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Presentacion

Esta Tesis Doctoral se centra en dos aspectos relacionados con el envase alimentario: las
aplicaciones de alta temperatura y los envases activos. La memoria se ha estructurado en Sec-
ciones. La primera de ellas contiene una introduccion general y plantea los objetivos generales
de la Tesis.

Las investigaciones realizadas sobre los envases destinados a alta temperatura (Seccion 1)
se concentran en la caracterizacion de simulantes solidos alternativos para la determinacion de
compuestos organicos volatiles y su comparacion con los simulantes legislados. Asimismo, y
desde el punto de vista analitico, se estudia la posibilidad de emplear las resinas de Ultima gene-
racion (BondElut ENV y LiChrolut EN) en la retencion de los compuestos volatiles desprendidos
por los envases, y su posterior analisis por desorcion térmica.

La Seccion Il estéa dedicada al desarrollo de un envase activo antimicrobiano, que incorpora
aceites esenciales en su composicion, y cuyo modo de accion se basa en la liberacion de las
sustancias activas al espacio de cabeza del envase. La parte experimental de esta seccion esta
dedicada, por un lado, a la caracterizacion de los aceites esenciales y sus componentes (acti-
vidad antimicrobiana en fase vapor, composicion de la atmdsfera generada, etc.), y por otro lado,
a la caracterizacion del envase antimicrobiano, (matriz polimérica, actividad antimicrobiana, libe-
racion y retencion de sustancias activas, vida util del film antimicrobiano, etc.).

La memoria se concluye con dos secciones generales, donde se recogen las conclusiones
finales (Seccion IV) y la bibliografia empleada (Seccion V). Todos los capitulos se presentan en
forma de secciones autocontenidas, de forma que la introduccion, los objetivos y las condi-
ciones experimentales se presentan en cada uno de ellos.

H FIGURA 1

Estructura de la memoria de la Tesis Doctoral

Introduccién y objetivos (Seccién 1)

N

| Conclusiones (Seccion IV) |

!

| Bibliografia (Seccién V) |
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Introduccién y objetivos

El envase alimentario, definido por el Codex Alimentarius como “todo recipiente utilizado
para envasar completa o parcialmente el alimento destinado a la venta” (Codex Stant 1071-
1981), surgié hace mas de 10.000 afios con el Unico propdsito de contener los bienes nece-
sarios para la supervivencia, especialmente agua. A mediados del siglo XX la gran transforma-
cién de la vida rural a la vida urbana exigié que los alimentos pudieran ser transportados desde
el campo a la ciudad y pudieran mantenerse durante mayores periodos de tiempo en buen esta-
do de conservacion, lo que supuso una gran revolucion en la tecnologia y concepto del enva-
se. Se crearon nuevos conceptos de contenedores, capaces de transportar grandes cantida-
des de alimentos con el minimo impacto para la calidad de los mismos; se introdujeron nuevos
materiales, como por ejemplo el plastico, mas manejable y flexible; y nuevos disefios, como el
Tetrabrik, etc. En definitiva, ha sido necesaria una transformacion tanto ideolégica como tec-
nolégica para adaptar el disefio, tecnologia, logistica y marketing del envase a los requerimientos
y demandas de un consumidor cada vez mas exigente y preocupado por su salud y el medio
ambiente, e inmerso en una sociedad y en un mercado muy dinamico y globalizado.

Respecto a la totalidad del mercado de envase, el de tipo alimentario ocupa una cuota del
38%, con una produccion de 161 billones, el 51% de la cual se fabrica en EE.UU. y un 30% en
Europa.

W FIGURA 1.1

Presencia en Espaia del sector del embalaje en otros sectores
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En la actualidad, para el IFST (Institute of Food Science and Technology) se distinguen tres
niveles de accion:

a) Envase primario o envase de venta: unidad individual en contacto directo con el ali-
mento. Sus principales funciones son contener, proteger y facilitar la distribucion y alma-
cenamiento del alimento, ademas de cumplir con los requerimientos demandados por
el consumidor en lo referente a su seguridad y comodidad de uso (Brown, 1992).

b) Envase secundario o colectivo: utilizado a menudo como proteccion fisica del producto.
Una caja de cartdn corrugado en cuyo interior hay cualquier alimento unitariamente enva-
sado en bolsas de plastico flexible es un ejemplo de envase secundario. Ademas de ser
muy Util en cuestiones de marketing y logistica, ya que puede llevar diferente informacion
de produccion (n° de lote, etc), el envase secundario facilita el manejo del envase prima-
rio durante su almacenamiento y distribucion, protegiéndolo de danos mecanicos.

c) Envase terciario o de expedicion: incorpora el envase secundario al sistema final de
transporte, €j: pallets, cajas, etc.

Aunque el aseguramiento de la calidad y salubridad del alimento constituya el requerimiento
mas importante del envase alimentario, sobre todo desde el punto de vista cientifico, existen
otros aspectos que deben considerarse durante el diseno y desarrollo del mismo (ver tabla I.1):

Como demuestra la tabla 1.1, el envase se ha convertido en un instrumento muy importante,
y casi esencial, en la ciencia, tecnologia, distribucion y venta de alimentos, que habra que tener
muy en cuenta en los futuros desarrollos tecnologicos.

W TABLAI1.

Requerimientos del envase alimentario

Area Requerimientos globales Requerimientos especificos

Calidad del Conservacion caracteristicas organolépticas. Conservacion sabor, olor, color y textura.

alimento Conservacion de los estandares microbioldgicos. — Evitar crecimiento de microorganismos
indeseables.

Pasteurizacion y esterilizacion

Manufacturacion  Procesos de fabricacion simples y econdmicos. Laminas, fims, bolsas.
Propiedades mecanicas adecuadas.

Compatibilidad con llenado. Dimensiones del envase estables
Estanqueidad.
e Envase compatible con maquinaria.
Logistica Facilidad distribucion producto. Adecuado a las exigencias industriales

(tamano, palletizacion).
Trazabilidad (codigos de barras).

Marketing Cualidades potenciadas en funcién del punto Disefo llamativo.
de venta. Adecuado a las preferencias culturales
del consumidor.
Funcional (abre-facil, usar y tirar, etc).

Medio Ambiente  Salud humana. Interaccién envase-alimento segura.
Evitar dafo fisico consumidor.
Uso responsable de recursos. Estudio del ciclo de vida del producto.
Tratamiento de residuos. Envase recuperable (aconsejable),

reciclable o facil de compostar o eliminar
por incineracion.

Financiera Costes rentables. Precio por envase aceptable.
Precio de fabricacion.



Introduccién y objetivos

1. Interacciones envase-alimento

El alimento, desde un punto de vista quimico, es un producto complejo formado por otros
compuestos quimicos mas sencillos, que pueden reaccionar entre si, modificando la compo-
sicion y caracteristicas del producto. A su vez, el alimento, a través del envase, esta expuesto
a la accion de factores externos quimicos, fisicos y microbiolégicos (microorganismos, oxige-
no, luz, humedad, temperatura, etc.) que contribuyen, de igual forma, a la alteracion del mismo.
Por lo tanto, el producto envasado debe considerarse como un sistema ternario entorno-enva-
se-alimento, en el que se producen interacciones beneficiosas y perjudiciales.

Las interacciones entorno-envase-alimento corresponden a tres fendmenos: permeacion,
sorcién y migracion, resumidas en la figura |.2.

H FIGURA 1.2

Esquema de las interacciones entorno-envase-alimento

ENTORNO ENVASE ALIMENTO
_ Y

PERMEACION

Degradacion sensorial del alimento.

Degradacion sensorial y nutricional
del alimento: enranciamiento de grasas,
pérdida de textura, pardeamiento,

SORCION reduccion de vitaminas,

degradacion del aroma, etc.

Deterioro del envase
(pérdida de calidad y posible rechazo).

Mondémeros
« Aditivos
ON Residuos MI
Tintes
Disolventes

Degradacion sensorial del alimento y
posibles efectos toxicos.
Alteracion del envase.

Salafranca, 1999.

A) PERMEACION

La permeacion es un fendmeno fisico-quimico por el que tiene lugar una transferencia de
materia y energia a través del material que constituye el envase. Este fendbmeno, que se produce
con gases, humedad y aromas, puede darse en ambas direcciones. Un ejemplo de permeacion
seria el paso del oxigeno o humedad del entorno al alimento, provocando reacciones de oxi-
dacion como enranciamiento de las grasas, pardeamiento enziméaticos o degradacion de vita-
minas (Riquet et al., 1998; Van Willige et al., 2002).
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La transferencia de materia debida a este fendmeno tiene lugar por dos mecanismos (Stan-
net, 1965): el flujo capilar de las sustancias a través de los poros del material de envase v la difu-
sién, regida por la ley de Fick.

La importancia, tanto absoluta como relativa, de los factores que condicionan la permea-
bilidad (naturaleza del polimero, estructura cristalina, nimero de huecos libres de la matriz,
humedad, grado de reticulacion, naturaleza, forma, tamafio y peso molecular del permeante,
solubilidad, presencia de copermeantes, temperatura y concentracion) depende de las carac-
teristicas del polimero, del permeante y de las condiciones en las que tiene lugar el proceso
(Galotto, 1995).

B) SORCION

La sorcion consiste en la transferencia de sustancias desde el entorno o el alimento al seno
del envase, donde quedan retenidas. Engloba dos fenémenos de diferente naturaleza: adsorcion,
que tiene lugar en la superficie, y absorcion, que ocurre en el seno de la matriz del envase.

La sorcion es un fendbmeno a tener en cuenta, especialmente, cuando se transfieren gra-
sas, aromas o humedad desde el alimento al envase. Aunque la mayoria de las veces no se alte-
ra la composicion del alimento, las propiedades del envase pueden modificarse gravemente.

C) MIGRACION

LLa migracion se define como la transferencia de materia desde el envase al alimento duran-
te su almacenamiento o preparacion (Briston y Katan, 1994). La incorporacion de las sustan-
cias migrantes al producto envasado puede incidir en su calidad y seguridad, al alterarse sus
propiedades organolépticas, y en su seguridad en el caso de que los compuestos que migran
tienen caracter toxico. Del mismo modo, la pérdida de componentes del envase puede afec-
tar a su estabilidad.

El estudio de los mecanismos basicos de migracion en materiales poliméricos consta de tres
etapas diferenciadas, aunque relacionadas entre si (Briston y Katan, 1994; Gilbert, 1985; Pugh,
1995).

1. Difusion de los migrantes desde el interior del material de envase hasta la interfase. Pro-

ceso gobernado por la primera y segunda ley de Fick.

2. Transferencia de materia en la interfase entre el envase y el alimento. Tiene lugar median-
te un mecanismo de disolucién o solvatacion de los migrantes en el alimento. Se pro-
ducirda una mayor transferencia de materia cuanto mayor sea el coeficiente de reparto de
la sustancia que migra en el alimento.

3. Dispersion de los migrantes en el seno del alimento. Proceso gobernado por la prime-
ra 'y segunda ley de Fick. Dado que los coeficientes de difusion en los alimentos son, por
lo general, mayores que en los polimeros, esta etapa no interviene a efectos practicos
ni en el equilibrio, ni en la cinética de la migracion.

No obstante, como ya se sefiald previamente, no las todas interacciones que se producen
en el sistema entorno-envase-alimento son perjudiciales. Los fendbmenos de migracion, sorcion
y permeacion, catalogados hasta ahora como indeseables, pueden utilizarse en sentido con-
trario, es decir, con la idea de mejorar la calidad y seguridad del alimento. Bajo esta perspec-
tiva, han surgido en los Ultimos afos en el mercado dos nuevos conceptos de envase: enva-
se activo y envase inteligente. Se define envase activo como la técnica de envasado mediante
la cual se favorece una interaccion favorable envase-alimento con el objeto de mejorar su cali-
dad, aceptabilidad y aumentar el tiempo de vida. Por otro lado, se considera envase inteligen-
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te a la técnica por la que, mediante indicadores internos o externos, basados en su mayoria en
reacciones quimicas, se monitoriza el estado de conservacion del alimento envasado (Ahve-
nainen y Hurne, 1997; de Kruijf et al., 2002). Ambos conceptos, y especialmente el envase acti-
Vo, se desarrollaran con mas detalle en las secciones posteriores.

2. Materiales de envase

La naturaleza de los materiales que se pueden utilizar en los diferentes niveles de envase
alimentario es muy diversa: naturales, minimamente procesados, totalmente sintéticos, puros,
mezclas, etc. Segun la Directiva Europea 89/109/CEE (89/709/CEE), los materiales y objetos
destinados a estar en contacto con alimentos pueden ser:

a) Materiales plésticos, incluidos barnices y revestimientos.

b) Celulosas regeneradas.

c) Elastomeros y caucho.

d) Papel y carton.

e) Ceramicas.

f) Vidrio.

g) Metales y aleaciones.

h) Madera, incluido el corcho.
i) Productos textiles

)
j) Ceras: parafinas y microcristalinas.

H FIGURA 13

Materiales usados en envase alimentario

17%
Metal

43%
B 5%
Papel y carton Vidrio
7%
Madera

28%
Plastico
Fuente: Packagiong-gateway

Los polimeros son compuestos quimicos cuyas moléculas estan formadas por la union de
otras moléculas mas pequenas llamadas mondémeros, las cuales se enlazan entre si como si fue-
ran los eslabones de una cadena. Estas cadenas, que en ocasiones presentan también rami-
ficaciones o entrecruzamientos, pueden llegar a alcanzar un gran tamano. Habitualmente los
polimeros reciben, de forma incorrecta, el nombre de plésticos, que en realidad corresponde tan
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s6lo a un tipo especifico de polimeros, concretamente los que presentan propiedades plasti-
cas (blandos, deformables y maleables con el calor). Dependiendo de su origen, los polimeros
pueden clasificarse en naturales vy artificiales.

Entre los naturales se encuentran: los hidratos de carbono o polisacaridos (almidén o la celu-
losa); la lana, la seda y otras proteinas, constituidas por aminoacidos; los acidos nucleicos (el
ADN y el ARN), y otras sustancias tales como el caucho, derivadas de pequefias moléculas de
hidrocarburos.

Con el desarrollo de la tecnologia y de la industria quimica el hombre ha aprendido a imi-
tar la naturaleza, e incluso a mejorarla, sintetizando nuevos polimeros artificiales, normalmen-
te a partir de derivados de petroleo. En la actualidad la sintesis y el procesado de materiales poli-
méricos es una de las ramas mas importantes de la industria quimica, y los polimeros estan
presentes de forma habitual en nuestra vida cotidiana.

3. Legislacion

LLa Seguridad Alimentaria es un tema relacionado con la Salud Publica y que preocupa espe-
cialmente a los consumidores. Debido al gran nimero de escandalos alimentarios producidos
en la Ultima década, véase el ejemplo de las vacas locas, las dioxinas y mas recientemente la
gripe aviar, se cred en 2002 la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), con per-
sonalidad juridica propia e independiente del resto de instituciones de la Unién Europea, que
proporciona asesoramiento cientifico a la Comision Europea en todo aquello que influya direc-
ta o indirectamente en la seguridad alimentaria. Por lo tanto, y a partir del ano 2002, toda legis-
lacion relacionada con los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos
debe contar con su autorizacion.

En la tabla 1.2 se resume toda la legislacion europea existente, vigente y derogada, relati-
va a los materiales destinados a entrar en contacto con alimentos.
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Legislacion europea relativa a materiales y objetos en contacto con alimentos

Regulacion Asunto D.O.C.E
D 76/893/CEE Materiales y objetos en contacto con alimentos. L340
,,,,,,,,, Derogadapor 89/109/CEE _ . _____
D 78/142/CEE Materiales y objetos que contengan cloruro de vinilo monémero, destinados a L44
,,,,,,,,, contacto conalimentos
D 80/590/CEE  Simbolos destinados a materiales y objetos destinados a contacto con alimentos.  L151
,,,,,,,,, Derogada por el Reglamento CE 1936/2004.
D 80/766/CEE _ _Determinacion de cloruro de vinilo mondmero en envase alimentario 1218
D 81/432/CEE __Determinacion de cloruro de vinilo monomero enalimentos ___________ L167 __
D 82/711/CEE Normas base para la verificacion de la migracion desde envases alimentarios L297
] plasticos. k3
D 83/229/CEE Materiales y objetos de celulosa regenerada en contacto con alimentos. L123
I Derogadapor 93M0/CEE._ _ _ _ _ _ _____________________L159__
D 85/572/CEE Lista de simulantes a usar para controlar la migracion de los componentes de los ~ L372
,,,,,,,,, envases alimentarios plasticos.
D 86/388/CEE _ _Modfficacion de 83/229/CEE. __ _ _ _ _ __ __ _ ______________L228
D 89/109/CEE Materiales y objetos en contacto con alimentos. L40
—— ] Derogada por el Reglamento CE 1935/2004. L3471
D 90/128/CEE Directiva especifica para materiales y objetos plasticos destinados a contacto con  L75

alimentos.
S Derogada por 2002/72/CE. _ _ _ _ _ __ ________________L349
D92/15/CEE _ _Modificacién de 83/229/CEE. L0z
D92/39/CEE _ _Modfficacion de 90/128/CEE. L1688 __
D93/8/CEE _ _ _Modificacién de 82/711/CEE. L0
D93/9/CEE _ _ _Modificacién de 90/128/CEE. %0
D 93/10/CEE Directiva especifica para materiales y objetos de celulosa regenerada en contacto  L93
o conglmentes. _ . _Li7e__
D 93/11/CEE Directiva especifica relativa a la cesién de N-nitrosaminas y de sustancias L93
. N-nitrosables por |as tetinas o chupetes de elastomero caucho. 1164
D93/111/CE_ _ _Modificacion de 93/10/CEE. 130
D98/B/CE_ _ _ _Modificacion de 90/128/CEE. A
D96M1/CE _ _ _Modificacién de 90/128/CEE. 61
D97/48/CE _ _ _Modfficacionde 82/711/CEE. Ltz
D 1999/91/CE __Modificacién de 90/128/CEE. 30
D 2001/61/CE Directiva especifica para materiales y objetos de derivados epoxidicos destinados 215

a contacto con alimentos.
,,,,,,,,, Derogada por 2002/16/CE. _
D 2001/62/CE _ _Modfficacion de 90/128/CEE. k222
D 2002/16/CE Directiva especifica para materiales y objetos de derivados epoxidicos destinados ~ L51
,,,,,,,,, acontactoconalimentes.
D 2002/17/CE __Modificacién de 90/128/CEE. L7
D 2002/72/CE Directiva especifica para materiales y objetos plasticos destinados a contacto con  L39
o alimentes. . ________________________Lteo _
D 2004/13/CE _ _Modifficacién de 2001/61/CE. L2t
D 2004/14/CE _ _Modfficacion de 93/10/CEE. L2t
D 2004/19/CE _ _Modificacién de 2002/72/CE. L
R 1935/2004  _ _Materiales y objetos en contacto conalimentos. . 1338
D 2005/79/CE _ _Modfficacién de 2002/72/CE. k302
R 1895/2005 Derivados epoxidicos destinados a contacto con alimentos L.302
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A continuacion, se van a desarrollar en mayor profundidad las regulaciones con mayor inci-
dencia en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

Directiva 2002/72/CE y sus modificaciones 2004/19/CE y 2005/79/CE, relativa a los materiales
y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos.

Las principales caracteristicas de esta Directiva son:

a) Su aplicacion contempla los materiales y objetos plasticos y a sus partes que estén:

i) constituidos exclusivamente de materias plasticas,

ii) compuestos de dos 0 mas capas, cada una constituida exclusivamente de materias
plasticas y que estén unidas entre si por medio de adhesivos o por cualquier otro
medio, y que, en el estado de productos acabados, estén destinados a entrar en con-
tacto, y se pongan efectivamente en contacto con productos alimenticios.

b) Se da una definicién de lo que se entiende por “materia plastica”: compuesto macromo-
lecular organico obtenido por polimerizacion, policondensacion, poliadicion u otro proce-
dimiento similar a partir de moléculas de peso molecular inferior o por modificacion quimica
de macromoléculas naturales. No considera “materia plastica” las peliculas de celulosa
regenerada, elastomeros y cauchos, papeles y cartones modificados, revestimientos de
superficie obtenidos a partir de ceras de parafina 0 mezclas con materias plasticas, resi-
nas de intercambio i6nico y siliconas.

c) Establece un limite de migracion global de 10 mg por decimetro cuadrado de superficie de
material u objeto. Este limite es de 60 mg por kg de producto alimenticio cuando se trate de:
i) envases o productos similares que puedan rellenarse, de una capacidad comprendi-

da entre 10y 500 L.

ii) objetos que puedan rellenarse y cuya superficie en contacto con los alimentos es impo-
sible de calcular.

i) Capuchones, obturadores, tapones u otros dispositivos de cierre similares.

d) Proporciona una lista de mondmeros y otras sustancias de partida autorizadas, una lista
incompleta de los aditivos que pueden utilizarse en contacto con los alimentos y una lista
de polimeros, obtenidos por fermentacion bacteriana, autorizados para contacto ali-
mentario.

e) Impone restricciones especificas por medio de los limites de migracion especifica (SML),
que establecen la cantidad maxima de sustancia que puede migrar del envase al alimento,
y las cantidades méaximas residuales (QM) de los compuestos en los articulos terminados.

Los largos periodos de tiempo necesarios para la preparacion y evaluacion de los estudios

toxicologicos impiden actualizaciones rapidas y la elaboracion de listas definitivas. Por ello, las
“listas positivas” se dividen en dos secciones: Ay B. La Seccion A incluye las sustancias total-
mente autorizadas, mientras que la Seccion B incluye sustancias que pueden usarse hasta que
el Comité Cientifico de Alimentacion las evallie y decida su introduccién en la Seccion A o pro-
hibicion para este uso.

Directiva 82/711/CEE que establece las normas necesarias para la verificacion de la migracion
de los componentes de los materiales en objetos destinados a entrar en contacto con
productos alimenticios, y sus respectivas modificaciones (enmiendas 93/8/CEE y 97/48/CE).

Debido a la complejidad de los andlisis de migracion sobe los alimentos reales en contac-
to con el envase, esta Directiva introduce por primera vez el término de “simulante de alimen-
tos”. Los simulantes de alimentos, mostrados en la tabla I.3, deben satisfacer dos requisitos:
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1. La extension y caracteristicas de la migracion deben ser las mismas sobre el simulante que
sobre el alimento. Sin embargo, existen simulantes que sistematicamente sobreestiman
la migracion, lo que se entiende como un incremento de los margenes de seguridad.

2. El analisis sobre el simulante debe ser relativamente simple.

H TABLA 13,

Simulantes de alimentos con respecto al tipo de alimentos (97/48/CE)

Tipo de alimento Simulante Abreviatura
Acuoso (pH>4,5) Agua destilada o de calidad equivalente. | Simulante A
Acido (pHs4,5) _ ____ Acidoacéticod% () Simulante B
Algoholico  __ ____Etanolal10%WA) _ Simulante G
Graso Aceite de oliva refinado.

Aceite de girasol.

Mezcla sintética de triglicéridos HB 307.

Etanol 95% (v/v).

Isooctano Simulante D

Los simulantes B, C y D se emplean para los envases destinados a entrar en contacto con
todo tipo de alimentos. Para los envases destinados a entrar en contacto con un grupo espe-
cifico de alimentos, el simulante se selecciona segun el criterio establecido en la tabla 1.4.

H TABLA 14.

Simulantes para determinados tipos de alimentos (97/48/CE)

Tipo de alimento en contacto Simulante
Sélo acuosos A

Sélo &cidos B

Sélo alcohdlicos ¢}

s¢og@gsos Db
Acuosos y acidos B

Alcohdlicos y acuosos C

Alcohdlicos y acidos ByC

Grasos y acuosos AyD
Grasosy&idos . ByD
Grasos, alcohdlicos y acuosos CyD

Grasos, alcohdlicos y acidos B,CyD

Para las bebidas alcohdlicas se utiliza el simulante C, pero la proporciéon de etanol puede
modificarse en funcion del grado alcohdlico de la bebida.

Las condiciones del ensayo de migracion (duracion (t) y temperatura (T)) con simulantes de
alimentos se deberan elegir en funcién de las condiciones de contacto reales (tabla 1.5).

| 29 |



| 30 |

Interacciones especiales envase-alimento: alta temperatura y envase activo antimicrobiano

W TABLA |5

Condiciones de tiempo y temperatura de los ensayos de migracién (97/48/CE)

Condiciones de contacto (uso real) Condiciones de ensayo
Duracion del contacto Duracioén del ensayo
t < 5min Peores condiciones previsibles
5min<t<0,5h 0,5h
056<t=<1h 1h
1h<t=2h 2h
2h<t<24h 24 h
t=24h 10 dias
Temperatura de contacto Temperatura del ensayo
T<5°C 5°C
5°C<T=<20°C 20°C
20°C <T=<40°C 40°C
40°C<T=70°C 70°C
70°C <T<100°C 100 °C(*)
100°C < T<121°C 121 °C(%)
121°C<T<130°C 130 °C(%)
130°C < T=<150°C 150 °C(*)
T>150°C 175 °C(*)

Reglamento (CE) n°1935/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de octubre de 2004,
sobre materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos y por el que se derogan
las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE.

Este Reglamento, actualmente en vigor, es la unificacion de la Directiva Marco 89/109/CEE,
relativa a la aproximacion de las legislaciones de los Estados miembros sobre materiales y obje-
tos destinados a entrar en contacto con productos alimenticios, y la Directiva 80/590/CEE, rela-
tiva a la determinacion del simbolo que puede acompanar a los materiales y objetos destina-
dos a entrar en contacto con productos alimenticios.

Bien por novedosos, o por ser su relevancia, conviene destacar los siguientes puntos de
este nuevo Reglamento:

a) Se incorporan los envases activos e inteligentes a los materiales y objetos destinados a
entrar en contacto con productos alimenticios, ya citados en la Directiva 89/109/CEE, en
un intento de adaptar la normativa europea a los nuevos envases emergentes en el mer-
cado. Quedan igualmente excluidos de esta denominacion las antigliedades, los recu-
brimientos y los equipos de suministro de agua.

b) Se modifican las definiciones de “trazabilidad” y “comercializacion”, ya establecidas en
el Reglamento (CE) n°178/2002, y se afiaden los términos “materiales y objetos activos

now

en contacto con alimentos”, “materiales y objetos inteligentes en contacto con alimen-
tos”, “empresa” y “operador de empresa”.

¢) Se fijan las funciones de la recién creada Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA).

d) El Articulo 17, aplicable a partir del 27 de octubre del 2006, garantiza la trazabilidad de
los envases alimentarios “mediante el etiquetado o bien la documentacion o informacion

pertinente”.
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4. Nuevas tendencias

Las nuevas tendencias que implican ciertos retos en el envasado alimentario pueden cla-
sificarse como sigue:

Aplicaciones a alta temperatura: El vertiginoso ritmo de la sociedad moderna ha favoreci-
do la aparicion en el mercado de gran variedad de alimentos precocinados para ser calentados
en el mismo material de envase, asi como recipientes plasticos susceptibles de ser utilizados
en hornos convencionales y/o microondas. Estos materiales plasticos no son inertes, por lo que
es indispensable la caracterizacion de su comportamiento cuando se someten a altas tempe-
raturas o a la radiacién procedente de los hornos microondas.

Biopolimeros. Los biopolimeros son materiales de envase fabricados a partir de recursos
renovables. En esta clasificacion se incluyen:

i) Polimeros extraidos directamente a partir de la biomasa, como los polisacaridos almidén

y celulosa, y las proteinas caseina y gluteina.

i) Polimeros producidos por sintesis quimica a partir de biomondmeros renovables. Ej:

acido polilactico.

iiiy Polimeros producidos por microorganismos o bacterias modificadas genéticamente. Ej:

polialcanoatos.

Films comestibles: Los recubrimientos comestibles se forman y aplican directamente en la
superficie del alimento (pincel, spray, etc.), mediante la adicion de una disolucion liquida o de
compuestos fundidos (Cugq et al., 1995). Estas peliculas forman parte integral del alimento, y no
alteran sus caracteristicas organolépticas (Guilbert et al., 1997).

Envases activos e inteligentes: Son envases en los que se produce una interaccion positi-
va y deseada entre el envase y el alimento, como se ha descrito anteriormente en esta Seccion.

Atmosferas modificadas (MAP): Los alimentos se envasan en materiales de alta barrera y
con una composicion de gases definida en el interior del envase, que aumenta el tiempo de vida
util del producto, ya que reduce su deterioro por reacciones enziméaticas o proliferacion micro-
biana (Smith et al., 1995).

Nanomateriales: Se estan desarrollando nuevos nanomateriales que incrementan las propie-
dades térmicas y mecanicas de los envases, alargando la vida Uutil del producto. Mas informacion
acerca de estos materiales, fuera de los Objetivos de la presente Memoria, se puede encontrar en
la siguiente pagina Web:
(http://www.foodproductiondaily.com/news/ng.asp?n=63147-nanotechnology-food-packaging-
research-and-development).

Polimeros en forma de cristales liquidos: Los polimeros que forman fases ordenadas en su
estado fundido tienen unas excelentes propiedades barrera, incluso con altos porcentajes de
humedades relativas. Sin embargo, la tecnologia de estos envases aun debe mejorar, ya que
sus propiedades mecanicas en la direccion transversal son muy pobres (Brody, 2000).

Dentro de estas perspectivas de futuro para el envase alimentario, esta Tesis Doctoral se
centra en el estudio de los envases plasticos o derivados poliméricos para ser utilizados en apli-
caciones de alta temperatura 0 como envases activos antimicrobianos.

La primera parte de esta Tesis Doctoral se engloba dentro de una de las lineas de investi-
gacion del grupo GUIA, que consiste en el estudio de la migracion desde los envases cuando
éstos son sometidos a un calentamiento tanto en horno convencional como en horno micro-
ondas. Las investigaciones realizadas, centradas en la busqueda de simulantes alternativos para
la realizacion de los ensayos de migracion, se basan en los trabajos anteriores del grupo.
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En los ultimos afos, el grupo GUIA ha ampliado su campo de trabajo hacia los envases acti-
vos. Concretamente, se ha estado trabajando en el desarrollo de envases antioxidantes que
incorporan aceites esenciales en su composicion. Otra propiedad muy importante de los acei-
tes esenciales es su capacidad para inhibir y/o controlar el crecimiento microbiano. Por este
motivo, se ha iniciado el desarrollo de envases activos con propiedades antimicrobianas. Esta
Tesis Doctoral constituye el primer trabajo del grupo GUIA relacionado con los envases anti-
microbianos, por lo que se ha hecho especial hincapié en el estudio de las propiedades anti-
microbianas de los aceites esenciales, asi como en los procesos de transferencia que ocurren
una vez se incorporan en el material de envase.

5. Objetivos

Los objetivos generales que se pretenden conseguir con la realizacion de la presente Tesis
Doctoral son dos:

1. El estudio y caracterizacion de nuevos simulantes soélidos, susceptibles de ser utilizados

en ensayos de migracion envase-alimento para aplicaciones de alta temperatura.

2. El desarrollo de un envase activo antimicrobiano que incorpora esencias naturales en su
composicion y que actua en fase vapor mediante la liberacion de los agentes activos al
espacio de cabeza del envase.

Los estudios necesarios para la consecucion de dichos objetivos se han desarrollados en
secciones diferentes. La Seccion Il esta dedicada a las investigaciones relacionadas con los
envases alimentarios destinados a aplicaciones en alta temperatura, mientras que la Seccion
[ engloba todos los aspectos relacionados con el desarrollo de un envase antimicrobiano. En
cada seccion se incluye un capitulo donde se desglosan estos dos objetivos generales.
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1. Introduccién

El incremento de alimentos envasados listos para cocinar o calentar en el horno microon-
das y de aquellos cuyo proceso de coccion se realiza directamente en el mismo recipiente, exige
un mayor conocimiento de los procesos de interaccion envase- alimento a temperaturas ele-
vadas. Uno de los procesos menos estudiados en este campo es la migracion de sustancias
cuando el conjunto se somete a altas temperaturas. Es, precisamente en este campo, en el que
se aborda la primera parte de esta Tesis.

1.1. MATERIALES PLASTICOS EN CONTACTO CON ALIMENTOS PARA APLICACIONES
DE ALTA TEMPERATURA

De la gran variedad de materiales poliméricos existentes, los mas empleados en aplica-
ciones para alta temperatura son (Acosta, 2001; Fernandez, 2003):

Polietilenteraftalato (PET)

Existen tres estados para el PET: un estado altamente cristalino, un estado orientado y par-
cialmente cristalino y un estado amorfo. Desde el estado amorfo, que no soporta temperatu-
ras superiores a 100 °C, el polimero se transforma, mediante tratamientos térmicos y de orien-
tacién y cristalizacion, en estados mas resistentes al calor, cuyas temperaturas de servicio
pueden alcanzar los 260 °C. El PET se emplea en envases para esterilizacion por calor y en ban-
dejas para hornos convencionales y de microondas.

Polipropileno (PP)

Quizé4 el PP sea el material de envase mas empleado en contacto con alimentos, a nivel
domeéstico. Existen en el mercado diversas calidades de PP, que se consiguen ahadiendole
pequefas cantidades de co-mondmeros y cargas minerales, como carbonato calcico, con tem-

peraturas de servicio entre 120 y 140 °C. Mediante moldeado por inyeccion se transforma en
contenedores para alimentos (“tupperware”).

Polietileno de alta densidad (HDPE)

Se utiliza tanto en envases de microondas como en esterilizacion térmica. El HDPE, con una
temperatura maxima de trabajo de 120 °C, tiene una buena resistencia a las grasas y aceites. La
adicion de cargas minerales y otros polimeros incrementa su resistencia a la temperatura.

Policloruro de vinilideno (PVDC)

Aunqgue en la actualidad, como consecuencia de su contenido en cloro, el uso de PVDC ha
disminuido, los films monocapa de PVDC se usaron con mucha frecuencia para envolver ali-
mentos grasos en microondas. Este material es resistente hasta temperaturas de 130 °C.

Etil/vinil alcohol (EVOH)

De todos los materiales plasticos de alta barrera, es el que presenta una mayor estabilidad
térmica. Resiste los tratamientos de esterilizacion por calor (121 °C). Suele coextrusionarse con
PP para producir contenedores para microondas. Integrado en estructuras laminadas sopor-
ta temperaturas de hasta 200 °C.

Poliestireno (PS)

Como PS de alto impacto se emplea en los vasos de un solo uso en maquinas automaticas
expendedoras de café y bebidas calientes, asi como en envases de diversos productos lacteos
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(yogur, mantequilla). Como PS expandido, con grados especificos de PS de alto impacto, se
emplea en la fabricacion de bandejas para hornos. El PS ordinario no soporta temperaturas supe-
riores a 100 °C, con grados especificos de PS de alto impacto, la resistencia aumenta hasta
190 °C. A pesar de sus aplicaciones, muy habituales en la vida diaria, las autoridades sanitarias
no recomiendan su utilizacion debido a la migracion de estireno detectada a altas temperaturas.

La adicidon del mondmero de acrilonitrilo mejora las propiedades térmicas del PS y permite
la fabricacion de contenedores para hornos y microondas a partir de este material (SAN).

Poliamidas (PA)

Las poliamidas se obtienen por copolimerizacion de diaminas con acidos dibasicos y se iden-
tifican segun el nimero de carbonos de los mondmeros. Los productos comerciales de poliami-
da mas importantes son el Nylon-6,6, con una temperatura méaxima de servicio entre 170 y 200 °C,
y el Nylon 6, con menor temperatura de trabajo, 140-180 °C en exposiciones cortas. En exposi-
ciones a largo plazo se precisa el uso de estabilizantes de calor. La poliamida con carga de mica
constituye una alternativa al PET cristalizado en aplicaciones para hornos.

Policarbonato (PC)

Quimicamente son poliésteres de acido carbénico con compuestos alifaticos o aromaticos
con dos radicales hidroxilo. Dada la gran variedad posible de cadenas que pueden ser emplea-
das, la cantidad de policarbonatos fabricados es inmensa, si bien el mas importante es el deri-
vado del Bisfenol A o 2,2-bis-(4-hidroxifenil) propano. La temperatura de trabajo de los polimeros
de elevada pureza es de 140 °C. Se usa en esterilizacion térmica y calentamiento en horno, con-
vencional y microondas.

Poli(4-metil-1-penteno) (PMP)
Polimero de baja densidad con una temperatura maxima de trabajo de 160 a 180 °C.
Requiere estabilizantes de calor y antioxidantes para conseguir materiales Utiles a temperatu-

ras elevadas. Se utiliza en la fabricacion de bandejas y contenedores reutilizables para hornos
convencionales y microondas y en esterilizacion térmica.

Polieterimida (PEI)

Polimero amorfo que, sin reforzar, puede aguantar hasta temperaturas del orden de 200 a
220 °C. Debido a su elevado coste, suele coextruirse con PC para formar contenedores que
resistan temperaturas de horno de 260 °C.

Polisulfonas (PSU)

Material que, sin reforzar, resiste temperaturas de hasta 175 °C. La resistencia a la tempe-
ratura se eleva a 190 °C cuando se le ahaden particulas de vidrio. Se emplea como recipien-
tes de cocina reutilizables resistentes a la temperatura o como bandejas coextruidas con PET
para usar en hornos.

Politetrafluoretileno (PTFE)

Material termoplastico altamente cristalino y de elevado peso molecular. Los enlaces
C-C vy C-F, presentes en su estructura quimica, le confiere unas extraordinarias propiedades
de inercia quimica, asi como una elevada resistencia a la temperatura. Debido a sus carac-
teristicas antilubricantes y antirroce, se emplea como recubrimiento de sartenes y utensilios
de cocina.
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Siliconas

Recientemente han aparecido en el mercado moldes de silicona para horno convencional
que soportan temperaturas de 240 °C. Son autolubricantes y antiadherentes, por lo que no
requieren un engrasado previo.

Materiales susceptores

El término susceptores abarca un nimero de estructuras diferentes que se utilizan para dar
color y efecto crujiente a los alimentos cocinados en microondas. Los susceptores son com-
puestos de plastico, como el PET, con adhesivos, y papel.

En el envasado de alimentos se utilizan dos tipos de susceptores para microondas (Jickells,
1993). El méas comun, usado para tostar y rustir pizzas, patatas fritas y productos de pasteleria,
consiste en una lamina de polietilentereftalato (PET) metalizada que se pega sobre el papel o el
cartén de hornear. En la mayoria de las aplicaciones el PET es la capa en contacto con el ali-
mento, aunque hay en el mercado materiales para uso directo en el hogar que emplean el papel
de hornear (Begley et al., 1990). El segundo tipo de susceptor consiste en una estructura trica-
pa, con la lamina de PET metalizado entre dos capas de papel. Su uso es menos comun y esta
restringido a los paquetes de palomitas de maiz (Risch et al., 1991).

LLos susceptores se calientan muy rapidamente en un campo de microondas porque la capa
interna de aluminio se acopla con la radiacion electromagnética y la transforma en calor. Las tem-
peraturas en la superficie de contacto con el alimento pueden superar los 200 °C (Mullin y Bows,
1993) en un minuto, aunque en algunos productos, como las palomitas de maiz, se consiguen tem-
peraturas hasta de 280 °C (Risch, 1993). Las temperaturas dentro del laminado pueden alcanzar
incluso los 300 °C. En estas condiciones, el film de PET se pliega y resquebraja, lo que permite, no
solo la penetracion de componentes del alimento a través de la capa de papel y carton, sino tam-
bién la migracion de sustancias desde las capas que rodean al PET hacia el alimento. Ademas, a las
elevadas temperaturas de servicio de un microondas, se desprenden numerosos componentes y pro-
ductos de degradacion, tanto volatiles como no-volatiles (Begley et al., 1991; Sharman et al., 1995).

1.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN LA MIGRACION

Los ejemplos de envases plasticos en aplicaciones de alta temperatura son numerosos. En
el hogar, los envases pueden usarse a altas temperaturas en forma de films flexibles para cubrir
alimentos y prevenir que se resequen en el horno, o como contenedores rigidos en los que se
calienta o cocina el alimento. Los envases de comida preparada, generalmente precocinada o
congelada, suelen ser bandejas o fuentes de plastico que se recalientan en el horno, de acuer-
do a las especificaciones del fabricante. En este grupo también se encuentran los susceptores
para microondas.

Sin embargo, los materiales plasticos no son inertes, pudiendo interaccionar con los ali-
mentos, via permeacion, sorcion y migracion (ver Seccion [). La migracion de las sustancias pro-
cedentes del envase al alimento depende de un gran nimero de variables, entre las que des-
taca la temperatura.

La temperatura influye en la velocidad de difusion y la solubilidad de las especies migran-
tes, tanto en el polimero como en el alimento, asi como a los coeficientes de particion entre
ambos, como se muestra en las siguientes ecuaciones:

(_ E"‘J
D — DU exp\ RT EC[1]
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[ _AHY

S =5, exp RT J Ec[2]
donde E, es la energia de activacion requerida para crear un espacio los suficientemente gran-
de en la cadena polimérica que permita el paso del migrante, y DH, es el cambio de entalpia
asociado a la sorcion. La constante de difusion, D, aumenta siempre con la temperatura, debi-
do a que se incrementa la movilidad de las cadenas poliméricas. La influencia de la tempera-
tura en la solubilidad, en cambio, depende de la naturaleza del migrante. Segun Castle (Cas-
tle, 1995), la dependencia con la temperatura es mayor en los coeficientes de difusion que en
los de particion.

Numerosos estudios de migracion, como los de antioxidantes en poliolefinas (Schwope et
al., 1987; Goydan et al., 1990; Lickly et al., 1990), de estabilizantes UV tipo benzofenona en
LDPE (Al-Malaika et al., 1991), o de benceno y etilbenceno en poliéster termoset (Castle, 1995)
confirman la dependencia del coeficiente de difusion con la temperatura segun la relacion de
Arrhenius. Sin embargo, esta dependencia no es sencilla, ya que pueden intervenir otros fac-
tores no considerados en la ecuacion, como la concentracion del migrante (Gnanasekharan y
Floros, 1997) o la degradacion del producto dando lugar a la liberacion de mondmero libre,
como estireno, por las altas temperaturas. La presencia de grandes cantidades de otras sus-
tancias interfiere en el proceso de difusion, pudiendo cambiar la morfologia del polimero (plas-
tificacion, hinchamiento,...). En estas situaciones los coeficientes de difusion se calculan seguin
otro tipo de correlaciones (Gavara y Hernandez, 1994; Reynier et al., 2002a, 2002b).

Las investigaciones sobre la migracion a los alimentos de los materiales plasticos en con-
tacto con ellos en funcion de la temperatura no son muy numerosas. En general, de estos estu-
dios se concluye que, cuanto mayor es la temperatura y el tiempo de contacto entre el alimento
y el envase, mayor cantidad de compuestos de la matriz del plastico se desprenden (Castle et
al., 1988; Startin et al., 1987). Sin embargo, para explicar la cantidad de migrantes detectada
en el alimento, hay que tener en cuenta ademas otra serie de factores, como la composicion
del alimento, y en especial su contenido graso (Nerin, 2002), condiciones de almacenamiento
(Simoneau et al., 2002) y tipo de horno utilizado, convencional o de microondas (Castle et al.,
1989).

1.2.1. Calentamiento en horno microondas

El trepidante ritmo de la sociedad actual ha convertido al microondas en uno de los elec-
trodomésticos mas usados y habituales en la mayoria de los hogares modernos. Mientras que
el avance tecnoldgico que rodea la utilizacion de ese tipo de horno ha avanzado a pasos agi-
gantados, no le ocurre lo mismo a la investigacion cientifica de los procesos relacionados. Si
hasta hace unos afnos, los estudios acerca de la interaccion envase-alimento en aplicaciones
de alta temperatura eran escasos, todavia era mas reducido el nUmero de estudios centrados
en el calentamiento en horno microondas.

Para entender mejor las interacciones envase-alimento que se producen en un horno micro-
ondas, es interesante descubrir su mecanismo de calentamiento. Cuando las radiaciones micro-
ondas (frecuencia 300 MHz-300GHz, longitud de onda 1m-1mm) son interceptadas por un
material dieléctrico, como el alimento, le ceden energia, que absorbe produciendo un incre-
mento de su temperatura. Los mecanismos de calentamiento son dos: polarizacion iénica y
rotacion dipolar.
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La polarizacion idnica ocurre cuando los iones en disolucion se mueven como respuesta a
la componente de campo eléctrico del campo microondas. El campo eléctrico cede energia
cinética a los iones, que al colisionar con otros convierte la energia en calor.

La rotacién dipolar depende de la existencia de moléculas polares, muy abundantes en la
mayoria de alimentos (agua). Las moléculas polares tienden a alinearse en la direccion del
campo eléctrico aplicado, que cambia a la frecuencia del microondas, originando una cantidad
sustancial de movimiento rotacional. Este fendbmeno se manifiesta en un aumento de la tem-
peratura. Los alimentos con un elevado contenido idnico en su superficie, como sales o hari-
nas, pueden experimentar un calentamiento superficial muy elevado, con escasa penetracion
de energia al interior.

Algunos problemas asociados a la utilizacién de un horno microondas, como por ejemplo,
la aparicion de zonas sobrecalentadas o secas, el deterioro del aroma y sabor o la falta de dora-
do y efecto crocante, se deben a un calentamiento no uniforme del alimento (Lorenson et al.,
1990). Las causas por las que se produce son:

a) Distribuciones de campo indeseables. La energia microondas al entrar por la superficie

del alimento, tiende a ser mas intensa en la periferia que en el centro.

b) Penetracion de la energia a través de las paredes en envases no totalmente transpa-
rentes a la radiacion. Se produce un calentamiento mayor en la zona préxima a las pare-
des, siendo escasa la energia que llega a la zona central.

c) Diferente absorcién de la radiacion por parte de alimentos descongelados y congelados.
Un alimento congelado es un absorbedor muy pobre de energia. A medida que se va
descongelando, absorbe mas energia, intensificandose el calentamiento.

Los susceptores, 0 envases activos para microondas, se introdujeron en el mercado para
solucionar los problemas asociados al calentamiento no uniforme: se controla el calentamien-
to mediante un aumento de las intensidades de campo en el centro del alimento y una reduc-
cién de las mismas en los bordes.

1.2.2. Horno convencional frente a horno microondas

El empleo del horno microondas ha generado una serie de preguntas. ¢ Tienen las radia-
ciones algun efecto sobre los envases plasticos destinados a contacto alimentario? ; Aumen-
ta la velocidad de migracion? Y quiza la mas importante desde el punto de vista analitico, ¢,son
comparables los ensayos de migracion realizados en horno convencional con los realizados en
horno microondas?

Hasta el estudio realizado por Acosta (Acosta, 2001) se creia que la mayoria de los pléasti-
cos eran transparentes a la radiaciéon microondas y que, por lo tanto, nunca eran calentados
directamente en un horno microondas, aunque si indirectamente por contacto con el alimen-
to. Sin embargo, en dicho estudio se observd que la temperatura de varios envases de estire-
no-acrilonitrilo-butadieno y policarbonato para uso en microondas, se elevaba hasta 90 °C,
pudiendo alcanzar los 180 °C cuando los envases sin alimento se calentaban directamente
durante 5 min.

Existe cierta controversia en bibliografia acerca del efecto que el calentamiento en horno
microondas tiene sobre la migracion.

Sin embargo, uno de los estudios mas extensos, realizado por Jickells (Jickells et al., 1992),
en el que muestras de cinco plasticos para uso en microondas se sometieron a calentamien-
to en microondas y se determiné la migracion especifica de varios compuestos, no se encon-
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tr6 ninguin cambio entre la migracion en un horno microondas y en un horno convencional. Las
investigaciones concluyeron que la energia de microondas no tiene una influencia significativa
en la migracion aparte del efecto de calentamiento, por lo que los ensayos de migracion de
materiales para microondas pueden llevarse a cabo mediante un calentamiento en horno con-
vencional.

1.2.3 Ensayos de migraciéon para compuestos organicos volatiles

Como podria esperarse, el desprendimiento de volatiles de los materiales plasticos, se ve
favorecido en aplicaciones a altas temperaturas. Se han realizado investigaciones sobre muchos
de estos usos, incluyendo plasticos para cocinar en el horno, susceptores de microondas, recu-
brimientos no adhesivos para uso en horno y parrillas, recipientes de cocina de poliéster ter-
mosellado, papel y cartén como materiales de empaquetamiento para uso en horno (Castle,
1995). En todos los casos, la migracion de los volatiles al alimento es un proceso ineficiente, en
el que solo del 0,3-3% de los volatiles desprendidos se transfieren al alimento. La baja migracion
podria deberse, o bien a que el alimento no retuvo las sustancias volatiles, o bien, a que, aun-
que si se transfirieron, se perdieron posteriormente por volatilizacion en el alimento caliente.

Esta situacion contrasta con los resultados de los ensayos de migracion realizados con
simulantes en sistemas cerrados, en los que el simulante recibe la totalidad de las sustancias
desprendidas del plastico. Por estas razones, los ensayos de migracion llevados a cabo sobre
simulantes y en sistemas cerrados sobreestiman, en la mayor parte de los caso, los niveles rea-
les de migracion. Este hecho implica dos valoraciones hasta cierto punto contradictorias: por
un lado, esta sobreestimacion redunda en una mayor seguridad para el consumidor, pero, por
otro lado, puede llevar a rechazar materiales que si que serian seguros para su empleo, con el
subsiguiente perjuicio econémico.

1.3. LEGISLACION. EVALUACION DE LA MIGRACION EN APLICACIONES DE ALTA
TEMPERATURA

Como se sefiald en el capitulo anterior, la Directiva 82/711/CEE y sus modificaciones
93/8/CEE y 97/48/CE constituyen, junto con la Directiva 85/572/CEE y las normas del Comi-
té Europeo de Normalizacion (CEN) sobre migraciones globales y especificas, la base de las exi-
gencias legislativas para los materiales destinados a entrar en contacto con alimentos. En la
nueva Superdirectiva sobre materiales destinados a entrar en contacto con alimentos, actual-
mente en fase de borrador, todos esos aspectos quedan recogidos en Unico documento.

