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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años en muchos países, incluyendo México, se ha registrado un 

aumento significativo en la incidencia de enfermedades causadas por alimentos 

contaminados. Esto se debe principalmente al uso deliberado de aditivos, micronutrientes, 

plaguicidas y medicamentos veterinarios durante la producción y distribución de alimentos, 
para garantizar la inocuidad de los alimentos. 

Muchos compuestos químicos utilizados tradicionalmente para la conservación de 

los alimentos han sido prohibidos actualmente; otros compuestos están siendo estudiados o 

se encuentran en constante proceso de reevaluación para reducir los niveles de exposición a 

su riesgo potencial sobre los seres humanos y sobre el medio ambiente. 

En la actualidad la incorporación de compuestos químicos en los alimentos, además de la 

conservación, tiene como objetivo mejorar el valor nutritivo (albúmina de huevo, lactosa, 

lecitina, fibras, extractos), enriquecer los alimentos para proteger el organismo o mejorar 

las dietas como es el caso de los aditivos nutracéuticos (fibras, minerales, vitaminas, ácidos 

grasos insaturados y poliinsaturados, lactobacilos). 

Todos los procesos de conservación de alimentos tienen como objetivo inactivar los 
microorganismos patógenos presentes, minimizar los efectos no deseados durante la vida 

útil de y solucionar las alteraciones en el sabor, olor o color de los productos. Por ello, la 

industria alimentaria continua en la búsqueda de métodos alternativos de conservación, 

algunos cada vez más sofisticados como los envases comestibles con películas de proteínas, 

almidones o ceras; las atmósferas controladas o modificadas utilizando gases inertes como 

dióxido de carbono o nitrógeno para desplazar el oxigeno durante el empacado de los 

alimentos. 

Las nuevas tecnologías de conservación como alta presión hidrostática, 

liofilización, calentamiento ohmico, pulsos de alto voltaje, radiación ionizante y 

ultrasonidos, se encuentran en etapa de investigación y desarrollo para lograr aplicaciones 
que no están al alcance de las técnicas convencionales de conservación utilizadas 
actualmente. 
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La industria alimentaria busca constantemente técnicas novedosas para obtener y 

comercializar nuevos productos. La biotecnología, que incluye todo proceso industrial 

aplicado en el que interviene un organismo biológico y la ingeniería genética que utiliza 

técnicas de recombinación de genes y ADN, están encontrando cada vez mas aplicaciones 

en la industria de los alimentos. Las aplicaciones más numerosas de la ingeniería genética y 

la biotecnología se han encontrado en los alimentos de origen vegetal. Se han conseguido 

variedades de vegetales transgénicos con diferentes características: maduración retardada 

de frutas y hortalizas, mayor resistencia de cultivos a plagas, adaptación a distintas 

condiciones climáticas, refuerzo de componentes nutricionales o de propiedades 

organolépticas, o portador de otros nutrientes y medicamentos con una fmalidad preventiva. 

El control sobre este tipo de experimentos es riguroso y las pruebas requeridas para 

autorizar su comercialización son muy estrictas ya que deben determinar con la mayor 

exactitud la composición nutricional del alimento y detectar su posible efecto alérgico o 

tóxico, pruebas que no se exigen para el resto de los alimentos. 

El debate sobre la biotecnología y sobre nuevas tecnologías aplicadas al diseño de 

los nuevos alimentos en su conjunto (alimentos funcionales) se enfoca en el derecho de los 

consumidores a conocer los métodos que se utilizan en la producción de los alimentos que 

consumen, en la solicitud de evaluaciones rigurosas sobre los efectos y riesgos de estas 

nuevas técnicas a la salud humana, animal y ambiental aplicando la metodología del 

análisis de riesgos y el principio de precaución, y el de la industria de la biotecnología a 

distribuir sus productos, en el marco de la legislación vigente. Es importante que 

consumidor tenga acceso a más formación sobre biotecnología, ingeniería genética y 

nutrición para que los falsos temores generados el desconocimiento de la ingeniería 

genética sean reducidos a los límites razonables y se reconozca también las enormes 
posibilidades que ofrece esta ciencia. 

Esperamos que en el Congreso Internacional de Seguridad Alimentaria 2004, 

podamos compartir conocimientos para conseguir un mundo con alimentos más seguros. 

Gonzalo Velazquez de la Cruz 
Comité Organizador 
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DEPLECIÓN DE RESIDUOS DE FLUMEQUINA Y 7-HIDROXI- 
FLUMEQUINA EN POLLOS DE ENGORDA 

DEPLETION OF FLUMEQUINE AND 7-HYDROXY-FLUMEQUINE RESIDUE ON BROILER 
CHICKENS 

C. O. de la Cruz (1'2), M. A. Martínez(2), M. R. Martínez-Larrañaga(2), A. Anadón(2)  
(1)Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Autónoma de Nayarit (México). 

(2)Departamento de Toxicología y Farmacología, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense, 28040- 
Madrid (España). 

Correo electrónico: rowland@nayar.uan.mx  / row)and_jonas@hotmail.com  

Resumen 
En un sistema de producción avícola intensivo, se emplean frecuentemente agentes antimicrobianos con fines 

profilácticos y terapéuticos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la depleción de residuos de flumequina en hígado, 
riñón, músculo y piel + grasa de 30 pollos de engorde tras dosis de 25 mg/kg p.v. administrado por vía oral durante 5 días 
consecutivos. Tras concluir el tratamiento se sacrificaron 6 animales en cada uno de los siguientes intervalos de tiempo: 
12, 24, 48, 72 y 96 horas. Para la cuantificación de flumequina y sus potenciales metabolitos se uso un método analítico 
de cromatografia liquida de alta resolución descrito por Yorke y Froc (2000). Se tomó como referencia el Límite Máximo 
de Residuos (LMR) establecido por la Agencia Europea del Medicamento al objeto de establecer el tiempo de retirada 
(TR) (800, 1000, 400 y 250 mg/kg para hígado, riñón, músculo y piel + grasa, respectivamente), en el que el residuo 
marcador es flumequina. En nuestro estudio encontramos que a las 24 horas tras la administración de la ultima dosis, la 
concentración detectada (327,06; 682,05; 368,20 y 224,97 mg/kg para hígado, riñón, músculo y piel + grasa 
respectivamente), fueron considerablemente inferiores al LMR. En nuestro estudio, utilizando el programa de regresión 
lineal recomendado por la Agencia Europea del Medicamento (EMEA, 1995) para calcular el TR y tomando como residuo 
marcador flumequina obtenemos los siguientes TR: 0,97; 1,28; 1,17 y 1,39 días para hígado, riñón, músculo y piel + 
grasa, respectivamente. Por lo tanto, se asume un tiempo de retirada de 2 días como parámetro de seguridad alimentaria. 
Si tomamos como residuo marcador la suma de los niveles detectados de flumequina y de su metabolito 7-hidroxi-
flumequina en hígado, riñón, músculo y piel + grasa, no se modifica el tiempo de retirada obtenido de 2 días, por lo que se 
confirma el buen criterio de elegir solo al compuesto inalterado como residuo marcador para el establecimiento del LMR 
y del TR en pollos de engorde tratados con el antimicrobiano flumequina en infecciones susceptibles. EMEA (1995) Note 
for guidance: Approach towards harmonisation of wihtrawal periods, EMEA/CVPM/036/95 FINAL. Yorke, J.C. & Froc, 
P. (2000). Quantification of nine quinolones in chicken tissues by high-performance liquid chromatography with 
fluorescence detection. Joumal of Chromatography A 882 (1-2), 63-67. 

Abstract 
In an intensive aviculture production system, antimicrobial agents are frequently used for preventive and therapeutic proposes. 

The objective of this project was to evaluate the depletion of flumequine residue in liver, kidney, muscle and skin + fat in 30 broiler 
chickens after a dose of 25 mg/kg b.w. administered orally during 5 consecutive days. Alter concluding the treatment, six animals were 
sacrificed at the following time intervals: 12, 24, 48, 72 and 96 hours. For the quantification of flumequina and its potentials metabolite, 
an analytical method of high performance liquid chromatography was used as described by Yorke & Froc (2000). The maximum residue 
limits (MRL) established by the European Medicines Agency (EMEA) was used as reference with the purpose of establishing the 
withdrawal time (W.T.) (800, 1000, 400 and 250 mg/kg for liver, kidne y, muscle and skin + fat respectively) in which the residue marker 
is flumequine. In our studies we found that after 24 hours if administering the last dosage, the concentration detected (327.06; 682.05; 
368.20 y 224.97 mg/kg for liver, kidney, muscle and skin + fat respec tively), was considerably inferior to the MRL. In our study, using 
the lineal regression program recommended by the EMEA (1995) to calculate the W.T. and tacking a flumequine as residue marker w e 
obtain the following W.T.: 0.97; 1,28; 1.17 and 1.39 days for liver, kidney, muscle and skin + fat respectively. Furthermore, i t is assumed 
that a W.T. of 2 days as a feeding security parameter is recomme nded. If we use the sum of residue levels of flumequine and 7-hydroxy-
flumequine in liver, kidney, muscle and skin + fat, the W.T. is not modified obtained in the 2 days period, by which the best criteria is 
confirmed to choose the unaltered compound as a residual marker for the establishment of MRL and of T.W. on broiler chickens treated 
with the antimicrobial flumequine on susceptible infections. EMEA (1995) Note for guidance: Approach towards harmonisation of 
wihtrawal periods, EMEA/CVPM/036/95 FINAL. Yorke, J.C. & Froc, P. (2000). Quantification of nine quinolones in chicken tissues by 
high-performance liquid chromatography with fluorescence detection. Joumal of Chromatography A 882 (1-2), 63-67. 
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EXTRACCIÓN ÚNICA PARA LA DETERMINACIÓN DE TRES 
TIPOS PESTICIDAS EN FRUTAS Y VEGETALES 

SINGLE EXTRACTION FOR THE DETERMINATIONS OF THREE TYPES OF PESTICIDES IN 
FRUITS AND VEGETABLES 

Carvallo Ruiz, T., Bringas Taddei E., González León. A. 
Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A. C. Coordinación de Tecnología 

de Alimentos de Origen Vegetal. Laboratorio de Inocuidad Agroalimentaria. Carretera a La 
Victoria, km. 0.6, Apdo. Postal # 1735, Hermosillo, Son. Mex.8300 

Correo electrónico: agonzalezl@cascabel.ciad.mx  

Resumen 
Las tendencias recientes de globalización en la producción procesado y distribución 

de alimentos esta creando una demanda para el monitoreo de la inocuidad alimentaria. La 
principal preocupación es evitar el riesgo microbiológico y químico en los alimentos. Esta 
demanda cada día mayor requiere del desarrollo métodos simples, rápidos y baratos para el 
monitoreo de residuos de pesticidas en frutas y vegetales. Se ha implementado un 
protocolo de extracción único para el análisis de los tres tipos de pesticidas más comunes: 
carbamatos, halogenados y fosforados. Los carbamatos son analizados por cromatografia 
líquida de alta resolución con derivatización post-columna y detectados por fluorescencia. 
Los pesticidas halogenados y fosforados son separados por Cromatografia de gases y 
detectados con detector de captura de electrones y termiónico especifico respectivamente. 
El procedimiento de extracción única ha demostrado ser factible de usarse con frutas y 
vegetales de muy diferente matrices. Los límites de cuantificación para algunos pesticidas 
son apropiados para cumplir con las concentraciones señaladas como limites máximos de 
residuos por el Codex. 

Abstract 
Recent trends in global food production, processing, preparation and distribution are 

creating an increasing demand for monitoring the safety of food. The main concern is to 
avoid microbial and chemical hazards in food. This demand has prompted for the 
development of simple, fast and inexpensive methods to monitor pesticides residues in 
fruits and vegetables. A single extraction protocol has been implemented to analyze the 
three most common types of pesticides: carbamates, halogenated and organophosphate. 
Carbamates are analyzed by high pressure liquid chromatography with post column 
derivatization and fluorescente detection. Halogenated and organophosphate pesticides are 
separated by gas chromatography and detected with an electron capture detector and a 
thermionic specific detector respectively. The single extraction procedure has demonstrated 
acceptable performance for fruits and vegetables of very different matrixes. Limits of 
detection for some pesticides are appropriate to comply with the codex maximum residue 
limits concentrations. 
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INFLUENCIA DE UNA DIETA RICA EN LÍPIDOS SOBRE EL 
RIESGO TOXICOLÓGICO DE LA MIGRACIÓN DE DI-2-(ETIL 
HEXIL) FTALATO, DI-N-OCTIL FTALATO Y BUTIL BENCIL 

FTALATO EN ENVASES PARA ALIMENTOS 

Cecilia Rojas de Gante*, C. Rodríguez R. 
Departamento de Tecnología de Alimentos, Centro de Biotecnología. Tecnológico de 

Monterrey. Ave. E. Garza Sada 2501 Sur. C.P. 64849 Monterrey N.L. México. 
Correo electrónico: crd@itesm.mx  

Resumen 

El propósito de este trabajo consistió en evaluar si una dieta con elevado contenido 
en lípidos puede incrementar el efecto toxicológico de los plastificantes en animales en 
experimentación, rata Wistar. Para ello se estableció primeramente un método por GC-FID 
con el objetivo de cuantificar los ftalatos presentes en diferentes tipos de muestras. Se 
diseñaron dietas con un 50% más de lípidos respecto a la dieta control pero manteniendo 
una relación 5:1 entre W6 y W3 de manera a observar exclusivamente efectos toxicológicos 
debido a este tipo de plastificantes (ftalatos) y no debido a la dieta. Segundo, se 
determinaron los valores de LD50 para DEHP, DNOP y BBP de manera a determinar las 

dosis adecuadas para el estudio de toxicidad sub-crónico. Se suministraron durante 90 días 
las dietas con dos diferentes niveles de lípidos y 3 dosis para BBP y DEHP. Posterior al 
estudio sub-crónico, se cuantifico por GC-FID la cantidad de ftalatos en dietas, tejidos y 
suero. Al finalizar los 90 días, se sacrificaron los animales, se les extrajeron los órganos y 
se realizaron estudios histopatológicos a hígado, riñón y gónadas. Se determinó así mismo 
la actividad enzimática en suero. Los principales efectos y sus interacciones se analizaron 
mediante un análisis de varianza (JMP®, SAS Institute Inc. 1997). Los resultados 
mostraron que una dieta con elevado contenido de lípidos incrementa el efecto toxicológico 
de DEHP y BBP en rata Wistar. 
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IMPLEMENTACIÓN DE UN PROGRAMA DE ANÁLISIS DE 
RIESGOS Y PUNTOS CRÍTICOS EN UNA INDUSTRIA HARINERA 

Dalia Garza Cruz 
Unidad Academica mMultidisciplinaria reynosa-rodhe, 

Carretera reynosa-san ferrando, cruce canal rodhe. Apartado postal 1460.col. Arco iris. 
Cp. 88779 

Correo electrónico: dgarza@uat.edu.mx  

Resumen 

Este trabajo se realizo con la finalidad de que la industria harinera, identificara 

todos aquellos puntos críticos de su procesamiento, con el propósito de implementar un 

plan de eliminación de riesgos y la seguridad del producto elaborado, con un programa 

ejecutado de manera adicional al programa gerencial de mejora continua. Esto se inició 

con un reconocimiento de las actividades de cada uno de los departamentos que 

constituían el procesamiento del producto terminado y el papel fundamental que jugaba 

cada uno de ellos. Se realizaron capacitaciones y entrenamientos con el total del personal 

involucrado en el producto, de manera que pudieran conocer mediante un análisis de 

riesgos los puntos críticos y sus mecanismos de control. Esto permitió valorar y 

concientizar cada una de las funciones  realizadas por los trabajadores en su 

departamento y en los restantes, permitiendo de esta manera una mayor comunicación y 

entendimiento de cada actividad realizada, de manera que la planta harinera, en la 

que se implemento dicho proceso, logró la clasificación "satisfactoria",de acuerdo con los 

estándares de calidad establecidos por el Instituto Americano de Alimentos, debido a la 

ausencia de riesgos por contaminantes, cubriendo cinco aspectos importantes: 1.Suficiencia 

del Sistema de Seguridad de Alimentos. 2. Prácticas del Personal y Métodos Operacionales. 
3. Mantenimiento para la Seguridad. 4. Prácticas de Limpieza. Y 5. Control de Plagas. 
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IMPORTANCIA DE LA ADOPCION DE LOS SISTEMAS DE 
INOCUIDAD EN FRUTAS Y HORTALIZAS EN TAMAULIPAS 

Perez Quilantán Luis Manuel y Hurtado-González Margarita 
Instituto de Ecología y Alimentos de la Universidad Autónoma de Tamaulipas. 

