiperglucemia como resultado de la inhibición de la expresión de genes 

inflamatorios y de la actividad de transportadores de glucosa, entre otros (Bondonno et al., 

2017). Estos beneficios se atribuyen principalmente a sus altos valores nutracéuticos y al 

contenido de polifenoles que aportan. Aunque la pulpa de manzana contiene menos 

compuestos fenólicos en comparación con la cáscara (Chen et al., 2012), muchos 

consumidores prefieren la manzana fresca pelada. Por lo tanto, su susceptibilidad al 

deterioro enzimático y microbiano durante las operaciones de poscosecha, manipulación y 

procesamiento representan aspectos importantes desde el punto de vista de la ciencia y la 

tecnología de los alimentos. 

De este modo, los recubrimientos comestibles constituyen una estrategia con potencial 

para reducir los efectos perjudiciales que el procesado mínimo podría ocasionar sobre los 

tejidos de las frutas frescas cortadas, conformando un campo innovador en el área de la 

conservación de alimentos mínimamente procesados. Estos recubrimientos pueden estar 

constituidos por finas películas de polímeros naturales biodegradables (polisacáridos, 

proteínas animales y vegetales, lípidos), con lo cual representan además una tecnología 

respetuosa con el medio ambiente. Los recubrimientos comestibles funcionan como una 

barrera selectiva a los gases (O2, CO2, etileno), reduciendo o ralentizando la pérdida de 

agua, los procesos oxidativos, el crecimiento microbiano y aumentando la resistencia 

mecánica del producto. Además, pueden ser utilizados como envases activos al incorporar 

en la matriz polimérica aditivos naturales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes 

reafirmantes de la textura, compuestos nutricionales o ingredientes bioactivos con el 

objetivo de incrementar la seguridad y mantener las características sensoriales, 

nutricionales y funcionales de las frutas mínimamente procesadas (De Ancos et al., 2015; 

Kumar y Sethi, 2018). 

Entre los polisacáridos empleados para la formulación de recubrimientos comestibles, 

la goma gelano resulta apropiada debido a sus propiedades coloidales y a su habilidad para 
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formar geles en presencia de cationes tales como K+, Na+, Ca++, Mg++ (Zia et al., 2018). 

Los recubrimientos formulados a base de gelano presentan buenas propiedades mecánicas 

y de barrera, además de formar geles de apariencia transparente. Rojas-Grau et al. (2008) 

estudiaron la aplicación de un recubrimiento de gelano (0.5 %) sobre trozos de manzana 

Fuji, observando una moderada resistencia al vapor de agua, además de una buena 

formación y adhesión del recubrimiento sobre los trozos de fruta. Como se mencionó 

anteriormente, estos recubrimientos pueden funcionalizarse mediante el enriquecimiento 

de los mismos con ciertos compuestos que mejoren alguna de sus características, por 

ejemplo, el aporte nutricional. Entre ellos, es posible incluir fibras alimentarias. En este 

sentido, las fibras dietéticas obtenidas de las manzanas son de mayor calidad que las 

extraídas de fuentes alternativas como los cereales, destacando la importancia de su 

fracción soluble y las propiedades antioxidantes que presenta, proporcionando efectos 

adicionales que promueven la salud (Shalini y Gupta, 2010). Moreira et al. (2015a) 

demostraron la factibilidad de adicionar fibra de manzana a formulaciones de diferentes 

polisacáridos, logrando recubrimientos comestibles funcionales y aumentando de esta 

manera el valor nutricional de cubos de manzanas, sin comprometer el resto de los 

atributos de calidad. Adicionalmente, entre los preservantes naturales que podrían ser 

agregados a los recubrimientos y que aún no han sido evaluados en manzanas se 

encuentran la vainillina y el geraniol,  posibilitando la obtención de un producto seguro y 

con atributos de calidad sensorial aceptables. 

Por lo tanto, en primer lugar, se propuso la aplicación de los recubrimientos de 

quitosano enriquecidos con vainillina y geraniol sobre cubos de manzana, evaluando los 

efectos sobre esta matriz alimentaria, con el objetivo de mantener la calidad y asegurar la 

inocuidad del producto. Se analizó el efecto de los recubrimientos enriquecidos con Vai y 

Ge sobre las características microbiológicas (tanto sobre la evolución de la microflora 

nativa como sobre E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 artificialmente 

inoculados), y se realizó también un análisis sensorial durante un período de 

almacenamiento de 12 días. En segundo lugar, se estudió la aplicación de un recubrimiento 

activo de goma gelano con fibra de manzana, evaluando el enriquecimiento del mismo con 

preservantes naturales como la vainillina y el geraniol. El objetivo propuesto fue analizar la 

efectividad de los recubrimientos funcionales de gelano con fibra de manzana 

(enriquecidos con compuestos bioactivos) para mantener la calidad y la asegurar la 

inocuidad de los cubos de manzana. De este modo, se evaluaron los efectos de estos 
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recubrimientos sobre la supervivencia de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 

80.11 inoculados en los cubos de manzana, así como también sobre otras características de 

calidad tales como color, textura, propiedades antioxidantes, calidad microbiológica y 

sensorial del producto durante 12 días de almacenamiento a 5 ºC. 

 

Primera etapa: Aplicación de recubrimientos activos de quitosano sobre cubos 
de manzana 

 

1.2 Materiales y métodos 

1.2.1 Sustrato vegetal 

Las manzanas (Malus domestica var. Red Delicious) fueron adquiridas en un mercado 

local con adecuado grado de madurez comercial y almacenadas a 5 °C hasta su 

procesamiento.  

1.2.2 Formulación y aplicación de los recubrimientos 

Se preparó la solucion formadora de recubrimiento (SFR) de quitosano (Qui) y 

posteriormente, a una parte de la SFR de Qui se le añadió vainillina (1.2 mg/ml) o geraniol 

(0.7 µl/ml) como preservantes naturales. Además, se preparó una solución de cloruro de 

calcio (Cl2Ca) al 2 % (m/v) con ácido ascórbico al 1 % (m/v) para utilizar como solución 

de pretratamiento (anterior a la aplicación de los recubrimientos), con el objetivo de evitar 

el desarrollo de pardeamiento luego de las operaciones de pelado y corte. De esta forma, se 

obtuvieron 3 soluciones de inmersión: Qui, Qui+Vai y Qui+Ge, además de la solución de 

pretratamiento de cloruro de calcio y ácido ascórbico. 

En primer lugar, las manzanas fueron lavadas con una solución de ácido cítrico al 0.5 

% (m/v), enjuagadas con agua corriente y secadas. Posteriormente se pelaron, se removió 

la parte central de las frutas y se cortaron en cubos de 1.5 cm3 manualmente con un 

cuchillo. Para minimizar la exposición de los tejidos al aire y evitar el pardeamiento 

enzimático, se procesaron un máximo de cuatro frutas a la vez que fueron sometidas a los 

diferentes tratamientos de forma inmediata. Para ello, los cubos de manzana se 

sumergieron en la solución de ácido ascórbico durante 1 min. Luego, se escurrieron 

durante 1 min y se sumergieron en las diferentes soluciones de quitosano durante 2 min. 
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Nuevamente se dejó escurrir el exceso de solución de cada recubrimiento durante 1 min. 

Luego de la aplicación de los recubrimientos, los cubos de manzana se secaron en una 

cámara de bioseguridad utilizando aire a 25 °C, durante 30 min. Como muestras control 

(C) se consideraron cubos de manzana tratados en la solución de pretratamiento (cloruro de 

calcio y ácido ascórbico), sin la aplicación posterior de recubrimiento. 

Por último, 50 g de fruta se envasaron en contenedores de polipropileno de 200 ml 

(espesor 0.4 mm) y se cubrieron con una película de poliolefina (PD 960, Cryovac, 

Argentina, permeabilidad al O2: 7000 ml/m2d; permeabilidad al CO2: 20000 ml/m2d) 

sellada con una máquina de termosellado horizontal para bolsas de plástico (HL, FS-300, 

Argentina). Las muestras fueron almacenadas a 5 °C. En cada día de muestreo (0: 

inmediatamente después del tratamiento, 4, 8 y 12 días de almacenamiento) dos 

contenedores fueron retirados de la cámara de almacenamiento al azar para ser utilizados 

en los diferentes análisis. 

1.2.3 Análisis microbiológicos 

A cada tiempo de muestreo (0, 4, 8 y 12 días de almacenamiento refrigerado), se 

evaluó el efecto de los recubrimientos activos de quitosano sobre la evolución de la 

microflora nativa, determinada por las poblaciones de bacterias aerobias mesófilas (MES), 

y mohos y levaduras (MyL). Estas muestras también se utilizaron para determinar la 

presencia o ausencia de E. coli y Listeria spp en las manzanas. Los resultados se 

expresaron como log UFC/g. Todos los recuentos se realizaron por duplicado, en 3 

experimentos independientes. 

1.2.4 Efecto de los recubrimientos activos de quitosano sobre E. coli O157:H7 FP605/03 

y L. innocua CIP 80.11 inoculados en cubos de manzana  

- Preparación de los inóculos 

A partir de un cultivo stock de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 

mantenido a -20 °C, se realizó la reactivación de los microorganismos y la preparación de 

los inóculos. 

- Inoculación de las muestras y aplicación de los recubrimientos activos de quitosano 

Con el objetivo de estudiar el efecto de los recubrimientos activos de quitosano sobre la 

supervivencia de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados durante el 
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almacenamiento refrigerado, los cubos de manzana (obtenidos con la metodología 

descripta previamente) se inocularon mediante aspersión con las suspensiones de E. coli 

O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11, previamente a la aplicación de las diferentes 

SFR (Qui, Qui+Vai y Qui+Ge). Los cubos de manzana inoculados se secaron durante 30 

min empleando una cámara de bioseguridad clase II. Luego, fueron sometidos a los 

diferentes tratamientos: recubrimiento de quitosano (Qui), recubrimiento de quitosano con 

agregado de geraniol (Qui+Ge) y recubrimiento de quitosano con agregado de vainillina 

(Qui+Vai). La aplicación de los recubrimientos y el envasado de las muestras inoculadas se 

realizaron de igual manera que lo descripto para muestras no inoculadas. Los contenedores 

se almacenaron a 5 °C, realizando análisis microbiológicos periódicos durante el 

almacenamiento a fin de evaluar el potencial efecto antimicrobiano de los tratamientos 

frente a E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en los cubos de 

manzana. 

- Evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en 

cubos de manzana 

A cada tiempo de muestreo (0, 4, 8 y 12 días de almacenamiento refrigerado), se 

evaluó el efecto de los recubrimientos activos de quitosano sobre la evolución de los 

microorganismos inoculados. El recuento de L. innocua CIP 80.11 se llevó a cabo en el 

medio Oxford Agar (base) con suplemento selectivo Oxford (BS003) (Biokar Diagnostics, 

Francia), utilizado para la diferenciación, aislamiento y enumeración de cepas de Listeria. 

Los resultados se expresaron como log UFC/g. Todos los recuentos se realizaron por 

duplicado, en 3 experimentos independientes. 

1.2.5 Análisis sensorial 

Se realizó un análisis descriptivo cuantitativo de muestras de manzana (no inoculadas) 

sometidas a los diferentes tratamientos durante el almacenamiento refrigerado. El análisis 

sensorial efectuado fue realizado por nueve panelistas del Grupo de Ingeniería de 

Alimentos de la UNMdP (edad entre 25 a 50 años), con experiencia en evaluación de 

calidad sensorial de frutas y hortalizas empleando una escala no estructurada de cinco 

puntos para calificar los siguientes atributos: 

- Calidad visual general (OVQ), parámetro dentro del cual se evalúan todas las 

características visuales tales como frescura, uniformidad de tamaño, brillo, 
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presencia de restos de recubrimiento, ausencia de pardeamiento, ausencia de daños 

mecánicos o pudriciones. 

- Aroma y sabor extraño 

Los atributos sensoriales fueron evaluados a los 0, 4, 8 y 12 días de almacenamiento. El 

límite de aceptabilidad se estableció en el 50 % de la escala (2.5 cm). 

1.2.6 Análisis estadístico 

Los resultados de la aplicación de los diferentes recubrimientos sobre los cubos de 

manzana se obtuvieron por duplicado en tres ensayos experimentales independientes. Los 

resultados informados se presentan como valores medios acompañados de sus 

correspondientes desviaciones estándar. Se utilizó un diseño experimental completamente 

aleatorizado con dos factores (tratamiento y tiempo de almacenamiento), y se aplicó un 

ANOVA (p < 0.05) para comparar los efectos de cada factor. Las diferencias entre 

tratamientos y a través del tiempo de almacenamiento se determinaron utilizando la prueba 

LSD con un nivel de confianza del 95 %. Para analizar los datos se utilizó el software 

estadístico InfoStat (v2013) (Universidad de Córdoba, Córdoba, Argentina).  

 

1.3 Resultados y discusión 

1.3.1 Evolución de la microflora nativa de cubos de manzana tratados con recubrimientos 

activos de quitosano 

En la Tabla 1.1 se muestran los resultados obtenidos para la evolución de las diferentes 

poblaciones de la microflora nativa de los cubos tratados con recubrimientos activos de 

quitosano, así como también de los cubos sin tratar. Esta muestra control puede utilizarse 

como indicador de la calidad microbiológica inicial del producto. En la misma se reflejan 

las prácticas higiénicas con las que se llevó adelante el procesamiento de las manzanas, 

considerando que la materia prima original fue sometida a operaciones preliminares de 

lavado y desinfección con una solución de ácido cítrico. Esto implica una disminución de 

la carga microbiana original, sumado a las operaciones de pelado en la cual se removió la 

superficie de la fruta que estuvo en contacto con el medio ambiente desde su recolección 

hasta el procesado. En este sentido, la muestra control presentó una carga inicial baja de 

microorganismos aerobios mesófilos (MES), mientras que no se detectó (< 2.00 log 
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UFC/g) la presencia de mohos y levaduras (MyL). En las muestras tratadas con los 

recubrimientos activos, la población de MES sufrió una reducción significativa 

inmediatamente después de la aplicación de los recubrimientos (tiempo cero), mostrando 

recuentos por debajo del límite de detección del método (< 2.00 log UFC/g), 

independientemente del enriquecimiento o no de las formulaciones de quitosano con 

vainillina o geraniol. Durante el almacenamiento (12 días), las muestras control mostraron 

un aumento mayor a 3.00 log UFC/g para la población de MES. Las muestras tratadas con 

recubrimientos de Qui y Qui+Ge presentaron desarrollo de estas poblaciones hacia el final 

del almacenamiento, aunque en magnitudes significativamente (p < 0.05) menores que el 

control. Sin embargo, en muestras tratadas con recubrimientos enriquecidos con vainillina 

(Qui+Va) no se detectó la presencia de MES durante todo el período de almacenamiento 

refrigerado (< 2.00 log UFC/g). En el caso de MyL, a partir del día 4 de almacenamiento se 

observó desarrollo de MyL en las muestras C, aumentando sus recuentos progresivamente 

hasta el final del almacenamiento. Respecto a las muestras con recubrimiento activo, las 

tratadas con Qui fueron las únicas que presentaron desarrollo de MyL a partir del día 8 de 

almacenamiento refrigerado, aunque con recuentos significativamente menores que los 

obtenidos para las muestras C. Las muestras tratadas con recubrimientos de quitosano 

enriquecido con geraniol y vainillina (Qui+Ge y Qui+Vai) no presentaron desarrollo 

detectable de MyL durante los 12 días de almacenamiento a 5 ºC, lo que evidencia el fuerte 

sinergismo antifúngico mostrado por la combinación de quitosano y vainillina o geraniol. 
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Tabla 1.1 Efecto de los recubrimientos de quitosano con y sin preservantes naturales sobre la 
microflora nativa de cubos de manzana almacenados durante 12 días a 5 ºC. 

Población 
(UFC/g) 

Tratamiento 
Tiempo de almacenamiento (días) 

0 4 8 12 

MES 

C 2.94 ± 0.31a 3.47 ± 0.65a 5.12 ± 1.42bA 6.31 ± 0.19bA 
Qui < 2.00* < 2.00* 4.11 ± 0.73A < 2.00* 
Qui+Ge < 2.00* < 2.00* < 2.00* 3.81 ± 1.28B 
Qui+Vai < 2.00* < 2.00* < 2.00* < 2.00* 

MyL 

C < 2.00* 2.72 ± 1.08a 4.79 ± 0.16bB 6.84 ± 0.23cB 
Qui < 2.00* < 2.00* 2.48 ± 0.34aA 2.25 ± 0.35aA 
Qui+Ge < 2.00* < 2.00* < 2.00* < 2.00* 
Qui+Vai < 2.00* < 2.00* < 2.00* < 2.00* 

C: muestras sin recubrimiento; Qui: muestras recubiertas con quitosano; Qui+Ge: muestras 
recubiertas con quitosano+geraniol; Qui+Vai: muestras recubiertas con quitosano+vainillina. Los 
resultados se muestran como valores medio ± la desviación estándar. Letras minúsculas diferentes 
en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre días de 
almacenamiento para un mismo tratamiento. Letras mayúsculas diferentes en la misma fila indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos para el mismo tiempo de 
almacenamiento. 
* Debajo del límite de detección del método (< 2.00 log UFC/g).   

      Otros autores han investigado el uso de recubrimientos de quitosano y sus 

combinaciones con preservantes naturales para controlar la microflora nativa de frutas 

mínimamente procesadas. Por ejemplo, Zhelyazkov et al. (2014) aplicaron recubrimientos 

de quitosano formulado a distintas concentraciones (0.1, 0.25, 0.5 y 1 %) sobre cubos de 

manzana almacenados a 4 ºC e informaron que todas las concentraciones de quitosano 

empleadas fueron capaces de reducir significativamente los recuentos de microorganismos 

aerobios totales y de mohos, inicialmente y al ser evaluados a los 8 días. Respecto a las 

combinaciones con preservantes naturales, Tomadoni et al. (2018) aplicaron 

recubrimientos de quitosano con y sin el enriquecimiento de vainillina y geraniol sobre 

frutillas mínimamente procesadas, estudiando la evolución de mesófilos, psicrótrofos y 

mohos y levaduras durante 7 días de almacenamiento refrigerado. Estos autores informaron 

que inicialmente se obtuvieron reducciones significativas para todas las poblaciones 

microbianas evaluadas, de acuerdo con los resultados obtenidos en este capítulo. Además, 

informaron que las reducciones observadas en las muestras recubiertas se mantuvieron 

durante los 7 días de almacenamiento, con excepción de la población de MES, la cual a 

partir del segundo día de almacenamiento presentó recuentos similares al control no 

recubierto. En un estudio llevado adelante por Azevedo et al. (2014), la aplicación de 

recubrimientos formulados con 1.6 % de almidón de mandioca, 0.6 % de quitosano y 2.4 
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% de aceite de Lippia gracilis sobre frutilla mínimamente procesada ejerció un efecto 

bactericida sobre la microflora nativa, evaluada a través de los recuentos de mohos y 

levaduras, bacterias psicrótrofas, coliformes totales y coliformes termo-tolerantes durante 7 

días de almacenamiento a 4 ºC. 

Como se detalla en la literatura, la aplicación de recubrimientos activos además de 

ejercer efectos antimicrobianos o de vehiculizar sustancias con acción antimicrobiana (en 

el caso de recubrimientos que no presentan actividad antimicrobiana por sí mismos), 

actúan a modo de barrera semipermeable entre el alimento y el medio, creando una 

microatmósfera modificada interna que puede inhibir o ralentizar el crecimiento tanto de 

microorganismos alterantes nativos como de patógenos (Dhall, 2013). 

1.3.2 Efecto de recubrimientos de quitosano sobre la evolución de E. coli O157:H7 

FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en cubos de manzana 

Los resultados de la evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 

inoculados en cubos de manzana recubiertos con formulaciones de quitosano y 

almacenados durante 12 días a 5 ºC se presentan en la Tabla 1.2. 

Tabla 1.2. Efectos de los recubrimientos de quitosano con y sin preservantes naturales sobre E. coli 
O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculadas sobre cubos de manzana almacenados 
durante 12 días a 5 ºC. 

Población 
(UFC/g) 

Tratamiento 
Tiempo de almacenamiento (días) 

0 4 8 12 

E. coli  
O157:H7 

C 4.39 ± 0.23bB 4.45 ± 0.54bB 3.52 ± 0.25aB 4.68 ± 0.22bB 
Qui 2.00 ± 0.00aA 2.00 ± 0.00aA 2.00 ± 0.00aA 2.70 ± 0.61aA 
Qui+Ge < 2.00* < 2.00* < 2.00* < 2.00* 
Qui+Vai 2.50 ± 0.71A < 2.00* < 2.00* < 2.00* 

L. innocua 

C 5.03 ± 0.31bB 3.77 ± 0.15aB 4.43 ± 0.05abC 3.48 ± 0.19aA 
Qui 2.85 ± 0.20bA 2.00 ± 0.00aA 3.75 ± 0.83cB 4.49 ± 0.07dA 
Qui+Ge < 2.00* < 2.00* 3.51 ± 0.09aB 4.03 ± 0.08bA 
Qui+Vai 2.70 ± 0.49bA 2.00 ± 0.00aA 2.70 ± 0.49abA 3.68 ± 0.63cA 

C: muestras sin recubrimiento; Qui: muestras recubiertas con quitosano; Qui+Ge: muestras 
recubiertas con quitosano+geraniol; Qui+Vai: muestras recubiertas con quitosano+vainillina. Los 
resultados se muestran como valores medio ± la desviación estándar. Letras minúsculas diferentes 
en la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre días de 
almacenamiento para un mismo tratamiento. Letras mayúsculas diferentes en la misma fila indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos para el mismo tiempo de 
almacenamiento. 
* Debajo del límite de detección del método (< 2.00 log UFC/g). 

 



 

 
 

 

15 

      La presencia de Listeria spp. y E. coli endógenos en las muestras no inoculadas se 

monitoreó durante todo el período de almacenamiento, sin detectarse presencia de estos 

microorganismos en los cubos de manzana. Como puede observarse, E. coli O157:H7 

FP605/03 se mantuvo constante durante todo el almacenamiento en las muestras control 

(sin recubrimiento), siendo incapaz de crecer en las manzanas mínimamente procesadas 

(Tabla 1.2). En este sentido, el hecho de ser artificialmente inoculado a la matriz y las 

condiciones de refrigeración a las que fue sometido ejercieron un efecto bacteriostático 

sobre el microorganismo. La temperatura mínima necesaria para que E. coli 

enterotoxigénico se desarrolle es de 7 ºC (FDA, 2001). A pesar de la ausencia de 

crecimiento, la supervivencia de E. coli O157:H7 inoculada en frutas y verduras recién 

cortadas almacenadas a 5 °C ha sido reportado por varios autores (Abadias et al., 2009; 

Abadias et al., 2011; Alegre et al., 2010). 

Con respecto al efecto de los recubrimientos activos, se observó que todas las 

formulaciones ejercieron efecto bactericida significativo (p < 0.05) sobre E. coli O157:H7 

FP605/03 inoculada. En el caso del recubrimiento de Qui, los recuentos quedaron en el 

límite de detección (2.00 log UFC/g) inmediatamente después de la aplicación, y este 

hecho se mantuvo hasta el final del almacenamiento (día 12). Sin embargo, para los 

recubrimientos enriquecidos con preservantes naturales, a pesar de que inicialmente 

(tiempo cero) en las muestras tratadas con Qui+Vai el microorganismo sobrevivió en 

niveles apenas detectables (2.50 log UFC/g), durante el resto del almacenamiento E. coli 

O157:H7 FP605/03 se mostró por debajo del límite de detección, sin presentar 

recuperación durante los 12 días de almacenamiento a 5 ºC. En el caso de L. innocua CIP 

80.11, este microorganismo se mantuvo estable durante el almacenamiento refrigerado y al 

igual que E. coli O157:H7 FP605/03, tampoco fue capaz de desarrollarse en los cubos de 

manzana no recubiertos (C). Al ser un microorganismo psicrótrofo, este hecho podría 

deberse a una competencia de nutrientes con la microflora competitiva (microflora nativa), 

que presenta mejores características de adaptación a la matriz, ejerciendo un efecto de 

biocontrol. Sumado a esto, el hecho de que L. innocua CIP 80.11 fue inoculado sobre 

cubos de manzana sin recubrir podría también verse afectado por la pérdida del contenido 

de agua de la fruta durante el almacenamiento (Sangsuwan et al., 2008). De manera similar 

a lo ocurrido con E. coli O157:H7 FP605/03, L. innocua CIP 80.11 mostró reducciones 

significativas (p < 0.05) en todos los tratamientos aplicados. A pesar de esto, este 

microorganismo resultó más resistente a los tratamientos. Hasta el día 8 de 
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almacenamiento las muestras con los diferentes recubrimientos presentaron recuentos 

significativamente más bajos que el control, manteniendo el efecto sinérgico de la 

combinación de los compuestos bioactivos y el quitosano. Sin embargo, al final del 

almacenamiento (día 12) L. innocua CIP 80.11 se recuperó y los recuentos no presentaron 

diferencias significativas (p > 0.05) con respecto al control no recubierto (C). 