La Directiva 97/48/CE recoge las condiciones de tiempo y temperatura en que deben rea-
lizarse los ensayos de migracion (ver tabla 1.5) para reproducir las condiciones reales de con-
tacto envase-alimento, entre las que se incluye el transporte, almacenamiento y tratamientos a
los que se somete el alimento tanto en su procesado (llenado en caliente, pasteurizacion, este-
rilizacion, irradiacion, etc.) como en uso por el consumidor (calentamiento en horno conven-
cional, microondas, bafo maria). Por lo tanto, siempre que se deseen realizar ensayos de migra-
cion para aplicaciones a alta temperatura se deben estimar las condiciones reales mas
desfavorables de uso y asi escoger las condiciones de ensayo (tiempo, temperatura y simulante)
que mejor simulen esa situacion, teniendo presente que:

a) En los materiales para uso en hornos microondas, se empleara un horno convencional

para la realizacion de los ensayos.

b) Los simulantes A, B y C no pueden utilizarse a temperaturas superiores de 100 °C o0 a

la temperatura de reflujo.
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¢) Cuando el tiempo y la temperatura sean desconocidos, o en ausencia de etiqueta o ins-
trucciones de utilizacion, se usaran los simulantes A, B, C durante 4 h a 100 °C o tem-
peratura de reflujo, o el simulante D durante 2h a 175 °C, en funcion del tipo de alimento
para el que esté destinado el envase.

d) Cuando un material vaya a ser utilizado en la practica durante periodos inferiores a 15
min y a temperaturas entre 70 y 100 °C (llenado en caliente) el ensayo de migracion se
realizara a 70 °C durante 2 h.

e) Cuando las condiciones reales de contacto no estén cubiertas por la tabla Il.1, tempe-
raturas superiores a 175 °C o tiempo de contacto inferior a 5 min., es posible emplear
otras condiciones, siempre que supongan el peor caso posible.

f) En el caso de existir dificultades técnicas relacionadas con el andlisis del simulante D, la
directiva 97/48/CE permite la utilizacion de simulantes sustitutivos, que requieren una
adaptacion de las condiciones de ensayo (ver tabla Il.1).

Aunqgue existen unas condiciones de ensayo, tiempo y temperatura, que intentan reflejar las
condiciones reales de uso de los envases, el comportamiento de los simulantes propuestos
(A, B, C, Dy sustitutivos) —donde los simulantes A, B'y C no pueden superar los 100 °C de tem-
peratura de ensayo—, no coincide completamente con el observado para los alimentos, la mayo-
ria de los cuales modifican sus propiedades al calentarse como consecuencia de las diferen-
tes reacciones que ocurren entre sus componentes (gelatinizacion, desprendimiento de aromas,
caramelizacion, pardeamiento). La legislacion europea, por lo tanto, no cubre muchos aspec-
tos de las aplicaciones de envases plasticos en alta temperatura.

H TABLA Il

Condiciones de ensayo de los simulantes sustitutivos del simulante D (97/48/CE). MPPO:
oxido de polifenileno modificado, (Tenax®)

Condiciones de ensayo

Simulante D Isooctano Etanol 95% MPPO
_10dias/5°C_ | 05des/5°C ________10des/5°C__________ T
_10dias/20°C 1des/20°C________10dies/20°C R
_10dias/40°C - 2dies/20°C________10dles/40°C T
__2h/70°C__ 05h/40°C__________2h/e0°Cc T
__05hs100°C o5h/60°C_________2%5h/60°C ¢ 0,5nh/100°C_
__dhsi00°Cc 1h/60°C_ _________3h/60°C _______ 1h/100°C
__2hs100°C ________15h/60°C__ ________38h/0°C_ _______ 2h/100°C
__05hsi21sc _______15h/60°C_________35h/€0°C ______ ( 0,5h/121°C_
__dhsrncc 2h/60°C__________Ah/60°C _______ 1h/121°C
__2h/sacc 25h/60°C_________45h/60°C _______ 2h/121°C
__05h/180°C _________ 2h/60°C__________4h/e0c _____« 0,5h/130°C_
__dhs130°c 25h/60°C_________45h/60°C _______ 1h/130°C
__2h/180°C 3h/e0°Cc__________8h/60°C _______ 2h/150°C

2h/175°C 4h/60°C 6h/60°C 2h/175°C

El MPPO o Tenax®, simulante sustitutivo para alimentos grasos constituye hasta la fecha
el unico simulante solido legislado apto para aplicaciones en alta temperatura, a pesar del infor-
me del MAFF (Ministry of Agricultural, Fisheries and Food, UK) de 1996, donde se sefala la
sobreestimacion de la migracion de las sustancias mas volatiles y la subestimacion para las
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menos volatiles. Las investigaciones centradas en la busqueda de nuevos simulantes solidos,
con un comportamiento y unas caracteristicas fisico-quimicas similares a los alimentos emple-
ados en alta temperatura, deben ayudar a los Organismos Oficiales Europeos en la actualiza-
cion de una legislacion, siempre unos pasos por detras de los avances tecnologicos y deman-
das de la sociedad.

Las investigaciones planteadas en este capitulo pretenden contribuir a la busqueda y carac-
terizacion de simulantes solidos alternativos para aplicaciones en alta temperatura. Ademas, se
estudiara la utilizacion de dos nuevas resinas poliméricas sintéticas, cuya eficacia en extrac-
ciones liquido-solido ha sido ampliamente demostrada, para el muestreo y retencion de com-
puestos volatiles en estado gas. La utilidad de estas resinas se centra basicamente en la mejo-
ra en las propiedades de retencion de compuestos de interés, asi como en la opcion de emplear
desorcion térmica, proceso vedado anteriormente en el trabajo con estos materiales.

2. Objetivos

El objetivo principal de este parte de la Tesis Doctoral consiste en el estudio y caracteri-
zacion de nuevos simulantes sélidos, susceptibles de ser utilizados en ensayos de migra-
cién envase-alimento para aplicaciones de ata temperatura.

Este objetivo general se estructura en una serie de puntos cuyos objetivos especificos con-
sisten en:

e Optimizacion del sistema experimental de purga y trampa, acoplado a la separacion por
cromatografia de gases y espectrometria de masas como detector (P&T-GC-MS) para
la extraccion y cuantificacion de los compuestos volatiles (VOCs) retenidos en dos matri-
ces alimenticias propuestas para su empleo como simulantes alimentarios: leche ente-
ra en polvo y leche desnatada en polvo.

e Caracterizacion del comportamiento de dos nuevas resinas poliméricas, Bond Elut® ENV
y LiChrolut® EN, ampliamente empleadas en extraccion soélida (SPE), en el muestreo de
compuestos volatiles de muestras gaseosas con posterior desorcion térmica.

e Posteriormente, estas técnicas se comparan con el sorbente propuesto en la legislacion
para este proposito, Tenax® TA. Como un punto fundamental, se lleva a cabo el mode-
lado de nuevas trampas de Bond Elut® y LiChrolut® que logren el mismo grado de
retencion de compuestos organicos volatiles que las trampas estandares de Tenax®TA.

e Caracterizacion del comportamiento de sorbentes sdlidos propuestos como simulantes
basados en leche en polvo (entera y desnatada) en los ensayos de migracion desde dife-
rentes envases plasticos, muy comunes en aplicaciones de alta temperatura, para dis-
tintas condiciones de ensayo (tiempo y temperatura).

e Comparacion del comportamiento observado para la migracion de volatiles desde los
envases plasticos a diferentes matrices simulantes: leche en polvo (entera y desnatada),
MPPO o Tenax®, simulante sélido legislado, y Porapak, sorbente comunmente utiliza-
do en la retencion de voltiles.

Para una mejor comprension de la linea de argumentacion seguida a lo largo de estos capi-

tulos, se muestra en la figura Il.1 un esquema de los contenidos.
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W FIGURA II.1

Esquema de la linea experimental seguida en la seccién Il

INTRODUCCION
|
OBJETIVOS
|
INSTRUMENTACION

|
EXPERIMENTAL

Nuevos simulantes sdlidos para
los ensayos de migracion a alta temperatura

= Optimizacion P&T-GC-MS para las matrices de leche en polvo

= Ensayos de migracion. Simulante: leche en polvo

e CoOmparacion entre simulantes: leche en polvo, Tenax y Porapak

Nuevas resinas poliméricas
en muestreos G-S y posterior desorcion térmica

t Caracterizacion de los sorbentes con la temperatura: K, Vg, Hy F,

Prediccion y modelado
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3. Instrumentacion, material y reactivos

3.1. INSTRUMENTACION ANALITICA

Balanza analitica Mettler Toledo AE 163 (Greifensee, Suiza). Intervalo de pesada entre 0-
30 gy 30-160 g con una precision de +0,00001 y 0,0001 g respectivamente.

Horno de mufla eléctrico “Select Horn” de JP Selecta (Barcelona, Espana) de 9 litros de
capacidad (568x59x65 cm) y temperatura regulable hasta 1150 °C.

Banos para agua y aceite en bateria “Precisat” para 6 plazas y temperatura regulable
hasta 120 °C de JPSelecta.

Bano de ultrasonidos “Ultrasons” de 200 W de potencia 'y 9 L de capacidad, sin cale-
faccion, de JPSelecta (Espana).

Sistema de Purga y Trampa (P&T) Tekmar Dorhmann 3100 (Cincinnati, OH, EE.UU), con
un automuestreador ALS 2016 de 16 muestras. Dotado de médulo criogénico y calen-
tadores automaticos e individuales para cada muestra. Trampa sélida Tekmar LSC-1 de
Tenax® de 24 cm de longitud y 1/8 de pulgada de diametro externo.

Cromatoégrafo de gases Hewlett Packard (Palo Alto, CA, EE.UU) 5890 Series Il acopla-
do a un detector de espectrometria de masa HP 5971.

Columna capilar HP-624 (94% dimetilsiloxano y 6% cianopropilfenilsiloxano) de 25 m x
0,32 mmi.dy 1,5 um de espesor (temperatura maxima de trabajo 230 °C).
Pre-columna vacia de 0,32 mm de diametro interno empleada como linea de transfe-
rencia entre el equipo P&T y el GC/MS.

Cromatoégrafo de gases Hewlett Packard 5890 Series Il acoplado a un detector de ioni-
zacion de llama (FID).

3.2. MATERIAL

Placas Petri de vidrio de 10 cm de diametro de Sumalsa (Zaragoza, Espana).

Tubos de vidrio especificamente disefiados para el muestreador de Purga y Trampa y
fabricados por el Servicio de Soplado de Vidrio de la Universidad de Zaragoza.

Lana de vidrio silanizada de Supelco, Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

Pipetas Pasteur suministradas por Sumalsa.

Cartuchos de extraccion Soxhlet de celulosa (22 mm x 60 mm) de Albet (Barcelona,
Espana).

Viales ambar de 2 mL y transparentes de 20 mL, con capsulas de aluminio y septa de
butilo/PTFE suministrados por Andlisis Vinicos (Ciudad Real, Espana).

Encapsuladores de viales de 2 y 20 mL suministrados por LinLab (Zargoza, Espafia).
Conducciones de acero inoxidable de 1/16 'y 1/8 de pulgada de diametro interno, reduc-
tores Swagelok de 1/8 a 1/16, tuercas macho-hembra de 1/16 y 1/8, férrulas 1/8y 1/16
suministradas por Analisis Vinicos.

Jeringas de inyeccion de liquidos en cromatografia de gases Hamilton 701 de 10 pL y
Hamilton 1725 de 250 plL de capacidad suministradas por Sumalsa.

Material de vidrio de laboratorio variado.

3.3. DISOLVENTES

Agua, resistividad 18,2 MW cm (25 °C), carbono organico total (COT) 1-5 ppb, obteni-
da a partir de un sistema de purificacion Milli-Q Gradient, Millipore (Billerica, MA, EE.UU).
Metanol (CAS 67-56-1), grado gradiente HPLC de Scharlab (Barcelona, Espafia).
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e n-Hexano, (CAS 110-54-3) para analisis de residuos por GC de Scharlab.
e Dietil éter (CAS 60-29-7) extra puro estabilizado con aproximadamente 7 ppm de 2,6-
tert.-butil-4-metilfenol (BHT) de Merck (Darmstadt, Alemania).

3.4. SORBENTES SOLIDOS

e | eche en polvo entera y desnatada, suministrada por Central Lechera Asturiana (Villavi-

ciosa, Espana).

e Porapak Q entre 80-100 mesh de diametro de poro de Supelco, suministrado por Sigma-

Aldrich.

e Tenax® TA entre 60-80 mesh de diametro de poro de Supelco, suministrado por Sigma-

Aldrich.

e Bond Elut® ENV, suministrado por Varian Inc. (Palo Alto, CA, EE.UU).

e | iChrolut® EN, suministrado por Merck.

3.5. PATRONES

Los patrones utilizados, su formula empirica y estructura quimica, peso molecular y punto

de ebullicidon se muestran en la tabla I1.2.

W TABLAII2

Estructura quimica, formula empirica, n° de identificacion de Chemical Abstract Service (CAS),
peso molecular, temperatura de ebullicion y proveedor de los patrones utilizados en la parte

experimental

Compuesto

Estructura quimica

Tolueno (C,Hy)
CAS 108-88-3
PM 92,14
T, 110°C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

1-Octeno (CgH, o)
CAS 111-66-0
PM 112,21
T,121°C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

Etilbenceno (C.H, )
CAS 100-41-4
PM 106,17
T,136,2°C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

o-Xileno (CgH, ()
CAS 95-47-6
PM 106,17
T, 144°C
Fluka (Sigma-Aldrich).

p-Xileno (C,H, )
CAS 106-42-3
PM 106,17
T,138,3°C
Fluka (Sigma-Aldrich).
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Compuesto Estructura quimica
m-Xileno (CgH, () / \

CAS 108-38-3

PM 106,17

T,139,1°C —

Fluka (Sigma-Aldrich).

Estireno (C,Hy)
CAS 100-42-5

PM 104,15
T, 145,2°C \
Fluka (Sigma-Aldrich).

1,4-Diclorobenceno (C,H,Cl,)
CAS 106-46-7
PM 147 a
T,173,4°C
Fluka (Sigma-Aldrich).

4. Nuevos simulantes solidos para la realizacion de ensayos de
migracion a alta temperatura

4.1. INTRODUCCION

Los envases plasticos son desde hace unas décadas utensilios imprescindibles en cualquier
cocina. Aungue al principio se empleaban tan sélo como recipientes para aimacenar y guardar los
alimentos, la evolucion de la sociedad y el progreso de la tecnologia han extendido su rango de apli-
cacion a la alta temperatura. Existen en el mercado gran cantidad de envases sobre los que se puede
cocinar directamente, calentar los alimentos o los que al someterlos a las ondas generadas por el
microondas se calientan localmente (susceptores), como por ejemplo, en las palomitas de maiz para
microondas. Sin embargo, las matrices poliméricas no son completamente inertes, de manera que,
sustancias procedentes de estos envases pueden migrar, tanto por contacto directo, como en fase
vapor, a los alimentos envasados, alterando su inocuidad y sus caracteristicas organolépticas (Risch
etal,, 1991; Castle et al., 1988; Skejevrak et al., 2003). Estos procesos de migracion dependen fuer-
temente de la temperatura tanto cuantitativamente, a través del coeficiente de difusion, como cua-
litativamente, por la posible degradacion térmica del material de envase (Booker y Friese, 1989).
Al calentar un envase plastico se desprenden en muy pequenas cantidades, compuestos
organicos volatiles (VOCs), por lo que se necesitan técnicas muy sensibles para poder cuanti-
ficarlos. Los métodos de andlisis habituales consisten en la retencion de los VOCs en un adsor-
bente sdlido (o simulante alimenticio), para después desorberlos en el sistema de andlisis, gene-
ralmente cromatografia de gases (Nerin et al., 1995; Salafranca et al., 2000; Feigenbaum et al.,
2002). Algunas de estas técnicas son:
a) Espacio de cabeza estatico (HS), donde solo una pequena fraccion de vapor, en equi-
librio con la muestra, es introducida en el sistema de analisis (Risch et al., 1991; Nerin
y Asensio, 2004). Proporciona poca sensibilidad.

b) Desorcion térmica, en el que las trampas son directamente calentadas y los analitos libera-
dos conducidos al puerto de inyeccion del cromatografo (Nerin y Acosta, 2002). Este siste-
ma proporciona una maxima sensibilidad, pero también una mayor degradacion de analitos.
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¢) Espacio de cabeza dinamico o purga y trampa (P&T), donde el total de la masa de los
compuestos volatiles se purga con un gas inerte a temperatura moderada, se transfie-
re a una trampa compuesta por un adsorbente soélido, que, en una segunda etapa se
desorbe térmicamente, liberando los analitos en el sistema de andlisis. Con este siste-
ma se maximiza la sensibilidad y se conservan las caracteristicas de la matriz de mues-
tra (Castle et al., 1990; Jickells y Castle, 1993; Nerin et al., 1998).

Cualquier tipo de envase plastico destinado a uso alimentario requiere unos ensayos de
migracion que aseguren la calidad e inocuidad del alimento envasado (Directivas Europeas
85/572/CEE, 97/48/CE, 2002/72/CE). La Directiva 85/572/CEE regula los simulantes que deben
utilizarse para controlar la migracion desde envases plasticos. Sin embargo, de los cuatro pro-
puestos A (agua MilliQ), B (disolucién acuosa al 3% (m/v) de acido acético), C (disolucion acuo-
sa al 10% (v/v) de etanol) y D (aceite de oliva refinado), solamente el simulante D se emplea en
ensayos realizados a temperaturas superiores a 100 °C, por razones obvias.

Numerosos estudios han demostrado la tendencia de los contaminantes organicos a acu-
mulase en los tejidos y materia grasa (Mackay y Fraser, 2000; Godduhn y Duffi, 2003; Van der
Qost et al., 2003), lo que evidencia la importancia de la composicion del alimento, en concre-
to, su contenido graso, en la sorcién de migrantes procedentes del envase. Por lo tanto, los
simulantes adecuados para la realizacion de ensayos de migracion de envases plasticos des-
tinados a uso a altas temperaturas, deberian ser sustancias soélidas, con caracteristicas fisico-
quimicas semejantes al alimento que simulan, capaces de retener los compuestos volatiles y
semivolatiles desprendidos, en un amplio rango de temperaturas. La Directiva 97/48/CE pro-
pone como simulante graso sustitutivo del aceite de oliva o simulante seco al MPPO, polime-
ro poroso basado en oxido de 2,6-difenileno, comercialmente conocido como Tenax, y que
soporta temperaturas de trabajo hasta 320 °C. Aunque existen estudios realizados con otro tipo
de simulantes solidos, como mezclas de zeolitas y aceite, Porapak o Amberlitas (Jickels y Cas-
tle, 1993; Alnafouri y Franz, 1999), solamente el MPPO ha sido aceptado por la Comision Euro-
pea como simulante oficial.

En este capitulo se pretende estudiar y evaluar el comportamiento de dos matrices ali-
mentarias, leche entera en polvo y leche desnatada en polvo, para su utilizacion como simu-
lantes sdlidos en aplicaciones a alta temperatura. En primer lugar, se procedera a la optimiza-
cion del sistema de andlisis, (P&T-GC-MS), para la determinacion de los compuestos organicos
volatiles mas relevantes (tolueno, 1-octeno, etilbenceno, (o-,m-,p-) xileno, estireno y 1,4-diclo-
robenceno) liberados por cuatro envases plasticos cominmente usados en este tipo de apli-
caciones (polipropileno copolimero, polipropileno random, copolimero de estireno-acrilonitrilo y
policarbonato). A continuacion, se caracterizara la migracion a diferentes temperaturas y tiem-
pos de ensayo. Por Ultimo, se comparara, en las condiciones mas extremas de ensayo, 121 °C
y 30 min, la migracion observada en leche en polvo con la obtenida para otros dos sorbentes
sintéticos, MPPO y Porapak Q.

4.2. EXPERIMENTAL

4.2.1. Muestras: envases plasticos para aplicaciones de alta temperatura

Los envases plasticos de polipropileno copolimero (PPCo), polipropileno random (PPRa),
copolimero de estireno-acrilonitrilo (SAN) y policarbonato (PC), seleccionados por su aplicacion
a alta temperatura y suministrados por la empresa Curver® (Zaragoza, Espaia) se muestran en
la figura I1.2.

| a7 |
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H FIGURA L2

Envases plasticos para alta temperatura (PPCo: polipropileno compolimero, PPRa:
polipropileno random, SAN: copolimero estireno-acrilonitrilo; PC: policarbonato)

PPCo

SAN PC

4.2.2. Simulantes solidos

La leche en polvo, entera (23% de materia grasa) y desnatada (0,3% de materia grasa), de la
marca comercial Central Lechera Asturiana, se uso sin ninguin tratamiento previo. Los adsorben-
tes quimicos, Tenax® TA y Porapak Q, se sometieron, en cambio, a un tratamiento de limpieza
consistente en una extraccion Soxhlet con metanol durante 8 horas, seguido de otra extraccion
adicional con n-hexano, también de 8 horas, y secado al aire a temperatura ambiente. Se lleva-
ron a cabo andlisis previos de los cuatro simulantes para garantizar la ausencia de contaminacion.

4.2.3. Compuestos organicos volatiles (VOCs)

La seleccion de los compuestos organicos volatiles mas significativos (tolueno, 1-octeno,
etilbenceno, (o0-,m-,p-) xileno, estireno y 1,4-diclorobenceno) se basot en trabajos anteriores rea-
lizados por miembros del mismo grupo de investigacion (Acosta, 2001; Nerin et al., 2002). El
1-octeno y el estireno se emplean como mondmeros de partida en algunas reacciones, por lo
que pueden encontrarse en la red polimérica del material que forma el envase. La presencia de
tolueno, etilbenceno, xilenos, y 1,4-diclorobenceno se debe tanto a restos de trazas de los disol-
ventes empleados en las reacciones de polimerizacion, como a rupturas de enlaces por degra-
dacion y/o transformacion de las cadenas de polimero.

En la tabla 11.3 se muestran algunas propiedades fisico-quimicas necesarias para una mejor
comprension del comportamiento observado durante los ensayos de migracion, asi como el
limite de migracion especifica, SML, para aquellas sustancias susceptibles de entrar en contacto
con productos alimenticios (Directiva 2002/72/CE).

W TABLAIS

Propiedades fisico-quimicas de los analitos de interés

CAS Tebullicion (°C) ~ Pvapor (mmHg) Log Kooy aque SML (ug/kg)
Tolveno 108883 10 22 ¢ 278
1Octeno 111660 121 a4 457 _ o __
Etibenceno 100414 1862 96 ___ 316
m-Xileno_ 108383 1891 83 320 _
p-xieno 106423 1883 _____86_____ ¢ S
oXileno 95476 144 661 ____ 12
Estreno 100425 1452 64 __ ¢ 295 ___ 60___
1,4-Diclorobenceno 106-46-7 173,4 1,74 3,44 12
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Se prepard una disolucion patron en n-hexano, conteniendo aproximadamente 1000 pg/g
de cada analito, la cual se conservoé en refrigeracion (4 °C). Semanalmente, y a partir de la diso-
lucion patrén, se preparaban también en n-hexano las disoluciones de trabajo.

4.2.4. Equipo experimental

Los andlisis se llevaron a cabo en un equipo de purga y trampa (P&T) Tekmar Dorhmann
3100, conectado en serie con un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5860 Series Il que
utiliza como detector un espectrometro de masas HP 5971A. El P&T lleva acoplado un auto-
muestreador ALS 2016, que cuenta con calefactores individuales para cada muestra, tubos de
vidrio de 150 mm de longitud y 19 mm de diametro interno, recomendados para muestras soli-
das, y agujas de acero inoxidable con cuatro orificios en su parte inferior por los que sale el gas
de purga. Debido a la extrema sensibilidad del equipo, y para evitar cualquier tipo de conta-
minacion, los tubos de vidrio, limpiados previamente con agua, metanol y n-hexano, se aima-
cenaban a 220 °C. Por el mismo motivo, diariamente se realizaban blancos de equipo.

El sistema de P&T trabaja en dos etapas: purga y desorcion. El objetivo de la etapa de purga
consiste en primer lugar, en la liberacion de los compuestos organicos volatiles que se dese-
an analizar. Para ello, se hace pasar, a través de la aguja un gas inerte de gran pureza, helio en
este caso, por el tubo donde la muestra se ha depositado y calentado previamente. Los ana-
litos purgados son atrapados en el sorbente (Tenax). En la etapa de desorcion, la trampa, que
hasta entonces se habia mantenido a una temperatura sensiblemente mas baja que la del gas
de purga, se somete a un calentamiento rapido en un corto espacio de tiempo. Los analitos
desorbidos son arrastrados hacia el médulo criogénico, donde condensan. Por ultimo, se eleva
bruscamente la temperatura del modulo criogénico para que los analitos se introduzcan con-
juntamente en el cromatoégrafo de gases.

En la figura II.3, se muestra un esquema del sistema experimental detallando las variables
del proceso.

M FIGURAIL3

Esquema del sistema experimental P&T-GC-MS
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Existen por tanto, un gran numero de variables a controlar y optimizar. Las mas importan-
tes son:

Temperatura de las lineas. Para garantizar que todos los volatiles desprendidos de la
muestra lleguen a la trampa y no condesen, con la consiguiente contaminacion del sis-
tema, es importante que todas las lineas y zonas por las que discurrira el flujo de los
compuestos estén a alta temperatura. El limite superior lo establecen de manera conjunta
el propio sistema (capacidad de calentamiento y resistencia térmica de los elementos que
lo constituyen) y la posible degradacion de los compuestos volatiles de interés a eleva-
da temperatura.

Tiempo de pre-purga (t,). En esta primera etapa, previa al calentamiento de muestra, el
helio penetra en el tubo de muestreo, lo que sirve para eliminar todo el oxigeno que

pudiera quedar dentro del tubo, y por consiguiente, evitar una posible oxidacion inducida
por el calor.
Tiempo de precalentamiento (t,). Tiempo que tarda la muestra en alcanzar la tempera-

tura senalada para el muestreo.
Temperatura de la muestra (T). Temperatura que alcanzaran los calefactores automa-

ticos de las muestras durante la etapa de purga.

Tiempo de purga (t,,). Establece el tiempo durante el cual circularé el gas de arrastre a
través de las muestras. Un exceso podria superar el volumen de ruptura y un defecto
podria no arrastrar todos los voléatiles desprendidos. El tiempo de purga optimo depen-
de del tipo de compuestos que se buscan y de la naturaleza quimica de las trampas
empleadas.

Temperatura de la trampa durante la purga (T,). Debe ser la adecuada para que los ana-
litos condensen, combinando el efecto de retencién quimica por la trampa, con el efec-
to de las bajas temperaturas.

Temperatura de precalentamiento de la desorcion. La temperatura de precalentamien-
to recomendada por el fabricante debe ser, como minimo, 5 °C menor que la tempera-
tura de desorcion.

Temperatura de desorcion (T,,). Temperatura maxima que alcanza la trampa durante la
etapa de desorcion.

Tiempo de desorcion (t,,). Tiempo durante el que la mezcla del gas de arrastre con los

compuestos desorbidos, es conducida hacia el GC mientras la trampa se encuentra a
la temperatura de desorcion.
Temperatura del médulo criogénico (T,,). Temperatura a la que se retendran el gas de

arrastre y los volatiles, antes de su entrada en la columna analitica.
Temperatura y tiempo de inyeccion.

Tiempo y temperatura de limpieza. El valor de estos parametros suele venir optimizado
ya por el fabricante, y su funcion es eliminar los compuestos que hayan podido quedar
retenidos en la trampa tras la inyeccion de la muestra en el GC.

Flujo de purga. Segun el fabricante, el flujo 6ptimo de gas portador es de 40 mL/min.

Para el andlisis cromatografico se empled una columna capilar HP-624 (94% dimetilsiloxano
y 6% cianopropilfenilsiloxano) de 25 m x 0,32 mm i.dy 1,5 um de espesor. El programa utilizado
para la temperatura del horno se muestra en la figura I1.4.
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W FIGURA 1.4

Rampa de temperatura del horno cromatografico

40C

6 min

La temperatura del inyector fue de 250 °C y la de detector 280 °C.

La cuantificacion de los analitos se realizd en modo SIM (Selective lon Monitoring) vy las rela-
ciones masa carga seleccionadas para cada uno de ellos fueron: tolueno, m/z 91 y 65; 1-octe-
no, m/z 70 y 55; etilbenceno y xilenos, m/z 106 y 91; estireno, m/z 104 y 74 y 1,4-dicloroben-
ceno, m/z 146y 111.

4.2.5. Procedimiento de dopado de las muestras

Tanto en el proceso de optimizacion de las condiciones de operacion del P&T, como en la
obtencion de los pardmetros analiticos, los simulantes estudiados (leche en polvo —entera y des-
natada—, Tenax y Porapak Q) se doparon con 10 ng de una disolucién de concentracion cono-
cida de cada analito. La masa de simulante dopada se introducia en un tubo de muestreo de
P&T, conteniendo lana de vidrio silanizada. El conjunto se dejaba en una habitacion limpia a tem-
peratura ambiente hasta la completa evaporacion del disolvente. Pasado este tiempo, se pro-
cedia al andlisis de la muestra.

4.2.6. Ensayos de migracion

Una superficie de 6 cm? de envase plastico se cubre con una masa conocida del corres-
pondiente simulante (0,24 g de Tenax, 0,4 g de leche en polvo y 0,6 g de Porapak) y se colo-
ca en el interior de una placa Petri de vidrio de 10 cm de diametro. El conjunto se transporta a
un horno limpio a la temperatura de ensayo, donde se mantiene durante el tiempo de ensayo.
Una vez finalizado el test, la masa del simulante se transfiere inmediatamente a un tubo de
muestreo del P&T, previamente acondicionado a temperatura ambiente con lana de vidrio sila-
nizada. A continuacion, el tubo de vidrio se dispone en el automuestreador para su andlisis.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Optimizacién de las condiciones de operacion del purga y trampa (P&T)

Como ya se menciond en el apartado 4.2.4, el sistema de P&T depende de un gran nime-
ro de variables relacionadas, no sélo con el propio disefo del sistema y las caracteristicas del
analito, sino también con la composicién de la matriz en el que esta embebido (Bianchi et al.,
2002; Martinez et al., 2002; Rosell et al., 2003; Zuloaga et al., 1999 y 2000). En este trabajo,
se optimizé su funcionamiento para las dos nuevas matrices evaluadas: leche en polvo des-
natada y leche en polvo entera.
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LLa optimizacion del sistema se efectio en dos etapas (Batlle et al., 2003). En una primera
etapa, se identificaron los factores estadisticamente mas relevantes. A continuacion, se hallo la
superficie de respuesta para dichos factores, la cual permitio la obtencion del dptimo de ope-
racion. Se siguieron dos criterios de optimizacion:

a) presencia de todos los analitos de estudio

b) maxima sensibilidad, calculada como la suma de sefnal de todos los analitos.

Para realizar estos experimentos, se doparon 0,4 g de cada simulante, segun el procedimiento
descrito en 4.2.5, hasta una concentracion final de 0,5 mg kg™ de cada analito en cada simulante,
inferior al menor limite de migracion especifica para los analitos seleccionados (12 mg kg'™').

No se optimizaron todos los variables de funcionamiento del equipo de P&T (ver apartado 4.2.4).
Las variables seleccionadas, asi como su dominio experimental, se muestran en la tabla I.4. El resto
de factores se fijaron de acuerdo a las especificaciones de diseno y operacion del equipo.

W ABLA L4

Rango experimental para el que se optimizaron las variables. Optimos de operacién

Tiempo precalentamiento (t, min) v L L
Tiempode purga (tpg, min) ! 50 15 20
Tiempo de desorcion ft,,, min)_ ¢ 26 2 _ 2 ____
Temperatura de muestreo (Te,*0) 6006 9% 60
Temperatura de la trampa (T, °C) 10/30 30 30

Temperatura de criogenizacion (T,

El “screening” de las variables mas significativas se realizd, para cada simulante, median-
te un diseno de experimentos de Plackett-Burman (Plackett y Burman, 1946; John, 1996) de
las siete variables experimentales a dos niveles.

Los factores significativos, tal y como reflejan las figuras 1.5 y 1.6, son distintos en funcion de
la matriz, lo que demuestra claramente su influencia en la liberacion de los compuestos volatiles.

Hl FIGURA L5

Variables significativas para el analisis de leche en polvo entera
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M FIGURA LG

Variables significativas para el analisis de leche en polvo desnatada
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De todos los posibles efectos considerados, sélo aquellos cuyas barras de error no crucen
el eje x, son influyentes en la respuesta final. Para la leche en polvo desnatada, de los siete fac-
tores considerados, Unicamente son significativos el tiempo de prepurga (t,,) y el de purga (t,),
mientras que para el andlisis de leche en polvo entera los factores a optimizar son el tiempo de
prepurga (t,,) y la temperatura de la muestra (T,,). Tanto el tiempo de purga, como la tempera-
tura de la muestra estan positivamente correlacionados con la respuesta. El tiempo de prepurga,
en cambio, influye negativamente para el andlisis de leche desnatada y positivamente en el caso
de la leche entera, lo que demuestra, una vez mas, la gran importancia de la matriz de mues-
tra. El modelo de Plackett-Burman no evalla las posibles interacciones entre variables, por lo
que las conclusiones anteriores deben considerarse con la debida precaucion.

Una vez discriminadas las variables, se llevé a cabo la optimizacion de las relevantes
mediante un diseno experimental consistente en un modelo de superficie de respuesta (RSM)
factorial total, de 2 variables a 3 niveles. El valor de los factores no significativos se ajusté segun
criterios econdmicos: minimizar el gasto en tiempo y material.

Los coeficientes obtenidos para cada variable, asi como los valores descriptivos de R? (frac-
cion de la variacién de respuesta explicada por el modelo) y Q? (fraccién de la variacion de res-
puesta que puede predecir el modelo) se muestran en la figura Il.7. Como puede observarse,
ambos valores son superiores a 0,8, lo que indica tanto el buen ajuste del modelo como su
excelente poder predictivo.
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H FIGURAIL7

Coeficientes de los factores significativos en el disefio de la superficie de respuesta
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Si se considera la leche en polvo entera, se observa que la interaccion entre las dos varia-
bles optimizadas no es relevante. Los factores individuales, temperatura de la muestra durante
el proceso de purga, T, y tiempo de prepurgda, t,,, se correlacionan positivamente con la res-
puesta, lo que significa que cuanto mayor sea el valor de estas variables, mayor es la sefial de
respuesta obtenida. A mayores temperaturas se favorece la volatilizacion de los analitos de inte-
rés, y a mayores tiempos de prepurga, mayor cantidad de oxigeno se elimina del tubo de mues-
treo, evitando asi la oxidacion de la matriz grasa. La variable mas influyente es el tiempo de pre-
purga, indicando su cambio de signo en el coeficiente cuadratico t,*t,, la presencia de curvatura
en la superficie de respuesta. Los valores optimos, tabla I1.4 y figura I1.8, corresponden al extre-
mo superior del intervalo, es decir, a T;=85 °C y t,,=2 min. Los limites de operacion de los cale-
factores de los tubos de muestro, establecidos en 95 °C, impidieron la realizacion de experi-
mentos a temperaturas superiores.

M FIGURA LS

Superficie de respuesta para el andlisis de leche en polvo entera y desnatada
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Il FIGURA 11.8 (continuacién)

Leche desnatada

R=1,69%10"-9,73*107¢,, +1,33*10%,,
+4,05*10%;, —5,19*10%;, —
1,59%10% , *z,,

Para la leche en polvo desnatada, el tiempo de prepurga, en cambio, se correlaciona nega-
tivamente con la respuesta, mientras que el efecto del tiempo de purga es positivo. Sin embar-
go, el cambio de signo de los coeficientes cuadraticos, t,,*t,, ¥ t,,t,,, indica la presencia de una
curvatura en la superficie de respuesta. En este caso, hay que tener en cuenta el coeficiente
correspondiente a la interaccion entre variables, t,,*t,,, siendo su valor absoluto incluso mayor
que el coeficiente correspondiente al término t,. El signo negativo sefiala la presencia de una
curvatura alo largo de la diagonal t, -t,., tal y como se aprecia en la figura Il.8. Como conse-
cuencia directa de esta geometria, el valor éptimo del tiempo de purga (14,5 minutos) se
encuentra dentro del dominio experimental (Fig. I1.8). El valor 6ptimo del tiempo de prepurga
corresponde a 0,5 minutos.

4.3.2. Caracteristicas analiticas

El método de analisis, para ambos simulantes, se evalué mediante el calculo de sus limites
de deteccion (LOD), cuantificacion (LOQ), linealidad, repetibilidad y reproducibilidad.

Para el célculo de la repetibilidad, definida como la desviacion estandar relativa (RSD) para
cuatro réplicas consecutivas, y la reproducibilidad, definida como la RSD de 11 réplicas anali-
zadas en un periodo de 15 dias, se doparon muestras de leche en polvo entera y desnatada
en unas concentraciones de 62,5 pg kg™ y 25 ug kg, respectivamente. El rango de recupe-
racion de los diferentes analitos (tabla I1.5) varia entre 84 y 111%, excepto en el caso de tolue-
no en leche entera, cuya recuperacion asciende a 128%. No se observaron diferencias impor-
tantes entre matrices en lo que a repetibilidad y reproducibilidad se refiere. En leche en polvo
desnatada estos parametros variaron en un rango comprendido entre 3,1-12,5% vy 4,9-14,7%
y en leche entera entre 4,7-9,6% y 6,2-13,8% respectivamente.
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M TABLAILS

Repetibilidad (%RSD), reproducibilidad (%RSD) y recuperacion (+SD, desviacion estandar)
para el andlisis de leche en polvo entera y desnatada por purga y trampa (P&T)

Analito Repetibilidad (n=4) Reproducibilidad (n=11) Recuperacion+SD  (n=3)
Leche Leche Leche Leche Leche Leche
desnatada entera desnatada entera desnatada entera
RSD (%) RSD (%) RSD (%) RSD (%)
Tolueno 9,4 8,0 9,9 6,1 108+7 12815
1-Octeno 6,2 a7 52 7.4 109+7 934
Etilbenceno 8,0 9,6 7,3 6,5 74+5 90+6
m, p-xileno 6,5 8,7 7,4 13,8 9147 87+7
o-xileno 11,0 4,9 14,7 7,3 86+7 84+5
Estireno 12,5 7,8 10,5 6,2 84+11 111483
14-Diclorobenceno 34 57 49 81 _105#3 845
Media 8,1 71 8,6 7,9 94+7 9415

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), expresados como masa absoluta (ng),
se calcularon segun las recomendaciones de la [UPAC (Currie, 1999) como:

LOD =3* ? Ec[3]

i

L0Q =10*7" Eol4]
Sr’
donde o es la desviacion estandar del blanco y S, es la sensibilidad de cada analito. Como se
observa en la tabla .6, excepto para el estireno y el 1,4-diclorobenceno, los limites de detec-
cion de los analitos fueron menores en leche desnatada (entre 0,01 y 1,0 ng) que en leche ente-
ra (entre 0,01 y 1,2 ng), debido a la mayor capacidad de acumulacion de los contaminantes
organicos en la materia grasa.

Los LODs del estireno y el 1,4-diclorobenceno son mayores en la leche desnatada. Sin
embargo, este resultado no contradice la afirmacion anterior, ya que el comportamiento de estos
compuestos no sigue la tendencia global, como demuestra el hecho de que sus variables sig-
nificativas en el analisis por P&T son distintas que para el resto de compuestos, debido pro-
bablemente a su mayor temperatura de ebullicion. En particular, la temperatura de muestreo,
T,, es relevante para estos dos analitos, y corresponde a un valor mas alto que el calculado apli-
cando los valores promedio. Las prestaciones del método, no obstante, son suficientes para los
objetivos del estudio, por lo que no se repitio la optimizacion.

Una vez calculados los limites de deteccion, resulta interesante compararlos con los limi-
tes especificos de migracion, SMLs, de cada compuesto, con el fin de evaluar el verdadero
potencial del método analitico. En el peor de los casos, el limite de deteccion mas elevado
corresponde al tolueno en leche en polvo entera, con un valor de 1,2 ng, lo que se traduce en
una concentracion de 3 ng por g de simulante, mil veces inferior al valor limite (12 mg kg ™). Por
lo tanto, queda demostrada la validez del método para la determinacion de la migracion de com-
puestos organicos volatiles de muestras de leche en polvo.
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M TABLA L6

Limites de deteccion (LOD), rango lineal, correlacion y verificacion matematica (F,(1.n-2)
de los valores criticos de F para los tests ANOVA de una cola)

Leche en polvo desnatada

Compuesto LOD (ng) Rango (ng) Foo/Fra, R?
Tolueno 1,0 3,3-34 1443/6,61 0,996 (n=7)
1-Octeno 0,01 0,03-23 847/6,61 0,993 (n=7)
Etilbenceno 0,07 0,24-25 2471/7,71 0,998 (n=6)
m, p-Xileno 0,07 0,23-124 2212/7,71 0,992 (n=6)
o-Xileno 0,09 0,31-62 540/5,99 0,990 (n=8)
Estireno 0,05 0,17-35 899/10,1 0,996 (n=5)
1,4-Diclorobenceno _ ___ _ ( o8t _ 2750 2232/599  _ ___0997(n=g)
Leche en polvo entera
Compuesto LOD (ng) Rango (ng) Foo/Fias R’
Tolueno 1,2 4,2-33 3552/10,1 0,999 (n=5)
1-Octeno 0,02 0,06-51 876/7,71 0,994 (n=6)
Etilbenceno 0,21 0,7-6,5 481/10,1 0,992 (n=5)
0,20 0,68-260 3334/5,59 0,998 (n=9)
m, p-Xileno 0,44 1,2-126 1432/6,61 0,996 (n=7)
o-Xileno 0,52 0,96-65 5877/6,61 0,999 (n=7)
Estireno 0,02 0,06-36 503/10,1 0,992 (n=5)
0,01 0,03-2516 1323/5,99 0,995 (n=8)
1,4-Diclorobenceno 0,43 1,4-53 945/7,71 0,995 (n=6)

El método es lineal en dos érdenes de magnitud, tal y como se muestra en la tabla I1.6. Debi-
do a la alta sefial obtenida para etilbenceno y estireno en muestras reales con leche en polvo
entera, se necesitaron dos curvas de calibracion para esos compuestos. Mediante la aplicacion
de tests ANOVA de una cola se verific6 matematicamente la linealidad calculada.

4.3.2. Tests de migracion

4.3.2.1. Ensayos de migracion para leche en polvo

Los ensayos de migracion se llevaron a cabo por triplicado, a tres temperaturas diferentes
(75 °C, 100 °C y 121 °C), durante diferentes periodos de tiempo (30, 60, 120 y 240 min) con
cuatro tipos de envases plasticos utilizados en aplicaciones de alta temperatura (ver figura I1.2)
y sobre los dos tipos de leche en polvo como simulante. Las condiciones de tiempo y tempe-
ratura se seleccionaron segun la Directiva 97/48/CE. Los ensayos de migracion pretendian simu-
lar las condiciones reales de uso de los envases, durante las cuales el envase permanece abier-
to al medio, sin llegar a alcanzar en ningin momento el equilibrio.

Debido a las propias caracteristicas del simulante, leche en polvo, no se pudo elevar la tem-
peratura de los ensayos por encima de 121 °C. A temperaturas superiores, 150 °Cy 175 °C,
los componentes de la matriz, grasas, proteinas y carbohidratos, sufren reacciones de degra-
dacion y como consecuencia, tal y como se aprecia en la figura 1.9, se produce un cambio en
sus caracteristicas quimicas y organolépticas (caramelizacion y pardeamiento) y quimicas.
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H FIGURAIL9

Alteraciones sufridas por la leche en polvo cuando se calienta durante 30 minutos
a diferentes temperaturas (121, 150 y 175 °C)

Leche entera

Los resultados de los ensayos realizados, expresados en mg de compuesto por kg de ali-
mento, se muestran en las tablas I1.7 y I1.8.

Como puede observarse, en ningun caso los valores de migracion especifica superan los
limites establecidos por la Directiva 2002/72/CE, por lo que la utilizacién de estos envases en
aplicaciones donde se requieran altas temperatura no entrana, en principio riesgo alguno para
la salud del consumidor.

Para explicar los resultados de las tablas I1.7 y 11.8, hay que entender todos los procesos de
transferencia de materia que ocurren durante el ensayo. Por un lado, existe una migracion de
compuestos del envase hacia el simulante, la que implica una migracion de los analitos desde
el interior del envase a su superficie, sorcion en el simulante y migracion desde la superficie del
simulante hacia el interior. Por otro lado, y dado que el ensayo de migracion se realiza en un sis-
tema abierto, se produce una liberacién de compuestos, tanto del envase como del simulan-
te, al medio que los rodea.

En general, existe una mayor variacion en el grado de migracion con la temperatura que con
el tiempo. Apenas se detectaron trazas del compuesto menos volatil, 1,4-diclorobenceno
(T, 173,4 °C), posiblemente debido a que las condiciones de los ensayos (T, 121 °Cy t,,, 120
min) no fueran suficientemente extremas como para producir su liberacion. La temperatura, en
cambio, favorecio el proceso de migracion del tolueno (T, 110 °C) desde el simulante al entor-
no. Solamente se detectaron trazas de esta sustancia en los ensayos realizados a 75 °C.
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A pesar de ser el compuesto mas apolar, no se hallaron trazas de 1-octeno en la leche ente-
ra, pero si en leche desnatada. El 1-octeno es una a—olefina muy reactiva, ampliamente utilizada
en reacciones de polimerizacion (Venkatesh et al., 2004b; Peeters et al., 1999; Asakura et al.,
1999). Por lo tanto, y dado el rango de temperaturas de trabajo, es posible que en el seno de
la leche entera haya ocurrido alguna reaccion de oligomerizacion entre dicho analito y algun
componente de la materia grasa de la leche entera, como anhidrido maleico (Park y Choe, 2005;
Venkatesh et al., 2004a) o esteres organicos de cadena corta (de Klerk, 2006).

Las cantidades, para las mismas condiciones de tiempo y temperatura, de etilbenceno, xile-
nos y estireno, sustancias con similares puntos de ebullicion y similar liposolubilidad, son mas
elevadas en leche entera que en desnatada, especialmente cuando el material de ensayo es
SAN. Los analitos se disuelven en la matriz grasa del simulante, en la que quedan retenidos y
atrapados, dificultando asi su vaporizacion vy liberacion al medio exterior.

El estireno mondmero forma parte de la composicion del copolimero SAN, por lo que cabe
esperar una mayor migracion para este compuesto, sobre todo en la leche entera, donde queda
atrapado por afinidad fisico-quimica, sin llegar a sobrepasar, en ningun caso, los limites legis-
lados. Existe una gran diferencia entre los valores de migracion detectados a 121 °Cy 100 °C
para ambas matrices. Aunque la temperatura limite de utilizacion del envase de SAN es, segun
especificaciones del fabricante, de 130 °C, existe ya una degradacion considerable de las cade-
nas del polimero a 121 °C, como consecuencia de la cual se liberan a la atmdsfera gran can-
tidad de productos, entre ellos, estireno mondmero. El comportamiento del etilbenceno, cuya
presencia esta ligada a la composicion del copolimero SAN (Tang et al., 2000) sigue unas ten-
dencias similares al estireno (figura 11.10).

B FIGURAIL1T0

Migracion de estireno y etilbenceno en el copolimero estireno-acrilonitrilo (SAN)
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A la vista de los resultados, ha quedado demostrado el importante papel que desempena
la matriz del alimento, concretamente la materia grasa, en el proceso de migracion, favore-
ciendo, segun su afinidad fisico-quimica, la retencion de sustancias de caracteristicas similares.
Por lo tanto, a la hora de disefar los experimentos de migracion que validen un envase para apli-
caciones a temperatura no se deberia olvidar nunca el alimento al que va destinado. Alimentos
con un contenido importante en grasa favoreceran la acumulacion de contaminantes organicos
procedentes del material de envase.
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4.3.2.2. Comparacion entre simulantes sélidos para migracion a alta temperatura

La migracion es un proceso de transferencia de materia que depende, entre otros factores,
de la afinidad quimica entre el compuesto que migra y el alimento al que se dirige (sorcion) y de
la difusion del migrante en el seno del alimento. Cuando se habla de migracion a alta tempe-
ratura, tal y como se explico en el apartado 4.3.2.1., se debe considerar también la migracion
o liberacion de los compuestos desde la matriz del alimento a la atmdsfera que los rodea. Por
lo tanto, la composicion de la matriz desempena un papel fundamental en el proceso de migra-
cion, tanto al sorber las sustancias procedentes del envase, como al retenerlas y atraparlas, evi-
tando asi su liberacion a temperaturas elevadas.

Una vez realizados los ensayos de migracion en leche en polvo, y comprobada la gran
importancia del contenido graso en la migracion, se compararon estos resultados con los obte-
nidos utilizando como simulantes MPPO y Porapak Q, sorbente muy comun en los muestreos
de compuestos volatiles (Agelopoulos y Ticket; 1998; Pettersson, 2001; Nerin y Acosta, 2002).
Se eligieron las condiciones mas desfavorables de migracion para la leche en polvo, 121 °C'y
30 min. Las condiciones de operacion del P&T para el muestreo de MPPO y Porapak Q se ajus-
taron segun estudios anteriores realizados por otros miembros del grupo con el mismo equipo
(Nerin et al., 2002).

La comparacion de los resultados obtenidos en estos ensayos con sus tests equivalentes
sobre leche en polvo se realizé mediante un andlisis de componentes principales (PCA), mos-
trado en la figura Il.11.

H FIGURAII.11

PCA para la migracion a 121 °C y 30 min. de tolueno (tol), 1-octeno (oct), etilbenceno (etb),
m,p-xileno (m,p-xil), o-xileno (o-xil), estireno (est) y 1,4-diclorobenceno desde polipropileno
copolimero (ppco), polipropileno random (ppra), copolimero de estireno-acrilonitrilo (san)
y policarbonato (pc) a MPPO (Tx), Porapak (Pk), leche en polvo entera (LE) y leche en polvo
desnatada (LD)
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Del PCA, que explica un 83% de la varianza (PC1 50%, PC2 33%), se deduce un com-
portamiento similar entre la leche entera en polvo, leche desnatada en polvo y Porapak Q en la
migracion de tolueno, 1-octeno y (o-,m-,p-)xileno. Sin embargo, la leche entera en polvo fue
capaz de retener mayor cantidad de etilbenceno y estireno, cuando se puso en contacto con
SAN a 121 °C y 30 min. De hecho, se ha demostrado la relacion existente entre el contenido
en grasa de la matriz y la presencia de estos dos compuestos (Linssen y Reitsma, 1996; Tawfik
y Huygnebaert, 1998).