Correo electrónico: lperez@uat.edu.mx  

Resumen 

En la actualidad diversos países han implementado políticas que llevan a Leyes que 
aseguren la inocuidad de los alimentos y que garanticen que el consumo de los alimentos 
no cause daño a la salud de sus habitantes. Por lo anterior los países productores de 
alimentos requieren del establecimiento de metodologías que contribuyan a cumplir con 
estas enmiendas y lograr producir productos alimenticios competitivos y de permanencia en 
el mercado nacional y de exportación. Las exportaciones de frutas y hortalizas de México 
son principalmente hacia los Estados Unidos. Más del 90% de las exportaciones totales de 
hortalizas frescas que realiza el país tienen ese destino. La Food and Drug Administration 
de los Estados Unidos de América reporto un total de 470 detenciones de cargamentos de 
frutas y hortalizas mexicanos por contener residuos ilegales de plaguicidas y de 
contaminantes microbiológicos. Por lo que el gobierno mexicano ha implementado 
sistemas que tienen como objetivo reducir los riesgos de contaminación de componentes 
que originen un daño a la salud al consumidor, en los procesos de producción de frutas y 
hortalizas frescas, estos sistemas son: Buenas Prácticas Agrícolas y Buenas Prácticas de 
Manejo. Así como diversas normas de gran utilidad en la comercialización internacional de 
los productos hortofrutícolas. Se presenta información de julio de 1999 a mayo de 2004 de 
los productos y numero de muestras rechazadas, así como por los agentes ocasionales. Por 
lo anterior se analiza la importancia de adoptar los sistemas de inocuidad en frutas y 
hortalizas producidas en Tamaulipas, ya que se le dedica el 21% de su superficie de 
agricultura representada en 10 especies, destacando en producción okra, cebolla, chile 
verde, naranja y en menor cantidad el tomate, a excepción de chile verde se consideran 
como cadenas de prioridad estratégica. Los productos con más alto niveles de exportación 
son: cebolla, chile, calabaza y tomate. De los productores analizados carecen de 
información de los sistemas de inocuidad, existe la necesidad de laboratorios certificados y 
de programas de asesoramiento para certificación de zonas de producción y empacadoras. 
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MONITOREO DEL VIRUS DE LA MANCHA BLANCA POR MEDIO 
DE DIAGNÓSTICO MOLECULAR EN CAMARÓN CONGELADO 

PROCEDENTE DE ESTADOS UNIDOS Y VENEZUELA 

Elma Laura Salazar Marroquín, Amanda Alejandra Oliva Hernández*, José Luis 
Hernández Mendoza , Felipe Serrano Medina, Ana María Sifuentes Rincón 

y Miguel Ángel Reyes López 
Centro de Biotecnología Genómica-IPN. Blvd. del Maestro esq. con Elías Piña, Col. 

Narciso Mendoza, Cd Reynosa Tam. C.P. 88710 
Correo electrónico: amanda@mail.cbg.ipn 

Resumen 

En México la actividad pesquera representa una de las de mayor importancia por su 

impacto económico y social. Existen enfermedades acuícolas que han venido provocando 

grandes perdidas económicas entre las que destaca el síndrome del virus de la Mancha 
Blanca. Esta documentado que las cepas de este virus en México están asociadas a 
mortalidades menores que las observadas en otros países . Por lo que la importación de 
camarón congelado infectado procedentes de países en los que se han detectado cepas 

agresivas, representa un alto riesgo para la industria acuícola de nuestro país. El objetivo de 

este trabajo fue monitorear el virus de la mancha blanca por medio del diagnóstico 
molecular en camarón congelado procedente de los Estados Unidos y Venezuela. Durante 
un período de 6 meses se llevó a cabo un muestreo al azar en 50 lotes de importación. El 
diagnóstico se realizó por PCR y los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2%. 
Los resultados obtenidos mostraron un lote contaminado con el virus de la Marcha Blanca 

procedente de los Estados Unidos, lo que implica un foco de alerta que demanda aumentar 
las medidas de control en las importaciones utilizando metodologías altamente específicas 
y de respuesta rápida corno el diagnóstico molecular por PCR, con el fin de proteger las 
granjas camaronícolas mexicanas. 
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MONITOREO DE UNA EMPACADORA DE CITRICOS DEL 
CENTRO DEL ESTADO DE TAMAULIPAS, MEXICO MEDIANTE 

UN HACCP-APPCC 

Hernández-Briones Aracely; Hurtado-González Margarita; 
Rodríguez-Hernández Humberto 

Instituto de Ecología y Alimentos UAT 
UAM de Ciencias Educación y Humanidades UAT 

Correo electrónico: mhurtado@uat.edu.mx  

Resumen 
En Tamaulipas se tiene una superficie de cultivo dedicada a cítricos de 39 038 

hectáreas donde anualmente se cosechan alrededor de 630 mil toneladas de los mismos, de 
las cuales un 20% corresponden a variedades tempranas (septiembre-diciembre) y el resto 
a variedades tardías (enero-junio). Comprendiendo a los municipios de Hidalgo, Güemez, 
Padilla, Victoria y Llera principalmente. Dada la importancia actual en materia de 
Inocuidad el objetivo del presente estudio fue realizar un monitoreo en una empacadora que 
permitiera identificar los Puntos Críticos de Control y determinar las acciones a realizar. 
Se siguieron los siguientes pasos metodológicos: 1). Elección del sitio de estudio 
(empacadora). 2). Diseño de un diagrama de flujo. 3). Análisis de Peligros. 4). 
Determinación de puntos Críticos de Control. 5).Monitoreo analítico 6). Propuesta de 
acciones Correctivas. Los puntos críticos determinados fueron: El trasporte, Recepción del 
producto, Lavado de fruta e Higiene de los trabajadores. En el monitoreo analítico se 
presume la presencia de bacterias coliformes en el agua de lavado. Las acciones correctivas 
propuestas comprenden: Diseñar un plan de BPM (Buenas prácticas de manejo) 
específicamente para cítricos, haciendo énfasis en los planes de sanidad, y capacitación a 
los trabajadores. 

Abstract 
Tamaulipas has a surface of cultivation dedicated to citrics of 39038 hectares where annually are 

harvested around 630 thousand tons, of which a 20% correspond to early varieties (September-December) and 
the remainder to late varieties (January-June), mainly covering the counties of Hidalgo, Güemez, Padilla, 
Victoria and Llera. Given the present importance in matter of innocuity, the objective of the present study 
was to carry out a monitoring in a packing plant to permit to identify the Critical Points of Control and to 
determine the actions to carry out. They continued the following steps metodologies: 1) Election of the place 
of study (packing plant); 2) Design of the flow diagram; 3) Analysis of dangers; 4) Decision of Critical points 
of Control, 5) Analytic monitoring; 6) Proposal of corrective actions. The critical points determinated were: 
the transpon, Reception of the product, washed of fruit and Hygiene of the workers. In the analytic 
monitoring the presence of bacteria is presumed coliformes in the water of washed. The proposed corrective 
actions understand: to Design a plan of GPM (Good practices of management) specifically for citrics, doing 
emphasis in sanitation of the plants and training of the workers. 
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CONDICIONES DE INOCUIDAD EN EL CULTIVO Y MANEJO 
POSTCOSECHA DE FRUTAS Y HORTALIZAS EN EL ESTADO DE 

TAMAULIPAS, MEXICO 

Hurtado-González Margarita; Pérez-Quilantán Luis M.; López de León Ramón 
Instituto de Ecología y Alimentos UAT 

UAM de Ciencias Educación y Humanidades UAT 
Correo electrónico: mhurtado@uat.edu.mx  

Resumen 
En el Estado de Tamaulipas se cultivan de manera extensiva 10 especies de frutos y hortalizas, 4 de 

ellas están consideradas cadenas de alta prioridad estratégica. Dentro de los frutos mas destacados en cuanto 
a producción y comercialización se encuentran los cítricos (naranja, limón, toronja y mandarina) y en las 
hortalizas; tomate, cebolla y okra. Siendo Tamaulipas un Estado donde sus productos tienen la perspectiva de 
exportarse y ser comparables en calidad a los de EUA es sumamente importante conocer que prácticas de 
inocuidad se realizan en el cultivo y empacado de frutas y hortalizas para consumo en fresco. Se investigó la 
aplicación que conforme al SENASICA de los sistemas que procuran la inocuidad: BPA (Buenas prácticas 
agrícolas); BPM (Buenas prácticas de manufactura) y APPCC (Análisis de peligros y puntos críticos de 
control) cuya implementación secuencial conlleva a una certificación. De ocho empacadoras monitoreadas 
las empacadoras interesadas y por tanto cercanas a obtener una certificación son las de tomate y cebolla por la 
presión hacia los productos de exportación. Los puntos críticos son el agua y la capacitación del personal. A 
la fecha no hay una empacadora certificada en el Estado aun cuando varias de ellas exportan sus productos. Se 
registra una falta de información acerca de la implementación de las BPA y BPM, desconocimiento o 
ausencia de normas, falta de laboratorios certificados para monitoreo de las normas y necesidad de personal 
especializado dentro de las empacadoras. Se concluye la necesidad de implementar un programa de apoyo a 
los productores de frutas y hortalizas para facilitar su incorporación al mercado nacional y extranjero. El 
Instituto de Ecología y Alimentos de la Universidad Autónoma de Tamaulipas dentro del área de alimentos se 
encuentra trabajando en un programa de Inocuidad Alimentaria. 

Abstract 
In the State of Tamaulipas, Mexico 10 species of fruits are cultivated in an extensive way and 

vegetables, 4 of them are respected chains of high strategic priority for Tamaulipas: Orange, tomato, onion 
and okra. Being Tamaulipas a State where its products have the perspective of being exponed and to be 
comparable in quality to those of US is extremely important to know that practical of harmlessness are carried 
out in the cultivation and packed of fruits and vegetables for consumption in fresh. It investigated the 
application that in agreement al SENASICA are the systems that try the harmlessness: GASP (Good 
agricultural practices); GMP (Good practices of manufacture) and HACCP (Analysis of dangers and critical 
points of control) whose implementation secuencial involves to a certification. The critical points are the 
water and the training of the personnel. A lack of information about the implementation is registered of the 
GASP and GPM ignorance or absence of norms, certificates laboratories lack for monitoring of the norms and 
need of personnel specialized. The need to implement is concluded a program of support to the producers of 
fruits and vegetables to facilitate its incorporation al foreign and national market. 
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ADOPCION DE BUENAS PRÁCTICAS AGRÍCOLAS Y DE 
MANUFACTURA DE HORTALIZAS PARA CONSUMO FRESCO 

POR LA UNIÓN AGRÍCOLA REGIONAL DEL SUR DEL ESTADO 
DE TAMAULIPAS 

Ricardo Velasco Carrillo*, Pedro Carlos Estrada Bellmann y 
Florencio Briones Encinia 

División de estudios de posgrado e investigación 
Unidad Académica Multidisciplinaría Agronomía y Ciencias, UAT. 

Correo electrónico: rivecar0l@hotmail.com.mx  

Resumen 

A fin de conocer el grado de adopción de las Buenas Prácticas Agrícolas (BPA) y 

Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), se aplicó la encuesta de autoevaluación del 

Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), a una 

muestra de 10 empresas cooperantes miembros de la Unión Agrícola Regional del Sur del 

Estado de Tamaulipas, que produjeron y empacaron hortalizas para consumo humano en 

fresco durante el ciclo agrícola 04 2003-2004. Dos de ellas cultivaron tomate, siete cebolla 

y una chile; todas comercializan con los Estados Unidos a excepción del chile que es para 

el mercado nacional. El cuestionario de BPA comprende seis factores: agua de riego, 

fertilización y aplicación de plaguicidas, suelos, estiércol y biosólidos municipales, higiene 

y sanidad del trabajador, cosecha y transporte en campo y el de BPM siete: producto, agua, 

salud e higiene personal del trabajador, manejo general del empaque, almacenamiento, 

carga y transporte y rastreabilidad. Se encontró que el promedio por empresa para BPA y 

BPM en general fue de 44 %, por abajo del 80 %, mínimo satisfactorio que establece 

SENASICA. Los factores de riesgo más crítico fueron: para BPA higiene y sanidad del 

trabajador, cosecha y transporte en campo y para BPM, producto, salud e higiene personal 

del trabajador, manejo general del empaque y rastreabilidad por lo que se propone trabajar 

intensamente en esos aspectos bajo un programa integral. 
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CALIDAD MICROBIOLÓGICA DEL QUESO FRESCO: 
UN CASO DE NORMATIVA 

Carrillo, M. L.*, Carbajal, L. E., Grimaldo, E. y Almaráz, S. J. 
Laboratorio de Investigación, Unidad Académica Multidisciplinaria Zona Huasteca. 

Universidad Autónoma de San Luis Potosí. Romualdo del Campo s/n Col. Las Aguilas, San 
Luis Potosí 

Correo electrónico: maluisa@uaslp.mx  

Resumen 

La producción de queso fresco elaborado a partir de leche cruda de vaca, está 

periódicamente sometida a la inspección que realiza la jurisdicción sanitaria de esta ciudad 

y aunque no existen estudios documentados acerca de dichos resultados, se sabe que el 

producto inspeccionado regularmente no cumple con la norma oficial mexicana NOM-121- 

SSA1-1994 correspondiente a este producto, debido a que dicha norma considera al queso 

fresco, como aquel elaborado a partir de leche pasteurizada y establece límites 

microbiológicos para Coliformes fecales, mohos y levaduras, Staphylococcus aureus y 

Salmonella spp. Por lo que el propósito de este trabajo fue evaluar la calidad 

microbiológica del queso fresco que se expende en Ciudad Valles, del estado de San Luis 

Potosí, México, para lo cual se tomaron muestras por duplicado en cada uno de los 

establecimientos donde regularmente se adquiere este producto y se analizaron, de acuerdo 

a la Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1994, encontrando que el queso que se 

consume en esta ciudad no cumple con lo establecido en esta norma (p<0.05), por lo que se 

propone revisar la normatividad para este producto, ya que aunque no se han presentado 

brotes de enfermedades causadas por el consumo de este producto, constituye un riesgo 

para los grupos de la población más vulnerables. 
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IDENTIFICACIÓN DE COLIFORMES TOTALES, COLIFORMES 
FECALES Y BACTERIAS MESÓFILAS EN AGUA PARA CONSUMO 

Y ALIMENTOS PROCESADOS EN REYNOSA, MÉXICO 

Guadalupe Hinojo Contreras, Rosa Issel Acosta González*, Marlene de la Garza 
Barbosa; Virgilio Bocanegra García; Gerardo H. Flores-Gutiérrez* 

Unidad Académica Multidisciplinaria Reynosa-Aztlán, Universidad Autónoma de 
Tamaulipas. Calle 16 y Lago de Chapala, Colonia Aztlán. CP 88710. Reynosa, Tamaulipas, 

México. 
Correo electrónico: racosta@uat.edu.mx  

Resumen 

El Objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de las principales bacterias en alimentos 
procesados. En Reynosa, México durante los años 1998 al 2002 se evaluaron 1,097 muestras, divididas en 
agua para consumo (n=431), alimentos servidos en frío (n=396) y alimentos servidos en caliente (n=270), 
para identificar coliformes totales, coliformes fecales y mesófilas usando los métodos de número más 
probable para agua y muestra directa en serie en agar para los alimentos. Las diferencias entre tipo de muestra 
y entre años se realizó mediante análisis de varianza. Los Resultados muestran que la presencia de coliformes 
totales fue mayor durante 1998 (p<0.05), sin encontrar diferencias entre tipo de alimento; en mesófilas 
aerobias no hubo diferencias entre años, pero su presencia fue mayor en los alimentos servidos en caliente 
(p<0.05); la cuenta de coliformes fecales fue ligeramente mayor en alimentos servidos en caliente, pero sin 
haber diferencias entre tipo de alimento. Los microorganismos aislados con mayor frecuencia fueron 
Enterobacter spp., E. afniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, P mirabais, Citrobacter spp., C. diversus y 
C. freundii, siendo identificados en alimentos servidos en frío (n=18) y en los servidos en caliente (n=13). 
Existe una alta contaminación en los alimentos analizados, siendo mayor en los alimentos servidos en frío, 
probablemente debido a que no son sometidos a altas temperaturas. 

Abstract 

The objective of this work was to determine the presence of bacteria in processed foods. In Reynosa, 
Mexico, from the years 1998 to 2002 1,097 samples classified in consumption water (n=431), bar salad 
(n=396) and hot-foods (n=270) were analyzed for identifying total coliforms, fecal coliforms and mesophilic 
bacteria, using the most probable number for water samples and serial dilution in agar for foods. Variance 
analysis was used to find differences between samples and years. The results show that the presence of total 
coliforms was higher during 1998 (p<0.05), but there were no differences between kind of food; in mesophilic 
bacteria there were no differences between years, but their presence was higher in hot-foods (p<0.05); the 
fecal coliforms were lightly higher in hot-foods but without fiad statistical differences. The isolated 
microorganisms were Enterobacter spp., E. afniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, P mirabais, 
Citrobacter spp., C. diversus and C. freundii, mainly of them identified in bar salad (n=18) and hot-foods 
(n=13). There was a high contamination in the analyzed foods; the higher contamination was determined for 
the bar salad, probably because this kind of food is not subjected to high temperatures. 
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MEZCLA DE ANTIMICROBIANOS NATURALES Y SINTÉTICOS 
COMO AGENTES INHIBIDORES DEL CRECIMIENTO EN 

LEVADURAS 

Karol de Jesús Alatriste Montiel , Aurelio López-Malo Vigil 
Universidad de las Américas, Puebla. Sta. Catarina martir S/N. 