De acuerdo con los resultados aquí presentados, Sangsuwan et al. (2008) trabajaron 

con melón mínimamente procesado recubierto con formulaciones de quitosano y quitosano 

enriquecido con vainillina. Estos autores evaluaron el efecto de los recubrimientos sobre la 

población de E. coli inoculada en los trozos de fruta, durante 8 días de almacenamiento a 

10 ºC. Los recubrimientos de quitosano disminuyeron significativamente la población del 

patógeno luego del primer día de almacenamiento, mientras que los recubrimientos de 

quitosano enriquecidos con vainillina mostraron reducciones a partir del cuarto día de 

almacenamiento. A pesar de que el recubrimiento de quitosano presentó efectos 

antimicrobianos significativos al comienzo del almacenamiento, es decir más 

tempranamente respecto al efecto observado con los recubrimientos que contenían 

vainillina en la formulación, las reducciones obtenidas con esta última formulación fueron 

mayores, del orden de los 4 log a partir del sexto día de almacenamiento. 

1.3.3 Evaluación sensorial de cubos de manzana recubiertos con quitosano 

Inmediatamente luego de la aplicación de los recubrimientos (día cero) las muestras 

presentaron puntuaciones aceptables para todos los atributos sensoriales evaluados (OVQ, 

sabor y aroma), aunque los cubos de manzanas que habían sido recubiertos con las 

formulaciones de quitosano (Qui, Qui+Vai y Qui+Ge) obtuvieron puntajes más bajos que 

el control, debido exclusivamente a un leve desarrollo de pardeamiento que afectó 

significativamente la calidad visual (OVQ) de las muestras. Con respecto al sabor y aroma, 

las muestras con vainillina obtuvieron puntajes similares al control, sin embargo, en los 

cubos de manzana que contenían geraniol en el recubrimiento estos atributos se vieron 

afectados y el compuesto bioactivo fue percibido en gran medida por los panelistas. Al día 

4 de almacenamiento, todas las muestras recubiertas se encontraron por debajo del límite 

de aceptabilidad para el parámetro OVQ, mientras que el control (muestra sin recubrir) aún 

mantenía todas características sensoriales evaluadas en niveles aceptables. Dado que todas 

las muestras tratadas se hallaban inaceptables al día 4, no se continuó con la evaluación 

sensorial en los días de muestreo subsiguientes (día 8 y 12). Debe destacarse que las 
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muestras tratadas con los recubrimientos que contenían vainillina en su formulación 

afectaron en menor medida que el geraniol los atributos de sabor y aroma de los cubos de 

manzana. 

Varios autores han informado resultados similares a los presentados, en referencia a 

efectos indeseables del quitosano sobre diversos parámetros de calidad de frutas cortadas y 

jugos. En un trabajo de investigación desarrollado por Sapers (1992), se postuló que la 

aparente aceleración del pardeamiento en algunos jugos de fruta tratados con quitosano 

podría deberse a la complejación o precipitación de algún inhibidor endógeno del 

pardeamiento, como algún ácido orgánico. Además, se ha informado que el medio ácido 

utilizado para la preparación de la solución de quitosano promovería respuestas 

relacionadas con el estrés abiótico (Simões et al., 2009), catalizando la degradación 

oxidativa de las enzimas PPO en las frutas y reduciendo de este modo la biocompatibilidad 

del recubrimiento, con profundos efectos sobre el color y el sabor (Britto y Assis, 2012). 

Esto podría estar relacionado con el hecho de que el pH de la solución de quitosano es 

cercano al pH óptimo de la actividad de tirosinasa. Con respecto al efecto sobre fruta 

mínimamente procesada, Rico Rodríguez (2013) aplicó recubrimientos de quitosano sobre 

mango mínimamente procesado. Este autor observó diferencias significativas en la 

variación del parámetro de cromaticidad, informando que la muestra de mango sin 

recubrimiento presentó menor variación en la saturación del color a diferencia de las 

muestras recubiertas con quitosano, las cuales presentaron una mayor variación durante el 

almacenamiento. En ese estudio, también se observaron diferencias en el parámetro a* 

(verdes-rojos), presentando la muestra recubierta con quitosano mayor variación en el 

cambio de color. El autor relacionó tanto el cambio en la cromaticidad como en el 

parámetro a* con la tasa respiratoria de las muestras de mango mínimamente procesado y 

con un mayor pardeamiento enzimático debido a la activación de la PPO. Al aplicarlo 

sobre manzanas, Qi et al. (2011) informaron un aumento significativo en la actividad de la 

PPO de manzana Fuji mínimamente procesada luego de 4 días de almacenamiento a 5 ºC 

cuando utilizaron distintos recubrimientos a base de quitosano, en comparación con el 

control no recubierto. Consistentemente con esto, Xiao et al. (2011) utilizaron 

recubrimientos de quitosano aplicados sobre pera mínimamente procesada e informaron la 

activación de la PPO, lo que también se correlacionó con un aumento en el parámetro a*. 

Los resultados de los experimentos de esta Primera Parte demostraron que la inmersión 

de los cubos de manzana en una solución con 1 % (m/v) de ácido ascórbico como paso 
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previo al tratamiento con quitosano no logró contrarrestar estos efectos sobre la activación 

enzimática. Al respecto del modo de acción de este agente antipardeante, algunos informes 

atribuyeron su efecto a la reducción de las quinonas formadas hacia difenoles incoloros 

originales (Son et al., 2001; Limbo y Piergiovanni, 2006). En estudios enzimáticos 

utilizando PPO extraída de lechuga, Ali et al. (2015) observaron que la utilización de ácido 

ascórbico como agente antipardeante en concentraciones de 0.5 % no logró reducir el color 

formado, aunque disminuyó el aumento de color en el tiempo en comparación con el 

control. A concentraciones superiores (1 y 1.5 %), el ácido ascórbico se comportó de 

manera similar a los sulfuros, pudiendo reducir instantáneamente el color formado y 

actuando como reductor de quinona. Por lo tanto, el desarrollo de pardeamiento observado 

en este trabajo podría ser explicado por la magnitud de las reacciones provocadas por el 

quitosano que podrían haber agotado la capacidad reductora del ácido ascórbico. 

Dado que los recubrimientos activos de quitosano afectaron negativamente la calidad 

sensorial de los cubos de manzana, se diseñó un nuevo experimento utilizando otro 

biopolímero capaz de actuar como carrier de los preservantes naturales en estudio 

(vainillina y geraniol) con el objetivo de conseguir el efecto antimicrobiano de los mismos 

sin perjudicar los atributos sensoriales de los cubos de manzana. 

 

Segunda etapa: Aplicación de recubrimientos activos de goma gelano sobre 
cubos de manzana.  

Como se mencionó previamente en la introducción, en investigaciones previas Moreira 

et al. (2015a) y Moreíra et al. (2015b) realizaron estudios sobre cubos de manzana 

utilizando como tratamiento recubrimientos a base de goma gelano enriquecidos con fibra 

de manzana, obteniendo buenos resultados en las características de calidad global del 

producto. En esta Segunda etapa de trabajo se utilizaron entonces recubrimientos activos 

de gelano enriquecidos con fibra de manzana, evaluando la adición de preservantes 

naturales (vainillina o geraniol) sobre la calidad microbiológica, fisicoquímica y sensorial 

de cubos de manzana durante el almacenamiento refrigerado. 

 

1.4 Materiales y métodos 

 1.4.1 Fibra alimentaria 
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En esta Segunda Parte los recubrimientos activos fueron adicionados con extracto de 

fibra de manzana, provista por Indulleida SL (España). Características: 55.9 % de pureza; 

porcentaje de fibra soluble: 13.10 %; porcentaje de fibra insoluble: 42.80 %; método de 

obtención: secado del bagazo lavado remanente del procesamiento de manzana para la 

obtención de jugo. 

1.4.2 Formulación y aplicación de los recubrimientos 

La SFR a base de goma gelano (GG) se preparó con el agregado de glicerol a una 

concentración de 6 % (m/v) como agente plastificante. Una vez obtenida, se le incorporó 

fibra de manzana a una concentración del 2 %. Esta concentración fue seleccionada en 

base a trabajos previos realizados con manzana mínimamente procesada llevados a cabo 

por Moreira et al. (2015a) y Moreira et al. (2015b).  

Posteriormente, una parte de la SFR de gelano con fibra de manzana (GGF) fue 

enriquecida con vainillina (2.5 mg/ml) o geraniol (0.6 µl/ml) como agentes de preservación 

natural. Estas concentraciones habían sido evaluadas en jugo de frutilla en otros trabajos 

del grupo de investigación (Cassani et al., 2016; Tomadoni et al., 2015), logrando 

reducciones significativas en los recuentos microbiológicos tanto de microflora nativa 

como de patógenos inoculados, obteniendo además resultados sensoriales aceptables en el 

producto durante el almacenamiento. De este modo, la nueva concentración de vainillina 

propuesta para emplearse es mayor que la utilizada en la Primera Parte, con lo que se 

intentaría mantener un efecto antimicrobiano similar respecto al observado con la 

combinación de quitosano y vainillina, considerando que el gelano no presenta acción 

antimicrobiana per se. Además, dado que la vainillina fue el preservante natural que afectó 

en menor medida los atributos sensoriales de los cubos de manzana en la Primera etapa de 

trabajo, sería factible emplearla en mayores concentraciones en estos nuevos ensayos. Por 

otro lado, la concentración de geraniol que se propone aquí aplicar es ligeramente menor, 

con lo cual podría esperarse que las características sensoriales de los cubos de manzana 

resulten afectadas en menor medida respecto a la concentración superior empleada en los 

ensayos previos. Según lo detallado en la Primera parte, el uso de este agente 

antimicrobiano (0.7 ml/l) causó un gran impacto en el sabor y aroma del producto, que 

fueron fuertemente percibidos como extraños por los panelistas en el ensayo sensorial.  

Además de las SFR de GG, se preparó una solución de Cl2Ca al 2 % (m/v) y ácido 

ascórbico al 1 % (m/v) con el objetivo de lograr el entrecruzamiento del polímetro y de 
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este modo la formación del recubrimiento y, simultáneamente, evitar el desarrollo de 

pardeamiento enzimático de manera casi inmediata luego de las operaciones de pelado y 

corte de las manzanas. De esta forma, se obtuvieron 3 soluciones de inmersión: GGF, 

GGF+Vai y GGF+Ge, además de la solución de entrecruzamiento de cloruro de calcio y 

ácido ascórbico. 

Para la aplicación de los recubrimientos, los cubos de manzana se sumergieron en las 

diferentes soluciones de gelano durante 2 min. Se dejó escurrir el exceso de solución de 

cada recubrimiento durante 1 min antes de sumergir las frutas nuevamente durante 2 min 

en la solución de entrecruzamiento. Para el secado de los recubrimientos aplicados, los 

cubos de manzana se llevaron a una cámara de bioseguridad utilizando aire a 25 °C durante 

30 min. Las muestras control (C) fueron representadas por cubos de manzana sumergidos 

en solución de entrecruzamiento de cloruro de calcio y ácido ascórbico, sin la aplicación de 

recubrimiento. Luego de la etapa de secado del recubrimiento, las muestras se envasaron  y 

almacenaron a 5 °C. A cada tiempo de muestreo (día 0 inmediatamente después del 

tratamiento, 4, 8 y 12 días de almacenamiento) dos contenedores fueron retirados de la 

cámara de almacenamiento al azar para ser utilizados para los diferentes análisis. 

1.4.3 Evaluación de la microflora nativa 

La evolución de las poblaciones microbianas nativas presentes en manzana 

mínimamente procesada se evaluó durante todo el almacenamiento refrigerado. El 

procesamiento de las muestras, la siembra y el recuento de bacterias aerobias mesófilas 

(MES) y de los mohos y levaduras (MyL) se realizó según se detalló previamente. Los 

resultados se expresaron como log UFC/g de producto fresco. Los recuentos se realizaron 

por duplicado en cada experimento. 

1.4.4 Modelado de bacterias aerobias mesófilas y de mohos y levaduras 

La microbiología predictiva utiliza modelos matemáticos para describir 

cuantitativamente el efecto combinado de los factores ambientales, y de este modo, 

predecir el crecimiento, supervivencia o inactivación de microorganismos, aportando 

información importante acerca de la inocuidad y vida útil del alimento. Los modelos 

primarios describen la evolución de la multiplicación microbiana mediante la 

determinación de los parámetros microbiológicos cinéticos correspondientes a las fases de 

multiplicación de los microorganismos. Con la determinación de estos parámetros es 
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posible generar un gráfico correspondiente a las cuatro fases de crecimiento bacteriano: 

adaptación (o lag), exponencial, estacionaria y muerte. Los modelos secundarios describen 

la dependencia de los parámetros cinéticos con los factores ambientales, como por ejemplo 

los cambios causados por la modificación de la temperatura. Por su parte, los modelos 

terciarios son representados por softwares que se basan en modelos primarios y 

secundarios para predecir el comportamiento del microorganismo de interés en función de 

las condiciones a las cuales fueron sometidos. 

Entre estos, ComBase Predictive Models es una colección de herramientas de software 

basada en datos de ComBase para predecir el crecimiento o la inactivación de 

microorganismos. Dentro de esta colección, DMFit es una herramienta complementaria de 

Excel utilizada para ajustar curvas y extraer parámetros tales como la tasa de crecimiento o 

el tiempo de adaptación, basado en los modelos descriptos por Baranyi y Roberts (1994). 

Este modelo utiliza los cuatro parámetros principales de una curva bacteriana sigmoidea y 

dos parámetros de curvatura, que describen la curvatura al principio y al final de la fase de 

crecimiento. 

 

 

 

Donde: 

� y0 (valor inicial): describe el logaritmo inicial de la densidad de células bacterianas 

(en log10 UFC/g) 

� tlag (tiempo de latencia): definida generalmente como la intersección entre la 

tangente de la fase de crecimiento exponencial y el valor inicial, en unidades de 

tiempo según los datos utilizados para el modelo (ej. días). 

� µm: representa la velocidad o tasa máxima de crecimiento. Las unidades de las 

estimaciones están relacionadas con las unidades de los datos {por ejemplo log10 

(UFC/g)/día}. 

� ymax (valor final): representa el logaritmo de la densidad celular final (log10 UFC/g) 
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Tanto para la población de MES como para la de MyL se obtuvieron curvas de 

crecimiento microbiano de las muestras sometidas a los diferentes tratamientos. Los datos 

experimentales se ajustaron a la función Baranyi descripta anteriormente. Los parámetros 

cinéticos, que incluyen el recuento inicial (y0), la tasa de crecimiento específica máxima 

(µm) y el recuento máximo alcanzado en la fase estacionaria (ymax) para cada curva de 

crecimiento, se calcularon a partir de los valores de Baranyi generados. También se calculó 

el coeficiente de determinación (R2) que indica el grado de ajuste del modelo. En todos los 

casos, se utilizó un modelo bifásico sin fase de latencia debido a un mejor ajuste 

observado. 

1.4.5 Determinación de color y firmeza 

El color superficial de los cubos de manzanas con y sin la aplicación de los diferentes 

recubrimientos de GG se evaluó utilizando un colorímetro (Lovibond, RT Series, 

Inglaterra). El color se registró utilizando el espacio de color uniforme CIE, determinando 

los parámetros L* a* b*. Para la calibración del equipo se usó una placa estándar blanca (Y 

= 94.00, x = 0.3158, y = 0.3322). El color fue evaluado en quince cubos de manzanas (n = 

15). Las modificaciones en el color fueron evaluadas mediante cambios en la luminosidad 

(L*) y el ángulo de tono (h°). Este último se calculó a partir de los valores cromáticos a* 

(verde/rojo) y b* (azul/amarillo) como: 

 

La firmeza de los cubos fue determinada con un penetrómetro digital (FHT-803; Test 

Equipment Depot, EEUU), empleando un puntal de 11.1 mm de diámetro. Se registró la 

fuerza máxima requerida para penetrar la fruta y se expresó como N/cm2. Las 

determinaciones de firmeza se realizaron sobre quince cubos de manzanas (n = 15) en cada 

experimento. 

 
1.4.6 Análisis de compuestos fenólicos totales y capacidad antioxidante 

- Extracción de compuestos antioxidantes 

La obtención de los extractos se realizó homogeneizando 10 g de manzana de cada 

recipiente muestreado al azar con 20 ml de etanol al 80 % (v/v) durante 2 min. Luego, la 

mezcla se trató con ultrasonido a 40 kHz durante 30 min y se centrifugó a 14000 rpm 

durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se separó y se filtró usando papel de filtro 
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Whatman #1. El extracto obtenido de esta manera se almacenó a -20 °C hasta su utilización 

para la determinación del contenido de fenoles totales (CFT) y la actividad antioxidante 

por el método DPPH. 

- Contenido de fenoles totales 

El contenido fenólico total (CFT) se determinó de acuerdo con la metodología 

propuesta por Viacava et al. (2015) con ligeras modificaciones. Para ello, se utilizó una 

microplaca de 96 pocillos (con fondo cónico) en la cual 15 µl de cada solución de extracto 

(obtenidos como se detalló previamente) diluido se añadieron a un pocillo con 75 µl de 

reactivo Folin Ciocalteu previamente diluido con agua (1:10). Luego de 3 min de 

incubación a temperatura ambiente, se añadieron 60 µl de solución de Na2CO3 al 7.5 % 

(m/v) (Biopack, Argentina) y la mezcla se incubó durante 2 h a la misma temperatura. La 

absorbancia de cada muestra se determinó a 765 nm en un lector de microplacas 

espectrofotométrico (ELx800, Biotek, EEUU) y el CFT se calculó usando una curva de 

calibración con ácido gálico (Biopack, Argentina) como estándar. Los resultados se 

expresaron en mg de equivalentes de ácido gálico cada 100 g de producto fresco (mg 

EAG/100 g PF). Las determinaciones se realizaron por triplicado en cada experimento. 

- Capacidad antioxidante por DPPH 

La capacidad antioxidante de los extractos de manzanas se estudió empleando el 

radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich, Argentina), de acuerdo con el 

método descripto por Viacava et al. (2015), con modificaciones. Inicialmente, el radical 

DPPH (Sigma-Aldrich, Argentina) se ajustó a una absorbancia de 0.7 a 515 nm utilizando 

etanol como disolvente. Luego, a un pocillo de una microplaca se le añadieron 140 µl de 

solución DPPH ajustada y una alícuota de 10 µl del extracto correspondiente. La mezcla se 

incubó en la oscuridad durante 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se midió la 

absorbancia a 515 nm utilizando un lector de microplacas espectrofotométrico (ELx800, 

Biotek, EEUU). Las reducciones en la solución de DPPH se calcularon comparando las 

absorbancias con una curva estándar de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromancarboxílico (trolox). La actividad antioxidante se expresó como mg de 

equivalente de trolox por 100 g de producto fresco (mg ET/100 g PF). Las mediciones se 

realizaron por triplicado en cada experimento. 

1.4.7 Análisis sensorial 
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Los atributos sensoriales de los cubos de manzana con y sin recubrimientos de GG se 

evaluaron según la metodología descripta en la sección previamente. 

 

1.4.8 Efecto de recubrimientos activos de GG sobre E. coli O157:H7 FP605/03 y L. 

innocua CIP 80.11 inoculados en cubos de manzana 

- Preparación de inóculos 

Los microorganismos utilizados fueron E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 

80.11, reactivados según fue descripto previamente. 

- Inoculación de las muestras y aplicación de los recubrimientos activos 

Los cubos de manzana se inocularon mediante aspersión con las suspensiones de E. 

coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11, como paso previo a la aplicación de las 

diferentes SFR. Los cubos de manzana inoculados se secaron durante 30 min en una 

cámara de bioseguridad clase II. Una vez secos, fueron sometidos a los diferentes 

tratamientos: recubrimiento de gelano con fibra de manzana (GGF), recubrimiento de 

gelano y fibra de manzana con agregado de geraniol (GGF+Ge) y recubrimiento de gelano 

y fibra de manzana con agregado de vainillina (GGF+Vai). La aplicación de los 

recubrimientos en muestras inoculadas con E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 

80.11 y el envasado de las mismas se realizaron tal como se describió para muestras no 

inoculadas. Los contenedores se almacenaron en la oscuridad a 5 °C, realizando los 

análisis microbiológicos a lo largo del almacenamiento a fin de evaluar el potencial efecto 

antimicrobiano de los recubrimientos activos de GG frente a E. coli O157:H7 FP605/03 y 

L. innocua CIP 80.11. 

- Evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en 

cubos de manzana  

Tanto la siembra como el recuento de ambos microorganismos se realizaron de acuerdo 

a la metodología previamente detallada. Los resultados se expresaron en log UFC/g. Las 

determinaciones se realizaron por duplicado. 

1.4.9 Análisis estadístico 

Los resultados referidos a la aplicación de los diferentes recubrimientos sobre los cubos 

de manzana se obtuvieron al menos por duplicado en tres ensayos experimentales 
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independientes. Se utilizó un diseño experimental completamente aleatorizado 

considerando dos factores (tratamiento y tiempo de almacenamiento). Los resultados 

informados se presentan como valores medios acompañados de sus desviaciones estándar. 

Con el objetivo de evaluar los efectos de cada factor se empleó un ANOVA (p < 0.05). Se 

utilizó la prueba LSD con un nivel de confianza del 95 % para detectar diferencias entre 

tratamientos y tiempos de almacenamiento. Para analizar los datos se utilizó el software 

estadístico InfoStat (v2013) (Universidad de Córdoba, Córdoba, Argentina). Las curvas 

para el modelado del crecimiento de la microflora nativa se realizaron mediante el software 

DMFit, empleando una herramienta complementaria de Microsoft Excel (D-model, J. 

Baranyi, Institute of Food Research, Norwich, Reino Unido). 

 

1.5 Resultados y discusión 

1.5.1 Calidad microbiológica  

Las principales causas del deterioro microbiológico en frutas y derivados están 

relacionadas tanto con el desarrollo de bacterias como así también de mohos y levaduras. 

Debido al bajo pH que presenta la mayoría de las frutas, los mohos y levaduras se 

consideran los principales agentes de descomposición (Spadaro y Droby, 2016). Sin 

embargo, los recuentos de bacterias aerobias mesófilas dan una estimación de las 

poblaciones viables totales presentes en el producto y son indicativos tanto de su 

microflora endógena como del grado de contaminación. Por este motivo, resulta 

importante realizar también la cuantificación de bacterias totales en el producto durante su 

almacenamiento. La Figura 1.1 (A) muestra la evolución durante el período de 

almacenamiento refrigerado de los recuentos de bacterias aerobias mesófílas (MES) en 

cubos de manzana con y sin la aplicación de recubrimientos comestibles formulados con 

gelano y fibra de manzana, con el agregado de vainillina o geraniol durante el 

almacenamiento refrigerado. 
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Como puede observarse, inmediatamente después de la aplicación del recubrimiento 

(día 0), los recuentos de MES en muestras que contenían vainillina y geraniol en sus 

formulaciones no mostraron diferencias significativas respecto a las muestras control 

(cubos de manzana no recubiertos y cubos de manzana recubiertos con gelano+fibra de 

manzana; C y GGF, respectivamente). A este tiempo de muestreo los recuentos obtenidos 

estuvieron en 2.48 y 2.98 log UFC/g, estableciendo la carga inicial de bacterias aerobias 

mesófilas totales presentes en el producto. Sin embargo, al día 4 de almacenamiento se 

observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre los recuentos de MES 

correspondientes a muestras de manzana recubierta con gelano con y sin el agregado de 

preservantes naturales. Particularmente para muestras tratadas con GGF+Ge, la adición de 

geraniol en la formulación inhibió significativamente el crecimiento de MES. De este 

modo, los recuentos de MES en muestras recubiertas con GGF+Ge almacenadas durante 

12 días fueron al menos 1.50 log UFC/g inferiores a los observados para las otras muestras. 

Por otro lado, los cubos de manzana recubiertos con gelano+fibra de manzana enriquecidos 

con vainillina (GGF+Vai) no presentaron diferencias significativas con respecto a las 

muestras controles (C y GGF). Este hecho se mantuvo durante todo el almacenamiento. 

Luego de obtener los recuentos de microorganismos para cada tratamiento, se ajustaron 

las curvas de crecimiento a través del programa DMFit utilizando la función de Baranyi y 

Roberts. En la Tabla 1.3 se pueden observar los valores obtenidos del modelado para el 

valor inicial, la velocidad máxima de crecimiento y el valor final de los recuentos, así 

como los coeficientes de correlación (R2), que en la mayoría de los casos presentó valores 

por encima de 0.90, lo que implica un buen ajuste por parte del modelo. Como se muestra 

en la Tabla 1.3, para la población de MES se observó que las muestras tratadas con 

vainillina presentaron valores iniciales (y0) significativamente menores que el control sin 

recubrir (C). Además, los cubos de manzana con geraniol agregado en su recubrimiento 

presentaron una tasa de crecimiento máxima (µmax) significativamente (p < 0.05) menor en 

comparación con las muestras controles (C y GGF) (Tabla 1.3). En el caso de las muestras 

tratadas con preservantes naturales, no se pudo estimar el recuento final ymax con lo cual las 

curvas de MES se modelaron contemplando sólo la fase de crecimiento exponencial y no la 

estacionaria. 

Considerando la reglamentación vigente, el CAA establece en el artículo 925 del 

Capítulo XI los criterios microbiológicos que deben cumplir los productos vegetales 

mínimamente procesados en referencia a microorganismos patógenos, tales como E. coli o 
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Salmonella spp. Sin embargo, existe una falta de reglamentación con respecto a la carga 

microbiológica aceptable para estos productos en cuanto a su microflora nativa. Es por ello 

que en este trabajo se utilizó como referencia la Norma Española, que especifica un límite 

máximo de 7.00 log UFC/g de microorganismos mesófilos en todas las etapas de 

procesado, distribución y comercialización de productos vegetales mínimamente 

procesados (BOE, 2001), con el fin de establecer un criterio para determinar el fin de la 

vida útil microbiológica del producto. En este sentido, cabe destacar que todas las muestras 

analizadas, es decir los cubos de manzana con y sin recubrimiento de gelano+fibra de 

manzana (con y sin el agregado de preservantes naturales), presentaron recuentos de MES 

por debajo del límite máximo adoptado (7.00 log UFC/g) durante todo el período de 

almacenamiento. De este modo, todas las muestras resultaron seguras para el consumo 

después de 12 días de almacenamiento a 5 ºC, por lo que la calidad microbiológica de los 

cubos de manzana no resultó un factor limitante en la vida útil del producto. 