Por otra parte, el MPPO proporcioné mayores valores de migracion de tolueno, 1-octeno
y (0-,m-,p-)xileno al compararlo con el alimento real, tal y como ocurriera en estudios anterio-
res (Aurela et al., 1999 y 2001), no existiendo diferencias significativas entre ambas matrices en
los niveles detectados de etilbenceno y estireno. Los valores de migraciéon obtenidos en MPPO
fueron similares a los detectados por Nerin y Acosta (Nerin y Acosta, 2002) en un trabajo ante-
rior realizado con el mismo tipo de envases.

De este estudio, podemos concluir que el MPPO o Tenax®, simulante sintético recomen-
dado por la legislacion europea para las simulacion del comportamiento de alimentos sdlidos,
sobreestima la migracion de algunos compuestos volatiles, ademas de ser menos rentable eco-
némicamente. Es necesario, por tanto, buscar simulantes sdlidos alternativos cuya composi-
cién y comportamiento quimico se asemeje al del alimento real. La leche entera en polvo, con
un contenido en grasa de 23%, podria, por su naturaleza, precio, manejabilidad y comporta-
miento, ser la solucion para aplicaciones en las que no se requirieran temperaturas superiores
a121°C.

5. Nuevos materiales poliméricos como sorbentes para muestreos
en fase gas con desorcion térmica

5.1. INTRODUCCION

Como ya se menciond en el capitulo anterior, entre los métodos utilizados y descritos para
la concentracion de compuestos organicos volatiles (VOCs), la técnica de Purga y Trampa (P&G),
en la que los analitos se desorben de la matriz mediante el uso de temperatura, se desplazan
por una corriente de gas inerte hasta un sorbente apropiado donde quedan atrapados vy, final-
mente, se desorben, mediante el empleo de temperaturas mas altas, en la zona de cabeza de
una columna cromatografica, es una de las mas utilizadas por sus ya citadas ventajas (Nerin et
al., 1998; Kloskowski et al., 2004). Una vez retenidos en el sorbente, los analitos también pue-
den recuperarse por una desorcion con disolventes de diferente naturaleza, escogidos y opti-
mizados segun el tipo de interaccion solvente-analito-sorbente. En la desorcion térmica, los ana-
litos Unicamente son desorbidos por la accion de la temperatura, con la consiguiente falta de
especificidad y selectividad. Sin embargo, esta técnica presenta otras ventajas (Harper, 2000),
tanto desde el punto de vista medioambiental, con menor consumo de disolventes organicos,
y por tanto, menor produccién de residuos, como desde el punto de vista analitico, debido al
incremento sensibilidad como consecuencia de la no-dilucion de los analitos.
Los sorbentes mas utilizados para desorciéon térmica son (Hori et al., 1989; Harper 2000;
Kloskowski et al., 2004; Supelco 2006):
e Tamices de carbén molecular, adecuados para retener moléculas de pequeno tamano
(clorometano, cloruro de vinilo, etc.). Como ejemplo hay que destacar la linea de pro-
ductos Carbosieve S-Ill o Carboxen, comercializados por Supelco®.
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e Carbon-grafito negro, no poroso. Retiene desde hidrocarburos de cadena pequena C4-
C5 hasta moléculas de mayor tamano, como los bifenilos policlorados (PCBs). Supelco®
lo comercializa con la denominacién de Carbotrap o Carbopack.

e Polimeros porosos. Dentro de este amplio grupo se encuentra Supelpak-2, obtenida por
la purificacion de Amberlita-XAD2, y adecuada para la retencion de hidrocarburos polia-
romaticos (PAHSs) en aire; Tenax, polimero de dxido de 2,6-difenilo, adecuado para com-
puestos volatiles y semivolatiles; y Chromosorb 106, polimero de estireno-divinilbenceno,
con una superficie especifica de 750 m?/g, apto para retener pequenas moléculas.

La extraccion en fase solida (SPE) se introdujo en los laboratorios a principios de la déca-
da de los 70 tanto como técnica de extraccion como de limpieza, “clean-up”, de soluciones
liquidas. La determinacion de trazas de pesticidas en agua, el aislamiento de moléculas orga-
nicas en distintas matrices, como vino, fluidos bioldgicos, orina y sangre, constituyen aplica-
ciones tipicas de SPE (Huck y Bonn, 2000). Los sorbentes tipicos de este tipico de aplicacio-
nes, fabricados a partir de silice fundida en fase reversa C4-C, 5, apenas se emplean en desorcion
térmica debido a la degradacion de su superficie especifica a altas temperaturas (Thurman y
Mills, 1998). Sin embargo, en la década de los 90 se introdujeron en el mercado nuevas resi-
nas poliméricas de elevada superficie especifica (ver Tabla I1.9 (Hennion, 1999)).

W ABLAILY

Caracteristicas de las resinas copoliméricas comerciales apolares de SPE
(°n.a.: no disponible, "EVB: Etilvinilbenceno, NVP: N-vinilpirrilidona)

Sorbente Fabricante Estructura Porosidad (A) d, (um) Superficie
especffica
(m?/g)
BondEWtENV __ Veden_ ___PSDVB 40 _ 125 500
BondEwtPPL  Vedan________PSDVB 300 _ 125 700
Apbsewt Ve 100 65:80 __ _ 500-650
SDB___________JTBaker _____PSDVBEVE" 300 ___ 40120 1060
SpeediskDVD _  JTBaker ___PSDVB 150 na® 700 __
Emporedisk _ ___ __JTBaker _____PSDVB na ____ ¢ 68 ____3%0 __
LiChroltEN _  Merck ______PSDvB 80 ____ ¢ 40120 1200
lsouteENV+  _IST_________PSDvB 100 _ __ ¢ 90_____100 __
EnvichromP _______Supelco _____PSDVB 140 ¢ 80160 _ 900 _ _
Chromabond HR-P_ _  _ Machery-Nagel ___ PSDVB na._ ¢ 50100 1200
Porapak RDX __ ___Waters __ ____ _ PSDVBNVP® 55 120 850
OasisHLB_ _ ___ ___Waters _ _____ PSDVBNVP" 55 30y60_ _ 800 _ _
PRP-1 ___ _Hamiten ______PSDVB w1 Sy10 415
PLRPS ___ ___Poymerlabs. ___PSDVB 100 ____ 15y60 550 __
Hysphere-1 Spark Holand PS-DVB n.a 5-20 >1000

La mayor eficiencia de las nuevas resinas poliméricas, debida, en gran parte, a su elevada
superficie especifica, permite la extraccion de analitos polares (Hennion 1999; Ferreira et al.,
2004; Benito-Pefa et al., 2006). Por otro lado, su estructura les confiere una mayor estabilidad
térmica potencial. Sin embargo, y hasta la fecha, su potencial en aplicaciones con desorcion tér-
mica no ha sido documentado.
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En este capitulo se pretende estudiar y evaluar el comportamiento de dos de estas nuevas
resinas poliméricas para aplicaciones en muestreos en fase gas y posterior recuperacion de los
analitos por desorcion térmica, concretamente Bond Elut ENV, suministrada por Varian Inc., y
LiChrolut EN, de Merck, seleccionadas por sus excelentes propiedades de retencion en fase
liquida (Ferreira et al., 2004). Para ello, se estudiara la capacidad de retencion y posterior elu-
cion de siete compuestos organicos volatiles (VOCs), 1-octeno, etilbenceno, (o-,m-,p-)xileno,
estireno y 1,4 diclorobenceno, para compararla con el comportamiento mostrado por Tenax®
TA, resina polimérica cuyo uso en este tipo de aplicaciones esta muy extendido. Finalmente, se
procede al calculo de las cantidades de estos sorbentes que darian las mismas prestaciones
que las trampas comerciales para uso con P&T vy relleno de Tenax® TA

5.2. EXPERIMENTAL

5.2.1. Preparacion de los lechos de sorbente y descripcion del sistema experimental

Los tres sorbentes utilizados, Tenax® TA, Bond Elut® ENV y LiChrolut® EN, fueron en pri-
mer lugar acondicionados mediante lavado con metanol y secado a vacio. A continuacion, el
relleno se empagueta en tubos de acero inoxidable de 1/8 de pulgada de diametro interno y los
extremos del tubo se taponaron con lana de vidrio silanizada para evitar un posible arrastre del
sorbente por la corriente de gas.

Los lechos, cuyas propiedades fisicas se muestran en la tabla Il.10 se unieron al inyector y
detector FID de un cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 Series Il) mediante cone-
xiones de acero inoxidable de 1/16 de pulgada. En la figura I.12 se muestra un esquema del
sistema experimental empleado, similar al utilizado por Supelco (Manura, 2004).

H TABLAIL10

Propiedades de los lechos de sorbentes

Tenax® TA BondEIut® ENV LiChrolut® EN

“Diametro de particula (mm) _ 125 40120
Nolumendeporo(ml/g) 24 18 ors__
“Superficie especifica(m®g) 24t 800 ______ 120 _____
Mesadesorbente(wg) _ _ _ _ ___________‘"870_ 1087 181 75
Longitud dellecho (mm) _ _ __ __________"87 549 492 1%
Volumendellechol) _ 48 438 _ 80 _____ 150
Volumenmuerto (W) ™27 878 298 95
Relacion de fases (®, g de sorbente por mL de gas) 0,29 0,51 0,79
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W FIGURAIL12

Esquema del sistema experimental utilizado

-
-

D 1/8 pulgada

Se prepararon disoluciones al 1% (m/m) en dietil éter de cada uno de los estandares (1-octe-
no, etilbenceno, (o-,m-,p-)xileno, estireno y 1,4-diclorobenceno). Un microlitro de cada disolu-
cion se inyectd a 250 °C. El flujo de gas portador, nitrégeno, se fijo en 20 mL/min. Se monito-
rizo la elucion isoterma de cada analito a través del lecho de sorbente en un rango de
temperaturas de 120-180 °C. Previamente se evalud, por inspeccion visual, la maxima tem-
peratura que las nuevas resinas poliméricas, Bond Elut® ENV y LiChrolut® EN, podian resis-
tir sin degradacion aparente, siendo ésta de 240 y 260 °C respectivamente.

5.2.2. Determinacion de los parametros cromatograficos del sistema

El tiempo de retencién (t), la anchura de pico (w) y el factor de asimetria (F,) se midie-
ron directamente a partir del pico de elucion, sefal de salida del sistema.

El factor de capacidad (k) de cada analito, definido como la relacion entre la masa de ana-
lito retenida y la masa que permanece en la fase movil, se calculd mediante la expresion:

t, —1t
k=" Ec[5]
r!]

donde t, es el volumen muerto. Los coeficientes de distribucion se obtienen, por tanto, como:
= J*
K=k*¢ Ec[6]

siendo ¢ la relacion de fases (tabla I11.10).
El nimero de platos (N) en funcion de la temperatura se estimé con ayuda de las curvas

de elucion como:
16
t
N=16% &
(WJ Ec[7]
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Este parametro y la longitud de lecho de cada sorbente (L), ver tabla I1.10, estan relacio-
nados por la expresion H=N/L, que permite la determinacion de la altura equivalente de plato
teodrico (H).

El volumen de ruptura (V), definido como el volumen de eluyente, a una temperatura dada
que puede atravesar un lecho de sorbente antes que la concentracion a la salida del analito rete-
nido alcance un valor relativo a la carga inicial, normalmente entre el 1y el 5%, es el parametro
mas importante en SPE (Hennion y Pichon, 1994; Harper, 2000; Liska, 2000; Poole et al., 2000;
Rodriguez et al., 2000; Sides et al., 2000). El V,; depende (Liska, 2000) de la carga de analito
(independiente a bajas concentraciones) de la temperatura, del flujo de gas portador y del nime-
ro de platos tedricos, parametro que es obviado en la mayor parte de los estudios realizados.
Experimentalmente se puede determinar V, tanto por métodos on-line como off-line, requiriendo
estos ultimos gran cantidad de tiempo, ademas de ser un tanto subjetivos (Poole et al., 2000).
Existen, por otra parte, varios métodos tedricos que estiman V. De la teoria de la cromatografia
frontal, se puede deducir una expresion que relaciona el volumen de ruptura con varias propie-
dades (numero de platos, N, volumen muerto, V,,, factor de capacidad) de los lechos de sor-
bentes y los analitos en ellos retenidos, segun:

2.3
Ve=(1+ k)V.u(l - W] Ec[8]

La Ecl[8] estima el volumen de ruptura al 1%y se aplica en sistemas con gran nimero de platos.
L&vkvist y Jonsson (Lovkvist y Jonsson, 1987) propusieron un modelo aplicable a sistemas,
como los de SPE, con un numero de platos pequeno.

1
Vy=————=(1+k)*V,
PRI
0 N NZ
Los parametros a,, a, y a, son caracteristicos del nivel de ruptura (tabla 11.11)

Ec[9]

O_%;Ruptura a, a, a

_1% . _____0Oogwoo______ 288 e

5% __________0®o25 580 _________“ 4608
1% 0,9801 13,59 17,60

En este trabajo, el volumen de ruptura experimental se calculd siguiendo el procedimiento
descrito por Kroupa y Manura (Kroupa et al., 2004; Manura, 2004) y su valor se compard con
el tedrico dado por las ecuaciones [8] y [9].

El volumen de elucién (Vy), o volumen de gas portador necesario para desorber el anali-
to atrapado en el sorbente, se calculd segun la teoria frontal de cromatografia como:

23
V, =(1+kV, (1 + T’ﬁ) Eof10]
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5.2.3. Dependencia con la temperatura

La dependencia de las diferentes variables termodinamicas con la temperatura se establece
a través de la ecuacion de Van't Hoff:

dlnX__ AH,
dT ~ R*T? Ec[11]

donde X es la variable considerada, AH; (J mol”) es la entalpia del proceso termodinamico, en
este caso la adsorcion, a la temperatura T (K) y R es la constante universal de los gases.
AH, se obtiene aplicando la ley de Kirchoff:

AH, = AH,, + [ AC,dz
! " JZU ! Ec[12]

donde AH,, es la entalpia del proceso termodinamico a la temperatura de referencia T,y AC,
(JK'mol™) es la diferencia de capacidad calorifica molar entre el estado final (sorbido en el sor-
bente) e inicial (en fase gas) del analito (AC, = Gy, - Cp,).

La entalpia de adsorcion, no obstante, se considera constante con la temperatura en la
mayoria de estudios debido al estrecho rango de temperaturas analizado. Por lo tanto, la inte-
gracion de la ecuacion [12] conduce a la solucion:

InX = +C

Ec[13]
donde -AH/T y C son constantes. Esta soluciéon se denomina modelo de dos parametros.
Si se considera la dependencia de AH; con la temperatura, y asumiendo que AC, es cons-
tante, se obtiene la solucion:

_—AH,, AC,(, T T,-T
IHX—T+T ln?0+ +C Ec[14]

denominada modelo de tres parametros. Relaciones similares a las obtenidas con el mode-
lo de tres parametros se han utilizado anteriormente para el estudio de la dependencia con la
temperatura de la retencién en columna capilar de cromatrografia de gases (Hébeger y Gor-
genyi, 2001), en el calculo de coeficientes de particion aire-agua (Gérgenyi et al., 2002) y en el
calculo de volumenes de ruptura de VOCs en varios sorbentes (Kroupa et al., 2004).

En el presente trabajo, debido al rango experimental de temperaturas, sélo se ha consi-
derado el modelo de dos parametros.

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Influencia de la temperatura sobre el coeficiente de distribucion y el volumen
de ruptura
La influencia de la temperatura, tanto sobre el coeficiente de distribucién, como sobre el
volumen de ruptura, a presion constante viene dada por la aplicacion de la ecuacion de Van't
Hoff (Green y Abraham, 2000), segun las siguientes ecuaciones:

d]l’lK__ AH
dT ~ R*T? Ec[15]
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AH

TR

dInV,

Ec[16]

dr

A partir de estas ecuaciones y, considerando AH constante en el rango de temperaturas
estudiado, se obtiene un modelo de regresion linear al representar bien InK o InV; frente a 1/T,

siendo (-AH/R) la pendiente. En las tablas .12 y .13 se muestran los coeficientes de correla-

cion, las pendientes y las ordenadas en el origen para el ajuste de la retencion de cada com-

puesto en los diferentes sorbentes.
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Los coeficientes de correlacion obtenidos demuestran la validez del modelo propuesto,
correspondiendo los peores ajustes a la modelizacion del comportamiento de los VOCs sobre
los lechos de Tenax. Tanto los mayores coeficientes de distribucion (K) como los mayores volu-
menes de ruptura (V) se obtuvieron para la adsorcion de los diferentes VOCs sobre LiChrolut®
EN, seguida de Bond Elut® ENV, y por ultimo sobre Tenax® TA, en el intervalo de temperatu-
ra estudiado, lo que ilustra la clara influencia de la superficie especifica sobre la retencion. En
lo que concierne a los compuestos individuales, los valores de Ky V, en cada sorbente se
corresponden con sus puntos de ebullicion, siendo el 1-octeno (T,=121 °C) el compuesto
menos retenido y el 1,4-diclorobenceno (T,=173,4 °C) el analito mas retenido.

El proceso de adsorcion de los analitos sobre la matriz de los diferentes lechos es un pro-
ceso exotérmico (AH<0), como reflejan los valores positivos de las pendientes calculadas
(-AH/R), en consonancia con anteriores estudios (Green y Abraham, 2000; Saraullo et al., 1997).
Por lo tanto, cuanto mayor es la temperatura, menor es el poder de retencion de los sorben-
tes. Nerin y Acosta ya habian observado el empeoramiento de la propiedades de retencion del
Tenax® TA por el incremento de la temperatura (Nerin y Acosta, 2002). Sin embargo, no se
encontro en bibliografia cientifica ninguna mencion acerca de la variacion de dichas propieda-
des sobre los lechos de LiChrolut® EN o de Bond Elut® ENV.

El valor absoluto de la pendiente es, ademas, un indicador de la sensibilidad de de las pro-
piedades de retencion que cada sorbente posee frente a la variacion de temperatura. De este
modo, las propiedades de retencion del LiChrolut® EN y del Bond Elut® ENV, sorbentes cuyos
valores de (-AH/R) son los mas elevados, se ven afectadas en mayor grado por las variaciones
de temperatura que las propiedades de retencion del Tenax® TA, con menor valor de (-DH/R).

Los volimenes de ruptura también se calcularon (datos no mostrados) seguin el modelo pro-
puesto por Lovkvist y Jonsson (Ec [9]) al 1% para lechos de pocos numeros de platos, coinci-
diendo con los obtenidos experimentalmente, tal y como ya ocurriera en estudios anteriores
(Fernando et al., 1993; Larrivee y Poole, 1994; Miller y Poole, 1994; Poole y Poole, 1995; Bal-
tussen et al., 1998; Ortega et al., 2001). El modelo Gaussiano, basado en cromatografia fron-
tal (Ec. [8]) para el calculo de los volumenes de ruptura proporciono resultados peores, parti-
cularmente con LiChrolut® EN, debido a sus pobres propiedades cromatogréficas (ver parrafo
posterior).

5.3.2. Comportamiento cromatografico

El comportamiento cromatografico de cada sorbente se evaludé mediante el célculo de dos
parametros: la altura equivalente de plato tedrico (H) y el factor de asimetria (F,), asi como su
variacion con la temperatura.

La altura equivalente de plato teérico (H) es un parametro utilizado en teoria de la cro-
matografia para evaluar la eficiencia de las columnas cromatogréaficas. Cuanto menor es H,
mayor es la eficiencia. En la tabla Il.14 se muestran los valores de H calculados para todos los
analitos en cada sorbente a las temperaturas del extremo del intervalo estudiado.
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B TABLAIL14

Altura equivalente de plato teérico (°T=130 °C)

H (mm) Tenax® TA Bond Elut® ENV LiChrolut® EN
T=120°C T=180°C T=120°C T=180 °C T=120°C T=180°C
1-Octeno 2,61+0,22  1,89+0,20 0,28+0,03  0,34+0,03 0,61+0,04 0,79+0,03

Considerando la tabla Il.14, las lechos més eficientes, desde el punto de vista cromato-
grafico, son los fabricados con Bond Elut® ENV, seguidos de los que contienen LiChrolut® EN.
Sorprendentemente, los lechos de Tenax® TA, a pesar de ser los mas empleados en este tipo
de aplicaciones, son, con diferencia, los menos eficaces y presentan mayor dependencia de la
altura equivalente de plato tedrico (H) con la temperatura.

Los lechos de Bond Elut® ENV poseen una ventaja adicional: el valor de H es practicamente
independiente de la naturaleza del analito sorbido, lo que permite la prediccion del comporta-
miento de una mayor variedad de analitos. Unicamente el valor de H para el 1,4-diclorobenceno,
con mayor polaridad, es menor que para el resto de analitos.

El factor de asimetria (F,) describe la forma del pico cromatogréfico, ademés de propor-
cionar informacién sobre el tipo de adsorcion entre el analito y el sorbente: cuanto mayor es este
valor, mas fuerte es la adsorcion.

Cuando se estudia la adsorcion sobre diferentes materiales, se debe considerar tanto el
tamafo como la distribucion de poros, ya que la distribucion de los analitos sobre los macro-
poros (diametro mayor de 50 nm) o microporos (diametro menor de 2 nm) es diferente. La
adsorcion sobre los macroporos, descrita por las isotermas de Lagmuir o Freunlich, se debe a
la formacion de una capa (monocapa) sobre su superficie, seguida de una acumulacion en suce-
sivas capas (multicapa). La adsorcién sobre los microporos es mas fuerte, ya que se forma una
especie de menisco por la proximidad del analito a las superficies del poro (Snow y Slack, 2002).

Los valores de F, a las temperaturas del extremo del intervalo estudiado se muestran en la
siguiente tabla.

H TABLAIL15

Factor de asimetria (*T=130 °C)

F, Tenax® TA Bond Elut® ENV LiChrolut® EN
T=120°C T=180°C T=120°C T=180°C T=120°C T=180°C

1-Octeno _ ___ _1,36=013 104:006 _ 143:004 117£002 = 1,99+017 _ 157x004
Etibenceno _ __ _ _ 1,62+¢009 _1,38+007 _ 1574003 1,29+006 _ 2,35+0.24 _ 1,66+005
oXileno _ _____152£007 1341004 _ 1,74£012 1,34+008 _ 184+007 _ 153:003
mXieno 149005 1,34x004 _ 141006 123:004 _ 213+008 _ 1,49+008
pXieno 154017 130+004 _ _169£007 133+002 = 253+014  149+004
Estireno 1,46+0,12  1,41+0,07 1,69+0,07  1,563+0,02 1,87+0,03 1,46+0,23
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A partir de la tabla I1.15, se deduce que la interaccion analito-sorbente, cualquiera que sea
su naturaleza, se debilita al aumentar la temperatura, como indica la disminucion de F,. Los
picos de elucion mas asimétricos se obtuvieron sobre LiChrolut® EN, siendo comparables los
valores de F, para el Tenax® TA y Bond Elut® ENV (menores de 1,50).

Las diferencias de comportamiento de las resinas de Bond Elut® ENV (estireno divinil ben-
ceno) y LiChrolut® EN (etilvinilbenceno-divinilbenceno), a pesar de su similar naturaleza, se atri-
buyen tanto a la mayor superficie especifica como al menor volumen del poro de la Ultima. La
retencion sobre los poros de LiChrolut® EN es mas fuerte, lo que se traduce en una desorcion
mas lenta y la aparicion de colas “efecto tailing” en los picos cromatograficos.

5.3.3. Analisis por componentes principales (PCA)

Una vez evaluados por separado los datos generados en este estudio, es conveniente rea-
lizar un andlisis por componentes principales (PCA), para reducir la dimensionalidad de los datos
e identificar (confirmar) las variables mas significativas.

H FIGURAIL13

Anadlisis por componentes principales. A) Factores B) Variables

A)

0,5

-0,5

o
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En el disefio PCA, los factores considerados fueron el tipo de sorbente, la temperatura y el
analito adsorbido; y como variables el coeficiente de distribucion (K), la altura equivalente de
plato tedrico (H), el factor de asimetria (F,) y el volumen de ruptura (V). El modelo obtenido (ver
figura 11.13) permite explicar en dos componentes principales el 89% de la varianza.

La primera componente principal (65%), correlacionada positivamente con la constante de
distribucion, volumen de ruptura y factor de asimetria, diferencia el comportamiento del lecho de
LiChrolut® EN de los otros sorbentes. La segunda componente principal (26%), correlacionada
positivamente con la altura de plato tedrico, define el comportamiento del lecho de Bond Elut®
ENV (al que correspondieron los menores valores de H) de los otros dos sorbentes.

En los apartados anteriores se destaca la mayor sensibilidad de la resina de LiChrolut® EN
con la temperatura. En la figura 1.13 se observa en LiChrolut® EN una mayor disminucion en
los valores de K, F,y V; a medida que aumenta la temperatura, lo que origina que su com-
portamiento se asemeje al de los otros dos sorbentes.

5.3.4. Modelado y prediccion

Hasta la fecha, las aplicaciones de las nuevas resinas poliméricas se han centrado en extrac-
ciones en fase liquida. Con este trabajo, se pretende validar el uso de estos nuevos materiales
para muestreos en fase gas. Hasta el momento se ha estudiado y modelizado el comporta-
miento de las resinas en un rango de temperaturas comprendido entre 120-180 °C. Sin embar-
go, y teniendo presente las condiciones de muestreo y andlisis de las aplicaciones anteriormente
mencionadas, es imprescindible conocer sus propiedades de retencion a dos temperaturas sig-
nificativas, temperatura ambiente (25 °C) a la cual se efectla el muestreo, y temperatura de elu-
cion (220 °C), a la cual los analitos son desorbidos e introducidos en el sistema de analisis
correspondiente.

La extrapolacion lineal en el modelo de dos parametros para el célculo de Vg ha sido amplia-
mente utilizada en diversos estudios (Brown y Purnell, 1979; Frank y Frank, 1990; Ventura et al.,
1993). Los coeficientes de distribucion extrapolados por el modelo de los dos parametros, a
25°C y 220 °C se muestran en la tabla Il.16:

Bl TABLAIL16

Extrapolacion de los coeficientes de distribucion a 25 °C y 220 °C

Tenax TA Bond Elut ENV LiChrolut EN
25°C 220°C 25°C 220°C 25°C 220°C
1Octeno 8080 242 1104105 731 ¢ 27860871 514
Etibenceno 9490 542 963437 792 14505402 485
oXieno ________ 7560 578 1236421 877 ¢ 22804505 639
mXleno 12748 689 1007551 775 ¢ 21269693 675
pXieno 9805 620 908437 782 ¢ 20845726 568
Esireno ________ 8863 983 1086558 _ 886 _ | 19308452 462
1,4-Diclorobenceno 16357 9,22 1547248 118 21529103 1094

Los coeficientes de distribucion més elevados a temperatura ambiente, y por consiguiente,
las retenciones mas fuertes, corresponden a LiChrolut® EN, seguido de Bond Elut® ENV. La
retencién sobre Tenax® TA, en cambio, es mucho mas débil, con unos coeficientes de dis-
tribucién hasta de cuatro y tres érdenes de magnitud menor, respectivamente. Estas diferen-
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cias tan abismales en retencion se reducen a la temperatura de elucion (220 °C), donde los
coeficientes de distribucion, tanto sobre LiChrolut® EN como sobre BondEIut® ENV, son Uni-
camente un orden de magnitud mayor, ya que estos nuevas resinas poliméricas son mucho
mas sensibles a las variaciones de temperatura, tal como se comprobd en las secciones ante-
riores.

Es, precisamente, en su mayor sensibilidad a las variaciones de temperatura, donde resi-
de la gran ventaja de Bond Elut® ENV y LiChrolut® EN frente a los sorbentes convencionales,
véase Tenax® TA. Sus excelentes propiedades de retencion a temperatura ambiente, junto con
una elucion comparable a los sorbentes clasicos a temperaturas tipicas de elucion (220 °C),
permiten una mayor flexibilidad y versatilidad en el disefio de nuevas trampas para muestre-
0s gas-solido.

Con base a estos datos, la figura Il.14 se reflgja la reduccion en las dimensiones de las tram-
pas de los sorbentes considerados que se necesitarian para lograr una retencion similar a la
conseguida por las trampas de Tenax® estandarizas de Supelco® (24 cm de longitud, 1/8 pul-
gada de diametro interno y 475 mg de sorbente).

En la modelizacion se ha calculado, en primer lugar, el volumen de ruptura de ruptura de
los analitos en la trampa de Tenax® a 25 °C. A continuacion, y teniendo en cuenta los coefi-
cientes de distribucion (tabla 11.16) y la altura de plato tedrico, se ha ido modificando la longi-
tud de la columna de los lechos de Bond Elut® ENV y LiChrolut® EN hasta conseguir, para
cualquier analito, un volumen de ruptura similar al volumen de ruptura minimo obtenido para
el Tenax® TA.

Escalado. Dimensiones de las trampas de Bond Elut® ENV y LiChrolut® EN con el mismo
volumen de ruptura que las trampas estandares de Tenax® TA de Supelco® a 25 °C

Tenax TA
[
L=240mm D=1/8pul m=475mg N=127platos

Bond Elut ENV

B L=2 3mm D=1/8pul m=7,1mg N=6,6platos

= | =4 57mm D=2,0mm m=55mg N=13,0platos

LiChrolut EN

I L=0,4mm D=1/8pul m=1,7mg N=0,6platos

' L=0,7mm D=2mm m=1,2mg N=1,1platos
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Los volumenes de ruptura y elucion de los analitos se muestran en la tablas 11.17 y 11.18.

W TABLAIL1T7

Volumenes de ruptura (mL) para las trampas de la figura Il.14

Tenax® TA Bond Elut® ENV LiChrolut® EN
D=1/8pulg D=2mm D = 1/8 pulg D =2mm

1Octero %613 4202 8835 6648 6680
Efibenceno 8860 S667 8439 3461 8478
oxleno 37 4706 4186 5463 5489
mXleno __ _________519% %835 8818 806 5100
p-Xileno 447 3439 8419 4974 4998
Estrero 4029 436 412 4607 4629
1,4-Diclorobenceno 7435 5889 5856 5137 5162

H TABLAIL18

Volumenes de elucion (mL) para las trampas de la figura 11.18

Tenax® TA Bond Elut® ENV LiChrolut® EN
D=1/8pulg D=2mm D = 1/8 pulg D =2mm
1Octeno 788 101 054 889 216 __
Etibenceno 506 ________ 109« 068____ 867 ___ 208 _
oXleno 526 ________ 120« 074 _____ 484 ____ 268 _
mXieno_ 590 _______ 107__ 082 48 ___ 241 _
pXieno 580 _______ 109« 072_____480 ___ 238 _
Estreno 76 ________ 122 074 ____ 850 ___ 194 _
1,4-Diclorobenceno 7,22 1,61 0,82 8,27 4,58

Como se muestra en la figura .14 y en las Tablas 11.17 y 11.18, sdlo serfan necesarios unos
pocos miligramos de las resinas poliméricas para lograr el mismo grado de retencién de los ana-
litos que sobre las trampas de Tenax®, lo que supondria una reducciéon considerable de sus
dimensiones. De igual manera, se reducirian los volimenes de gas portador necesarios para
desorber los analitos. Solamente el analito mas pesado, 1,4-diclorobenceno, necesitaria para
la trampa equivalente de LiChrolut® EN de 1/8 de pulgada de diametro, un volumen superior
al requerido por la trampa convencional de Tenax® TA.

Se abre, por lo tanto, una nueva linea de trabajo con la utilizacion de trampas mas versa-
tiles y manejables, que pueden ser empleadas “in situ” en el lugar de muestreo y transportadas
facilmente a los laboratorios para un posterior acoplamiento en los equipos de andlisis, con unos
requerimientos minimos de presion y operacion al reducirse tanto los consumos de gases como
los tiempos de andlisis.

Por Ultimo, cabe sefalar que, aunque ambas resinas poliméricas, Bond Elut® ENV y LiCh-
rolut® EN, poseen unas muy buenas propiedades de retencién, se recomienda, no obstante,
el empleo de Bond Elut® ENV para sistemas de desorcion térmica debido a sus excelente com-
portamiento cromatogréfico.
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Desarrollo de un envase activo antimicrobiano

1. Introduccién

Tradicionalmente, la principal mision del envase alimentario consistia en proteger y conte-
ner al alimento. Sin embargo, los cambios introducidos en las practicas de distribucion y comer-
cializacion de los productos envasados, como la centralizacion de la produccion, la venta por
Internet y la internacionalizacion de los mercados, han incrementado las exigencias de la indus-
tria del envasado de alimentos, que debe responder ante un consumidor que demanda una
mayor cantidad de productos frescos o minimamente procesados (Vermeiren et al., 1999). La
nueva concepcion del envase alimentario como un instrumento para prolongar la vida Util de los
productos ha supuesto una revolucion en la industria del envasado. El envase y el alimento ya
no se consideran como entidades independientes, sino dos elementos complementarios que
pueden interaccionar para mejorar la calidad y la aceptabilidad del producto envasado.

El término “envasado activo” fue introducido por primera vez por Labuza (Labuza y Breene,
1989), refiriendose indistintamente a envases activos e inteligentes. Posteriormente se dife-
renciaron ambos términos, estableciéndose dos categorias dentro de las técnicas de envasa-
do: el envasado activo y el envasado inteligente (Ahvenainen y Hurne, 1997).

Los sistemas activos modifican alguna condicion de conservacion de los alimentos enva-
sados para aumentar su vida Util y mejorar la seguridad o las propiedades sensoriales mante-
niendo su calidad (Hotchkiss, 1997). Existen dos grandes categorias de envases activos: los que
absorben compuestos responsables de la disminucion de calidad de los productos alimenta-
rios (oxigeno, agua, etileno,...) y los que liberan sustancias que incrementan la vida util del pro-
ducto (antimicrobianos, antioxidantes, aromatizantes,...).

Los sistemas inteligentes monitorizan algun parametro que interviene en la conservacion y
distribucion de los productos para proporcionar informacion a los consumidores sobre la cali-
dad del alimento envasado (de Kruijf, 2002). Comercialmente, los envases inteligentes mas
difundidos son los indicadores tiempo-temperatura, que se aplican en la superficie exterior del
envase e informan sobre la “historia térmica” del mismo. También estan disponibles en el mer-
cado indicadores comerciales de oxigeno y dioxido de carbono.

Estos conceptos de envasado activo e inteligente no son nuevos, pero el interés suscita-
do por ellos, asi como el desarrollo de estudios e investigaciones sobre los mismos, se ha
incrementado notablemente durante los Ultimos afos. Japon es el pais pionero en el desarro-
llo comercial de este tipo de sistemas, principalmente en el campo de los absorbedores de oxi-
geno y de varios emisores (Rooney, 1995), y posee un gran nimero de patentes. En Australia
y EE.UU también es posible encontrar en los supermercados ejemplos de aplicaciones con
resultados satisfactorios. Sin embargo, en Europa el uso de los envases activos no esta muy
extendido debido a la falta de legislacion especifica sobre el tema.

La actual legislacion europea sobre materiales en contacto con alimentos establece una lista
con todas las sustancias permitidas para entrar en contacto con el alimento (2002/72/CE y
2004/19/CE). Estas listas, de momento, soélo incluyen los compuestos que se usan en la fabri-
cacion de los envases, y no contemplan la posibilidad de introducir algunos compuestos que
podrian aumentar la vida Uutil de los alimentos envasados, como sucede en el envase activo.
De hecho, el limite de migracion global fijado en 60 mg/kg es incompatible con algunos de los
sistemas activos basados en la migracion de los componentes activos desde el envase al ali-
mento.
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1.1. ENVASE ACTIVO

Los envases activos ejercen su funcion mediante varios mecanismos (Han, 2002):

a) atrapando las sustancias indeseables (oxigeno, humedad, etileno, didxido de carbono)
del interior del envase (scavengers),

b) liberando sustancias activas,

c) empleando nuevos materiales, disehados especificamente para cada aplicacion.

En la tabla ll.1 se muestran algunas aplicaciones de los envases activos (Fernandez, 2000).

Hl TABLA L1

Ejemplos de aplicaciones de envase activo

Técnica Dispositvo Principio/reactivo Aplicacion

Absorbedores de humedad Laminas Sales de poliacrilato Productos secos
Amidas modificadas

Reguladores de humedad Sobres Gel de silice Carne y pescado fresco
Etiquetas Propilengilcol Verduras frescas
Peliculas Ceras Frutos secos
——— il _______Chocolate ¢ Galletas y aperitivos
Tratamientos antivaho Peliculas Etoxilatos no i6nicos Verduras frescas
Monoglicéridos
Absorbedores de O, Sobres Hierro en polvo Todos
Etiquetas Acido ascérbico
Bandejas Enzimas
Peliculas Luz
Tapones
Absorbedores de CO, Sobres Hidrdxido célcico Café tostado
Emisores de CO, Sobres Bicarbonato sédico Verduras
Frutossecos
Absorbedores de etileno Sobres KMnO, Verduras frescas
Peliculas Adsorbentes
Envasado antimicrobiano Sobres Etanol Productos de panaderia
Peliculas Acidos organicos Fruta
Plata y cobre
Enzimas
Bacteriocinas
e ___Acetesesencidles
Aromas Peliculas Acidos organicos Pescado
Resinas Productos grasos
Enzimas Zumos
Envases antioxidantes Peliculas BHT Frutas
Vitamina E Cereales

Aceites esenciales

1.1.1. Absorbedores de oxigeno

La presencia de oxigeno en el interior del envase favorece la oxidacion de los componentes
del alimento y la proliferacion de microorganismos sobre la superficie del mismo. Ademas favo-
rece la aparicion de olores extrafos —resultado de la oxidacion lipidica de las grasas— cambios
de color y pérdida de nutrientes, como la vitamina E, pro-vitamina A y vitamina C, muy facilmente
oxidables (de Kruiff et al., 2002). Aunque los alimentos se envasen en atmdsfera modificada
(MAP) o al vacio, no siempre se consigue una eliminacion completa del O,. Los absorbedores
de oxigeno, como su nombre indica, absorben el O, residual después del envasado.
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En general, las tecnologias de atrapamiento del O, residual se basan en la utilizacion de uno
0 mas de los siguientes mecanismos: oxidacion de polvo de hierro, oxidacion de acido ascor-
bico, fotooxidacion de tintes, oxidacion enzimatica (glucosa oxidasa y alcohol oxidadasa), sales
de hierro, &cidos grasos insaturados o inmovilizacion de levaduras sobre un soporte sélido (Floros
etal., 1997).

Los absorbedores de oxigeno mas difundidos se comercializan en pequefos sobres, que
se introducen directamente en los envases o se adhieren, a modo de etiqueta sobre la super-
ficie interna del mismo. Recientemente, se han desarrollado tecnologias que incorporan el absor-
bedor de O, directamente en el material de envase, por dispersion, disolucion o inmovilizacion
(enzimas).

En la tabla Ill.2 se muestran ejemplos existentes en el mercado, junto a la naturaleza del
componente activo.

H TABLAIIL2

Absorbedores de oxigeno disponibles en el mercado

Nombre comercial Fabricante Tipo Pais
Ageless® _ " Mitsubishi Gas Chemical Co. | Hiero T T dapen
Atco® _ _______Stndaindustie | Hemo ____________Franca _
Freshiizer® _ _____ToppanPrintngCo. Hemo ____________Japon
Sanso-cut® ______FinetecCo. | Hemo ____________Japon
Freshpax® ___ ___ Mulisorb Technologies Inc. _ _ _ _ _ | Hero ____________EELU __
Seaqu® _ ______NipponSodaCo. Hemo _____________Japon
Kepuon® _ _____KepuonCo. | Hemo ____________Japon
Sansoless® ______HayakuCo. | Hemo ____________Japon
ORC®_________DaChemfa____________ | Hemo _ ___________Japon___
Tamotsu® ______ToyoPupCo. | Hemo _ ___________Japon
Vitilon® ________ Toagosei Chemical Industry Co _ ___Hierroy écidoascorbico _ Japén_
Boke® ______ Bok_ _ ¢ Glucosaoxidasa ________ Finlandia _
Oxyguard® _____SelkenKaisha | Hemo ____________Japon
OxbarT™M Carnaud-Metal Box Oxidacién catalizada por UK
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, cobalto del polimerodenylon
Amosorb® _  _ AmocoChemicals | Polimero _ ___________EEUU
Oxysob® _ _ ___PilsouyCo. Acidoascérbico ____ Canada
Cryovac® _____ CryovacSeledArCo. | b . _EEW
Zero,TM CSIRO Luz Australia

La efectividad de estos sistemas se ha demostrado para el envasado de los productos de
bollerfa, pescado y carne (Nakamura y Hoshino, 1983; Smith et al., 1986; Gill y McGinnis, 1985;
Schozen et al., 1997; Berenzon y Saguy, 1998).

1.1.2. Absorbedores de etileno

Los absorbedores de etileno se utilizan para prolongar la vida Util de los productos horto-
fruticolas. El etileno (C,H,) es considerado como una “hormona” vegetal que producen las plan-
tas y los frutos para iniciar y promover los procesos de maduracion.

El control de la concentracion de etileno en la atmdsfera que rodea los frutos y vegetales
€s una practica comun en la conservacion de los productos hortofruticolas (atmdsferas modi-
ficadas en camaras frigorificas). Sin embargo, estas practicas no se transfieren tan facilmente
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a un paquete unitario dirigido al consumidor. La utilizacion de materiales plasticos modificados
con agentes absorbentes y activos frente al etileno o la introduccion de sobres conteniendo
estas sustancias activas, que al retirar el etileno, bloquean todos los fendmenos relacionados
con la maduracion: respiracion, transpiracion, hidrolisis de pectinas y de carbohidratos.

La absorcion de etileno se debe a:

a) Reaccion de etileno con permanganato potéasico (KMnO,) inmovilizado sobre diferentes
soportes (perlita, alimina, zeolita, carbon activo, silica gel). EIl KMnO, (4-6%) actua oxi-
dando el etileno a etilenglicol y éste, a su vez, a CO, y agua.

b) Por absorcion fisica sobre materiales ceramicos activados introducidos en la matriz poli-
mérica (Zagory, 1995).

En la tabla 1ll.3 se muestran algunas patentes existentes (Pastorelli, 2002).

W TABLAIIL3

Patentes de algunos absorbedores de etileno

Nombre comercial Fabricante Contenido/Efecto

FH film (uso industrial) Thermo Co. Pelicula de polietileno (PE) con inclusiones de piedra
Aisaika (uso doméstico) natural.
. ________ Aosocionypemmeacion. _ ____________
BOfim ___ _______ Chlorine Chemical Co. _ _ Pelicula de PE con inclusiones cerdmicas.
Takii TS film Takii & Co. Pelicula de PE con inclusiones ceramicas.
o __________Aosociéndeetilenoyhumedad _ __ ______
ABCfim __ ________AsahiGlassCo. _ ___ Peliculade PE coninclusiones ceramicas.
Primavera Inpack Co. Pelicula de polipropileno (PP) con inclusiones de
el _________Oyastore _____
Neupalon™ _ ______ SekisuidushiCo. ____ Adsorbentedecarbonactivo.
Neeb Nippon Kayaku Co. Absorcion e hidrolisis de etileno catalizada por 6xidos
o _________metdicos. _ ___________________
Fresh case Tohoku Industry Co. Cartén ondulado con cubierta tratada con polvo de
o _________cretobalta _
Zeomic Mitsubishi Co. Zeolita sustituida con iones de Ag. Absorcion de etileno.
- ______________ Ffectoantibaceriano.
Evert-Fresh ~ ___ _EvertFreshCo. _ _ _ _ Fimimpregnado conminerales.
Peakfresh™  Peakfresh Products _ _ Filmimpregnado conminerales.
Adeka live Asahi Denka Kogyo KK Adsorbente de etileno y CO,.

1.1.3. Sistemas que permiten controlar la humedad en el interior del envase

Los absorbedores de humedad retienen el agua que se acumula en el interior de los enva-
ses como consecuencia de la exudacion del producto envasado.

Una accion correctiva que se puede adoptar, a nivel estético, es la incorporacion en el plas-
tico de aditivos anticondensacion o antivaho (etoxilatos no idnicos o monoglicéridos). Su fun-
cion consiste en reducir la tension superficial del agua condensada en el interior del plastico,
favoreciendo la unién de las gotas para que formen una pelicula continua que mantiene la trans-
parencia del envase. No obstante, esta funcién ahadida al material de envase no resuelve el pro-
blema de la elevada disponibilidad de agua que se crea en el interior.

Los absorbedores de humedad deben retirar el exceso de agua, de forma que no sea visi-
ble ni esté disponible. Los dispositivos adoptados consisten en dos estratos de polimero plas-
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tico microporoso entre los que se coloca un polimero superadsorbente en forma granular (sales
de poliacrilato, amidas modificadas o copolimero de almidon). Thermarite® (Pty Ltd, Australia)
es el nombre comercial de una patente disponible en el mercado. Thermarite® absorbe agua
en cantidades iguales a 100 (o incluso 500) veces su peso. Se utiliza en el transporte aéreo de
pescado conservado en hielo para retener el agua que se acumula por la fusion del mismo (Fer-
nandez, 2000). Otros absorbentes de humedad con esta tecnologia disponibles en el merca-
do son Toppan™ (Japdn) y Peaksor® (Peakfresh Products, Australia).

Los reguladores de humedad controlan, mas bien reducen, la actividad de agua en la super-
ficie del producto envasado. La reduccion de la disponibilidad de agua en fase vapor crea unas
condiciones desfavorables para el crecimiento microbiano, prolongando la vida Util del alimen-
to. Los sobres desecadores MiniPax® vy las etiquetas Desimax® (Multisorb Technologies,
EE.UU), con gel de silice, se utilizan comercialmente en el envasado de frutos secos y aperiti-
vos. Las técnicas mas modernas incorporan un humectante, normalmente propilenglicol, entre
dos peliculas plasticas muy permeables al vapor de agua. Una patente comercial con esta
estructura de sandwich es Pichit™ (Showa Denko, Japdn), donde se dispone carbohidrato de
propilenglicol entre dos laminas de alcohol polivinilico (PVA). Pichit™ se comercializa en Japon,
en forma de rollos de plastico, para uso doméstico (de Kruijf, 2002).

1.1.4. Absorbedores/ emisores de CO,

El dioxido de carbono se forma como consecuencia de las reacciones de respiracion y dete-
rioro del alimento. Aunque niveles altos de CO, (60-80%) reducen la presencia de microorga-
nismos aerobios, no obstante, alteran el sabor y la apariencia de los productos y favorecen la
proliferacion de los microorganismos anaerobios.

En el interior de los paquetes de café se introducen sobres absorbedores de O, y CO,,
como por ejemplo Ageless® y FreshLock®, para retrasar la variacion del aroma por las reac-
ciones oxidativas y evitar la eclosion del envase por acumulacion de CO, (Smith et al., 1995).
El compuesto activo Ca(OH), de los sobres de FreshLock® reacciona con el dioxido de carbono
en ambientes himedos para producir CaCO, (Parry, 1993). Multiform Desiccants ha patenta-
do (US # 5322701) un absorbedor de CO,, en formato sobre, que contiene CaO conjuntamente
con un agente desecante, como silica gel, que absorbe el agua (Cullen y Vaylen, 1994).

En algunos alimentos, como los productos carnicos, se necesitan sistemas que conjuguen
la emision de CO, con la absorcion de O,. Estos sistemas, mostrados en la tabla lll.4 (Vermeiren
etal., 1999), se basan en carbonato ferroso o mezclas de acido ascorbico y bicarbonato sodico
(Rooney, 1995).

Nombre comercial Fabricante Contenido/Efecto

Freshiock o Ageless _Mitsubishi Gas Chem. (Japén) __Absorbedor de CO, (Ca(OH),)/ Absorbedor de O, (hierro)
AgelessC | Mitsubishi Gas Chem. (Japén) __Generador de CO, (acido ascorbico)/ Absorbedor de O,
Freshilizar CV____ Toppan Printing Co. (Japdn) _ __Generador de CO,y O, (metaino ferroso)
Freshiizar Cy W __ Toppan Printing Co. (Japon) _ __Generador de CO, y absorbedordeyO,
FreshpaxM _ M Multisorb Technologies (EE.UU) _Generador de CO, y absorbedordey O,
Verifrais S.A.R.L. Codimer (Francia) Generador de CO,
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1.1.5. Eliminacion/liberaciéon de aromas

Aunque la retencion de aromas supone un cambio en las caracteristicas organolépticas del
alimento, el envasado activo puede usarse positivamente para la eliminacion de algunos aro-
mas no deseados mediante una absorcion selectiva de los mismos.

Por ejemplo, la incorporacion de triacetato de celulosa en el envase destinado a los zumos de
naranja elimina los compuestos responsables del sabor amargo de los zumos: naringina y limo-
nina (Soares y Hotchkiss, 1998a y 1998b). La enzima naringinasa, inmovilizada en un film de ace-
tato de celulosa, hidroliza la naringina en dos compuestos no amargos: naringenina y prunina.

Entre los compuestos responsables de los olores desagradables se encuentran las aminas
y los tioles, que se forman en el pescado por degradacion de las proteinas y los aldehidos, y
los derivados de la oxidacion de los lipidos, que determinan la aparicion de aromas rancios.
Dupont Polymers (EE.UU) ha desarrollado un sistema, Bynel® IXP, incorporado en polietileno
de alta densidad (HDPE), que permite la elimacion de los aldehidos hexanal y heptanal del espa-
cio de cabeza de los envases (Rooney, 1995). Anico Co. (Japdn) fabrica unas bolsas, Anico-
Bags®, que contienen sales ferrosas y acidos organicos, como el acido ascorbico o el acido
citrico, que oxidan las aminas (Rooney, 1995).

Existen en el mercado otros dispositivos en forma de sobres. MINIPAX® y STRIPPAX®,
suministrados por Multisorb Technologies (EE.UU), eliminan los mercaptanos vy el sulfuro de
hidrégeno formados durante la distribucion de los alimentos. Profresh®, contiene un compo-
nente activo, ADI50, cuya composicion es confidencial, que se incorpora en PE y/o PS para
absorber el etileno, etanol, acetato de etilo y/o sulfuro de hidrogeno del espacio de cabeza. Entre
las aplicaciones futuras se incluyen los envases activos que liberan aromas al alimento, mejo-
rando sus caracteristicas organolépticas.

Sin embargo, la utilizacion de estos sistemas (absorbedores o emisores), al enmascarar los aro-
mas representativos del deterioro de los alimentos, puede infundir a errores en los consumidores.