Correo electrónico: karol@mail.udlap.mx  y amalo@mail.udlap.mx  

Resumen 

El uso de antimicrobianos es común en la industria de alimentos, y por muchos años 
se han utilizado sintetizados químicamente, lo que en ocasiones ha causado un rechazo por 
parte de los consumidores de productos procesados, por lo que surge la búsqueda de otras 
opciones, se ha encontrado agentes antimicrobianos de origen natural como sustitutos de 
los tradicionalmente usados. 
El objetivo de este trabajo fue formular y evaluar agentes inhibidores del crecimiento de 
levaduras a partir de mezclas ternarias de antimicrobianos de origen natural y sintético en 
sistemas modelo. 
Para lo cual se determinaron las concentraciones fraccionales inhibitorias, bajo diferentes 
condiciones de actividad de agua y pH, se determinó el índice CFI utilizando la fórmula 
reportada por Davidson y Parrish, se prepararon los sistemas usando como base PDA para 
estudiar a Z. rouxii, P .membranaefaciens, D. hansenii y C .kruseii. Las mezclas ternarias 
se prepararon a partir de sorbato de potasio y/o timol, carvacrol, eugenol y citral, aplicando 
un diseño tipo tablero de ajedrez, aplicando únicamente las que se encontraban por arriba 
de la línea de aditividad. Se evaluó el método gradiente en espiral mediante el sofware 
Spiral Gradient Endpoint, obteniendo la CMI del antimicrobiano sintético, al obtener en la 
mayoría situaciones sinérgicas se comparó con mezclas binarias determinando cual seria la 
idónea para su uso posterior en alimentos. Debido a la baja concentración requerida cuando 
se mezclan los agentes, son una excelente opción para mantener al alimento lo más 
parecido al fresco; el pH y la aw si ejercen un efecto en las mezclas; el método gradiente en 
espiral es práctico y sencillo de utilizar para posteriores investigaciones. 
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OBTENCIÓN DE ANTIMICROBIANOS MEDIANTE HIDRÓLISIS DE 
PAJA DE SORGO USANDO ÁCIDO FOSFÓRICO 

'Food Science and Technology, U. A. M. Reynosa-Aztlán, Universidad Autónoma de 
Tamaulipas, Reynosa, Tamaulipas, 88700 México. 

2Á rea de Tecnología de los Alimentos, Departamento Química Analítica. Escuela 
Politécnica Superior, Universidad de Santiago de Compostela - Campus de Lugo, 27002- 

Lugo (España) 
Correo electrónico: josiastl@yahoo.com  

Resumen 

Dentro de los recursos naturales destacan los materiales lignocelulósicos, los cuales 

presentan características de renovables, baratos y abundantes y un creciente potencial como 

materia prima para la industria química. Cuantitativamente en México, y más 

concretamente en la región tamaulipeca, se genera una gran cantidad de biomasa vegetal 

que se está mayoritariamente desaprovechando, como es el caso de la paja de sorgo. 

Seleccionando las condiciones de operación de la hidrólisis de la paja de sorgo, podemos 

obtener mayoritariamente disoluciones de azúcares fermentables, o por el contrario ácido 

acético y furfural que actúan como inhibidores del crecimiento de los microorganismos, y 

por lo tanto cumplen una función de de conservantes. Se estudió la hidrólisis de la paja de 

sorgo con ácido fosfórico, determinando el efecto de la concentración de ácido, temperatura 

y tiempo de hidrólisis para establecer las condiciones óptimas de obtención de furfural y 

ácido acético en los hidrolizados. Se seleccionaron las condiciones que se consideraron 

favorables. Está ha sido la utilización de ácido fosfórico al 6% como catalizador, una 

temperatura de 134° C y un tiempo de 5 h. Utilizando estas condiciones se obtuvieron 

hidrolizados con 13.74 g/L de furfural y 1.22 g/L de ácido acético. 

, Martha A. Oliva, S.J. Téllez-Luis'*, J.A. Ramírez de León', M. Vázquezi,2  
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EFECTO DE DOS MÉTODOS DE DESCONGELADO SOBRE LAS 
CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS Y MICROBIOLÓGICAS 

DE LA CARNE DE CERDO 

Pérez, L. C, Figueroa* S. F, Sánchez, L. E, Rodríguez, V. O. N, 
Silva, P. L, Barreras, S. A 

Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias. Universidad Autónoma de Baja 
California. Fraccionamiento el Campestre s/n. Mexicali, B.C. 

Correo electrónico: femando_figueroa@uabc.mx  

Resumen 
Una práctica común del consumidor es congelar la carne después de su compra. La 

razón es, preservar las propiedades originales y prevenir el crecimiento bacteriano; sin 
embrago, durante el descongelado ocurren cambios que pueden afectar dichas propiedades. 
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos tipos descongelado sobre las 
propiedades físico-químicas y microbiológicas de la carne de cerdo. Los tratamientos 
fueron: descongelado a temperatura de refrigerador por 24 h (DR) y descongelado en 
inmersión en agua a temperatura ambiente por un tiempo no mayor a 2 h (DI). Las 
variables analizadas fueron: Potencial de hidrógeno (pH); Color (L*, a*, b*); Esfuerzo de 
corte (EC); Pérdida de peso por goteo (PPG); Capacidad de retención de agua (CRA); 
conteo de coliformes; mesófilos aerobios y Salmonella spp. Los resultados de las 
propiedades físico-químicas fueron analizados estadísticamente para detectar diferencias 
entre ambos tipos de descongelado para cada una de las variables estudiadas utilizando un 
ANDEVA, a través del programa estadístico SAS. Los resultados promedios indican que la 
carne en el DR presentó valores de 5.77, 54.49, 5.04, 14.25, 4.31, 10.77 y 45.44 para las 
variables: pH, L*, a*, b*, EC, PPG y CRA, respectivamente. Mientras que en el DI, la 
carne presentó valores de 5.70, 55.73, 4.49, 14.13, 4.23, 7.79 y 45.71 para las mismas 
variables. Se encontró diferencias (P>0.05) en la PPG entre ambos tipos de descongelado. 
El conteo de mesófilos en el DR presentó 1405 ufc, mientras que para el DI se observaron 
8266 ufc. No se observaron E.Coli ni Salmonella spp en ambos tipos de descongelado. Se 
concluye, que el DI presenta un 3% de PPG menor al que presenta el DR, pero el 
crecimiento de mesófilos es 5.9 veces mayor en el DI con respecto al DR. 
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ENVASES ACTIVOS: ADHESIÓN DE BACTERIOCINAS A ENVASES 
UTILIZADOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

Barrera, Ana Marcela, Pérez, Nelson., Pastrana, Lorenzo* 
Departamento de Bioquímica, Xenética e Inmunoloxía. Universidade de Vigo. 

Edificio Politécnico, As Lagoas, 32004. Ourense, España 
Correo electrónico: pastrana@uvigo.es  

Resumen 

La necesidad de extender la vida útil de los alimentos y la demanda del consumidor 

de adquirir alimentos mínimamente procesados, ha incrementado el desarrollo envases que 

permitan resolver estos problemas. Los envases activos interactúan con el alimento 

retrasando reacciones químicas, enzimáticas y/o microbiológicas que deterioran los 

alimentos. Los envases con actividad antimicrobiana es una opción para retrasar el 

crecimiento de patógenos y otros contaminantes de alimentos. La adhesión de nisina 

(bacteriocina producida por L. lactis utilizada como antimicrobiano) a envases usados en la 

industria, es una opción para el desarrollo de envases activos. En este estudio se determinó 

el tiempo (6, 12, 24 y 36 h; 1.2 y 12 g/L Nisaplin®) y temperatura (8, 25, 40 y 60 °C) 

óptimos para la adsorción Nisaplin® a acero inoxidable, PET y celofán tipo P; además se 

midió la superficie de los materiales mediante el ángulo de contacto. Los resultados 

muestran que el tiempo óptimo para la adsorción de la nisina fue de 12 h, siendo el PET 

quien adsorbió más bacteriocina, seguido del celofán y acero. En cuanto a la T, a 8 °C la 

adsorción de nisina fue mayor en todos los materiales. Los ángulos de contacto de los 

materiales mostraron que el PET es el material más hidrófobo, seguido del acero y celofán 

(79,74, 64°). Estas medidas disminuyeron cuando la bacteriocina se adhirió a la superficie 

de los materiales (47, 49, 40°). La hidrofobicidad tanto de la bacteriocina como de la 

superficie de los materiales influye en la adsorción. El PET es el material más hidrófobo, y 

fue de los tres materiales el que más nisina adsorbió. 
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ALTERNATIVAS PARA EL CONTROL DE LA CARPOCAPSA 
(CYDIA POMONELLA) DE LA MANZANA EN CHIHUAHUA 

Ernesto Estrada', Teresa Sáenz1, Ninfa Rosas2, José Luis Hernández2  
'Faciatec, Universidad Autónoma de Chihuahua, Chihuahua, Chih. 

2Centro de Biotecnología Genómica-IPN, Reynosa, Tamps. 
Correo electrónico: jhernandezm@ipn.mx  

Resumen 

El cultivo de la manzana en México ocupa en lugar preponderante y es una de las 

frutas más consumidas por persona al año (6.5kg). Este cultivo se desarrolla en 23 estados 

de la República y ocupa el primer lugar dentro de las exportaciones frutícolas. Entre las 

diversas plagas que presenta el manzano destaca la palomilla de la manzana, Cydia 

pomonella, por ser altamente destructiva y persistente. El control actual de C. pomonella se 

realiza con insecticidas químicos que dejan residuos en los frutos y tienen efectos dañinos 

en aire, agua y suelo al no ser biodegradables y ser arrastrados por la lluvia y el viento. El 

objetivo de este estudio es el de identificar microorganismos entomopatógenos nativos, para 

emplearlos como agentes de control biológico en esta plaga. El muestreo se realizó 

seleccionando 50 árboles al azar en donde se colocaron trampas de cartón corrugado en la 

base del tronco del árbol para obtener larvas, pupas y adultos. Los ejemplares fueron 

examinados y las larvas se colocaron en un medio para la obtención de bacterias y hongos. 
Los muestreos se realizaron en huertos con diferentes niveles tecnológicos y los resultados 

mostraron la presencia de hongos pertenecientes al género Beauveria sp., cuya presencia 

está relacionada al nivel de tecnificación del suelo. Estos resultados nos permiten visualizar 

nuevos agentes de control más específicos para esta plaga y obtener un cultivo de manzana 
más limpio y sano. 
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ENVASES BIOPOLIMERICOS ACTIVOS EN ANTIMICROBIANOS 
(NISINA) A PARTIR DE ALMIDÓN Y HARINA DE SORGO 

Alessandra Schause, Cecilia Rojas de Gante 
Departamento de Tecnología de Alimentos, Centro de Biotecnología. División de 

Ingeniería y Arquitectura. Instituto Tecnológico y de Estudios Superiores de Monterrey, 
Campus Monterrey. Av. Eugenio Garza Sada 5201 Sur. Col. Tecnológico, Monterrey, N.L. 

Correo electrónico: crd@itesm.mx  

Resumen 

El envasado de alimentos es de importancia fundamental para la conservación de 
estos, aumentando la vida de anaquel y la disponibilidad de los alimentos al consumidor. 
Los envases plásticos de origen fósil han sido los más problemáticos debido a que causan 
problemas de impacto ambiental. Para disminuir lo anterior, se han desarrollado envases 
biopoliméricos empleando proteínas como la zeína de maíz, caseína de leche, proteínas 
aisladas de soya, albúminas de huevo, entre otras; carbohidratos como almidón, celulosa, 
gomas, entre otros; lípidos como las ceras y ácidos grasos y las mezclas entre estos. Debido 
a que el costo de obtención de los biopolímeros purificados es alto, este trabajo se enfocó 
en obtener películas a partir de harina refinada de sorgo, una vez que ésta es una mezcla de 
varios biopolímeros, siendo los principales almidón y proteínas de bajo costo de producción 
en comparación con otras materias primas. Por otro lado, desde el punto de vista legal 
existe la problemática de los conservadores adicionados directamente al alimento, que en 
determinadas dosis pueden ser tóxicos. Para evitar la adición de conservadores 
directamente al alimento y evitar que estos sean ingeridos, en este trabajo se planteó la 
posibilidad de incorporar un agente antibacteriano en la matriz biopolimérica que esté 
activo en el envase. El agente antibacteriano utilizado fue una bacteriocina (nisina) que es 
considerada por la FDA como sustancia GRAS. Para ello, se obtuvo harina de sorgo con 
una granulometría de 150 por molienda seca con un rendimiento de 32.34%. Se desarrolló 
la formulación y condiciones de proceso para obtener envases a partir de harina de sorgo 
por el método de colada utilizando concentraciones de nisina de 125, 250 y 500ppm sobre 
el peso de harina o almidón. La actividad de las películas obtenidas se determinó usando 
como microorganismo de prueba Lactobacillus delbruckii por el método de difusión en 
agar. La incorporación de nisina en la solución biopolimérica alteró el pH. A mayores 
concentraciones de nisina se observó una disminución en el pH de las soluciones de colada. 
El espesor de las películas no fue afectado por la adición de nisina en la matriz 
biopolimérica. Las películas obtenidas a partir de harina y de almidón presentaron actividad 
por ambas caras de la película y en resiembras sucesivas. Fue factible producir películas 
biopoliméricas con nisina a partir de harina refinada y almidón de sorgo. 
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DETECCIÓN DE ALIMENTOS GENETICAMENTE MODIFICADOS 
POR MEDIO DE LA PCR 

DETECTION OF GENETICALLY MODIFIED FOOD PRODUCTS BY THE 
POLYMERASE CHAIN REACTION 

Fernández Susana, Cruz María Antonia, Salazar Elma Laura y Mendoza Alberto 
Centro de Biotecnología Genómica, Instituto Politécnico Nacional. Biotecnología Vegetal. 

Blvd. del Maestro esq. con Elías Piña, Col. Narciso Mendoza, Cd Reynosa Tam, C.P. 
88710 Correo electrónico: elma@mail.cbg.ipn.mx  

Resumen 
Un método molecular para detectar alimentos genéticamente modificados basado en la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) fue utilizado para detectar alimentos derivados de soya y maíz genéticamente 
modificados, este método comprende el uso de oligonucleotidos específicos para el promotor 35 S y para el 
terminador Nos, ambos presentes en el 90% de los alimentos transgénicos. Se analizaron granos y harina de 
maíz, así como también alimentos procesados ta les como tortillas, frituras de maíz y productos 
industrializados como los aceites de maíz y soya. Además del promotor 35 S y el Tnos, la PCR también 
detectó los genes que codifican para la zeína y la lectina en maíz y soya respectivamente, lo cual confirmó la 
identidad de las muestras probadas. Para una correcta detección es importante obtener el ADN genómico en 
alta calidad y cantidad a partir de cualquier producto alimenticio ya que una baja calidad de ADN puede 
arrojar falsos negativos. El maíz BT-176 fue utilizado como control positivo y un maíz no transgénico como 
control negativo. Tres productos alimenticios derivados de maíz transgénico (granos, harina y aceite) 
resultaron positivos, mientras que otros productos procesados (Tortilla y frituras) resultaron negativos. El 
limite de detección de este método fue de 0.1% (w/w) del contenido de transgénicos en las muestras 
analizadas. En conclusión la PCR fue efectiva para diferenciar productos transgénicos de los no transgénicos 
y reveló que productos vendidos como derivados de maíz no transgénico pueden ser mezclados con diferentes 
tipos de maíz transgénico. Esto demostró que es lo suficientemente sensible y puede cumplir cualquier posible 
requerimiento de la ley mexicana en lo que respecta a detección de GMOs. 

Abstract 
To detect genetically modified (GM) maize and soybean food products; a polymerase chain reaction 

(PCR) was applied using specific 35S promoter primers for inserted chimerical genes in maize or in soybean. 
The PCR detected GM food products in maize grains and flour, as well as processed in foods such as tortillas 
(Mexican crepe), maize chips, maize and soybean oils. Beside the promoter, the PCR also detected zeine and 
lectin genes for maize and soybean respectively, which confirmed the identity of the samples assayed. The 
presence of transgenic material was also confirmed by detecting the terminator Tnos region. High quality 
DNA from samples permited an accurate detection of GM products while low quality DNA could lead to the 
erroneous conclusion that GM organisms were present. The Bt-176 gene and non GM-Maize were used as 
positive and negative controls respectively. Three types of GM-maize food products (grain, flour and 
vegetable oils) resulted positive, while flour products (tortilla and maize chips) were negative did not contain 
transgenic DNA and soja and maize oils also contained transgenic material.The PCR method detection limit 
was 0.1% (w/w) of GM content in the sample materials. In conclusion, PCR was effective in differentiating 
GM maize from non-GM products, revealed that marketed non-GM maize products may be mixed with 
different types of GM-maize, and is sensitive enough to fulfill any possible requirements of the Mexican law 
in this matter. 
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VALIDACION DE LOS PARÁMETROS FISICOQUÍMICOS DE LA 
NORMA OFICIAL DEL SOTOL 

VALIDATION OF THE PHYSIOCHEMI CAL PARAMETERS OF THE OFFICIAL 
NORM OF THE SOTOL 

J.A. Buendía-Guia*, H. De la Garza-Toledo 
Food Research Department. School of Chemistry. Universidad Autónoma de Coahuila. 