La Figura 1.1 (B) muestra los resultados referidos a la evolución de mohos y levaduras 

(MyL) en cubos de manzana sometidos a los diferentes tratamientos durante el 

almacenamiento refrigerado. Se observa que los recuentos iniciales de MyL estuvieron en 

un rango de 1.80 - 2.30 log UFC/g; con un incremento sostenido durante los 12 días de 

almacenamiento, que varió entre 3.13 y 3.88 log UFC/g. Con respecto a la actividad 

antimicrobiana de los preservantes naturales utilizados, se observó que el crecimiento de 

MyL fue significativamente (p < 0.05) inhibido por los recubrimientos activos formulados 

con geraniol o vainillina (GGF+Ge y GGF+Vai, respectivamente), mostrando tasas de 

crecimiento máximo (µmax) significativamente (p < 0.05) más bajas en comparación con las 

muestras controles (C y GGF) (Tabla 1.3). Al final del almacenamiento (día 12), los 

recuentos máximos (ymax) de MyL en las muestras de GGF+Ge fueron significativamente 

(p < 0.05) más bajos que los observados para las muestras controles, C y GGF 

(presentando reducciones de 0.91 - 1.11 log) (Tabla 1.3). 

El efecto antimicrobiano de los compuestos fenólicos dependía de la concentración 

utilizada. Así, a bajas concentraciones los fenoles afectan la actividad enzimática, 

especialmente a aquellas enzimas asociadas a la producción de energía, mientras que a 

altas concentraciones causan desnaturalización de proteínas. En este sentido, Fitzgerald et 

al. (2004) atribuyeron el efecto antimicrobiano de vainillina a su naturaleza fenólica y bajo 

peso molecular, afectando principalmente las funciones de la membrana celular, al disipar 

los gradientes iónicos e inhibir la respiración bacteriana (Fitzgerald et al., 2004). Además, 
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informaron que el residuo aldehído de la vainillina juega un papel clave en su actividad 

antifúngica. Es sabido que los grupos aldehído son muy reactivos y pueden formar enlaces 

covalentes con el ADN y las proteínas, interfiriendo potencialmente con sus funciones 

normales (Feron et al., 1991). En el caso de geraniol, también de estructura fenólica, su 

actividad antimicrobiana sobre levaduras se ha asociado con su capacidad de irrumpir en 

las membranas, alterando las propiedades de la bicapa lipídica, volviéndola más fluida y 

por lo tanto aumentando su permeabilidad. Además, otros autores han atribuido la 

actividad antimicrobiana de geraniol a los efectos combinados que ejerce sobre la 

membrana, como el aumento de la fluidez de la bicapa, la alteración del transporte de 

electrones, translocación de proteínas, y la fuga de iones. Esta fuga de iones altera el 

equilibrio osmótico de la célula, haciendo ineficientes a las proteínas asociadas a la 

membrana debido al aumento del desorden de la misma, lo que eventualmente conduce a la 

inhibición de la multiplicación o muerte celular (Dalleau et al., 2008). 

Comparando con los resultados obtenidos en la Primera Parte (donde el efecto 

antimicrobiano de vainillina y geraniol actuó en sinergismo con quitosano), ambos 

preservantes naturales mostraron efectos antimicrobianos significativos sobre la microflora 

nativa de cubos de manzana cuando fueron vehiculizados en recubrimientos de gelano, 

aunque las reducciones logradas fueron menores que al utilizar las formulaciones de 

quitosano. En esta Segunda Parte, geraniol mostró mayor efectividad antimicrobiana que 

vainillina al aplicarse sobre cubos de manzana. 

Otros autores han estudiado la aplicación de estos preservantes naturales vehiculizados 

en recubrimientos comestibles. Por ejemplo, Takma y Korel (2017) evaluaron la aplicación 

de recubrimientos de alginato enriquecidos con vainillina sobre uvas, encontrando 

reducciones significativas sobre los recuentos de mohos y levaduras durante 35 días de 

almacenamiento a 4 ºC. Respecto del uso del geraniol como antimicrobiano agregado en 

recubrimientos comestibles, Tomadoni et al. (2018) aplicaron gelano con 1.2 y 2.4 μl/ml 

de geraniol, demostrando el potencial antimicrobiano de este compuesto bioactivo frente a 

las bacterias mesófilas, psicrótrofas, y mohos y levaduras determinados en frutillas 

mínimamente procesadas almacenadas durante 7 días bajo refrigeración. 

1.5.2 Parámetros de color  

En la Tabla 1.4 se muestra el efecto de los recubrimientos de gelano, con y sin el 

enriquecimiento con preservantes naturales sobre los valores de luminosidad (L*) y ángulo 
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de tono (hº) de cubos de manzana almacenados durante 12 días a 5 °C. La evolución de los 

parámetros de color en el almacenamiento fue similar para todas las muestras. El tiempo 

no resultó un factor significativo, por lo tanto, en el análisis estadístico se evaluaron los 

valores promedios de todo el almacenamiento para cada tratamiento. Tanto los valores L* 

como los de hº tendieron a disminuir en todas las muestras independientemente del 

tratamiento aplicado. Esta disminución en el ángulo de tono (hº) indica un oscurecimiento 

de los cubos de manzana. Adicionalmente, se observó que la aplicación del recubrimiento 

GGF redujo significativamente (p < 0.05) los valores de L*, en comparación con el control 

fresco (C) en promedio durante todo el período de almacenamiento. Esta disminución del 

parámetro L* puede explicarse por los cambios en las propiedades de reflexión de la 

superficie como resultado de recubrir la fruta. El enriquecimiento con geraniol (GGF+Ge) 

no provocó cambios significativos en los parámetros L* y hº (p > 0.05) en comparación 

con GGF, pero ambos tratamientos mostraron valores significativamente más bajos que los 

correspondientes a la muestra control (C). Finalmente, mediante el enriquecimiento del 

recubrimiento con vainillina se logró una mejora significativa (p < 0.05) en los parámetros 

de color, dado que los valores de L* y hº se mantuvieron sin mayores cambios en los cubos 

de manzana. Sumado a esto, las muestras recubiertas con GGF+Vai mostraron un menor 

pardeamiento (evaluado mediante un panel sensorial) durante todo el período de 

almacenamiento, en comparación con la muestra C. Contrariamente, los cubos de manzana 

tratados con recubrimiento GGF y GGF+Ge presentaron valores de hº más bajos con 

respecto a la muestra C en promedio durante todo el período de almacenamiento. 

El efecto antipardeante del ácido ascórbico y sus derivados (aplicados al 0.5 - 4 %) ha 

sido ampliamente demostrado en varias frutas frescas cortadas, entre las que se encuentran 

incluidas las manzanas (Moreira et al., 2015b). Por esta razón, para retrasar la aparición de 

pardeamiento en los cubos de manzana se utilizó una solución de inmersión de cloruro de 

calcio con ácido ascórbico como tratamiento común a todas las muestras (incluido el 

control). Además, es sabido que los recubrimientos actúan como una barrera al oxígeno 

que podría reducir los cambios de color superficial asociados con la actividad de la PPO en 

frutas frescas cortadas y de este modo, minimizar los cambios de color asociados 

(Zambrano-Zaragoza et al., 2014b). Sin embargo, la mejora que podría obtenerse al aplicar 

el recubrimiento de GGF sobre los atributos de color de los cubos de manzana no pudo 

apreciarse en este estudio, debido a que la solución antipardeamiento de ácido ascórbico se 

utilizó en todas las muestras por igual. De acuerdo con estos resultados, Moreira et al. 
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(2017) informaron que muestras de manzana mínimamente procesada tratadas con 

recubrimientos a base de pectina no presentaron diferencias de color con respecto a las 

muestras sin recubrir, cuando se utilizó una solución de ácido ascórbico como tratamiento 

común a todas las muestras. 

Con el objetivo de retrasar los cambios de color atribuidos a reacciones de 

pardeamiento en trozos de manzana Red Delicious, Zambrano-Zaragoza et al. (2014b) 

formularon recubrimientos comestibles utilizando nanoemulsiones de tocoferol/mucílago 

que presentaban propiedades antioxidantes, logrando reducir la actividad de la PPO y el 

índice de pardeamiento al aplicarlos sobre las manzanas mínimamente procesadas. 

Además, Zambrano-Zaragoza et al. (2014a) también estudiaron nanorecubrimientos con α-

tocoferol y goma xantana con gran potencial para preservar el color de manzanas, 

reduciendo la velocidad de cambio en L* y el índice de pardeamiento. Respecto al uso de 

vainillina, Rojas-Grau et al. (2008) informaron mejoras en los atributos de calidad de 

manzanas Fuji mínimamente procesadas cuando utilizaron recubrimientos de alginato con 

el agregado de vainillina, que logró mantener los valores del parámetro L* durante 2 

semanas de almacenamiento. 
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1.5.3 Firmeza de cubos de manzana 

La degradación de la textura es uno de los cambios más notables que ocurre en las 

frutas y hortalizas durante su almacenamiento prolongado y está estrechamente relacionado 

con los cambios metabólicos que se producen en los tejidos, así como también con su 

contenido de agua (Rojas-Grau et al., 2008; Barrett et al., 2010; Yousuf et al., 2018). En la 

Tabla 1.4 se presentan los valores de firmeza de los cubos de manzana almacenados 

durante 12 días a 5 °C. De igual manera que lo detallado para los parámetros de color, el 

tiempo de almacenamiento no resultó un factor estadísticamente significativo en la 

firmeza, con lo cual las diferencias discutidas a continuación se basan en el análisis de los 

valores promedio de todos los tiempos para cada tratamiento. Como se describió en la 

metodología, los cubos de manzana con y sin recubrimiento se sometieron a un mismo 

tratamiento base con cloruro de calcio. En este sentido, el uso de cloruro de calcio para 

lograr el entrecruzamiento de los biopolímeros contribuye a minimizar el ablandamiento de 

los tejidos. Este efecto reafirmante se ha discutido ampliamente en la literatura; el Cl2Ca 

reacciona con el ácido péctico presente en la pared celular para formar pectato de calcio, lo 

cual fortalece la unión molecular entre los componentes de la pared de la célula vegetal. 

Giacalone y Chiabrando (2018) hallaron que la inmersión en una solución que contenía 1 

% de cloruro de calcio ayudó a mantener la firmeza de trozos de manzana de distintas 

variedades (Golden Delicious, Granny Smith y Scarlet Spur) sin diferencias con respecto a 

la fruta recién cortada luego de 5 días de almacenamiento a 4 ºC. En manzana Golden 

Delicious mínimamente procesada, Moreira et al. (2015a) obtuvieron resultados similares 

cuando aplicaron un recubrimiento comestible de gelano enriquecido con fibra de manzana 

seguido por una inmersión en una solución de cloruro de calcio al 2 %. En este trabajo, la 

aplicación del recubrimiento de gelano y fibra de manzana no mostró mejoras en la firmeza 

de los cubos de manzana, en comparación con la muestra C sin recubrimiento. Al igual que 

lo mencionado para los atributos de color, donde la inmersión en solución de cloruro de 

calcio y ácido ascórbico común a todos los tratamientos enmascaró el potencial efecto de 

los recubrimientos sobre el desarrollo de pardeamiento, para el atributo de firmeza la 

inmersión en dicha solución base común a todos los tratamientos también podría haber 

enmascarado el potencial efecto de los recubrimientos sobre la textura del producto. Esta 

observación también se sustenta por el hecho de que se han informado mejoras en este 

parámetro en estudios donde la solución de inmersión control utilizada fue agua destilada, 

al comparar con la firmeza de manzana tratada con recubrimientos comestibles. Por 
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ejemplo, Espino-Díaz et al. (2016) observaron una retención de la firmeza en trozos de 

manzana al aplicar recubrimientos formulados con alginato de sodio, mientras que 

reportaron una disminución significativa del 40 % de la firmeza inicial para el control no 

recubierto, luego de 12 días de almacenamiento a 2 ºC. Resultados similares fueron 

reportados por Saba y Sogvar (2016), al trabajar con manzana fresca cortada recubierta con 

soluciones de carboximetilcelulosa. 

Respecto a la influencia de los compuestos activos adicionados al recubrimiento base, 

la incorporación de vainillina en la formulación tuvo un efecto significativo (p < 0.05) 

sobre la firmeza de la fruta en el almacenamiento. Se observó que los cubos de manzana 

recubiertos con GGF+Vai presentaron los valores de firmeza más altos durante el 

almacenamiento refrigerado (Tabla 1.4). El efecto inhibidor de la vainillina sobre el 

crecimiento microbiano descripto anteriormente, especialmente sobre mohos y levaduras, 

contribuye al mantenimiento de la firmeza y previene el daño en la textura causado por la 

actividad metabólica microbiana. De acuerdo con los resultados obtenidos, Rojas-Grau et 

al. (2007) informaron que la incorporación de vainillina en concentraciones de 3 y 6 % 

(m/m) en recubrimientos de alginato mantuvo la firmeza de manzana recién cortada, 

mientras que el uso de aceites esenciales de orégano y lemongrass tuvo efectos 

perjudiciales sobre este parámetro. Por el contrario, en este capítulo los cubos de manzana 

recubiertos con GGF+Ge presentaron valores de firmeza más bajos que la muestra control 

(C). Este efecto negativo de geraniol sobre la textura fue observado previamente por otros 

autores. Tomadoni et al. (2018) informaron una disminución en la firmeza de frutillas 

frescas cortadas luego de 7 días de almacenamiento, cuando aplicaron recubrimientos de 

gelano enriquecidos con geraniol. También, Raybaudi-Massilia et al. (2008) observaron 

una disminución en este atributo cuando recubrieron melón cortado con soluciones de 

alginato de sodio enriquecido con compuestos bioactivos. Estos autores además afirmaron 

que geraniol afectó la firmeza de los trozos de melón en mayor medida que el resto de los 

bioactivos estudiados. El ablandamiento de los tejidos provocado por geraniol en las frutas 

podría atribuirse a cambios estructurales en los tejidos celulares que afectan directamente 

la firmeza, o promueven la liberación de enzimas y sustratos, iniciada durante las 

operaciones preliminares en el procesamiento, tales como pelado y corte (Raybaudi-

Massilia et al., 2008; Tomadoni et al., 2018). 

1.5.4 Propiedades antioxidantes 
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El potencial antioxidante de un tejido vegetal está determinado por el tipo y la cantidad 

de compuestos bioactivos presentes en el producto. El impacto de los recubrimientos 

comestibles de gelano+fibra de manzana, con y sin vainillina o geraniol sobre las 

propiedades antioxidantes de cubos de manzana almacenadas bajo refrigeración se muestra 

en la Tabla 1.5 Se observó un significativo efecto de correlación entre los valores del 

contenido de fenoles totales (CFT) y la capacidad antioxidante de las manzanas (con y sin 

recubrimiento) con un coeficiente de Pearson de 0.8. 
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Respecto al contenido de compuestos fenólicos totales (CFT), los valores iniciales en 

los cubos de manzana no recubiertos (C) fueron 106.3 mg de EAG/100g de producto, sin 

presentar diferencias significativas (p > 0.05) con las muestras recubiertas con GGF. Esto 

indicaría que la adición de fibra de manzana, a pesar de tratarse de un ingrediente 

procedente de un subproducto rico en compuestos fitoquímicos, no contribuiría 

significativamente al contenido de fenoles totales del producto. La adición de vainillina 

(GGF+Vai) y geraniol (GGF+Ge) aumentó significativamente (p < 0.05) el CFT de las 

muestras recubiertas con gelano y fibra de manzana (GGF), con valores 23 y 19 % más 

altos, respectivamente, inmediatamente después de la aplicación de los tratamientos (Tabla 

1.5). Estos incrementos eran esperables, dado que ambos compuestos bioactivos presentan 

estructura fenólica. Luego de los primeros cuatro días de almacenamiento se observó una 

fuerte disminución general en el CFT, aunque los cubos tratados con GGF+Vai mostraron 

una retención significativamente mayor que el resto de las muestras. Durante el avance del 

almacenamiento (día 8 y 12), el CFT de los cubos de manzana con y sin recubrimientos no 

mostró diferencias significativas, lo que indica que ni el agregado de vainillina ni el de 

geraniol logró mejorar la retención del CFT de los cubos de manzana. De acuerdo con 

estos resultados, Tomadoni et al. (2016) reportaron un incremento significativo en los 

valores de CFT inmediatamente después de añadir vainillina (en concentraciones variables 

de entre 2.5 y 5 g/l) a jugo de frutillas. Sin embargo, en ese estudio los niveles de CFT 

tanto para los jugos tratados como para los no tratados se mantuvieron estables durante 10 

días de almacenamiento refrigerado. Silveira et al. (2015) utilizaron dos soluciones de 

inmersión con concentraciones de 1 y 2 g/l de vainillina, respectivamente, para tratar 

trozos de melón mínimamente procesado. Estos autores informaron una disminución 

general del CFT durante los 10 días de almacenamiento, aunque las muestras tratadas con 

la mayor concentración de vainillina mantuvieron una concentración del CFT 

significativamente mayor que el control sin compuesto activo, e incluso que las muestras 

tratadas con la concentración menor. En otro estudio, Takma y Korel (2017) adicionaron 

vainillina (1 %) a recubrimientos de alginato y lo aplicaron sobre uvas. La adición del 

compuesto activo causó una mejora en la retención del CFT de las uvas almacenadas a 4 

°C durante 35 días, en comparación con muestras no tratadas. 

En la Tabla 1.5 también se muestran los resultados de los ensayos de capacidad 

antioxidante de los cubos de manzana, expresada como mg ET/100 g PF. Inicialmente, se 

observó que los cubos no recubiertos (C) presentaron una actividad antioxidante 
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equivalente a 234.1 mg ET/100 g PF. Al igual que para el CFT, la incorporación de fibra 

de manzana al recubrimiento base no afectó significativamente la actividad antirradicalaria 

en las muestras recién procesadas (día 0). Adicionalmente, sólo el enriquecimiento con 

geraniol provocó un incremento significativo (p < 0.05) en la actividad antioxidante de las 

muestras recubiertas en el día 0, en comparación con las muestras controles (C y GGF). 

Choi et al. (2000) informaron la marcada actividad antirradicalaria de geraniol en el ensayo 

de DPPH (87.7 %, 235.9 mg ET/ml). Además, la baja o nula actividad antioxidante que 

presenta la vainillina medida por el radical DPPH fue reportada en varios trabajos (Kumar 

et al., 2002; Shyamala et al., 2007; Tai et al., 2011). En este sentido, la pobre eficiencia de 

la vainillina puede explicarse por la presencia de un solo grupo hidroxilo fenólico oxidable. 

Durante el almacenamiento, la actividad antioxidante de los cubos de manzana con y sin 

recubrimiento mostró una disminución similar, sin diferencias significativas en los valores 

finales. En relación a estos resultados, Tomadoni et al. (2016) informaron que la 

incorporación de vainillina (2.5 y 5 mg/ml) o geraniol (0.6 y 1.2 μl/ml) a jugos de frutillas 

no aumentó la actividad antioxidante del producto en comparación con las muestras control 

(sin el agregado de compuestos bioactivos). 

1.5.5 Evaluación sensorial 

Los recubrimientos comestibles, como su nombre lo indica, son consumidos junto con 

los productos vegetales mínimamente procesados. Es por esto que tanto los recubrimientos 

como los compuestos bioactivos que por medio de ellos se incorporen a la formulación 

(sean antimicrobianos, antioxidantes, o compuestos nutracéuticos), no deben impactar 

negativamente sobre la calidad sensorial de los vegetales. El efecto de las diferentes 

formulaciones de gelano sobre los cubos de manzana durante los 12 días de 

almacenamiento a 5 ºC se muestra en la Figura 1.2. 
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Como puede observarse en la Figura 1.2, inicialmente (día 0), los cubos de manzana 

recubiertos con gelano y fibra de manzana (GGF) no fueron diferenciados por los 

panelistas en comparación con la muestra control no recubierta (C); es decir que no se 

observaron diferencias significativas entre estas muestras para ninguno de los atributos 

sensoriales evaluados. Respecto del enriquecimiento con los compuestos bioactivos, al 

igual que lo detallado en la Primera Parte tanto geraniol como vainillina fueron percibidos 

por los panelistas, en los atributos de aroma y sabor de los cubos de manzana. De cualquier 

manera, el sabor de todas las muestras resultó aceptable. Al día 4 de almacenamiento, se 

observó que los cubos tratados con los recubrimientos de gelano enriquecidos con ambos 

compuestos activos (vainillina y geraniol) obtuvieron puntajes más altos (p < 0.05) de 

OVQ (3.4 y 3.9, respectivamente) y color (3.6 y 3.8, respectivamente) que las muestras 

controles C y GGF (con valores de 2.8 y 1.7 para OVQ; 2.6 y 1.7 para color, 

respectivamente). Por otro lado, los puntajes de aroma correspondientes a los cubos de 

manzana recubiertos con GGF+Ge y GGF+Vai fueron significativamente (p < 0.05) más 

bajos que los obtenidos para C y GGF, lo que indicaría que los panelistas detectaron 

aromas extraños como consecuencia de los componentes aromáticos y volátiles de 

vainillina y geraniol, si bien la aceptabilidad general de estas muestras no se vio 

comprometida. Desde el día 8 hasta el final del almacenamiento, el atributo de sabor no fue 

evaluado, a fin de evitar someter a los panelistas a cualquier riesgo microbiológico. Desde 

los días 8 a 12 de almacenamiento, los cubos de manzana recubiertos con GGF+Vai 

obtuvieron las puntuaciones más altas (p < 0.05) para OVQ y color en comparación con el 

resto de las muestras. El aroma característico impartido por la vainillina continuó siendo 

percibido en gran medida por los panelistas. En contraste, al día 8 los puntajes obtenidos 

para las muestras C, GGF y GGF+Ge quedaron por debajo del límite de aceptabilidad (2.5 

cm). Como se muestra en la Figura 2.2, al día 12 la mejora notable en la calidad sensorial 

de las muestras recubiertas con GGF+Vai se evidenció sobre los atributos de color y OVQ. 

En este sentido, se observó que este tratamiento fue el único efectivo en mantener los 

parámetros de color de los cubos de manzana, definidos por L* y hº, así como también 

tuvo un efecto positivo sobre la firmeza de los cubos de manzana. Por lo tanto, la 

aplicación del recubrimiento GGF+Vai permitió que los cubos de manzana alcanzaran 

períodos de almacenamiento prolongados (12 días) con puntuaciones por encima del límite 

de aceptabilidad para todos los atributos sensoriales evaluados. 
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1.5.6 Efecto de recubrimientos activos de gelano enriquecidos con preservantes 

naturales sobre la evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 

inoculados en cubos de manzana 

La Figura 1.3 muestra la evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 (A) y L. innocua CIP 

80.11 (B) inoculadas en cubos de manzana durante el almacenamiento refrigerado de las 

muestras. Se corroboró la ausencia de Listeria spp. y E. coli nativos en las muestras no 

inoculadas durante los 12 días de almacenamiento. Sangsuwan et al. (2008) estudiaron la 

evolución de E. coli en trozos de melón almacenados 8 días a 10 ºC. Estos autores 

informaron una disminución significativa de más de 4.00 log UFC/g al octavo día en 

muestras sin recubrimiento, y lo atribuyeron a la pérdida del contenido de agua del melón. 

Por esta razón, en esta Segunda Parte la evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. 

innocua CIP 80.11 se evaluó tomando como muestra control los cubos de manzana 

inoculados y recubiertos con la formulación base de gelano y fibra de manzana, debido a 

que este polisacárido no presenta efectos antimicrobianos intrínsecos y, por el contrario, 

podría resguardar a los microorganismos frente a la posible deshidratación sufrida por la 

fruta durante el almacenamiento refrigerado. Con respecto al efecto de la fibra de manzana 

sobre la viabilidad de los microorganismos, Moreira et al. (2015a) informaron que 

independientemente del tipo del polisacárido base empleado (alginato de sodio, pectina o 

goma gelano), la adición de fibra de manzana (2 g/l) no mostró efectos antimicrobianos, al 

añadirse a las formulaciones empleadas para recubrir cubos de manzana. 
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En primer lugar, los resultados obtenidos muestran que E. coli O157:H7 FP605/03 no 

fue capaz de crecer en la muestra control recubierta con gelano+fibra de manzana (cubos 

de manzana recubiertos con GGF sin el agregado de compuestos bioactivos), aunque sí 

mantuvo los recuentos estables de durante todo el almacenamiento refrigerado. Este efecto 

bacteriostático puede deberse a que, como se explicó en la Primera Parte, E. coli O157:H7 

FP605/03 se inoculó de manera artificial y por lo tanto no se encontraría adaptado a las 

condiciones de la matriz, sumado al hecho de que se trata de un microorganismo mesófilo, 

por lo que las bajas temperaturas no promueven su desarrollo. Con respecto al efecto de los 

tratamientos con preservantes naturales incorporados en el recubrimiento de gelano, se 

observó que tanto geraniol como vainillina ejercieron un significativo efecto (p < 0.05) 

bactericida inicial frente a E. coli O157:H7 FP605/03, reduciendo sus recuentos en 

aproximadamente 0.70 - 0.80 log UFC/g. Adicionalmente, geraniol mostró un efecto 

bacteriostático significativo (p < 0.05) desde el día 8 hasta el final del almacenamiento, 

presentando las muestras GGF+Ge recuentos entre 1.40 a 1.70 log UFC/g más bajos con 

respecto a las muestras recubiertas con GGF (Figura 1.3 A). Para el caso de L. innocua CIP 

80.11 (Figura 1.3 B), se observó un crecimiento en las muestras de cubos de manzana 

recubiertos con GGF durante los primeros cuatro días de almacenamiento, de acuerdo con 

las características que presenta este microorganismo, que es psicrótrofo (Osimani y 

Clementi, 2016). Luego, los recuentos para la muestra control con fibra de manzana (GGF) 

se mantuvieron estables, sin mostrar aumentos significativos. Con respecto a las muestras 

tratadas con preservantes naturales, los recubrimientos de GGF+Ge y GGF+Vai inhibieron 

significativamente (p < 0.05) el crecimiento de L. innocua CIP 80.11 durante los primeros 

4 días de almacenamiento, logrando reducciones en los recuentos de hasta 1.90 log UFC/g. 