1.1.6. Envases activos antioxidantes

El uso de antioxidantes como aditivos alimentarios para mejorar la estabilidad frente a la oxi-
dacion de los alimentos con alto contenido en grasas, es una técnica muy extendida en la indus-
tria alimentaria. De igual modo, los antioxidantes se incorporan al plastico para favorecer la esta-
bilidad durante la polimerizacion, y evitar asi la degradacion del envase por oxidacion. La
inclusion de estos aditivos en los envases responde, en buena medida, al interés de los con-
sumidores por reducir su contenido en los alimentos.

Entre los antioxidantes mas utilizados se encuentran el butil hidroxitolueno (BHT) y la vita-
mina E. Sin embargo, el uso de BHT en contacto con alimentos esta muy cuestionado, debi-
do a su tendencia a acumularse en el tejido adiposo. La vitamina E es muy soluble en poliole-
finas, ademas de ser bastante estable en las condiciones de fabricacion del film. Sin embargo,
debido a su mayor tamafno molecular lo que dificulta su difusion a través del film, se libera en
menor proporcion que el BHT (Wessling et al., 1998).

Las ultimas tendencias incorporan productos naturales, como aceites esenciales y sus com-
ponentes (Yin et al., 2002; Foti y Ingold, 2003; Nerin et al., 2006; Pezo et al., 2006).

1.1.7. Liberadores de etanol

El uso de etanol como agente desinfectante de superficies estd muy extendido. Su efecto
depende de su concentracion. A elevadas concentraciones (60-70% (v/v)) desnaturaliza las pro-
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teinas de los protoplastos de las células vegetativas de los microorganismos. Sin embargo, a
bajas concentraciones (4-12%) permite controlar el crecimiento superficial de mohos y bacterias
(de Kruijf, 2002).

En Japdn se han desarrollado sobres generadores de etanol: Ethicap® y Negamold®
(Freund Industrial Co. Ltd.) y Ageless® tipo SE.

Ethicap® consiste en una mezcla de etanol de uso alimentario y agua (55% y 10% en peso),
adsorbida sobre silice (35% peso) y contenida en sobres de papel/etilvinilacetato. El olor del etanol
se enmascara con trazas de vainilina u otras moléculas olorosas. La eficacia de Ethicap® depen-
de de la naturaleza del producto envasado (mejor con actividad de agua (a,) superior a 0,85), de la
correcta eleccion del tipo de sobre, de su capacidad de liberacion y de la adecuada permeabilidad
al etanol ofrecida por el material de envase del alimento (Daifas et al., 2000; Franke et al., 2002).

Negamold® es otro tipo de generador de etanol que también funciona como absorbedor
de O,. Aunque se emplea con éxito en productos de bollerfa y panaderia, su uso para el resto
de alimentos esta limitado por su menor capacidad para generar etanol.

1.1.8. Envases antimicrobianos

Ademas de mediante la eliminacion del oxigeno o la liberacion de etanol, el envase activo
permite la incorporacion en su composicion otras sustancias, que evitan la proliferacion del cre-
cimiento microbioldgico. Estos envases activos, denominados envases antimicrobianos, se des-
arrollan con mayor detalle en el siguiente apartado.

1.2. ENVASE ACTIVO ANTIMICROBIANO

Uno de las areas de investigacion mas importantes en el campo de los envases activos es el
desarrollo de envases antimicrobianos. La idea en este tipo de sistemas consiste en incorporar
agentes antimicrobianos en el material de envase para prevenir la proliferacion de microorganis-
mos en el alimento, aumentando asi el tiempo de vida Util del producto (Vermerien et al., 2002).

Existen diversas técnicas para incorporar el agente antimicrobiano al envase (Appendini y
Hotchkiss, 2002):

e Adicion de pequenos sobres porosos con agentes antimicrobianos volatiles.

e |ncorporacion directa de los agentes antimicrobianos volatiles y no volatiles.

e Recubrimiento del polimero con las sustancias activas.

¢ |nmovilizacion de las sustancias activas en el polimero mediante uniones iénicas o cova-

lentes.

e Empleo de polimeros con propiedades antimicrobianas inherentes.

1.2.1. Adicion de sobres con agentes antimicrobianos

La adicion de sobres en el interior del envase es la técnica que mas éxito comercial ha obte-
nido. Los sobres comerciales combinan la accion antimicrobiana con algun otro efecto activo:
absorcion de oxigeno, absorcion de humedad o generacion de etanol. En las bandejas de carmne
y pollo se utilizan sobres con acidos organicos y surfactantes que previenen el crecimiento
microbiano en el exudado (Hansen et al., 1989).

1.2.2. Incorporacion de los agentes antimicrobianos directamente

La incorporacion de los agentes bioactivos directamente en el polimero se ha aplicado
comercialmente en el sector biomédico, en la limpieza doméstica, en los implantes quirdrgicos
y en el reparto de diversas sustancias quimicas. Sin embargo, existen en el mercado pocas apli-
caciones de este envase activo (tabla Il.5).
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l TABLAIILS

Envases antimicrobiano disponibles en el mercado

Compuesto antimicrobiano Nombre comercial ~ Fabricante Tipo de envase Referencias
Zeolitas con iones plata Aglon™ Aglon Contenedores, www.healthshield.
Technologies LLC  cartén, envoltorio  com

de papel y cartéon

Ceramicas de fosfato de Novaron® Toagose, Co. LTD  Diverso
grconioconionesplata . ____
Triclosan Microban® Microban Poducts  Envoltorios, Sherman (1998),
recipientes para Rice (1995)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, recalentar
Alilisotiocianato WasaOuro Lintec Corp Etiquetas, laminas  www.lintec.co.jp
o Dry Company _ _ Sobres  _ _ _ _ / Annon (1995)
Didxido de cloro Microsphere™ Bernard Bolsas, etiquetas,  Gray (2000)
Technologies recubrimiento,
contenedores

En Japodn, los envases activos que contienen plata son los mas extendidos (Ishitani, 1995).
Actlan desplazando otros iones metalicos, como Ca’* o Zn**, esenciales para las reacciones
metabdlicas de los microorganismos.

Microban® es un nuevo envase antimicrobiano en el que se incorpora triclosan (C,,H,Cl,0,)
en casi cualquier tipo de matriz polimérica. El triclosan actta bloqueando la sintesis de acidos
grasos de las bacterias (Heath et al., 1999; Levy et al., 1999). EI Comité Cientifico en Alimen-
tacion ha establecido que la maxima cantidad de triclosan que puede haber en los alimentos
es de 5 mg kg, pero ha remarcado que la migracion desde el envase puede sobrepasar este
limite (Scientific Committee, 2000).

En los ultimos afos se han propuesto una gran cantidad de agentes antimicrobianos, de
diferente naturaleza, para ser incorporados directamente en el material de envase. Su actividad
antimicrobiana ha sido evaluada frente a una amplia variedad de microorganimos, entre los que
se incluye L.monocytogenes, E.coli y diversos mohos (tabla IIl.6).

Hl ABLAIILG

Agentes antimicrobianos incorporados directamente en el material de envase

Agente antimicrobiano Material de envase Microorganismo Referencias

Acidos organicos EVA, LLDPE, Mohos Weng y Hotchkiss (1993);
Propiénico, benzoico, sérbico, films comestibles Doores (1993);
acético, lactico, malico Luck y Jager (1997);
Weng et al. (1997, 1999);
Guilbert (1998);
QOuattara et al. (1997,2000a,b)
Devlieghere et al. (2004).

Acidos inorganicos
Fosforico

Sales de acidos organicos Han y Floros (1997, 1998a,b)
Sorbato potasico, benzoato de sodio Devlieghere et al., (2000a)
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Microorganismo Referencias

Acidos grasos Chitosan
Laurico, palmitico

Antibidticos
Natamacina

Gases inorganicos:
Diéxido de azufre,
Diéxido de cloro

Metales Poliolefinas
Plata y cobre

Fungicidas LDPE
Benomil, imazalil

Bacteriocinas

Nisina, pediocinas, lacticinas,
bavaricina, brevicina, carnocina,
mesenterocina, sakacina, subtilina

Celulosa, LDPE,
films comestibles

Enzimas PS, Acetato de
Lisozima, glucosa oxidasa, celulosa, films
lactoperoxidasa, lactoferrina, comestibles
chitinasa, glucanasa, glucosa

oxidasa, mielperoxidasa

Agentes quelantes
EDTA, citrato, cobalbumina,
polifosfatos

Parabenos
Metilparabeno, etilparabeno
y propilparabeno

LDPE, ceramicas

Péptidos antimicrobianos
Atacina, cepropina, defensina,
magainina

Polisacéridos
Chitosan, goma Konjac

Aminas LDPE
Hexametilentetraamina

Fenoles naturales
Catequina, p-cresol, hidroquinonas

Aceites esenciales Nylon/PE, celulosa,
y sus componentes volatiles LDPE
Alilisotiocianato, linalol, carvacrol,

timol, cineol, eugenol, timol, citral,

geraniol, p-cimeno, terpineno

recubiertas de celulosa

Ouattara et al. (1997, 2000b)
Padget et al. (2000)

Mohos, bacterias  CSIRO (1994);
y levaduras Thomas et al. (1995);
Wellinghof (1995);
Christie et al. (1997);
Opperman et al. (1999)
Bacterias Ishitani (1995);
An et al. (1998);
Chung et al., (1998).

Bacterias Gram + Barnby-Smtih (1992);
Neetles y Barefoot (1993);
Padget et al. (1998);
Siragusa et al. (1999);
An et al. (2000);
Natrajan y Sheldon (2000a,b)
Scanell et al. (2000).
Bacterias Gram + Conner (1993);
Fulgsang et al. (1995);
Appendini y Hotchkiss (1997);
Padget et al. (1998)

Bacterias Gram - Shelef y Setter (1993);
Padget et al. (1998)

Mohos Katz (1998);
Dobias et al (1998)

Dillon (1994);
Abler (1995)

Sudarshan et al. (1992);
Begin y van Calsteren (1999);
Hong et al. (2000)
Xiao et al. (2000)
Levaduras,
bacterias aerobias
y anaerobias

Bacterias, mohos  Lick y Jager (1997);

y levaduras Floros et al. (1997);
Quattara et al. (1997; 2000b)
Lis-Balchin et al. (1998);
Scora y Scora (1998);
Nielsen y Rios (2000);
Brody (2001);
Suppakul et al. (2003b);
Suhr y Nielsen (2005);
Valverde et al. (2005);
Matan et al. (2006)
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1.2.3. Recubrimiento del polimero con las sustancias activas

A menudo, la incorporacion de los agentes antimicrobianos a los materiales poliméricos
supone una pérdida en su actividad inhibitoria, que se justifica por la falta de compatibilidad entre
los agentes activos con el material del fim, y/o por la degradacion térmica durante el procesado
del polimero (Devlieghere et al., 2000a).

Los agentes antimicrobianos que no resisten las altas temperaturas se aplican en forma de
recubrimientos sobre el material polimérico. Como ejemplos de este tipo de envases se inclu-
ye la adsorcién de nisina sobre PE, EVA, PP, poliamida, PET o PVDC (Daeschel et al., 1995, Wil-
hoit, 1996), pediocina con leche en polvo adsorbida sobre celulosa (Ming et al., 1997) y la adsor-
cion de una solucion de nisina/EDTA/acido citrico sobre laminas de PVC, nylon y LDPE (Natrajan
y Sheldom, 2000a y 2000b).

LLa adsorcion de los agentes antimicrobianos se puede incrementar manipulando los disol-
ventes y/o la estructura de los polimeros (Appendini y Hotchkiss, 2002). Las propiedades de
absorcion y difusion de los acidos soérbicos y benzoicos en films de poli(etileno-acido metacri-
lico) aumentan cuando los films son tratados con hidroxido sédico e hinchados con acetona
(Weng et al., 1999).

1.2.4. Inmovilizacién de las sustancias activas mediante uniones idnicas o covalente

En la figura lll.7 se muestran ejemplos de agentes antimicrobianos inmovilizados sobre las
matrices poliméricas.

W TABLAIIL7

Agentes antimicrobianos inmovilizados covalentemente/iénicamente a los polimeros

Soporte funcional Agente antimicrobiano Referencia
Films ionoméricos Benomil Halek y Garg (1989)

Cloruro de benzoilo Weng et al. (1997)
. Bacteriocinas_ _ [ Dobias et al. (1998)
Poliestireno Lisozima Mermelstein (1998)

Péptidos sintéticos Haynie et al. (1995)
e _________ hopendiiy Hotckiss (2001)
Polivinilalconhol | Lsozima _ ____________ _ AppendiniyHotckiss (1997)
Resinas nylon 6,6 Lisozima Appendini y Hotckiss (1997)

Las técnicas de inmovilizacion requieren la presencia de grupos funcionales tanto en el
agente antimicrobiano como en el polimero. Ejemplos de sustancias antimicrobianas con gru-
pos funcionales son péptidos, enzimas, poliaminas, y acidos organicos. Entre los polimeros con
grupos funcionales empleados en envase alimentario se encentran EVA, EMA, EAA, EMMA,
Nylon, lonémero, PVdC, PS, PVC, PE/EVOH. En la inmovilizacion se necesitan moléculas, deno-
minadas espaciadores, que unen la superficie del polimero con el agente activo, de forma que
confieren a la parte activa del compuesto antimicrobiano la movilidad suficiente como para con-
tactar con el microorganismo presente en la superficie del alimento.
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1.2.5. Polimeros con propiedades antimicrobianas inherentes

Existen algunos polimeros que poseen propiedades antimicrobianas por si mismos. Los
polimeros catidnicos, como el chitosan y la poli-L-lisina favorecen la unién del polimero con las
células del microorganismo. Las aminas con carga positiva interaccionan con las cargas nega-
tivas de las membranas celulares ocasionando la pérdida de los constituyentes intracelulares
(Goldberg et al., 1990). El chitosan protege las frutas y vegetales frescos del deterioro por la apa-
ricion de mohos, y puede combinarse con otros agentes antimicrobianos, como aceites esen-
ciales y acidos organicos (Ouattara et al., 2000a).

1.2.6. Actuacion del agente activo

Respecto del modo de actuacion del agente activo, podemos distinguir dos situaciones. En
primer lugar, aquél en el que el envase esta en contacto directo con el alimento (package/food
system), donde la difusion del agente antimicrobiano se produce desde el envase al alimento
a través de la interfase que los separa. En segundo lugar, se encuentran los sistemas donde
existe un espacio de cabeza entre el envase y el alimento (package/headspace/food system).
En estos sistemas el agente animicrobiano se libera a la atmésfera interna, y desde alli, difun-
de hacia el alimento. Se establece asi un equilibrio de desorcién entre el envase y el espacio de
cabeza, y un equilibrio de absorcién/adsorcion entre el espacio de cabeza y el alimento.

Por lo tanto, el disefio del envase antimicrobiano debe tener muy presente la aplicacion a
la que va destinado. Los compuestos no volatiles Unicamente ejercen su acciéon por contacto
directo, mientras que los compuestos volatiles se pueden utilizan en los dos sistemas explica-
dos con anterioridad.

Igualmente, se deberan considerar las caracteristicas del material de envase y el alimento
envasado. La mayor o menor proliferacion microbiana se vera afectada tanto por la permeabi-
lidad, espesor, estructura o presencia de aditivos del envase, como por las caracteristicas fisi-
co-quimicas del alimento, tales como pH, actividad de agua y temperatura de conservacion.

1.3. LEGISLACION

Tanto en Europa como en los Estados Unidos, no existe regulacion especifica sobre los
envases activos. Como ya se ha mencionado profusamente en los epigrafes anteriores, la Legis-
lacion Europea establece una lista de sustancias permitidas para contacto con alimentos, asi
como unos limites de migracion para esas sustancias (2002/72/CE, 2004/19/CE). Sin embar-
go, en aquellos sistemas activos que confieren un valor anadido al alimento, a través de la libe-
racion de compuestos desde envase, es muy probable que dichos limites se sobrepasen.

En el Reglamento 2004/1935 del Consejo Europeo (2004/1935/CE) se mencionan, por primera
vez, los términos envase activo y envase inteligente. En este Reglamento se prohibe, explicitamente,
el uso de dispositivos que absorban o liberen sustancias, como aldehidos y/o aminas, y que, por
lo tanto, puedan inducir a error en el consumidor. Asimismo establece la posibilidad de modificar
o alterar las caracteristicas organolépticas de los alimentos, siempre y cuando se cumplan las dis-
posiciones exigidas en la Directiva 89/107/CEE (89/107/CEE), sobre aditivos alimentarios.

En este sentido, las investigaciones més recientes se estan centrando en la incorporacion de
agentes naturales, como aceites esenciales y sus componentes, en el envase. Los aceites esenciales
se han empleado desde la Antigliedad para conservar y preservar los alimentos. A este factor, hay
que afadir que su utilizacion como agentes aromatizantes esta permitida y legislada en Europa (Deci-
sidn 2002/113/CE) y que son reconocidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) por la FDA.
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1.4. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son liquidos aromaticos y volatiles obtenidos a partir de las plantas.
Aunque se pueden obtener mediante métodos de extraccion, fermentacion o expresion, es la
destilacion el método mas usado en la produccion industrial (Van de Braak y Leijten, 1999). De
los 3000 aceites esenciales de los que se tiene constancia, Unicamente 300 estan disponibles
en el mercado, siendo la industria de los aromas y las fragancias el principal consumidor de
estos productos.

Ademas de sus propiedades antibacterianas (Deans y Ritchie, 1987; Mourey y Canillac,
2002), a los aceites esenciales también se les reconocen propiedades antivirales (Bishop, 1995),
antimicéticas (Azzouz y Bullerman, 1982; Mari et al., 2003), antitoxigénicas (Ultee y Smid, 2001),
antiparasitarias (Pandey et al., 2000), e insecticidas (Konstantoupoulou et al., 1992).

Aunque los aceites esenciales se han utilizado desde la Antigliedad para la conservacion
de los alimentos, su uso en este campo descendid en los siglos XIX'y XX en favor de la indus-
tria del perfume y del aroma. Sin embargo, en los Ultimos afnos, debido a la creciente deman-
da de productos naturales, se han investigado nuevas aplicaciones. La composicion de los acei-
tes esenciales es muy heterogénea, ya que varia en funcion de la especie, la zona geogréfica,
la época de recoleccion, el método de extraccion, las condiciones de almacenamiento, etc.
(Burt, 2004). En la tabla ll.8 se resumen algunos estudios realizados hasta la fecha que demues-
tran la efectividad de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos.

W TABLAIIL8

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y sus componentes

Agente antimicrobiano  Alimento Microorganismo Referencia

Alil isotiocianato (AIT) Ternera E.coli O157:H7 Ward et al. (1998)
S.ttyphimurium
L.monocytogenes

e __Seueus . _______
AIT Pollo Lb. alimentarius Lemay et al. (2002)
e _ECOW
AT Pan de centeno A.flavus Nielsen y Rios (2000)

Rcommune

Proqueforti

Rcorylophilum

Rdiscolor

Ppolonicum

E.figuler
AT Temera  _ ____EcoliO157:H7 _ _ _ _ Muthukumarasamy et al. (2003)
Albahaca Salsa de espaguetis _ Shigelaspp. _ _ _ _ _ _ _ Bagamboulaetal (2004)
Albahaca Zumo de tomate Lb.curvatus Lachowicz et al. (1998)
e _______Sceevisae _ ______________________
Capsicum Ternera picada Salmonella spp. Careaga et al. (2003)
. __________Ppsaegosa __________
Cawvacrol Trozos depescado _ _ Sityphimurium ___ _ _ _ Kimetal (1995
Cilantro _ . Jamén_ _  __ Lmonocytogenes ~_ _ _ Cilletal 2002)
Cinamaldehido Ternera seca Bacterias Gram +, Gram - Kim et al. (2001)

Crema

,,,,,,,,,,,, Camnecurada _ _ _ Enterobacteriaceae _ _ Ouattaraetal. (2000b)
Canela Queso graso L.monocytogenes Smith-Palmer et al. (2001)

Zumo de naranja L.monocytogenes Yuste y Fung (2002)
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Agente antimicrobiano ~ Alimento Microorganismo Referencia
Clavo Ternera L.monocytogenes Ting y Deibel (1992)
Pollo cocinado L.monocytogenes Hao et al. (1998a)
A.hydrophila
Cerdo cocinado A.hydrophila Stecchini et al. (1993)
Queso bajo en grasa  L.monocytogenes Smith-Palmer et al. (2001)
Pan E.aerogenes Wendakoon y Sakaguchi (1993)

Eugenol Ternera cocinada A.hydrophila Hao et al. (1998b)
- __________Lmonocytogenes _ ____________________
Ao Salchichas ____ _ Microfloranatural ___ _ _ El-Khateb y El-Rahman (1987) _
Rabano Ternera L.monocytogenes Ward et al. (1998)
S.aureus
E.coli O157:H7

e ____Sgimsi_____ . __
Metil chavicol | Extracto de lechuga _ Ahydrophila_ __ _ _ __ Wanetal (1998)
Menta Tzatziki S.enteriditis Tassou et al. (1995)
- __________Lmonocytogenes _ _ ___________________
Orégano Pieza de pescado Microflora natural Harpaz et al. (2003)

Ternera L.monocytogenes Ting y Deibel (1992)

Mayonesa E.coli O157:H7 Skandamis et al. (2001)

Filete de ternera S.typhimurium Skandamis et al. (2002)
Pimiento Ternera cocinada A.hydrophila Hao et al. (1998b)
- __________Lmonocytogenes _ _ ___________________
Romero Selchichas _ __ _ _ Lmonocytogenes _ _ __ Pandity Shelef (1994)
Salvia Comida para bebes,  S.typhimurium Shelef (1983)

arroz hervido S.aureus
e __________Bceeus
Tomillo Pieza de pescado Microflora natural Harpaz et al. (2003)

Salsa de espaguetis Shigella spp. Bagamboula et al. (2003)

Ternera cocinada A.hydrophila Hao et al. (1998b)
- __________Lmonocytogenes _ ____________________
Vainila_ | Puré defresas __ _ _ Microflora natural, levaduras  Cerruttiy Aimazora (1996)
Wasabi Atun en lata V.parahaemolyticus Hasegawa et al. (1999)

Las investigaciones realizadas en esta seccion pretenden contribuir al desarrollo de un enva-
se antimicrobiano que incorpore aceites esenciales en su composicion y que pueda actuar en
fase vapor. En primer lugar, se seleccionaran los agentes naturales mas efectivos en la inhibi-
cion de los microorganismos, mediante el estudio de su actividad antimicrobiana y de la com-
posicion de las atmdsferas que generan al evaporarse. En segundo lugar, se evaluaré la acti-
vidad antimicrobiana del nuevo envase propuesto, consistente en laminas de PP y/o PE/EVOH
en las que se incorporan las esencias naturales mas efectivas, y donde cobran especial inte-
rés las interacciones de los agentes antimicrobianos con la matriz polimérica.
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2. Objetivos

El objetivo principal de este parte de la Tesis Doctoral consiste en el desarrollo de un enva-
se activo antimicrobiano que incorpora extractos de aceites esenciales naturales en su
composicion y que actia en fase vapor mediante la liberacién de los agentes activos al
espacio de cabeza del envase. De esta forma, se consigue aumentar el tiempo de vida Util
del alimento envasado, al evitar su deterioro por la aparicion de microorganismos indeseables.

Este objetivo general se estructura en una serie de puntos cuyos objetivos especificos con-
sisten en:

a) Seleccion de los agentes activos antimicrobianos que se incorporan a la matriz polimé-
rica. La eleccion de los agentes antimicrobianos naturales que se incorporen a la matriz
polimérica implica la caracterizacion de los aceites esenciales. Para ello, se realizaran los
siguientes estudios:
® Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los diferentes aceites esenciales en fase

vapor.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los componentes volatiles individuales de

los aceites esenciales en fase vapor.

Variacion de las propiedades antifiingicas de los componentes mas activos de los acei-

tes esenciales en funcion de la actividad de agua y pH del alimento. Modelado de la

inhibicion de varios mohos, contaminantes habituales del queso y de los productos de

panaderia y bolleria.

Enriquecimiento de las esencias naturales en alguno de sus componentes mas efectivos.

Estudio de la composicion de la atmdsfera generada por los aceites esenciales y de

su evolucion con el tiempo. Desarrollo de una metodologia analitica para la cuantifi-

cacion de las diferentes atmdsferas antimicrobianas.

b) Desarrollo de films antimicrobianos de polipropileno (PP) y de copolimero de polietileno-
alcohol vinilico (PE/EVOH). La consecucion de este objetivo implica la realizacion de los
siguientes estudios:

® Fvaluacion de la actividad antimicrobiana de los films de PP y PE/EVOH en funcién de
la cantidad de aceite esencial que incorporan en su composicion.

® Estudio de la atmdsfera generada por los diferentes films antimicrobianos. Grado de
retencion de los agentes antimicrobianos en la matriz polimérica en funcién de su afi-
nidad fisico-quimica.

® Tiempo de vida medio de los films antimicrobianos (tiempo de almacenado Util).

® Ensayos de migracion que validen la utilizacion de esos fims en contacto con ali-
mentos. Desarrollo de una metodologia analitica para la extraccion de las sustancias
activas de los simulantes acuosos.
En la figura lll.1 se muestra un esquema de los contenidos de esta seccion.
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Il FIGURA III.1

Esquema de la linea experimental seguida en la seccion Il

INTRODUCCION

OBJETIVOS

INSTRUMENTACION

EXPERIMENTAL

—| Seleccion de las esencias naturales antimicrobianas mds eficaces i

-1 Actividad antimicrobiana de las esencias en fase vapor ‘

—‘ Actividad antimicrobiana en fase vapor de los componentes individuales de las esencias ‘

-1 Ennquecimiento de [as esencias can los compuestos mas activos |

—‘ Estudio de la atmdsfera antimicrobiana. Desarrollo metodologia analitica |

—| Desarrollo de films de PP y PE/EVOH antimicrobianos ﬂ

_l Actividad antimicrobiana de los films ‘

—‘ Atmodsfera generada por los films antimicrobianos ‘

—‘ Estabilidad de los films con el tiempo de almacenamiento ‘

—4 Ensayos de migracion. Desarrollo metodologia analitica |

3. Instrumentacion, material y reactivos

3.1. INSTRUMENTACION ANALITICA

e Balanza analitica Mettler AE 163. Intervalo de pesada entre 0-30 g y 30-160 g con una
precision de +0,00001 y 0,0001 g respectivamente.

e Balanza analitica OR-202, GR-202-EC, A&D Instruments LTD (Tokio, Japdn), maximo
210 g, minimo 1 mg, resolucion 0,1/0,01 mg.

e Cromatografo de gases Varian CP 3800 acoplado a un espectrometro de masas de
trampa idnica Saturn 2000.
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Cromatégrafo de gases Hewlett Packard (EEUU) 6890 acoplado a un detector de espec-
trometria de masa cuadrupolo HP 5973.

Estufa bacterioldgica “Incubat” de JP Selecta (Espana) de 80 L de capacidad.
Incubador refrigerado tipo FOC 225-E de Velp® Scientifica (Milan, Italia) de 220 L de
capacidad. Temperatura regulable 0-50 °C.

Incubador refrigerado Binder Series KB de Binder GMBH (Tuttlingen, Alemania) de 115
L de capacidad. Temperatura regulable -10 a 100 °C.

Autoclave eléctrico para esterilizacion de control analdgico “Presoclave” de JP Selecta,
de 75 L de capacidad.

Espectrofotémetro Ultrospec 1000 E UV/Visible, Pharmacia Biotech (Espana).
Agitador magnético con calefaccion MicroMagMix, Ovan (Barcelona, Espaia). Velocidad
de agitacion: 56-1250 rpm (+10 rpm). Rango de calefaccion: 0-400 °C (+1 °C).

3.2. MATERIAL

VF-5ms (95% dimetilsiloxano y 5% fenilsiloxano) de 30 m x 0,25 mm i.d y 0,25 pm de
espesor. Temperatura maxima de trabajo 325 °C.

Columna capilar HP-5 MS (95% dimetilsiloxano y 5% fenilsiloxano) de 60 m x 0,25 mm
i.d., 0,25 pm de espesor. Temperatura maxima de trabajo 325 °C.

Fibras de SPME de polidimetilsiloxano de 100 pm de espesor y de poliacrilato de 85 pm
de espesor de Supelco®, suministradas por Sigma-Aldrich.

Soporte para muestro manual con fibras de SPME de Supelco, suministradas por Sigma-
Aldrich.

Jeringa de 5 pL 85RN de Hamilton Bonaduz (Suiza) con aguja 26S/51 mm tipo 2, sumi-
nistradas por Sumalsa.

Jeringas de inyeccion de liquidos en cromatografia de gases Hamilton 701 de 10uL y
Hamilton 1725 de 250 pL de capacidad de Hamilton, suministradas por Sumalsa.
Placas Petri, fabricadas por Deltalab (Rubi, Espafa) en poliestireno transparente, de 90
mm de diametro, suministradas por Scharlab.

Micropipetas Finnigan Focus de Thermo Electron Corporation (Barcelona, Espafia) para
elrango de 1-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 pL, suministradas por Sumalsa.

Papel de filtro Albet®.

Puntas para micropipeta suministradas por Analisis Vinicos.

Pipetas Pasteur suministradas por Sumalsa.

Viales ambar de 2 mL y transparentes de 4 mL y 20 mL, con cépsulas de aluminio y
septa de butilo/PTFE suministrados por Analisis Vinicos.

Encapasuladores de viales de 2 y 20 mL suministrados por LinLab.

Frascos de vidrio de 220 y 250 mL de capacidad por Sumalsa.

Agitadores magnéticos, suministrados por Andlisis Vinicos.

Material de vidrio de laboratorio.

3.3. DISOLVENTES

Agua, resistividad 18,2 MQ cm (25 °C), carbono organico total (COT) 1-5 ppb, obteni-
da a partir de un sistema de purificacion Milli-Q Gradient (Millipore).

Etanol (CAS 64-17-55) absoluto para HPLC en gradiente de Scharlab.

Acido acético (CAS 64-19-7) glacial para HPLC Scharlab.

p-Xileno (CAS 106-42-3) de Fluka-Sigma-Aldrich.
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e Metanol (CAS 67-56-1), grado gradiente HPLC de Scharlab.
e Acetona (CAS 67-64-1) para HPLC de Scharlab.
e Dietil éter (CAS 60-29-7) extra puro estabilizado con aproximadamente 7 ppm de 2,6-

tert.-butil-4-metilfenol (BHT) de Merck.

e Acetato de etilo (CAS 141-78-6), suministrado por Gilca (Zaragoza, Espana).

3.4. CEPAS DE MICROORGANISMOS

3.5.

Staphylococcus aureus (American Type Culture Collection, ATCC 29213).
Bacillus cereus (Coleccion Espafnola de Cultivos Tipo, CECT 495).
Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Listeria monocytogenes (ATCC 7644).

Escherichia coli (ATCC 29252).

Yersinia enterocolitica (CECT 4315).

Salmonella choleraesuis (CECT 4000).

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Candida albicans (ATCC 64550).

Debaryomyces hansenii (CECT 10353).

Zygasacharomyces rouxii (CECT 11928).

Penicillium islandicum (CECT 2762NT).

Aspergillus flavus (CECT 2687, IBT 21323).

Penicillium nalgiovense (IBT Culture Collection of Fungi, 12105).
Penicillium commune (IBT 21314).

Pencillium roqueforti (IBT 21319).

Eurotium repens (IBT 1800).

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Sabouraud Chloramphenicol Agar de Scharlau (Espana).

Agar Mueller-Hinton de Biorad (EE.UU), suministrado por Sumalsa (Espafa).

Agar de extracto de malta No1, de Scharlau (Espafa).

Extracto de levadura BioKar, suministrado por Food Diagnostics ApS (Grenaa, Dina-
marca).

Caldo Czpaek dox de Difco™ (Disco Laboratorios, M, EE.UU).

Agar (CAS 9012-18-0), suministrado por Bie&Berntsen (Dinamarca).

Agar dicloran glicerol (DG18) base 1, de Oxoid (Hampshire, Reino Unido).

Sulfato de cobre pentahidratado, CuSO,*5H,0 (CAS 7758-99-8), de Merck.

Sulfato de cinc heptahidratado, ZnSO,*7H,0 (CAS 7746-20-0), de Merck.

Tween 80 (CAS 9005-65-6), de Merck.

Glicerol anhidro (CAS 56-81-5) de JTBaker, (Mallinckrodt Baker, Deventer, Holanda).
Cloruro sodico (CAS 7647-14-5) de Merck.

Disolucion de cloranfenicol, DTU (Danish Technical University, Dinamarca).
Disolucion de clorotetraciclina, DTU.

3.6. ACEITES ESENCIALES NATURALES

e Aceite esencial de albahaca (CAS 8015-73-4), suministrado por Artibal (Sabifianigo,

Espana).

e Aceite esencial de canela (CAS 8015-91-6), suministrado por Artibal.
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e Aceite esencial de clavo (CAS 8000-34-6), suministrado por Artibal.

e Aceite esencial de eneldo (CAS 8000-75-5), suministrado por Artibal.
e Aceite esencial de jengibre (CAS 8007-08-7), suministrado por Artibal.
e Aceite esencial de orégano (CAS 8007-11-2), suministrado por Artibal.
e Aceite esencial de romero (CAS 8000-25-7), suministrado por Artibal.
e Aceite esencial de tomillo (CAS 8015-73-4), suministrado por Artibal.

3.7. COMPUESTOS INDIVIDUALES

Los compuestos individuales utilizados, su férmula empirica, estructura quimica, peso mole-
cular y punto de ebulliciéon se muestran en la tabla II.9.

Hl TABLAIILY

Estructura quimica, férmula empirica, n°de identificacion de Chemical Abstract Service (CAS),
peso molecular, temperatura de ebulliciéon y proveedor de los patrones utilizados en la parte
experimental

Compuesto Estructura quimica

a-Pineno 98% (C,H,¢)
CAS 80-56-8
PM 136,23
T, 165-156 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

Canfeno = 95% (C,,H,,)
CAS 79-92-5
PM 136,23
T, 159-160 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

B-Pineno 99% (C,,H,,)
CAS 18172-67-3
PM 136,23
T, 165-167 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

a-Felandreno = 95% (C,,H,¢)
CAS 4221-98-1
PM 136,23 el
T,171-174°C
Fluka (Sigma-Aldrich).

a-Terpineno =95% (C,,H,,)
CAS 99-86-5
PM 136,23
T,173-175°C
Fluka (Sigma-Aldrich).

p-Cimeno 99% (C,H,,)
CAS 99-87-6
PM 134,22
T,176-178 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).
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(R)-(+)-Limoneno 97% (C,,H,¢)
CAS 5989-27-5
PM 136,26
T, 176-177 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 470-82-6

PM 154,25
T,176-177 °C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 99-85-4

PM 136,23
T,182°C

Fluka (Sigma-Aldrich).

a-Terpinoleno 97% (C,,H,¢)
CAS 586-62-9
PM 136,23
T, 184-186 °C
Fluka (Sigma-Aldrich).
Linalol = 97% (C,,H,0)
CAS 78-70-6
PM 154,25
T,194-197 °C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 76-22-2

PM 152,23

T, 204 °C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 464-43-7

PM 154,25

T, 206-209 °C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 10482-56-1
PM 154,25
T,217-218°C

ChemService (West Chester,PA, EE.UU).
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Compuesto Estructura quimica

Estragol 98% (C,,H,,0)
CAS 140-67-0
PM 148,20 HyCO
T,215-220°C
Aldrich (Sigma-Aldrich). e

Hydrocinamadehido = 90% (C,H,,0)
CAS 104-53-09
PM 136,23
T,229°C
Fluka (Sigma-Aldrich).

( )-Verbenona = 97% (C,,H,,0)
CAS 1196-01-6
PM 150,22
T,227-228 °C
Fluka (Sigma-Aldrich).
(2]

Trans-Cinamadehido 99% (CyH,0)
CAS 14371-10-9
PM 132,16
T, 250-252 °C \
Aldrich (Sigma-Aldrich). \

Timol = 99,5% (C,,H,,0)
CAS 89-83-8
PM 150,22
T,232°C
Sigma (Sigma-Aldrich).

Bornil acetato 95% (C,,H,,0)
CAS 76-49-3
PM 196,29 4]
T,223-224°C
Aldrich (Sigma-Aldrich).

Carvacrol = 97% (C,H,,0) HO

CAS 499-75-2

PM 150,22

T, 236-237 °C

Fluka (Sigma-Aldrich).

( )-a-Cubebeno = 97% (C,;H,,)
CAS 17699-14-8
PM 204,35
T, 245-246 °C
Fluka (Sigma-Aldrich).
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Estructura quimica

(-)-a-Copaeno = 90% (C,;H,,)
CAS 3856-25-5
PM 204,35
T, 124 °C (15 mm Hg)
Fluka (Sigma-Aldrich).

CAS 97-53-0

PM 164,20

T,254°C

Aldrich (Sigma-Aldrich).

CAS 87-44-5

PM 204,35

T, 262-264 °C

Sigma (Sigma-Aldrich).

CAS 6753-98-6

PM 204,35

T, 166-168 °C

Fluka (Sigma-Aldrich).

CAS 120-51-4

PM 212,24

T, 323-324 °C

Sigma (Sigma-Aldrich).

CAS 77-94-1
PM 360,44
Fluka (Sigma-Aldrich).

&)
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4. Actividad antimicrobiana de varios aceites esenciales comerciales
por contacto directo y en fase vapor

4.1. INTRODUCCION

A pesar del gran progreso experimentado en materias de higiene y produccién de alimen-
tos, los temas de seguridad alimentaria, y concretamente aquéllos referidos a la conservacion
de los alimentos, al ser asuntos de salud publica, siguen constituyendo un campo en constante
desarrollo e investigacion.

La mayor parte de los productos que se consumen son perecederos por lo que requieren
medidas de proteccién contra la alteracion microbioldgica que aseguren su calidad e inocuidad
durante el tiempo de vida del alimento (preparacion, almacenamiento, distribucion y consumo).
Debido a la presion de los consumidores, que exigen alimentos sabrosos, faciles de manejar y
con sus propiedades nutricionales intactas, la industria alimentaria ha ido sustituyendo las téc-
nicas tradicionales de conservacion, entre las que se incluyen los tratamientos intensos de calor,
salazon, acidificacion, desecado y adicién de conservantes quimicos, como por ejemplo ben-
zoatos, sorbatos o propionatos, por otro tipo de tecnologias de inactivacion. Las técnicas alter-
nativas mas investigadas son el uso de altas presiones hidrostaticas (HHP), la irradiacion con
energias de baja longitud de onda (UV, rayos gamma, etc.), la generacion de campos de pulso
eléctrico (PEF) o magnético, el empleo de nuevos sistemas de envasado como las atmosferas
modificadas (MAP), el envasado activo, la utilizacion de agentes antimicrobianos naturales y la
bioconservacion (Deviieghere et al., 2004). Ultimamente, y como consecuencia del gran incre-
mento en el habito de consumo hacia productos naturales, el uso de aceites esenciales como
aditivos antimicrobianos naturales, con la esencia activa adicionada directamente al alimento o
incorporada en el envase, se ha convertido en una alternativa bastante prometedora.

Los hongos xerotolerantes y xerofilos y las bacterias halofilicas constituyen los principales
agentes alterantes de los alimentos con actividad de agua comprendida entre 0,65 y 0,90
(Matan et al., 2006). Entre los microorganismos detectados en este tipo de alimentos se inclu-
yen Aspergillus flavus y Penicillium roqueforti en pan (Nielsen y Rios, 2000), Staphylococcus
aureus en miel (Mundo et al., 2004), Debaromyces hansenii y Zygasaccharomyces rouxii en fru-
tas y mermeladas (Andrews et al., 1997) o Candida albicans en carne seca (Pitt y Hocking,
1977). La contaminacion por Listeria monocytogenes, Enterobacteriaceae, Vibrio parahae-
molyticus o Clostridium perfringes se produce en alimentos, como carne y derivados, pesca-
do y derivados y frutas y hortalizas, cuya actividad de agua es mayor a 0,90 (Bharathi et al.,
2001; Ellis y Goodacre, 2001; Mbandi y Shelef, 2001; Cook et al., 2002; Hew et al., 2005). La
actividad antimicrobiana de diferentes aceites esenciales, obtenidos a partir de plantas naturales,
contra un gran nimero de microorganismos alterantes y patdgenos, ha sido extensamente estu-
diada y demostrada tanto en ensayos in-vitro como con alimentos reales (Hammer et al., 1999;
Burt, 2004; Holley y Patel, 2005).

En la mayor parte de los estudios realizados hasta la fecha, el aceite esencial entra en con-
tacto directo con el medio de cultivo (ensayos in-vitro) o con el alimento. Sin embargo, si dicho
aceite esencial formara parte del material de envasado, su accion seria deseable, no solo en
contacto directo envase-alimento, sino también por efecto de los componentes volatiles de la
esencia, liberados en el espacio de cabeza. Este modo de accion es especialmente relevante,
ya que minimiza la posibilidad de desarrollo de alteraciones de tipo objetivo (transferencia de
componentes indeseables) o subjetivo (colores o sabores extrafios) en el alimento envasado.
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En general, la informacion acerca de la efectividad de los aceites esenciales en fase vapor es
mas bien escasa, aunque algunos autores ya han demostrado la accion antimicrobiana de los
componentes mas volatiles de las esencias (Caccioni et al., 1997 y 1998; Sardini et al., 1998;
Lanciotti et al., 2003). En este Ultimo tipo de aplicaciones, resulta especialmente interesante la
correlacion entre la composicion de la atmdsfera generada y el comportamiento antimicrobia-
no de la esencia.

La microextraccion en fase soélida (SPME) es una técnica sin empleo de disolvente, en la que
los analitos de interés quedan retenidos en una pequena fibra de silica fundida. Se han des-
arrollado métodos de SPME para una gran variedad de aplicaciones en fase vapor. Si el mues-
treo se realiza con la fibra retraida (muestreo pasivo), la cantidad de muestra extraida sélo
depende de la difusion de los analitos, con lo que no son necesarios 10s equipos de muestreo,
bombas o aspiradores cruciales en los métodos dinamicos o activos (Batlle et al., 2001; Chen
y Pawliszyn, 2003). Ademas, la cuantificacion por muestreo pasivo presenta mayores ventajas.

En este capitulo se pretende evaluar la actividad antimicrobiana de varios aceites esencia-
les comerciales, tanto por contacto directo como en fase vapor, frente a 11 microorganismos
patégenos, seleccionados por su prevalencia en episodios de alteracion y deterioro de los ali-
mentos. El muestreo por SPME de las atmdsferas generadas por dichas esencias, permitira rela-
cionar composicion e inhibicion, etapa necesaria para averiguar el mecanismo de accion en fase
vapor.

4.2. EXPERIMENTAL

4.2.1. Microorganismos

Los microorganismos patdgenos que se han seleccionado, como se ha comentado en el
epigrafe anterior, por ser de gran interés en los episodios de contaminacion alimentaria, se
muestran en la tabla Ill.9 conjuntamente con sus condiciones de cultivo (medio, tiempo y tem-
peratura de incubacion). Previo a su uso, las cepas se almacenaban en refrigeracion a -18 °C
en leche desnatada esterilizada.

B TABLA LY

Microorganismos patégenos empleados: cepa de referencia

Cepa (n° referencia) Medio cultivo T(C) t(dia)
Bacterias Gram+  Staphylococcus aureus ATCC 29213 Mueller Hinton agar 30 2

- ______baciluscereus _ __ __ CECT495 __ AgarsangreMH
Bacterias Gram- _ Escherichiacoli _ __ _  ATCC 29262 _ Mueller Hintonagar 30 1
_________ Salmonelacholeraesuis _ CECT4000
_________Yersiniaenterocoltica _ _CECTA4315
_________ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Levadura _  _ Candidaalbicans _ _ _ _ ATCC 64550 _ _Sabouraud Cloroanfenicolagar 30 2
Mohos _ _ _ _ _ Aspergilusflavus __ _  CECT=2687 365 _7_
Penicillium islandicum CECT 2762NT

(ATCC: American Type Culture Cutive, CECT: Coleccién Espanola de Cultivos Tipo), medio de cultivo (M.H.:Mueller-Hinton), tempera-
tura (T) y tiempo (t) de incubacion.
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4.2.2. Aceites esenciales

En este trabajo, se han estudiado varios aceites esenciales comerciales suministrados por
la empresa Artibal S.A, que se muestran en la tabla lll.10.

W TABLAIIL1O

Propiedades fisicas de los aceites esenciales utilizados

Aceite esencial n°CAS Teb (°C) p (9/mL) 25°C

Albahaca Ocimum basificum ______ [8015-73-4] 216 0957
Canela Cinnamon zeylanicum _ _ _ _ _ [8015:91-6] 194234 o4
Cavo _______ Syzygium aromaticum  _ _ _ _ [8000:34-6] 251 105
Eneldo Anethum graveolens _ _ _ __ [8006:75-8) 189
Jengibre . Zingier officinalis_ _ ___ __ [8007-08-7] 254 | o871 _ _____
Oégano Oreganovulgaris _ 8007112 239 0939
Romero Rosmarinus officinalis ___ _ _ [8000-25-7]  _ 145-176_ | 0908
Tomillo Thymus vulgaris [8015-73-4] 190-195 0,916

4.2.3. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

4.2.3.1. Contacto directo: difusion en disco
(Farag et al., 1989; Aureli et al., 1992; Fioruzi et al., 1998; Burt y Reinders, 2003).

Sobre aproximadamente 15 mL del medio de cultivo correspondiente, previamente vertido
y solidificado sobre placas Petri de 90 mm de diametro, se inocularon en superficie 100uL de
una disolucion fisioldgica salina cuya concentracion de microorganismo puro bajo estudio se fijo
en 10°” unidades formadoras de colonias (CFU). La concentracion exacta de los inéculos se
controld mediante la escala de McFarland y por turbidimetria.

Se afadieron tres microlitos de aceite esencial puro, sin diluir, a un filtro de papel estéril de
5 mm de diametro, que se coloco sobre el medio de cultivo ya inoculado. Para cada tanda de
experimentos se dispuso de blancos con indculo, pero sin disco. Tras el periodo de incubacion,
se midio el diametro de la zona alrededor del disco sobre la cual no habia crecimiento del micro-
organismo (inhibicion total) y de la zona donde las colonias no presentaban las mismas carac-
teristicas de forma, tamano o color que las colonias consideradas como blanco (zona de retardo).
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.2.3.2. Fase vapor: método de las diluciones

Al igual que en los ensayos por contacto directo, se inoculaban por superficie 15 mL de
medio de cultivo solidificado, con 100 mL de una disolucion fisioldgica de 10°" CFU/mL de micro-
organismo puro. Cada aceite esencial se diluyod en dietil éter, para obtener una serie de dilucio-
nes decrecientes hasta un 1% (v/v). A continuacion, se anadian 10 pL de cada una de las dilu-
ciones a un papel blanco de filtro estéril de 10 mm de diametro, el cual se colocaba en la tapa
de la placa Petri libre de medio, de forma que no existiera contacto directo entre el filtro y el medio
de cultivo. Las placas Petri fueron selladas con parafilm (figura Ill.2). Evidentemente, el sello no
es hermético, pero esta es una caracteristica deseada en el experimento, ya que representa las
condiciones mas desfavorables para conseguir la inhibicién, debido a que los componentes acti-
vos de las esencias en fase vapor pueden fugar por los bordes de la placa Petri, disminuyen-
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do asi su concentracion efectiva. Los ensayos blanco consistieron en placas sembradas con
el microorganismo de estudio y enfrentadas a 10 yL de dietil éter puro, previamente afadido a
un papel de filtro estéril. Se comprobd que el diétil éter no producia ningun efecto sobre el cre-
cimiento de los microorganismos. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

M FIGURAIIL2

Sistema experimental: determinaciéon de la actividad antimicrobiana en fase vapor

Después del periodo de incubacion, se miden las zonas bajo los papeles de filtro donde no
se produjo crecimiento de colonias, y se calcula la concentracion minima inhibitoria (MIC) para
la cual existe inhibicion. Las placas correspondientes a la esencia pura (no diluida) se incuban
en las mismas condiciones de temperatura, sin renovar la atmosfera generada por el aceite
esencial con el propdsito de evaluar durante cuanto tiempo se prolongaba el efecto antimicro-
biano; o con la atmdsfera renovada, es decir, sustituyendo la parte superior (aquella en el que
se coloca el filtro con el aceite esencial) de la placa Petri por otra limpia y estéril, con la inten-
cion de averiguar si el efecto antimicrobiano del aceite esencial era —cida (muerte) o —estatico
(impedia el crecimiento, pero no mataba). Cada 7 dias se examinaban las placas y se com-
probaban las variaciones en la inhibicion. Todos los ensayos fueron realizados también por tri-
plicado.

4.2.4. Muestreo de las atmoésferas generadas por los aceites esenciales:
Microextraccion en fase sélida (SPME)

Las atmosferas generadas por los aceites esenciales se muestrearon con fibras de SPME
totalmente retraidas. De acuerdo con investigaciones anteriores (Huerga, 2004; Lopez et al.,
2006), se empled la fibora de 100 pm de espesor de polidimetilsiloxano (PDMS) para el mues-
treo de la atmdsferas generadas por los aceite esenciales de orégano, canela, tomillo, romero
y albahaca. La fibra de poliacrilato (PA) de 85 mm de espesor se utilizd en el muestreo de la
atmosfera de clavo.

La fibra retraida (con el fin de asegurar el muestreo basado en difusion pura, muestreo pasi-
vo) se dispuso en la placa Petri, tal y como muestra la figura lIl.3 durante un periodo de 24 horas.
El volumen del espacio de cabeza de la placa Petri es de 57,3 cm®.
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H FIGURAIILS

Sistema experimental para el muestreo de la atmésfera generada por las esencias

.J!