Saltillo, Coahuila., México. ZIP 25280, POBOX 252, Telephone number: + 52 844 416 12 
38,Fax number: + 52 844 439 05 11 

Correo electrónico: hegarza_2000@yahoo.com.mx, Jorge_alb99@hotmail.com  

Resumen 
Sotol es una bebida alcohólica destilada obtenida de la fermentación del mosts del "sereque" las 

cabezas (sp de Dasylrion) normalmente llamó como Sotol. Esta planta es un monilinacease y sólo crece en las 
regiones del desierto en el Norte de México (principalmente en los Estados de Chihuahua, Coahuila y 
Durango). Sotol es una bebida indígena similar a Tequila, hay muchas diferencias sin embargo entre ambas 
bebidas, y recientemente Sotol tiene se vuelve licor popular. Bajo este sentido, es necesario declarar una 
norma especial para Sotol en el que su calidad podría enviarse. Se tiene como objetivo caracterizar los valores 
físico-químicos máximos permitidos que componen el sotol, esto para defmir la Norma Oficial de Calidad. Se 
analizaron diferentes tipos de Sotoles de diferentes regiones, teniendo como primer fase la determinación de 
% de alcohol, densidad, pH Azucares totales, cenizas y extracto seco. Por el momento se a estado verificando 
la variación de los diferentes componentes de esta bebida en los diferentes análisis así como la aceptación en 
aroma, color sabor y precio esto debido a la procedencia además de la aceptación se a inclinado solamente a 
4 productos por un mejor resultado organoléptico descartando lo físico químico y solamente 2 de acuerdo a 
los resultados físico químicos obtenidos en los análisis realizados a estos productos. Esta bebida no tiene un 
control real en su preparación además de clasificarse en diferentes variedades de una misma marca y empieza 
a variar los resultados en la norma oficial propuesta. 

Abstract 
Sotol is a distilled alcoholic drink obtained from the fermentation of the most from the "sereque" 

heads (Dasylrion sp) commonly called as Sotol. Sotol is an indigenous drink similar to Tequila, however there 
are a lot of differences between both drinks, and recently Sotol has becomes popular liquor. Under this sense, 
it is necessary to state a special norm for Sotol, in which its quality could be referred. Main objective of this 
study was to characterize the main physicochemical and aromatic parameters of the Sotol and to state their 
allowed maximal values to define the Official Norm of Quality in Mexico. Physicochemical analysis and 
aromatics components were carried out using three several commercial "sotol", obtained from different 
Mexican regions. Sotol were labelled as A(Chihuahua), B (Coahuila) and C (Durango) samples. Taking into 
account that diere is a lack of the regulation in this kind of drinks, the official norm of Tequila was used as 
reference. Keeping in mind the variation of the aromatic components specifically those that are toxic. 
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Evaluación del Riesgo de Agentes Químicos en los Alimentos 

Risk Assessment of Chemical Agents in Foods 

Dr. Arturo Anadón 

Universidad Complutense de Madrid, España 

37 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

41111111.1111  Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004 
 

ISBN: 968-7662-68-9 

EVALUACIÓN DEL RIESGO DE AGENTES QUÍMICOS EN LOS 
ALIMENTOS 

Prof. Dr. Arturo Anadón, DVM, PhD, DipECVPT, 
Catedrático de Toxicología y Legislación Sanitaria y Director del Departamento de 

Toxicología y Farmacología, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense 
28040-Madrid, España 

E-mail: anadon@vet.ucm.es  

Resumen 
En los últimos años, los ciudadanos de la Unión Europea se han preocupado por la 

seguridad de los alimentos que consumen. Las diferentes crisis alimentarias sucedidas han 
impulsado a la Comisión Europea (CE) y a los Estados miembros de la Unión Europea 
(UE) a un replanteamiento fundamental acerca de la integridad de la cadena alimentaria y 
como debería ser regulada. Se han creado la "Autoridad Europea para la Seguridad 
Alimentaria" (EFSA) y la Agencia Española para la Seguridad Alimentaria (AESA) como 
medio más apropiado para satisfacer la necesidad de garantizar un nivel elevado de 
seguridad alimentaria. 

En los alimentos pueden existir contaminantes que se definen como aquellas 
sustancias que no se adicionan intencionalmente a los mismos. Estas sustancias pueden 
estar presentes en el alimento como resultado de las diferentes etapas de su producción, 
empaquetamiento, transporte o almacenamiento. También pueden ser el resultado de una 
contaminación medio ambiental (dioxinas y metales como cadmio, mercurio y plomo. 

Por otra parte, la utilización de medicamentos veterinarios y de productos 
fitosanitarios o plaguicidas pueden origina la presencia de residuos en los alimentos con un 
riesgo potencial para la salud (de origen toxicológico, farmacológico, microbiológico y 
tecnológico). 

Para una conecta seguridad alimentaria se necesita establecer para los residuos de 
medicamentos veterinarios y plaguicidas los LMRs basados en: ingesta diaria admisible 
(IDA), identificación del residuo-marcador y residuos totales, ingestión diaria máxima 
teórica de residuos (TMDI) y distribución tisular. Los LMRs son necesarios para establecer 
tiempos de espera adecuados y para propósitos de vigilancia de residuos. El análisis del 
riesgo por residuos de sustancias químicas en alimentos es un proceso basado en criterios 
que consta de las siguientes fases: identificación de la peligrosidad, caracterización de la 
situación de peligro, evaluación de la exposición y caracterización del riesgo. 

38 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

~MI Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

RISK ASSESSMENT OF CHEMICAL AGENTS IN FOODS 

Prof. Dr. Arturo Anadón, DVM, PhD, DipECVPT, 
Catedrático de Toxicología y Legislación Sanitaria y Director del Departamento de 

Toxicología y Farmacología, Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense, 28040- 
Madrid, España 

E-mail: anadon@vet.ucm.es  

Abstract 
In recent years, European citizens have become increasingly aware of the safety of 

food that we eat. The different high profile food safety `scandals' have galvanized the 

European Commission and individual Member States into a fundamental rethink about the 

integrity of the food chain and how it should be regulated. This has manifested itself in the 

setting up of the European Food Safety Authority (EFSA) and the creation of the Spanish 

Food Safety Agency (AESA). The food contaminants are defined as substances that are not 

added intentionally to foods. These substances can be present in the food like result of the 

different stages from their production, packing, transport or storage. Also dioxins and 

metals like cadmium, mercury and lead can be the result of an environmental 

contamination. The pesticides and veterinary medicinal products use can produce residues 

in the food products and constitute a potential risk for the health (toxicological, 

pharmacological, microbiological and technological risk). The determination of the MRLs 

is based on the acceptable daily intake, ratio of the marker residue/total, the theoretical 
maximum daily intake (TMDI) and the tissue distribution. The MRLs are necessary to 

establish suitable withdrawal period and for residue-monitoring in the edible food products. 

The Risk Analysis of residues from chemical agents is a scientifically-based process 

consisting of a number of important steps in the overall process: (i) risk assessment which 
comprises hazard identification, hazard characteristics, exposure assessment and risk 
characteristics; (ii) risk management; (iii) risk communication. 
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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años, los ciudadanos de la Unión Europea se han dado cuenta de la 
seguridad de los alimentos que consumimos, de cómo se producen los alimentos y de como 
los Estados miembros protegen la salud de los consumidores. Las crisis alimentarias 
sucedidas en los últimos años, tales como la crisis de las "vacas locas" o "Encefalopatía 
Espongiforme Bovina" (BSE) en carne de vacuno y su relación con la inducción de la 
variante humana de la enfermedad Creutzfeldt-Jakob (CJD), la muerte trágica de 
consumidores escoceses como resultado de la presencia de Escherichia coli 0157 en carne 
de vacuno, la perdida de confianza por parte del consumidor belga en su sector 
agroalimentario por la crisis de los "pollos belgas" o de contaminación por dioxinas y la 
crisis de la Listeria, han impulsado a la Comisión Europea y a los Estados miembros de la 
Unión Europea (UE) a un replanteamiento fundamental acerca de la integridad de la cadena 
alimentaria y como debería ser regulada. Tras el incidente de las dioxinas en 1999, la UE se 
planteó ejercer un control más estricto en la alimentación animal (Anadón et al., 20000, 
2000b). Por ello, la Comisión de las Comunidades Europeas publicó en el año 2000 el 
"Libro Blanco sobre la Seguridad Alimentaria" en el que se comprometía entre otras 
acciones a la creación de un Organismo Alimentario Europeo independiente denominado 
"Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria" (EFSA) como medio más apropiado 
para satisfacer la necesidad de garantizar un nivel elevado de seguridad alimentaria. Se han 
creado igualmente Agencias de Seguridad Alimentaria en muchos Estados miembros de la 
UE; a este respecto, en España se ha creado la Agencia Española para la Seguridad 
Alimentaria (AESA), con el objeto de replantear la política de seguridad alimentaria y 
disponer de instrumentos para la gestión integral de la seguridad alimentaria en toda la 
cadena de producción, elaboración, distribución y consumo y también se han creado 
Agencias en ciertas Comunidades Autónomas. 

Así mismo se han establecido las bases para trasladar el autocontrol alimentario a 
las fases de producción haciendo totalmente válido el dicho de que la seguridad alimentaría 
debe garantizarse "desde la granja hasta la mesa". También se ha hecho hincapié en la 
implantación y mejora de sistemas de monitorización y planes de vigilancia de zoonosis y 
residuos, de sistemas de alerta rápidos, de sistemas de información en el sector agrario, y de 
acciones paralelas como el seguimiento de la radioactividad natural en el medio ambiente 
(Anadón et al., 2000). 

Los contaminantes se definen como sustancias que no se adicionan 
intencionalmente a los alimentos. Estas sustancias pueden estar presentes en el alimento 
como resultado de las diferentes etapas de su producción, empaquetamiento, transporte o 
almacenamiento. También pueden ser el resultado de una contaminación ambiental. Ya que 
la contaminación generalmente tiene un impacto negativo sobre la calidad de los alimentos 
y puede implicar un riesgo para la salud humana, la Unión Europea ha tomado medidas 
para minimizar los contaminantes en los alimentos. 

Los principios básicos de la Legislación de la Unión Europea sobre contaminantes 
en alimentos se encuentran en el Reglamento del Consejo 93/315/CEE de 8 Febrero de 
1993: 
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> los alimentos que. 'contenga un contaminante en una cantidad inaceptable desde el 
punto de vista de salud pública y en particular a un nivel toxicológico, no deben ser 
puestos en el mercado; 

- los niveles de contaminantes deberían mantenerse tan bajos como puedan 
razonablemente ser alcanzados siguiendo las buenas prácticas recomendadas, y 

> deben fijarse niveles máximos para ciertos contaminantes con el fin de proteger la 
salud pública. 

Los niveles máximos se fijaron para ciertos contaminantes en alimentos mediante el 
Reglamento de la Comisión 2001/466/CE de 8 de Marzo de 2001 y en las subsiguientes 
modificaciones: Nitratos (Reglamento de la Comisión 2002/563/CE), metales pesados tales 
como plomo, cadmio y mercurio (Reglamento de la Comisión 2002/221/CE), 3- 
monocloropropano diol (3-MCPD), y Dioxinas (Reglamento del Consejo 2001/2375/CE), 
entre otros. También se esta trabajando en la Unión Europea para reducir los niveles en 
alimentos y clarificar los posibles riesgos de sustancias tales como los hidrocarburos 
aromáticos policiclicos (PAHs), los compuesto de estaño y la acrilamida. 

CONTAMINANTES DE LOS ALIMENTOS 

Los contaminantes presentes en los alimentos tienen diversos orígenes, uno que 
ocurre de forma natural y otro medio ambiental. 

Contaminantes Ambientales 
Quizás el problema mas señalado fué el de la contaminación medio ambiental por 

dioxinas en Bélgica en el año 1999. La cronología de este brote ha sido bien descrito; se 
trato de un incidente por aceite policloro bifenilo (PCB) introducido en la cadena 
alimentaría. Los piensos para los animales producidos a partir de esta fuente de 
contaminación se enviaron a 2500 granjas y afecto a diferentes categorías de animales y/o 
productos para consumo (cerdo, pollos, leche y huevos). Este incidente fue el punto de 
partida de las concentraciones máximas permitidas de dioxinas en piensos para animales. 

Dioxinas 
Los compuestos dioxinas, policlorados bifenilos y polibrominados bifenilos 

pertenecen a un grupo de compuestos químicamente relacionados, cuyo potencial tóxico en 
humanos y animales se ha demostrado por investigaciones laboratoriales y estudios de 
exposiciones accidentales. La exposición a este tipo de compuestos de los animales para 
consumo y el hombre ocurre a menudo a través de las fuentes medio ambientales o de los 
piensos para los animales. 

a) Dioxinas [dibenzo-p-dioxinas (PCDD y dibenzofuranos (PCDF) policlorados]: 
Los policlorados dibenzo-p-dioxinas (PCDD) y dibenzofuranos (PCDF) pertenecen al 
grupo de contaminantes orgánicos lipofilicos y persistentes. Los PCDD y PCDF son a 
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menudo denominados de forma simplificada como "dioxinas". Dependiendo del grado de 
cloración (1 — 8 átomos de cloro) y del modelo de sustitución se pueden distinguir entre 75 
PCDD y 135 PCDF, denominados "congéneres". Las dioxinas, son contaminantes con 
distribución ubicua debido a su formación como subproductos y poco comunes en un gran 
número de procesos industriales y térmicos. 

La toxicidad de las dioxinas difiere considerablemente. En particular, son de 
especial importancia aquellos congéneres que son sustituidos en posición 2, 3, 7, 9. Por lo 
tanto, de los 210 teóricos posibles congéneres, sólo 17 tienen implicación toxicológica. 
Estos compuestos demuestran una toxicidad similar al congénere mas tóxico 2,3,7,8- 
tetraclorodinenzo dioxina (2,3,7,8-TCDD), también conocido como "dioxina de Séveso 
(Bertazzi et al., 1998). 

b) Policlorados Bifenilos (PCB): Son pequeñas moléculas orgánicas pertenecientes 
a la familia de los hidrocarburos dorados. Existen 209 tipos o congéneres de PCB, de los 
cuales aproximadamente 100 se han empleados en sistemas cerrados en transformadores 
eléctricos y transmisores de calor. La volatilidad de los PCB permite su evaporación desde 
la superficie de las aguas, su movimiento a través del aire y su retorno al suelo y al agua 
con la lluvia. Esto da como resultado una amplia dispersión y persistencia de estos 
compuestos químicos tóxicos. Los compuestos de PCB tienen diferentes propiedades 
físicas y químicas, que se fundamentan en el grado de cloración y la posición de los átomos 
de cloro en la molécula. Aquellos PCB con anillos bencénicos localizados en el mismo 
plano se denominan de configuración coplanar, pudiendo tener actividad similar a las 
dioxinas si las sustituciones de cloro están localizadas en las posiciones 3', 3, 4', 4, 5', 5,o 2, 
2' en los anillos bencénicos. 

Los PCB han sido asociados con tumores hepáticos y propuestos como promotores de 
cáncer. Alguno análogos coplanares de los PCB, similares a las dioxinas, tales como 2, 3, 7, 8- 
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), se ligan al receptor citosólico aril-hidrocarbono (Ah), 
afectando la regulación de la expresión del gen. La unión al receptor Ah y la subsecuente 
inducción de la actividad de la aril hidrocaibono hidroxilasa (AHLI), afecta el metabolismo de 
los esteroides y otras hormonas y puede disminuir el almacenamiento de glicógeno en el 
hígado (Lindstróm et al.1995). 

Los compuestos PCB son ubicuos y se encuentran en una gran variedad de alimentos. 
Se pueden bioconcentrar en la grasa y presentan una larga semivida biológica. Tanto el 
pescado como otros productos de origen marino, parecen ser la fuente más importante de 
exposición a los PCBs, para el hombre. 

c) Dioxinas polibromadas y furanos: Las dioxinas polibromadas (PBDD) y los 
furanos (PBDF) también tienes problemas toxicológicos. Si están presentes los compuestos 
dorados y polibromados simultáneamente, debe considerarse la suma de ambos para la 
ingesta diaria aceptable recomendada. En general, no hay datos sobre las cantidades de 
estos compuestos que pueden entrar en la cadena alimentaria. 