Sin embargo, desde el día 8 al 12 de almacenamiento, este efecto inhibitorio no se observó. 

Se han desarrollado algunos estudios in vivo evaluando la efectividad de vainillina y 

geraniol para controlar el crecimiento de E. coli y Listeria spp. en frutas recién cortadas y 

en jugos de frutas. Entre ellos, Rojas-Grau et al. (2007) estudiaron el efecto de vainillina y 

otros compuestos bioactivos incorporados en recubrimientos comestibles de alginato y 

puré de manzana sobre la supervivencia de L. innocua inoculada en manzana Fuji 

mínimamente procesada. Al añadir vainillina a los recubrimientos en concentraciones de 3 

y 6 g/kg, estos autores observaron reducciones significativas (de 3 ciclos logarítmicos) 

durante la primera semana de almacenamiento. Este efecto inhibidor se mantuvo hasta el 

final del período de almacenamiento (21 días).  
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Por otro lado, los resultados que aquí se exponen son similares a los informados por 

Manu (2016), quien evaluó diferentes concentraciones de geraniol (0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 

μl/ml) sobre jugo de una mezcla de berries inoculado con S. enteritidis o E. coli O157:H7 

(concentración celular final de 5.08 log UFC/ml) almacenado a 4 y 12 ºC. Estos autores 

informaron que concentraciones de 1.0 y 1.5 µl/ml no permitieron el desarrollo de colonias 

de S. enteritidis o E. coli O157:H7 en medios de agar selectivo (desde la hora de 

almacenamiento y hasta las 24 h). Además, Tomadoni et al. (2016) evaluaron el efecto de 

diferentes concentraciones de vainillina y geraniol sobre la supervivencia de E. coli 

O157:H7 inoculado en jugo de frutillas. Estos autores encontraron que concentraciones de 

5 g/l de vainillina y 0.6 ml/l de geraniol fueron capaces de reducir significativamente los 

recuentos iniciales de E. coli (2 ciclos logarítmicos) en comparación con el jugo no tratado, 

logrando además dejar los recuentos por debajo del límite de detección desde el día 3 hasta 

el final del período de almacenamiento. En línea con estas investigaciones, Cassani et al. 

(2017) informaron que la aplicación combinada de vainillina (1.25 g/l) y ultrasonido (7.5 

min, 40 kHz) sobre jugo de frutilla redujo significativamente la población de E. coli 

O157:H7 y de L. innocua inoculadas en el producto, dejando los recuentos en niveles no 

detectables luego de 7 días de almacenamiento refrigerado. El hecho de que en este 

capítulo no se haya alcanzado esa magnitud de reducción empleando geraniol y vainillina 

como compuestos antimicrobianos podría atribuirse a las diferencias en los sustratos 

vegetales (características intrínsecas de cada fruta como pH, acidez, sólidos solubles), a la 

estructura propia de la matriz alimentaria (jugo, fruta cortada fresca cortada), a los 

diferentes métodos de aplicación de los compuestos bioactivos (recubrimientos 

comestibles, aplicación directa en el jugo) y al menor contacto entre los microorganismos y 

los preservantes naturales. 

 

1.6 Conclusiones 

En este trabajo se evaluaron dos formulaciones diferentes con el objetivo de mejorar la 

calidad global y la seguridad de cubos de manzana listos para consumir. En primer lugar, 

los recubrimientos activos formulados con quitosano resultaron eficaces para el control 

microbiológico tanto de la microflora nativa como de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. 

innocua CIP 80.11 cuando se aplicaron sobre cubos de manzana. El enriquecimiento con 

preservantes naturales (geraniol o vainillina), mostró un efecto sinérgico con quitosano 
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potenciando la efectividad de los recubrimientos. De este modo, los cubos de manzana 

recubiertos con Qui+Ge y Qui+Vai mostraron recuentos aún más bajos que los 

correspondientes a Qui, o incluso por debajo del límite de detección (< 2.00 log) en la 

mayoría de las muestras. Sin embargo, pese a la mejora en términos de inocuidad 

alimentaria obtenida con la utilización de estas formulaciones, la calidad sensorial de los 

cubos de manzana se vio fuertemente afectada de forma negativa debido a un desarrollo 

casi inmediato de pardeamiento luego de la aplicación de los recubrimientos activos, que 

fue atribuido a la activación enzimática promovida por quitosano. Por estos motivos, se 

diseñó un nuevo experimento utilizando gelano como solución formadora de 

recubrimientos, cuya aplicación sobre manzana mínimamente procesada había sido 

evaluada en trabajos previos del grupo. 

En el segundo diseño experimental los recubrimientos activos formulados con 

gelano+fibra de manzana y enriquecidos con preservantes naturales mostraron ventajas con 

respecto a la calidad global de los cubos de manzana, en comparación con los de 

quitosano. La aplicación del recubrimiento comestible de GGF+Ge retrasó el deterioro 

microbiológico de los cubos de manzana y, además, tuvo un significativo efecto 

bactericida, reduciendo los recuentos de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 

inoculados durante los 12 días de almacenamiento. Por su parte, el uso del recubrimiento 

GGF+Vai inhibió el crecimiento de mohos y levaduras, mejoró la retención de firmeza de 

los cubos de manzana y logró mantener los atributos de color (valores de luminosidad y 

ángulo de tono) durante todo el período de almacenamiento, características de calidad 

fundamentales a considerar a la hora de diseñar un nuevo producto. Además, la 

incorporación de vainillina en el recubrimiento activo mejoró los atributos sensoriales 

como el OVQ y el color de los cubos de manzana, permitiendo de este modo una 

prolongación de su vida útil de al menos 4 días, con respecto al resto de las muestras. Si 

bien ambos recubrimientos funcionales (GGF+Ge y GGF+Vai) mejoraron los atributos de 

calidad y la seguridad de cubos de manzana, resulta importante destacar que la vainillina 

mostró el mayor potencial para ser utilizado tecnológicamente en el desarrollo de un 

producto comercial dado que, como se mencionó anteriormente, este compuesto permitió 

obtener mejoras significativas en la calidad sensorial de los cubos de manzana recubiertos, 

lo cual se tradujo en una prolongación de la vida útil. 



 

 

Parte 2: Recubrimientos activos combinados con altas 
presiones y su impacto sobre compuestos fenólicos, calidad 
microbiológica y principales parámetros fisicoquímicos de 

cubos de manzana  

2.1 Introducción  

Como se mencionó previamente, las operaciones preliminares llevadas a cabo para 

obtener productos a base de manzana mínimamente procesada, como el pelado y corte, 

conducen al desarrollo de pardeamiento enzimático y podrían promover el crecimiento de 

patógenos causantes de brotes de ETA. Las tecnologías de procesamiento no térmico, 

como los recubrimientos activos y los antimicrobianos naturales, han demostrado su 

efectividad como herramientas para extender la vida útil y preservar las características 

nutricionales y funcionales de los productos derivados de frutas y verduras (Bohn et al., 

2015; Cassani et al., 2018). En este sentido, se aplicó un recubrimiento activo formulado a 

base de goma gelano+fibra de manzana enriquecido con vainillina sobre cubos de 

manzana. La aplicación de este recubrimiento permitió mantener las características de 

textura, color, logró mejorar la calidad microbiológica, y mantuvo aceptables las 

características sensoriales, logrando una extensión de la vida útil del producto. 

Adicionalmente, se han desarrollado y se encuentran bajo estudio otras tecnologías 

novedosas de preservación no térmicas que utilizan métodos físicos para la inactivación 

microbiana y enzimática en productos vegetales, como el procesamiento a altas presiones 

(HPP, por sus siglas en inglés High Pressure Processing), campos eléctricos pulsados, 

ondas ultrasónicas, luz pulsada de alta intensidad, irradiación, luz ultravioleta, etc. (Sun, 

2005; Fernández-Jalao et al., 2019). 

El procesamiento a altas presiones se utiliza para inactivar patógenos alimentarios a la 

vez que resguarda o intenta ocasionar cambios mínimos en los parámetros sensoriales y 

nutricionales, así como en las características antioxidantes de frutas y productos derivados 

(Keenan et al., 2011; Wu et al., 2013; Torres et al., 2016; Fernandez et al., 2019). Por esta 

razón, en los últimos años la aplicación de HPP en el procesamiento de productos 

frutícolas ha mostrado un incremento. Además, esta tecnología es amigable con el medio 
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ambiente y presenta factibilidad tecnológica de utilización en la escala de producción 

industrial (Li et al., 2017). El procesamiento a altas presiones consiste en la aplicación de 

presión (100 - 900 MPa) al alimento, pudiendo también emplearse en combinación con 

temperaturas (0 - 50 °C) en un tiempo (de pocos segundos a varios minutos) (Rastogi et 

al., 2007). Particularmente en productos de manzana, el HPP ha sido aplicado 

principalmente en jugos con el objetivo de inactivar patógenos, mejorar atributos 

sensoriales y prevenir el desarrollo de hongos durante el almacenamiento (Bayindirli et al., 

2006; Yi et al., 2017; Buerman et al., 2020). Otros estudios demostraron que la aplicación 

de HPP provoca cambios en la matriz de alimentos vegetales, como la manzana 

mínimamente procesada y otros productos a base de manzana (jugos y purés), que pueden 

dar como resultado una mejor capacidad de extracción y bioaccesibilidad de compuestos 

bioactivos (Briones-Labarca et al., 2011; Rodríguez-Roque et al., 2015; Fernández-Jalao et 

al., 2019). En este sentido, la concentración de compuestos bioactivos que se liberan de la 

matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal y están disponibles para la absorción es más 

importante que la concentración potencial de los mismos en el producto. En relación con 

esto, es ampliamente aceptado que los modelos de digestión in vitro representan un sistema 

adecuado para simular las condiciones fisiológicas y estudiar la interacción de los 

compuestos bioactivos de la matriz alimentaria durante la digestión gastrointestinal 

humana (DGI) y para determinar su bioaccesibilidad (Cilla et al., 2018). Estos métodos son 

rentables, reproducibles y, en general, rápidos, presentándolos como ventajosos para 

determinar los efectos de las matrices y del procesamiento de los alimentos en la 

bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos, mostrando además resultados que se 

correlacionan con los obtenidos en los sistemas de digestión in vivo (Bouayed et al., 2011). 

Aunque es posible encontrar en la literatura algunos estudios acerca de la aplicación de 

HPP sobre manzana cortada, el efecto combinado del uso de recubrimientos activos 

(alginato+vainillina) y procesamiento a altas presiones aún no ha sido estudiado. Así, el 

objetivo de este capítulo fue evaluar la aplicación combinada de recubrimientos activos y 

HPP sobre cubos de manzana listos para consumir. Se analizó el efecto de la combinación 

de estas dos barreras sobre la supervivencia de Escherichia coli CECT 515 y Listeria 

monocytogenes CECT 4032 inoculadas, y sobre la microflora nativa de los cubos de 

manzana, estudiada mediante la población de bacterias aerobias mesófilas. 

Adicionalmente, se determinaron los principales parámetros fisicoquímicos, como el color, 
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la textura y la actividad enzimática y se monitoreó la evolución de los principales 

compuestos fenólicos durante una digestión gastrointestinal in vitro. 

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Biopolímero formador de recubrimientos y Compuesto bioactivo 

Se prepararon recubrimientos a base de alginato de sodio (AS) y el compuesto 

bioactivo seleccionado fue vainillina (Vai), cuyas características fueron previamente 

detalladas. 

2.2.2 Sustrato vegetal 

Se trabajó con manzanas (Malus domestica var. Red Delicious) en estado de madurez 

comercial que fueron adquiridas en un mercado local de Madrid (España). Las frutas se 

almacenaron bajo refrigeración hasta su procesamiento. 

2.2.3 Formulación y aplicación de los recubrimientos 

La SFR de alginato de sodio (AS) se preparó con el agregado de glicerol a una 

concentración del 6 % (m/v) como agente plastificante. Una vez obtenida la SFR base, se 

incorporó a la misma fibra de manzana (F) en una concentración de 2 %. Por último, se 

añadió también vainillina (2.5 mg/ml) como compuesto bioactivo antimicrobiano. Para 

lograr el entrecruzamiento del polímero, por lo tanto, la formación del recubrimiento, se 

usó una solución de cloruro de calcio al 2 % (m/v) que contenía 1 % (m/v) de ácido 

ascórbico como agente antioxidante. De este modo se obtuvo la solución de inmersión 

ASFVai (alginato de sodio+fibra de manzana enriquecido con vainillina) y la solución de 

entrecruzamiento de cloruro de calcio y ácido ascórbico. 

Las operaciones preliminares en las manzanas fueron selección, lavado, pelado y corte. 

Con el fin de obtener muestras recubiertas con alginato de sodio y fibra de manzana 

enriquecido con vainillina (ASFVai), los cubos de manzana recién cortados se sumergieron 

en la SFR de alginato durante 2 min. El exceso de solución se dejó escurrir durante 1 min, 

y luego los cubos se sumergieron nuevamente en la solución de Cl2Ca durante 2 min. 

Como muestra control (C) se utilizaron cubos de manzana no recubiertos, que fueron 

sumergidos en la solución de cloruro de calcio y ácido ascórbico (sin la aplicación de 

recubrimiento) durante 2 min. Finalmente, las muestras se secaron durante 30 min a 

temperatura ambiente en una cabina de bioseguridad. Una parte de las muestras tratadas se 
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envasó (porciones de 50 g) para su posterior tratamiento con HPP en bolsas plásticas 

resistentes a altas presiones (BB4L, Cryovac, España) y se almacenaron a 4 °C y en 

oscuridad hasta el procesamiento a altas presiones. El resto de las muestras no destinadas a 

la aplicación de HPP fueron utilizadas para las determinaciones inmediatamente después 

de la aplicación de los recubrimientos. 

2.2.4 Procesamiento con altas presiones 

El procesamiento con altas presiones (HPP) se llevó a cabo en un equipo Iso-Lab 

(modelo FPG7100:9/2C, Inglaterra) en un recipiente de 1950 ml de capacidad y empleando 

agua como medio de transmisión/compresión. La unidad opera a una presión máxima de 

800 MPa y a una temperatura máxima de 70 ºC. La velocidad de compresión fue de 180 

MPa/min y la descompresión fue instantánea. Debido a la compresión adiabática, la 

temperatura máxima en el recipiente fue de 35 ºC a 400 MPa con un tiempo de retención 

de 5 min. Las variables de procesamiento establecidas para este estudio en 400 MPa/5 

min/35 ºC fueron seleccionadas en base a un estudio previo realizado sobre manzanas con 

cáscara de la variedad Golden Delicious, en el cual la aplicación de estas condiciones de 

tratamiento logró mantener los principales compuestos fenólicos (flavan-3-ols, ácidos 

hidroxicinámicos y dihidrochalconas) e incluso aumentaron la extracción de flavonoles 

(Fernández-Jalao et al., 2019). Tanto la presión como el tiempo y la temperatura fueron 

monitoreados y registrados durante el proceso mediante software. La tecnología de HPP se 

aplicó en lotes de tres bolsas de 50 g por ciclo. Las muestras sometidas a HPP fueron 

codificadas como C-HPP y ASFVai-HPP. 

2.2.5 Efecto de los tratamientos combinados sobre la calidad microbiológica y la 

supervivencia de E. coli CECT 515 y L. monocytogenes CECT 4032 

- Microorganismos patógenos y preparación de inóculos 

El efecto la aplicación de HPP sobre la inocuidad de los cubos de manzana se evaluó 

utilizando Escherichia coli CECT 515 y Listeria monocytogenes CECT 4032 como 

microorganismos patógenos. Previo a su utilización en el ensayo, los microorganismos se 

activaron y repicaron dos veces para obtener células en fase de crecimiento estacionaria. 

- Inoculación de las muestras y aplicación de los recubrimientos activos 
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En este capítulo la inoculación se llevó a cabo por tratamientos de inmersión de los 

cubos de manzana durante 2 min en cultivos de Escherichia coli CECT 515 y Listeria 

monocytogenes CECT 4032 (con una carga aproximada de 7 - 8 log UFC/ml). Las 

muestras inoculadas se secaron en una cámara de bioseguridad durante 30 min. Luego, una 

porción de los cubos de manzana inoculados con cada microorganismo fue recubierto con 

alginato+fibra de manzana y vainillina (ASFVai), siguiendo la metodología empleada en la 

sección 2.5. La otra porción de las muestras se utilizó como muestras control sin 

recubrimiento (C). Las muestras destinadas a la aplicación de HPP se envasaron en lotes de 

50 g en bolsas plásticas de material resistente a altas presiones (BB4L, Cryovac, España) 

para su posterior procesamiento. 

- Análisis microbiológicos 

Paralelamente al estudio del efecto sobre microorganismos patógenos, también se 

evaluó el efecto de la combinación de barreras sobre la microflora nativa de los cubos de 

manzana, analizando las bacterias aerobias mesófilas (MES) en cubos de manzana sin 

recubrir y sin HPP (C), y luego del tratamiento HPP en muestras con y sin recubrimiento 

activo (C-HPP, ASFVai-HPP). Para todas las poblaciones microbianas estudiadas (MES, 

Escherichia coli CECT 515 y Listeria monocytogenes CECT 4032), los recuentos de los 

cubos de manzana control sin HPP (C) se realizaron inmediatamente después del 

procesamiento (pelado, corte, inoculación en muestras con patógenos). En cambio, las 

muestras sometidas al tratamiento con HPP (C-HPP y ASFVai-HPP, tanto muestras sin 

inocular como las inoculadas con cada microorganismo patógeno) fueron almacenadas a 5 

ºC durante 24 h previamente a la enumeración. Esto se realizó con el objetivo de permitir 

que las células dañadas (pero que se hubieran mantenido viables) lleven adelante los 

procesos de reparación (si fueran capaces) antes de la enumeración, y no sobreestimar la 

efectividad del tratamiento. En condiciones favorables, la mayoría de las células estresadas 

se repara en un rango de 2 a 4 horas (Syed et al., 2016). La enumeración de MES se realizó 

en el medio PCA (Cultimed). Las condiciones de incubación fueron 30 ± 2 ºC durante 72 ± 

2 h. La enumeración de Escherichia coli CECT 515 y Listeria monocytogenes CECT 4032 

se realizó en MUG Plus Cromogenic Agar (Microkit) y ALOA® (Biomerièux), 

respectivamente. Las condiciones de incubación fueron 37 ± 2 ºC durante 24 ± 2 h y 37 ± 2 

ºC durante 48 ± 2 h, respectivamente. Los recuentos se realizaron por triplicado y los 

resultados se expresaron como log UFC/g. 
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2.2.6 Determinación de color y firmeza 

El color superficial de los cubos de manzana sometidos a los diferentes tratamientos se 

determinó utilizando un colorímetro Hunter Lab (modelo M25-9, EEUU), evaluando diez 

cubos de manzanas, correspondientes a dos contenedores para cada tratamiento (n = 10). 

La firmeza de las muestras, definida como la fuerza máxima requerida para penetrar en 1 

cm un cubo de manzana, se determinó mediante una prueba de compresión (velocidad de 5 

mm/s) utilizando un texturómetro marca TA.HDPlus (Stable Micro Systems, Inglaterra) 

equipado con una celda de carga de 30 kg y una sonda cilíndrica de 11 mm de diámetro 

(P/11). Para las determinaciones de textura se usaron diez cubos de manzanas, 

correspondientes a dos contenedores para cada tratamiento (n = 10). Los resultados del 

análisis de firmeza se expresaron en N/cm2. 

2.2.7 Actividad enzimática de polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD) 

- Extracción de enzimas 

Para la evaluación de la actividad enzimática de los cubos de manzana con y sin 

recubrimiento, antes y después de la aplicación de HPP, las muestras fueron previamente 

liofilizadas en un equipo marca Telstar S.A. (modelo Lyoalfa, España). La determinación 

de la actividad enzimática se llevó a cabo utilizando un espectrofotómetro UV-visible 

(Ultrospec 4300 Pro UV/Visible) siguiendo la metodología propuesta por Marszałek et al. 

(2018), con ligeras modificaciones. Brevemente, los extractos enzimáticos se obtuvieron 

mezclando 1.5 g de producto liofilizado con 50 ml de buffer fosfato 0.05 M a pH 5.5 (con 

1 % m/v de polivinilpirrolidona) y homogeneizando (Omnimizer ES-270) a 7500 rpm 

durante 4.5 min en un baño de hielo. Luego, la mezcla se centrifugó a 10000 rpm durante 

15 min a 5 ºC. Los sobrenadantes se filtraron con gasa y se refrigeraron a 4 °C hasta el 

análisis. 

- Actividad de PPO y POD 

Para el ensayo de actividad de la PPO, se mezclaron 2.9 ml de catecol 0.07 M (buffer 

fosfato 0.1 M, pH 6.5) y 0.1 ml de extracto enzimático. Las mediciones se realizaron 

inmediatamente a 420 nm y a 25 ºC, obteniendo el registro cada 12 segundos durante 10 

min. La actividad de la POD se determinó mezclando 2.6 ml de tampón fosfato 0.1 M (pH 

6.5), 0.1 ml de peróxido de hidrógeno al 1.5 % (v/v), 0.2 ml de parafenilendiamina al 1 % 

(m/v) y 0.1 ml de extracto enzimático. Las mediciones se realizaron a 485 nm y 25 ºC, 
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cada 12 segundos durante 10 min. La actividad enzimática se calculó como la variación de 

absorbancia en un min por g de producto liofilizado. Los resultados se expresaron como 

actividad enzimática relativa (AER), definida como el porcentaje de actividad residual 

luego de HPP (C-HPP y ASFVai-HPP), en comparación con la muestra sin HPP, 

respectivamente (C y ASFVai). Las determinaciones se realizaron por duplicado. 

2.2.8 Digestión gastrointestinal in vitro 

Los cubos de manzana fueron sometidos a una digestión gastrointestinal (DGI) in vitro, 

siguiendo la metodología propuesta por Minekus et al. (2014), con el objetivo de simular 

los cambios que experimentan los compuestos fenólicos presentes en el alimento en su 

pasaje por el sistema digestivo.  

- Fase oral (FO) 

El proceso de digestión comienza en la boca, cuando los alimentos son masticados 

luego de la ingesta. En esta fase la trituración alcanzada por medio de la masticación del 

alimento es fundamental, ya que reduce el tamaño de partícula y facilita el acceso de las 

enzimas digestivas a los nutrientes contenidos en la matriz. Para simular la masticación, 10 

g de producto, 7 ml de jugo de saliva (pH 7 ± 0.2) y 1 ml de solución de α-amilasa (1500 

U/ml) se trituraron con un masticador manual durante 2 min a 37 ºC en ausencia de luz. 

Esta fase fue detenida enfriando las muestras en un baño de hielo durante 10 min, para 

detener la actividad de la α-amilasa. 

- Fase gástrica (FG) 

Luego de la fase oral, las muestras de cada tratamiento se mezclaron con 15 ml de jugo 

gástrico (pH 3 ± 0.2) y 3.2 ml de solución de pepsina (25067 U/ml). El pH se ajustó (3 ± 

0.2) con HCl 6 M. Para simular las condiciones estomacales, el oxígeno fue barrido con 

nitrógeno gaseoso. En esta etapa, las muestras se mantuvieron durante 2 h en un baño 

termostatizado a 37 ºC bajo agitación magnética y en oscuridad. Para finalizar esta etapa, 

se detuvo la actividad de la pepsina enfriando las muestras en un baño de hielo durante 10 

min. 

- Fase intestinal (FI) 

Por último, a las muestras provenientes de la FG se les añadieron 22 ml de jugo 

intestinal (pH 7 ± 0.2), 5 ml de sales biliares y 10 ml de solución pancreática (800 U/ml de 
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tripsina). El pH se ajustó a 7 ± 0.2 con NaOH 1 M y el oxígeno se excluyó con nitrógeno 

gaseoso como se explicó anteriormente. Las muestras de la FI se mantuvieron durante 2 h 

en un baño termostatizado a 37 ºC bajo agitación magnética y en oscuridad. La actividad 

de la tripsina se detuvo enfriando las muestras en un baño de hielo durante 10 min. 