A. Papel de fillro impregnado de esencia

[B. Fibra de SPME totalmente retraida

C. Medio de cultivo

4.2.5. Composicion de la atmoésfera: analisis cromatografico (GC-ITMS)

Las fibras de SPME, una vez transcurrido el periodo de muestreo (24 h) se transportaban
al portal de inyeccién de un cromatografo de gases, Varian CP-3800, que emplea como detec-
tor un espectrometro de masas de trampa idnica, Saturn 2000 ITMS. Las dimensiones de la
columna cromatografica utilizada, VF-5MS (polimetilsiloxano con 5% de fenilsiloxano) eran 60
m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de espesor. Como gas portador se
empled helio a un flujo constante de 1,0 mL/min. Las temperaturas del horno y del inyector
variaron en funcion de la fibra desorbida (fig. ll.4):

H FIGURA IIl4

Temperaturas de inyeccion y del horno para el andlisis de los compuestos volatiles
procedentes de los aceites esenciales y retenidos en las fibras de SPME

PDMS
Tiny 250 C

o G/min

45C .
1 min
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La deteccion en el MS se realizd en modo impacto electronico y en scan. Se registré el inter-
valo de masas comprendido entre 40 y 350 uma. Los compuestos se identificaron por com-
paracion de su espectro de masas con el suministrado por la libreria comercial NIST, con un cri-
terio de semejanza mayor de 85%. Cuando fue posible se inyectaron estandares para
comprobar y verificar tanto los tiempos de retencion como los espectros de fragmentacion.
Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales por contacto directo

En una primera aproximacion, se estudio la actividad antimicrobiana de todos los aceites
esenciales por contacto directo, mediante la realizacion de los tests de difusion solida en agar.
Los halos de inhibiciéon y los halos de retardo (en mm), de la media de tres ensayos, asi como
sus desviaciones estandar, se muestran en la tabla Ill.11.

W TABLA L1

Actividad antimicrobiana (mm de inhibicién total y mm de retardo de crecimiento
(paréntesis y cursiva) junto a las desviaciones estandares) de los diferentes aceites
esenciales comerciales por contacto directo. Diametro placa Petri 90 mm (resultado de 90
se corresponde con inhibicion total)

Orégano  Canela Clavo Tomillo Romero  Albahaca Jengibre Eneldo
Gram + S.aureus 38+3 20+5 19+2 13+4 10+4 1244 10+3 15+2
o (25%7)  (28x4)  (15%4)  (13x4) _ (15%4) _ (12%5) _ (17x2)
L.monoc. 25+5 23+9 18+6 12+1 1315 16+6 0+0 0+0
(75  (25¢8)  (20x§) _ (15%1) __(15%8) _ (17x4)_
E.faecalis 25+5 16+ 0 156+2 9+1 7+4 12+2 0+0 0+0
(8010 (17x2)  (17£1) _ (11=1)  (9%3)  (14£8)
B.cereus 31+5 22+4 23+4 12+3 7+0 0+0 6+1 0+0
e (c2#6)  (25%6)  (25%(5) O3 _ (7£1)
Gram - E.coli 2412 15+2 1542 1210 71 9+1 0+0 0+0
o _(er=3) (17x§  (18x2) _ (15x0) (10«8 _ (10«3 _
S.choler. 25+6 20+4 18+3 156+5 113 12+2 0+0 8+1
o ___(616) (25¢6) _ (20%2) _ (16%6) __(15%3) (158 _ __ __ _ (10«8)
Y.enteroc. 3545 164 1614 164 7+3 10+2 0+0 0+0
405 (19%7) _(19%¢7) _ (17%8) __ _(9x4) _ _(12=1) _ __ __ _____
Ps.aerug. 12+1 11£2 111 7+1 72 8+2 0+0 0+0
e _(15xn) (1828  (18x2) o ___
Hongos C.albicans 48+6 401 39+10 153 147 10£2 12+1 12+0
o (505)  (45¢3)  (45x10) _ (17x4)  _ (16%9) _ (153 _ (153) _ (15x2)
Aflavus __ 90:0 900  90+0 0«0 00 0+0 00 _ _0+0
Risland. 90+0 90+0 90+0 10+5 0+0 0+0 0+0 0+0
(90+0)

Las mayores actividades antimicrobianas por contacto directo corresponden a los aceites
esenciales de orégano, canela y clavo, seguidos de tomillo, romero y albahaca. Los aceites
esenciales de jengibre y eneldo, en cambio, no inhibieron el crecimiento de la mayoria de los
microorganismos, Unicamente mostraron cierta actividad contra la levadura y la bacteria Gram
positiva, S.aureus.
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Los hongos, especialmente los dos mohos, mostraron mayor susceptibilidad a la presen-
cia de aceites esenciales, cuyo crecimiento fue inhibido completamente por las esencias de oré-
gano, canela y clavo. Las bacterias, por el contrario, son mas resistentes, especialmente las
bacterias Gram negativas en presencia de clavo y canela, aunque las diferencias percibidas no
son estadisticamente significativas en su conjunto.

En la figura lll.5, se muestran algunos ejemplos de inhibicion por contacto directo.

C:Clavo, Ca:Canela, A:Albahaca, R:Romero, Or:Orégano, To:Tomillo, PeR:Jengibre, PeA:Eneldo.

Aunque existen numerosas investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales por contacto directo, la comparacion y extrapolacion entre resultados no es trivial.

Por un lado, los métodos empleados para medir la actividad antimicrobiana difieren de unos
estudios a otros. Opalchenova (Opalchenova y Obreshkova, 2003) propuso la albahaca como
agente antimicrobiano frente al crecimiento de Ps.aeruginosa y S.aureus. Aunque aparente-
mente esta conclusion esta en contradiccion con los resultados mostrados en la tabla lIl.11, la
metodologia que empled implica la dilucién en caldos de cultivo (Tween, soluciones salinas, etc.)
y la adicion de compuestos activos a dicho caldo. Esta difusién es mucho mas rapida que en
el caso de la difusién en la superficie solida del agar, con lo que el contacto es mucho mas efec-
tivo y los resultados no son directamente extrapolables. Asi, por ejemplo, en el trabajo de Bon-
zin (Bonzin et al., 2006), donde se comparaba por difusion en disco la actividad antimicrobia-
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na de la albahaca del orégano y del tomillo, se obtuvieron resultados similares a las presenta-
dos en este trabajo.

Incluso aplicando el mismo método, en este caso difusion sdlida en agar, si el medio de cul-
tivo sobre el que se siembra el microorganismo varia de un ensayo a otro, la comparacion direc-
ta entre resultados no es del todo posible. De acuerdo a la bibliografia, el aceite esencial de tomi-
llo, por ejemplo, es mas eficaz en la inhibicion del crecimiento de L.monocytogenes y de A.flavus
sobre PDA (patata dextrosa agar) que el aceite esencial de clavo (Singh et al., 2003), y que el
aceite esencial de canela (Soliman y Badeaa, 2002), respectivamente. Ademas de estos factores
hay que tener en cuenta las diferencias en la composicion de los aceites esenciales, en las
caracteristicas de las cepas de microorganismos, etc.

4.3.2. Actividad antimicrobiana de los aceites en fase vapor

A continuacion, se examind la actividad antimicrobiana en fase vapor de los aceites esen-
ciales mas efectivos por contacto directo, es decir, orégano, canela, clavo, tomillo, romero y
albahaca, conforme a la metodologia anteriormente descrita. Ni el aceite esencial de romero,
ni el de albahaca, consiguieron inhibir el crecimiento de ninguno de los microorganismos ele-
gidos para el estudio, por lo que sélo se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) en
fase gas para los restantes aceites esenciales (orégano, canela, clavo y tomillo). Esta concen-
tracion (MIC), se define como la minima concentracion de esencia a la que se observa inhibi-
cion en el crecimiento del microorganismo (Hammer et al., 1999; Delaquis et al., 2002) y expre-
sada en microlitros de esencia por litro de atmdsfera, se muestra en la tabla Ill.12 para cada
pareja esencia-microorganismo.

W TABLAIIL12

Actividad antimicrobiana de la atmésfera generada por los aceites esenciales de orégano,
canela, clavo y tomillo expresada como pL esencia/L atmdésfera

Orégano Canela Clavo Tomillo
MIC (uL/L) MIC (uL/L) MIC(uL/L) MIC (uL/L)
Bacteria Gram+ S.aureus 131 1 349 22 83
_Lmonocytogenes 262 ! 49 ______ 115 17
Efeecals 349 ! 524 &3 &3
,,,,,,,,, Beereus 5 5 WS 1t
Bacteria Gram- Ecof 131 ir6 262 524
Scholeraesuis 175 11524 |
_Yenterocolitica 44 s 878 849
,,,,,,,,, Psaeruginosa 175 Noinhibe ~_ _Noinhibe _ _ Noinhibe
Levadura Calbicans _ _ __ _ b5 v w282
Mohos Afeves 1715 /o 1rs ws o
Rislandicum 17,5 8,73 8,73 34,9

La actividad antimicrobiana en fase gas es mas débil que por contacto directo (Matan et al.,
2006), como consecuencia de los diferentes procesos de transferencia de materia que inter-
vienen en cada ensayo asi como, posiblemente, por la identidad de los distintos analitos que
estén implicados en ambos procesos. Respecto a la transferencia de materia, en los ensayos
por contacto directo los componentes activos de las esencias difunden desde el seno del acei-
te esencial a la interfase aceite-medio de cultivo, en la que se solubilizan, y posteriormente difun-
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den por el medio de cultivo hasta alcanzar su objetivo: las células del microorganismo. En los
ensayos en fase gas, los componentes activos deben, en primer lugar, transferirse al espacio
de cabeza de la placa Petri. Una vez en fase gas pueden, o bien atacar directamente las célu-
las de microorganismo, o bien incorporarse al medio de cultivo (difusion desde el gas hasta la
interfase gas-medio de cultivo, y posterior disolucion). Por lo tanto, la efectividad de los acei-
tes esenciales para actuar en fase gas dependera de la volatilidad de sus compuestos activos
y su afinidad por las células del microorganismo. Excepto para el orégano en las bacterias
Gram +, las tendencias observadas en los ensayos en fase gas coinciden con las observadas
por contacto directo (tabla Ill.11).

En general, y para las bacterias, las menores MICs, lo que significa mayor actividad anti-
microbiana, corresponden a la atmdsfera generada por el aceite esencial de orégano, seguidas
del clavo y la canela. Sin embargo, esta tendencia varia en los mohos, para los que las atmosfe-
ras de clavo y canela son, aparentemente, las mas eficaces. El tomillo, en cambio, es el menos
efectivo debido a sus mayores MICs, independientemente del microorganismo estudiado. Sola-
mente el orégano, a concentracion elevada, fue capaz de inhibir el crecimiento de Ps.aeruginosa.
La gran resistencia de este patdégeno oportunista a los agentes antimicrobianos esta ligada con la
naturaleza Unica de su membrana externa, compuesta principalmente por lipopolisacaridos (Mann
et al., 1999; Longbottom et al., 2004).

Conjuntamente con el calculo de las MICs, se construyeron las curvas de inhibicion para
cada microorganismo (figuras IIl.6, IIl.7 y 111.8).

H FIGURAIILG

Curvas de inhibicién para las bacterias Gram + (%inhibicion=H/90*100; H: mm de halo de
inhibiciéon; 90: mm de total inhibicién. Barras de error: desviacion estandar)
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W FIGURA L7

Curvas de inhibicion para las bacterias Gram - (%inhibicién=H/90*100; H: mm de halo
de inhibicion; 90: mm de total inhibicion. Barras de error: desviacion estandar)
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W FIGURA I8

Curvas de inhibicién para los hongos (%inhibicion=H/90*100; H: mm de halo de inhibicion;
90: mm de total inhibicion. Barras de error: desviacion estandar)
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Las curvas de inhibicion establecen, una vez mas, la mayor eficacia del aceite esencial de
orégano como agente antimicrobiano. A pesar de los valores de MIC de orégano obtenido para
los hongos, mayores que los observados para el clavo y la canela (ver tabla I1.12), las mayo-
res inhibiciones corresponden para una misma concentracion de esencia, a la atmosfera gene-
rada por el orégano, produciendo, incluso, inhibicion total para varias diluciones. Las curvas de
inhibicion de la canela y clavo son similares.

Los hongos fueron los microorganismos que mayor sensibilidad manifestaron a la presencia
de aceites esenciales. Por otro lado, mientras que las bacterias Gram negativas (S.choleraesuis)
fueron las mas resistentes a la accion de la canela y del clavo; en el caso de tomillo y orégano,
la mayor resistencia correspondio a las bacterias Gram positivas (E.faecalis). En un principio, y
teniendo en cuenta la estructura de su membrana celular, con una pared de lipopolisacéaridos que
dificulta la difusion de compuestos hidrofobicos (Vaara, 1992), se puede suponer que las bac-
terias Gram negativas son menos susceptibles a la accion de los agentes antibacterianos. Sin
embargo, no todos los estudios realizados alcanzan esta conclusion, ya que en muchos de ellos
se demostro la mayor resistencia de las bacterias Gram positivas (Burt, 2004).

En la figuras 1.9 y 11.10, se muestran algunos ejemplos de los resultados de inhibicion con-
seguidos en fase vapor.

H FIGURAIILY

Inhibicion en fase vapor. A) B.cereus frente a tomillo (To) a concentracion 100% y 50% (v/v).
B) E.coli frente a canela (Ca). C) A.flavus frente a clavo (C) al 100%. D) C.albicans frente a 6,25%
de clavo (C) y 6,25% de canela (Ca).

10% Ca

D)

6,25%Ca
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l FIGURAIIL10

Inhibicion en fase vapor de la esencia de orégano (Or). A) Inhibiciéon de Ps.aeruginosa.
B) Inhibicion de Pislandicum frente orégano 100% 7,5% y 2.5% (v/v).

100% Or

100% Or 7.5% Or

Inhibicién ¢efecto —cida o -estatico?

Para averiguar si el efecto de los aceites esenciales de orégano, canela, clavo y tomillo en
fase vapor era —cida (inhibicion constante y definitiva con el tiempo en atmdsfera limpia) o —esta-
tico (disminucién de la inhibicién con el tiempo una vez renovada la atmdsfera y eliminados los
agentes antimicrobianos), se sigue la evolucién del halo de inhibicién durante un mes. Dicha evo-
lucion se muestra en la figura Ill.11.

Los aceites esenciales de orégano, de clavo y canela poseen un efecto —cida para todos
los microorganismos ensayados; solo se observé un efecto fugiestatico en el crecimiento de
A.flavus bajo la atmdsfera generada por la canela y el clavo.

El aceite esencial de tomillo, en cambio, presenta un efecto —estatico para la mayoria de los
microorganismos. El halo de inhibicion va disminuyendo durante los primeros 15 dias, momen-
to en el que, o bien el microorganismo ha crecido por toda la placa (L.monocytogenes), o bien
la inhibicion alcanza un valor constante (B.cereus). El tomillo en fase gas sélo posee efecto —cida
frente a Rislandicum vy E.faecalis.

Para averiguar cuanto se prolongaba en el tiempo la inhibicion de los aceites esenciales de
orégano, canela, clavo y tomillo las placas correspondientes al 100% de esencia se mantuvie-
ron selladas y en condiciones de incubaciéon durante un periodo de 35 dias. La evolucion del
halo de inhibicion, figura lll.12, se comprobaba cada siete dias.

La inhibicion conseguida por las esencias de orégano, clavo y canela se mantiene practi-
camente constante durante el tiempo que dura el ensayo, debido a su efecto —cida. En el apar-
tado anterior se comprobd que 10 uL de esencia pura de clavo y canela tenian un efecto fun-
giestatico sobre el crecimiento de A.flavus, 1o que se confirma con el descenso de la inhibicion
pasados los primeros 15 dias.
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W FIGURAIIL11

Efecto -cida o —estatico de la inhibicion de los aceites esenciales
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Evolucion de la inhibicion durante 35 dias
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Tal y como cabria esperar teniendo en cuenta su comportamiento —estatico, la inhibicion
producida por la esencia de tomillo disminuye con el tiempo para todos los microorganismos,
excepto Pislandicum. El tiempo a partir del cual comienza a observarse la aparicién de nuevas
colonias varia en funcion del microorganismo.

4.3.3. Composicion de las atmésferas generadas por las esencias

Las atmosferas generadas en el interior de la placa, cuando el papel de filtro se impregna-
ba respectivamente con 10 pL de aceite esencial de canela, clavo, orégano, tomillo, albahaca
y romero, se muestrearon durante 24 h con fibras retraidas de SPME, microextracion en fase
solida, (figura lIl.3). Posteriormente, las fibras se desorbian en el portal de inyeccion de un equi-
po GC-ITMS en las condiciones expuestas en el apartado 4.2.5.

LLa composicion de las diferentes atmosferas y los cromatogramas obtenidos se muestra
en la tabla lll.13 y en las figuras ll.13 y lll.14. Diferentes combinaciones de terpenos (mono-, ses-
qui-), fenoles y derivados terpénicos (alcoholes, cetonas y ésteres), cuyo potencial antimicro-
biano ya es conocido (Burt, 2004; Holley y Patel, 2005), constituyen la atmdsfera activa.

De acuerdo a la tabla 1.3, la gran efectividad del orégano se explica por su mayor con-
tenido en carvacrol. Las investigaciones realizadas por Chrorianopoulos y Aligiannis con dife-
rentes especies de orégano han demostrado la relacion existente entre el poder inhibitorio y el
contenido en carvacrol (Aligianinnis et al., 2001; Chorianopoulos et al., 2004).

La actividad antimicrobiana de los aceites de clavo y de canela parece deberse a la pre-
sencia de eugenol (Outtara et al., 1997). Aunque estos aceites dan lugar a inhibiciones simila-
res, en la atmdsfera generada por la canela se detectaron un mayor nimero de compuestos
interesantes, entre los que cabe destacar el (E)-cinamaldehido y el timol. Es bien conocido que
la presencia de componentes minoritarios influye en la inhibicion global (Mourey y Canillac, 2000;
Gill et al., 2002). Es posible, por tanto, que el cinamaldehido y el timol, compuestos calificados
junto al carvacrol, como los mas activos entre los detectados (Delgado et al., 2004; Valero y
Giner, 2006), sean los responsables de las diferencias observadas entre las esencias de cane-
la'y clavo. No obstante, son necesarios otro tipo de experimentos para explicar la posible siner-
gia entre el eugenol y estos compuestos.

La extraordinaria efectividad del aceite esencial de tomillo en la inhibicién del crecimiento de
bacterias y hongos ha sido destacada en investigaciones recientes (Dafarera et al., 2000; Raso-
oli y Mirmostafa, 2003), siendo las especies mas activas las que contenian una mayor propor-
cion de timol. La atmosfera generada por la esencia de trabajo de tomillo, en cambio, sélo con-
tenia un 0,5% de timol, lo que explicaria los resultados obtenidos.

Aunque existen claras diferencias de actividad entre el aceite esencial de romero y el de
tomillo, las atmdsferas generadas por ambos incluyen muchos compuestos en comun. Apar-
te de la presencia de timol y carvacrol, la proporcion de a—pineno, —pineno, borneol y canfor,
para los que se ha demostrado cierta actividad, sobre todo en el caso del borneol (Scortichini
y Rossi, 1991; Santoyo et al., 2005), es mas elevada en la atmésfera de tomillo. El 1,8-cineal,
mayoritario en la atmosfera de romero, en cambio, no inhibe el crecimiento de S.aureus (Belai-
che et al., 1995).

El estragol es el componente principal de la atmodsfera generada por el aceite esencial de
albahaca, totalmente inefectiva en fase vapor. Bagamboula (Bagamboula et al., 2004) ya ha
demostrado la menor actividad de este compuesto frente al timol y carvacrol en la inhibicién por
contacto directo de Shigella ssp.
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W TABLAIIL13

Compuestos detectados en las atmésferas generadas por las diferentes esencias
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M FIGURAIIL13

Cromatogramas obtenidos al muestrear con SPME la atmésfera generada por las
esencias de tomillo y orégano en el interior de una placa Petri. (Identificacion, tabla 111.13)
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B FIGURAIIL14

Cromatogramas obtenidos al muestrear con SPME la atmésfera generada por los aceites

esenciales de clavo, canela, romero y albahaca en el interior de una placa Petri.
(Identificacion, tabla 111.13)
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La relacion existente entre la actividad antimicrobiana en fase gas y la composicion de la
atmaosfera generada ha quedado patente en este capitulo. Los aceites esenciales de orégano,
de clavo y de canela exhibieron una mayor capacidad de inhibicién, que en un primer momen-
to se atribuye a la presencia de carvacrol y eugenol en su composicion. Salvo en el caso de
A.flavus, donde Unicamente se retardaba su crecimiento (efecto estatico), para el resto de micro-
organismos se observo un efecto —cida que se prolonga hasta los 35 dias.

La aplicacion de los aceites esenciales a los envases activos constituye una opcién pro-
metedora, en la que se persigue una mejor y mas prolongada conservacion de los alimentos,
con la sustitucion de los agentes quimicos por agentes naturales. Sin embargo, es necesario
un estudio en mayor profundidad de los componentes individuales de las esencias, asi como
de las alteraciones organolépticas que pueden producir en los alimentos.

5. Actividad antimicrobiana en fase vapor de los componentes de las
esencias naturales. Enriquecimiento de esencias: ;sinergia, adicion
o antagonismo?

5.1. INTRODUCCION

Los aceites esenciales son una fuente natural de agentes antimicrobianos, entre los que se
incluyen los derivados terpénicos, biosintetizados a partir de la condensacién de la molécula de
isopreno (1-metil,1,3-butadieno), y una mezcla de hidrocarburos, alcoholes, acidos, aldehidos,
cetonas y ésteres de bajo peso molecular. La actividad antimicrobiana por contacto directo de
varios de estos compuestos, como benzaldehido, carvacrol, carvona, 1,8-cineol, cinamaldehido,
citral, cuminaldehido, p-cimeno, estragol, eugenol, geranil acetato, geraniol, isoeugenal, limone-
no, mentol, perilaldehido, a—pinene, salicilaldehido, terpineol, timol o vanilina, se ha evaluado fren-
te al crecimiento de distintos microorganismo patégenos causantes de la alteracion y deterioro
de los alimentos en numerosos trabajos cientificos (Moleyar y Narasimhanm, 1992; Helander et
al., 1998; Lambert et al., 2001; Lopez-Malo et al., 2002; Valero y Giners, 2006). Una de las con-
clusiones mas relevantes es que la estructura quimica y la conformacién geométrica de los agen-
tes antimicrobianos son criticas a la hora de interaccionar con los constituyentes de las células
del microorganismo (Dorman y Deans, 2000; Fitzegarld et al., 2005; Veldhuizen et al., 2006).

La posible incorporacion de estos compuestos al alimento, adicionandolos directamente
como conservantes, o indirectamente a través del envase, esta limitada en la mayoria de los
casos por las altas concentraciones necesarias para lograr una inhibicién adecuada, que exce-
den, en la mayor parte de los casos, el umbral de percepcion aceptado por el consumidor
(Nazer et al., 2005; Valero y Giners, 2006). En este contexto, las combinaciones entre com-
puestos, enriquecimiento de aceites esenciales en componentes activos y tecnologias de con-
servacion adquieren una gran relevancia. En los Ultimos afios se ha investigado el uso de tra-
tamientos fisicos-quimicos de conservacion combinados con agentes naturales, obteniéndose
resultados bastante prometedores (Karatzas et al., 2001; Valverde et al., 2005; Mahmoud et al.,
2006a y 2006b).

Las combinaciones en todas su facetas posibles (agentes quimicos, esencias naturales, tra-
tamientos fisico-quimicos) pueden producir un efecto aditivo, sinérgico o antagoénico. Se obser-
va un efecto aditivo cuando la inhibicion combinada es igual a la suma de las inhibiciones de los
individuales. Se produce sinergia cuando la inhibicion global es mayor que la suma de los efec-
tos individuales y antagonismo en caso contrario, es decir, cuando el efecto combinado es

117



| 118

Interacciones especiales envase-alimento: alta temperatura y envase activo antimicrobiano

menor que el efecto de los individuales por separado. Las técnicas empleadas para detectar
este tipo de interacciones entre agentes individuales son muy diversas y bastante laboriosas:
curvas de muerte, factores FIC (concentracion inhibitoria fraccional), E-test (White et al., 1996).

En este capitulo se evalla la actividad antimicrobiana en fase gas de varios constituyen-
tes de las esencias naturales, estudiandose con mas detalle aquéllos cuya atmosfera presen-
ta una mayor efectividad. Asimismo, se contempla la posibilidad de adicionar estos compo-
nentes naturales, altamente activos, a los aceites esenciales de canela y tomillo, en un intento
de potenciar su caracter antimicrobiano con la busqueda de efectos sinérgicos entre sus com-
ponentes, minimizando la concentracion necesaria de los mismos y de este modo la posibili-
dad de alterar las caracteristicas organolépticas del alimento.

5.2. EXPERIMENTAL

5.2.1. Microorganismos

Los microorganismos con los que se ha trabajado, asi como sus condiciones de incubacion
(tiempo, temperatura y medio de cultivo) se muestran en la tabla 111.9 del capitulo 4 de esta seccion.

5.2.2. Aceites esenciales fortalecidos

Los aceites esenciales de tomillo y canela fortalecidos respectivamente con un 15-20% de
timol y un 80-85% de cinnamadehido en peso han sido suministrados por la empresa Artibal
S.A. Teniendo en cuenta que el objetivo final de este capitulo de la Tesis Doctoral, es el desarrollo
de un envase activo antimicrobiano se ha preferido trabajar con aceites esenciales de calidad
comercial, donde la homogeneidad de sus propiedades fisico-quimicas esta garantizada por la
existencia de controles de calidad, al igual que su trazabilidad y accesibilidad. Ademéas es requi-
sito imprescindible en la actualidad que todos los componentes empleados estén autorizados,
bien para formar parte del envase alimentario o como aditivos alimentarios. Los aceites esen-
ciales utilizados en este trabajo poseen el certificado de “aditivo alimentario”.

5.2.3. Estudios preliminares de la actividad antimicrobiana en fase vapor

Diez microlitros de una disolucion al 50%(v/v) en dietil éter del compuesto a estudiar se
impregnan en un disco de papel de filtro esterilizado de 10 mm de diametro, que se dispuso en
la tapa de una placa Petri libre de medio y enfrentado a 15 mL de medio solidificado. El agar
habia sido previamente inoculado con 100 mL de una disolucién de suero fisioldgico que con-
tenia 10° CFU/mL de microorganismo puro. La placa se sellé con parafim. Pasado el tiempo
de incubacion, se evalud la inhibicion observada por medida directa del halo de inhibicion, defi-
nido como la zona donde no hay crecimiento apreciable de microorganismos, y el halo de retar-
do, donde el aspecto externo de las colonias (forma, tamana, color) es diferente. Los ensayos
se realizaron por triplicado para cada pareja compuesto-microorganismo.

La actividad antimicrobiana en fase vapor, tanto de los compuestos individuales como de
las esencias fortalecidas, asi como su caracter —cida o estatico se determinaron segun el pro-
cedimiento descrito en el epigrafe 4.2.3 del capitulo 4 de la presente seccion.

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Estudios preliminares de la actividad antimicrobiana en fase vapor

La actividad antimicrobiana en fase vapor de varios de los componentes individuales de las
esencias descritas en el capitulo 4 (seccion lll), para los que existe constancia de su efectividad
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por contacto directo (Scortichini y Rossi, 1991; Santoyo et al., 2005), se evalud segun el pro-
cedimiento descrito en el apartado 5.2.3, frente a la inhibicion de L.monocytogenes (bacteria
Gram +), S.choleraesuis (bacteria Gram -), C.albicans (levadura) y A.flavus (moho).

H TABLAIIL14

Halo de inhibicion (mm) y halo de retardo entre paréntesis (mm).?Inhibicién total

Compuesto S. cholerasuis L. monocytogenes A. flavus C. albicans

Eugenol 18y ________ omn______ 4760 __ 5162 __
Cinamaldehido ¢ SN C S ) B ) 0 8285
Hidrocinamaldehido ¢ BEO o ______ 1002 82687
Timol _ _ _________f 5000 ___72(19 6069 __ ___ 90
Carvacrol A aE@s 8209 8000 o
Cafor . ____________°©6 0 o ______o0tn ___
Bstragol _____________°6 __________ 0 ______ o _______ o _____
1eCreo ____________°© 0 o _______ o _____
p-Gmero _ ___________°6 0 ¢ o_______ o_____
p-Carofleno _ ___________©°6 __________0_ ______ o ______ o _____
timorero . _______©60 0 ______ o_______ o_____
Linalool 9(12) 0 (25) 0 5 (60)

Los resultados obtenidos para el timol, carvacrol, linalool, eugenol, cinamaldehido, hidro-
cinamadehido, canfor, estragol, 1,8-cineol, p-cimeno, B-cariofileno, expresados en milimetros
de inhibicion y milimetros de retardo se muestran en la tabla Ill.14.

Unicamente los compuestos fendlicos (timol, carvacrol y eugenol) y los aldehidos (cina-
maldehido e hidrocinamaldehido) presentaron algun tipo de inhibicion frente al crecimiento de
los microorganismos ensayados.

El eugenoal, cuya efectividad en contacto directo frente a aerobios mesofilos, mohos vy leva-
duras ya se habia puesta de manifiesto (Valverde et al., 2005), no inhibié el crecimiento de la
bacteria Gram +, L.monocytogenes, siendo Unicamente efectivo contra C.albicans, S.chole-
raesuis y A.flavus, aunque en menor grado que el timol y carvacrol. Dichos compuestos, timol
y carvacrol, compuestos isdbmeros, proporcionaron resultados similares para la inhibicion de
C.albicans, A.flavus y L.monocytogenes, mientras que el timol fue significativamente (p<0,05)
mas eficaz contra S.choleraesuis.

La importancia del grupo hidroxilo en la estructura fendlica se ha comprobado al compa-
rar la actividad del timol, carvacrol y eugenol con sus respectivos derivados metil éter (Dorman
y Deans, 1999) y metil (Veldhuizen et al., 20086). La diferencia de efectividad entre timol y car-
vacrol para la inhibicion de S.choleraesuis indica una cierta influencia de la posicion del grupo
hidroxilo. Ademas, el hecho de que el hidrocarburo ciclico monoterpeno, p-cimeno, precursor
bioldgico del carvacrol y del timol, no haya mostrado ningun tipo de actividad confirma la tras-
cendencia del grupo fendlico. Sin embargo, el mecanismo de accion de este grupo de com-
puestos, a pesar del gran nimero de teorias publicadas (Prindle y Wright, 1977; Conner y Beu-
chat, 1984a y 1984b), no ha sido completamente elucidado. Davidson (Davidson, 2001)
propone un conjunto de acciones entre las que se encuentran la inactivacion de las enzimas
esenciales, reacciones con la membrana celular y modificaciones del material genético.
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El cinamaldehido y el hidrocinamaldehido, obtenido por hidrogenacion del doble enlace,
manifestaron el mismo grado de actividad frente al crecimiento de C.albicans. Sin embargo, la
inhibicion de S.choleraesuis, y sobre todo de A.flavus y L.monocytogenes, fue mucho mayor
para el cinamaldehido. El grupo aldehido confiere a estos compuestos una gran electronega-
tividad, por lo que pueden tomar parte activa en procesos bioldgicos que impliquen una trans-
ferencia de electrones, reaccionando asi con el nitrégeno presente en las proteinas y los acidos
nucleicos de los microorganismos. Cuanto mayor es la electronegatividad, mayor es la activi-
dad antimicrobiana (Kurita et al., 1979). Por consiguiente, las diferencias entre el cinamaldehi-
do, con un doble enlace conjugado al grupo aldehido, y el hidrocinamaldehido, se originan por
estas diferencias en electronegatividad.

En resumen, el timol, carvacrol y cinamaldehido, de manera coherente con los resultados
presentados por Valero y Giners (Valero y Giners, 2006), fueron los compuestos mas eficaces
en la inhibicion del crecimiento de microorganismos.

5.3.2. Estudio de la inhibicién en fase vapor del cinamaldehido, timol y carvacrol

Conforme al esquema presentado al comienzo del capitulo, la actividad antimicrobiana de los
compuestos cinamaldehido, timol y carvacrol en fase gas se estudié en mayor profundidad. Para
ello, se calcularon sus respectivas MICs (concentracion minima inhibitoria) y sus curvas de inhibicion.

La concentracion minima inhibitoria (MIC) para cada compuesto en fase vapor, expresada
en pL de esencia por litro de espacio de cabeza de la placa Petri, se muestra en la tabla Ill.15.

W TABLAIIL15

Concentracion minima inhibitoria (uL/L) en fase gas

S.choleraesuis L.monocytogenes C.albicans A.flavus
Cinamaldenido 44 ______2t8 ¢ 44 218_
Cavacol _ __________18 =218 _____ 108 ______ 218____
Timol 10,9 21,8 10,9 43,6

El valor MIC es el mismo para los tres compuestos frente al crecimiento de L.monocyto-
genes. Para S.choleraesuis y C.albicans, aunque se observo una inhibicion similar en presen-
cia de timol y carvacrol, y mas débil que en presencia de cinamaldehido, las diferencias no son
estadisticamente significativas (p<0,05). Carvacrol y cinamaldehido proporcionaron valores de
MIC menores que el timol, es decir, mayor actividad, en la inhibicion de A.flavus.

No se observaron diferencias en las curvas de inhibicion de las bacterias S.choleraesuis y
L.monocytogenes para los tres compuestos estudiados (figura lll.15). Sin embargo, y en el caso
de los dos hongos, A.flavus y C.albicans, los mayores porcentajes de inhibicion se obtienen en
atmosfera de cinamaldehido, a pesar de que su MIC es similar a la del carvacrol.

Por lo tanto, la dependencia de la concentracion con la inhibicion es diferente para bacte-
rias y hongos. En las bacterias la actividad antimicrobiana disminuye paulatinamente con la con-
centracion, mientras que en el caso de los hongos se advierte un descenso brusco para un valor
de concentracion préximo al valor de la MIC. A concentraciones superiores a este valor, el por-
centaje de inhibicion se mantiene constante y proximo al 100%.
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W FIGURA 16

Curvas de inhibicién en fase vapor del cinamaldehido, timol y carvacrol
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5.3.3. Nuevos aceites esenciales enriquecidos en componentes activos

Ala vista de los resultados anteriores, se plantea la siguiente cuestion, ¢ seria posible aumen-
tar la efectividad antimicrobiana de un aceite esencial, ya de por si efectivo, enriqueciéndolo en
uno o varios de sus componentes més activos? La idea de confeccionar una mezcla activa, com-
binando las propiedades antimicrobianas de los agentes naturales individuales con las caracte-
risticas aromaticas de los aceites esenciales, amplia las aplicaciones y relaciones de mercado
entre proveedores, fabricantes y consumidores, sin poner en peligro, en ninglin caso, la salud de
los consumidores. La legislacion europea permite el uso de timol, carvacrol y cinamaldehido como
agentes aromatizantes en alimentos (2002/713/CE), ademas de estar reconocidos por la FDA
(Federal Drug Administracion, EE.UU) como GRAS, (http://vm.cfsan.fda.gov/~dms/eafus.html) o
sustancias generalmente reconocidas como seguras.

En este trabajo se contemplaron dos opciones: aceite esencial de canela enriquecido en
cinamaldehido y aceite esencial de tomillo enriquecido en timol. La actividad antimicrobiana en
fase vapor para ambas opciones se evalud, como viene siendo habitual, a través de la deter-
minacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) y de las curvas de inhibicion.

Los resultados obtenidos para las MICs, expresadas en miligramos (mg) de sustancia acti-
va (cinamaldehido o timol) por litro de espacio de cabeza se muestran en la figura Ill.16.
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H FIGURAIIL16

Comparacion de la concentraciéon minima inhibitoria obtenida para el componente
individual y su respectiva esencia enriquecida

de
B

mg timol/L espacio de cabeza

ma

W Cinamaldehido O Canela enriquecida | (W Timol O Tomillo enriquecido

Al comparar las MICs para cada pareja, el agente individual y su respectivo aceite esencial
fortalecido, se observa que las mayores actividades antimicrobianas se obtuvieron en el caso de
la esencia enriquecida, exceptuando la inhibicion de S.choleraesuis por cinamaldehido y cane-
la enriquecida, 1o que conduce a pensar en la existencia de un efecto sinérgico o aditivo entre
el timol y el cinamaldehido con algun otro constituyente de los aceites esenciales de tomillo y
canela respectivamente. La determinacion de las sinergias o antagonismos (tabla Ill.16) se com-
probé mediante el céalculo de los indices FIC (concentracion inhibitoria fraccionada) para cada
microorganismo (White et al., 1996) como la relacion MIC para A en combinacion frente a MIC
A puro, siendo A el agente antimicrobiano. La sinergia se caracteriza por FIC<0,5; valores de
0,5<FIC<4 indican un simple efecto aditivo o de indiferencia. El antagonismo se define por FICz4.

Hl TABLA .16

Evaluacién de la presencia de efecto sinérgicos entre cinnaldehido-esencia de canela
enriquecida y timol-esencia de tomillo enriquecida

FIC Cinamaldehido FIC Timol
L.monocytogenes . ______Or 05
Scholraesuis 86 ______ 1 T
A.flavus 0,1 0,4
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Segun los resultados de la tabla I1.16, solamente el cinamaldehido presenta un efecto sinér-
gico con algun otro componente del aceite esencial de canela en la inhibicion de A.flavus. Para
el resto de microorganismos, existe un efecto aditivo que en el caso de Salmonella cholerasuis
se caracteriza por un valor cercano a 4, cerca de la definicion de antagonismo. El sinergismo
entre cinnamaldehido y eugenol, componentes de la atmdsfera generada por la esencia de
canela enriquecida, contra el crecimiento de Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus s.p.
y Enterobacter s.p. ya se habia descrito en la literatura cientifica (Moleyar y Narasimham, 1992).

Del mismo modo, se confirma la sinergia del timol con algin compuesto presente en la
esencia de tomillo para casi todos los microorganismos estudiados, con excepcion de C.albi-
cans. Anteriormente, Lambert habia demostrado la aparicion de un efecto aditivo entre el timol
y el carvacrol, ambos presentes en la atmdsfera generada por el aceite esencial de tomillo for-
talecido, frente a la inhibicion de S.aureus y Ps.aeruginosa (Lambert et al., 2001).

Las curvas de inhibicion obtenidas para ambas esencias fortalecidas, frente a una gran
variedad de distintos tipos de microorganismos, se muestran en la figura I11.17.

Los aceites esenciales enriquecidos consiguen un mayor porcentaje de inhibicion que sus
respectivas esencias originales (figura lll.6, capitulo 4), siendo substancialmente significativo el
incremento de actividad logrado con la esencia de canela fortalecida frente a las bacterias Gram
negativas y los hongos: consigue inhibir completamente el crecimiento de Pislandicum, A.flavus,
y C.albicans, a concentraciones de 4,36, 34,9 y 26,2ulL/L respectivamente. Asimismo, mues-
tra mayor actividad contra Ps.aeruginosa, microorganismos distinguidos por su gran resisten-
cia a las modificaciones del medio, que el aceite esencial de orégano (ver capitulo 4).

En conclusion, y con excepcion de Y.enterocolitica (Gram-), B.cereus (Gram +) y Pislandi-
cum (hongo), los microorganismos mas susceptibles a la atmdsfera generada por la esencia de
tomillo enriquecida en timol fueron Gram - > Gram +> hongos, mientras que el orden de sen-
sibilidad detectado en presencia de la atmosfera de canela fortalecida se modificd por hongos
> Gram - = Gram +.

En las figuras 11118 y 111.19, se muestran varios ejemplos de las inhibiciones conseguidas en
fase vapor para los aceites esenciales enriquecidos. En el caso de A.flavus (figura lll.18.C) hay
que destacar que, aunque en las diluciones de 10, 15y 20% (v/v) el hongo se ha desarrollado
por toda la placa, se aprecia una diferencia tanto en color como en forma y tamano de las colo-
nias con respecto a la placa considerada como blanco.
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W FIGURA 1T

Curvas de inhibicién para las esencias de canela y tomillo enriquecidas
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W FIGURA 118

Inhibicion producida por la atmésfera del aceite de tomillo enriquecido. A) S.aureus:
blanco (dcha) y diluciones de izqda a dcha y de arriba abajo al 100, 30, 50 y 75% (v/v).
B) S.choleraesuis: diluciones de izqda a dcha y de arriba abajo al 100, 15, 50, 30, 20 y

75%(v/v) y blanco. C) A.flavus: diluciones (izda-dcha y arriba abajo) al 20, 50, 75, 100, 15, 30,
10% (v/v) y blanco
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W FIGURAIIL19

Inhibicién producida por la atmésfera de canela enriquecida en cinamadehido.
A) S.choleraesuis: comparacién 100%(v/v) entre canela —dcha- y canela enriquecida -izqda-.
B) Pislandicum: dilucién al 1% -izqda-y 2,5% -dcha- (v/v)

El aceite de canela enriquecido en cinamamaldehido presenta una ventaja adicional a las ya
mencionadas: el caracter —cida para todos los microorganismos ensayados, incluido el A.fla-
vus (figura 11l.20). La esencia de tomillo fortalecida, por el contrario, posee un efecto —estatico
sobre A.flavus, L.monocytogenes, E.faecalis y S.choleraesuis. Estos microorganismos, una vez
eliminado el foco que les ocasionaba el estrés, se desarrollan hasta alcanzar un nivel de creci-
miento que se mantiene constante, en el caso de las bacterias, a los 14 dias, y en el caso del
moho, a los 21. Para una descripcién mas detallada del protocolo de ensayo, véase, epigrafe
4.2.3, capitulo 4.
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W FIGURA 111.20

Efecto —cida o —-estatico para las esencias enriquecidas
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La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende de sus componentes indivi-
duales, asi como de las posibles interacciones, beneficiosas (sinergismos), neutras (adicciones)
o perjudiciales (antagonismos) que se establecen entre ellos. La estructura quimica de los com-
puestos individuales es clave en el mecanismo de inhibicion, siendo los derivados fendlicos y alde-
hidos los agentes mas activos, concretamente, timol, carvacrol y cinamaldehido. Dichas sus-
tancias, en solitario o formando parte de esencias enriquecidas, pueden incorporarse a los
envases alimentarios, y prevenir, mediante su liberacion al espacio de cabeza, la proliferacion
microbiana. Por su actividad, eficacia y duracion, destaca la esencia de canela enriquecida.

6. Efectividad de cinamaldehido, timol, carvacrol y eugenol en la
conservacion de queso y productos de bolleria

6.1. INTRODUCCION

LLos mohos son los agentes alterantes mas comunes en los productos de panaderia, asi
como en el queso y derivados (Mortensen et al., 2004; Nielsen, 2004).

LLa mayor parte de la contaminacion fingica observada en el pan blanco o de harina de trigo
se debe a diversas especies de Penicillium (90-100%) y, en menor grado, a las especies Asper-
gillus y Cladosporium, especialmente en climas calidos (Legan y Voysey, 1991). Las especies
méas abundantes son Penicillium commune, Penicillium crustosum, Penicillium brevicompactum,
Penicillium chrysogenum, Penicillium roqueforti, Aspergillus flavus y Aspergillus sydowii (Northolt
et al., 1995) y Eurotium repens en pan de centeno (Lund et al., 1996).

Aunque se han aislado muchos mohos en el queso, realmente sélo unos pocos se consi-
deran alterantes, siendo el méas importante es el Rcommune. Los mohos mas prevalentes son,
evidentemente, funcion del tipo de queso. Asi, si se trata de un producto con alto contenido en
sal, los mohos mas relevantes son Pnalgiovense y Rverrucosum, mientras, que, si se trata de
productos refrigerados la mayor parte de episodios descritos estan relacionados con P.solium
y de nuevo Pnalgiovense.

El uso de conservantes sintéticos, como acido propidnico, sorbatos y benzoatos, afiadidos
directamente sobre el alimento, ha constituido durante varias décadas la principal técnica de
conservacion del pan y del queso. Sin embargo, las continuas exigencias y presiones del con-
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sumidor hacia productos mas naturales y con menor contenido en conservantes quimicos sin-
téticos, han tenido como consecuencia la aplicacion y el desarrollo de nuevas tecnologias de
envasado. El envasado en atmdsferas modificadas (MAP) consigue prolongar la vida util de
estos productos. Sin embargo, hay investigaciones que demuestran que en la mayor parte de
las ocasiones la proteccion lograda es insuficiente para retardar el crecimiento de los mohos
durante el tiempo requerido por el fabricante y el consumidor (Haasum y Nielsen, 1998). El enva-
se activo, en el que los agentes naturales antifungicos forman parte del mismo, se convierte, por
lo tanto, en una técnica alternativa al uso de MAP y de conservantes quimicos.

En los capitulos anteriores se ha comprobado la actividad antimicrobiana en fase vapor,
tanto de varios aceites esenciales, como de sus componentes individuales. En este capitulo se
evaluara la actividad antifungica de los vapores generados por los componentes individuales,
cinamaldehido, carvacrol, timol y eugenol frente al crecimiento de diversos mohos causantes
de la alteracion del queso y de los productos de panaderia, en funcion de la actividad de agua
(a,) y del pH del alimento. El intervalo de actividad de agua y pH elegido describe el mayor rango
de variedades de queso y productos de panaderia existentes en el mercado, desde el queso
y/0 pan fermentado hasta bolleria seca y relativamente alcalina, asi como quesos maduros y
salados. En las condiciones mas propicias de a,, y pH para el crecimiento de mohos, se mode-
la la inhibicion conseguida por diferentes mezclas de los cuatro agentes individuales, con el fin
de definir efectos sinérgicos en funcion de la composicion de la atmosfera.

6.2. EXPERIMENTAL

6.2.1. Hongos

Los mohos utilizados en estos experimentos: Penicillium nalgiovense (IBT 12105), Penici-
llium commune (IBT 21314), Pencillium roqueforti (IBT 21319), Asperqillus flavus (IBT 21323) y
Eurotium repens (IBT 1800), se obtuvieron de la coleccion de cultivos de Biocentrum-DTU
(Danish Technical University, Lyngy, Dinamarca).

Las cepas se inocularon sobre agar extracto autolisado Czapek para levaduras (CYA),
excepto Eu.repens que se inoculd sobre Agar Dichloran con 18% glicerol (DG-18). La compo-
sicion de los medios de cultivo se muestra en la tabla lll.17 (Samson et al., 2000). Las placas
se incubaron durante 7 dias a 25 °C en oscuridad. A continuacion las colonias se transfirieron
a medio fresco y se volvieron a incubar otros 7 dias en las mismas condiciones. La suspension
de esporas, conteniendo 10°-10° esporas mL™" se prepar6 en agua destilada con un 0,05%
(m/v) de agar y 0,05% (m/v) de Tween-80.

B TABLAIIL17

Composicion de los medios de cultivo

CYA (1000 mL) DG-18 (1000 mL)

Extractodelevadura 50g _ GlicerolDicloran_ 2589

CaldoCzapek 3509 Glcerolanhido 18039

Agar  _ _ _ ________________150g  TDisoluciondemetalesa ______ 082mL

Disolucionde metalesa ImL _ Disolucién de cloranfenicol  _ 082mL_

Agua destilada (completar hasta 1)  / Aguadestieda 820 mL_
Clorotetraciclina” 8,2 mL



Desarrollo de un envase activo antimicrobiano

6.2.2. Preparacion del medio de cultivo

En funcion de los experimentos a realizar se ajustaron los valores de actividad de agua y pH
del medio de cultivo. La variacion de la actividad de agua entre 0,82 y 0,97 se consiguié aha-
diendo distintas cantidades de cloruro sodico al medio. Para conseguir el pH adecuado se uti-
lizaron disoluciones de HCI o NaOH de 0,1N y 0,01N. Una vez esterilizados los distintos medios,
se comprobo el valor final del pH y de la actividad de agua.

Los diferentes medios de cultivo, una vez esterilizados, se vertian en el interior de unos botes
de vidrio estériles de 440 mL de capacidad y se dejaban solidificar. Los medios de cultivo se ino-
culaban con la disolucion de esporas correspondiente con una aguja en un punto discreto. A
continuacion, y sobre un vidrio de reloj estéril, se depositaban 50 pL del agente microbiano
correspondiente disuelto en etanol al 96%. El vidrio de reloj se colocaba sobre la tapa del reci-
pente. El bote invertido se cerraba herméticamente y se incubaba a 25 °C en oscuridad duran-
te el tiempo requerido (ver figura lll.21). Se realizaron blancos con etanol para comprobar el efec-
to que producia en el crecimiento de los mohos.

W FIGURA Ill.21

Esquema del sistema empleado para medir la actividad antifangica

50 ul disolucién en etanol

\\\ o Vidrio de reloj

6.2.3. Curvas de crecimiento

Se midi6 el diametro de las colonias (en milimetros) después de la incubacion a diferentes
periodos de tiempo. En la primera serie de experimentos, donde se llevo a cabo el “screeening”
de las variables mas influyentes y se determinaron las condiciones éptimas de crecimiento, los
diametros de las colonias se midieron a los 2, 5, 7, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 25 y 30 dias. En los
experimentos correspondientes a la determinacion de la superficie de respuesta las medicio-
nes se efectuaron alos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15y 18 dias. Las curvas de crecimiento para cada
experimento se construyeron representado el diametro de colonia frente al tiempo.

6.2.4. Diseno de experimentos

6.2.4.1 Variables mas relevantes para los componentes individuales

Con el software MODDE 4.0 se realizé un disefo de experimentos D-Optimal con la actividad
de agua (a,) y el pH como variables cuantitativas y los componentes individuales de los aceites
esenciales cinamaldehido, timol, carvacrol y eugenol al 50% (v/v) en etanol como variables de for-
mulacién (composicion). El disefio obtenido consistia en 20 experimentos, con seis composicio-
nes de medio diferentes, y con un experimento en el punto central por triplicado (ver tabla 11.20).
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6.2.4.2 Superficie de respuesta en funcién de la composicion de la atmosfera

A la hora de determinar la superficie de respuesta, es necesario evitar la inhibicion total del
crecimiento del microorganismo a lo largo del tiempo de ensayo. Con este fin, y a partir de los
resultados del screening, se fijaron para cada microorganismo unos valores de actividad de
agua, pH y concentracion para cada componente individual aislado (ver tabla 111.18).

Hl TABLA .18

Condiciones de partida para el calculo de la superficie de respuesta del modelo de mezcla
proporcionado por la combinacién de los agentes antimicrobianos individuales

a, pH % Ci % Eu % Ti % Ca
Pnalgiovense 09 5 2 10 0
Proqueforti 0% 5 o ____5%_ ____2_ ___: 20____
Pcommune 0% 5  ____%%_ __ 20 ____: 20____
Afaws 087 &5 N o7 80 0
Eu.repens 0,92 6,5 75 20 20 20

La superficie de respuesta de la actividad antimicrobiana de las mezclas de agentes individua-
les, preparadas a partir de la composicion descrita en la tabla anterior para cada compuesto indi-
vidual, se calculd seguin el modelo cuadratico de mezcla con disefio simplex modificado centroide
centrado en una cara. El software MODDE 4.0, de acuerdo con el modelo propuesto, disefi¢ una
serie de experimentos donde se evaluaba la eficacia de 19 atmosferas de diferente composicion (ver
tabla Il.19). El experimento correspondiente al punto central (atm 19) se realizé por triplicado.