Otros contaminantes medio ambientales serian los metales, entre los que tenemos el 
cadmio, mercurio y plomo que son acumulativos. El estaño, es un contaminante metálico 
no acumulativo. 
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RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS Y PRODUCTOS 
FITOSANITARIOS O PLAGUICIDAS USADOS EN LA PRODUCCION DE 
ALIMENTOS 

Muchas sustancias se utilizan durante la producción de los alimentos por lo que 
pueden crear cantidades residuales en los productos alimentarios para consumo. Entre estos 
agentes xenobióticos tenemos los medicamentos veterinarios y plaguicidas. 

El propósito principal que contempla la Legislación Veterinaria y Fitosanitaria en la 
Unión Europa es la protección al consumidor frente a peligrosidad o riesgo que pueden 
presentar los residuos de xenobióticos en los productos alimenticios de origen animal y 
vegetal. 

Para los medicamentos veterinarios, se ha publicado el Reglamento del Consejo 
90/2377/CEE de 26 de junio por el que se establece un procedimiento Comunitario para 
fijar los límites máximos de residuos (LMRs) o tolerancias de medicamentos veterinarios. 
En este Reglamento se contemplan 4 Anexos para los principios activos componentes de 
los medicamentos veterinarios: 

Anexo I: incluye aquellos principios activos con LMRs establecidos. 
- Anexo II: incluye aquellos principios activos que no necesitan fijarse sus LMRs. 
- Anexo III: incluye aquellos principios activos con LMRs provisionales 

establecidos. 
Anexo IV: incluye los principios activos que no pueden fijarse un LMR porque 
cualquier nivel de residuos es peligroso. 

Con respecto a los productos fitosanitarios los LMRs en productos vegetales se 
basan en las Directivas 76/895/CEE, 79/700/CEE; 80/428/CEE, 81/36/CEE; 82/528/CEE, y 
88/298/CEE. 

La Directiva del Consejo 91/414/CEE de 15 de julio relativa a la comercialización 
de productos fitosanitarios, determina una completa armonización de legislaciones para los 
grupos de productos fitosanitarios, establece los requisitos y el procedimiento para la 
aceptación Comunitaria de las sustancias activas nuevas que puedan utilizarse en la 
elaboración de productos fitosanitarios y los requisitos, normas y criterios que han de 
observarse para su autorización. Esta Directiva establece, asimismo, las bases de un 
programa Comunitario para la revisión de las sustancias activas y productos fitosanitarios 
existentes anteriormente en el mercado (Anadón et al., 2001). La materia regulada es 
compleja, por lo que los requisitos técnicos, necesarios para asegurar la suficiente 
uniformidad en su aplicación por los distintos Estados miembros, aparecen establecidos en 
sus anexos con los contenidos: 

- Anexo I: lista comunitaria de sustancias activas admitidas en los productos 
fitosanitarias. 

- Anexo II: información que se debe aportar con la solicitud de inclusión de una 
sustancia en el Anexo I. 

- Anexo III: información que se debe aportar con la solicitud de autorización de un 
producto fitosanitario. 

- Anexo IV: frases normalizadas referentes a los riesgos especiales. 
- Anexo V: frases normalizadas de medidas de seguridad. 
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- Anexo VI: principios uniformes para la evaluación de los productos fitosanitarios. 

La Directiva de la Comisión 94/79/CEE, modifica el Reglamento 91/414/CEE 
(sección 5 de la Parte A del Anexo II), describiendo la información requerida sobre los 
"Estudios toxicológicos y de metabolismo". Otra Directiva de la Comisión 95/36/CE de 14 
de julio de 1995 modifica también el Reglamento 91/414/CEE (parte A del Anexo II y 
parte A del Anexo III relativas a requerimientos en la disposición y comportamiento en el 
medio ambiente)(Anadón et al., 2001). 

El límite máximo de residuos (LMR) para un medicamento veterinario se define 
como el contenido máximo de residuos resultantes de la utilización de un medicamento 
veterinario (expresado en mg/kg, ppm o ? g/kg, ppb sobre la base del peso del alimento de 
origen animal en fresco) permitido en la Unión Europea, es decir reconocido como nivel 
admisible en un producto alimenticio. El LMR se expresa en términos de niveles de 
fármaco inalterado o en términos de niveles de un metabolito marcador, si se conoce el 
porcentaje del metabolito marcador formado a partir del compuesto inalterado (Anadón et 
al., 1999, 1999a, Anadón y Martínez-Larrañaga, 1999). La función primaria del sistema 
LMR es que pueda establecerse un tiempo de espera, que asegure que los productos de 
origen animal sean seguros para ser consumidos; el programa de vigilancia del LMR 
soporta este esquema controlando el cumplimiento de estos requisitos. La monitorización 
del LMR puede ser siempre llevada a cabo en unos pocos tejidos de una minoría de 
animales. Basados en esta suposición, el objetivo de la legislación es la monitorización de 
uno o dos tejidos-diana, es decir el cumplimiento del LMR para el tejido que tiene la más 
baja depleción. 

La determinación de los LMRs está basada en: 
1) ingesta diaria admisible (IDA), 
2) identificación del residuo-marcador y los residuos totales: El residuo 

marcador se define como el residuo (fármaco inalterado y/o metabolitos) cuya 
concentración en un tejido declina en función del tiempo y su concentración representa el 
conjunto de los residuos totales presentes y cubiertos por el LMR. Los estudios 
farmacocinéticos (incluido el metabolismo) sirven para identificar el residuo marcador y 
con técnicas analíticas sensibles determinar sus concentraciones titulares en los animales 
tratados en función del tiempo que permitan el control práctico del cumplimiento del LMR 
establecido (Anadón et al., 2001; Anadón et al., 2002; Martínez-Larrañaga et al., 2004). Un 
LMR se establece con un valor numérico referido a una sustancia(s) química denominada 
residuo-marcador y a un producto alimenticio denominado tejido-diana (son los tejidos 
comestibles que presentan mayor afinidad por el fármaco y con más lenta eliminación, y 
que se utilizan para controlar la presencia del residuo-marcador y de sus niveles). 

3) ingesta diaria máxima teórica (TMDI): Se estima usando el paquete de 
consumo (`EU food basket') en fresco para productos de origen animal (ver Tabla 2). Los 
residuos de medicamentos veterinarios incluyen los fármacos inalterados así como sus 
metabolitos. Los metabolitos se toman en consideración si están presentes en una 
considerable cantidad o tienen un potencial toxicológico o farmacológico. 

4) distribución tisular: Información acerca de la distribución de los residuos en los 
tejidos comestibles de los animales-diana. 
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ANÁLISIS DEL RIESGO 

Este es un proceso basado en criterios científicos que consta de las siguientes fases 
(Tabla 1): 

1) identificación de la peligrosidad, 
2) caracterización de la situación de peligro, 
3) evaluación de la exposición y 
4) caracterización del riesgo. 

Cuando se efectúan evaluaciones del riesgo a nivel nacional conviene que las 
autoridades dispongan de datos epidemiológicos sobre la incidencia de las intoxicaciones / 
enfermedades transmitidas por los alimentos así como información sobre el nivel de 
exposición de la población en particular de los grupos vulnerables, a peligros asociados con 
los alimentos. 

Tabla 1.- Fases del Análisis del Riesgo 
Comunicación del riesgo 
Comunicación eficaz del proceso y caracterización del riesgo 
Investigación del riesgo Evaluación del riesgo Gestión del riesgo 
- conocimiento de la relación 
mecanística entre las fuentes 
de  los  fármacos, 
dosis/exposición y respuesta 

-  identificación  de  la 
peligrosidad, 
-  caracterización  de  la 
peligrosidad, 
- evaluación de la exposición, 
- caracterización del riesgo, 
-  identificación  de  las 
necesidades de investigación. 

-  la  gestión  del  riesgo 
incorpora los resultados de la 
caracterización del riesgo y 
las consideraciones sobre la 
salud  pública.  socio- 
económicas y políticas. 

La identificación de la peligrosidad, consiste en la identificación de los residuos 
del fármaco presentes en los alimentos capaces de originar efectos adversos sobre la salud 
del consumidor y potencialmente presentes en alimentos seleccionados procedentes de los 
animales. 

La caracterización de la peligrosidad consiste en el conocimiento de la naturaleza 
de los efectos adversos asociados con los residuos de medicamentos veterinarios que 
pueden estar presentes en el alimento siendo evaluados cualitativamente y/o 
cuantitativamente sobre la base de los estudios toxicológicos y farmacológicos en especies 
de animales de laboratorio. Si se disponen las observaciones en humanos deben de ser 
consideradas. En esta etapa se establece la IDA. Como punto de partida para calcular la 
IDA se utiliza la dosis sin efecto tóxico (NOEL) o la dosis sin efecto adverso observado 
(NOAEL) respecto de los parámetros toxicológicos y/o farmacológicos más sensibles, 
generalmente en la especie animal más sensibles. Al NOEL o NOAEL más bajo se le aplica 
un factor de seguridad que tiene en cuenta el tipo de efecto, la severidad o reversibilidad del 
efecto, y los problemas de variabilidad entre las especies y dentro de ellas, para determinar 

45 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

41111111111  Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004 
 

ISBN: 968-7662-68-9 

la IDA para los seres humanos. Si se dispone de ellos, pueden usarse datos pertinentes 
sobre los seres humanos al estimar la IDA, generalmente con un factor de seguridad 
reducido (Jones, 1997, Anadón et al., 1999, 1999a; Anadón y Martínez-Larrañaga, 
1999)(Tabla 2). En definitiva, se aplican factores de seguridad de 10, 100 (10 x 10, para 
corregir las variabilidad dentro de la misma especie y entre especies) o superiores para 
extrapolar del NOEL la IDA. Los márgenes de seguridad usados para calcular la IDA se 
consideran necesarios para cubrir las incertidumbres sustanciadas en los modelos usados y 
su relevancia para una población de consumidores diversa. 

Las IDAs de la mayoría de los plaguicidas están basadas en datos animales; esto 
llama la atención ya que los peligros potenciales para el hombre debidos a la presencia de 
residuos de plaguicidas en el alimento son muchos. Por ello, se aplican factores de 
seguridad de 100 o superiores (ver Tabla 3). Esto significa que la IDA es usualmente el 1% 
del NOAEL en la especie más sensible. En los pocos casos, donde hay datos de toxicidad 
disponible en el hombre, se aplica un factor de seguridad de 10, para cubrir la variación 
entre humanos (Concon, 1988). 

Tabla 2.- Pasos a seguir en la fi ación de los LMR (s 
1° Toxicología 
2° NOEL en el animal más sensible, mg/kg p.c. 
3° IDA o ADI para el hombre, mg/kg p.c., teniendo en cuenta factor de seguridad 

(10, 100 y superior) 
4° LMR o MRL, microgramo/kg o mg/kg, teniendo en cuenta peso corporal (60 kg) e 

ingestas alimentarias(*) 
(*) 
Grandes animales: músculo 300 g, hígado 100 g, riñón 50 g, grasa 50 g (en caso 
de los cerdos, 50 g de piel + grasa en proporciones naturales; leche 1500 g 
Aves: músculo 300 g, hígado 100 g, riñón 10 g, piel + grasa 90 g en proporciones 
naturales; huevos 100 g 
Pescado: músculo 300 g + piel en proporciones naturales 
Miel: 20 g 
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Tabla 3.- NOAELs y ADIs de algunos plaguicidas 
Pesticida NOAEL  (µg/kg 

p.c.) (especies) 
ADI (p,g/kg p.c.) Factor de seguridad Residuo máximo* 

en carne, pes  cado 
(lig/kg) 

Mutagenicidad  y 
carcinogenicidad 
aldrin/dieldrin 25(rata/perro) 0.1 250 1-86 
DDT 50 (rata) 5 10** 3-10 
m-paration 100 (hombre) 1 100 - 
captan 1.25x104(monos) 100 125 26-40 
Mutagenicidad  y 
carcinogenicidad 
diclorvos 33(hombre) 4 8 
malation 5000 (rata) 20 10 4-96 

200/day (hombre) 
*Residuos altos, se encuentran en carne, pescado, y pollos 
**Debido a que el potencial carcinogénico es para el hombre se aplica solo 10. 

Se señala que se ha expresado cierta preocupación por el hecho de que pueden 
causarse efectos tóxicos agudos por el consumo de alimentos que contienen residuos de 
ciertos plaguicidas o puntos / lugares de administración para animales de consumo. Ello ha 
originado que se haya establecido la "dosis de referencia aguda" para evaluar las 
situaciones de peligro agudas usando los mismos principios y métodos básicos empleados 
para calcular la ADI. Se determina el NOAEL observado a partir de las bases de datos de 
efectos agudos (por ejemplo, discrasias sanguíneas y efectos neurotóxicos como neuropatía 
retardada e inhibición de la colinesterasa). 

La evaluación de la exposición refiere a la evaluación cualitativa y cuantitativa de 
la probabilidad de la ingesta de residuos de medicamentos a través de los alimentos de 
origen animal (es decir el estimado de ingesta del consumidor). Para la evaluación de la 
exposición la identificación de un residuo-marcador es importante, así como su relación 
con el residuo total relevante. El método usado es el de la extrema prudencia, 
sobreestimando las posibilidades de ingesta alimentaría utilizando la ración diaria estándar 
internacional para una persona de 60 kg de peso (Tabla 2). 

En la caracterización del riesgo se hace un estimado cualitativo y/o cuantitativo de 
los riesgos para el consumidor a partir de los residuos presentes en los productos animaless, 
aportando las incertidumbres de la evaluación de la probabilidad de la aparición y severidad 
del conocido o potenciales efectos adversos sobre la salud en una población dada basada en 
la identificación de la peligrosidad, la caracterización del riesgo y la evaluación de la 
exposición. La consideración de la caracterización del riesgo conducirá a las conclusiones, 
si los LMR necesitan ser establecidos o no. El LMR garantiza el respeto de la IDA. En el 
establecimiento de los LMRs, la TMDI se estima usando el paquete de consumo en fresco 
para productos de origen animal indicado anteriormente pero no se tienen en cuenta los 
efectos industriales o de procesado domésticos sobre el contenido de los residuos. 

La caracterización del riesgo se traduce por el establecimiento del LMR para una 
sustancia en los tejidos comestibles de las diferentes especies sobre la base de los datos 
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precedentes, tras la estimación de las frecuencias y naturaleza de los efectos indeseables. El 
LMR siempre garantiza el respeto de la IDA. 

Los residuos de medicamentos veterinarios incluyen los fármacos inalterados así 
como sus metabolitos. Los metabolitos se toman en consideración si son toxicologicamente 
relevantes, es decir, si están presentes en una considerable cantidad o tienen un potencial 
toxicológico o farmacológico. El LMR por tanto, se expresa en términos de niveles de 
fármaco inalterado o en términos de niveles de un metabolito marcador, si se conoce el 
porcentaje del metabolito marcador formado a partir del compuesto inalterado o padre 
(Anadón et al., 1999, 1999a). 

Los LMRs para plaguicidas se establecen comparando la ingesta diaria de los 
residuos de un plaguicida calculado sobre la base del LMR con la ADI. La ingesta diaria se 
calcula multiplicando cada LMR con la cantidad del componente de la dieta 
correspondiente, seguido por la suma de las cantidades de residuos obtenidos. Se debe de 
indicar que el uso del LMR en el cálculo de la ingesta puede conducir a un valor más alto 
que la ingesta actual, ya que los niveles residuales actuales a menudo son más bajos que los 
LMRs recomendados. Los modelos de consumo alimentario varían considerable de un país 
a otro, y de una cultura a otra; a nivel internacional la ingesta total se calcula sobre la base 
de un paquete de consumo alimentario global medio hipotético, compuesto de acuerdo a las 
recomendaciones de la FAO, es decir consistente de componentes de cada dieta cultural. A 
nivel nacional, la ingesta total se calcula sobre la base de los datos de consumo actuales. 
Como se ha señalado en el apartado de evaluación del riesgo existen tres vías para calcular 
la ingesta diaria de pesticidas: TMDI (ingesta diaria máxima teórica), EMDI (ingesta diaria 
media estimada) y EDI (ingesta diaria estimada). 

Para contaminantes o sustancias que son nutrientes esenciales o constituyentes 
inevitables del alimento en estos casos se emplea el PMTDI (ingesta diaria tolerable 
máxima provisional). Para los metales contaminantes con propiedades no acumulativas, se 
emplea el PMDI (ingesta diaria máxima provisional). El PTWI (ingesta semanal tolerable 
provisional) ha sido establecido para contaminantes metálicos con propiedades 
acumulativas (por ejemplo, cadmio, mercurio y plomo). Finalmente, para nutrientes 
esenciales así como constituyentes inevitables del alimento, se establece una MTDI (ingesta 
diaria tolerable máxima) 

La gestión del riesgo, será el proceso consistente en sopesar las distintas políticas 
posibles a la luz de los resultados de la evaluación del riesgo, y si fuera necesario, en 
seleccionar y aplicar medidas de control, incluidas las medidas reglamentarias. Las 
acciones más prominentes en esta etapa son la inclusión de una sustancia en el Anexo I, 
Anexo II, Anexo III o Anexo IV del Reglamento del Consejo 2377/90/CEE y el 
establecimiento de los LMRs, el establecimiento subsiguiente de los tiempos de espera, así 
como la vigilancia de los residuos de acuerdo con la Directiva del Consejo 23/96/CEE, para 
los que se necesita proporcionar los métodos analíticos validados en el procedimiento del 
LMR. 