Al final de cada etapa, se separó una alícuota y el pH se ajustó a 2 con el objetivo de 

asegurar la inactivación enzimática y estabilizar los compuestos fenólicos. Las muestras 

digeridas y separadas en cada etapa se almacenaron a -20 ºC hasta su extracción y análisis. 

2.2.9 Análisis de compuestos fenólicos y propiedades antioxidantes 

- Extracción de compuestos antioxidantes 

Las muestras correspondientes a muestras no digeridas (ND) fueron extraídas 

procesando 10 g de cubos de manzana con 12.5 ml de una solución acuosa de metanol 

(80:20 v/v) con un masticador manual (utilizado en la FO), durante 2 min. Luego, esta 

mezcla fue centrifugada a 12000 rpm durante 10 min a 4 ºC. Los sobrenadantes se 

separaron y el pellet fue sometido a una segunda extracción bajo las mismas condiciones. 

Los dos sobrenadantes se combinaron y concentraron utilizando un rotaevaporador 

equipado con un sistema de vacío a 40 ºC hasta obtener un volumen final de 

aproximadamente 2 ml. Por último, los extractos fueron filtrados con una membrana de 

0.45 µm antes de su utilización para los análisis. 

Por otra parte, las alícuotas separadas en FO (15 ml), FG (25 ml) y FI (45 ml) fueron 

extraídas con 10, 15 y 20 ml de la solución acuosa de metanol (80:20 v/v), 

respectivamente, bajo agitación magnética durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, 

los extractos se centrifugaron durante 10 min a 12000 rpm y 4 ºC, se separaron los 

sobrenadantes y se concentraron con un rotaevaporador bajo vacío a 40 ºC hasta obtener un 

volumen final de aproximadamente 2 ml. En el último paso los extractos fueron filtrados 

con una membrana de 0.45 µm. 

- Análisis de compuestos fenólicos por HPLC 

La separación, identificación y cuantificación de los compuestos fenólicos presentes en 

los extractos de cubos de manzana se llevó a cabo mediante cromatografía líquida de alta 

resolución utilizando un HPLC Agilent serie 1100 (Agilent Technologies, Alemania) 

acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD) (G1315B). Para la separación de los 

compuestos se utilizó una columna de fase reversa de acero inoxidable C18 Hypersil ODS 
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(250 mm × 4.6 mm, 5 μm) (Teknokroma, España). La fase móvil consistió en ácido 

fórmico al 0.1 % (v/v) en agua Milli-Q (A) y acetonitrilo (B). La identificación y 

cuantificación de cada compuesto se realizó por comparación con curvas de calibración 

estándares de quercetina, quercetina-3-glucósido, quercetina-3-diglucósido e 

isorhamnetina-3-glucósido (de 0.4 a 550 µg/ml), ácido clorogénico (de 40 a 700 µg/ml), 

ácido p-cumarico (de 0.1 a 50 µg/ml), procianidina (de 0.3 a 33 µg/ml), catequina (de 0.5 a 

7 µg/ml), epicatequina (de 0.8 a 200 µg/ml), epigalocatequina (de 10 a 1000 µg/ml), y 

floridzina (de 2 a 16 µg/ml). El monitoreo de los compuestos fenólicos se realizó a 280 nm 

para el caso de los flavan-3-ols y las dihidrochalconas, a 360 nm para la detección y 

cuantificación de flavonoides y a 320 nm para los ácidos hidroxicinámicos. Las muestras 

se corrieron por triplicado. Los resultados se expresaron en mg/100 g de producto fresco 

(PF). 

- Contenido de fenoles totales por Folin-Ciocalteu 

El contenido de fenoles totales (CFT) se cuantificó en cada etapa de la DGI de acuerdo 

con la metodología descripta por González-Peña et al. (2013). Brevemente, se mezclaron 

0.2 ml de cada extracto apropiadamente diluido con 2 ml de reactivo Folin Ciocalteu 

(diluido con agua 1:4). La mezcla se agitó en vortex y se dejó reposar durante 5 min en la 

oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se añadieron 0.8 ml de solución saturada de 

Na2CO3 y la mezcla se incubó durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Finalizado el período de incubación, se colocaron 0.3 ml de cada muestra en un pocillo de 

microplaca por triplicado. La absorbancia se midió a 760 nm en un lector de microplacas 

espectrofotométrico (Asys UVM 340, Reino Unido). La cuantificación del CFT se realizó 

utilizando una curva estándar de ácido gálico. Los resultados se expresaron en mg 

EAG/100 g PF. Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado. 

- Capacidad antioxidante por DPPH 

La capacidad antioxidante de las muestras se determinó utilizando el método de radical 

libre DPPH (Sigma-Aldrich, EEUU), de acuerdo con la metodología informada por 

González-Peña et al. (2013). Para esto, 0.01 ml de extracto de cada muestra diluida 

apropiadamente y 0.39 ml de radical DPPH (previamente ajustado a 0.7 con metanol, 

medido a 515 nm) se colocaron en un pocillo de microplaca (volumen final de 0.3 ml). La 

mezcla se incubó durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. La absorbancia de las 

muestras se midió a 515 nm con un lector de microplacas espectrofotométrico. Los 
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resultaron se compararon con una curva estándar de ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxílico (trolox). La capacidad antioxidante se expresó como mg 

ET/100 g FP. Las mediciones se realizaron por cuadruplicado. 

2.2.10 Análisis estadístico 

Este estudio se realizó en base a un diseño completamente aleatorizado. Cada 

determinación se realizó al menos por duplicado en dos ensayos experimentales 

independientes. Los resultados informados se presentan como valores medios 

acompañados de sus desviaciones estándar. El ANOVA se realizó para estimar diferencias 

significativas entre tratamientos y las medias se compararon usando la prueba de LSD con 

un nivel de confianza del 95 %. El análisis de los datos se realizó con el software InfoStat 

(v2015) (Universidad de Córdoba, Córdoba, Argentina). 

 

2.3  Resultados y discusión  

2.3.1 Efectos del tratamiento HPP sobre la calidad microbiológica de cubos de manzana 

y patógenos inoculados 

El procesamiento con altas presiones (HPP) es una tecnología utilizada en frutas y 

hortalizas para inactivar o controlar la proliferación microbiana a la vez que se mantienen 

las principales características de calidad de estos productos, a diferencia de lo que ocurre 

con el procesamiento térmico (Gopal, 2017). Esta tecnología ha sido aprobada por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas 

en inglés Food and Drug Administration), la Agencia de Salud Pública de Canadá (Health 

Canada) y otros agentes de regulación federales para su uso como tecnología para el 

control de patógenos en frutas listas para consumir y jugos, entre otras categorías de 

alimentos (carnes, frutos de mar y mariscos listos para consumir, salsas y ensaladas). Sin 

embargo, el sistema HACCP de la FDA establece que para que el procesamiento a altas 

presiones se considere efectivo, el mismo debe alcanzar una reducción de al menos 5 log 

en el recuento de microorganismos patógenos. Para algunos patógenos resistentes como 

Staphylococcus aureus y Escherichia coli O157:H7, el procesamiento a altas presiones 

aplicado como tratamiento individual no resulta efectivo en la medida estipulada por la 

reglamentación (Syed et al., 2016), siendo necesario utilizar la tecnología de obstáculos 

para lograr la inactivación requerida. 
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Tabla 2.1. Efecto de los tratamientos sobre las poblaciones de bacterias aerobias mesófilas (MES), 
E. coli CECT 515 y L. monocytogenes CECT 4032 (log UFC/g) de cubos de manzana listos para 
consumir.  

 Población microbiana (log UFC/g) 

Tratamiento MES E. coli L. monocytogenes 

C 2.37 ± 0.32 7.97 ± 0.07a 7.24 ± 0.23 
C-HPP < 2.00* 6.02 ± 0.17b < 2.00* 
ASFVai-HPP < 2.00* 2.61 ± 0.28c < 2.00* 

C: control sin recubrimiento; C-HPP: control sin recubiertos sin HPP; ASFVai: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+fibra de manzana+vainillina con HPP. Los resultados se muestran como 
valores medio ± la desviación estándar. Para cada población microbiana, letras diferentes indican 
diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos. 
*Recuentos por debajo del límite de detección del método. 

Como se muestra en la Tabla 2.1, la aplicación de HPP de manera individual o 

combinada con el uso de recubrimientos activos causó reducciones significativas (p < 0.05) 

en los recuentos para todas las poblaciones microbianas estudiadas. La población de MES 

cuantificada tanto en la muestra C-HPP, como en la muestra tratada con la combinación de 

barreras (ASFVai-HPP) se mostró por debajo del límite de detección del método (< 2.00 

log). Con respecto a L. monocytogenes CECT 4032, los recuentos presentados inicialmente 

en C (7.24 log UFC/g) exhibieron reducciones superiores a los 5 log UFC/g luego del 

procesamiento con altas presiones, independientemente de la aplicación o no del 

recubrimiento activo. Por otro lado, Escherichia coli CECT 515 resultó el microorganismo 

más resistente. Aunque se obtuvo una reducción significativa (p < 0.05) en C-HPP (de 

aproximadamente 2.00 log) en los recuentos de este patógeno, en el caso de cubos de 

manzana con recubrimiento activo (ASFVai-HPP) se alcanzaron más de 5 reducciones 

logarítmicas debido al efecto sinérgico de la tecnología de obstáculos. 

Dependiendo de la presión aplicada, los tratamientos con altas presiones actúan 

alterando la estructura celular y sus funciones fisiológicas, rompiendo las cadenas de ADN 

y la integridad de la membrana celular, inactivando enzimas, desnaturalizando proteínas 

irreversiblemente y alterando la selectividad de la membrana (Houška y Da Silva, 2017). 

De este modo, la aplicación de presión en niveles superiores a 300 MPa causa un daño 

irreversible en las células microbianas por diferentes mecanismos, entre ellos, la fuga de 

componentes intracelulares al medio circundante, conduciendo a la muerte celular (Gopal, 

2017). Además del daño celular causado por el HPP, vainillina ejerce actividad 

antimicrobiana al alterar las funciones de la membrana, disipar los gradientes de iones e 

inhibir los procesos de respiración bacteriana (Fitzgerald et al., 2004). Así, el daño celular 
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causado por la acción combinada de los recubrimientos activos con vainillina y HPP es el 

resultado de un efecto sinérgico, logrando reducciones mayores que las obtenidas con la 

aplicación individual de HPP. Ritz et al. (2001) aplicaron altas presiones (en el rango de 

los 200 a 400 MPa/10 min/20 °C) sobre un cultivo de L. monocytogenes (con una carga 

inicial de aproximadamente 8 log UFC/ml). Los autores informaron que por debajo de 300 

MPa no se observaron reducciones significativas en el recuento del patógeno, pero cuando 

la presión se incrementó a 400 MPa, la inactivación fue completa. Esta inactivación podría 

estar asociada a daños en la superficie celular y la pérdida de integridad de la membrana en 

la mayoría de las células. En cuanto a las características fisiológicas de las células, la 

mayoría de ellas presentó una disminución en la actividad metabólica y en el potencial de 

membrana. Con respecto a los efectos de HPP sobre Escherichia coli CECT 515, además 

de la permeabilización de la membrana externa causada generalmente en bacterias gram 

negativas, otros componentes y sistemas celulares son especialmente sensibles a la presión 

en esta especie en particular, como los ribosomas y el plegamiento de proteínas y la 

disposición de proteínas mal plegadas. Por otro lado, se informó que la inactivación de 

bacterias por HPP es menos efectiva cuando se aplica en sistemas alimentarios, en 

comparación con la aplicación sobre agua o soluciones buffer. En este sentido, Torres et al. 

(2016) informaron que la aplicación de 400 MPa durante 3 min a 25 °C fue suficiente para 

reducir en 6.5 log el recuento inicial de E. coli O157:H7 inoculada en jugo de naranja. Con 

respecto al efecto sobre la microflora nativa, Fernandez et al. (2019) estudiaron la 

aplicación de 630 MPa durante 6 min a 20 °C sobre un smoothy de frutas y hortalizas, 

encontrando que luego del tratamiento HPP, tanto las bacterias aerobias mesófilas como 

las enterobacterias, los mohos y levaduras y las bacterias del ácido láctico se encontraron 

por debajo de límite de detección del método (< 1.00 log UFC/ml). 

2.3.2 Firmeza y color de cubos de manzana tratados con HPP 

La Figura 2.1 presenta los resultados obtenidos para los parámetros de firmeza y color 

de los cubos de manzana sometidos a diferentes tratamientos. 
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Figura 2.1. Firmeza (A), luminosidad (B) y ángulo de tono (C) de cubos de manzana antes y 
después del tratamiento HPP. 
C: control no recubierto; ASFVai: cubos de manzana recubiertos con alginato+fibra de 
manzana+vainillina; C-HPP: control no recubierto, tratado con HPP; ASFVai: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+fibra de manzana+vainillina con HPP. Los resultados se muestran como 
valores medio (n = 10). Las barras indican la desviación estándar. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos. 
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Inicialmente, los cubos de manzana C y ASFVai no presentaron diferencias 

significativas (p > 0.05) para el atributo de firmeza. Luego de la aplicación de 400 MPa 

durante 5 min a 35 °C, la firmeza de C-HPP fue significativamente (p < 0.05) más baja que 

la de C (muestra control sin recubrimiento activo). Contrariamente, el parámetro de 

firmeza de los cubos de manzana ASFVai-HPP no se vio afectado por el procesamiento 

con altas presiones. El tratamiento con HPP conlleva a un colapso debido a la eliminación 

de la fase gaseosa en los poros de la matriz por efecto de la presión aplicada, dando como 

resultado un ablandamiento de los tejidos (Vatankhah y Ramaswamy, 2019). En el caso de 

muestras ASFVai-HPP, el recubrimiento activo podría haber llenado estos poros, 

manteniendo la integridad tisular inicial. Otros autores han estudiado el efecto del 

procesamiento a altas presiones sobre la textura de manzana mínimamente procesada. 

Vatankhah y Ramaswamy (2019) informaron mejoras en el parámetro de firmeza de cubos 

de manzana cuando éstos fueron tratados con 100 MPa durante 20 min en diferentes 

soluciones de impregnación de quitosano, en comparación con los cubos sometidos a un 

tratamiento de HPP convencional, e incluso cuando se comparó con la firmeza original de 

muestras frescas. Por el contrario, George et al. (2016) observaron una disminución en la 

firmeza de rodajas de manzana cuando las muestras se trataron a 50, 150, 250 o 350 MPa 

durante 10 min en una infusión de sacarosa y jarabe de kokum. Además, Xu et al. (2016) 

estudiaron el efecto de 300 y 400 MPa durante 5 y 10 min sobre la firmeza de manzana 

recién cortada, encontrando pérdidas del 36, 45, 45 y 41 % en muestras tratadas con 300 

MPa/5 min, 300 MPa/10 min, 400 MPa/5 min y 400 MPa/10 min, respectivamente. En otra 

investigación, Perera et al. (2010) analizaron cubos de manzana de las variedades Granny 

Smith y Pink Lady tratados en jugo de ananá con 600 MPa durante 1 - 5 min a 22 ºC. Sólo 

la textura de la variedad Granny Smith fue afectada por el procesamiento a altas presiones. 

Estos autores informaron que las muestras tratadas durante 1 min y sin jugo de ananá 

fueron las más deterioradas en este parámetro, mientras que la mayor retención de firmeza 

se observó en muestras tratadas sin jugo de ananá durante 5 min (el mayor tiempo 

estudiado). 

Respecto a los atributos cromáticos, la aplicación del recubrimiento activo no afectó la 

luminosidad (L*) de los cubos de manzana. Sin embargo, luego del tratamiento con HPP se 

observó una reducción significativa (p < 0.05) en el valor L* independientemente de la 

aplicación del recubrimiento (C-HPP y ASFVai-HPP). De manera similar, no se 

observaron diferencias (p > 0.05) entre C y ASFVai (sin HPP) en el parámetro h°. Además, 
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la aplicación de HPP redujo significativamente (p < 0.05) el parámetro h° de ambas 

muestras. Como se mencionó previamente, esta disminución observada en los valores de 

h° indica un oscurecimiento de los cubos de manzana. Este hecho podría estar relacionado 

con la actividad residual de las enzimas PPO y POD, responsables de la oxidación de los 

compuestos fenólicos a o-quinonas, lo que es detectado visualmente como pardeamiento. 

Notablemente, el parámetro h° en las muestras tratadas con la combinación de obstáculos 

(ASFVai-HPP) resultó menos afectado (p < 0.05) que el h° de las muestras tratadas con la 

aplicación individual de altas presiones (C-HPP). Se observa un efecto protector ejercido 

por la vainillina sobre los atributos de color, en donde se encontraron mejoras tanto en L* 

como en hº cuando los cubos de manzana fueron tratados con recubrimiento de 

gelano+fibra de manzana y vainillina durante el almacenamiento refrigerado, en 

comparación con muestras no recubiertas e incluso al compararlos con muestras 

recubiertas con gelano+fibra de manzana y geraniol. De acuerdo los resultados aquí 

expuestos, Abid et al. (2014) informaron que el tratamiento con 350 y 450 MPa durante 10 

min a temperatura ambiente redujo significativamente los parámetros L* y hº de jugo de 

manzana, en comparación con la muestra control (no tratada). Contrariamente, Landl et al. 

(2010) observaron que la aplicación de 400 y 600 MPa durante 5 min a 20 °C no afectó 

significativamente ninguno de los parámetros cromáticos (L*, a*, b*), cuando estudiaron 

un producto a base de puré de manzana. 

2.3.3 Actividad enzimática de cubos de manzana 

Uno de los problemas principales en la industria del procesamiento mínimo es el rápido 

deterioro del producto frutihortícola debido a la aparición de pardeamiento enzimático 

Persic et al. (2017). En este sentido, el procesamiento a altas presiones mejora ciertas 

características de calidad y garantiza la inocuidad de este tipo de productos durante su vida 

útil, sin embargo también podría propiciar el desarrollo de pardeamiento enzimático 

(Martínez-Hernández et al., 2019). Así, la industria alimentaria combina el uso de HPP con 

otros métodos de preservación, con el objetivo de reducir o evitar la activación enzimática 

(Landl et al., 2010). En este ensayo se evaluó el efecto de la aplicación combinada de 

recubrimientos activos y HPP sobre la actividad enzimática de los cubos de manzana. Los 

resultados indicaron una activación de la PPO y POD en el producto debido al tratamiento 

con HPP, independientemente de la presencia o no del recubrimiento activo (datos no 

mostrados). Las muestras C-HPP y ASFVai-HPP exhibieron un 103 % y 109.2 % de 
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actividad enzimática relativa (AER) en el caso de la POD. Adicionalmente, las muestras 

correspondientes a C-HPP y ASFVai-HPP también presentaron 104.7 % y 142.3 % de 

AER para la PPO. Estos resultados confirmaron el hecho de que los compuestos fenólicos 

de la manzana se oxidan principalmente por la acción de la polifenoloxidasa y, en menor 

medida, por la peroxidasa (Persic et al., 2017). De manera llamativa, en este trabajo la 

activación de PPO en ASFVai-HPP fue mayor que en C-HPP. Como fue discutido 

previamente la aplicación de recubrimientos con vainillina sobre los cubos de manzana 

mejoró los atributos de color en el almacenamiento y también retrasó el desarrollo de 

pardeamiento enzimático, según los datos obtenidos de la evaluación sensorial. De este 

modo, la activación de la POD y la PPO se relaciona con los cambios de color discutidos 

en la sección anterior, dado que la disminución de los valores de h° se atribuyó 

principalmente a la activación de los mecanismos enzimáticos por HPP. En este sentido, la 

activación enzimática observada en las muestras C-HPP y ASFVai-HPP podría 

relacionarse a cambios en las interacciones entre los componentes del extracto así como a 

la liberación de enzimas unidas a la matriz como resultado de la aplicación de HPP (Huang 

et al., 2013). Se han conducido varias investigaciones en el intento de disminuir o inactivar 

la actividad de las enzimas en productos a base de manzana sometidos a HPP, resultando 

en su mayoría efectivos cuando se emplearon temperaturas superiores a 50 °C (Bayindirli 

et al., 2006; Buckow et al., 2009; Valdramidis et al., 2009). En el caso particular de los 

cubos de manzana, la temperatura de procesamiento debe ser baja para minimizar cambios 

indeseables en el sabor y la textura. Teniendo en cuenta este hecho, otros autores han 

estudiado la aplicación de altas presiones en combinación con otras tecnologías frías como 

el ultrasonido, el procesamiento del producto embebido en jugos de otras frutas, el uso de 

agentes antipardeamiento, ciclodextrinas, entre otros, logrando un menor desarrollo de 

pardeamiento enzimático (Abid et al., 2014; George et al., 2016; Martínez-Hernández et 

al., 2019). 

2.3.4 Análisis de compuestos fenólicos por HPLC 

En este estudio, del total de los compuestos fenólicos identificados y cuantificados los 

ácidos hidroxicinámicos representaron el 29.5 %, los flavan-3-ols el 69.3 % y las 

dihidrochalconas el 1.2 %. Estos valores son consistentes con los informados por otros 

autores para manzana sin cáscara de cultivares rojos. 
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Figura 2.2. Cromatogramas obtenidos a partir de extractos de cubos de manzana en el ensayo por 
HPCL, registrados a 280 nm (A), 320 nm (B), 360 nm (C).  
Picos: (1) procianidina B1, (2) epigalocatequina, (3) ácido clorogénico, (4) procianidina B2, (5) 
dímero I de epicatequina, (6) epicatequina, (7) ácido p-cumaroilquínico, (8) dímero II de 
epicatequina, (9) floridzina. 
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La Tabla 2.2 expone resultados obtenidos de la identificación y cuantificación de 

compuestos fenólicos presentes en los cubos de manzana antes y después de la aplicación 

de HPP, así como también los cambios observados en estos componentes como resultado 

del proceso de DGI. Para la mayoría de los compuestos, el procesamiento de los cubos de 

manzana con altas presiones causó una disminución en la concentración de los compuestos 

bioactivos. En general, podría esperarse una liberación de compuestos fenólicos debido a la 

ruptura celular causada por la aplicación de HPP. Sin embargo, también es posible que esta 

descompartimentalización celular ponga en contacto las enzimas citoplasmáticas 

responsables de las reacciones de pardeamiento enzimático y sus respectivos sustratos 

fenólicos, resultando este efecto oxidativo mayor que la liberación de compuestos 

fenólicos unidos a las células de la matriz (He et al., 2016). Contrariamente, la aplicación 

de las mismas condiciones de HPP ensayadas en el presente estudio (400 MPa/5 min/35 

ºC) sobre trozos de manzana Golden Delicious con cáscara mantuvo la concentración 

inicial de ácidos hidroxicinámicos, flavan-3-ols, y dihidrochalconas (Fernández-Jalao et 

al., 2019). Estos resultados confirman que el efecto de la tecnología de HPP es altamente 

dependiente de características de la matriz vegetal, como por ejemplo de los diferentes 

cultivares de manzana. 
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En primer lugar, no se identificaron flavonoles en los cubos de manzana. Este grupo de 

compuestos está presente principalmente en la cáscara de manzana (Jakobek et al., 2013), 

y como se informó en la metodología el producto fue sometido a una etapa de pelado 

previo a su procesamiento. Esto se debe a que aunque la pulpa de manzana contenga 

menos compuestos fenólicos en comparación con la cáscara, muchos consumidores 

prefieren la manzana pelada (Chen et al., 2012). Con respecto a los ácidos 

hidroxicinámicos, los ácidos clorogénico y p-cumaroilquínico mostraron una 

concentración inicial significativamente menor (p < 0.05) en muestras ASFVai que en 

muestras sin recubrimiento activo (C). Esta diferencia que se observó dependiendo de la 

presencia o ausencia del recubrimiento activo podría explicarse por la metodología de 

recubrimiento empleada. En las muestras C, los cubos de manzana recién cortados fueron 

sumergidos inmediatamente en la solución de Cl2Ca que contenía ácido ascórbico como 

agente antipardeante. En cambio, las muestras ASFVai se sumergieron primero en el 

recubrimiento de alginato y luego en la solución de cloruro de calcio y ácido ascórbico, 

para lograr el entrecruzamiento del biopolímero. En este sentido, Alarcón-Flores et al. 

(2015) también informaron una menor concentración de compuestos fenólicos totales en 

muestras de manzana recién cortada en comparación con muestras frescas sin procesar, y 

atribuyeron esta diferencia principalmente al contenido de ácido clorogénico. Con respecto 

al efecto de la aplicación de HPP sobre la concentración de ácidos hidroxicinámicos, tanto 

C-HPP como ASFVai-HPP presentaron concentraciones significativamente más bajas (p < 

0.05) de ácido clorogénico y p-cumaroilquínico, en comparación con C y ASFVai. 

La Tabla 2.2 muestra los cambios en la concentración de los principales compuestos 

fenólicos inducidos por la DGI. A través de la simulación de las etapas de la digestión (FO, 

FG y FI), los ácidos hidroxicinámicos presentaron una disminución en la concentración 

para todas las muestras. Sin embargo, en las muestras recubiertas (ASFVai) y en las 

muestras tratadas con la combinación de barreras (ASFVai-HPP), el ácido p-

cumaroilquínico resistió el pasaje a través de las diferentes fases de digestión sin cambios 

significativos (p < 0.05) en su concentración. En la FG todas las muestras exhibieron los 

mayores valores de concentración de ácidos hidroxicinámicos. Las subsecuentes 

disminuciones observadas en muestras provenientes de la FI podrían ser causadas por 

reacciones de isomerización entre los ácidos neoclorogénico y clorogénico (Bermúdez-

Soto et al., 2007). ]El ácido clorogénico, incluidos sus isómeros neoclorogénico y 
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criptoclorogénico, se recuperó casi por completo en la fase gástrica (84 - 109 %), aunque 

durante la fase intestinal los porcentajes de recuperación fueron más bajos (31.6 – 56.5 %). 