W TABLAIIL19

Matriz de experimentos seguin el modelo de mezcla

Cinamaldehido Eugenol Carvacrol Timol

Amit_ ] ] o ___ ° ___________0
Amz o __ L ° ___________0
Am3_ o o 0
Ama o o __ ° 1
Ams_ Ve M ° ___________0
Amé6_ Ve N -
Am7z Ve o __ ° 172
Ams o e M 0
Am9 o e o 72
Ami10 ¢ o _ o M 172
AmIt Vs A’ s’ 0
Ami2 Vs W o 73
Amis V8 o s 73
Amid4 °o s 173
Amis S8 W s 178
Ami 8 88 __ W& /8
Amitr V8 _ 88 178 _
Atm 18 1/8 1/8 1/8 5/8
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Las concentraciones de cinamaldehido, timol, eugenol y carvacrol fueron introducidas en
el modelo como variables de formulacion, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

1 = a* Ci(w%) + b * Eu(x%) + ¢ * Ti(y%) + d * Ca(z%) Eql]

con a, b, ¢y d las proporciones de cada disolucion individual; w%, x%, y% e z% la composi-
cion en volumen de partida del compuesto individual (tabla 1l.19) y Ci, Eu, Ti, Ca, los com-
puestos individuales, cinamaldehido, eugenol, timol y carvacrol, respectivamente.

Se cuantifico el porcentaje de inhibicion a los 4, 10 y 18 dias mediante la ecuacion:

Yolnhibicion =100 — [% * ]00] Eql2]

donde T es el diametro de la colonia del moho en el experimento con atmdsfera antifingica y
C es el diametro de la colonia del moho en el experimento considerado como blanco.

6.2.5. Analisis estadistico: Curvas de supervivencia

El analisis de supervivencia permite estudiar y construir modelos para analizar el tiempo que
un suceso tarda en ocurrir, en funcion de distintas variables conocidas como variables pro-
noéstico. Una caracteristica inherente al andlisis de supervivencia es la censura, que se puede
definir como la ausencia de datos definitorios. Asi, existen varios tipos de censura: censura por
la izquierda, cuando el tiempo de supervivencia real es menor que el intervalo de tiempo obser-
vado; censura por la derecha, la mas habitual, cuando el tiempo de supervivencia real es mayor
que el intervalo observado.

Entre los diferentes tipos de modelos que se pueden emplear, uno de los méas extendidos
en medicina es el modelo de riesgos proporcionales, también conocido como modelo de Cox
(Cox y Oakes, 1984), donde la funcién de riesgo (hazard) viene dada por:

h (1) = hy(1) *exp[ﬂ]x“ + Boxpy + ot ﬁpx,.ﬂ) Eq 3]

Este modelo se denomina semiparamétrico, ya que la funcion de riesgo base o de referencia
h,(t) no queda especificada y puede tomar cualquier forma. Al término B,x+B,x,+...+B x, se le
denomina puntuacion de riesgo, ya que un valor negativo grande corresponde a un perfil de ries-
go menor que la media, mientras que un valor positivo grande de esa puntuacion correspon-
de a un perfil de riesgo mayor que la media. La bondad del ajuste por el modelo de regresion
de Cox se comprueba por el test estadistico de Chi-cuadrado.

6.2.6. Efecto sinérgico, aditivo o antagénico

LLa presencia de sinergismos, antagonismos o efectos aditivos se evallo segun el método
propuesto por Dufour (Dufour et al., 2003), donde ademas de la inhibicién conseguida, se tie-
nen en cuenta otra serie de parametros relacionados con el crecimiento de los mohos. Las con-
diciones experimentales (actividad de agua, pH y concentracion de los agentes individuales) se
muestran en la tabla Il1.19.

Los agentes individuales, carvacrol, timol, eugenol y cinamaldehido, y sus combinaciones,
se puntuaron en base a tres criterios:

a) Incremento de la fase lag del moho.

b) Reduccioén de la velocidad de crecimiento.
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c) Porcentaje de inhibicion transcurrido el tiempo de duracion maximo del experimento. En

este caso, 18 dias.

Tanto la fase lag, como la velocidad de crecimiento se calcularon a partir de las curvas de
crecimiento, obtenidas al representar frente al tiempo los diametros de colonia medidos.

La fase lag se define como el tiempo requerido para que la colonia de moho alcance un dia-
metro de 0,2 mm. El incremento de la fase lag se calculdé como la diferencia entre la fase lag del
blanco (ausencia de agentes contaminantes) y la fase lag del compuesto o combinacion de
compuestos y se normalizé dividiéndolo por el tiempo de duracion del experimento (18 dias).

El segundo criterio tiene en cuenta la velocidad de crecimiento (mm colonia/dia). La reduccion
en la fase de crecimiento se calcula como la diferencia en la velocidad de crecimiento entre el blan-
coy la muestra de estudio y se normaliza dividiéndola por la velocidad de crecimiento del blanco.

El tercer criterio corresponde al porcentaje de inhibicion a los 18 dias.

Cada criterio se evalla sobre un total de 100 puntos.

Para la determinacion del caracter de la combinacion de los agentes individuales se siguid
el siguiente criterio. Si la puntuacion total del sistema es menor o igual que la puntuacion mas
elevada obtenida por los agentes individuales, los compuestos actian de manera antagonis-
ta. Si la puntuacion final del sistema es mayor que la suma de las puntuaciones finales corres-
pondientes a los compuestos individuales, existe una sinergia entre los componentes. Por ulti-
mo, si la puntuacion total del sistema se situa entre estos dos valores limites, suma de la
puntuacion de los agentes individuales y puntuacion mas elevada del compuesto correspon-
diente, existe un efecto aditivo.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Variables mas influyentes en el crecimiento de mohos. Analisis de supervivencia

El modelo de “screening” de los parametros mas relevantes y las respuestas obtenidas para
los diferentes hongos se muestra en la tabla 111.20.

La actividad de los componentes individuales de los aceites esenciales es mayor cuanto
menor es la actividad de agua del medio. Salvo en el caso de Eu.repens, no se observo creci-
miento de colonias a valores de actividad de agua distintas de 0,97, lo que confirma la teoria
por la cual el crecimiento éptimo de los mohos del género Penicillium se obtiene para valores
de a,, préximos a la unidad (Corry, 1987). El crecimiento de los mohos del género Eurotium, por
el contrario, se ve favorecido por niveles bajos de actividad de agua (Suhr y Nielsen, 2004).

Asimismo, la disminucion del pH afecta negativamente a la efectividad de los agentes micro-
bianos, siendo el cinamaldehido el mas susceptible. La eficacia de este compuesto reside en
su electronegatividad, originada por la presencia de un grupo aldehido conjugado con un doble
enlace. En medio acido, estas estructuras se desestabilizan facimente al ser atacadas por los
jones H*, con la consiguiente pérdida de actividad.

Se ha demostrado que las formas no disociadas de los compuestos fendlicos son mas acti-
vas que las formas disociadas (Kabara 1991; Ultee et al., 2002, Lopez-Malo et al., 2005). Dado los
pK de los compuestos fendlicos: timol (10,6), carvacrol (10,6) y eugenol (10,2), se puede asumir
que estas moléculas se encuentren practicamente sin disociar a los pH de trabajo. Las diferencias
detectadas a diferentes pH, dependen, por lo tanto, mas de la naturaleza de los mohos, que de
los agentes antimicrobianos. Asi, se ha observado que carvacrol y eugenol inhiben en menor grado
el crecimiento de los mohos de la familia Penicillium a pH 5 que a pH 6,5. Una disminucién del pH
mejora, en cambio, la efectividad antifingica de estos compuestos frente a Eu.repens y A.flavus.
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B TABLAIIL.20

Diseio del experimento de screening y las respuestas obtenidas

pH %Ci %Eu %Ti %Ca Crecimiento®
Pcom Prog Pnalg  Aflav  °Eu.rep

P4
=
o
©
N
o
-
o
o
o

Abreviaturas: Ci: cinamaldehido, Eu: eugenol, Ti: timol, Ca: carvacrol. Pcom: Rcommune, Proq: Proquefort, Pnalg: Pnalgiovense, A.flav:
Aspergillus flavus, Eu.repens: Eurotium repens.

“Los valores de censura/crecimientos se corresponden con la leyenda:
Valor censurado (no se observa crecimiento en 30 dias).
Primer dia con crecimiento observado entre el dia 16 y el 30.

- Primer dia con crecimiento observado entre el dia 7 y el 15.

- Primer dia con crecimiento observado entre el dia O y el 6.

“Para Eu.repens los valores de actividad de agua fueron 0,88 0,90 y 0,92 respectivamente.

Proqueforti y Pcommune mostraron la misma sensibilidad frente a los agentes antimicro-
bianos, mientras que el Rnalgiovense fue mas susceptible a la presencia de grupos fendlicos
en la atmosfera, y especialmente al timol y carvacrol. El Eu.repens, en cambio, fue el moho mas
resistente.

Dadas las caracteristicas del experimento, donde se evaluaba la aparicion de crecimiento
fungico, suceso que sodlo puede ocurrir una vez, se modelaron los resultados obtenidos median-
te el célculo de la curva de supervivencia. Como respuesta se empled el dia exacto en el que
se detectd crecimiento, y no las respuestas etiquetadas de la tabla I11.20. En la figura I1.22 se
muestran los coeficientes de los parametros del modelo de supervivencia de Cox.

Las variables mas significativas segun el modelo de supervivencia de Cox fueron la activi-
dad de agua, seguidas de la proporcion de carvacrol, proporcion de timol y de la interaccion
aw*Cay aw*Ti. El pH influye en el crecimiento de los mohos, aunque en menor medida que el
resto de parametros.
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H FIGURAIIL22

Coeficientes del modelo de supervivencia de Cox. Ci: cinamaldehido, Eu: eugenol, Ti: timol,
Ca: carvacrol

Coef.  SD g Py’
Tipo de Hongo 08 0.1 33413 <0.001
aw 155.7 M3 1421 <0.001
pH 163 64 6.500 0011
Ci -15 159 0.223 0,637
Eu 10 145 0.005 0.944
Ti 354 157 5.086 0024
Ca 449 151 8905 0.003
aw'pH 474 68 6.591 0010
aw'Cin ar 16.1 0.053 0819
aw'Eu -36 1486 0.060 0.806
aw'Ti -399 156 6.582 0.010
aw'Ca -48.9 151 10.483 0.001
pH'Ci 0.0 06 0.004 0.949
pH'Eu 0.3 05 0.271 0.603
pHTI 05 06 0.595 0441
pH'Ca 0.7 06 1.224 0.269

En negrita factores relevantes.

A partir de los resultados de este experimento, se fijaron unas condiciones éptimas para el
crecimiento de cada moho, actividad de agua, pH y porcentaje de cada componente individual
(tabla 11.19), a partir de los cuales se efectud el calculo de la superficie de respuesta, como se
ha explicado con anterioridad.

6.3.2. Superficie de respuesta en funciéon de la composicion de la atmoésfera

Las superficies de respuesta obtenidas para los microorganismos Pcommune, Pnalgiovense,
Eu.repens y Rroqueforti, que se muestran desde la figura IIl.23 a Ill.26, representan la inhibicién
obtenida a los 4, 10 y 18 dias en funcion de la composiciéon de la atmoésfera. La mayoria de
atmosferas consiguieron una inhibicion total del hongo A.flavus durante el tiempo que transcu-
rri6 el experimento, por lo que no fue posible la determinacion de la superficie de respuesta.

El cinamaldehido se correlaciona negativamente con la inhibicién para Proqueforti y Pcom-
mune, lo que significa, tal y como se observa en las figuras I11.23 y lI.24, que cuanto mayor es
la proporcion de esta sustancia, menor es la actividad que se consigue. No obstante, este efec-
to puede verse compensado o reforzado segun la proporcion del resto de constituyentes de la
atmadsfera. Asimismo, en el caso del Rroqueforti, la disminucion en la inhibicion se puede corre-
gir disminuyendo el producto Ti*Eu (correlacionado también negativamente), es decir aumen-
tando la proporcion de carvacrol en la mezcla. El incremento de carvacrol en la composicion de
la atmosfera retarda también el crecimiento de Rcommune.

La influencia que el timol y el eugenol ejercen sobre el crecimiento de Eu.repens (figura lIl.25)
es opuesta, mientras que el aumento en la proporciéon de timol (correlacionado positivamente)
favorece la inhibicion, el incremento de la proporcion de eugenol estimula el crecimiento del moho.

La evolucion de la inhibiciéon con el tiempo, depende del efecto que la composicion de la
atmosfera ejerce sobre la velocidad de crecimiento del microorganismo. Si la composicion no
interviene en la velocidad de crecimiento, independientemente de la proporcion de los agentes
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W FIGURA 1123
Evolucion de la inhibicion con el tiempo para el crecimiento de Pcommune en atmésferas
con diferente composicion de cinamaldehido (Cin), carvacrol, eugenol y timol

Cin=0 Cin=0,185 Cin=0,375
Carvacrol=0,15

©w
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antimicrobianos en la mezcla, apenas se observaran variaciones en las superficies de respuesta,
véase Eu.repens. En cambio, si existiran diferencias significativas cuando la velocidad de cre-
cimiento varie en funcion de la composicion de la atmdsfera (véase Penicillium).

Como corolario, el analisis de regresion por PLS (partial least squared), que se presenta en
la fig. I1l.27, ha demostrado que la concentracion de cinamaldehido en la atmosfera es el fac-
tor mas influyente en el crecimiento de los mohos del género Pencillium. El Eu.repens, en cam-

bio, es mas sensible a la presencia de eugenol o timol.
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H FIGURA .24
Evolucion de la inhibicion con el tiempo para el crecimiento de Proqueforti en atmésferas
con diferente composicion de cinamaldehido (Cin), carvacrol, eugenol y timol

Cin=0 Cin=0,025 Cin=0,075
Timol=0,05

8
T
=
[ B
Eugenci=0,50 Timol=0, Carvacrol=0,20 Eugenol=0,36 Timol=0,  Carvacrol=0,15  Eugenol=0,15 Timol=0  Carvacrol=0,05
Timol=0,20 Timol=0,15 Timol=0,05
w
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o
8
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Eugenol=0.50  Timol=0,  Carvacrol=0,20 Eugenol=0,15  Timoi=0 Carvacrol=0,15 Eugeno=0,15  Timol=0  Carvacrol=0,05
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Il FIGURA IIl.25

Evolucion de la inhibiciéon con el tiempo para el crecimiento de Eu.repens en atmésferas
con diferente composicion de cinamaldehido (Cin), carvacrol, eugenol y timol

Cin=0 Cin=0,185 Cin=0, 50

Carvacrol=0,20 Carvacrol=0,50 Carvacrol=0,05

4 dias

10 dias

18 dias
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H FIGURAIIL26

Evolucioén de la inhibicién con el tiempo para el crecimiento de Pnalgiovense en atmésferas
con diferente composicion de cinamaldehido (Cin), carvacrol, eugenol y timol

Cin =0 Cin =0,125 Cin =036
G 0,10 Carvacrol=0,075

4 dias

1) =
Eugenoi=0,25  Timol=0,075 Carvacrol=0  Eugencl=0,185  Timol=0,025

Carvacrol=0,075

10 dias

18 dias

Timol=0,10 Corvacroi=0  Eugenol025  Tmoi=D075  Carvacrol=0  Eugenoi=0,85  Tmol=0.025  Carvacol=0  Eugenol=0,062
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Il FIGURA .27

Regresion PLS para el crecimiento de los microorganismos en funcion de la composicion
de cinamaldehido (Ci), carvacrol (Ca), Eugenol (Eu) y Timol (Ti)

Eu.repens Pcommune
“Eu’Eu 04+ GG
04+ I “ifECa
b %18 021 CWCi
‘Ci ‘EuEu
02- .
. T emdy | Ca'T oy
EI.I ‘Tr'n 4‘%
A % T
.‘“tu & - i e ‘Eu‘ci
02 Ca'Ca *Eu'Ti %d . 9,14
“Ca'Eu a4 T
04+ *Ca
“Eu'Ci 061 scheai
06 04 02 00 02 04 — y y y
04 22 00 02 04
welt] w{1]
Proqueforti Penalgiovense
“EVEu 2l “Gi
04 . 7 *Ca'Eu “EyrCi
5 Eu
Ci*Ci 518 024 .
02- “Trch i o | TE 48015
*Ti*Ci | & S |
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%4 inhibicion a los 4 dias, %10: inhibicion a los10 dias; %18 inhibicion a los 18 dias.

En la tabla IIl.21 se muestran los coeficientes R? (coeficiente de ajuste del modelo), Q7 (coe-
ficiente de prediccion del modelo) y las variables mas significativas (en negrita) para las super-
ficies de respuesta obtenida.
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W TABLA 1121

Coeficientes R? y Q° y factores mas relevantes (en negrita) para la inhibicién de los mohos
alos 4,10y 18 dias

R? Q° Factores relevantes
Pcom._ %4 _ 0751 0441 _CrCiCaCi_
_____%h0__ 0749 0296 _ __Ci;Ca'Ca; Euky; CI'Ci; Ca'Eu; CarCi; THEu; TG EuGi
_____%h8_ 0822 0839 _ __CiCa'Ca; Ci'Ci; Ca'Ti; Ca'Eu; CaCi; TEu; TG EwGi
Pnalg._ _ %4 0882 0101 __ _ _CiiCaTi By Ca’Ci TEW TG
_____%h0__0ore2 0152 _ __Ci;Ca;Ti Eu; CaCi; Ca'Ti; Ca'Bu; TEW; TICi BuCl
_____%h8__ 08760175 _ __Ca Eu; Ca'Ci Ca'Ti; Ca'Ey; T'EU TG EuCl
Prog. __ %4 __0969__0491 _ __CrCiTrew TrCiEWC
_____%h10__0re5_ 0480 _ _ CiCCaCaTiEy
_____%n8__0r39_ 0891 __ CiCaEwEWTRW
Eurep. _ %14 _ _0703__0402 T __ _
_____%h0__0809_ 0897 _ __T;EuTrTCaky; CaCiiBUC
%118 0,694 0,366 Ti; Eu; Eu*Eu; Ca*Eu; Ca*Ci; Eu*Ci

6.3.3. Efecto sinérgico, antagdnico o aditivo entre los componentes

Entre los factores relevantes de los modelos calculados se encuentran varias combinacio-
nes de componentes individuales. El caracter de las interacciones entre agentes individuales por
contacto directo ha sido estudiado frente a la inhibicion de las bacterias (Moleyar y Narasimham,
1992; Lambert et al., 2001; Nazer et al., 2005). Sin embargo, no se ha encontrado ninguna refe-
rencia en literatura acerca del efecto combinado de los compuestos individuales en fase vapor
frente al crecimiento de mohos

Las combinaciones entre cinamaldehido, timol, carvacrol y eugenol, como se menciondé en
el capitulo anterior, pueden proporcionar un efecto sinérgico, antagdnico o simplemente aditi-
vo. Sin embargo, aunque a partir de la superficie de respuesta es posible intuir ciertas ten-
dencias, es necesario un analisis en mayor profundidad para determinar el caracter de estas
interacciones.

En la tabla I1.22 se muestra, a modo de ejemplo, la puntuacion obtenida para cada cepa
de moho cuando se analiza el efecto del cinamaldehido y carvacrol, segun la metodologia des-
crita en el apartado 6.2.6.
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B TABLA .22

Inhibicion del crecimiento fiingico por combinacién de cinamaldehido (Ci) y timol (Ti)

Criterio Puntuacion por criterio Puntuacion Suma de Puntuacion Efecto
analizado més alta del  puntaciones global

Ci Ti GCi+Ti conjunto individuales
Rcommune
Lag phase 9 30 15 “90 147 ‘93 Aditivo
Veloc. crec. 17 27 39
w8 S %8
Pnalgiovense
Lag phase 3 15 20 50 91 126 Sinergia
Veloc. crec. 30 26 40
e v__° __e__ _
Proqueforti
Lag phase 0 38 48 159 172 238 Sinergia
Veloc. crec. 5 88 95
%8 ¢ 8 8 9
Eu.repens
Lag phase 93 93 93 293 586 293 Aditivo
Veloc. crec. 100 100 100
%I18 100 100 100

“Puntuacién obtenida al sumar la puntuacion individual mas alta, i.e., 30+33+37=90. "Puntuacién obtenida al sumar la puntuacion de
ambos individuales, 9+17+31+30+27+33=147. “Puntuacion obtenida al sumar la puntuacién de la combinacion, i.e., 15+39+39=93.

De las combinaciones posibles, Unicamente presentaron sinergia (tabla I11.23), las mezclas
de cinamaldehido y timol para Pcommune y Pnalgiovense y la mezcla cinamaldehido-eugenol
para Pnalgiovense. Esta mezcla, en cambio, tuvo caracter antagoénico para el resto de mohos,
al igual que ocurri con las combinaciones cinnamadehido-carvacrol y eugenol-timol. El incre-
mento de la inhibicion en fase gas para el resto de combinaciones se debe a un efecto aditivo.

H TABLA 23

Puntuacion final obtenida para las combinaciones de cinamaldehido (Ci), carvacrol (Ca),

Moho Puntuacién final para la combinacion de los agentes antimicrobianos

Ci+Ca Gi+Ti Ci+Eu Ca+Ti Ca+Eu Eu+Ti
Peommune 78" 03" 47’ 105t ae7h o
Pralgiovense 104 _ 126> 208° 118" 118" 128"
Proqueforti _ 128 _ 288° 80" 178" et 142t
Eu.repens 1917 293" 79" 293" 31" 193"
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A la vista de los resultados expuestos en este capitulo, se puede concluir que la incorpo-
racion de agentes antifungicos naturales en envases activos esta limitada por las caracteristi-
cas fisicas (actividad de agua y pH) del alimento a envasar. El efecto antimicrobiano se ve favo-
recido por la baja actividad de agua, por lo que no se necesitaran elevadas concentraciones de
timol, carvacrol, eugenol y cinamaldehido para inhibir el crecimiento fungico en este tipo de ali-
mentos (quesos con alto contenido en sal y bolleria seca, gama de alimentos objetivo del estu-
dio). Del mismo modo se ha demostrado la menor eficacia del cinamaldehido a pH bajos por
lo que es conveniente sustituirlo por timol o carvacrol cuando se envasen alimentos con mar-
cado caracter acido, como por gjemplo panes fermentados. Los isdmeros carvacrol y timol, por
lo general, proporcionan un efecto aditivo.

7. Evaluacion de la atmosfera generada por distintas soluciones
antimicrobianas en funcion del tipo del microorganismo y del
tiempo de desarrollo mediante hs-sdme

7.1. INTRODUCCION

Como se ha demostrado en los capitulos anteriores, los compuestos volatiles, constitu-
yentes de los aceites esenciales, son los responsables de la actividad antimicrobiana en fase
vapor. La efectividad en la inhibicion del crecimiento microbiano se debe tanto a la concentra-
cion e identidad del agente microbiano en el espacio de cabeza, como a la presencia de otros
compuestos con efecto aditivo o sinérgico. Es imprescindible, por tanto, no solamente identi-
ficar los compuestos presentes en la atmoésfera, sino también cuantificarlos para poder com-
prender mejor su mecanismo y modo de accion.

Existen numerosas técnicas de muestreo apropiadas para fase vapor. Una de las alterna-
tivas mas empleadas es microextraccion en fase soélida (SPME). SPME es una técnica barata,
de facil manejo y respetuosa con el medio ambiente ya que no implica el uso de disolventes
organicos, con la que se han obtenido resultados de gran calidad en el andlisis de los com-
ponentes volatiles de los aceites esenciales (Adam et al., 2005; Lopez et al., 2005 y 2006). Sin
embargo, a causa del limitado, aunque creciente nimero de fases estacionarias disponibles, y
de la necesidad de un calibrado externo para la cuantificacion, se han buscado métodos alter-
nativos de muestreo, siendo la microextracion por gota (SDME) probablemente la alternativa
mas prometedora (Jeannot y Cantwell, 1996; He y Lee, 1997; Word et al., 2004).

En la técnica aplicada al muestreo en fase vapor, HS-SDME, una gota, de entre 1y 3 L de
un disolvente organico (medio extractante) suspendida sobre la punta de una jeringa, se expo-
ne a la fase vapor a muestrear durante el tiempo y la temperatura requeridos. Tras el muestreo,
la gota se retrae en el cuerpo de la jeringa y se inyecta directamente en el equipo de andlisis
correspondiente.

En el caso de la extraccion de compuestos organicos del espacio de cabeza generado por
una muestra liquida, la cantidad de analito (n) extraida por la microgota en el equilibrio puede
describirse de acuerdo a la ecuacion [4] (Przyjazny y Kokosa, 2002; Shariati-Feizabadi et al.,
2003). Esa ecuacion es analoga a la ecuacion que describe la cantidad de analito extraida por
una fibra de SPME en un sistema de tres fases (Gérecki y Pawliszyn, 1997; Pawliszyn, 1997):

K Klmr I/ra CU Vm EC[4]

n=
K, KV, +K,V,+V

o ™ hm" o m

ol
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donde K, y K, son las constantes de reparto del analito entre el espacio de cabeza/disolvente
organico de la microgota y la muestra/espacio de cabeza, respectivamente. V,, V, y V,, son los
volimenes de la gota, el espacio de cabeza y la muestray C, es la concentracion inicial del ana-
lito en la muestra liquida.

Previo al andlisis, es necesario optimizar una serie de parametros (Przyjazny y Kokosa, 2002;
Sheny Lee, 2003) tales como la naturaleza del disolvente de extraccion, el volumen de la gota,
la temperatura de extraccion, el volumen de muestra (tanto del espacio de cabeza, como de la
muestra liquida, en su caso), la agitacion o el tiempo de extraccion. Comparada con SPME, las
principales ventajas de HS-SDME residen en el gran abanico de disolventes de extraccion que
se pueden elegir, con la posibilidad de seleccionar mezclas binarias o ternarias de disolventes
organicos, asi como en la facilidad para afadir en la gota un estandar interno de inyeccion,
mejorando la cuantificacion o, en caso de ser necesario, un agente derivatizante.

Los microorganismos desarrollan mecanismos de resistencia frente a las variaciones del
entorno. Las bacterias reaccionan de forma diferente frente a los bactericidas, bien por su meta-
bolismo interno, capaz de asimilar y transformar los agentes antimicrobianos, bien por el des-
arrollo de mecanismos de resistencia o por modificaciones genéticas (Cloete, 2003). Asi por
ejemplo, el cinamaldehido, uno de los agentes antimicrobianos mas activos segin se demos-
tr6 en los capitulos anteriores, se biotransforma en alcohol cinnamico (Smith et al., 2000; Zhu
et al., 2000). Las bacterias del género Pseudomonas metabolizan el eugenol para producir deri-
vados metoxifendlicos aromaticos, como la vainillina (Rabenhorst, 1996). Igualmente, se han
propuesto varios mecanismos para la transformacion de terpenos bajo determinadas condi-
ciones (Demyttenaere y De Kimpe, 2001; Demyttenaere et al., 2001; Adams et al., 2003; Lind-
mark-Herinksson, 2004).

En este capitulo se va a estudiar la composicion de la atmosfera generada por los aceites
esenciales mas activos, de acuerdo a los estudios anteriores, es decir, orégano, tomillo, cane-
la'y los aceites enriquecidos de canela y tomillo, en el interior de una placa Petri, en funcion del
tiempo de aplicacion y del tipo de microorganismo inoculado. Como técnica de muestreo de
la atmdsfera se empleara la HS-SDME, previamente optimizada.

7.2. EXPERIMENTAL

7.2.1. Optimizacién del volumen de gota y tiempo de muestreo

Distintos volumenes de p-xileno con una concentracion de 6 pg/g de verbenona en p-xile-
no se suspende de la punta de una jeringa de 5 pL. Hamilton 85RN con una aguja tipo 26S/51
mm. Como estandar interno se escogio un terpeno, verbenona, ausente en la composicion de
los aceites esenciales a muestrear (ver tabla I11.13).

La gota, de volumen conocido, se suspende durante el tiempo requerido en el interior de
un vial de 20 mL. Para la optimizacion, la atmosfera de terpenos (= 100 ng/mL) ha sido gene-
rada 24 horas antes, mediante la adicion en diferentes viales de 5 L de una disolucién de ter-
penos, con una concentracion aproximada de 1 pg/g en dietil éter. Estos viales se habian alma-
cenados durante 24 horas a la temperatura de muestreo, 30 °C, con el fin de que se produjera
la generacion de una atmosfera estable y totalmente desarrollada. Transcurrido el tiempo de
muestreo, la microgota se retrae en la jeringa y se inyecta directamente en el portal de inyec-
cién de un GC/MS.
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7.2.2. Microextraccion en gota para el muestreo de atmésferas (HS-SDME)

Una gota de 2,5 yL de 6 ug/g de verbenona en p-xileno se suspende durante 5 minutos en
el interior de una placa Petri, dispuesta segun se describe en el siguiente parrafo. Pasado ese
tiempo, la gota se retrae y se inyecta en un GC/MS.

Las placas Petri, con agar solidificado, han sido previamente inoculadas con 100 mL de una
disolucion de suero salino fisioldgico que contenia 10°-10° CFU/mL de microorganismo puro.
LLos microorganismos inoculados fueron una bacteria Gram +, Listeria monocytogenes (ATCC
7644); una bacteria Gram -, Salmonella choleraesuis (CECT 4000); una levadura, Candida albi-
cans (ATCC 64550) y un moho, Aspergillus flavus (CECT 2687). Sobre la tapa libre de medio se
colocaba un disco de papel de filtro estéril que se impregnaba con 10 mL de aceite esencial
puro: orégano, canela, tomillo, canela enriquecida en cinamaldehido y tomillo enriquecido en
timol (ver capitulo 4). El conjunto se sellaba con cinta adhesiva y se incubaba a 30 °C. Los mues-
treos se realizaron en el instante inicial y a las 6, 24, 72 y 168 horas de incubacion. Como blan-
cos se consideraron placas Petri con agar, pero sin inéculo. Todos los ensayos (5 microorga-
nismos x 5 esencias x 5 tiempos) se llevaron a cabo por triplicado.

7.2.3. Andlisis: cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS)

El andlisis de las muestras se efectud en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard 6890
acoplado a un espectrometro de masas 5973 como detector. La columna capilar escogida para
separar los analitos fue una HP-5 MS (60 m x 0,25 mm; 0,25 um de espesor). La temperatu-
ra de inyeccion fue 270 °C, en modo splitless durante 18 s. El programa de temperaturas del
horno cromatografico se muestra en la figura I11.28.

H FIGURA 128

Programa de temperatura del horno cromatografico

280C

La temperatura de la interfase fue de 280 °C y el flujo de gas portador, helio de 99,999 pure-
za, constante a 1 mL/min. La optimizacion de la cromatografia se realizd en modo scan, en un
rango de 45 a 250 m/z y a una velocidad de barrido de 6,61 u.m.a/s. La cuantificacion de los
compuestos seleccionados se realizd en modo SIM (Selective lon Monitoring), con las siguien-
tes relaciones masa/carga siguiente: a—pineno, canfeno, f-pineno, a-terpinoleno y linalol, m/z
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93y 121; p-cimeno, limoneno y 1,8-cineol, m/z 119, 68 y 134; canfor, borneol y estragol, m/z
95y 148; verbenona, m/z 107 y 135; cinamaldehido, timol, bornil acetato y carvacrol, m/z 131,
135y 95; eugenol, m/z 164; p—cariofileno, m/z 133 y 105 y a-humulene, m/z 93. En la figura
.29 se muestra un ejemplo de cromatograma.

M FIGURAII1.29

Cromatograma del espacio de cabeza generado por una solucién de terpenos
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7.3. RESULTADOS Y DISCUSION

7.3.1 Optimizacion de los parametros de muestreo

Debido a las caracteristicas del muestreo, vapor generado por los aceites esenciales en el
interior de una placa Petri durante el periodo de incubacion a 30 °C, el nimero de variables a
optimizar queda reducido a tres: disolvente de extraccion, volumen de gota y tiempo de mues-
treo. La temperatura de muestreo, 30 °C se fija por las condiciones de incubacion de los micro-
organismos, mientras que el volumen de muestra se mantuvo en 10 pL de esencia pura, de
acuerdo al trabajo desarrollado en los capitulos 4 y 5 de esta seccion.

La eleccioén del disolvente determina en gran parte la sensibilidad, precision y selectividad
de la extraccion. En general, un buen disolvente de extraccion debe cumplir una serie de requi-
sitos (Shen y Lee, 2003):

a) No debe ser excesivamente volatil (temperatura de ebullicion elevada y baja presion de

vapor) para evitar pérdidas por evaporacion durante el periodo de extraccion.

b) Debe extraer los analitos cuantitativamente. La extraccion se favorece si la polaridad del
disolvente se asemeja a la de los analitos.

c) Debe proporcionar una cromatografia adecuada. El pico de disolvente debe estar per-
fectamente separado del resto de los analitos, asi como no propiciar la aparicion de colas
(“tailing”) por arrastre.

d) No debe contener impurezas.

| 145 |



| 146 |

Interacciones especiales envase-alimento: alta temperatura y envase activo antimicrobiano

En un trabajo anterior, Romero (Romero et al., 2006) empled n-hexadecano (T, 287 °C)
como disolvente de extraccion, con resultados satisfactorios para la extraccion de los terpenos
mas volatiles (a—pineno, canfeno, canfor). Sin embargo, para estos experimentos, fue necesario
escoger un nuevo disolvente, debido a la similitud entre el punto de ebullicion del mismo con
alguno de los compuestos de mayor interés (trans-cinamaldehido, timol, carvacrol o eugenol),
asi como la aparicion de colas (efecto “tailing”) en la cromatografia. Entre los diferentes disol-
ventes ensayados, se eligié p-xileno (T, 138,3 °C), ya que su volumen de gota se mantenia esta-
ble durante tiempos de muestreo en torno a 5 minutos, proporciona una extraccion cuantita-
tiva para todos los analitos de interés y su cromatografia permitia la deteccion del compuesto
de interés mas volatil, a—pineno (T, 155 °C).

En general, la cantidad de analito extraido en la microgota aumenta cuanto mayor es el tiempo de
exposicion en el espacio de cabeza. Sin embargo, la técnica HS-SDME no es un método exhausti-
vo de extraccion ya que la masa de analito total se divide entre el espacio de cabeza y el solvente de
la microgota en funcion de la constante de reparto del sistema. Evidentemente, la cantidad de ana-
litos transferida sera maxima cuando se alcance el equilibrio y hasta ese momento se incrementa
con el tiempo de extraccion. Sin embargo, para un andlisis cuantitativo no es préactico ni necesa-
rio que se alcance dicho equilibrio; es suficiente con que las condiciones de extraccion sean repro-
ducibles y proporcionen la sensibilidad adecuada (Tankevicuite et al., 2001; Yamini et al., 2004).

El maximo volumen de gota (uL) viene determinado, en primer lugar, por la maxima canti-
dad que se puede suspender de la jeringa con un numero asumible de pérdidas. En segundo
lugar, hay que tener presente el volumen que alcanza la gota liquida al expandirse en el inyec-
tor como consecuencia de la temperatura. Se requiere un volumen menor que el volumen del
inserto empleado (ref: 19251-60540 de Supelco), cuyas dimensiones son: 78,8 mm de longi-
tud y 4 mm de diametro interno. El volumen expandido de la gota se calculd en funcion de la
compresibilidad del disolvente (p-xileno), la temperatura de inyeccion (270 °C) y la naturaleza del
gas portador (helio) con ayuda del software Hewlett-Packard FlowCalc® 2.0.

El volumen de gota y el tiempo de muestreo se optimizaron mediante el célculo de la super-
ficie de respuesta. Se utilizd un disefo de experimentos CCF, cubico centrado en las caras, corres-
pondiendo el valor éptimo al maximo tiempo de muestro y maximo volumen de gota (tabla [Il.24).

Dominio experimental y valor 6ptimo de los factores considerados para el muestreo
por HS-SDME de la atmdsfera generada en el interior de la placa Petri

Eactor Rango experimental Valor éptimo
Volumengota(l) ¢ 0525 25
Tiempo de muestreo (min) 1-5 5

La superficie de respuesta para el total de los analitos (figura IIl.30) confirma que la extraccion
aumenta con el volumen de gota, debido al incremento en el area de intercambio de la intefase
gas-liquido. Para volimenes de gota comprendidos entre 0,5y 1,5 pL, la extraccion aumenta con
el tiempo hasta un maximo de 3 min. A partir de 3 min, la evaporacion del disolvente de la gota
y la posible transferencia de analitos en sentido contrario, es decir, de la gota al espacio de cabe-
za, producen una disminucion en la respuesta. Para volumenes de gota mayores de 1,5 pL, el
tiempo de extraccion favorece la transferencia de masa, por la mayor superficie de intercambio.
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Il FIGURA 111.30

Superficie de respuesta para la extracciéon por HS-SDME
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En las condiciones 6ptimas se evalud la precision del método mediante el calculo de la repe-
titividad o variacion de la respuesta en intervalos pequefnos de tiempo (n=10). Los resultados
para los 18 analitos de interés, expresados como €l porcentaje de la variacion estandar relativa
(%RSD) se muestran en la tabla 11.25.

B TABLA 25

Repetitividad (%RSD) de los analitos de interés por HS-SDME (n=10)

Compuesto %RSD Compuesto %RSD Compuesto %RSD
oaPineno ¢ 5« Canfeno 9 ____BPineno T
p-Cimeno _ 10 Limoneno 8 ___18Cned_ _ ! 5
o-Terpincleno. 0 ___Lnabl 11 Canfor 9
Borneol 14 Bstagol 9 __Cinamaldehido ¢ 8
Timol 12 Bornilacetato 16 Camvacol 4
Eugenol 10 B-Cariofileno 8 a-Humuleno 12

La precision del método es ligeramente inferior a la obtenida por Romero (Romero et al.,
2006) para la extraccion de los terpenos mas volatiles, pero similar a la obtenida en otros tra-
bajos centrados en los componentes mas pesados (Besharati-Seidani et al., 2005; Fahkari et
al., 2005; Cao et al., 2006).

7.3.2. Cuantificacion de las atmésferas generadas por los aceites esenciales

Los compuestos volatiles presentes en la atmdsfera se transfieren al disolvente de extrac-
cién en funcién de su constante de reparto, segun la ecuacion (5).

K=E«—” Eq 5]

o
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donde K es la constante de reparto a una temperatura T fija, C, es la concentracion del anali-
to en el espacio de cabezay C, es la concentracion de analito en el disolvente organico, en este
caso en la gota.

Es evidente que el tiempo de muestreo no es suficiente para alcanzar el equilibrio, de mane-
ra que las constantes calculadas no pueden ser calificadas de constantes de reparto. Por lo
tanto, se ha adoptado la nomenclatura de pseudo-constante de reparto (K,), para hacer refe-
rencia a este hecho.

Para el célculo de K, se siguio el siguiente procedimiento:

a) Calibracion de la sefal (area) en el GC-MS en funcion de la concentracion de los anali-

tos diluidos en p-xileno (ver tabla 11.26).

Hl TABLA .26

Calibrado. Sefial obtenida en el cromatografo (Y=A,,.../As) en funcién de la concentracion

(X=C,..it./Cs)- Sl: estandar interno (verbenona)
Compuesto Calibrado Rango X Compuesto Calibrado Rango X
a-Pineno Y=5,14"X+1,38 2,12-126 Canfeno Y=5,29"X+1,63 2,57-153
,,,,,,,,, Y=540%008 0212 Y=5[74%001 0257
B-Pineno Y=5,14"X+2,91 2,08-124 p-Cimeno Y=9,78"X+1,04 2,31-138
,,,,,,,,, Y=5,85X-001 0208 _ ____________Y=123%007 ___ 0231
Limoneno Y=8,87"X+3,19 2,15-129 1,8-Cineol Y=1,65X+1,42 2,35-141
,,,,,,,,, Y=454'X+006 0215 ____Y=194%X001 ___ 0235
a-Terpinoleno Y=2,68"X-0,11 0,15-25,5 Linalol Y=9,50"X+11,5 0,14-271
,,,,,,,,, Y=202 0015 _____Y¥=514%+046 _ _ 00714
Canfor Y=2,92"X+0,11 2,08-125 Borneol Y=6,34"X+0,30 2,07-124
,,,,,,,,, Y=292°X 0208 Y=524%003 0207
Estragol Y=3,69*X-0,52 2,37-142 Cinamaldehido ~ Y=2,77*X-3,09 3,19-191
,,,,,,,,, Y=367X007 0237 _ ____________Y=192X014 ___ 0319
Timol Y=7,86"X-1,23 2,06-123 Bornil acetato Y=8,561"X+0,29 2,30-127
,,,,,,,,, Y=688'X-011 __ 0206 _ __ __________¥=386'X002 __ 0230
Carvacrol Y=7,71"X-2,57 2,12-127 Eugenol Y=2,95"X-3,09 3,28-196
,,,,,,,,, Y=625X018 0212 _____________Y=175X013 ___ 0328
B-Cariofileno Y=3,79"X+1,67 2,16-129 a-Humuleno Y=4,19"X+2,80 2,29-137
Y=4,00"X-0,02 0-2,16 Y=4,66"X-0,03 0-2,29

b) Muestreo de atmdsferas de concentracion conocida. En viales de 20 mL sellados her-
méticamente, se introdujeron 5 Pl de una disolucion de terpenos de concentracion cono-
cida en dietil éter. El vial se calent6 a 80 °C durante 4 min para evaporar el disolvente y
generar la atmdsfera, y a continuacion se muestreo su atmésfera a 30 °C en las condi-
ciones optimizadas (t=5 min, V.,,=2,5 pL).

¢) Célculo de la pseudo-constante de reparto, K, como la pendiente de la recta que se
obtiene al representar graficamente la concentracion en la atmésfera (suponiendo que
la totalidad de los 5 pL se han evaporado) frente a la concentracion en el disolvente de
extraccion (calculada a partir de la recta de calibrado, tabla I1l.26). Las pseudos-cons-
tantes de reparto adimensionales a los 5 minutos, K;, obtenidas para los 18 analitos se
muestran en la tabla I11.27.
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B TABLA 27

Pseudos-constates de reparto a los 5 min (K;) entre el aire y el p-xileno a 30 °C

Analito K.10° Analito K;10°

aPineno T 401086 T Ganfeno " T7300£044
B-Pineno 3,568+0,32 p-Cimeno 3,16+0,47
Umoneno 31203 _ _____ 18Cimeol _____ 397:044
a-Terpinoleno. 109015 L bnglol ___________666£020
Cenfor __________ 336£029  E Bomeol ________582%057
Estagol __________ 315020 ¢ Cinamaldehido 481011
Timol ___ 106007 ¢t Bonilacetato _____ 459£023
Carvacrol 181016 E Bugenol _________587#920
f-Cariofileno 4,26+0,21 a-Humuleno 4,81+0,17

Previamente, se comprobd que la constante de reparto era independiente de la presencia de
otros compuestos. Se calcul6 la K, para una atmdsfera de un Unico componente (p-cimeno, timol
y a—humuleno). Los valores determinados de K; en las atmdsferas unicomponente para los tres
compuestos eran similares (p<0,05) a los valores de K; en la atmdsfera multicomponente.

7.3.3. Evolucién de la atmésfera generada por diferentes aceites esenciales en el
tiempo en funcion de la presencia y tipo de microorganismo

Empleando la técnica HS-SDME y las pseudos-constantes de reparto a los 5 minutos (tabla
I1.27), se determind la composicion de las atmdsferas generadas por los aceites esenciales de
canela, tomillo y orégano, asi como las esencias enriquecidas de tomillo y canela (ver capitulo 5 de
esta seccion), a distintos tiempos, y en funcion de la presencia de diferentes tipos de microorga-
nismos (Salmonella choleraesuis, Listeria monocytogenes, Candida albicans y Aspergillus flavus).

Las diferencias en la composicion de las atmdsferas se estudiaron mediante un andlisis por
componentes principales (PCA), siendo necesarias 4 componentes principales para explicar el
75% de la varianza (figura Il1.31).

La primera componente principal (PC1), que explica el 39% de la varianza, distingue la evo-
lucion de la atmdsfera de tomillo con el tiempo y el tipo de microorganismo. Se correlaciona posi-
tivamente con a-pineno, canfeno, B—pineno, p-cimeno, a-terpinoleno, linalol y p-cariofileno.

La segunda componente principal (PC2) explica el 19% de la varianza. Diferencia las atmos-
feras generadas por los aceites de canela y orégano, que se caracterizan por la presencia de
1,8-cineol, borneol, estragol, carvacrol, eugenol y a—humuleno.

LLa tercera componente principal (PC3) separa estas dos esencias, ya que se correlaciona
positivamente con la concentracion de carvacrol y canfor (presentes en la atmosfera generada
por el orégano) y negativamente con la concentracion de eugenol (compuesto caracteristico de
la atmosfera de canela). Por ultimo, la cuarta componente principal (PC4), que explica el 9% de
la varianza, define el comportamiento de la esencia de tomillo enriquecida en timol, siendo pre-
cisamente la cantidad de este compuesto la que establece las diferencias con el tiempo vy la pre-
sencia de microorganismo.

LLa mayor variacion temporal en cuanto a la composicion se detectd en las primeras 6 horas.
En el instante inicial las atmoésferas de las esencias son ricas en sus componentes mas volati-
les (figura 111.32). Asi, la concentracion de a—pineno representa, respectivamente, un 20% y un
13% de la composicion inicial de la esencia de canela y orégano; el canfeno un 43% de la com-
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Hl FIGURA 11131

Anadlisis por componentes principales para el muestreo de la atmoésfera generada
por el aceite esencial de canela (Ca), tomillo (To), orégano (Or), tomillo enriquecido
en timol (enrTo), canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa).
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A) Muestras B) Variables. PC1 39%, PC2 19%, PC3 13% y PC4 9%. Compuestos: 4. a-pineno, 5. canfeno, 6. -pineno, 7. p-cimeno,
8. limoneno, 9. 1,8-cineol, 10. a-terpinoleno, 11. linalol, 12. canfor, 13. borneol, 14. estragol, 15. cinamaldehido, 16. timol, 17. bornil
acetato, 18. carvacrol, 19. eugenol, 20. B-cariofileno, 21. a-humuleno.

posicion inicial del tomillo y el p-cimeno y limoneno alrededor de un 40% en las esencias enri-
quecidas de canela y tomillo.

Conforme aumenta el tiempo, las atmdsferas se van enriqueciendo en sus componentes
menos volatiles responsables de la actividad antimicrobiana (figura I11.32), segun se comprobd
en el capitulo 5. El eugenol representa mas de un 80% en la atmdsfera generada por la esen-
cia de canela. El eugenol y el cinamaldehido definen la esencia de canela enriquecida. El car-
vacrol es el compuesto mayoritario en la esencia de orégano; canfeno, linalol, timol, bornil ace-
tato, carvacrol y p-cariofileno en la esencia de tomillo y el timol en el tomillo enriquecido.

Aunque las maximas concentraciones se alcanzan entre las 6-72 h, el porcentaje que cada
compuesto representa sobre la totalidad de los analitos detectados y cuantificados se mantiene
constante a partir de las 6 horas de incubacion.
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H FIGURA111.32

Evolucion de p-cimeno, carvacrol en la esencia de orégano y de p-pineno y bornil acetato
en la esencia de tomillo, en funcién del tiempo y la presencia de microorganismo
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Por ultimo, hay que resaltar que las diferencias entre la composicion de las atmosferas, en fun-
cién de la naturaleza del aceite esencial y la presencia de microorganismo, son significativas (p<0,05)
durante las primeras 24 horas y disminuyen conforme aumenta el tiempo de incubacion. La atmos-
fera generada por la esencia de canela enriquecida en cinamaldehido es la que menor variacion de
composicion presenta con el tiempo, siendo ademas practicamente independiente de la presencia
de microorganismo. Se han encontrado tres posibles razones para explicar tal comportamiento.

En primer lugar, las diferencias entre atmdsferas para un mismo aceite esencial son debidas
al metabolismo de los microorganismos, que transforman los compuestos presentes en la atmos-
fera en funcion de sus enzimas y rutas metabdlicas (Carvalho y Fonseca, 2006). La maxima acti-
vidad metabdlica de los microorganismos se produce en la etapa de crecimiento logaritmico, que,
con excepcion del A.flavus, corresponde con las primeras 3 a 24 h de incubacion. En segundo
lugar, las placas Petri, aunque selladas con cinta adhesiva, no constituyen un sistema cerrado
herméticamente. La liberacion de los compuestos volatiles del interior de la placa Petri al exte-
rior se incrementa con el tiempo de incubacion. Por Ultimo, hay que considerar la posible absor-
cion de volatiles por el medio de cultivo. Pasados 7 dias (168 h), la cantidad de los compuestos
caracteristicos de una determinada esencia ha descendido a un nivel en el que no se aprecian
diferencias significativas entre muestras (p<0,05) por las razones anteriormente enumeradas.
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La composicion de la atmdsfera en el interior de la placa Petri durante las primeras 24 h
tiene, por consiguiente, una especial relevancia a la hora de explicar, tanto la actividad antimi-
crobiana de los aceites esenciales, como la resistencia de determinados microorganismos. Por
este motivo, se han evaluado por separado las atmosferas en el instante inicial, a las 6 horas
y alas 24 horas de incubacion, mediante un analisis por componentes principales.

Instante inicial (t=0h).

Las diferencias en la composicion de las atmdsferas en el instante inicial se explican median-
te tres componentes principales, que definen el 86% de la varianza (figura I11.33). La primera
componente principal (PC1) explica el 35% de la varianza y diferencia entre las esencias enri-
quecidas de canela y tomillo, cuyas atmdsferas en el instante inicial contienen una gran canti-
dad de p-cimeno y limoneno, del aceite esencial de canela.