La comunicación del riesgo, será el intercambio interactivo de información y 
opiniones concernientes con el riesgo y los factores relacionados con el riesgo entre los 
asesores del riesgo, los gestores del riesgo, consumidores y otras partes interesadas. 
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RIESGOS PARA LA SALUD PÚBLICA 

Los riesgos potenciales para la salud pública que pueden conllevar los residuos de 
agentes químicos en los productos alimenticios suelen ser de origen toxicológico, 
farmacológico, microbiológico e inmunológico. Algunos de los antibióticos usados como 
promotores del crecimiento han planteado riesgos (indirectos) para la salud humana. La 
ingestión de estos antibióticos puede conducir a un aumento de resistencia a las bacterias. 
Esto puede implicar: (a) transferencia de la bacteria resistente al antibiótico al hombre vía 
ingesta de alimentos; (b) transferencia de factor de resistencia (factor-R) a partir de 
bacterias resistentes no patógenas a otra bacteria la cual conduce a difundir la resistencia 
(Anadón et al, 1999c). Ha atraido particular inquietud la resistencia entre enterococos a los 
antibióticos glicopéptidos tales como vancomicina; alto nivel de resistencia a glicopéptidos 
mediados por los genes van detectados en el Enterococcus faecium y otras especies de 
enterococos (Anadón y Martínez-Larrañaga, 1999b). Por último, los residuos de 
antibióticos también pueden alterar las fermentaciones implicadas en la tecnología de 
alimentos. 

Los productos fitosanitarios o plaguicidas son compuestos que se usan para el 
control o eliminación de especies de insectos indeseados (insecticidas), acáridos 
(acaricidas), hongos (fungicidas), plantas superiores (herbicidas), roedores (rodenticidas), o 
nematodos (nematococidas). La acción biocida de los plaguicidas incluye una variedad de 
perturbaciones de los procesos fisiológicos, tales como inhibición de la acetilcolinesterasa 
por insecticidas organofosforados, bloqueo de la neurotransmisión por hidrocarburos 
dorados (por ejemplo aldrin), e inhibición de la fosforilización oxidativa por herbicidas 
dinitrofenoles (por ejemplo dinitro-O-cresol). 

La contaminación de vegetales puede ser el resultado del tratamiento así como de 
las condiciones tales como uso inapropiado de productos fitosanitarios, residuos a partir de 
tratamientos previos en el suelo y contaminación cruzada (particularmente durante el 
almacenamiento). Fuentes de residuos en productos de origen animal incluyen la 
contaminación del agua o pienso, tratamiento de los alojamientos con pesticidas y 
contaminación de la leche)(De la Riva y Anadón, 1991). 

En general, se han encontrado niveles de plaguicidas en los alimentos tales como: 
cereales, leche y productos lácteos, huevos, carne, pescado y mariscos, frutos, y vegetales 
entre otros. Los insecticidas organoclorados merecen particular atención, pues son muy 
estables y pueden acumularse en las cadenas alimentarias (De la Riva y Anadón, 1991). 
Productos de origen animal así como la leche de mujer casi siempre contiene residuos de 
compuestos organoclorados. 
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CONTAMINACIÓN ABIÓTICA DE LOS ALIMENTOS 

Profesor Dr. Jesús Simal Lozano 
Catedrático de Análisis Químico y de Bromatología-Toxicología 

Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela (ESPAÑA) 
Email: qnsimal@usc.es  

Resumen 

1. — Concepto y Contenido del programa electrónico de CAA. Presencia de sustancias o 

productos ajenos a los constituyentes naturales; _Cuadro RESUMEN.htm se incluyen 

residuos extraños, denominados por nuestro grupo como "impurezas morfológicas" 

2.- Ejemplos de identificación de residuos y manejo de Técnicas: 

Tyrosine [60-18-4] Espectroscopía infrarroja WINFIRSTAnk; 

Benzo[a]pireno [50-32-8] HPLC-FLD Instrument 1 Offline.lnk; 

Butyl-Hidroxy-Toluene (BHT)[128-37-0] GC-MS QualBrowser.lnk 

3.- Ejercicios de Excel (Cromatografia de desarrollo múltiple Unidimensional y/o 

Bidimensional; Curvas de Valoración Potenc iométricas; SST (evaluación de factor de 

asimetría; Absorciometrías, . .. )) Mis We bs \ caa \ TLC2-potem-Absorb-ccc1,2-TLC1-SA,aas-

.xls 

4.- Cumplimentar cuadro CAA2004.htm y manejo de Referencia incorporada al programa 

de CAA 
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ABIOTIC POLLUTION OF FOODS 

Profesor Dr. Jesús Simal Lozano 
Catedrático de Análisis Químico y de Bromatología-Toxicología 

Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela (ESPAÑA) 
Email: qnsimal@usc.es  

Abstract 

1.- Concept and Content of the electronic program of CAA. Substances or products 

presence detached from the constituent natural; _Cuadro RESUMEN.htm is included 

strange residues, designated by our group as "impurities morphological" 

2. - Examples of residues and managing identification of Techniques: 

Tyrosine [60-18-4] Infrared spectroscopy WINFIRST.Ink; 

Benzo[a]piyrene [50-32-8] HPLC-FLD Instrument 1 Offline.lnk; 
Butyl-Hidroxy-Toluene (BHT)1128-37-01 GC-MS QualBrowserink 

3. - Exercises of Excel (multiple development One-dimensional Chromatography and/or 

Two-dimensional; curves Potenciométricas ; SST (evaluation of asymmetry factor; 

Absorciometrías, Mis Webs \caa\ TLC2-potem-Absorb-ccc1,2-TLC1-SA,aas-.xls 

4. - To Compliment table_CAA2004.htm_ and References managing incorporated to the 

program of Pollution of the foods: 
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1— Concepto y Contenido del programa electrónico de CAA. Presencia de sustancias o 
productos ajenos a los constituyentes naturales; Cuadro RESUMEN.htm se incluyen 
residuos extraños, denominados por nuestro grupo como "impurezas morfológicas" 

Paso a comentar mi concepto y contenido sobre el título de la charla, haciendo uso 
del programa de la asignatura de CAA, antes sobre este resumen de los aspectos que voy a 
tratar, así como advertir que la presentación pretendo hacerla, conectado a Internet, con mi 
ordenador portátil, donde tengo instaladas las aplicaciones que figuran en el programa de 
CAA. 

Concepto: En este primer apartado comentaré lo que es para mí un contaminante 
abiótico (polucionante), algo que no se modifica o destruye por la esterilización, como sería 
el caso de los contaminantes bióticos, y que, además, no aumenta su dosis si se detiene la 
contaminación. En la contaminación biótica suele darse el caso contrario; de una colonia de 
gérmenes pueden proliferar con el tiempo para convertirse en un alimento mucho más 
contaminado. 

Partiendo de este concepto se comprenderá porque, en nuestro programa, podemos 
observar todos los materiales extraños a los alimentos: los residuos químicos y las 
"impurezas morfológicas". Entre los primeros a su vez hemos incluido cualquier sustancia 
ajena al alimento, inclusive los aditivos voluntarios, (este concepto va en contra de nuestro 
marco legal que habla de residuos o impurezas y de los aditivos voluntarios) pero los 
hemos incorporado aquí porque, al fin de cuentas, son sustancias extrañas al alimento. Por 
todo ello, en nuestro que hacer diario en esta disciplina, ha cobrado gran interés la 
realización de una monografía sobre el "polucionante" de naturaleza orgánica, asignado al 
alumno, que incorpore su número CAS, número EINECS, (para evitar la numerosa 
proliferación de sinónimos que hace dudosa la identidad de muchos de las sustancias 
consideradas contaminantes abióticos); propiedades.... También, en la monografía, se hace 
necesario comparar espectros teóricos, generados por diferentes aplicaciones, con los 
experimentales para comprobar su similitud, suele estar por encima de 0.8, lo que permitirá 
más tarde aventurar los espectros de IR; MS; e incluso de NMR (de protón y de carbono 
13), a partir de la estructura molecular de un determinado contaminante. Incluso completar 
un cuadro que viene siendo una monografía esquemática para cuatro componentes. En el 
texto publicado se presenta un cuadro resumen de los grandes grupos de polucionantes, en 
realidad todas las sustancia conocidas pueden ser objeto de esta disciplina; así mismo se ha 
incluido un par de cuadros de los ejercicios cumplimentados por los alumnos en el pasado 
curso; en concreto el referente a los PCBs (algunos otros datos de interés referentes a los 
PCBs, también puede consultarse en: ..\Mis Webs\caa\Polychlorinated Biphenyls.pdf ) y a 
las Afiatoxinas (compuestos de procedencia Biótica, que son estudiados como 
contaminantes abióticos). En fin, estos y otros cuadros, así como otros aspectos de la 
disciplina, pueden ser abordados en: ..\Mis Webs\caa\CUADRO 2004 reducido de 
tamaño. doc 

Los elementos inorgánicos forman un grupo diferente y con ellos se hace otro tipo 
de evaluación en base a su espectro de Absorción o Emisión, Atómica; previamente los 
alumnos visualizan un programa de demostración de lo que esta técnica y se familiarizan 
con los parámetros de interés en AAS, UNISCAMP 
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CONTAMINACIÓN ABIÓTICA DE LOS ALIMENTOS 
RESIDUOS QUÍMICOS 
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METALs(Na) 
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ADDITIVES 
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ADITIVOS - -  — 
IMPUREZAS MORFOLÓGICAS (MATERIALES EXTRAÑOS) 
Residuos de cereales; restos de azafrán, café...; partes de ácaros, esporas,...) 

Por ejemplo, activando el hipervínculo de PCBs, aparecerá el fichero, PDF, que aquí 
se adjunta como figura, realizado por los alumnos del pasado curso: 

CONTAMINACION ABICIT1CA DE LOS ALIMENTOS Tema: Policlorobirenilos (PCBs) 
 CUADRO 2003-2004 

RAQUELAlumnos: ORTEGA MARTINEZ  Y DO PAZO OUBIÑA-FERNANDO  
NOMBRE 
CASTELLANO E milis 
FORMULA MIll 
amical Ahora« 
Seníne 
CAS 
CHEMPINHER.6a. 

ACOXECTIONARY 

II 
cceso directo a DIctnaryin 

U OTRA REFERENCIA 

h1ASSLA11/611S7 
~poli. 
Orgarrics 

CUIVVXIIIII(11 

P005 

Poc5.1ok 

Food 

1011111.1.1111 
ia. 
10.111 

jar,ELJoint FAOAM40  
EnEed Committoe 
on Food Addrihres (JECFA 

3:11:1,13.fil 
g 4ridr.d :1: 

4.1 L1/3 g. 
41.1iKII/31-. 

..-- 

' 51' 8698.1ok 

CODEA' 

Masslabink 
IR /ALDRICH 

(Busque  en 1B51 
Mercklnic 

The imeraanand 
Saarboine Spe~ 
aamb6-. E XXX 

ALIA1ENTARIM 

WinfirSLInk 

gli 
European Henary or 
E.inina Coman-miel 
Substraer* 
LINEES EINECS 

1  ii 
Gil II Chomicals 

COC10X.LNK Combine:O Chemical DIctionary.Ink .---____ 1...,451z.—__ 
PCB 123 
CAS Segisuy 
Number 65510-44-3 
E/b(MCS 

' 
o 110 

o * 

, 

No 
Enuy Name, 13'.4A.5_'-Peotachlorobtiphenyl 

Synonyn(s). 7,3,4J7.5-Penrachlorobiphenyl 
PCB 123 
Chapman Hall Number. NVD80-0 
Molecular Formula: C12145CL5 
Molecular Weight M 326.435 
Physical De5criptionr Cryst. (210H). 
Belting Point Mp 137-138 deg 

1.11,110 WW • emoroviorwiairlochl 

990.07 
983.21 
97052 

No 

PCB 97 
CASHegistry 
Number.   41464-51-1 
EINCe. 

 •   a 
a 

I  1> 

.  

111)  N 

 any Name: 2,2',3,EE-Pentachlurobiphenyl 
 SY..y.(57   PCB 97 
Chapman Hall   %roben NVD77-6 
Molecular   Formula: C121-15C15 
Mote...lar 1Veight M 326.435. 

‘P1L 'fn:r:7'iNamID«'"'ien'-  2.3,3:4,4'--PlenTlibrlighen› I 

httoj/www ecaaaoviountrawork  No 

PCB105 
CAS E.,~: 
Number 32598-14-4 
EINEC: 

° 
. 

m 

L--"- • 
No 

Chapman 11a11 NambeENVD73-0 
Suuclure by anatogy with 22',3,4*,- 

pS:AN:hiy.:(5b):ph.,PCByll.0,14vD5  17-s  

Molecular Forrada C121-1505 
Molecular Weight M 326.435. 
Mehing Point:11p 116-117 deg. 

tir, :,-,-.  6  ̂un!  b- 

990"99:3.200771 

98321 
97052 

PC11126 
CAS Reglory 
Number. 5/465-284 
EINEC 

° 
o 

. u 

0  
No 

■,, Enuy Name- 3,3',4,4',5-Pecnachlorobiphenyl 
S.333onY.H7 PCB 126 
Chapman Hall Nurober.70/075-Q 
Solidum by aindogy with 2,2`,3,4',5'. 

PenrachlorobiphenyL 8NVD77-S 
Molecular %Mar Cl2H5C13 
Moloodar Weight M 376.435. 
Use/Impon-anee. Very tome member-  of the 

PCB sedes. 
Melting Point 11p 160-161 des 
liaran' Toxicity »Higbly haxie 

hoo:Swww coa novicenthurocb/ 

990.07 
983.21 
970.52 

O bien Aflatoxin 
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CONTAMINACIÓN ABIÓTICA DE LOS ALIMENTOS Tema AFLATOXINAS  CUADRO 2003-2004 
Alumnos: MALET- PEON 
NOMBRE 
CASTELLANO E 
INGLÉS 
FORMULA MW 
Chemical Abtroci 
Serli«CAS 
CEIENO1NDIEB-com 

ACD/D1CTIONARY 

II 
cceso directo a Dictnaryin 

U OTRA REFERENCIA 

MASSLABINIST Propernes Organics Compormds 
(P005) EI 

Metal* 

EPA 
eix.~.—"usee .1:11¿ Yi-1  ti 1 

' 1..11.31.3:-T: 

4,i 191,9 s. 
1.11;til:. J34,-- 

/III 
BO98.111k 

' r~r 
AMO:MARIUS 

Masslab.ink 
IR /ALDR1CH 
(BUSQUE en 

11251 

GI 
Winflistink 

It 
"INIM  ~me 

JECFA Joh! PocS.Ink 

E:\CODEXIcodex.pdf  
I he loterattioul 
N.dberiolgsy..42£ 
uurow. E XXX  

FAOANHO Ex; 
Cornetines 
onFOOd Aderal Ell I 

~  -• 
<JECFA)  Earopcan Inwotory of 

Eximia* Coarmertia' / 
,..bstáloas 
EINECS EINE 

Combined Chem■cal Dictionary.Ink 
..... 

••••• 

Aflatoxin G2 
Aflatoxin G2 
01781407 

CAS: 7241-98-7 
E1NEC: 

230-643-4 

0  O 
O  o 

• 

Molecular Weight: 330.29 
Melting Point (°C): 239.3 
Specifie Rotation: [a r - 
473 (Chi,  0.084) 

w".=.r,r.,1 ,  '''"" •••• ".- "'"*"."`111.•  
Toxin Test Kils 

http://www.inchom  
ore/clocurnents 
fa/Memo:lo/v(40i, 
16.htrn 

AfIatoxina131 
Aflatoxin B1 

C17111206 
CAS: 1162-65-8 

ElNEC: 
214-603-3 

Pm:312 

0  o 

---  
•  ill  

le 
• -• 

• 

No enea:Immo Ilicart1 Tankt1,1 ”flunzae aod tsp .rclowete: I DM 
wat. .rli S ong.g. k tp reprtur áad tte.1, ,iii■i. 
fleparaunk. erstfidlioe murnal ..g  ',tan 

prepanibre tic platea prexam. ut 1.1ndulna .sed t....., tr.,,t....t.,k-d...u.tu- ma...a db. 
ro Illau panklet 

httO:fiWWW.OD 
978.15: Aflatoxin 

htto://wwwineliem B1 12 BeRS 
a .ciovfheasetim .0m/documents/kir: 
dabistaffistarr. fafiecmono/v040ie 

htrn 16.htin 

Aflatxina 82 
Aflatoxin B2 
C1781406 

CAS: 7220-81-7 
EINEC: 

230-618-8 
Pm:314 

O  0 
• 

c-  0 

~CR Inda. %mbar 168 
Beastein RN.  1355115 
liteilstein Reference.  5-19-10- 
00552 
Mola-alar WeigIn.  31429
Mthing Point ('E): 287.5 
Specific Rotativo. [n 1°  -492 
(051,  0.1) 

Ilmrd Toxicky: ...Rmo. a ..p.m.I.eo: LDM 
(., •.) , •OEXt= km. mmkt kkr no...Ir t‘em,  Fkpaltn.t. Viy.11Yee enner1.1. r. .0. 
preperanve ck. 0“..... ,,.■.,. t.h.t..... m4 
Me. dbe cry .... .. c.q .1. ..t..P....,.... 
to dua p.nkIn. 

htto://wwwen 
RCL 198851378 

httolhvww. inehem 
0.009/NCEA/zi ora/documents/1x 
p/SABAdvsIor 

eamhl.pdf 
Far1eem000N0401e 
intim 

Allatxlna M1 
Aflatoxin Ml 

C17111207 
CAS: 6795-23-9 

EINEC: 
229-8614 

Pm: 328 

o  o  

,.. .  
r.  c . 