Con respecto a los flavan-3-ols, en este trabajo se identificaron y cuantificaron seis 

compuestos principales en los cubos de manzana: procianidina B1, epigalocatequina, 

procianidina B2, epicatequina, dímero I de epicatequina y dímero II de epicatequina. La 

procianidina B1 fue el único compuesto que aumentó abruptamente su concentración a 

partir de la FG y en adelante. Por lo tanto, para C y ASFVai, la concentración de 

procianidina B1 aumentó aproximadamente 10 y 31 veces su concentración inicial desde 

ND (1.14 y 0.51 mg/100 g) a FI (11.54 y 16.07 mg/100 g), respectivamente. Por otra parte, 

las muestras tratadas con HPP mantuvieron este comportamiento y, adicionalmente, la 

concentración de procianidina B1 en C-HPP fue 1.3 veces mayor en comparación con C 

después de la FI, lo que indica una mayor capacidad de extracción debido a la aplicación 

de HPP. Este aumento de algunos flavonoides a lo largo de la DGI fue previamente 

informado por otros autores (Fernández-Jalao et al, 2017; Herranz et al., 2019; Thomas-

Valdés et al., 2019). La alta resistencia mostrada por estos compuestos a las condiciones 

simuladas de la DGI (pH, enzimas) y la hidrólisis de proteínas y carbohidratos unidos 

mejoran su extracción de la matriz alimentaria. Por otro lado, la concentración de 

procianidina B2 disminuyó significativamente (p < 0.05) a lo largo de las diferentes fases 

de la DGI para muestras C. Sin embargo, tanto C-HPP como ASFVai y ASFVai-HPP 

fueron capaces de mantener las concentraciones de procianidina B2 bastante estables. La 

epigalocatequina fue el compuesto identificado y cuantificado en mayor concentración en 

los cubos de manzana. Mientras que para las muestras C y C-HPP la epigalocatequina 

disminuyó a medida que la DGI avanzó, para ASFVai y ASFVai-HPP la concentración 

aumentó significativamente (p < 0.05). Por su parte, el tratamiento con HPP causó una 

disminución significativa (p < 0.05) en la concentración de epicatequina tanto para C-HPP 

como para ASFVai-HPP. Esto podría estar relacionado con el hecho de que este compuesto 

es degradado por la PPO (Son et al., 2001; Keenan et al., 2011). Por último, la 

epicatequina y sus dímeros (I y II) disminuyeron a lo largo de las fases de la DGI para 

muestras C. Además, no se detectó ninguno de los dímeros de epicatequina en la fase FI en 

muestras ASFVai-HPP. 

La floridzina fue el único compuesto de la familia de los dihidrochalconas identificado 

y cuantificado. Como sucedió para la mayoría de los compuestos, luego de la aplicación de 

HPP la concentración de floridzina fue significativamente menor. Las muestras no 
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recubiertas (C) disminuyeron su concentración de floridzina a través de la DGI. Para las 

muestras C-HPP y ASFVai, esta concentración se mantuvo sin cambios significativos (p < 

0.05). Además, la muestra ASFVai-HPP presentó un aumento en la concentración de 

floridzina desde entre las etapas ND a FI, con la mayor concentración en la FG. Por último, 

a pesar de que la aplicación de altas presiones causó una reducción inicial (en muestras 

ND), el monitoreo a través de la DGI reveló que las muestras C-HPP y ASFVai-HPP 

presentaron mayor liberación de floridzina que C y ASFVai. 

En la última fase de la digestión (FI), la procianidina B1 y la epigalocatequina fueron 

los compuestos fenólicos mayoritarios en los 4 tratamientos estudiados, presentando las 

muestras ASFVai las mayores concentraciones. 

 

2.3.5 Compuestos fenólicos determinados por Folin-Ciocalteu 

Los resultados obtenidos del monitoreo del CFT de los cubos de manzana antes y 

después de la aplicación de HPP y su evolución a través de las diferentes fases de la DGI 

se presentan en la Figura 2.3. La muestra no recubierta (C) presentó los valores de CFT 

más altos, aunque la aplicación de HPP redujo significativamente (p < 0.05) el CFT de la 

misma. Sin embargo, por medio del ensayo con el reactivo de Folin-Ciocalteu no se 

encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la concentración de compuestos 

fenólicos entre muestras ASFVai y ASFVai-HPP. Esta disimilitud con respecto a los 

resultados obtenidos en el análisis por HPLC podría ser atribuida al modo de acción del 

reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual se basa en el principio de capacidad reductora. En este 

sentido, muchos compuestos no fenólicos podrían también estar implicados en esta 

reacción. Con respecto a la DGI, en general todos los tratamientos exhibieron un 

comportamiento similar, con un aumento significativo (p < 0.05) en el CFT durante la FG, 

lo que representa una liberación de compuestos con capacidad reductora. 
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Figura 2.3. Contenido de fenoles totales en muestras de cubos de manzana sometidos a una 
digestión gastrointestinal, antes y después del tratamiento HPP. 
C: control sin recubrimiento; ASFVai: cubos de manzana recubiertos con alginato+fibra de 
manzana+vainillina; C-HPP: control no recubierto, tratado con HPP; ASFVai: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+fibra de manzana+vainillina con HPP. ND: no digerido; FO: fase oral; 
FG: fase gástrica; FI: fase intestinal. Los resultados se muestran como el valor medio de dos 
determinaciones independientes realizadas por cuadruplicado. Las barras indican la desviación 
estándar. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) dentro del 
mismo tratamiento entre las diferentes fases de la DGI. Letras minúsculas diferentes indican 
diferencias significativas (p < 0.05) en la misma fase de la DGI entre tratamientos. 

De acuerdo con los resultados aquí expuestos, Herranz et al. (2019) informaron que la 

aplicación de 400 MPa a 25 °C por 5 min sobre trozos de manzana causó una disminución 

significativa del 14 % en el contenido fenólico total. Además, He et al. (2016) encontraron 

una disminución del 28.5 % en el CFT inicial de jugo de manzana cuando sometieron el 

producto a un procesamiento con 250 MPa durante 10 min, en comparación con las 

muestras control para muestras sin digerir. En las fases posteriores de la digestión, las 

muestras de jugo de manzana tratadas con HPP mostraron resultados similares a los 

presentados en este capítulo, con un ligero aumento en la concentración de fenoles totales 

luego de la FG y una disminución en dicho contenido finalizada la FI. Adicionalmente, 

Tagliazucchi et al. (2010) informaron cierta degradación de los compuestos fenólicos 

presentes en uvas durante la incubación en las condiciones intestinales alcalinas cuando las 

frutas fueron sometidas a una digestión gastrointestinal in vitro. Contrariamente, Landl et 

al. (2010) aplicaron 600 y 400 MPa durante 5 min a 20 °C sobre un producto de puré de 

manzana de la variedad Granny Smith e informaron una pérdida del 25 % del contenido 
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fenólico total con la presión más alta aplicada (600 MPa), mientras que no observaron 

cambios significativos cuando aplicaron la más baja (400 MPa). Estas diferencias con 

respecto a los resultados expuestos en este capítulo podrían atribuirse a diferencias en la 

matriz alimentaria como consecuencia de los diferentes orígenes geográficos, variedades y 

procesamiento previo al que son sometidas las manzanas, así como también a las diferentes 

condiciones seleccionadas para el procesamiento con altas presiones (presión, temperatura, 

tiempo). 

2.3.6 Capacidad antioxidante de cubos de manzana 

Inicialmente, a pesar de la presencia del recubrimiento activo, las muestras tratadas con 

ASFVai presentaron actividad antioxidante más baja que las muestras control sin 

tratamiento C (Figura 2.4). Esto es consistente con el menor CFT informado para muestras 

ASFVai en el apartado anterior. Con respecto a la capacidad antioxidante de los cubos de 

manzana, el procesamiento con HPP causó un aumento inicial (ND) de la capacidad 

antioxidante en muestras ASFVai-HPP, mientras que no se observaron diferencias 

significativas entre muestras C y C-HPP. Adicionalmente, a través de la DGI tanto 

muestras C como C-HPP no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre fases. 

Por otro lado, ASFVai y ASFVai-HPP exhibieron un aumento significativo (p < 0.05) de la 

capacidad antioxidante en la fase FG. De cualquier manera, finalizada la fase FI ninguno 

de los tratamientos mostró diferencias significativas (p < 0.05) entre ellos. 
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Figura 2.4. Capacidad antioxidante en muestras de cubos de manzana sometidos a una digestión 
gastrointestinal, antes y después del tratamiento HPP. 
C: control sin recubrimiento; ASFVai: cubos de manzana recubiertos con alginato+fibra de 
manzana+vainillina; C-HPP: control no recubierto, tratado con HPP; ASFVai: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+fibra de manzana+vainillina con HPP. ND: no digerido; FO: fase oral; 
FG: fase gástrica; FI: fase intestinal. Los resultados se muestran como el valor medio de dos 
determinaciones independientes realizadas por cuadruplicado. Las barras indican la desviación 
estándar. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) dentro del 
mismo tratamiento entre las diferentes fases de la DGI. Letras minúsculas diferentes indican 
diferencias significativas (p < 0.05) en la misma fase de la DGI entre tratamientos. 

 

De acuerdo con los resultados aquí presentados, Wootton-Beard et al. (2011) también 

observaron un ligero incremento en la capacidad antioxidante determinada por el ensayo 

DPPH luego de la etapa gástrica y una disminución luego de la fase intestinal, cuando 

sometieron un jugo de vegetales comercial a una DGI in vitro. Con respecto a la aplicación 

de altas presiones, Fernández-Jalao et al. (2019) estudiaron el efecto de HPP sobre 

manzanas de la variedad Golden Delicious procedentes de dos regiones diferentes de 

Europa. Estos autores no informaron diferencias en la capacidad antioxidante medida por 

el ensayo con DPPH entre las manzanas control y las tratadas con 400 MPa a 35 ºC durante 

5 min para manzanas de origen italiano, mientras que, para manzanas de origen español, el 

mismo tratamiento redujo significativamente la capacidad antioxidante. Estas diferencias 

indican que tanto la concentración de compuestos fenólicos como la capacidad 

Ac

Bd
ABab

Aa

Aa

Aa

Ba
Ba Bc

Ab

Bab

ABa

Ab

Bc

Cb

Aa

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ND FO FG FI ND FO FG FI ND FO FG FI ND FO FG FI

C ASFVai C-HPP ASFVai-HPP

Sin HPP 400 MPa

m
g 

ET
/1

00
 g

 P
F



 

 
 

 

73 

antioxidante de las manzanas varían según los cultivares y sus orígenes geográficos 

(Alarcón-Flores et al., 2015; Mihailović et al., 2018). 

2.4 Conclusiones 

En este trabajo se estudió la calidad microbiológica, así como también parámetros 

fisicoquímicos y la evolución de los principales compuestos bioactivos de cubos de 

manzana listos para consumir antes y después de la aplicación combinada de 

recubrimientos activos y altas presiones. En términos de inocuidad, la tecnología de 

obstáculos, representada por la combinación de HPP y el recubrimiento activo mostró un 

efecto sinérgico que logró más de 5.00 log UFC/g de reducción en los recuentos de E. coli 

CECT 515 y L. monocytogenes CECT 4032 inoculados en los cubos de manzana, lo que 

permite de este modo considerar el tratamiento como efectivo. Respecto a las 

características fisicoquímicas, la aplicación de recubrimientos activos de alginato+fibra de 

manzana enriquecidos con vainillina preservó el parámetro de firmeza de los cubos de 

manzana luego de la aplicación de HPP. Por otro lado, aunque el color de los cubos se vio 

afectado luego del procesamiento con HPP tanto en muestras con o sin recubrimiento 

activo, la aplicación de alginato enriquecido con vainillina preservó en mayor medida el 

parámetro hº. Luego de la aplicación de HPP, el análisis por HPLC reveló concentraciones 

menores en los principales compuestos fenólicos para todas las muestras, hecho 

relacionado con la activación enzimática (PPO y POD) por la aplicación de HPP. En 

general, la concentración de compuestos fenólicos mostró una disminución durante el 

desarrollo de las distintas etapas de la digestión gastrointestinal in vitro. Considerando 

estos resultados, la aplicación combinada de recubrimientos de alginato+fibra de manzana 

y enriquecidos con vainillina sobre cubos de manzana sometidos a 400 MPa durante 5 min 

a 35 °C podría ser una alternativa para garantizar la inocuidad y preservar la mayor parte 

de los atributos de calidad global de los cubos de manzana listos para consumir. De todas 

maneras, resulta necesario que la investigación continúe ensayando otras variedades de 

manzana más adecuada y/o condiciones de HPP para alcanzar la inactivación enzimática y, 

lograr retener concentraciones mayores de compuestos bioactivos. 
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Parte 3: Recubrimientos de alginato en cubos de manzana 
como vehículo para lactobacilos y bifidobacterias probióticos: 
viabilidad probiótica y calidad global del producto funcional  

 
 3.1. Introducción 
 

Como ha sido mencionado anteriormente, actualmente los consumidores se encuentran 

cada vez más interesados en el papel activo que tienen los alimentos en su bienestar y la 

prolongación de su vida, en relación con la prevención del inicio, promoción y desarrollo 

de enfermedades crónicas no transmisibles (Granato et al., 2010; Panghal et al., 2018). En 

los últimos años, se ha dirigido especial atención al uso de alimentos funcionales como una 

estrategia importante para prevenir y ayudar a revertir los trastornos intestinales agudos y 

crónicos. Un enfoque posible es proponer la adición en alimentos de microorganismos 

vivos (probióticos), tanto en productos lácteos como no lácteos. Los probióticos 

generalmente se vehiculizan a través de leches fermentadas, productos lácteos o 

farmacéuticos (Tripathi y Giri, 2014). Sin embargo, el aumento de la población que 

presenta intolerancia a la lactosa y los nuevos estilos de vida (vegano y vegetariano) 

justifican un mayor interés por los alimentos probióticos no lácteos, incentivando la 

investigación de otras matrices como frutas (manzana, melón, pera, mamón, maracuyá y 

ensaladas de frutas) como portadores de bacterias y levaduras con características 

probióticas, con un especial enfoque en la viabilidad de los cultivos probióticos y en los 

atributos sensoriales del producto ( Nikolaou et al., 2019; Speranza et al., 2018). 

Además, es sabido que para ser efectivos los probióticos deben permanecer viables y 

estables durante el procesamiento del alimento y bajo las condiciones de almacenamiento a 

las que serán sometidos. Más aún, el sitio de acción de los microorganismos probióticos es 

el intestino, siendo la ingesta oral la vía más común para su administración (Cassani et al., 

2020). Sin embargo, en su pasaje hacia el intestino las bacterias se enfrentan a un entorno 

desfavorable, representado por el tracto gastrointestinal (con características de pH bajo, 

presencia de jugos digestivos). La matriz alimentaria, la exposición al pH ácido del 

estómago y la presencia de jugos digestivos (bilis, enzimas digestivas) representan un 
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desafío que estos microorganismos deben superar para llegar de manera segura al intestino 

(Quintana et al., 2017), demostrando así la importancia de evaluar la estabilidad y la 

supervivencia de los probióticos utilizando fluidos digestivos simulados. En el caso 

particular de los productos probióticos formulados a base de frutas, esto resulta aún más 

complejo que para productos lácteos tradicionales debido principalmente al desafío que 

suponen algunas características intrínsecas de estos sustratos, como la alta concentración 

de ácidos orgánicos y las condiciones de pH bajo (Dias et al., 2018; Furtado Martins et al., 

2013). Una estrategia sugerida para superar estos obstáculos, es agregar ingredientes 

alimenticios no digeribles conocidos como compuestos prebióticos, que sean capaces de 

ejercer un efecto protector aumentando la viabilidad de las bacterias que pasan por el tracto 

gastrointestinal y, por lo tanto, beneficiar la salud humana (Romano et al., 2014). 

En un trabajo previo se formuló un alimento funcional no lácteo basado en el uso de 

recubrimientos comestibles de alginato como portadores de mezclas simbióticas, 

conformadas por la combinación de microorganismos probióticos y compuestos 

prebióticos, aplicados sobre arándanos frescos (Bambace et al., 2019). Por medio de esta 

estrategia fue posible obtener un producto con características fisicoquímicas, 

microbiológicas y sensoriales adecuadas, logrando además que el número de células 

probióticas viables se mantenga en un nivel potencialmente adecuado para ejercer efectos 

benéficos a la salud del consumidor. De este modo, en este trabajo se evaluó el nivel de 

supervivencia de los probióticos simulando el pasaje por una digestión gastrointestinal. Por 

lo tanto, se propuso evaluar la potencialidad de cubos de manzana tratados con 

recubrimientos comestibles de alginato como portadores de una mezcla de inulina y 

oligofructosa (compuestos prebióticos) y L. rhamnosus CECT 8361 o B. lactis CECT 

8145, como un nuevo alimento funcional probiótico. Se estudió la evolución de las 

poblaciones de los probióticos durante 8 días de almacenamiento refrigerado y el efecto de 

los compuestos prebióticos sobre la supervivencia de los mismos. Adicionalmente, se llevó 

a cabo la simulación del proceso de digestión gastrointestinal, con el objetivo de conocer la 

carga de probióticos que sería capaz de alcanzar el intestino y ejercer efecto probiótico, así 

como la liberación de los compuestos fenólicos de los cubos de manzana en el proceso de 

digestión. También se evaluaron características de textura, color, y los atributos sensoriales 

de los cubos de manzana tratados con recubrimientos simbióticos. Por último, se 

estudiaron los potenciales efectos antagónicos de los probióticos sobre E. coli O157:H7 

FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en esta matriz alimentaria. 
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3.2. Materiales y métodos 

3.2.1 Biopolímero formador de recubrimientos y Microorganismos probióticos 

Para la obtención de los recubrimientos comestibles de alginato de sodio (AS) se 

utilizó el compuesto cuyas características y proveedores se detallaron previamente. 

Se evaluó la aplicación de 2 cepas probióticas Lacticaseibacillus rhamnosus CECT 

8361 y Bifidobacterium animalis subsp. lactis CECT 8145. 

3.2.2 Compuestos prebióticos 

Los compuestos prebióticos utilizados (inulina y oligofructosa) para el enriquecimiento 

de los recubrimientos activos se detallaron previamente. 

3.2.3 Sustrato vegetal y formulación de los recubrimientos funcionales de alginato 

Las manzanas (Malus domestica var. Red Delicious) en estado de madurez comercial 

fueron compradas en un mercado local y almacenadas a 5 ºC hasta su procesamiento. 

Tanto la formulación de la solución formadora de recubrimientos base de alginato de 

sodio (AS) como también la obtención del recubrimiento prebiótico de alginato (ASP) se 

llevaron a cabo según la metodología presentada previamente. Además, la obtención los 

microorganismos probióticos viables, así como su incorporación en los recubrimientos de 

alginato se realizó de acuerdo a la metodología descripta en la sección previa, con una 

ligera modificación. Luego de la activación (48 h) y propagación (24 h) de los cultivos, las 

células probióticas se cosecharon por centrifugación (9000 rpm durante 15 minutos a 5 °C) 

y posteriormente se lavaron dos veces con una solución buffer fosfato utilizando las 

mismas condiciones de centrifugación. Siguiendo este protocolo, se prepararon las 

soluciones correspondientes a los siguientes tratamientos: ASP: alginato+prebióticos, 

ASR: alginato+L. rhamnosus, ASB: alginato+B. lactis, ASPR: alginato+prebióticos+L. 

rhamnosus, ASPB: alginato+prebióticos+B. lactis. Además de estas SFR, se preparó una 

solución de Cl2Ca al 2 % (m/v) y ácido ascórbico al 1 % (m/v) para lograr el 

entrecruzamiento del polímetro y evitar el desarrollo de pardeamiento enzimático. 

3.2.4 Aplicación de los recubrimientos sobre cubos de manzana 

Previo a la aplicación de los recubrimientos, las manzanas se sometieron a un 

pretratamiento que incluyó operaciones de lavado, pelado y corte. Una vez obtenidos los 
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cubos de manzana, estos fueron tratados con las correspondientes soluciones de alginato. 

Además, se obtuvieron muestras control no recubiertas (C) sumergiendo los cubos de 

manzana en la solución antioxidante de cloruro de calcio y ácido ascórbico. El secado de 

los cubos se llevó a cabo en una cámara de bioseguridad utilizando aire a 25 °C, durante 30 

min. Por último, se envasaron muestras de 50 g en recipientes de polipropileno de 200 ml 

de 0.4 mm de espesor (Cotnyl, Buenos Aires, Argentina) y se cubrieron con una película 

de poliolefina (PD 960, aire sellado Cryovac, Argentina) con una permeabilidad al O2 de 

7000 ml/m2d y permeabilidad al CO2 de 20000 ml/m2d, sellándolas con una máquina de 

termosellado (HL, FS-300, Argentina). Una vez envasadas, las muestras se almacenaron a 

5 °C durante 8 días. A cada tiempo de muestreo (día 0 inmediatamente después de los 

tratamientos y día 8), se retiraron tres recipientes de cada tratamiento y los mismos fueron 

utilizados para llevar adelante las determinaciones experimentales. 

 

Figura 3.1. Procesamiento de cubos de manzana tratados con recubrimientos funcionales de 
alginato. 

3.2.5 Evaluación de la microflora nativa de cubos de manzana 

La microflora nativa se evaluó en muestras de manzana a los días 0 y 8 de 

almacenamiento mediante la enumeración de bacterias psicrótrofas (PSI) y población de 

mohos y levaduras (HyM). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado, 

tomando muestras de tres recipientes por tratamiento y tiempo de muestreo. Los resultados 

se expresaron como log UFC/g. 

3.2.6 Análisis de microestructura superficial por microscopía electrónica de barrido 

Se realizaron análisis morfológicos de la superficie de los cubos de manzana mediante 

microscopía electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electronic 
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Microscopy) utilizando un microscopio Jeol JSM-6460LV. El sistema usado fue un EDAX 

Genesis XM4 - Sys 60, equipado con analizador multicanal EDAX (mod EDAM IV), 

detector de zafiro Si(Li) y ventana de Be ultradelgada, y software EDAX Genesis versión 

5.11. Debido a las condiciones de operación del equipo (alto vacío para generar y focalizar 

el haz de electrones con el cual se explora la muestra), las muestras fueron previamente 

liofilizadas (para retirar la humedad) y metalizadas con una capa homogénea de Au/Pd 

utilizando una metalizadora (Denton Vacuum Desk II). Este procedimiento tiene como 

finalidad hacer conductora la superficie de la muestra, evitar la carga eléctrica, minimizar 

el daño por radiación y aumentar la reflectividad electrónica. Se observaron muestras 

(correspondientes al día 0) de manzana sin recubrir, muestras de películas de alginato 

cargadas con probióticos y muestras de cubos de manzana recubiertos con alginato 

prebiótico+probióticos. Cada muestra se observó en diferentes áreas y con varios aumentos 

(150 - 7500x). 

3.2.7 Digestión gastrointestinal in vitro 

Con el objetivo de simular el pasaje tanto de los microorganismos probióticos como de 

los compuestos antioxidantes a través del proceso de digestión humano, se llevó adelante 

un ensayo in vitro de digestión gastrointestinal (DGI). La metodología fue adaptada de la 

indicada por Quintana et al. (2017) y Cassani et al. (2018). Este estudio contempló dos 

etapas de digestión: gástrica e intestinal. 

- Fase gástrica (FG) 

En primer lugar, se trituraron 3 g de muestra durante 1 minuto con un triturador 

manual. La muestra triturada se mezcló con jugo gástrico y solución de pepsina (3200 

unidades/ml de pepsina porcina, Cl2Ca 7.2 mM, NaCl 98 mM, 13.6 mM KCl, KH2PO4 

0.82 mM, pH 2.5) en tubos de 50 ml. Luego, el pH se ajustó a 2 - 2.5 con HCl 1 M. La FG 

se simuló en un agitador orbital durante 1.5 h a 37 °C. Para concluir esta etapa y detener la 

actividad de la enzima responsable, el pH de la mezcla se ajustó a 6 - 6.5 con NaOH 0.1 M, 

preparando la muestra para la siguiente etapa. 

- Fase intestinal (FI) 

A continuación, se agregaron sales biliares y solución pancreática (0.1 % m/v de 

pancreatina, 0.15 % m/v de sales biliares bovinas, NaCl 22 mM, KCl 3.2 mM, NaHCO3 
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7.6 mM, pH 8) y se incubó nuevamente a 37 °C durante 1.5 h con agitación magnética 

continua. Luego de la FI, las muestras fueron inmediatamente enfriadas en un baño de 

hielo para detener la acción de las enzimas actuantes. 

 

Figura 3.2. Sistema empleado para la digestión de muestras de manzana tratadas con 
recubrimientos funcionales de alginato. 

Al final de cada etapa, se tomaron muestras para evaluar el efecto de la digestión sobre 

la supervivencia de probióticos y el comportamiento de los compuestos antioxidantes. 