H FIGURA1IL33

Analisis por componentes principales para el muestreo de la atmésfera generada por el
aceite esencial de canela (Ca), tomillo (To), orégano (Or), tomillo enriquecido en timol (enrTo),
canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa) en el instante inicial (t=0h)
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A) Muestras B) Variables. PC1 35%, PC2 27% y PC3 24%. Compuestos: 4. a-pineno, 5. canfeno, 6. 3-pineno, 7. p-cimeno, 8. limo-
neno, 9. 1,8-cineol, 10. a-terpinoleno, 11. linalol, 12. canfor, 13. borneol, 14. estragol, 15. cinamaldehido, 16. timol, 17. bornil acetato,
18. carvacrol, 19. eugenol, 20. B-cariofileno, 21. a-humuleno.
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La segunda componente principal (PC2) define el aceite esencial de tomillo, correlacionado
positivamente con la componente principal, y el aceite esencial de canela, correlacionado nega-
tivamente. El aceite esencial de tomillo se caracteriza por su elevada concentracion de a—pineno,
canfeno, B-pineno, a—terpinoleno y bornil acetato. La esencia de canela, en cambio, genera una
atmosfera inicial con un mayor contenido en linalol, eugenol, borneol, estragol y a—humuleno.

Por ultimo, la tercera componente principal (PC3), que explica el 24% de la varianza, des-
cribe el orégano, correlacionado positivamente, y el tomillo enriquecido con timol, correlacionado
negativamente. La maxima concentracion de carvacrol se encuentra en la atmosfera genera-
da por la esencia de orégano, ademas de ser la Unica donde se detecta la presencia de can-
fory 1,8-cineol. El aceite esencial de tomillo enriquecido en timol produce, por otra parte, una
atmosfera inicial rica en p-cimeno, limoneno y timol, compuestos correlacionados negativamente
con la tercera componente principal.

t=6h

El 78% de la varianza en la composicion de la atmosfera a las 6 horas de incubacion se
explica con tres componentes principales (figura 111.34).

La primera componente principal (PC1) describe la atmdsfera generada por el aceite esen-
cial de tomillo en funcién de la presencia de microorganismo. Se correlaciona negativamente con
la concentracion de a—pineno, canfeno, -pineno, p-cimeno, a-terpinoleno, bornil acetato y -
cariofileno. Las maximas cantidades de a—pineno, canfeno, f—pineno y p-cimeno se detecta-
ron en presencia de A.flavus y S.choleraesuis, cuyas atmosferas, como se aprecia en la figura
11135, difieren significativamente del blanco.

La segunda componente principal (PC2) agrupa, por un lado, a la esencia de canelay a la
de orégano, correlacionados negativamente, y, por otro lado, a las esencias enriquecidas de
tomillo y canela, correlacionadas positivamente.

La tercera componente principal (PC3) permite distinguir entre la esencia de canela, carac-
terizada por su contenido en borneol, estragol y eugenol, y la esencia de orégano, definida por
la concentracion de carvacrol y canfor.

Tras el aceite esencial de tomillo, las mayores discrepancias en funcion del tipo de microor-
ganismo inoculado se producen en el aceite esencial de orégano y en el aceite esencial de cane-
la. En lo que respecta al orégano, la presencia de L.monocytogenes o C.albicans origina dife-
rencias significativas en la cantidad de linalol, canfor, borneol, timol y carvacrol. El eugenol, por
otro lado, es el responsable de las desigualdades observadas para la atmésfera originada por la
esencia de canela entre C.albicans y S.choleraesuis y entre el blanco y A.flavus (figura I11.35).

t=24h

El andlisis por componentes principales para la composicion de las atmosferas a las 24 h
de incubacion se muestra en la figura I11.36. Son necesarias tres componentes principales para
explicar el 77% de la varianza.

La primera componente principal (PC1), correlacionada positivamente con la concentracion
de a-pineno, canfeno, B-pineno, p-cimeno, limoneno, a-terpinoleno, linalol, bornil acetato y -
cariofileno, caracteriza la atmdsfera de la esencia de tomillo. El andlisis por PCA revela la gran
influencia que la presencia de microorganismo ejerce sobre la composicion de la atmdsfera en
el interior de la placa Petri: la concentracion de a-pineno, canfeno, B-pineno, p-cimeno y limo-
neno es significativamente més elevada en la placa blanco, sin inéculo.
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l FIGURA 11134

Anadlisis por componentes principales para el muestreo de la atmésfera generada por el
aceite esencial de canela (Ca), tomillo (To), orégano (Or), tomillo enriquecido en timol (enrTo),
canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa) a las 6 horas de incubacién (t=6h).
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A) Muestras B) Variables. PC1 43%, PC2 22% y PC3 13%. Compuestos: 4. a-pineno, 5. canfeno, 6. f-pineno, 7. p-cimeno, 8. limo-
neno, 9. 1,8-cineol, 10. a-terpinoleno, 11. linalol, 12. canfor, 13. borneol, 14. estragol, 15. cinamaldehido, 16. timol, 17. bornil acetato,
18. carvacrol, 19. eugenol, 20. p-cariofileno, 21. a-humuleno.

La segunda componente principal (PC2) distingue tres grupos, orégano, canelay el conjunto
formado por los aceites esenciales enriquecidos, y se correlaciona positivamente con la con-
centracion de 1,8-cineol, canfor, borneol, carvacrol y a~humulene. La PC2 también explica las
diferencias detectadas para la esencia de orégano por la presencia de hongos (moho y leva-
dura), originadas por una mayor cantidad de 1,8-cineol, p-cimeno y carvacrol y un menor con-
tenido en linalol que el resto de muestras (blanco y bacterias).
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W FIGURA 1135

Efecto de la presencia de microorganismo en la concentracién (ug/L) a las 6 h de varios
analitos en la atmésfera generada por la esencia de tomillo, orégano y canela
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La tercera componente principal (PC3) agrupa la esencia de canela, correlacionada posi-
tivamente debido al mayor contenido en eugenol y estragol, y las esencias enriquecidas. Las
diferencias por la presencia de microorganismo a la largo de esta componente principal se
deben a la variacion en el contenido de eugenol. Aparte de por su menor contenido en euge-
nol, la atmosfera de canela en presencia de C.albicans posee un menor contenido en p-cime-
no, linalol, borneol y B-cariofileno y mayor en a-terpinoleno. Por estas razones, las muestras
donde se ha inoculado C.albicans se distinguen del resto en la PC2.

En este capitulo se ha desarrollado el empleo de la técnica HS-SDME para el muestreo y
cuantificacion de los agentes antimicrobianos en la fase vapor generada por los distintos acei-
tes esenciales y soluciones antimicrobianas derivadas. Su simplicidad, economia y versatilidad
para el acoplamiento con el resto de técnicas convencionales de andlisis, la convierten en una
técnica de gran futuro para el muestreo de volatiles y semivolatiles de diversa naturaleza.

Los compuestos mas volétiles (a—pineno, B-pineno, canfeno, p-cimeno y limoneno) se libe-
ran rapidamente al espacio de cabeza, mientras que la liberacion de los agentes antimicrobia-
nos menos volatiles como timol, carvacrol, eugenol y cinamaldehido, es mas progresiva, alcan-
zando su pico de concentracion entre las 24 y las 72 horas. De este modo, se confirma la
accion de los agentes antimicrobianos durante la fase lag del microorganismo.

Ademas, se ha demostrado la influencia que ejerce el microorganismo sobre la composi-
cion de la atmosfera, al metabolizar los componentes liberados por los diferentes aceites esen-
ciales. Los mecanismos de metabolizacion y biotransformacion de los terpenos difieren en fun-
cion de la composicion enzimatica de cada una de las cepas estudiadas. El aceite esencial de
canela enriquecida consigue una inhibicion total de todos los microorganismos (ver capitulo 5
de esta seccion), excepto Salmonella choleraesuis, bacteria para la que se detectaron dife-
rencias en la concentracion atmosférica de p-cimeno, limoneno, linalol y cinamaldehido. De igual
modo, se puede destacar que las mayores diferencias entre la atmodsfera generada en ausen-
cia/presencia de microorganismo se produce para el agente antimicrobiano menos efectivo, el
aceite esencial de tomillo.
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l FIGURAIIL36

Andlisis por componentes principales para el muestreo de la atmésfera generada por el
aceite esencial de canela (Ca), tomillo (To), orégano (Or), tomillo enriquecido en timol (enrTo),
canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa) a las 24 horas de incubacion (t=6h)
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A) Muestras B) Variables. PC1 35%, PC2 28% y PC3 14%. Compuestos: 4. a-pineno, 5. canfeno, 6. 3-pineno, 7. p-cimeno, 8. limoneno,
9. 1,8-cineal, 10. a-terpinoleno, 11. linalol, 12. canfor, 13. borneol, 14. estragol, 15. cinamaldehido, 16. timol, 17. bornil acetato, 18. car-
vacrol, 19. eugenol, 20. p-cariofileno, 21. a-humuleno.
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8. Desarrollo de un envase activo antimicrobiano

8.1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que sufren la mayor parte de las empresas productoras
de alimentos, de envasado y distribucion y los propios consumidores, es la contaminacion de
los alimentos por proliferacion de microorganismos indeseables. En este sentido, el envase pasi-
vo tradicional Unicamente protege de forma limitada los alimentos durante la distribucion vy el
almacenamiento. La adicion de agentes antimicrobianos directamente al alimento previene y dis-
minuye la poblacién microbiana, pero es susceptible de provocar el desarrollo de aromas, colo-
res y/o cambios de textura indeseables y, ademas en ninguin caso el producto envasado puede
calificarse como alimento natural y/o fresco.

El envase activo, que combina los avances en seguridad y tecnologia alimentaria y en cien-
cia y tecnologia de los materiales, es una alternativa interesante e innovadora para sustituir al
envase tradicional (Scanell et al., 2000). La aplicacién de agentes antimicrobianos en el material
de envase podria constituir una forma efectiva de prevenir la contaminacién microbiolégica, incre-
mentando asi el tiempo de vida Util del producto y mejorando su calidad (Vermeiren et al., 2002).

Existen diversas técnicas para incorporar el agente antimicrobiano al envase (Appendini y
Hotchkiss, 2002):

e Adicién en el envase de pequenos recipientes porosos con agentes antimicrobianos volatiles.

e Incorporacion directa de los agentes antimicrobianos volatiles y no volatiles en el envase.

A menudo, la incorporacién de los agentes antimicrobianos a los materiales poliméricos
supone una pérdida en su actividad inhibitoria, que se justifica por la falta de compatibi-
lidad entre los agentes activos con el material del film, y/o por la degradacion térmica
durante la extrusion (Devlieghere et al., 2000).

e Recubrimiento del polimero con las sustancias activas.

e Inmovilizaciéon de las sustancias activas en el polimero por uniones idnicas o covalentes.

e Empleo de polimeros con propiedades antimicrobianas.

LLa accion antimicrobiana del envase activo se consigue por varios mecanismos. Por un lado,
existe un mecanismo de transferencia de masa. Los componentes activos migran del envase
al alimento, bien por contacto directo entre ambos, o bien a través del espacio de cabeza del
envase donde se han liberado los agentes volatiles (Lick y Jagger, 1997). Por otra parte, cier-
tos agentes antimicrobianos ejercen su accion sin necesidad de que ocurra un proceso de
transferencia de masa entre el envase y el alimento: el efecto inhibitorio se produce cuando el
microorganismo entra en contacto con la superficie antimicrobiana (Kourai et al., 1994).

Los aceites esenciales y sus componentes figuran entre los agentes antimicrobianos que
pueden afnadirse en el envasado activo (Floros et al., 1997, Nielsen y Rios 2000; Suhr y Niel-
sen, 2005; Valverde et al, 2005; Lépez et al., 2005; Tovar et al., 2005; Matan et al., 2006; Pezo
et al., 2006). Su origen natural, unido al hecho de que su utilizaciéon como agentes aromatizantes
en contacto con alimentos esta autorizada por la legislacion europea (Decision 2002/113/CE),
convierten a este tipo de sustancias en una opcion muy atractiva de cara al consumidor.

En este capitulo se propone un nuevo envase activo antimicrobiano, consistente en una peli-
cula de polimero de polipropileno o copolimero etileno-alcohol vinilico, al que se le han incor-
porado, mediante una tecnologia especifica y que por razones de confidencialidad no puede
describirse aqui, aceites esenciales, cuya efectividad antimicrobiana en fase vapor ha sido estu-
diada en los capitulos precedentes. La principal ventaja de este nuevo e innovador envase con-
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siste en su mecanismo de actuacion. La accion antimicrobiana se ejerce mediante una liberacion
controlada de los componentes activos al espacio de cabeza. No es necesario, por tanto, un con-
tacto directo entre el envase y el alimento con lo que se asegura una menor transferencia de masa
de los agentes antimicrobianos al alimento y, en consecuencia, una menor probabilidad de desarrollo
de alteraciones objetivas (definidas como aquellas que realmente tienen un efecto pernicioso sobre
la salud del consumidor o deletéreo de las propiedades del alimento) o subjetivas (como aquellos
que dan lugar a cambios que, si bien no son graves, provocan una rechazo del consumidor).

8.2. EXPERIMENTAL

8.2.1. Envase activo antimicrobiano

Los films antimicrobianos se elaboraron con una concentracion en peso conocida de acei-
te esencial, que se incorpora a polipropileno (PP) o bien copolimero de polietileno-alcohol vini-
lico (PE/EVOH). El uso del PP y PE/EVOH en contacto con alimentos esta autorizado, segun
especificaciones del fabricante.

El film coextrudido biorientado de PP, de 20 pm de espesor, esta fabricado por Poligal S.A
(Polipropileno de Galicia, A Corufia, Espafa). Su estructura consta de tres capas: dos capas exter-
nas (5%) de polipropileno y copolimero de etileno, y una capa interna (95%) de homopolimero de
polipropileno isotactico. El film de PE/EVOH, de 50 um de espesor (5 um EVOH), es un material
de alta barrera (Bariflex®), fabricado por Industria Termoplastica Pavese SpA (Milan, Italia).

Las laminas antimicrobianas se fabricaban 24 horas antes de la realizacion de los ensayos
correspondientes.

8.2.2. Microorganismos

Los microorganismos patdgenos y alterantes seleccionados, asi como sus condiciones de
cultivo (medio, tiempo y temperatura de incubacion), se muestran en la tabla I1.28. Previo a su
uso, las cepas se almacenaban en refrigeracion a -18°C en leche desnatada esterilizada.

Hl TABLA .28

Microorganismos patégenos empleados: cepa
_______________ Cepa(referencia)  Medioculivo T (C) toa)
Bacteria Gram+  Staphylococcus aureus ATCC 29213 Mueller Hinton agar 30 2
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Enterococcus faecalis ATCC 29122

Bacillus cereus CECT 495 Agar sangre M.H

Bacteria Gram-  Escherichia coli ATCC 29252 Mueller Hinton agar 30 1
Salmonella choleraesuis CECT 4000
Yersinia enterocolitica CECT 4315
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Hongo Debaryomyces hansenii CECT103583 Malta Dextrosa agar 30 3
Zigasacharomyces rouxii ~ CECT 11928
Candida albicans ATCC 64550 Sabouraud Cloroanfenicol agar 30 2
Aspergillus flavus CECT 2687 365 7
Penicillium islandicum CECT 2762NT
Penicillium nalgiovense IBT 12105 30 7
Penicillium roqueforti IBT 12319
Eurotium repens IBT 1800

ATCC: American Type Culture Cutive, CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo) de medio de cultivo (M.H.:Mueller-Hinton), temperatura
(T) y tiempo (t) de incubacion
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8.2.3. Actividad antimicrobiana de los films

100 pL de una disolucién de suero fisioldgico, conteniendo entre 10°°CFU/mL, se inocu-
lan por superficie sobre 15 mL de medio de cultivo solidificado. A continuacion, se coloca el film
sobre la placa Petri, con la cara mas concentrada en los agentes activos enfrentada al medio
de cultivo y sin que se produzca contacto directo (figura I11.37). El conjunto se cierra con una
brida y se incuba en una estufa en las condiciones sefaladas por la tabla Il.29. Evidentemen-
te, este sistema de cierre no asegura la hermeticidad del conjunto. Sin embargo, conviene recal-
car que la evaluacion del sistema debe llevarse a cabo en las condiciones mas desfavorables,
por lo que tanto la posible pérdida de los componentes activos volatiles liberados como la posi-
ble contaminacion conjunta por microorganismos ambientales son fendmenos deseados. Pasa-
do el tiempo de incubacion se cuentan las colonias de microorganismo que se han desarrollado.

H FIGURA11I.37

Placa Petri con Pislandicum enfrentada a una lamina de PP sin sustancia activa

Los ensayos se realizaron por triplicado. Para cada microorganismo se inoculaba e incubaba
una placa control, sin lamina, y una placa blanco con el film sin sustancia activa.

8.2.4. Cuantificacion de la atmésfera generada por los films antimicrobianos.

La atmosfera generada en el interior de la placa Petri por los diferentes films antimicrobia-
nos se cuantificd mediante el procedimiento HS-SDME-GC-MS, descrito en el capitulo anterior.
Una gota de 2,5 uL de 6 pg/g de verbenona en p-xileno se suspende durante 5 minutos, desde
la punta de una jeringa de 5 pL Hamilton 85RN, en el interior del sistema mostrado por la figu-
ra lll.37. Pasado ese tiempo, la gota se retrae y se inyecta en un GC/MS en las condiciones que
se detallan en el apartado 7.2.3 de dicho capitulo. Los ensayos se realizaron por triplicado.

8.2.5. Estabilidad antifiingica de las laminas de PE/EVOH y PP con un 4% en peso
de esencia de canela enriquecida o de esencia de orégano.

Para la realizacion de los ensayos de estabilidad, Artibal S.A. preparo lotes de laminas anti-
microbinas de PPy PE/EVOH con un 4% de esencia de canela enriquecida o de orégano. Los
films antimicrobianos se almacenaron a temperatura ambiente (= 15 °C).
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Semanalmente se comprobaba la actividad antimicrobiana de las laminas frente a una leva-
dura (C.albicans) y a un hongo (A.flavus o Pnalgiovense), segun el procedimiento descrito en
el apartado 8.2.3. Quincenalmente se cuantificaban las atmosferas generadas por dichas lami-
nas durante los primeros 5 minutos del test de inhibicion, segun el procedimiento descrito en
el apartado 8.2.4. Los ensayos se realizaron por triplicado y la duracion total del ensayo fue de
76 dias.

8.3. RESULTADOS Y DISCUSION

8.3.1. Actividad antimicrobiana de las laminas de PP y PE/EVOH

De acuerdo con estudios anteriores realizados con laminas de PP antioxidantes, en las que
se afladia como agente activo aceite esencial de romero (Tovar, 2003; Tovar et al., 2005; Ben-
tayeb 2004; Bentayeb et al. 2006), la concentracién maxima de aceite esencial en la capa acti-
va que se incorpora al PP o PE/EVOH, se fijo, inicialmente, en un maximo del 4% en peso.

La actividad antimicrobiana de las diferentes laminas de PP y PE/EVOH frente al crecimiento
de bacterias y hongos se muestra en las figuras Il1.38 y l11.40 respectivamente.

Unicamente las laminas elaboradas al 4% con aceite esencial de canela enriquecida en cina-
maldehido mostraron cierta actividad antimicrobiana frente al crecimiento de las bacterias. Los
films de PP mostraron mayor efectividad que los de PE/EVOH, con excepcién de la bacteria
Gram +, B.cereus, cuyo crecimiento fue inhibido completamente en experimentos con ambas
matrices plasticas (figura I11.39). Como se muestra en la figura Il1.38, las bacterias Gram posi-
tivas son, en general, mas sensibles que las bacterias Gram negativas.

l FIGURA 1138

Actividad antibacteriana de los films de PP y PE/EVOH que llevan incorporado esencia de
canela (Ca), clavo (C), orégano (Or) o canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa) en con-
centraciones de 1% 6 4% (m/m)
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Il FIGURA 111.38 (continuacion)
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Inhibicion producida por la lamina de PP que lleva incorporada al 4% esencia de canela
enriquecida en cinnamaldehido frente a Bacillus cereus. Inéculo inicial 104 CFU/mL

lzquierda, ldamina activa; derecha, lamina blanco

El PP con esencia de canela enriquecida al 4%, consigue una inhibicion de dos érdenes de
magnitud en el crecimiento de S.aureus, mientras que las laminas de PP con clavo y orégano
al 4% alteran la morfologia de las colonias S.aureus, L.monocytogenes 'y Y.enterocolitica.

La figura lll.40 ilustra la capacidad antifungica de las laminas de PP y PE/EVOH que incor-
poran aceites esenciales. Ambos polimeros con orégano, clavo al 4% y canela enriquecida al
1y al 4% consiguen inhibir completamente el crecimiento de todas las levaduras y practica-
mente todos los mohos. La mayor sensibilidad de los hongos frente a la accion de los aceites
esenciales ya fue demostrada en los capitulos 4 y 5 de la presente seccion.
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Los films de PP y PE/EVOH fabricados con esencia de orégano al 1% y de canela al 4%
redujeron el numero de colonias D.hansenii y Z.rouxii. Asimimismo, la levadura D. hansenii es
el unico microorganismo inhibido por los envases activos de PP que incorporan aceite esencial
de canela al 4%.

Hl FIGURA 11140

Actividad antifiingica de los films de PP y PE/EVOH que incorporan esencia de canela (Ca),
clavo (C), orégano (Or) o canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa) en concentraciones
de 1% 6 4% (m/m)

PP (Levadura) PE/EVOH (Levadura)
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Al igual que ocurria con las bacterias, los fims de PP revelaron una mayor actividad anti-
fungica que los de PE/EVOH. El recuento de colonias sefiald un mayor crecimiento de hongos
para placas incubadas bajo PE/EVOH con orégano al 1%, clavo al 1% o con canela al 1 o al
4% que para las placas incubadas bajo PP.

Las laminas con clavo al 4%, orégano al 4% y canela enriquecida al 1% no inhibieron com-
pletamente el crecimiento de todos los mohos estudiados. Como se aprecia en la figura lI.40,
Proquefortiy Eu.repens se desarrollaron bajo los films de PP y PE/EVOH con clavo al 4%, aun-
que en menor grado que en el control.

A) Pnalgiovense. control frente PE/EVOH-C4. B) Eu.repens: control frente a PP-Or4 y
PE/EVOH-Or4. C) Z.rouxii: control frente a PE-Or1. D) D.hansenii: control frente a PP-enrCa1

Los constituyentes de los aceites esenciales embebidos en la matriz plastica, y posterior-
mente liberados al espacio de cabeza, retardan el crecimiento de los mohos y reducen el nime-
ro de colonias formadas, llegando incluso a alterar su morfologia externa. En la figura Ill.42.A se
observa como las colonias A.flavus desarrolladas en presencia de PP con orégano al 4% son
menos NuMerosas si se comparan con la placa blanco de PP. Estas colonias se encuentran en
distinta fase de desarrollo, tal y como indica su color blanquecino, en comparacion con la tona-
lidad marrén de las colonias control, asi como la incompleta formacién de esporas en su rever-
s0. Rroqueforti en presencia de PE/EVOH con clavo al 4% comienza a crecer Como una masa
traslicida que cubre la superficie del medio de cultivo, de manera totalmente diferente al ensa-
yo control, como se demuestra en la figura I1l.42.B.
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l FIGURAIIlL42

A) A.flavus: PP frente a PP-Or4. B) Proqueforti: control frente a PE/EVOH-C4

Estos ensayos han confirmado las extraordinarias propiedades antifingicas de los fims de
PP y PE/EVOH que llevan incorporada la esencia de orégano o de canela enriquecida al 4%.
Sin embargo, esta concentracion, aunque afecta al crecimiento de las bacterias, no logra su inhi-
bicion total. Por estos motivos, se evalud la actividad antibacteriana de nuevos fims que incor-
poran hasta un 12 % en peso de aceite esencial de orégano y de canela enriquecida.

En la figura I1.43, se observa el aumento de la efectividad antimicrobiana de las films de PP
y PE/EVOH cuando aumenta el contenido en orégano.

l FIGURA 11143

Actividad antimicrobiana de los films de PP y PE/EVOH en funcién del porcentaje en peso
de la esencia de orégano (Or) en la capa activa

B B.cereus O S.aureus B L.monocytogenes O E.faecalis
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Como en los casos anteriores, la bacterias Gram + son mas sensibles que las bacterias
Gram -, con la excepcion de Y.enterocolitica. Todas las bacterias Gram + son inhibidas com-
pletamente con los films de PE/EVOH y PP con un 10% de aceite esencial de orégano. Una
reduccion de la cantidad de orégano (8%) se traduce en un descenso de la inhibicion obteni-
da, es decir, en un incremento en el nUmero de colonias desarrolladas. Los fims de PP con oré-
gano al 8% inhiben el crecimiento de S.aureus., como se ilustra en la figura siguiente.

W FIGURA IIl.44

A) S.aureus: control frente a PP-Or8. B) B.cereus: control frente PE/EVOH-Or8. C) E.faecalis:
control frente a PP-Or10. D) L.monocytogenes: control frente a PP-Or10

La inhibicion total de S.choleraesuis Unicamente ocurrié en presencia de los films con oré-
gano al 12%, siendo esta cantidad insuficiente para inhibir el crecimiento de E.coli y de Ps.aeru-
ginosa. Sin embargo, se detectd una reduccion del nimero de células viables de ambos micro-
organismos (figura I1l.43).

| 165 |



| 166 |

Interacciones especiales envase-alimento: alta temperatura y envase activo antimicrobiano

l FIGURAIIL45

A) Y.enterocolitica: control frente PE/EVOH-Or6. B) Y.enterocolitica: control frente PE/EVOH-Or8.
C) E.coli: control frente PP-Or12. D) S.choleraesuis: control frente PE/EVOH-Or12

En cambio, los films que llevan incorporada la esencia de canela enriquecida son mas efec-
tivos. Salvo Ps.aeruginosa, cuya resistencia a las condiciones adversas del medio es ya cono-
cida, el resto de microorganismos fue inhibido completamente por los films de PP y PE/EVOH
con un contenido del 10% en peso de canela enriquecida (figura I1l.46). De nuevo, se observd
una mayor resistencia en las bacterias Gram — que en las Gram +.

Las laminas de PP con agente activo consiguen una mayor reduccion del nUmero de colo-
nias que las de PE/EVOH para aquellos casos en los que no se ha logrado la inhibicion com-
pleta, como se ilustra en las figuras I.46 y 47.

Asimismo, los films de PP y PE/EVOH con canela enriquecida al 12% ejercen efecto sobre
el metabolismo de pigmentacion de Ps.aeruginosa, como demuestra la diferencia en la tona-
lidad verde obtenida en presencia de estos films si se compara con el microorganismo control
(figura lI.48).

A lo largo de este apartado, se ha podido comprobar la menor efectividad de los films de
PE/EVOH como envase antimicrobiano. El EVOH confiere al film mayor polaridad y mayor capa-
cidad de fijacion de los compuestos mas polares, como el cinnamaldehido y el carvacrol, res-
ponsables en gran parte de la inhibicion, como se ha demostrado en los Capitulos precedentes

El grado de fijacion de estos compuestos en la matriz polimérica se evaluara en el siguien-
te apartado, donde se estudia la atmdsfera generada por las diferentes laminas activas de oré-
gano y esencia de canela enriquecida. La velocidad de liberacion de los compuestos y su grado
de encapsulamiento en el film son las claves para comprender el mecanismo de actuacion de
estos films antimicrobianos.
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W FIGURA IIl.46

Actividad antimicrobiana de los films de PP y PE/EVOH en funcion del porcentaje en peso
de la esencia de canela enriquecida (enrCa)
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W FIGURA 47

A) S.aureus: control frente PP-enrCa6. B) S.aureus: control frente PE/EVOH-enrCa6.
C) Y.enterocolitica: control frente PE/EVOH-enrCa6. D) E.faecalis: control frente
PP-enrCai2

l FIGURA 1148

Efecto de las laminas de PP (A) y PE/EVOH (B) -enrCa12 sobre el crecimiento
y el metabolismo de pigmentacién de Ps.aeruginosa

8.3.2. Atmosfera generada por las laminas de PP y PE/EVOH

Se cuantifico la composicion de la atmodsfera generada por los films de PE/EVOH y PP que
incorporan esencia de orégano al 1, 4, 6, 8, 10y 12% y por los films que incorporan esencia
de canela enriquecida al 1, 4, 6 y 8% en el instante inicial y a las 3, 6, 12, 24 y 48 h de incu-
bacion a 30 °C.

Orégano (Or)

Las laminas que contienen esencia de orégano liberan al espacio de cabeza p-cimeno, limo-
neno, 1,8-cineol, canfor, borneol, estragol, timol, carvacrol, f—cariofileno y a—humuleno, en una
concentracion que es funcion de la concentracion inicial en la capa activa y de las propiedades
de retencion del plastico al que se incorporan (PP o PE/EVOH). En los films con mayor conte-
nido en aceite esencial de orégano (10 y 12%) se detectan también a—pineno, canfeno, p-pine-
no y estragol durante las tres primeras horas de incubacion (figura I11.49).
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W FIGURA I11.49

Cromatograma de PE/EVOH con orégano al 12% a las 3 horas de incubacion (azul) y de PP
con orégano al 4% a las 6 horas (verde)
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El compuesto mayoritario, entre un 80-90% del total de analitos cuantificados, es el car-
vacrol, seguido del timol, borneol y canfor, cuya concentracion en todas las atmosferas anali-
zadas es muy similar.

En la figura lll.50, se muestra la evolucién con el tiempo de la concentracion de carvacrol
y timol para los diferentes films antimicrobianos. Salvo en el caso de PP con orégano al 12%
(PP-Or12), las tendencias observadas para los dos isémeros son similares.

Durante las doce primeras horas, cuanto mayor es la cantidad de orégano que se ahade
a la capa activa, mayor es la concentracion de carvacrol y timol que se libera en el interior de
la placa Petri.

B FIGURA 111.50

Evolucion de la concentracion de carvacrol y timol (ug/L) en el espacio de cabeza de la
placa Petri en funcién del tiempo, la concentracion de orégano en la capa activa y el tipo
de polimero al que se anade
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t(h)
| —g— PE/EVOH-Or . 0. o PP-OT —4— PE/EVOH-Ord . .p. .PP-Ord
| —4— PE/EVOH-O6 o ogu » PP-O6 — s PEEVOH-O018 . .g. .PP-Or8

= PE/EVOH-Or10, .y. «PP-Or10 =4 PE/EVOH-Or12, 4. -PP_Or12

La concentracion de timol y carvacrol aumenta hasta alcanzar un maximo, entre las 3y las
12 h, en funcién del film. Pasado ese intervalo, la cantidad de estos isémeros en el espacio de
cabeza disminuye hasta un nivel que se mantiene practicamente constante durante el resto del
tiempo que dura el muestreo.

El sistema experimental compuesto por medio, placa Petri, film y brida, al no ser herméti-
€0, no constituye un sistema en equilibrio. Por otra parte, los films empleados no son barrera
total frente a los aromas, por lo que los analitos difunden a lo largo del espesor de la lamina anti-
microbiana para desprenderse en la atmdsfera interna de la estufa incubadora.

Eltimol y el carvacrol son los responsables de la actividad antimicrobiana de la esencia de oré-
gano (capitulo 5). Aunque se desconoce con exactitud el mecanismo de actuacion de estos com-
puestos, numerosos autores apuntan a una actuacion durante la fase lag, que en el caso de las
bacterias es de varias horas. Como puede observarse en la figura I11.50, durante las primeras horas
y para una misma cantidad de orégano en el flm, el PP desprende mayor cantidad de carvacrol
y timol que el PE/EVOH, lo que explica la mayor efectividad de los fims fabricados con PP.

Existe, por lo tanto, un mayor grado de retencién de timol y carvacrol por parte del PE/EVOH,
debido, principalmente, a la mayor afinidad de estos compuestos fendlicos con la parte polar de
la matriz polimérica (EVOH). Este hecho se manifiesta en una liberacién mas controlada al espa-
cio de cabeza de la placa Petri, tal y como se aprecia en la figura ll.50. El maximo de timol y car-
vacrol para la mayor parte de los films de PE/EVOH se alcanza a las 12 horas de incubacion,
mientras que en el caso del PP ese maximo de concentracion se produce a las 3 h.

Canela enriquecida en cinamaldehido (enrCa)

Los compuestos detectados en la atmdsfera generada por los films con canela enriqueci-
da han sido cinamaldehido, entre un 85-95% del total de analitos cuantificados, p-cimeno, limo-
neno, linalol y trazas de estragol y eugenol (figura lll.51).

La evolucion de la concentracion de cinamaldehido en la atmdsfera en funcion del tiempo
y de la matriz polimérica de procedencia se representa en la figura I1.52.
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H FIGURA 11151

Cromatograma de PE/EVOH con canela enriquecida al 6% en verde (3 h). Cromatograma
de PP con canela enriquecida al 6% en azul (3h)
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Evolucion de la concentracién de cinamaldehido (ug/L) en el espacio de cabeza de la placa
Petri en funcion del tiempo, la concentracion de esencia de canela enriquecida en la capa
activa y el tipo de polimero al que se ainade
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Aligual que ocurria con el carvacrol y el timol en PP, la maxima concentracion de cinamal-
dehido se alcanza a las 3 horas de incubacion y aumenta con la proporcion de esencia de cane-
la enriquecida en el film.

El cinamaldehido es el responsable de la actividad antimicrobiana de la esencia de canela
enriquecida (capitulo 5). La liberacion de cinamaldehido al espacio de cabeza durante las tres
primeras horas de incubacion es mas elevada desde el PP que desde el PE/EVOH, ya que la
capa de EVOH le confiere al film mayor capacidad de retencion de las moléculas mas polares.
LLa mayor efectividad de los films de PP se debe, por lo tanto, a la mayor concentracion cina-
maldehido liberado a la atmdsfera durante la fase lag de crecimiento.

Si se comparan las figuras I11.50 y lI1.52, se observa una gran disminucion de la concentracion
de cinamaldehido a las 6 horas de incubacion, en comparacion con la variacion de concentracion
de timol y carvacrol entre las 3-12 h. Este hecho sugiere un mecanismo de interaccion de timol
y carvacrol con las matrices poliméricas de PE/EVOH diferente que el de cinamaldehido.

Los hongos (mohos y levaduras) fueron inhibidos completamente por los fims de PP y
PE/EVOH con un 4% de canela enriquecida u orégano, mientras que eran necesarias mayores
concentraciones de ambas esencias en la capa activa para impedir el crecimiento de las bac-
terias. La incorporacion de mayores cantidades de sustancia activa a los films de PP y PE/EVOH
supone un cambio en la tonalidad inicial del film, ademas de un aumento en su aromaticidad,
lo que podria ocasionar el rechazo del producto por parte del consumidor. Por estos motivos,
y a falta de estudios organolépticos, se han seleccionado los films que incorporan las esencias
al 4% para las pruebas de vida media.

8.3.3. Estabilidad antifungica de las laminas de PE/EVOH y PP con un 4% en peso de
esencia de canela enriquecida o de esencia de orégano

De cara a una posible aplicacion industrial, es deseable que las laminas activas conserven
sus propiedades antifingicas con el tiempo. El interés de este concepto, responde, por ejem-
plo, al caso comun de que el envasado no se lleva a cabo por el productor del film, de mane-
ra gue es necesario que las laminas conserven las propiedades con el tiempo.

Un lote de laminas de cada tipo (PP-enrCa4, PP-Or4, PE/EVOH-enrCa4 y PE/EVOH-Or4),
se almacen6 durante 2 meses a temperatura ambiente (= 15 °C). La actividad antimicrobiana
de los films fue evaluada semanalmente. Los resultados obtenidos se muestran en la figura I11.53.

Las laminas de canela enriquecida consiguen prolongar su efecto antifingico durante un
periodo de tiempo superior a 76 dias para los microorganimos objeto de estudio. La concen-
tracion de cinamaldehido liberada al espacio de cabeza durante los 5 primeros minutos de incu-
bacion (figura I1l.53) no disminuye en funcion del envejecimiento del plastico. Ademas, los films
con esencia de canela enriquecida producen un efecto fungicida sobre A.flavus y C.albicans.
Una vez pasado el periodo de incubacion se eliminé el foco causante de la inhibicion (film), se
cubrié la placa con la tapa superior y se prolongé la incubacion, sin que se produjese la apa-
ricion de colonias de hongos sobre la superficie del medio de cultivo.

Aungue las laminas con orégano también inhiben el crecimiento de C.albicans durante mas
de 76 dias, unicamente las laminas de PP poseen un efecto fungicida. Por otro lado, los films
con orégano no logran inhibir completamente el desarrollo del moho Pnalgiovense. A partir del
dia 29 y 36 se observa la aparicion de colonias, menos desarrolladas que el blanco, en las pla-
cas incubadas bajo PP y PE/EVOH, respectivamente. En ambos casos, el efecto del orégano
es fungiestatico, se produjo un crecimiento de las colonias una vez retirado el film.
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W FIGURA 1153

Estabilidad en el tiempo de la inhibicion fangica de los films de PP y PE/EVOH que
incorporan esencia de orégano (Or) y de canela enriquecida (enrCa) al 4%
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M FIGURAIII.54

A) Inhibicién de C.albicans frente a PE/EVOH-enrCa4 en el dia 48. B) Inhibicién de A.flavus
frente a PP-enrCa4 en el dia 71.

B FIGURAIII55

A) Inhibicién de C.albicans frente a PE/EVOH-Or4 en el dia 71. B) Inhibicion de Pnalgiovense
frente a PE/EVOH-Or4 en el dia 71
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La cantidad de carvacrol liberada es siempre mayor para PP que para PE/EVOH, razon por
la que PP tiene una vida Util mas larga que PE/EVOH en la inhibicion de mohos. Aunque apa-
rentemente la concentracion de carvacrol aumenta a partir del dia 35 de aimacenamiento (figu-
ra ll.56), también se observa una mayor variabilidad de los datos, que se justifica teniendo pre-
sente las condiciones de almacenamiento de los fims. Las laminas activas se han almacenado
juntas, con contacto directo entre ellas, al igual que ocurriria en las bobinas producidas indus-
trialmente. El contacto directo facilita la difusion de los compuestos activos de unas laminas a
otras. Cuanto mayor es el periodo de almacenamiento, mayor es la difusion y mayor es la dife-
rencia de composicion entre las laminas.

No obstante, este aumento de concentracion de carvacrol no supone un incremento en su
capacidad antifungica, mas bien al contrario. La duracion de la fase lag de Pnalgiovense es de
varios dias. En cambio, la medicion de la atmdsfera se ha efectuado en los 5 primeros minu-
tos. Seria necesario estudiar la evolucion de la concentracion de los agentes antifingicos (car-
vacrol y timol) durante los primeros dias de incubacion de los mohos para explicar de manera
concluyente este resultado.

H FIGURA 11156

Cantidad de cinamaldehido, carvacrol y timol liberada por las laminas antimicrobianas
envejecidas durante los 5 primeros minutos de incubacion
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En este capitulo se ha comprobado la efectividad antifingica de los nuevos envases acti-
VoS que incorporan un 4% en peso de esencia de canela enriquecida o0 esencia de orégano.
Aumentando la cantidad de aceites esenciales (8% canela enriquecida 'y 12% el de orégano) se
consigue la inhibicion total de la mayoria de las bacterias.

El nuevo envase antimicrobiano propuesto como consecuencia de este trabajo, que incor-
pora en films de PP y PE/EVOH un 4% de aceites esenciales, es vélido, en principio, para todos
los alimentos que se deterioran por la presencia de mohos y levaduras, retardando, igualmen-
te, el crecimiento de bacterias indeseables. Los films antimicrobianos mantienen su capacidad
inhibitoria durante méas de dos meses.
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9. Ensayos de migracion con los films antimicrobianos. Validaciéon
para su empleo en contacto con alimentos

9.1. INTRODUCCION

La legislacion europea en su Directiva 2002/72/CE (2002/72/CE) y su modificacion poste-
rior 2004/19/CE (2004/19/CE) establece una lista de sustancias positivas que pueden incor-
porarse a los materiales plasticos destinados a utilizarse en contacto con alimentos, asi como
unos limites de migracion especifica (SML) para algunas de ellas. El cumplimiento de estos
SMLs se comprueba mediante la realizacion de ensayos de migracion, definidos en la Directi-
va 82/711/CEE (82/711/CEE) y sus ulteriores modificaciones (93/8/CE y 97/48/CE). Breve-
mente, un ensayo de migracion consiste en poner en contacto durante un tiempo y a una tem-
peratura determinada (en funcién de las condiciones previstas de uso) el material a ensayar con
los distintos simulantes establecidos (A, acuoso; B, acido; C, alcohdlico y/o D, graso) selec-
cionados en funcién del alimento o tipo de alimentos que se prevé que vayan a entrar en con-
tacto con el material. Finalmente, una vez concluido el ensayo, se realizan sobre el simulante la
determinacion analitica. En el mismo sentido, se han establecido los denominados ensayos de
migracion global, en los que el simulante tras el ensayo se evapora y se determina por pesa-
da el residuo seco, dando una idea no cualitativa de la cantidad de compuestos que se trans-
fieren al alimento durante una aplicacion real. Sin embargo, dentro del concepto de envase acti-
vo e inteligente se hallan los envases no inertes donde, de forma intencionada, se persigue
precisamente la liberacion de sustancias desde el envase al alimento o al espacio de cabeza del
envase con algun efecto beneficioso. Es, por tanto, necesaria una revision de la legislacion
donde estos nuevos conceptos de envase queden incluidos.

En el Reglamento (CE) 1935/2004 del Consejo Europeo (2004/1935/CE) se introducen por
primera vez los términos envase activo e inteligente. Se prohibe especificamente el uso de sus-
tancias como colorantes y aromatizantes en estos envases porque pueden inducir a error al
consumidor acerca del estado de salubridad del alimento. No obstante, y segun este Regla-
mento, “hasta que no se adopten normas adicionales mediante una medida especifica sobre
los materiales y objetos activos e inteligentes, las sustancias deliberadamente incorporadas en
los materiales y objetos activos que vayan a liberarse en los alimentos o en su entorno debe-
ran autorizarse y utilizarse con arreglo a las disposiciones comunitarias correspondientes apli-
cables a los alimentos”, lo que significa que toda sustancia incorporada desde el envase al ali-
mento debe cumplir la Directiva 89/107/CEE (89/707/CEE) sobre aditivos alimentarios.

La Directiva 89/107/CEE clasifica los aditivos alimentarios como conservantes, colorantes,
aromatizantes, estabilizantes de calor, etc., en funcién del efecto buscado al adicionarlos al ali-
mento. Existe una legislacion especifica para cada grupo de aditivos. Concretamente, los acei-
tes esenciales y la mayoria de sus constituyentes se encuentran admitidos como aromatizan-
tes por la Decision 2002/113/CE (2002/113/CE) de la Comision Europea.

Por otra parte, la Comision Europea, a través de su Laboratorio de Referencia (http://crl-
fem.jre.it/), establece una serie de métodos oficiales para la determinacion de la migracion espe-
cifica de varias sustancias. Sin embargo, de los constituyentes de los aceites esenciales, Uni-
camente existe metodologia para la determinacion del eugenol, propuesta por Jan J. de Bont
en 1992, y basada en la extraccion con metanol durante 24 h e inyeccion directa en HPLC.

No hay que perder de vista que los terpenos son compuestos volatiles y semivolatiles, por
lo que es preferible el empleo de métodos de andlisis basados en cromatografia de gases. Asi,
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la extraccion con diclorometano y mezclas de dietil éter-pentano (1:1), seguido de un anélisis
por GC/MS, se ha estudiado para la extraccion de linalol, nerol, a—terpineol, citronelol y gera-
niol de muestras hidroalcohdlicas con resultados interesantes (Lopez y Gomez, 2000). Otros
métodos de extraccion habituales se basan en extraccion en fase sélida, SPE, empleando car-
boén activo (Edris et al, 2003), y en microextracion en fase solida, SPME, (Deng et al., 2004; Tovar
et al.; 2005; Lopez et al., 2005 y 2006). Recientemente se ha publicado la extraccion con mez-
clas de acetato de etilo/tetrahidrofurano (4:1 v/v), de lactonas de terpenos desde muestras
acuosas. Tras la evaporacion de la fase organica, el producto obtenido por redisolucion con
metanol se inyectaba en HPLC para su analisis (Lang et al., 2004).

Una alternativa interesante es la microextracion por gota en fase liquida (L-SDME). En ella,
una microgota de disolvente organico, inmiscible con el agua, se suspende en la punta de una
jeringa y se sumerge en una disolucion acuosa con agitacion durante un cierto tiempo (Liu y
Dasgupta, 1996; Jeannot y Cantwell, 1996 y 1997; Psillakis y Kalogerakis, 2002) es una téc-
nica rapida y barata, que presenta multiples ventajas frente a la extraccion liquida convencio-
nal, la SPE y la SPME. Al igual que la SPME, con la L-SDME, practicamente se elimina el uso
de disolventes organicos, se consiguen factores de enriquecimiento mas elevados y se integra
la extraccion e inyeccion en un solo equipo. Ademas, tal y como se vio en el capitulo 7, existe
una mayor disponibilidad de disolventes organicos inmiscibles en agua, frente al limitado nime-
ro de fibras de SPME disponible.

Tedricamente, la concentracion de de las analitos en la gota, suponiendo que el volumen
de esta se mantiene constante durante la extraccion, viene determinada por la expresion (Psi-
llakis y Kalogerakis, 2002):

Cin=cyfi-e] Eq [0
donde C°,(t) es la concentracion del compuesto A en la fase organica (gota) a tiempo t; y C>*

es la concentracion de equilibrio del analito en la migrogota y A es una constante de velocidad
de transferencia:

coer _ KaCiV™ Eq [7]
I V!H" + KAVH
Ve o

donde G} es la concentracion inicial de analito en la fase acuosa, V°y V* son, respectivamente,

los volimenes de la fase organica (microgota) y la fase acuosa, A es el area de la interfase, K,

es el cosficiente de distribucion del analito y k9, es el coeficiente global de transferencia de mate-

ria. En la teoria de las dos capas, el coeficiente global de transferencia de materia se calcula como:

1 _1 K Eq [9]
ke ke K

ot

donde k°y k* son los coeficientes de transferencia del analito en la fase orgénica y en la fase
acuosa. Esta Ultima se calcula segun la ecuacion de Nernst o teoria de la capa limite, que defi-
ne la transferencia de materia en la fase acuosa para la extraccion con migrogota (Jeannot y
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Cantwell, 1997). El coeficiente de transferencia es funcion de la difusividad molecular (D,) del
analito en fase acuosa y del espesor de la interfase que se forma alrededor de la microgota (d).

P Eq [10]
5

La aplicacion de esta técnica para la extraccion de los ftalatos presentes en simulantes
acuosos (A, B, y C) ya ha sido evaluada (Batlle y Nerin, 2004). Queda pendiente su aplicacion
para la extraccion de migrantes de distinta naturaleza.

Debido a las caracteristicas fisico-quimicas del disolvente empleado en la L-SDME, no es
posible el analisis de los simulantes grasos (aceite de oliva o simulantes alternativos) por expo-
sicion directa de la gota. Con el fin, entre otros, de solucionar este problema, se han desarro-
llado técnicas, como las membranas vy las fibras huecas (Shen y Lee, 2002; Zhao y Lee, 2002;
Basheer y Lee, 2004) que protegen al disolvente organico de la extraccion.

9.2. EXPERIMENTAL

9.2.1. Ensayos de migracion global

Los ensayos de migracion global se realizaron por las dos caras. En el interior de un vial de
20 mL se colocé una lamina de 1 dm? del film correspondiente. Se afadio la cantidad de simu-
lante necesaria para cubrir la lamina por completo (= 15 g). El vial se cerrd herméticamente y
se llevé a una estufa a 40 °C durante 10 dias. Las condiciones experimentales de los ensayos
de migracion se rigen por la legislacion europea (97/48/CE) en funcién del tiempo y tempera-
tura de contacto real. Puesto que los envases activos objeto de estudio se pretenden aplicar
a alimentos de estanteria, es decir, cuya permanencia en el envase es superior a 24 horas a tem-
peratura ambiente, se seleccionaron las condiciones de ensayo estandar, es decir 10 dias de
contacto a 40 °C. Pasado este tiempo, se extrajo la lamina y el contenido del vial se llevé hasta
sequedad por evaporacion controlada, evitando la ebullicion, y se peso.

Los ensayos de migracion global se realizaron, por quintuplicado, para los siguientes fims:

e PPy PE/EVOH (blancos).

e PPy PE/EVOH con aceite esencial de canela al 4%, Ca4.

e PPy PE/EVOH con aceite esencial de clavo al 4%, C4.

e PPy PE/EVOH con aceite esencial de orégano al 4%, Or4.

e PPy PE/EVOH con canela enriquecida en cinamaldehido al 4%, enCa4.

9.2.2. Ensayos de migracién especifica

Los ensayos de migracion especifica se realizaron con una cara del film en contacto direc-
to con el simulante. Unicamente se muestrearon las laminas activas de PP y PE/EVOH con
mayor actividad antimicrobiana, es decir, aquellas que llevan incorporado aceite esencial de oré-
gano y aceite esencial de canela enriquecido en cinamaldehido al 4%. Ambas caras del film se
sometieron al ensayo de forma independiente con el objetivo de comprobar la difusion de los
compuestos activos a través del film.

Un bote de 250 mL y con un diametro de boca de 6 cm se rellené con 41,72 g de simu-
lante. El film se coloco en la boca del bote y tras cerrar y asegurar su hermeticidad, se gira el
conjunto para favorecer el contacto del simulante con la cara del film a estudiar. La superficie
de film en contacto con el simulante era 28,27 cm?, lo que permite guardar aproximadamente
la relacion establecida en la legislacion: 1kg por 6 dm? (figura lll.57). Las muestras se almace-
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naron a 40 °C y durante 10 dias, segun lo establecido en la Directiva 97/48/CE (97/48/CE).
Pasado ese tiempo, se giran los botes a su posicion original, se retira el film, se pesa el con-
tenido de simulante y se extrae de la muestra la cantidad necesaria para la determinacion de
los compuestos migrados en las condiciones optimizadas.

Hl FIGURA 1157

Esquema del sistema experimental en los ensayos de migracion especifica

L - Simulante

Film

e
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Los ensayos de migracion se realizaron por triplicado. Los analitos migrados del plastico a
los simulantes A, B'y C se extrajeron por la técnica L-SDME y se analizaron por GC-MS. El simu-
lante D (isooctano), se inyecté directamente en el equipo de GC-MS, previa adicion del estan-
dar interno (verbenona). Las laminas de PP y PE/EVOH, sin adicion de componente activo,
aptas para contacto con alimentos segun especificaciones de fabricante, constituyeron los blan-
cos de andlisis.