No encontramos 
no... T....Y ~.1....541............. b,... 

pomar nrden.. Iba !Acede El 

11110:LRAIWW.ELD RCi-  2003578  
htto:/hvww.inthem a.QOVÍODOblaq 

difbiopesficid oreidocumemsnee 
affolos/bt bra fafiecrnonoA47¡e0 

d2/5- 2.htm 
benefits.odf 

De forma análoga al activar residuo de cereales, puede observarse la siguiente 
página tomada de unas de nuestras publicaciones: 

Autores (p.o. de firma): SIMAL, J.; CHARRO, A.; DÍAZ, R 
Título: Micrografia de alimentos vegetales.- Harinas de cereales 
Ref. Revista Medicamenta Libro: 
Clave: A Volumen: 278 Páginas, inicial: 163 fmal: 171 Fecha: 1.971 
Editorial (si libro): 
Lugar de publicación: España 
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Entre los parásitos animales que merecen espa-
cial atención, algunos pueden sor reconocidos por 
su gran tamaño: gorgojo (especias del ~ere Ca-
landra), el tenebrio, etc. Otros, de menor tamaño, 
como al Thogliphua (Thyrogtyphes bufase) pueden 
descubrirse disponiendo harina en una capa de 
unce milímetros de ~mor entro dos piscos de 
vidrio sin presionarlas demasiado; al cabo de ua 
rato, después de retires la place superior, se Ob. 
lervarg, a simple vista, si se han formado mintisCU-
loa mantoncito° que recuerdan pequeños hon111- 
guares o cráteres. Recogiendo con cuidado sao 
de ortos mantoncito* y observando entre cubre y 
porta-objetos. podrir verso vivos las seres cau. 
sante* de esta deformación de la superficie de la 
harina. 
le presencia del ácaro de la harina es incOnfundl. 
ble (fig. 19). También puede reconocerse la conta-
minación con Tfrogliphas por resma de heces, 
huevo,. artejo, sueltos. Lea heces, de aspecto ne-
gruzco tienen en eu Interior pequeños gránulos de 
almidón. 

e 

• 3  ."141,11.,..... 
Pd. Pe 

Teeeepideaa fuere y eme beses. ele resanes. 

Entre los paribeitoe vegetales microscópicos más 
frecuentes destacaremos loa Secheromycee que 
pueden confundirse con granos de &anidan, pero 
de los que se diferencia por su forma, por pre-
sentar membrana y por no teñirse de azul con la 
solución yodo-yodurada. 
Las esporas del género listilego o del género TI)-
!sitia que producen el carbón y les carita, respecti-
vamente. a penar de su pequeñísimo terruño. u 
descubren fácilmente si, una vez enfocada la pio 
paración en el microscopio, se abre totalmente el 
diafragma del condensador, pnrn consnguir hacer 
hialinon loa granos de almidón y que las esporas 
se destaquen con un color amarillento. Su tamaño. 
unes 8 micras para los Ustilagua [i g. 20), y unes 
20 micras para las espacies del género Ttliette (ft- 

gura 21). permite diferenciar ambos géneros. Su 
forma lisa o rugosa identifica o distingue algunas 
especies. 

t9a ira emes, de setese, esa eledekei. 

Fig 21 
Nema de Mole, de eimeelos_ 

La roya o roña (Puccinia greminis, 1,) su descubre 
por Fa presenclo de las teleutosporas, con sus cos 
compartimientos típicos. 
El cornezuelo (Clavicieps impuras) se Identifica 
al microscopio como un pseudo-parénquirna de ce-
luta* pequeñas con un contenido oleoso. Para po-
der observar este tejido su debe sumergir en éter 
y alcohol antes de su preparación en agua. 

Bibilogratta 
1, Cédeme Ala mares Repeled %aedo 2-042501. SIdeloese 

IledAdMele. OS& 
2, ITOBA T. Le M&$  14~~. t •• orbe. i, a A. 011~111. 

4.4:51.. ~OIL del. 
3. Vélinflák. V. Medie de ~teles And idee tse, melée 

.real. dei Pe. tetdelle. telleseed Cuervo ces. & A. Same. 

CM1111111111411 11111:11R4 TRINO de Mínele auleelee arta. tn, S. Wide*. 
lElleeetel Camas. Medre& 1147. 

• 

Otros ejemplos pueden bajarse de la Web http://extranet.aldabasp.com/ 
jsimal/caa/index.htm , que se corresponde con el 
programa teórico y Práctico, que adjuntamos a continuación y que permitirá ver nuestro 
concepto y contenido de la Contaminación Abiótica de los Alimentos y la forma de manejar 
esta disciplina. La Bibliografia la incluimos en el 4 apartado de esta exposición. 
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"[V.-PROGRAMAS TEÓRICO Y PRÁCTICO. CONTENIDO ESQUEMÁTICO: 
APLICACIÓN DE TÉCNICAS ANALÍTICAS (Simulación informática de espectros y/o 
cromatogramas) 
1. TÉCNICAS DE SEPARACIÓN: EXTRACCIÓN: DISCONTINUA; 
CONTRACORRIENTE DE CRAIG: 

Ejemplos:  Tb.pif  
CONTINUA (LÍQUIDOS, SÓLIDOS); SOXHLET; SFE (Extracción con Fluidos 
Supercríticos) 

         

      

ge.) 

  

         

2. TÉCNICAS CROMATOGRÁFICAS, PC, TLC, HPLC, Demo-tpl.Ink GC; 

  

N.A a 

      

3. ESPECTROMETRÍAS: Ir51.Ink 
 

Irdemo.Ink 
 

Grab.pif UV-VISIBLES, MS. 

Msf_main.Ink AAS, Unicamsp.pif 

 

FL, NMR NMR (2),Ink 

   

4. POTENCIOMETRÍAS Vesuv.pif 

5. DESCRIPTIVA (Monografía sobre un contaminante de uno de los siguientes grupos 
(Web para monografía de edulcorantes ), así como completar un cuadro con cuatro 
sustancias del grupo asignado (cuadro CAA2005.pdf) 
AHs Hidrocarburos alifáticos. 
PAHs Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos. 
PHENOLS 
MICOTOXINS 
DETERGENTES 
PESTICIDAS 
PCBs Y PCTs (Policlorobifenilos y Policloroterfenilos) 
MONÓMEROS Y POLIMEROS 
ELEMENTOS (METALES) 
RESIDUOS DE FÁRMACOS (Medicamentos) 
ADITIVOS VOLUNTARIOS 
6. MICROGRAFÍA Y MÉTODOS CONVENCIONALES DE ANÁLISIS: 
VOLUMÉTRICOS Y GRAVIMÉTRICOS. 
7. PRÁCTICAS DE TÉCNICAS INSTRUMENTALES. 
8. EJERCICIOS DE EXCEL. 
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PROGRAMA TEÓRICO CONTAMINACIÓN ABIÓTICA DE LOS ALIMENTOS 
INTRODUCCIÓN 

Temal.- CONCEPTO Y CONTENIDO DE LA DISCIPLINA.- Impurezas morfológicas, 
y/o micropolucionantes; Aditivos voluntarios. Clasificación. -BIBLIOGRAFÍA. 

Tema 2.- METODOLOGÍA EN LA EVALUACIÓN (CUALI Y CUANTITATIVA) DE 
IMPUREZAS QUÍMICAS (RESIDUOS QUÍMICOS). 

2.1. RECONOCIMIENTO DE SUSTANCIAS PURAS: MÉTODOS FISICOS Y 
FISICO-QUÍMICOS E INSTRUMENTALES: ESPECTROMETRÍAS: IR, UV-VISIBLES, 
MS. AAS, FL, NMR 

2.2. PREPARACIÓN DE LA MUESTRA; METODOS DE SEPARACIÓN: 
EXTRACCIÓN:  EXTRACCIÓN  DISCONTINUA;  EXTRACCIÓN 
CONTRACORRIENTE DE CRAIG; EXTRACCIÓN CONTINUA EXTRACCIÓN 
LÍQUIDO-LÍQUIDO; LÍQUIDO-SÓLIDO (SOXHLET); SFE (Extracción con Fluidos 
Supercríticos); PURIFICACIÓN Y MÉTODOS DE MEDIDA YA COMENTADOS PARA 
LAS SUSTANCIAS PURAS. 

2.3. OTRAS TÉCNICAS DE SEPARACIÓN: 
CROMATOGRÁFICAS PC, TLC, HPLC, GC; ELECTROFORÉTICAS, CE, CIA 

2.4. POTENCIOMETRÍAS... 
2.5. MÉTODOS CONVECIONALES... 

DESCRIPTIVA DE LOS MICROPOL UCIONANTES MÁS INTERESANTES 

En este apartado se comentarán las monografias que elaborarán los propios alumnos de 
forma similar a las mostradas para la sacarina en la Web: 
Web para monografia de edulcorantes, 
-Aspectos Sanitarios (Introducción)- estructura, propiedades, etiología, significado sanitario 
-Aspectos Analíticos: métodos de separación, purificación Reconocimiento, Confirmación y 
Cuantificación. 
-Casos experimentales: manipulación de espectros y/o cromatogramas para facilitar el 
conocimiento de los métodos analíticos en cada grupo de polucionante. 

Predicado en alianza col 

*ADAM 
np,o 

Enciclopedia de la Salud 
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Tema 3.- HIDROCARBUROS ALIFÁTICOS (AHs) 
Buscando en Google AHs.htm 
Tema 4.- HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS (PAHs) 
Hidrocarburos Aromáticos Policiclicos.htm 
Tema 5.- MICOTOXINAS micotoxin y encontraremos 173 referencia.htm 
Tema 6.- DETERGENTES detergentes.htm 
Tema 7.- FENOLES http://oaspub.epa.gov/webi/meta_first_new2.try_these_first  
(phenol). 
Tema 8.- PESTICIDAS: ORGANOCLORADOS, ORGANOFOSFORADOS, Y 
CARBAMATOS. 
http://oaspub.epa.gov/webi/meta_first_new2.try_these_first  (pesticidas) 
Tema 9.- POLICLOROBIFENILOS Y POLICLOROTERFENILOS (PCB Y PCT) 
Polychlorinated Biphenyls ; o bien buscar en la EPA el contaminante específico, p.e. 
PCB 108 
http://oaspub.epa.gov/webi/metafust_new2.try_thesefust  (PCBs o PCTs). 
Tema 10.- MONÓMEROS.-RESIDUO S DE MIGRACION DE ENVASES 
ALIMENTARIOS Momomeros.htm monómeros y aditivos.pdf 
Tema 11.- METALES DE INTERÉS TOXICOLÓGICO 
Tema 12.- RESIDUOS DE PRODUCTOS FARMACEÚTICOS. 
Tema 13.- RESIDUOS DE ADITIVOS ALIMENTARIOS. Véase Materias Primas y 
Aditivos Alimentarios 
Los cuadros, completados por los alumnos, son insertados en el programa de la 
asignatura durante el curso. 
Véase como ejemplo los del curso 2003-04. 

IMPUREZAS EN LOS DIFERENTES ALIMENTOS 
BUSQUEDA DE LEGISLACIÓN VIGENTE (Reglamentación Técnico Sanitaria y 
ANALÍTICA) 
Análogamente a la anterior sección los alumnos efectuarán la búsqueda de estas impurezas 
y serán ellos los que comenten 

CONSULTA DITRECTA DE LEGISLACI ÓN DESDE LOS PUESTOS DE RED 
UNIVERSITARIA DE GALICIA (BUGALICIA) 

Tema 14.- CARNES, Y DERIVADOS; AVES Y CAZA y otros alimentos de los capítulos 
X y XI del Código Alimentario Español. 
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Tema 15.- PESCADOS Y DERIVADOS; MARISCOS Y DERIVADOS, 
CARACOLES.(XII Y XIII) 
Tema 16.- HUEVOS Y DERIVADOS; LECHES Y DERIVADOS; (XIV Y XV) 
Tema 17.- GRASAS COMESTIBLES (XVI) 
Tema 18.- CEREALES (XVII); LEGUMINOSAS (XVIII);TUBÉRCULOS Y 
DERIVADOS (XIX); HARINAS Y DERIVADOS (XX). 
Tema 19.- HORTALIZAS Y VERDURAS (XXI); FRUTAS Y DERIVADOS (XXII). 
Tema 20.- EDULCORANTES NATURALES Y DERIVADOS (XXIII) 
Tema 21.- CONDIMENTOS Y ESPECIAS (XXIV). 
Tema 22.- ALIMENTOS ESTIMULANTES Y DERIVADOS (XXV). 
Tema 23.- CONSERVAS ANIMALES Y VEGETALES (XXVI): Platos precocinados y 
preparados congelados; productos dietéticos y de régimen; alimentos enriquecidos y 
sustancias enriquecedoras. 
Tema 24.- AGUAS, HIELO, (XXVII); HELADOS (XXVIII); BEBIDAS NO 
ALCOHÓLICAS (XXIX). 
Tema 25.-BEBIDAS ALCOHÓLICAS (XXX). 
IMPUREZAS MORFOLÓGICAS 
Tema 26.- METODOLOGÍA EN LA MICROSCOPÍA ÓPTICA. Microscopio óptico; 
medida del tamaño de objetos microscópicos.- Examen bajo luz polarizada.- Manejo de 
imágenes con "software" en video.- Examen cuantitativo de impurezas macroscópicas y 
microscópicas, p.e.: impurezas morfológicas cereales.pdf 
TOMA DE MUESTRA 
Tema 27.- TOMA DE MUESTRA.- Casos a distinguir.- Aspectos analíticos y legales. 
Reducción del tamaño de muestra. Expresión de resultados. 

PROGRAMA DE PRÁCTICAS 

(Configuradas en cinco tardes de tres horas cada una y referentes a los teme; En realidad, 
dada la dificultad de encontrar horas libres comunes para todos los alumnos, se vienen 
realizando a las horas de clase, utilizando estas horas de prácticas, y algunas más, para 
realizar los trabajos monográficos, el cuadro y los diferentes ejercicios con la Excel. 

la).-Separación, reconocimiento y medida de residuos de hidrocarburos alifáticos mediante 

espectrofotometría IR Acceso directo a WINFIRST (2),Ink 

2a).-Residuos de pesticidas organoclorados, policlorobifenilos y policloroterfenilos: Método 

gas cromatográfico, FID/ECD Chrom-Card A-D (3),Ink 
 

Acceso directo a WOW.Ink 
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35),  Hidrocarburos  Policíclicos  Aromáticos.--Evaluación 

FL WinLab (3),Ink 3a espetrofluorimétrica. 

4a).- Polucionantes mediante cromatografia gaseosa capilar y detección de masas. (Bibliotecas: 

 

c. 