 
3.2.8 Monitoreo de la viabilidad de L. rhamnosus y B. lactis en cubos de manzana 

La enumeración de cada microorganismo probiótico se realizó en los días 0 y 8 de 

almacenamiento para muestras frescas no digeridas (ND) y muestras tomadas luego de 

cada etapa de digestión (FG y FI), con el objetivo de cuantificar la población remanente de 

L. rhamnosus y B. lactis que sería capaz de superar este proceso y alcanzar el intestino 

delgado. Las determinaciones se realizaron por duplicado para cada contenedor 

muestreado y cada muestra digerida. Los resultados se expresaron como log UFC/g. 

3.2.9 Análisis de compuestos fenólicos totales y capacidad antioxidante 

La capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales se determinaron en las 

muestras de manzana (C, ASP, ASPR y ASPB) antes y después de cada etapa de la DGI, y 

también a los 0 y 8 días de almacenamiento refrigerado.  

- Extracción de compuestos antioxidantes 
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Para obtener los extractos de muestras no digeridas (ND), una porción de 4 g de 

manzana se homogeneizó durante 2 minutos con 20 ml de etanol al 80 % (v/v). Luego, la 

mezcla se trató con ultrasonido a 40 kHz durante 30 minutos y se centrifugó a 14000 rpm 

durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se separó y se filtró usando papel de filtro 

Whatman #1. Las muestras digeridas obtenidas de cada etapa de digestión (FG, FI) se 

utilizaron directamente (sin realizar una extracción química previa) para las 

determinaciones de antioxidantes. 

- Contenido de fenoles totales (CFT) 

El análisis de CFT se realizó de acuerdo a la metodología descripta previamente. Los 

resultados de CFT se expresaron como mg EAG/100 g PF en cada fase. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado para cada fase y en cada experimento. 

- Capacidad antioxidante determinada por DPPH 

El potencial antioxidante se evaluó mediante el uso del radical DPPH (Sigma-Aldrich, 

Argentina). La capacidad antioxidante de muestras de manzana tratadas con diferentes 

recubrimientos y de cada etapa de digestión se expresó como mg ET/100 g PF. Todas las 

determinaciones se realizaron por triplicado en cada experimento. 

3.2.10 Determinación de color y firmeza 

El color superficial de las muestras se registró siguiendo la metodología previamente 

descripta. De acuerdo con la metodología, las modificaciones del color fueron evaluadas 

mediante cambios en la luminosidad (L*) y el ángulo de tono (h°), utilizando para el 

análisis quince cubos de manzanas, correspondientes a tres contenedores para cada 

tratamiento y por día de muestreo (n = 15). 

Además, la firmeza de las frutas fue determinada con un penetrómetro. Se registró la 

fuerza máxima requerida para penetrar la fruta y se expresó como N/cm2. Las mediciones 

se realizaron sobre quince frutas, correspondientes a tres contenedores por tratamiento y 

día de muestreo (n = 15). 

3.2.11 Análisis sensorial 

Se realizó un análisis descriptivo cuantitativo de las muestras C, ASP, ASPR y ASPB 

con el objetivo de evaluar las características organolépticas de los cubos de manzana 
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tratados con recubrimientos funcionales. Este análisis se desarrolló con nueve panelistas 

del Grupo de Ingeniería de Alimentos de la UNMdP (edad entre 25 a 50 años) con 

experiencia en evaluación de la calidad sensorial de frutas y verduras. Los parámetros 

evaluados fueron: 

� Calidad visual general (OVQ). 

� Aroma extraño. 

� Sabor extraño.  

El análisis sensorial de las muestras se llevó a cabo a los 0 y 8 días de almacenamiento. 

El límite de aceptabilidad se estableció en el 50 % de la escala (2.5 cm). 

3.2.12 Evaluación del potencial antagónico de probióticos frente a E. coli O157:H7 

FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 en cubos de manzana 

- Preparación de los inóculos 

Los cultivos stock de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 se 

encontraban congelados a -20 °C. La reactivación de los microorganismos y la preparación 

de los inóculos se realizaron según la metodología previamente detallada. 

- Inoculación de las muestras y aplicación de los recubrimientos de alginato sobre 

cubos de manzana 

Los cubos de manzana recién obtenidos se inocularon mediante pulverización para 

obtener cargas de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 de aproximadamente 

4 – 5 log UFC/g. Las muestras inoculadas se secaron en una cámara de bioseguridad 

durante 30 minutos y luego se recubrieron aplicando las soluciones de recubrimiento, 

siguiendo la metodología descripta anteriormente para manzanas no inoculadas, 

obteniendo de este modo las muestras control sin probióticos denominadas ASPEc y 

ASPLi, (correspondientes a la SFR de alginato enriquecido con compuestos prebióticos y 

E. coli O157:H7 FP605/03 o L. innocua CIP 80.11, respectivamente), y las muestras 

coinoculadas denominadas ASPREc y ASPBEc (correspondientes a la coinoculación de E. 

coli O157:H7 FP605/03 con L. rhamnosus y B. lactis, respectivamente) y ASPRLi y 

ASPBLi (correspondientes a la coinoculación de L. innocua CIP 80.11 con, L. rhamnosus 

y B. lactis, respectivamente). 
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- Evolución de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados en 

cubos de manzana 

La siembra y el recuento de ambos microorganismos se realizaron de acuerdo a la 

metodología informada previamente. Los resultados se expresaron en log UFC/g. Todas las 

determinaciones se realizaron por duplicado, tomando muestras de tres recipientes por 

tratamiento y tiempo de muestreo. 

3.2.13 Análisis estadístico 

Los experimentos se realizaron utilizando un diseño factorial completamente 

aleatorizado, y los resultados fueron obtenidos en dos ensayos experimentales 

independientes. El tratamiento de recubrimiento y la fase de digestión se usaron como 

factores para estudiar el impacto de la digestión gastrointestinal simulada sobre la 

viabilidad de los probióticos y la evolución de compuestos antioxidantes. El tratamiento de 

recubrimiento y el tiempo de almacenamiento fueron los factores seleccionados para 

evaluar el resto de las determinaciones (microflora nativa, color y textura, calidad sensorial 

y supervivencia de E. coli O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11). Se realizó un 

ANOVA y se utilizó la prueba LSD con un nivel de confianza del 95 % para establecer 

diferencias significativas entre medias. Los resultados se presentaron como valores medios 

± desviación estándar. El análisis de los datos se realizó con el software InfoStat (v2017) 

(Universidad Nacional de Córdoba, Córdoba, Argentina). 

 

3.3 Resultados y discusión 

Tomando el desafío que implica el desarrollo de productos funcionales probióticos no 

lácteos, en este capítulo se evaluó la potencialidad de un alimento formulado a partir de 

cubos de manzana recubiertos con alginato, adicionando en el recubrimiento probióticos 

comerciales (L. rhamnosus o B. lactis) y compuestos prebióticos (inulina/oligofructosa). Se 

describen a continuación los resultados obtenidos referidos a parámetros de calidad y 

seguridad, así como también la recuperación de los microorganismos probióticos luego de 

simular una DGI. 
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3.3.1 Calidad microbiológica de cubos de manzana tratados con recubrimientos 

funcionales de alginato 

En este trabajo, se llevó a cabo la evaluación de la microflora nativa de los cubos de 

manzana con recubrimientos funcionales de alginato mediante el monitoreo de las 

poblaciones de mohos y levaduras (MyL) y bacterias psicrótrofas (PSI).  

Como puede observarse en la Tabla 3.1, la población de PSI presentó recuentos 

iniciales (día 0) inferiores a 2.70 log UFC/g para todos los tratamientos. Estos recuentos se 

mantuvieron en niveles bajos en todas las muestras luego de 8 días de almacenamiento 

refrigerado, sin observarse diferencias (p < 0.05) como resultado del uso de recubrimientos 

funcionales formulados con la combinación de microorganismos probióticos y compuestos 

prebióticos, en comparación con las muestras control (C, ASP). En líneas generales, los 

recuentos de MyL se mantuvieron relativamente estables luego de 8 días de 

almacenamiento refrigerado. La adición de compuestos prebióticos no tuvo efecto sobre 

los recuentos finales de MyL (día 8), independientemente del tratamiento (muestras con y 

sin probióticos). Más aún, la incorporación de los microorganismos probióticos en los 

recubrimientos de alginato (ASR, ASB y ASPB) resultó en recuentos de MyL ligeramente 

inferiores luego de 8 días en comparación con la muestra control no recubierta (a 

excepción de las muestras tratadas con ASPR). El proceso de lavado al que fueron 

sometidos los probióticos en la obtención de las células para adicionar a los 

recubrimientos, permitió retirar gran parte de las maltodextrinas presentes en los cultivos 

liofilizados.  
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Tabla 3.1. Evolución de bacterias psicrótrofas (PSI) y de mohos y levaduras (MyL) en cubos de 
manzana tratados con recubrimientos de alginato durante 8 días de almacenamiento a 5 ºC. 

  PSI                     
(log UFC/g) 

MyL                               
(log UFC/g)   

  Tiempo (días) Tiempo (días) 

Tratamiento 0   8     0  8 

C   < 2.70   2.70 ± 0.00 a   4.07 ± 0.22 a,A  4.33 ± 0.89 a,A 

ASP  < 2.70  3.01 ± 0.23 a   2.89 ± 0.12 bc,B 3.48 ± 0.00 b,A 

                 

ASR  < 2.70  2.70 ± 0.10 a   2.30 ± 0.10 c,B 3.00 ± 0.10 bc,A 

ASPR  < 2.70  2.70 ± 0.00 a   3.29 ± 0.17 b,A 3.65 ± 0.07 ab,A 

                 

ASB  < 2.70  2.70 ± 0.00 a   3.32 ± 0.52 b,A 3.15 ± 0.21 bc,A 

ASPB   < 2.70   2.77 ± 0.11 a   3.00 ± 0.49 bc,A 3.00 ± 0.10 bc,A 

C: control sin recubrimiento; ASP: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos, ASR: 
cubos de manzana recubiertos con alginato+L. rhamnosus; ASPR: cubos de manzana recubiertos 
con alginato+prebióticos+L. rhamnosus; ASB: cubos de manzana recubiertos con alginato+B. 
lactis; ASPB: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+B. lactis. Los resultados se 
muestran como valores medio ± la desviación estándar. Letras mayúsculas diferentes en la misma 
fila indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tiempos de almacenamiento para el mismo 
tratamiento. Letras minúsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p 
< 0.05) entre tratamientos a cada tiempo de almacenamiento. 

 

En cuanto a la literatura disponible acerca del potencial efecto antagónico de los 

probióticos sobre la microflora nativa, Siroli et al. (2015) trataron rodajas de manzana con 

soluciones de Lacticaseibacillus paracasei M3B6 o Lactiplantibacillus plantarum CIT3, 

informando que sólo L. paracasei M3B6 ejerció un efecto sobre la población de MyL, 

presentando recuentos 1 ciclo logarítmico menores que el resto de las muestras luego de 16 

días de almacenamiento a 6 °C. Además, estos autores también evaluaron el tratamiento de 

lechuga mínimamente procesada con soluciones de L. plantarum V7B3 y L. casei V4B4, 

informando reducciones sobre los recuentos de bacterias mesófílas durante 16 días de 

almacenamiento a 6 °C. El efecto limitado que presentaron los probióticos frente a la 

población de MyL podría atribuirse a las características que reúnen las frutas, donde se 

combina un pH bajo, alto contenido de azúcares y alta relación carbono/nitrógeno, 

condiciones frente a las cuales el crecimiento de mohos y levaduras es ventajoso respecto 

al de bacterias ácido lácticas (Patrignani et al., 2013). De todos modos, cabe recordar que 

las propiedades antagónicas de los probióticos dependen de varios factores, entre los que se 
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encuentran la interacción con la matriz sobre la que se aplican, la carga de inóculo, el 

procesamiento al que son sometidas, las características propias de cada cepa probiótica, 

entre otros. Así, De Oliveira et al. (2014) informaron que el tratamiento de rodajas de 

melón en una solución cargada con Lacticaseibacillus rhamnosus HN001 permitió 

mantener los coliformes fecales por debajo de los límites establecidos por la legislación 

brasileña después de 5 días de almacenamiento a 15 °C, mientras que muestras sumergidas 

en una solución control sin probióticos no resultaron aptas para el consumo humano al 

evaluarlas al cuarto día de almacenamiento bajo las mismas condiciones, mostrando a L. 

rhamnosus HN001 como un agente de biocontrol efectivo para la preservación de melón 

mínimamente procesado. 

3.3.2 Observación de la microestructura superficial mediante microscopía electrónica de 

barrido 

En la Figura 3.3 se presentan los resultados de la exploración superficial de diferentes 

muestras mediante microscopía electrónica de barrido (SEM). 

 

 

Figura 3.3. Micrografías electrónicas de muestras liofilizadas con y sin probióticos. A: superficie 
de un cubo de manzana control no recubierto (400x); B: superficie de un cubo de manzana 
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recubierto con alginato+prebióticos+B. lactis (2500x); C: superficie de un cubo de manzana 
recubierto con alginato+prebióticos+L. rhamnosus (4300x). 

En la Figura 3.3 (A) se observan las imágenes obtenidas del análisis de SEM para 

muestras control. Puede observarse la presencia de esporas de hongos (señaladas por 

flechas) así como también el desarrollo temprano de hifas filamentosas, fácilmente 

observables con un aumento de 400x. Además, la imagen presenta un poro que da lugar al 

tejido interno de la manzana, donde puede visualizarse la estructura típica de panal de 

abejas correspondiente al ordenamiento interno de las células en la matriz vegetal. En este 

sentido, la porosidad natural revelada por SEM mostró los espacios intercelulares del tejido 

parenquimatoso de manzana, corroborando la capacidad de dicha estructura para permitir 

la adhesión del recubrimiento. En la Figura 3.3 (B) y (C) se presentan las imágenes 

correspondientes a la superficie de cubos de manzana tratados con recubrimientos de 

alginato prebiótico cargados con B. lactis  y L. rhamnosus, respectivamente. Los 

probióticos presentaron un tamaño que osciló entre 0.5 μm de diámetro y 2.0 μm de 

longitud, que resultaron observables a partir de 1600x de aumento. Las micrografías 

revelaron la presencia de numerosas bacterias en forma de bastón adheridas tanto en la 

superficie como embebidas en el recubrimiento. En este sentido, la aplicación del 

recubrimiento comestible sobre los cubos de manzana no modificó los principales aspectos 

estructurales de la distribución de células probióticas mostrados por el recubrimiento en la 

Figura 3.3 (B). De este modo, la adición del recubrimiento de alginato dio como resultado 

la formación de una capa regular y suavizada que incluyó las células. En estas muestras, es 

notable la mejora obtenida en cuanto a la continuidad del recubrimiento de alginato como 

resultado del agregado de compuesto prebióticos, evidenciada por la presencia de poros de 

menor tamaño y textura más fina, mostrando una agregación más compacta con respecto a 

lo observado en la Figura 3.3 (B). Finalmente, se verifica la adherencia del recubrimiento 

sobre toda la superficie de las muestras de manera continua, sin observarse las 

características de la superficie de la manzana mostradas por la Figura 3.3 (A).  

3.3.3 Viabilidad de probióticos en cubos de manzana en el almacenamiento refrigerado y 

durante la DGI 

En este trabajo se adoptó como criterio una carga de 6.00 log UFC/g de producto, 

tomando como base el marco regulatorio argentino (artículo 1389 del Capítulo 17 del 

CAA) y varios trabajos de investigación (Romano et al., 2014; Russo et al., 2014; Russo et 

al., 2015; da Costa et al., 2017). Además, se intentó dar un paso más y evaluar el nivel de 
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microorganismos probióticos que efectivamente es capaz de superar de manera viable el 

proceso de digestión gastrointestinal, mediante un ensayo in vitro. La Figura 3.4 muestra la 

evolución de L. rhamnosus en las etapas de digestión gastrointestinal para cada tiempo 

evaluado. Inmediatamente después de la aplicación de recubrimientos probióticos (día 0) 

se observó una disminución significativa (p < 0.05) en los recuentos de L. rhamnosus 

causados por la etapa gástrica (FG). Además, la fase intestinal (FI) ocasionó una reducción 

adicional para los recuentos de L. rhamnosus independientemente de la presencia o 

ausencia de compuestos prebióticos. Luego de 8 días de almacenamiento, la FG 

nuevamente resultó en una reducción significativa (p < 0.05) de la viabilidad, sin embargo, 

la disminución posterior mostrada para la etapa FI no fue significativa. Con respecto a la 

evolución de las muestras ASR y ASPR no digeridas, no se observaron reducciones 

significativas en la viabilidad de los probióticos durante el almacenamiento. Por lo tanto, 

los cubos de manzana enriquecidos con prebióticos que inicialmente contenían 9.40 log 

UFC/g de L. rhamnosus mantuvieron este nivel de viabilidad transcurridos 8 días de 

almacenamiento refrigerado a 5 °C (Figura 3.4). De esta manera, al someter el producto a 

una digestión gastrointestinal in vitro se demostró la estabilidad y supervivencia de L. 

rhamnosus en una carga muy superior al límite considerado para ejercer su efecto 

probiótico. 

 
      Adicionalmente, la evolución de la poblacion de B. lactis se presenta en la Figura 3.5. 

Para las muestras ASB y ASPB (Figura 3.5), los recuentos exhibieron una reducción 

significativa (p < 0.05) en la población de B. lactis después de la fase gástrica (1.00 - 1.20 

log UFC/g). La etapa FI posterior no generó una pérdida significativa de viabilidad en 

comparación con la observada al final de la FG. La evolución de los recuentos de 

probióticos en la digestión gastrointestinal fue similar para los días 0 y 8. 
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Figura 3.4. Evolución de L. rhamnosus en recubrimientos funcionales de alginato aplicados sobre 
cubos de manzana durante la digestión gastrointestinal en el día 0 (A) y luego de 8 días de 
almacenamiento refrigerado (B). ASR: alginato+L. rhamnosus; ASPR: alginato+prebióticos+L. 
rhamnosus. ND: no digerido; FG: fase gástrica; FI: fase intestinal. Los resultados se muestran 
como el valor medio de dos mediciones independientes realizadas por duplicado. Las barras 
indican la desviación estándar. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 
0.05) entre tratamientos para la misma fase de digestión a cada tiempo de muestreo. Letras 
diferentes minúsculas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre fases de digestión para el 
mismo tratamiento. 

 

De manera similar a lo observado con L. rhamnosus, se logró una alta retención de 

viabilidad para B. lactis en muestras no digeridas (ASB y ASPB) sin cambios 

significativos después de 8 días de almacenamiento. 
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Figura 3.5. Evolución de B. lactis en recubrimientos funcionales de alginato aplicados sobre cubos 
de manzana durante la digestión gastrointestinal en el día 0 (A) y luego de 8 días de 
almacenamiento refrigerado (B). ASB: alginato+B. lactis; ASPB: alginato+prebióticos+B. lactis. 
ND: no digerido; FG: fase gástrica; FI: fase intestinal. Los resultados se muestran como el valor 
medio de dos mediciones independientes realizadas por duplicado. Las barras indican la desviación 
estándar. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre 
tratamientos para la misma fase de digestión a cada tiempo de muestreo. Letras diferentes 
minúsculas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre fases de digestión para el mismo 
tratamiento. 

 

De acuerdo con los resultados presentados previamente en las Figuras 3.4 y 3.5 no se 

observaron pérdidas en la viabilidad de los probióticos después de un período de 

almacenamiento de 8 días en los cubos de manzana tratados con recubrimientos de 

alginato, independientemente de la adición o no de la mezcla de inulina y oligofructosa en 

las soluciones de recubrimiento. En este sentido, no resultó evidente ningún efecto 

protector por parte de los compuestos prebióticos sobre la viabilidad de los probióticos 

durante el almacenamiento refrigerado. Al respecto, previamente se discutieron algunos 

trabajos de investigación disponibles sobre la aplicación de prebióticos y probióticos en 

frutas y jugos de fruta, confirmando una mejora en la retención de la viabilidad probiótica 

como resultado de la adición de compuestos prebióticos en ciertos productos como por 

ejemplo jugo de naranja, jugo de manzana y rodajas de manzana horneada (Krasaekoopt y 

Watcharapoka, 2014; Pimentel et al., 2015; Tavera-Quiroz et al., 2015). Es sabido que la 

viabilidad de los probióticos aplicados sobre productos alimenticios está influenciada por 

variables como la composición de los alimentos, las operaciones llevadas a cabo durante el 

procesamiento y ciertos parámetros microbiológicos, entre los cuales el nivel de inóculo 
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inicial resulta un factor clave (Tripathi y Giri, 2014). Con respecto a esto, al trabajar con 

manzana se consideró un período de almacenamiento más corto (8 días) ya que las 

operaciones de procesamiento mínimo (pelado y corte) a las que se somete esta matriz la 

dispone como un alimento más perecedero, limitando su vida útil con respecto a una fruta 

entera. El hecho de emplear un sustrato diferente (manzana pelada y cortada) para 

transportar los probióticos afecta la supervivencia de los mismos, al verse influenciados 

por la matriz portadora (Valero-Cases et al., 2017). Adicionalmente, el nivel inicial de 

probióticos en los cubos de manzana fue de 9.00 log UFC/g, una dosis ampliamente 

superior a la utilizada en los arándanos recubiertos. Es posible que las diferencias 

mencionadas anteriormente dificulten entonces la observación del potencial efecto 

protector de los compuestos prebióticos sobre la viabilidad de los microorganismos 

probióticos. 

La evaluación in vitro de los probióticos en los alimentos se lleva a cabo 

principalmente mediante la simulación del proceso de digestión gastrointestinal humana. 

Como se mencionó anteriormente, los resultados obtenidos en este capítulo al someter 

cubos de manzana a dos etapas de digestión simulada (gástrica e intestinal) revelaron que 

la adición de prebióticos a los recubrimientos de alginato no afectó la retención de la 

viabilidad de L. rhamnosus. Esto significa que aunque los compuestos prebióticos podrían 

actuar como agentes protectores frente a otras situaciones de estrés, como la 

deshidratación, la liofilización, o el horneado (Tavera-Quiroz et al., 2015), es posible que 

en este estudio la protección celular de L. rhamnosus y B. lactis a través del proceso de 

digestión esté más relacionada con la presencia de alginato de sodio que con la mezcla de 

inulina/oligofructosa. Esto fue sugerido por Soukoulis et al. (2014), quienes aplicaron dos 

formulaciones probióticas de alginato adicionado con L. rhamnosus GG sobre pan. En ese 

trabajo, un recubrimiento se formuló sólo con alginato de sodio y el otro se preparó con 

una mezcla de alginato y concentrado de proteína de suero. Curiosamente, los autores 

encontraron una mayor retención de la viabilidad de L. rhamnosus cuando éste fue 

vehiculizado en el recubrimiento formulado sólo con alginato, al someter a las muestras de 

pan a una digestión in vitro. Este resultado fue explicado por una complejación de iones de 

calcio con el biopolímero y la consecuente formación de geles durante la fase gástrica. De 

este modo, la formación de geles favorecida por el pH de esta fase y los iones de calcio 

presentes en la solución de pepsina adicionada formaría una masa protectora que encerraría 

a las células probióticas. Por otro lado, estos autores reportaron que, en el caso de muestras 
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recubiertas con alginato y proteína de suero, se producirían agregados de partículas 

autoensambladas debido a las interacciones entre alginato y proteínas de suero a través de 

fuerzas de atracción electrostática. Estos agregados resultarían en una protección menor 

para las bacterias probióticas frente a las condiciones gástricas. Resultados similares a los 

obtenidos con los cubos de manzana fueron informados por Valero-Cases et al. (2017), 

quienes trabajaron con Lactiplantibacillus plantarum (LP DSM20205) para fermentar 

jugos de tomate y de guayaba, sometiéndolos posteriormente a una digestión 

gastrointestinal. El nivel de inóculo inicial para ambos jugos fue de 6.00 log UFC/ml, sin 

embargo, luego del proceso de fermentación la carga probiótica aumentó a 8.73 log 

UFC/ml y 6.78 log UFC/ml para jugo de tomate y guayaba, respectivamente. Con respecto 

al efecto de la DGI sobre la viabilidad del probiótico, estos autores reportaron que luego de 

la fase gástrica el recuento de células viables en ambos jugos disminuyó significativamente 

en comparación con la concentración inicial, aunque estas reducciones resultaron menores 

a 1.00 log. Finalizada la digestión intestinal, L. plantarum presentó recuentos superiores 

para jugo de tomate (8.33 log UFC/ml y 5.78 log UFC/ml en jugo de tomate y guayaba, 

respectivamente), confirmando el rol fundamental que tiene la selección de una matriz 

alimentaria al momento de incluir probióticos en un alimento. 

3.3.4 Evolución de compuestos bioactivos durante la digestión gastrointestinal in vitro 

Durante la DGI además de evaluar la supervivencia de los microorganismos 

probióticos también se llevó a cabo el análisis de los compuestos bioactivos presentes en 

los cubos de manzana determinados a través del CFT y la capacidad antioxidante, 

inmediatamente después de la aplicación de los recubrimientos y luego de 8 días de 

almacenamiento a 5 ºC. En la Figura 3.6 se muestran los resultados del impacto de los 

diferentes recubrimientos sobre la capacidad antioxidante de las muestras antes y después 

de atravesar el proceso de DGI. 
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Figura 3.6 Evolución de la capacidad antioxidante de cubos de manzana durante la digestión 
gastrointestinal en el día 0 (A) y luego de 8 días de almacenamiento refrigerado a 5 °C (B). C: 
cubos de manzana sin recubrir; ASP: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos; 
ASPR: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+L. rhamnosus; ASPB: cubos de 
manzana recubiertos con alginato+prebióticos+B. lactis. ND: no digerido; FG: fase gástrica; FI: 
fase intestinal. Los resultados se muestran como el valor medio de 2 mediciones independientes 
realizadas por triplicado. Las barras indican la desviación estándar. Letras mayúsculas diferentes 
indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos para la misma fase de digestión. 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre fases de digestión 
para el mismo tratamiento. 