9.2.3. Caracteristicas fisico quimicas de los analitos analizados

La seleccion de los compuestos a analizar se baso en el estudio de los componentes vola-
tiles de los aceites esenciales (ver capitulo 7). A esta lista se le ahadio el tributil citrato, plastifi-
cante y estabilizante de calor, habitual en los films destinados a envase alimentario.

En la tabla I1l.29 se muestran las propiedades fisico-quimicos de los analitos seleccionados,
asi como su el limite de migracion especifica SML (Directiva 2002/72/CE) y el nimero FL o
numero de aromatizante (Decision 2002/113/CE) para aquellos compuestos destinados a entrar
en contacto con alimentos.
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B TABLAIIL.29

CAS (Chemical Abstract Service), solubilidad en agua a 25 °C, log P;,..q..; limite de migracion
especifica (SML) y n°FL (sustancia aromatizante). (a) No debe alterar las caracteristicas
organolépticas del alimento

Compuesto CAS Solubilidad en agua “Log pKa SML n° FL
25°C (mg/L) Pocienct s (mg/kg)

abineno 80868 249 488 ¢ 60_ __ _01.004
Cenfero 79925 46 422 __ 01.009
B-Pineno 18172673 ¢ 922 48 € 60 _01.003
p-Cimeno 99876 234 410 01.002_
Limoneno 5989275 188 45 01.046
18Cineol 470826 00 24 03.001_
o-ferpincleno. 686:62:9 ¢ 95 44 01.005_
Linaol _ 78706 %0 28 02.013
Canfor 76222 0 238 __@____07.006
Borneol 464487 740 28 02.016
Estragol 140670 78 84T __ 04.010
Cinamaldehido  _ _ _ _14371-109 _ gré0 e 05.014
Timol 8988 90 83 106 _ 04.006
Bornilacetato 76493 232 88 ______________ 09.017_
Carvacrol 499752 1260 849 106 04.031
Eugenol 97880 2460 22r 102 002 04003
p-Cariofleno 87445 | 00748 680 ______________ 01.007_
o-Humuleno . 6753986 ootrr 6% 01.043
Bencilbenzoato  120-81-4 154 887 09.727_
Tributil citrato 247 3,28 09.511

9.2.4. Microextraccion por gota en fase liquida

Una gota de 2,5 L de 6 pg/g de verbenona en p-xileno se suspende durante el tiempo
requerido en el interior de un vial de 4 6 20 mL, conteniendo una disolucién acuosa de terpe-
nos. Pasado ese tiempo, la gota se retrae y se inyecta en un GC/MS.

9.2.5. Optimizacidn y caracteristicas analiticas del método L-SDME

A partir de una disolucion patron conteniendo aproximadamente 650 ug/g de concentra-
cion de los estandares en etanol, se prepararon, en botes de vidrio ambar de 250 mL vy, 24
horas antes a la realizacion de los ensayos, disoluciones de 2,0 pg/g en los simulante A (agua
destilada), B (3% (m/v) de &cido acético en agua) y C (10% (v/v) de etanol en agua). Las diso-
luciones se almacenaban en nevera hasta el dia siguiente, cuando se tomaba de los botes la
muestra necesaria para la realizacion de cada uno de los ensayos de optimizacion.

La relacidon normalizada entre el &rea del compuesto y el area del estandar interno (verbe-
nona) constituye la respuesta objetivo en la optimizacion. Esta respuesta, con el fin de eliminar
distorsiones en el modelado, se normalizé respecto a la mediana de las relaciones obtenidas
para cada punto del disefio. El proceso se llevd a cabo de manera conjunta (global) para todos
los analitos e individual para cada uno de ellos.
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Para la determinacion de la robustez, repetibilidad y precision intermedia se emplearon diso-
luciones de terpenos, preparadas 24 h antes, a concentracion 0,05 pg/g en simulante A, By
C, concentracion del mismo orden de magnitud que la correspondiente al limite de migracion
especifica (SML) de eugenal.

9.2.6. Andlisis por GC-MS

El andlisis de las muestras se efectlio en un cromatografo de gases Hewlett Packard 6890
acoplado a un espectrémetro de masas 5973 como detector. La columna capilar escogida para
separar los analitos fue una HP-5 MS (60 m x 0,25 mm; 0,25 um de espesor). La temperatu-
ra de inyeccion fue 270 °C, en modo splitless durante 18 s. El programa de temperaturas del
horno cromatografico se muestra en la figura IIl.58.

l FIGURA 1158

Programa de temperatura del horno cromatografico
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La temperatura de la interfase fue de 280 °C y el flujo de gas portador, helio de 99,999 pure-
za, constante a 1 mL/min. La cuantificacion de la migracion en los simulantes A, By C se rea-
liz6 en modo scan, en un rango de 45 a 250 m/z y a una velocidad de barrido de 6,61 u.m.a/s.
Las muestras de simulante D se inyectaron en modo scan y se cuantificaron en modo SIM
(Selective lon Monitoring), con las siguientes relaciones masa/carga: a—pineno, canfeno, f—pine-
no, a~terpinoleno y linalol, m/z 93 y 121; p-cimeno, limoneno y 1,8-cineol, m/z 119, 68 y 134;
canfor, borneol y estragol m/z 95y 148; verbenona, m/z 107 y 135; cinamaldehido, timol, bor-
nil acetato y carvacrol, m/z 131, 135y 95; eugenol, m/z 164; p-cariofileno, m/z 133, 105y a-
humulene, m/z 93.

9.3. RESULTADOS Y DICUSION

9.3.1. Ensayos de migracion global

Los resultados de los ensayos de migracion global se muestran en la tabla I11.30.
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W TABLA .30

Valores de migracién global (mg/dm? para los films antimicrobianos con un 4% de esencia

Or4 enrCa4
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, nd._____002:0,02
. .. .ne . ne. NG nd.______nd__
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, nd._____014£0,10
== _ ___YnLiv_ ____ne_ ______na_______ nd.______nd__
P nd______nd ______nd_ 009008 ___nd__
e QU na QU nd. ______nd__
6____ 0324019 013010 ___ _nd__
0,41+0,24 0,12+0,04

Como simulante graso (D) se empled isooctano. Las razones de esta eleccion se basan, en
primer lugar, en su mayor compatibilidad con el sistema de analisis (GC-MS) que facilita la inyec-
cion directa, y en segundo lugar, por razones de seguridad alimentaria, al sobreestimar la migra-
cion de los alimentos sdlidos, tal y como se menciond en la seccion |l.

Los valores de migracion global calculados no sobrepasan, en ningun caso, el limite esta-
blecido por la Legislacion Europea en la Directiva 2002/72 (2002/72/CE), de 10 mg/dm?.

LLas mayores migraciones se producen en el simulante D, simulante graso. Debido a su carac-
ter lipofilico, la solubilidad de los polimeros PP, PE/EVOH es mayor en los disolventes apolares. En
este caso, el isooctano, simulante mas apolar, penetra con mayor facilidad entre las cadenas poli-
meéricas, consiguiendo una mayor extraccion (migracion) de los componentes organicos del film.

En el resto de simulantes, solo se detectd migracion global en polipropileno para la esen-
cia de canela y la esencia de canela enriquecida en cinamaldehido. En el capitulo anterior se
demostré la menor interaccion entre los componentes activos del film y el prolipropileno, por lo
que los compuestos procedentes de los aceites esenciales se liberan con mayor facilidad a
simulantes acuosos (A, By C) desde el film PP que desde el flm PE/EVOH. En el caso del simu-
lante graso, su mayor poder de penetracion en la estructura interna del film, origina una mayor
migracion en los films de PE/EVOH que en los de PP.

En cualquier caso, y desde el punto de vista de la migracion global, la utilizacion de los fims
activos, en los que se ha incorporado producto activo en un 4%, no entrafia ninglin riesgo en la
salud del consumidor. No obstante, esta informacion general debe completarse mediante los ensa-
yos de migracion especifica, en los que se determinara la inocuidad de los films antimicrobianos.

9.3.2. Ensayos de migracién especifica

9.3.2.1. Optimizacion del método de extraccion L-SDME: simulantes A, By C

La eleccion del disolvente de extraccion mas apropiado es una decision muy importante
para lograr una selectividad adecuada de los analitos. El p-xileno con un punto de ebullicion ele-
vado (se reducen las pérdidas por evaporacion), una tension superficial elevada (fuerzas de
cohesion en la interfase para evitar la re-disolucion), y un valor de log P similar a la mayoria de
los analitos de interés, fue el disolvente de extraccion escogido entre los candidatos que se
muestran en la tabla I11.31 y seleccionados en base a la bibliografia consultada (Psillakis y Kalo-
gerakis, 2001 y 2002; Lopez-Blanco et al., 2003; Batlle y Nerin, 2004).
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W TABLA 111.31

Propiedades de los disolventes de extraccién

Disolvente Solubilidad en agua Tension superficial Log P Temperatura
de extraccion (mg L, 25°C) (din cm™) de ebullicion (°C)
n-Hexano S £ 1) B 30 687
Diclorometeno 1820 2812 125 40
pXileno 62 2830 ______ 320 1383
lscoctano e 1Y € A 409 92
Tolueno 526 28,53 2,73 110,6

El resto de variables a optimizar fueron:

¢ Volumen de la gota (Vg): Cuanto mayor es el volumen de la gota, mayor es la cantidad de
analitos extraidos, debido al incremento de la superficie de la interfase L-L. Sin embargo,
las gotas de gran tamano son mas inestables. La gota se mantiene en el bisel de la jerin-
ga por la accion de tres fuerzas (ver figura I1.59).

H FIGURA 11159

Esquema de las fuerzas que interviene en la suspension de la gota en la punta de la jeringa

Fe

Fe=Vol . *p,.

__// Fg . VO!"""’ * P o

Fa=[(o)

v
Fg

F.: empuje; Fy: gravedad; F,: adhesion; Vol,,,: volumen de la gota; p,,,: densidad de la gota; p,.: densidad de la disolucion acuosa; o:
tension superficial.
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Cuando F.-F, es mayor que F, debido al aumento del volumen (p,.>p,.), la gota comien-
za a desplazarse lentamente hacia la superficie desde la punta de la jeringa (He y Lee, 1997).
Ademas, la inyeccion de grandes volimenes produce un ensanchamiento en los picos cro-
matograficos.

e Tiempo de extraccion (Ti): La L-SDME no es un método de extraccion total, ya que los
analitos se reparten entre la fase acuosa vy la fase organica (microgota) en funcion de la
constante de reparto. Aunque la maxima sensibilidad se alcanza en el equilibrio, éste se
suele alcanzar a tiempos de trabajo del orden de 30 minutos o superiores, de manera que
por razones operativas (entre las que ocupa un lugar relevante el aumento en la ratio de
pérdida de gotas con el tiempo), se suele trabajar a tiempos mas cortos. Por lo tanto, para
que las caracteristicas analiticas del método no se vean comprometidas, es necesario lle-
var a cabo un control exhaustivo de este tiempo.

Grado de agitacion (Ag): La agitacion de la muestra mejora la extraccion y reduce el tiem-
po en que se alcanza el equilibrio. La teorfa de la capa limite para la transferencia global
de materia, propuesta por Nernst (Nernst, 1904) y desarrollada por Lewis y Whitman
(Lewis y Whitman, 1924; Cussler, 1984) explica este hecho. Segun esta teoria, el coefi-
ciente de transferencia de masa para la fase acuosa es inversamente proporcional al espe-
sor de la capa limite (8). Al aumentar el grado de agitacion, se aumenta la turbulencia y dis-
minuye 8. No obstante, demasiada turbulencia puede ocasionar el desprendimiento de la
gota (Psillakis y Kalogerakis, 2001).

Adicion de sal (Sa): La adicion de sal incrementa la fuerza idnica de la disolucion. Gene-
ralmente, la adicion de sal reduce la solubilidad de los analitos en la fase acuosa (efecto
salting-out). Sin embargo, en varios estudios se ha mostrado un efecto adverso con la pre-
sencia de sal (Psillakis y Kalogerakis, 2002; Lopez-Blanco et al., 2003; Lambropoulou et
al., 2004), atribuido a la variacion de las propiedades fisicas en de la capa limite o film de
difusion de Nernst, responsables de la disminucion de la velocidad de difusion. Palit (Palit
et al., 2005) demostrd que, aunque el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio aumen-
ta con la presencia de sal, se logra una mayor extraccion de los analitos.

Temperatura de extraccion (Te): Los efectos de la variacion de la temperatura en la micro-
extraccion son diversos. Ademas de los efectos puramente practicos, es evidente que un
incremento de temperatura aumenta el coeficiente de difusion en la capa limite, pero dis-
minuye el coeficiente de particion en la fase organica (Lord y Pawliszyn, 2000), de forma
que el equilibrio se alcanza a tiempos mas cortos, pero con una concentracion menor de
analito extraido. Otra implicacion, relacionada con la anterior, viene dada por el hecho de
que si no se trabaja en condiciones de equilibrio, la cantidad extraida aumenta por el incre-
mento de la difusion a través de la capa limite.

Volumen de vial (Vv): El volumen del vial, y mas concretamente su forma, puede afectar
a la estabilidad de la gota. La proximidad de las paredes del vial a la gota tiene varios efec-
tos como por ejemplo el que la gota, por tension superficial, se desestabiliza y dispersa
en la superficie de la pared.

¢ \olumen de llenado (%V): El volumen de llenado tiene una relacion directamente propor-

cional con la masa de analito presente en la fase acuosa.

La optimizacién de las condiciones de extraccion se realizé en dos pasos. En una prime-
ra aproximacion se obtuvieron las variables relevantes para cada simulante mediante un dise-
no de experimentos tipo Plackett-Burman (Plackett y Burman, 1946) que incluia ocho variables
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a dos niveles y tres experimentos en el punto central. En la tabla I11.32, se muestra el rango expe-
rimental de los factores seleccionados para el estudio. Se incluyd una variable azar (Ra), que no
implica variacion experimental alguna, como medida de la calidad del método. En este primer
paso el criterio de optimizacion seguido fue la obtencion de la méaxima sensibilidad, calculada
como la suma del érea normalizada de todos los analitos.

W TABLA111.32

Rango experimental de los factores de optimizacion considerados y su valor éptimo

Factores Valores 6ptimos
Sim A Sim B Sim C

Voumenvalvw(mb) 41020 4 4 20__
Jllenado (%) %0 ¢ ©_ % _ 50__
Voumendegota(vgl) 0525 25 _ 25 25
Tiempo de extraccién (Timin) 0510 ___10_____10_ 10
Temperatura de extraccién (fTe (°C) 8080 ¢ 080 60__
.Sal(@ 6w __ o0 _____ o_____0 _
Agitacion (Ag (rpm)) 100 400 100

El volumen del vial (W), el volumen de llenado (%V), el volumen de gota (Vg) y el tiempo de
extraccion (Ti) son las variables mas relevantes para los simulantes A 'y B (figura IIl.60). La extrac-
cion en estos simulantes se ve favorecida por un menor volumen de vial y muestra (disminu-
yendo el efecto de la difusion en la masa acuosa), y un mayor tiempo de extraccion y volumen
de gota (aumentando la superficie de la interfase). En el simulante B, 3% de acido acético (m/m),
también son significativos los factores de agitacion (Ag), correlacionado positivamente, y el por-
centaje de sal (Sa), correlacionado negativamente.

Para los compuestos con elevados coeficientes de reparto (K), la transferencia de masa en
la fase acuosa es la etapa limitante. Sin embargo, cuanto mas pequeno es el valor de K, es
imprescindible considerar la transferencia de masa en ambas fases liquidas (Jeannot y Cantwell,
1996). Esta teoria se ilustra en el simulante C, que con un 10% de etanol, es menos inmiscible
en p-xileno que los otros dos simulantes. En este caso, la temperatura de extraccion (Te), que
incrementa la difusion en el seno de la fase organica y acuosa, se convierte en un factor a tener
en cuenta. El tiempo de extraccion y el porcentaje en sal son igualmente variables significativas
en este simulante (figura IIl.60).

En todo caso, estas conclusiones deben ser tomadas con precaucion, ya que las interac-
ciones entre variables no estan incluidas en el modelo de “screening”. Es destacable que la varia-
ble ficticia Ra no tiene relevancia en el caso de los modelos obtenidos para los simulantes Ay B.
Sin embargo, para el simulante C (10% v/v EtOH) la barra de error del coeficiente no cruza el valor
nulo, lo que le asigna una tedrica influencia positiva, pero con poco peso global. Este hecho indi-
ca que las variables seleccionadas no describen en su totalidad el proceso, lo que en principio obl-
garia a redefinir las mismas, incluyendo parametros relacionados con miscibilidad y redisolucion.
Sin embargo, debido a su bajo peso estadistico no se llevo a cabo la reforma del modelo.
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Il FIGURA III.60

Factores relevantes en L-SDME de los terpenos de los simulantes A,By C
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En el siguiente paso de la optimizacion se calculo la superficie de respuesta para los tres
simulantes segun el modelo cuadratico de Box Behnken, que propone experimentos para el
valor medio del rango de los factores relevantes, ademas de un experimento por triplicado en
el punto central. La figura lll.61 muestra los factores significativos y los coeficientes para el glo-
bal de los analitos, asi como los valores descriptivos R? y Q°.

Bl FIGURA 11161

Coeficientes para los factores significativos en la superficie de respuesta
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Para los simulantes Ay B, el tiempo de extraccion (Ti) es el factor mas influyente, lo que indi-
ca que en ninguin caso se ha alcanzado el equilibrio. Asi, un incremento en el tiempo de extrac-
cion se correlaciona de forma directa con un incremento en la cantidad extraida, como demues-
tra el valor positivo de los coeficientes de la variable en el modelo. Para el simulante A, cuanto
menor es el volumen del vial (Vv), mayor cantidad de analitos se extraen. Aunque el porcenta-
je de llenado (%V) no tiene importancia como variable independiente, si ejerce influencia a tra-
vés de la interaccion cruzada Ti*%V.

La agitacion (Ag) favorece la extraccion en el simulante B, al aumentar la transferencia de
materia por la disminucién del espesor de la capa limite. El coeficiente de la interaccion cruza-
da Ag*Ti es positivo, lo que significa que ambas variables actian en el mismo sentido. El resto
de variables significativas para el simulante B son el porcentaje de llenado (%V), la fuerza ioni-
ca de la fase acuosa (Sa), el término cuadratico %V*%V y la interaccion cruzada Sa*Ti. En este
caso, la adicion de sal produce un efecto contrario al conocido como “salting-out”. La variacion
de las propiedades de la capa limite o film de Nernst, como consecuencia del aumento en la
fuerza idnica de la fase acuosa, ha ocasionado una disminucion en la velocidad de transferen-
cia. Al contrario que en el estudio de Palit (Palit et al., 2005), el incremento del tiempo de extrac-
cion en los experimentos con mayor contenido salino no mejora el proceso, tal y como indica
el coeficiente negativo del término Sa*Ti.

Los coeficientes representados en la figura lll.61 para el simulante B son representativos de
la tendencia global, marcada por los analitos linalol, canfor, borneol, estragol, cinamaldehido,
timol, bornil acetato, carvacrol, eugenol, p-cariofileno, a—humuleno, bencil benzoato y tributil
citrato. Para los analitos mas volatiles (a—pineno, canfeno, f—pineno, p-cimeno, limoneno y a.—
terpinoleno), el volumen del vial (W) y las interacciones cruzadas %V*Tiy Sa*Ag también son
factores relevantes.

La variable mas significativa en la extraccion de los analitos del simulante C es la fuerza ioni-
ca (Sa), seguida de la interaccion cruzada Ti*Sa, ambas correlacionadas negativamente. Al igual
que en el simulante B, la variacion de las propiedades fisicas de la capa limite con la adicion de
sal disminuye la velocidad de transferencia de materia, y por tanto, la cantidad total de masa
transferida. En este simulante, tampoco se ha conseguido alcanzar el equilibrio, razén por la que
el tiempo de extraccion (Ti), es una factor relevante con influencia positiva en la extraccion. La
importancia de la temperatura de extraccion (Te) en la extraccion global se refleja en la inter-
accion cruzada Te*Sa. En cambio, la extraccion de p-cimeno, limoneno, a-terpinoleno, f—cario-
fileno y a—humuleno aumenta con la temperatura. Para estos analitos, la temperatura también
ejerce su efecto en la interaccion cruzada Te*Ti.

Los valores 6ptimos obtenidos de las superficies de respuesta se muestran en la tabla I11.32.

9.3.2.2. Caracteristicas analiticas del método

La validacion del método se realizé mediante el calculo de la robustez, precision, rango linear
y limites de deteccion (ver tablas 111.33 y 111.34).

La robustez se define como la insensibilidad del método ante fluctuaciones en el valor de
las variables de procedimiento. Dichas fluctuaciones son muy pequenas y dificiles de prevenir.
La robustez se evalué mediante un disefio de Plackett-Burman de las variables significativas con
una variacion de +10%. La influencia de las variables se determind por comparacion entre los
coeficientes obtenidos para cada variable y sus barras de error. Como las barras de error cru-
zan el eje de abscisas, el valor de los coeficientes puede ser negativo o positivo, lo que impli-
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ca que los factores no son influyentes, y por consiguiente, los métodos son robustos. Este fue
el caso para todos los factores considerados.

l TABLA .33

Robustez (Rob), repetibilidad (Repet) y precision (Prec.), expresadas como %RSD

Simulante A Simulante B Simulante C
Rob.  Repet Prec. Rob. Repet  Prec. Rob. Repet Prec.
n=8 n=8 n=8

p-Cimeno _ ¢ Si__ 9% _15% Si__10% _ 1% Si_18% _ _11%__
Limoneno _ ¢ Si__22% _ 16% Si__12% 1% Si_13% _ _10%__
1.8Cineol ¢ Si__ 7% _Am_ Si__20% _ _4%_ Si__18% _ _12%__
Linalol _ € Si__10%_ _ 8% _ ____ Si__18% _ 18% Si_ 0% _ _18%__
Canfor S Si__10% 5% _____ Si__18% _ 2% Si__7%__15%__
Borneol ¢ Si__12%_ _ 11% Si__16% _ 158% __ _ _ _ 3 Si__11% _ _12%__
Estragol ¢ Si__18% 2% _____ Si__18% _ 12% Si_ 10% _ _18%_ _
Cinamaldenido  _ _ Si _ _ 8%__ 10% Si__19% __8» Si_ 14% _ _18%__
Timol S Si__14%__ 10% __ ___ Si__16% _ 14% __ _ _ _ Si__18% __ 6% __
Bornilacetato  _ Si _ _13%__ 1% Si__16% _ 16% Si_12% _ _16%__
Carvacrol € Si__14% 2% _____ Si__16% _ 18% Si_ 1% _ _15%_
Eugenol ¢ Si__18%_ _ 15% Si__18% 7% Si__4%_ _14%__
Bencil Benzoato  _ Si _ _12%__ 17% Si__24% _ 18% Si_ 168% _ _16%__
Tributil citrato_ S Si__ 7% 8% Si__21% 2% Si_18% __ 8% _
TOTAL Si 12% 5% Si 15% 12% Si 14% 13%

La precision, para los analitos mostrados en la tabla I11.34, fue evaluada segun dos para-
metros: la repetibilidad (misma muestra analizada con el mismo método en un corto intervalo
de tiempo) y precision a concentraciones bajas (misma muestra pero analizada en diferentes
dias). Los resultados, expresados como porcentaje de la desviacion estandar relativa (%RSD)
y mostrados en la tabla I11.33, son similares para ambas definiciones y para los tres simulantes.

Il TABLA .34

Rectas de calibrado Y:A/A,,, . .cnas X:C/C, e rhenona)s Fango lineal y limite de deteccion (LOD)

Recta calibrado Linealidad R? (n=8) LOD

(Hg/g) (H9/9)

SIMULANTEA __1.p-Cimeno Y=11,058"X-0021 0023161 _ 09863 __0020
,,,,,,,,, 2.Limoneno _  _ Y=1,8531"X+00317 ___ 00131,50 _ 09320 0001
,,,,,,,,, 3.1.8Cinedl __ __ Y=98986'X-0,02198 _ _ 0024-165 _ 09976 _ 0016
,,,,,,,,, 4. Linalol _____ ___Y=68,521"X-0,1867 _ ___ 0015:1,76 09989 _ 0,005
,,,,,,,,, 5Canfor _ _ ___Y=83877'X00579 __ __ 0012:1,46 09959 0,005
,,,,,,,,, 6.Borneol _ _ _ _ ___Y=28366X-00095 _ ___ 0012:145 _ 09998 0006
,,,,,,,,, 7.Estragol _ _ _ ___Y=66,172X-0,0438 0014166 _ 09990 _ 0,005
,,,,,,,,, 8. Cinamaldehido _ Y=108,02"X-0,6267 ___ 0,051-223 09961 0043
,,,,,,,,, 9. Timol ________Y=9871X00942 _ 0012144 09989 0011
,,,,,,,,, 10. Bornilacstato  _ _Y=52,735"X+0,001 __ _ _ _ 0,020-1,61 09965 0,007
,,,,,,,,, 11.Carvacrol _ Y=15001"X-0316 0024149 09957 0019
,,,,,,,,, 12.Eugenol ______Y=76416'X-08235 0033229 _ 09950 _ 0,030
13. Bencil benzoato Y=11,162"X+0,194 0,026-2,05 0,9919 0,017
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Recta calibrado Linealidad R? (n=8) LOD

(Hg/q) (L9/9)

SIMULANTEB __1.p-Cimeno Y=353,84"X+0,6226 _ _ _ 0,006-162 09953 0,020
,,,,,,,,, 2.Limoneno  _ _ __Y=8512'X+06028 _ __ 0007-151 _ 09545 0,001
,,,,,,,,, 3.18Cineol _ _  _ Y=25089°X-7,0947 _ __ 0026-1,65 09904 0017
,,,,,,,,, 4.Linalol __ _____Y=1282°X-08152 0007177 09978 0,003
,,,,,,,,, S5.Canfor  _ _  Y=34654'X-63844 0023146 _ 09917 _ 0011
,,,,,,,,, 6.Bomeol __ _ ____Y=/7331X0377 0011145 09941 0,006
,,,,,,,,, 7.Estragol  _ _ Y=33856'X-1,2886 __ __ 0,010-166 _ 09945 0,005
,,,,,,,,, 8. Cinamaldehido _ _Y=39754°X-23384 _ _ _ 0051-224 09954 0035
,,,,,,,,, 9.Timol __ ______Y=8876"X76259 __ ___ 0023-144 09924 0012
,,,,,,,,, 10. Bornilacetato  _ _Y=23355"X+0,2497 _ _ _ _ 0,006-1,49 09940 _ 0,002
,,,,,,,,, 1. Carvacrol Y=3987,8°X-1532 0035149 09950 0,023
,,,,,,,,, 12.Eugenol ___ __ _Y=27302'X-978 0036230 _ 09916 _ 0,022
,,,,,,,,, 13. Bencil benzoato  _Y=673,69'X+12,438 0024391 09909 _ 0,005
,,,,,,,,, 14, Tributil citrato _ __ Y=228,26"X+6,4779 _ _ __ 0,006-1,54 09948 0,004
SMULANTEC __1.p-Cimeno Y=48,589'X+0,0299 _ __ 0,020-275 09907 _ 0,013
,,,,,,,,, 2.Limoneno _  __Y=27,928°X-00686 _ ___ 0,033-163 _ 09904 0,026
,,,,,,,,, 3.1.8Cinecl _ _ Y=13558'X+068 _ __ __ 0006-1,78 09947 _ 0,001
,,,,,,,,, 4.Linalol __ _ ____Y=89825"X+12038 __ __ 0,005-301 _ 09931 _ 0,001
,,,,,,,,, 5. Canfor __ _____Y=11089%X+08292 __ 0,004-248 _ 09911 _ 0,001
,,,,,,,,, 6.Borneol _ _ _ Y=82286'X+02083 ~ _ _ 0,004-246 09890 _ 0,001
,,,,,,,,, 7.Estragol _ _____Y=16287°X-03511 0023180 _ 09978 0,018
,,,,,,,,, 8. Cinamaldehido _ _ _ _Y=89,386"X+0,7435 _ ___ 0,051-224 09954 0,021
,,,,,,,,, 9.Timol _ ____ _Y=1281°X¢05211 __ 0010-246 09911 0005
,,,,,,,,, 10. Bornilacetato _ _ _Y=157,48'X-0,4548 0025274 09937 _ 0,018
,,,,,,,,, 1. Carvacrol______Y=114,68'X+0,5187 0005253 09917 _ 0,001
,,,,,,,,, 12.Bugenol _  _ Y¥=82,321%+03071 0006380 _ 09974 0,002
,,,,,,,,, 18. Bencil benzoato _ _¥=32,414'X-0,3616 _ _ _ _ 0,150-4,24 09968 _ 0,102
14. Tributil citrato Y=19,291*X+0,1369 0,004-2,58 0,9945 0,001

La linealidad se determind por una regresion por minimos cuadrados. Los resultados obte-
nidos (tabla I11.33) demuestran que los métodos son lineales en tres érdenes de magnitud. El
efecto de la matriz en la extraccion por L-SDME queda patente por la diferencia en las pen-
dientes de las rectas de calibrado. Las méximas sensibilidades se obtuvieron en la extraccion
del simulante B (3% é&cido acético).

Los limites de deteccion (LOD) se calcularon utilizando la precisién a concentraciones bajas
y la recta de calibrado. El producto de la desviacion estandar, obtenido en los ensayos de pre-
cision, y el valor t del t-student, para 8 grados de libertad (9 experimentos) a un nivel de con-
fianza del 95% se introduce en la recta de calibrado. El valor obtenido (multiplicado por la con-
centracion del estandar interno, 6 pg/g,) se define como el limite de deteccion (Currie, 1995).
Los mayores valores de LOD se obtuvieron en el simulante B. Entre los analitos, el cinamalde-
hido, compuesto muy inestable por sus caracteristicas quimicas, presenté los mayores LODs.

Para la mayoria de los analitos, su extraccion desde el simulante A es mas sensible que
desde el simulante C, con la excepcién de cinamaldehido, bencil benzoato y citroflex. En los cro-
matogramas correspondientes a la extraccion del simulante C (figura [11.62), se ha observado
la aparicion de un pico a 14,85 min, que no era identificado por la espectroteca de la libreria
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Wiley 275. Sin embargo, y gracias a su espectro de masas, se logré identificar el compuesto
como resultado de la reaccion entre el cinamaldehido y el etanol presente en la matriz para for-
mar el acetal correspondiente (figura IIl.63).

H FIGURA I11.62

Cromatograma de un patron extraido del simulante C. Espectro de masas del pico
detectado a los 14,85 min. Identificacion de los picos ver tabla 111.34
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Reaccion entre el cinamaldehido y el etanol para formar el acetal
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Hay que destacar que, aunque la disolucion patron esta hecha con etanol, no se detecta-
ron trazas de este compuesto en ninguno de los otros dos simulantes, debido a que la reac-
cion se invierte en presencia de agua o acido.

En el simulante A, y sobre todo en el simulante B, se detecto la presencia de a~terpineol
y 1-terpine-4-ol (figuras 11.64 y 11.65), procedentes de la adicion de un electrdfilo (agua) al doble
enlace del limoneno (Torssell, 1984).
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l FIGURAII1.64

Cromatograma: patrén extraido del simulante B. Identificacion, ver tabla 111.34
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Reaccion de adiccién de agua al limoneno para dar a-terpineol y 1-terpine-4-ol
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Por ultimo, hay que sefalar que no se han determinado los parametros analiticos para el a—
pineno, canfeno, B-pineno, a~terpinoleno, p—cariofileno y a~humuleno. Se trata de compuestos
muy poco solubles en agua, y cuya presencia soélo se pudo analizar cuantitativamente para los dos
primeros puntos de la recta de calibrado (= 0,8 ug/g), por lo que no se pudo determinar ni su repe-
tibilidad ni su precision, a las concentraciones a las que se realizaron los experimentos (= 0,05 ug/g).

9.3.2.3. Recta de calibrado para el simulante D

Las rectas de calibrado obtenidos para los diferentes analitos en el simulante D (isooctano)
se muestran en la tabla I11.35.

Il TABLAII35

Recta de calibrado para el simulante D (Y:A/A,,,...ona: X:C/C ¢ nenona)

Compuesto _ Rectacalbrado R ¢ Compuesto  Rectacalbrado R,
o-Pineno _ Y=7,3376'X-09991 09991 C Canfeno _ _ __ ¥=54545'X2,8236 _ 0,9990
pCimeno _ _ Y=15458'X-7492 09989 | Hmoneno _ _ ¥=6,2736°'X-34252 08989
18-Cineol _ _ _Y=2,5144'X-10334 09992 1 Linglol ___ __ ¥=3,1046'X-1,7825 09987
Canfor _____ Y=3,7480°%X-1,4920 09992 ¢ Bomeol _ _ _ ¥=81006°X-3331 _ 09991
Estragl Y=4,2837"X-2,9677 09983 ¢ Cinamaldehido _ Y=2,067"X-6,1266_ _ 0,9634
Timol _____ Y=05333X58231 09984 = F Bornil acefato _ ¥=4,3454'X-1,2256_ _ 09996
Carvacrol __ _ _Y=8,7886'X5,7382 09985 __°F Fugenol __ __ ¥=29873'X-59248 009932
p-Cariofileno Y=4,2572"X-2,116 0,9989 a—-Humulene Y=4,9477"X-2,6291
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9.3.2.4. Ensayos de migracion especifica

Los ensayos de migracion han demostrado la validez de las laminas antimicrobianas para
ser utilizadas en contacto directo con los alimentos. Por un lado, todas las sustancias que for-
man parte de la composicion inicial del aceite esencial estan consideradas como agentes aro-
matizantes por la Comision Europea (Decision 2002/113/CE). Ademas, la cantidad total de sus-
tancias migradas no supera, en ningun caso, el limite méaximo establecido de migracion global
de 60 mg/kg (Directiva 2002/72/CE). Aunque la migracion de eugenol en los simulantes Ay B
(= 0,10 mg/kg) es mas elevada que el limite de migracion especifico establecido para este com-
puesto (0,02 mg/kg), no hay que considerar el eugenol como un compuesto aislado que se
anade directamente al envase. El eugenol es un constituyente de un aceite esencial cuya utili-
zacion como aromatizante esta permitida, siempre y cuando su empleo no conlleve una alte-
racion de las caracteristicas organolépticas y de salubridad del alimento (Directiva 89/107/CEE).

En los simulantes en contacto con las laminas con canela enriquecida se han detectado
cinamaldehido (cis (2)-, y trans (E)-), eugenol, tributil citrato y trazas de linalol. En el simulante
D también aparecieron trazas de p-cimeno y limoneno, terpenos cuya solubilidad en agua es
menor (tabla l11.29). Las laminas con orégano transfirieron timol, carvacrol, tributil citrato y tra-
zas de 1,8-cineol, a-terpinenol y 1-terpine-4-ol, eugenol, borneol y canfor. En el simulante D se
detecto la presencia de a—pineno, canfeno, p—cariofileno y a—humuleno, compuestos muy lipo-
solubles, por lo que son extraidos muy faciimente por un disolvente (isooctano) de caracteris-
ticas de similares (figuras II1.66 y 1Il.67).

W FIGURA 11.66

Cromatograma de la migracion de PE/EVOH-0Or4% al simulante B
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Hl FIGURAIILE7

Cromatograma de la migracion dePP-enrCa4% al simulante C
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En general, los valores de migracion para la cara con el aceite esencial incorporado son indi-
ferentes del material del film. En la figura I11.68, se muestra la migracion desde PP y PE/EVOH
con orégano y canela enriquecida.

La migracion de cinamaldehido es més elevada en los simulantes A y C que en los simu-
lantes B y D. El cinamaldehido es el analito mas polar (109 P 0. 1,82), Y pOr tanto, se extrae
con mayor facilidad por disolventes acuosos. El simulante B, a pesar de ser acuoso, es un disol-
vente acido con mayor facilidad para atacar a una molécula tan reactiva como la de cinamal-
dehido.

LLas mayores concentraciones de tributil citrato, empleado como plastificante y presente
tanto en el film activo de orégano como en el de canela enriquecida, se detectaron en el simu-
lante D.

Los ensayos en los que el simulante se pone en contacto con la cara de la lamina que no
lleva sustancia activa permiten comprobar el comportamiento de difusion de las diferentes molé-
culas activas y de simulante a través del film.
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W FIGURA I11.68

Migracion desde la cara de las laminas de PP (barras con trama) y PE/EVOH (barras solidas)
donde se ha incorporado el aceite esencial a los simulantes A, B, Cy D
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En las figuras 111.69 y IIl.70 se comprueba como la difusion a través de la capa del film depen-
de de la naturaleza del migrante (tamafo), del simulante y del film.

Los valores de migracion de PE/EVOH, tanto si la cara de contacto llevaba aplicada la sus-
tancia activa como si no, son similares en los disolventes acuosos. El film de polipropileno, pese
a su menor espesor, es mas apolar que el de PE/EVOH por lo que los simulantes acuosos (A,
By C) no penetran tan faciimente en su estructura. En consecuencia, las moléculas de menor
tamano, carvacrol y sobre todo la de cinamaldehido, son solubilizadas y transportadas a través
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del film plastico hasta el seno del simulante. La molécula de tributil citrato, al ser mucho mas
grande, presenta mayores problemas difusionales. Por lo tanto, los valores detectados en los
simulantes acuosos cuando los ensayos se realizaron con PE/EVOH son menores cuando la
cara con sustancia activa no estaba en contacto directo con el simulante. Ademas de la difu-
sion hay un efecto claro de solubilidad. Las moléculas de mayor tamano también son menos
solubles en medios acuosos, lo cual confirma los resultados obtenidos.

l FIGURA1I.69

Migracion desde los films que llevan incorporado esencia de canela enriquecida al 4%
(enrCad) en la cara en contacto con simulante y en la cara sin contacto (r)
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No obstante, la migracion de cinamaldehido desde PE/EVOH hasta el simulante C dismi-
nuye si no existe contacto directo con la cara que lleva incorporada la esencia de canela enri-
quecida. La reaccion entre el etanol y el cinamaldehido para formar el acetal (figura I1.63) duran-
te la difusion a través del film explicaria esta disminucion. Como consecuencia de la difusion la
concentracion de los agentes activos no se iguala en toda la masa de los polimeros. En espe-
cial, cuando hay una segunda capa de EVOH en la que se fijan los compuestos por fuerzas
intermoleculares, la difusion esta impedida y por tanto la mayor concentracion permanece en
la capa activa en la que se han incorporado.

La migracion desde PP en el simulante D es independiente del contacto directo entre el iso-
octano y las sustancias activas. El simulante D, con mayor caracter lipofilico, penetra en la
estructura del polipropileno, extrayendo los analitos. En cambio en el film de PE/EVOH, el EVOH
actla de barrera impidiendo la difusion de los analitos a su través, por las mismas razones apun-
tadas anteriormente.
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W FIGURA 11.70

Migracién desde los films que llevan incorporado esencia de orégano al 4% (Or4) en la cara
en contacto con simulante y en la cara sin contacto (r)
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A la vista de los resultados, se puede afirmar que tanto los films que llevan incorporada
esencia de canela enriquecida en cinamaldehido como los que contienen esencia de orégano,
ambos al 4%, son adecuados para contacto alimentario y que su utilizacién no supone riesgo
alguno para la salud humana. No obstante, antes de lanzar el producto al mercado habra que
comprobar que no se alteran las caracteristicas organolépticas del producto, tal y como marca
la Directiva 89/107/CEE. Sin embargo, dada la gran variedad de alimentos, se recomienda que
dichas pruebas se efectlen para cada caso particular.

En este capitulo también se ha demostrado el potencial de la técnica de L-SDME para la
extraccion de terpenos desde simulantes acuosos. Se trata de un técnica barata, de facil mane-
joy con la que se obtienen resultados satisfactorios. Asimismo, se ha comprobado la reaccion
entre el cinamaldehido y el etanol, lo que explicaria la pérdida de efectividad antimicrobiana de
este analito en los experimentos realizados en el capitulo 7. Como consecuencia de esta evi-
dencia experimental, habra que tener en cuenta la posible falta de actividad antimicrobiana del
film elaborado a partir de canela enriquecida cuando se envasen alimentos con cierto caracter
hidroalcohdlico.
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Del trabajo realizado se extraen las siguientes conclusiones:

1. Aplicaciones a alta temperatura

1. El Tenax o MPPO, simulante sintético recomendado por la legislacién europea para las
simulacion del comportamiento de alimentos sdlidos, sobreestima la migracion de algu-
nos compuestos volatiles para alimentos con poco contenido en materia grasa, pero
subestima la migracion de estos compuestos a alimentos con gran porcentaje lipidico.

2. La matriz del alimento, concretamente la materia grasa, desempena un papel muy impor-
tante en el proceso de migracion desde el envase al alimento, ya que favorece la reten-
cion de sustancias con caracteristicas similares. Por o tanto, a la hora de disenar los
experimentos de migracion que validen un envase disefado para entrar en contacto ali-
mentario en aplicaciones a alta temperatura hay que considerar el alimento al que va des-
tinado. Alimentos con un contenido importante en grasa favoreceran la acumulacion de
contaminantes organicos lipofilicos procedentes del material de envase. En este sentido,
la leche en polvo entera, con un contenido en grasa de 23%, constituye, por su natura-
leza, precio, manejabilidad y comportamiento, una buena alternativa para aplicaciones en
las que no se requirieran temperaturas superiores a 121 °C.

3. Las nuevas resinas poliméricas, LiChrolut® EN y Bond Elut® ENV, son apropiadas para
utilizarse en muestreos gas soélido con desorcion térmica. Ambas resinas combinan unas
excelentes propiedades de retencion a temperatura ambiente con unas propiedades en
desorcion térmica similares a las del Tenax® TA. Los resultados obtenidos con el mode-
lo de dos parametros destacan una reduccion sustancial (entre 60 y 400 veces compa-
radas con trampas de Tenax estandar) en las dimensiones de las trampas de sorbente
necesarias para asegurar la retencion de los compuestos organicos volatiles analizados.

2. Envase activo antimicrobiano

1. La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en fase vapor es funcion de los
compuestos que se liberan a la atmdsfera. La esencia de orégano, caracterizada por la
liberacion de carvacrol, fue el aceite esencial mas efectivo, seguido del clavo y la cane-
la, cuya atmosfera se caracteriza por la presencia de eugenol. La esencia de tomillo exhi-
bid un escaso poder de inhibicion, en comparacion con las referencias bibliogréficas,
debido a su menor contenido en timol. Por otro lado, los vapores generados por los acei-
tes esenciales de romero, albahaca, eneldo y jengibre no inhibieron el crecimiento de nin-
guno de los microorganismos ensayados.

2. Los hongos (mohos y levaduras) fueron los microorganismos mas sensibles frente a la
accion de los vapores generados por los aceites esenciales, seguidos de las bacterias
Gram positivas y las bacterias Gram negativas. Por el contrario, Pseudomonas aeru-
gionosa, que Unicamente se vio afectada por la presencia de esencia de orégano, fue el
microorganismo mas resistente.

3. Los aceites esenciales de orégano, de clavo y de canela poseen un efecto —cida para
todos los microorganismos ensayados; solo se observéd un efecto fungiestatico en el cre-
cimiento de Aspergillus flavus bajo la atmdsfera generada por la canela y el clavo. El acei-
te esencial de tomillo, en cambio, presenta un efecto —estatico.
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4.

10.

11.

LLa estructura quimica de los constituyentes individuales de los aceites esenciales es clave
en el mecanismo de inhibicion, siendo los derivados fendlicos (timol y carvacrol) y los alde-
hidos (cinamaldehido) los agentes mas activos.

. La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se incrementa si se enriquecen en

uno de sus componentes mas activos. La esencia de canela enriquecida en cinamal-
dehido y la esencia de tomillo enriquecida en timol exhibieron una mayor capacidad de
inhibicion que sus respectivas esencias puras. El incremento de actividad no se debe Uni-
camente al aumento en la cantidad de agente activo, sino a la aparicion de efectos sinér-
gicos, probablemente entre cinamaldehido y eugenol (canela enriquecida) o timol-car-
vacrol y p-cimeno (tomillo enriquecido). El aceite esencial de canela enriquecido, aparte
de inhibir el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, posee un efecto —cida para todos
los microorganismos ensayados, incluido Aspergillus flavus. La esencia de tomillo forta-
lecida, por el contrario, posee un efecto —estatico sobre Aspergillus flavus, Listeria
monocytogenes, Enteroccocus faecalis y Salmonella choleraesuis.

. Laincorporacion de agentes antifingicos naturales en envases activos esta limitada por

las caracteristicas fisicas (actividad de agua y pH) del alimento a envasar. El efecto anti-
microbiano se ve favorecido por la baja actividad de agua.

. Se ha demostrado la menor eficacia del cinamaldehido a pH bajos y en alimentos con un

cierto contenido hidroalcohdlico (por reaccion del grupo aldehido con el grupo alcohol
para formar un acetal), por o que es conveniente sustituirlo por timol o carvacrol cuan-
do se envasen este tipo de alimentos. Los isémeros carvacrol y timol, por lo general, pro-
porcionan un efecto aditivo frente a la inhibicion de mohos.

. Se ha demostrado la validez de la técnica HS-SDME para el muestreo y cuantificacion

de los agentes antimicrobianos en la fase vapor generada por los distintos aceites esen-
ciales y soluciones antimicrobianas derivadas. Su simplicidad, economia y versatilidad
para el acoplamiento con el resto de técnicas convencionales de andlisis, la convierten
en una técnica de gran futuro para el muestreo de volatiles y semivolatiles de diversa
naturaleza.

. El seguimiento de la atmdsfera generada por los aceites esenciales mas efectivos ha

revelado que los compuestos mas volatiles (a-pineno, B-pineno, canfeno, p-cimeno y
limoneno) se incorporan con mayor rapidez al espacio de cabeza, mientras que la libe-
racion de los agentes antimicrobianos menos volatiles, como timol, carvacrol, eugenol y
cinamaldehido, es mas progresiva. Este hecho es coherente con el mayor efecto de los
agentes antimicrobianos durante la fase lag del crecimiento microbiano.

La presencia de microorganismos, al metabolizar los componentes liberados por los dife-
rentes aceites esenciales, influye sobre la composicion de la atmosfera. Las mayores dife-
rencias entre la atmosfera generada en ausencia/presencia de microorganismos se pro-
dujeron para el agente antimicrobiano menos activo, el aceite esencial de tomillo.

Los films de PP o PE/EVOH, que incorporan una capa activa que contiene un 4% en
peso de esencia de canela enriquecida o esencia de orégano, exhiben unas excelentes
propiedades anfifingicas. Aumentando la cantidad de aceites esenciales (8% canela enri-
quecida 'y 12% el de orégano) se consigue la inhibicion total de la mayoria de las bac-
terias. La capacidad inhibitoria antifungica de los films antimicrobianos esta garantizada
durante un periodo de tiempo superior a los dos meses.
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12. La liberacion de los componentes activos (cinamaldehido, carvacrol y timol) es mas rapi-
da desde los fims de PP que desde los fims de PE/EVOH. La presencia de grupos fun-
cionales en el copolimero PE/EVOH conduce a una mayor retencion o inmovilizacion de
los agentes antimicrobianos en el interior de la matriz polimérica. La interaccion que se
establece entre los grupos funcionales de la matriz polimérica y el cinamaldehido es dife-
rente que la establecida entre el timol y el carvacrol, como demuestra las diferencias
obtenidas en los perfiles de composicion de la atmosfera.

18. Se ha demostrado la validez de la técnica L-SDME para la extraccion de terpenos desde
simulantes acuosos.

14. Los films antifungicos, con un 4% en peso de esencia de canela enriquecida o esencia
de orégano, son aptos para uso en contacto con cualquier tipo de alimento, tal y como
demuestran los resultados obtenidos en los ensayos de migracion.

Las perspectivas futuras de este nuevo envase antimicrobiano son muy halagtienas. No obs-
tante, todavia queda mucho por hacer. Actualmente, el grupo de investigacion esta realizando
ensayos de envasado real con distintos tipos de alimentos. Las matrices alimentarias, mas com-
plejas en composicion que los medios de cultivo, pueden interaccionar, como se ha demostra-
do, con los agentes activos, disminuyendo su efectividad. Por lo tanto, se proponen soluciones
“amedida” para cada tipo de alimento, en funcién de su microflora natural, composicion y capa-
cidad de adsorcion de los agentes antimicrobianos.
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GLOSARIO DE SIGLAS

AESA
ANOVA
ATCC
CE
CECT
CEE
CFU
FDA
FIC
EAA
EFSA
EMA
EMAA
EVA
GC
GRAS
HDPE
HPLC
HS
LC
LDPE
LOD
LOQ
MAP
MIC
MPPO
MS
PC
PCA
PET

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
Andlisis de varianza

Coleccion Americana de Cultivos Tipo
Comunidad Europea

Coleccion Espafnola de Cultivos Tipo
Comunidad Econdmica Europea

Unidades formadoras de colonias
Administracion de alimentos y medicamentos
Concentracion inhibitoria fraccionada

Acido etilenacrilico

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
Acrilato de etilenmetil

Acido de etilenmetacrilato

Acetato de etilenvinilo

Cromatografia de gases

Sustancias generalmente reconocidas como seguras
Polietileno de alta densidad

Cromatografia liquida de alta resolucion
Espacio de cabeza

Cromatografia de liquidos

Polietileno de baja densidad

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Atmésfera modificada

Concentracion minima inhibitoria

Oxido modificado de polifenileno
Espectrometria de masas

Policarbonato

Andlisis por componentes principales
Polietilenteraftalato de etilo

PE/EVOH Copolimero de etileno y alcohol etilvinilico

PLS
PP
PS
PVC
PVDC
P&T
RSD

Regresion por minimos cuadrados parciales
Polipropileno

Poliestireno

Policloruro de vinilo

Policloruro de vinilideno

Purga y trampa

Desviacion estandar relativa

Glosario de siglas
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RSM
SAN
SDME
SFE
SIM
SML
SPME
uv

Modelo de superficie de respuesta
Copolimero de estireno y acrilonitrilo
Microextracion por gota

Extraccion en fase solida

Registro selectivo de iones

Limite de migracion especifica
Microextracion en fase sélida
Ultravioleta
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