 

De forma general, el efecto de las etapas de digestión sobre la capacidad antioxidante 

resultó similar para todas las muestras, independientemente del recubrimiento aplicado y el 

tiempo de muestreo. La mayor actividad antirradicalaria se observó para los extractos 

etanólicos preparados a partir de muestras no digeridas (ND), y esto resultó así a ambos 

tiempos de muestreo (0 y 8 días). Inmediatamente después de la aplicación de los 

recubrimientos (día 0), ninguno de los tratamientos mostró diferencias con respecto al 

potencial antioxidante de las manzanas recién cortadas (ND). Al finalizar la fase gástrica 

(FG), se observaron valores entre un 64 y 80 % menores en comparación con las muestras 

ND (cuya actividad, como se describe en la metodología, se evaluó a partir de muestras 

extraídas con etanol). Además, finalizada la etapa de digestión intestinal (FI) se observaron 

incrementos en los valores de capacidad antioxidante en todos los tratamientos con 

respecto a los obtenidos en la etapa anterior (FG). Por otro lado, la adición de compuestos 

prebióticos al recubrimiento de alginato (ASP) y su aplicación sobre los cubos de manzana 

ocasionó una reducción en los valores de capacidad antioxidante de un 25 % luego de la 

FG, al comparar con los valores de las muestras control sin recubrir en la misma etapa (día 
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0). Sin embargo, este efecto no se observó luego de la fase intestinal. Con respecto a las 

muestras tratadas con probióticos, el agregado de L. rhamnosus en los recubrimientos de 

alginato prebiótico (ASPR) resultó en muestras con valores de capacidad antioxidante 

ligeramente más bajos finalizado el proceso de DGI (día 0), mientras que en muestras que 

contenían B. lactis (ASPB) no se observaron diferencias significativas. Hacia el final del 

almacenamiento (Figura 3.6 B), tanto ASPR como ASPB no mostraron diferencias en 

comparación con los controles luego del proceso de DGI. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Evolución del contenido de fenoles totales en cubos de manzana durante la digestión 
gastrointestinal en el día 0 (A) y luego de 8 días de almacenamiento refrigerado a 5 °C (B).  
C: cubos de manzana sin recubrir; ASP: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos; 
ASPR: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+L. rhamnosus; ASPB: cubos de 
manzana recubiertos con alginato+prebióticos+B. lactis. ND: no digerido; FG: fase gástrica; FI: 
fase intestinal. Los resultados se muestran como el valor medio de 2 mediciones independientes 
realizadas por triplicado. Las barras indican la desviación estándar. Letras mayúsculas diferentes 
indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos para la misma fase de digestión. 
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre fases de digestión 
para el mismo tratamiento. 

Los resultados correspondientes al CFT de los cubos de manzana se presentan en la 

Figura 3.7. De manera similar a los resultados descriptos para la capacidad antioxidante, no 

se observaron diferencias (p > 0.05) significativas en el CFT entre tratamientos para cubos 

de manzana previo a la digestión (ND). Al igual que lo ocurrido con la capacidad 

antioxidante, los valores más altos de CFT fueron observados en las muestras obtenidas 

mediante extracción etanólica (ND), con valores en un rango de 77 a 100 mg de EAG/100 

g al día 0 y de 73 a 90 mg de EAG/100 g luego de 8 días de almacenamiento. Luego de la 

primera fase de digestión (FG), los cubos de manzana mostraron valores de CFT que 

representaban entre el 20 y el 48 % de los valores observados para muestras ND. Con el 
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avance de la DGI, se registró un ligero aumento en el CFT liberados desde la fase gástrica 

a la intestinal, aunque este aumento no resultó significativo en todos los tratamientos. 

Además, las manzanas tratadas con recubrimiento de alginato prebiótico (ASP) mostraron 

luego de la FG valores ligeramente menores en comparación con el control no recubierto 

en el día 0. Con resultados similares a los obtenidos al evaluar la capacidad antioxidante, 

los cubos de manzana recubiertos con prebióticos y probióticos (ASPR y ASPB) no 

mostraron diferencias significativas en comparación con el control sin recubrimiento en los 

valores de CFT mostrados al final del proceso de DGI y luego de 8 días de 

almacenamiento refrigerado (Figura 3.7 B). 

En la evaluación de los compuestos bioactivos la capacidad antioxidante (actividad 

antirradicalaria determinada mediante el ensayo de DPPH) estuvo altamente 

correlacionada con el contenido de fenoles totales de los cubos de manzana, tanto para 

muestras sometidas al proceso de digestión in vitro como para aquellas sin digerir (ND), 

presentando un coeficiente de correlación de Pearson de 0.98. Como se describió en los 

párrafos anteriores, inmediatamente después de la aplicación del recubrimiento (día 0), las 

propiedades antioxidantes de las manzanas recién cortadas (ND) no se vieron afectadas por 

la adición de compuestos prebióticos y microorganismos probióticos. En este sentido, los 

resultados aquí presentados son consistentes con los previamente descriptos, donde se 

informó un CFT similar (98.8 mg EAG/100g) para cubos de manzana tratados con un 

recubrimiento comestible de gelano enriquecido con fibra de manzana, sin diferencias con 

el control no recubierto. Este incremento mostrado generalmente luego de la fase intestinal 

(FI) podría atribuirse al tiempo de contacto adicional entre la muestra y los fluidos 

intestinales en esta etapa y/o al efecto de las enzimas digestivas implicadas, lo que 

mejoraría la liberación de compuestos bioactivos unidos a la matriz de la fruta. Con 

respecto a las diferencias mostradas entre los valores de estos parámetros entre muestras no 

digeridas y digeridas, cabe recordar que los compuestos bioactivos del extracto no digerido 

corresponden a muestras extraídas químicamente con etanol, como resultado de un proceso 

optimizado por el cual se intenta conocer el potencial total del alimento en su carácter 

antioxidante, no así su bioaccesibilidad. Sumado a esto, estudios recientes sugirieron que 

los antioxidantes no digeribles que permanecen unidos a la matriz alimentaria en su paso 

por el tracto digestivo son capaces de alcanzar el colon humano, donde podrían contribuir a 

generar un ambiente antioxidante, ejerciendo de este modo un efecto protector en el colon. 
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Por otro lado, las ligeras reducciones observadas al finalizar la fase gástrica en los 

valores de capacidad antioxidante y contenido de compuestos fenólicos entre los cubos de 

manzana tratados con el recubrimiento de alginato prebiótico (ASP) y las muestras no 

recubiertas (Figuras 3.6 A y 3.7 A) podrían atribuirse a asociaciones entre los compuestos 

fenólicos y la fibra naturalmente presente en la matriz alimentaria como también a los 

compuestos prebióticos agregados a la formulación de alginato. Estas asociaciones se dan 

por diferentes interacciones físicas como fuerzas hidrofóbicas y enlaces covalentes, que 

podrían afectar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos, repercutiendo sobre su 

potencial antioxidante, hecho que ha sido informado por otros autores (Velderrain-

Rodríguez et al., 2016; Cassani et al., 2018). De manera remarcable, es importante notar 

que el tiempo de almacenamiento no afectó significativamente (p > 0.05) la composición y 

características antioxidantes de los cubos de manzana luego de la digestión gastrointestinal, 

sugiriendo que los compuestos antioxidantes aún permanecen bioaccesibles luego de 8 días 

a 5 ºC. 

En términos generales, en la literatura disponible sobre la aplicación de probióticos en 

frutas frescas mínimamente procesadas no se atribuyen efectos significativos sobre las 

propiedades antioxidantes debido a la adición de estos microorganismos. Por ejemplo, 

Zudaire et al. (2018) informaron que la adición de L. rhamnosus no influyó en la capacidad 

antioxidante ni en el contenido de fenoles totales de peras almacenadas durante 9 días a 4 

°C. Resultados similares se han informado trabajando sobre el melón recién cortado (Russo 

et al., 2015), rodajas de manzana (Rößle et al., 2010) y ananá mínimamente procesado 

(Russo et al., 2014). Contrariamente, algunos estudios demostraron que someter jugos de 

mora, granada y uva a procesos fermentativos utilizando microorganismos probióticos 

mejoró el contenido de compuestos fenólicos y la capacidad antioxidante de estas bebidas  

(Mantzourani et al., 2018). Estas mejoras podrían atribuirse a la degradación y 

transformación de fitoquímicos por los microorganismos probióticos empleados, 

modificando mediante su actividad metabólica el tipo y la cantidad de antioxidantes, 

pudiendo también influir en la bioaccesibilidad de los mismos (Valero-Cases et al., 2017). 

3.3.5 Color y textura de cubos de manzana tratados con recubrimientos funcionales de 

alginato 

Como se puede observar en la Tabla 3.2, inmediatamente después de la aplicación de 

los recubrimientos no se observaron cambios significativos en el parámetro de luminosidad 
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(L*) de los cubos de manzana. Sin embargo, luego de 8 días de almacenamiento 

refrigerado las muestras recubiertas con alginato probiótico (ASPR, ASPB) presentaron 

valores menores (p < 0.05) que los controles (C, ASP). Al analizar la evolución de cada 

tratamiento en el tiempo, todos presentaron el mismo comportamiento, mostrando una 

disminución significativa (p < 0.05) en L* al día 8 de almacenamiento. A diferencia de lo 

observado para la luminosidad, el tratamiento de los cubos de manzana con distintos 

recubrimientos de alginato causó cambios significativos (p < 0.05) en el ángulo de tono 

(hº) al día 0. En este sentido, la muestra control no recubierta (C) presentó los valores de hº 

más bajos respecto a todos los tratamientos aplicados. Tanto ASPR como ASPB resultaron 

similares a ASP (p > 0.05). Al día 8 de almacenamiento, nuevamente el control no 

recubierto presentó los valores más bajos de hº (p < 0.05), seguidos por ASPR. De este 

modo, ASP y ASPB fueron las muestras que preservaron en mayor medida sus atributos de 

color. Esta disminución en el ángulo de tono implica el oscurecimiento de los cubos, hecho 

que podría estar asociado a reacciones de pardeamiento desencadenadas en la superficie de 

los cubos de manzana. En el almacenamiento refrigerado, todos los tratamientos 

presentaron una disminución significativa (p < 0.05) de hº, a excepción de las muestras 

recubiertas con alginato prebiótico sin la adición de probióticos (ASP). En este sentido, la 

mejora en la retención de los atributos de color reflejada por estas muestras podría deberse 

a la protección ejercida por la barrera semipermeable a gases y humedad que proporciona 

el recubrimiento, resultando una ventaja con respecto al control no recubierto. 

Adicionalmente, los cubos de manzana tratados con ASP no actuaron como portadores de 

probióticos y, de este modo, no fueron afectados por las reacciones resultantes del 

metabolismo de estas bacterias que podrían alterar las propiedades de color de los cubos de 

manzana, a diferencia de las muestras tratadas con ASPR y ASPB. Los cambios de color 

observados en este estudio fueron similares a los reportados por Pimentel et al. (2015) para 

jugo de manzana clarificado suplementado con Lacticaseibacillus paracasei ssp. paracasei 

y oligofructosa almacenados durante 28 días bajo condiciones de refrigeración. Estos 

autores atribuyeron el desarrollo del pardeamiento a reacciones oxidativas y no oxidativas 

de los polifenoles que dan como resultado productos de condensación coloreados y a las 

melanoidinas formadas por la reacción de Maillard. 

Con respecto al parámetro de firmeza (Tabla 3.2), la aplicación inmediata de los 

recubrimientos formulados con probióticos o prebióticos presentó valores 

significativamente (p < 0.05) superiores con respecto a las muestras controles (C y ASP). 
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Luego de 8 días de almacenamiento a 5 ºC, las muestras sin recubrir (C) presentaron 

valores de firmeza significativamente (p < 0.05) menores que las muestras con 

recubrimiento, independientemente de la formulación de alginato utilizada. En este 

sentido, la disminución de la firmeza generalmente está asociada con la pérdida de 

humedad, lo que conduce a una disminución de la turgencia del producto recién cortado 

(Kumar et al., 2018). Como se discutió anteriormente, la aplicación de recubrimientos 

comestibles proporciona una barrera semipermeable que actúa reduciendo la respiración, la 

pérdida de humedad y la velocidad de las reacción de oxidación (Yousuf et al., 2018). Al 

analizar la evolución de las muestras con el tiempo de almacenamiento, los cubos de 

manzana tratados con L. rhamnosus mostraron reducciones significativas (p < 0.05) en los 

valores de firmeza. Sin embargo, como resultado destacable se observó que las muestras 

recubiertas con alginato conteniendo B. lactis fueron capaces de mantener este parámetro 

sin diferencias significativas (p > 0.05) con respecto a sus valores iniciales. Al evaluar la 

firmeza de una ensalada de frutas, Furtado Martins et al. (2016) indicaron que la adición de 

L. rhamnosus no produjo cambios significativos en la textura de las frutas. Contrariamente, 

Rößle et al. (2010) observaron una pérdida significativa de firmeza de las manzanas recién 

cortadas enriquecidas con Lacticaseibacillus rhamnosus GG en comparación con el control 

sin probiótico, luego del segundo día de almacenamiento. 
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Tabla 3.2. Efecto de los recubrimientos funcionales de alginato con y sin probióticos sobre los 
parámetros de color (luminosidad L*, ángulo de tono hº) y firmeza de cubos de manzana 
almacenados durante 8 días a 5 ºC. 

    Tiempo de almacenamiento 
(días) 

Parámetro  Tratamiento 0 8 

L* 

C 79.74 ± 0.94ABa  76.74 ± 2.18Ab  

ASP 79.45 ± 1.51Ba  76.82 ± 1.44Ab  

ASPR 79.75 ± 0.58ABa  70.76 ± 4.16Bb  

ASPB 80.47 ± 0.93Aa 73.88 ± 3.74Ab  

h° 

C 82.63 ± 0.75Da 77.03 ± 1.24Db  

ASP 94.66 ± 1.56Aba 93.49 ± 0.93Aa  

ASPR 95.53 ± 1.01Aa 83.07 ± 4.56Cb 

ASPB 94.10 ± 1.85Ba 88.16 ± 5.50Bb 

Firmeza 
(N/cm2) 

C 60.6 ± 5.4Bb  70.2 ± 5.1Ca  

ASP 70.4 ± 26.4Bb  111.3 ± 18.5Aa  

ASPR 108.1 ± 11.1Aa  82.9 ± 12.5CBb  

ASPB 105.3 ± 17.6Aa 97.1 ± 14.4BAa 
C: control sin recubrimiento, ASP: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos, ASPR: 
cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+L. rhamnosus, ASPB: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+prebióticos+B. lactis. Los resultados se muestran como valores medio ± la 
desviación estándar (n = 15). Letras mayúsculas diferentes en la misma columna indican 
diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre tratamientos. Letras minúsculas 
diferentes en la misma fila indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre días 
de almacenamiento. 
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3.3.6 Impacto de los recubrimientos funcionales sobre la calidad sensorial de cubos de 

manzana 

El efecto de los recubrimientos de alginato prebiótico y microorganismos probióticos 

sobre los parámetros de calidad visual general (OVQ), sabor y aroma de los cubos de 

manzana se evaluó mediante un análisis descriptivo cuantitativo, inmediatamente después 

de la aplicación de los tratamientos y luego de 8 días de almacenamiento a 5 ºC. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.8. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8 Evolución de los atributos sensoriales (OVQ: calidad visual general; sabor extraño; 
aroma extraño) de cubos de manzana tratados con recubrimientos funcionales de alginato con y sin 
el agregado de probióticos en el día 0 y luego de 8 días de almacenamiento a 5 ºC.  
C: control sin recubrimiento, ASP: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos,  ASPR: 
cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+L. rhamnosus, ASPB: cubos de manzana 
recubiertos con alginato+prebióticos+B. lactis. 

Inicialmente (día 0), la adición de las cepas probióticas en el recubrimiento de alginato 

prebiótico no influyó significativamente en ninguno de los atributos sensoriales evaluados 

en los cubos de manzana. Al final del período de almacenamiento (día 8), los 

microorganismos probióticos añadidos dieron como resultado puntuaciones más bajas para 

todos los atributos en comparación con el control recubierto sin probióticos (ASP). Por un 

lado, los panelistas detectaron aroma extraño y una apariencia visual general deteriorada en 
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cubos de manzana que contenían L. rhamnosus (ASPR) almacenados durante 8 días, con 

puntuaciones por debajo del límite de aceptabilidad establecido (2.5), al igual que la 

muestra control sin recubrir. Los cambios de aroma y sabor podrían ser causados por 

productos metabólicos de los probióticos. Estos resultados son similares a los obtenidos 

por Rößle et al. (2010), quienes informaron el desarrollo de un aroma extraño relacionado 

con la presencia de ácido láctico en trozos de manzana que contenían L. rhamnosus GG. 

Los puntajes obtenidos para las muestras ASPB y ASP se mantuvieron por encima del 

límite de aceptabilidad, lo que indicaría que los cubos de manzana tratados con 

recubrimientos prebióticos y recubrimientos prebióticos con el agregado de B. lactis 

resultaron aceptables desde un punto de vista sensorial hasta el final del almacenamiento 

(Figura 3.8). Teniendo en cuenta los niveles de supervivencia de los microorganismos 

probióticos (superior a 9.00 log UFC/g) y la calidad microbiológica de los cubos de 

manzana (con recuentos de microflora nativa inferiores a 7.00 log UFC/g), puede 

considerarse a la calidad sensorial como el factor limitante de la vida útil de este producto 

funcional. 

 

Figura 3.9. Muestras para evaluación sensorial de cubos de manzana tratados con mezclas 
simbióticas vehiculizadas en recubrimientos de alginato (día 0). De izquierda a derecha: ASPR, 
ASPB. 

3.3.7 Efecto antagónico de recubrimientos funcionales con probióticos frente a E. coli 

O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 en cubos de manzana 

Resulta interesante evaluar la efectividad antimicrobiana de los dos probióticos en 

estudio al ser aplicados sobre cubos de manzana. Los resultados obtenidos del potencial 

antagónico de los probióticos se muestran en la Tabla 3.3. 
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Tabla 3.3. Evolución de L. innocua CIP 80.11 y E. coli O157:H7 FP605/03 inoculadas en forma 
individual y coinoculadas con L. rhamnosus o B. lactis en recubrimientos funcionales de alginato 
aplicados sobre cubos de manzana almacenados 8 días a 5 ºC. 

Días de 
almacenamiento ASPLi ASPRLi ASPBLi 

0 4.62 ± 0.10ªA 4.49 ± 0.16a 4.51 ± 0.01a 

8 3.84 ± 0.02B < 2.00 < 2.00 

 ASPEc ASPREc ASPBEc 
0 4.65 ± 0.19aA 4.52 ± 0.05aA 4.63 ± 0.05aA 
8 3.85 ± 0.10aB 2.56 ± 0.02cB 2.96 ± 0.17bB 

ASPLi: cubos de manzana recubiertos con alginato+prebióticos+L. innocua; ASPEc: cubos de 
manzana recubiertos con alginato+prebióticos+E. coli; ASPRLi: cubos de manzana recubiertos con 
alginato+prebióticos+L. rhamnosus+L. innocua; ASPREc: cubos de manzana recubiertos con 
alginato+prebióticos+L. rhamnosus+E. coli. ASPBLi: cubos de manzana recubiertos con 
alginato+prebióticos+B. lactis+ L. innocua; ASPBEc: cubos de manzana recubiertos con 
alginato+prebióticos+B. lactis+ E. coli. Los resultados se muestran como el valor medio de dos 
mediciones independientes realizadas por duplicado ± la desviación estándar. Letras minúsculas 
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos a 
cada tiempo de muestreo. Letras mayúsculas diferentes en la misma fila indican diferencias 
significativas (p < 0.05) entre días de almacenamiento para el mismo tratamiento. 
*Debajo del límite de detección del método. 

Como puede observarse, los cubos de manzana inoculados con E. coli O157:H7 

FP605/03 y tratados con recubrimientos de alginato con y sin probióticos no presentaron 

diferencias significativas (p > 0.05) inmediatamente después de la aplicación del 

recubrimiento (día 0). Sin embargo, luego de 8 días de almacenamiento a 5 ºC la viabilidad 

de E. coli O157:H7 FP605/03 se vio significativamente (p < 0.05) afectada como resultado 

de la presencia de L. rhamnosus y B. lactis en los recubrimientos de alginato prebiótico. 

Estos resultados indican un efecto bactericida significativo ejercido por los probióticos 

frente a E. coli O157:H7 FP605/03, alcanzando reducciones de entre 1.85 y 0.90 log 

UFC/g en comparación con muestras sin probióticos luego de 8 días de almacenamiento. 

Por otro lado, al día 0 se obtuvieron resultados similares para las muestras inoculadas con 

L. innocua CIP 80.11 en el día 0. El análisis de los recuentos de L. innocua CIP 80.11 al 

día 8 de almacenamiento muestra un efecto bactericida por parte de los probióticos aún 

más pronunciado, presentando las muestras ASPRLi y ASPBLi recuentos al menos 1.82 

log menores que el control (ASPLi). Finalmente, también se monitoreó el efecto de E. coli 

O157:H7 FP605/03 y L. innocua CIP 80.11 inoculados sobre la viabilidad de los 

probióticos a cada momento de muestreo, corroborando nuevamente que la presencia de 
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estos microorganismos no influyó en ningún caso sobre la supervivencia de L. rhamnosus 

y B. lactis. 

La investigación disponible en este campo ha demostrado que la efectividad de los 

probióticos como agentes de biocontrol depende principalmente del tipo y características 

del microorganismo objetivo, de la matriz alimentaria (fruta entera o cortada, con o sin 

cáscara, características intrínsecas como pH, acidez, sólidos solubles), del método de 

inoculación del probiótico (vehiculizado en recubrimientos, aplicado mediante técnicas 

como impregnación al vacío, previamente microencapsulado) y el nivel de inóculo del 

mismo (cargas bajas, medias o altas), así como las posibilidades de contacto entre el 

microorganismo evaluado y el probiótico. Los resultados obtenidos en este capítulo 

refuerzan el hecho de que tanto L. rhamnosus como B. lactis podrían proporcionar una 

alternativa válida al uso de antimicrobianos sintéticos. 

4 Conclusiones 

En este trabajo, se llevó adelante la aplicación de 2 microorganismos probióticos (L. 

rhamnosus y B. lactis) y una mezcla de compuestos prebióticos (inulina y oligofructosa) 

vehiculizados en recubrimientos de alginato sobre cubos de manzana, estudiando su 

impacto sobre las principales características de calidad fisicoquímicas, microbiológicas y 

sensoriales del producto, durante 8 días de almacenamiento a 5 ºC. En primer lugar, los 

resultados obtenidos confirmaron la factibilidad de incorporar B. lactis y L. rhamnosus a 

cubos de manzana, presentando estos probióticos alto grado de supervivencia, en niveles 

superiores a 9.00 log UFC/g finalizado el período de almacenamiento. Como resultado 

remarcable, se demostró que los probióticos estudiados fueron capaces de resistir las 

condiciones de una digestión gastrointestinal simulada de dos etapas, logrando retener 

ampliamente su viabilidad, por encima de los límites establecidos como necesarios para 

ejercer efecto probiótico. Estos resultados avalan el hecho de que B. lactis y L. rhamnosus 

incorporados en las manzanas listas para consumir podrían llegar al intestino delgado 

humano en cantidades suficientes para ejercer un efecto beneficioso para la salud. Además, 

la exploración de los cubos de manzana por microscopía electrónica de barrido reveló una 

adherencia continua de los recubrimientos sobre la superficie de la matriz, presentando 

además el film de alginato características mejoradas en cuando a porosidad del mismo 

como resultado del agregado de los compuestos prebióticos, con numerosas células 

bacilares distribuidas de manera homogénea en la superficie. Mediante el análisis de la 
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evolución de compuestos bioactivos a través de la digestión in vitro se demostró que los 

polifenoles permanecieron bioaccesibles hasta el final del almacenamiento. El monitoreo 

de la microflora nativa evidenció que la presencia de microorganismos probióticos en los 

recubrimientos de alginato prebiótico mantuvo la aptitud microbiológica de los cubos de 

manzana. Con respecto a los atributos sensoriales del producto, los recubrimientos que 

incluyeron B. lactis en su formulación resultaron aptos sensorialmente hasta el final del 

almacenamiento, hecho que determinó a las características sensoriales como el factor 

limitante de la vida útil de los cubos de manzana. Por último, se demostró el efecto 

antagónico de los probióticos como característica destacable para el aseguramiento de la 

inocuidad del producto. Los análisis en general mostraron una marcada dependencia de las 

propiedades multifuncionales de B. lactis y L. rhamnosus con numerosos factores, tales 

como la matriz sobre la que se aplican, el nivel de inóculo inicial, las condiciones de 

almacenamiento, los microorganismos objetivo, entre otros. Teniendo en cuenta los 

resultados presentados aqui, se concluye que los cubos de manzana recubiertos con 

alginato enriquecido con mezclas de inulina y oligofructosa constituyen un vehículo eficaz 

para lactobacilos y bifidobacterias probióticos, presentando potencial para el desarrollo de 

nuevos alimentos funcionales no lácteos. 
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