 

NIST...) MASSLAB (2),Ink  MS Search v.2.0.lnk MS QualBrowser.lnk 

HPLC con detector de diodos (DAD) y/o Fluorescencia (FLD) Instrument 1 Offline.Ink 

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) KnowItAll.Ink  ChemDraw Ultra 6.0.Ink 

5a).-Reconocimiento de impurezas morfológicas en alimentos (Microscopia, lupas etc.): (trigo-
centeno) (azafrán-canela-café) impurezas morfológicas cereales.htm ]" 

2.- Ejemplos de identificación de residuos y manejo de Técnicas analíticas: En este 
apartado pretendemos que los alumnos comprueben la gran ayuda de los software 
comerciales en la identificación de residuos; así, mediante 
Espectroscopia infrarroja WINFIRST.lnk, de Mattson 
Con relación al segundo apartado pretendo mostrar tres aplicaciones: una de espectrometría 
de IR; otra de HPLC -UV DETECTOR y una tercera de Gas-Cromatografia con detector 
de masas y biblioteca NIST... 
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WINFIRST 3.57 May 29 1998 

0 1992-1998 Mattson Instruments. Madison. WI 

MATTIO 3.57 
 

MATTSCAN 3.57 
MATTMATH 3.57 
 

MATTBPR 3_57 
MATTSRH 3.57 
 

MATTCOM 3.57 

Contact Mattson Instruments Service Dept. 
5225 Verona Road. Madison. WI 53711-4495 USA 
Phone: 1-800-839-5515 (USA) 
Phone: 1-608-276-6373 
Fax: 1-608-273-6818 
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Hemos podido comprobar que en los jamones de cerdos sometidos a engorde suelen 
presentar pequeños nódulos o corpúsculos blancos de un milímetro de tamaño, 
aproximadamente, que analizados se corresponden con la Tirosina, Tyrosina, (Tyr). 
Aquí se muestra una pantalla de los resultados: 
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WINFIRST 
 ICC 

 

Fila Edit Display Mach   Repecb. TO0i5 Window  Help 

CS10~21;11  +1G1 111CH  ~111.1■1■11Kr~...4- 
17. WINFIRST Report #2 

Otro ejemplo será la identificación de residuos de Benzo[a]pireno, tras su separación en 
cromatografía líquida de alta resolución, usando un detector de fluorescencia (HPLC-FLD 
Instrument 1 Offline.lnk, de Hewlett-Packard 
Igualmente presentamos una pantalla con el resultado final 

HP ChemStation for LC 

Rey. A.06.01 [403] 

Copyright Hewlett-Packard 1990-1998 

Esta vez haciendo uso de la bibliotecas de esta casa comercial y de uno ejemplos de la 
misma, se puede confirmar la presencia de Benzo[a]antraceno, con tiempo de retención 
5.63 y una similitud en su espectro de fluorescencia de 994.648, sobre 1000: 
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h Enhe Tia: Name ID ID Name 

SET P ArcSoft 
Products  C"ect' 

Instrument 1 (offlme 11: Data Analysis 
_   

1~=~-  DENODAD EZZEM  

Ubrary 
454,91 S el. I ,  74  al CelereAD O 
4,4.4,4c7arn 

1 991,6/8 2 563 Benztakethracene 402 PAN12 
2 880.133 19 770 Dimm[a.ciaribraana 119 PA1129 
3 767.902 33 11.12 %ene 130 PARID 
4 749927 22 14.69 Benzol/che...e 422 PAK32 
5 619333 17 673 0auc1~ 417 P470417 
6 152317 16 7.20 Berzo69YaaNVm 416 PAN26 
7 151.102 3 622 Benzeialpyrene 403 PAH13 
8 121.934 20 632 Bereolbymp1042.1~he 120 PA1130  1 
9 337550 29 10.12 tlenzoib»mmea 423 PAH23 
10 361.806 14 728 6170040mre 414 P41124 

9pednrat 0.61  ei.ord PCNE 
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Finalmente, en este 2° apartado, al objeto de comprobar la utilidad de los métodos 
analíticos, adjuntamos unas copias de pantallas de la separación gas-cromatográfica y la 
identificación de Butyl Hidroxy Toluene (BHT) en GC-MS...QualBrowser.lnk de 
Identificación de BHT, mediante software de GC-MS, de Termo Eletron Corporation 

Qual Browser version 1.4 SR1 

Copyright o  Thermo E lectron Corporation 1998-2003 
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3.- Ejercicios de Excel (Cromatografía de desarrollo múltiple Unidimensional y/o 
Bidimensional; Curvas de Valoración Potenciométricas; SST (evaluación de factor de 
asimetría; Absorciometrías,...))Mis Webs caa TLC2-potem-Absorb-ccc1,2-TLC1- 
SA,aas-.xls 

En las siguientes copias de pantalla hemos incluido algunos ejercicios de Excel, de 
gran interés en esta disciplina, para familiarizarse y profundizar en el manejo de Técnicas 
Instrumentales imprescindibles en la CAA, de los cuales, por el tiempo de la charla tan 
solo haré alusión a cómo buscar la mejor resolución de dos contaminantes en 
Cromatografía (TLC) de Desarrollo Múltiple Unidimensional (una técnica de separación un 
tanto desconocida) haciendo uso de la hoja de Cálculo Excel. Algunos aspectos de este 
procedimiento, fue publicado por nosotros en 1986. 

Autores (p.o. de firma): VILLAR DÍAZ, J.; SIMAL LOZANO, J. y VILA ABAD, J. 
Título: Cromatografía de desarrollo múltiple unidimensional 
Ref. E Revista " Técnicas de Laboratorio"  • Libro: 
Clave: A  Volumen:  128 Páginas, inicial: 99 final: 107  Fecha: 
1.986 
Editorial (si libro): 
Lugar de publicación: España 

taut • 11.C. 
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4.- Cumplimentar cuadro CAA2004.htm y manejo de Referencias incorporada al  
programa de CAA  

Con relación a esta parte pretendemos mostrar lo sencillo que resulta obtener datos 
con nuestro programa electrónico y sus diferentes enlaces y páginas Web 

En cuanto a este último apartado pretendemos mostrar lo útil que resulta disponer 
del programa que está en Internet ...\Mis Webs\index.htm , con más de 1200 Hipervínculos. 
Sobre todo, si se dispone de los libros y aplicaciones en el contenidas, haciendo uso de los 
discos virtuales. Así, por ejemplo, rellenar el presente cuadro, puede llevarnos unos 
minutos, si se tiene cierta experiencia en el manejo de Windows (Paint...), y aplicaciones 
diversas de Microsoft 

   

ABIZZIZU nrdhl 
CUAD1103-2004 

 

004 

 

NACI NTO6 

  
 

Tema 
Alumno: 
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NOMBRE 
E 

INGLÉS 
FORMULA MW 
Chemical  Abstract 
Service  CAS 
CHEMFINDER.com   

la 
cceso directo a Olcularyl n 

Prover
CASTELLANO 

EGI 
MS Search v.2.0ink 

n 
I-IPchemstation.lnk 

ties 

Merck.Ink 

u.s.e.i........,,,...-- 4,- A  \z\  Di  

Bp98.lnk 

CODEX 

Organics 

JECE4  Joint 

Y  ANÁLISIS 

11/ 
Compounds 

, 
Gli ; 

natural productos.lnk 
FAO/WHO  Expert ALIMENTARIUS 

The  International 
Numbering 
System.INS 
number. E XXX 

Committee a 
Code< Ahmentariusink 

on  Food  Additives AOAC 
ChemSketch.lnk 

Che.D.w USa .6 0.Ink 

Poc5.Ink 

Food 

(JECFA) 
=  fil .,  _ 
_  _ ~- 

European Inventory -=-.-. ,  .......... ...........-  ...,„. 
..=....._ , J1,5,„,,... of  Existing Chemicals 

Commercial Codex.LNK 
Substances 
EINECS 

Acceso directo a DATEHACK.Ink 
 

VirtualDrive Manager.Ink 

http://ecbjrc. it/existing-chemicals/  

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

MICROGRAFÍA: 
Stoll, Simone. « Annexes Microphotographiques aux Méthodes Officielles d'Analyse.- 
Service de la Répression 
des Fraudes et du Contróle de la Qualité » Paris (1967). 
Wallis, T. E.-"Analytical Microscopy.- J. & A. CHRURCHILL, LTD. LONDON.-(1957). 
Winton, A.L. & WINTON, K.B..-"Structure and Composition of Foods" IV tomes, Chapman 
& Hall, London (1946...) 

GENERALES: 

LIBROS EN FORMATO DIGITAL Y PROGRAMAS COMPLEMENTARIOS 
ACD/Labs: 
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Show3d.lnk (2001) Cnmr.Ink v.2.03  
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1 :-: n 
?, 

Dictnary.Ink 1995);  ChemSketch.lnk 

?1  

(2003); 

(1996)  Hnmrink v.2,51(1997) 

AOAC.-OFFICIAL METHODS OF ANALYSIS, 1-P(17 ED, (2002) 

Real Farmacopea Española Iniciar.exe  (2002) 

British Pharmacopoeia Bp98.lnk (1998) 

ChemDrawUltra ChemDraw Ultra 6.0.Ink (2000) 

   

Mass Spec Calculator Acceso directo a MSC32.Ink version 3.23; 1997) 
Acceso directo 

a Mscpro 

  

Properties of Organic Compounds; version 5.0; 1996 Pcc5.ink (*) 

'0:11 
VirtualDrive Manager.Ink Acceso directo a DATEHACK.Ink 

  

13 

     

   

©i 1 

 

(*) 

 

      

Chapman&Hall Merck.Ink (1999); Combined Chemical Dictionaryink (14/5/1999) 

        

; 
natural productosink (1/1/2000) 
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FAO-WHO, Codex Alimentarius.lnk (1996) 

CRC Handbook of Chemistry and Physics (2),Ink  (1999) 

FOOD 
CHEMICALS 

Food Chemical Codex — CODEX- 4 ed. (1996) 

ESPECÍFICAS: 
Publicaciones propias de Tesis, Tesinas, Artículos en revistas y/o en Congresos, véase 

Curriculum Vitae 

ENCICLOPEDIAS, DICCIONARIOS... 
Enciclopedia Microsoft® Encarta® 2002. 1993-2001 Microsoft Corporation. 
http://pcs.adam.com/ency/index/Nutricióna.htm  

LEGISLACIÓN: 
CÓDIGO ALIMENTARIO ESPAÑOL (CAE) 
Busqueda en el Boletin Oficial del Estado 
Legislación AUTONÁMICA;ESPAÑOLA Y EUROPEA (bugalicia) 

OTRAS DIRECCIONES DE INTERÉS: 
http://www.aesa.rnsc.es/aesa/web/AESA.jsp  (Agencia Española de Seguridad Alimentaria) 
http://www.codexalimentarius.net/ 
http://pcs.adam.com/ency/index/Nutricióna.htm  (Enciclopedia de la Salud: envenenamientos; 

síntomas; etc.) 
http://apps3.fao.org/j  ecfa/additive specs/foodad-q.jsp 
http://www.aoac.org/ 
http://www.epa.gov/ 
http://chemistry.beloitedu/BlueLight/pages/elements.html  (ESPECTROS DE EMISIÓN Y 

ADSORCIÓN...) 

(*) Estos programas actualizados, ha podido consultarse "on line" durante el curso 2002-
2003 

Conclusión única: He pretendido mostrar la gran ayuda que supone manejar este programa 
electrónico que en nuestro ordenador, donde tenemos instaladas las aplicaciones para 
encontrar las características, propiedades, métodos de separación..., así como manejar y/o 
simular cromatogramas, espectros..., lo convierten en una obra de ilimitadas prestaciones 
en Contaminación Abiótica de los Alimentos. 
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Capítulo 3 

Desarrollo de Métodos para Estudiar las Implicaciones Alimentarias y 
Agroambientales de Fungicidas en Viñedo 

Development of Methods to Study the Food and Agriculture Effects of 
Fungicides in Vineyards 

Dr. Jesús Simal Gándara 

Universidad de Vigo, España 
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DESARROLLO DE MÉTODOS PARA ESTUDIAR LAS 
IMPLICACIONES ALIMENTARIAS Y AGROAMBIENTALES DE 

FUNGICIDAS EN VIÑEDOS 

Rial Otero R., Cancho Grande B., Simál Gándara J.* 
Área de Nutrición y Bromatología, Departamento de Química Analítica y Alimentaria, 

Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo, Campus de Ourense 
32004 Ourense, España 
Email: j simal@uvigo. es  

Resumen 

La aplicación de fungicidas en los viñedos para el tratamiento de diversas 

enfermedades causadas por hongos es una práctica habitual y necesaria en viticultura. No 

obstante, el uso sistemático y abusivo de estos productos, sin respetar los plazos de 

seguridad indicados por el fabricante, conlleva una importante acumulación de residuos de 

fungicidas en las uvas, que posteriormente pasan al vino. Los residuos de fungicidas 

presentes en las uvas de vinificación en el momento de la recolección pueden alterar el 

proceso fermentativo, la calidad y seguridad final del vino. Asimismo, es prácticamente 

imposible evitar que parte del fungicida alcance el suelo en el momento de su aplicación 

pero además, la lluvia puede arrastrar hacia al suelo cierta cantidad de producto depositada 

sobre la superficie de la planta. Una vez en el suelo estos fungicidas pueden modificar la 

microbiota del suelo, alterando su fertilidad, lo que constituye un problema agrario serio. 

La problemática asociada a estos compuestos pone de manifiesto la necesidad de controlar 

sus residuos en las uvas de vinificación, los vinos y los suelos. 
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DEVELOPMENT OF METHODS TO STUDY THE FOOD AND 
AGRICULTURE EFFECTS OF FUNGICIDES IN VINEYARDS 

Rial Otero R., Cancho Grande B., Simál Gándara J.* 
Área de Nutrición y Bromatología, Departamento de Química Analítica y Alimentaria, 

Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo, Campus de Ourense 
32004 Ourense, España 
Email: j simal @uvigo . es 

Abstract 

The use of fungicides for the prevention and treatment of the fungi encountered in 

vineyards is a frequent and necessary practice in viticulture. However, their improper use 
without respecting the safety intervals recommended by the manufacturer, implicate an 

important accumulation of fungicide residues in grapes and later in the wine. The fungicide 

residues present in grapes for vinification can disturb the fermentative process and decrease 

the quality of wine with the resulting risk to the consumer's health. On the other hand, it is 

practically impossible to avoid that some parts of the fungicide applied fall to soil during 

the treatment. Moreover, the rain can contribute to wash away the fungicide residues fi-om 

leaves to soil. These residues can modify the microbial properties of the soil and their 

fertility which can represent a serious agricultura) problem. As a conclusion, the problems 

associated to the fungicides make necessary the monitorization of these compounds in 

grapes for vinification, in wines and also in the vineyard soils. 
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1.- INTERÉS DEL USO DE FUNGICIDAS EN VIÑEDOS 

La producción enológica en el mundo supone el 2.5 % de la producción alimentaria 
total. A nivel mundial, en el año 2003 se destinaron aproximadamente 7.5 millones de 
hectáreas (Ha) para el cultivo de la vid, lo que supuso una producción de aproximadamente 
62.1 millones de toneladas métricas (Tm) de uva. Europa es el continente que mayor 
superficie destina a este fm (57 %), produciendo un 48 % de la producción mundial de uva 
y un 68 % de la producción mundial de vino. España ocupa el primer lugar en cuanto a 
superficie destinada al cultivo de la vid seguida a distancia por Francia e Italia. Sin 
embargo, es el tercer productor mundial de uva y vino debido, en gran parte, al bajo 
rendimiento de la zona de La Mancha [1]. 

En Galicia el viñedo ha permitido el aprovechamiento de terrenos no aptos para 
otros cultivos. Actualmente, ocupa una superficie de casi 27 mil Ha y representa, 
aproximadamente, el 2.3 % de la superficie española destinada a este cultivo. La 
producción de vino en Galicia se centra prácticamente en la zona Sur, donde se distinguen 
cinco denominaciones de origen (D.O.): Rías Baixas, Ribeira Sacra, Ribeiro, Valdeorras y 
Monterrei (figura 1). A su vez, la D.O. Rías Baixas comprende 5 subzonas de producción: 
Val do Salnés, O Rosal, Condado do Tea, Soutom aior y Ribeira do Ulla. En el año 2003, la 
superficie total inscrita bajo las cinco denominaciones de origen existentes fue de 8 mil Ha, 
lo que representa el 29 % de la superficie destinada a este cultivo en Galicia. 

 

D.O. RibeiBaixas 

D.O. filímtllaines 
D.O. Monterrey 

D.O. Valdeorras 

D.O. Ribeira Sacra 

 

Figura 1. Localización geográfica de las cinco denominaciones de origen gallegas. 

A lo largo de su ciclo productivo, la vid puede verse afectada por distintas 
enfermedades producidas por virus, hongos, bacterias, ácaros e insectos. Caben resaltar las 
enfermedades producidas por hongos debido a las importantes pérdidas de cosecha que 
ocasionan. El clima gallego, caracterizado por humedades relativas altas, temperaturas 
suaves y lluvias primaverales, favorece la incidencia de las principales enfermedades de 
origen fúngico: mildiu (Plasmopara vitícola), oidio (Uncinula necator) y botrytis (Botrytis 
cinerea). Entre las consecuencias asociadas a estas plagas destacan los daños producidos en 
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tallos, hojas y brotes; la podredumbre del racimo; las pérdidas de mosto; las modificaciones 
en la composición de la uva, el mosto y el vino; así como el envejecimiento rápido de los 
vinos blancos [2, 3]. Aunque para minimizar la incidencia de estas enfermedades se 
recomiendan distintas prácticas vitícolas, el único medio de lucha realmente eficaz es el uso 
de distintos fungicidas pertenecientes a diferentes familias químicas [4]. 

Los compuestos comúnmente utilizados pertenecen a la familia de las ftalimidas, los 
bencimidazoles y las dicarboximidas, entre otras. El uso prolongado y frecuente de estas 
sustancias activas ha contribuido a reducir su efectividad debido al desarrollo de fenómenos 
de resistencia. Recientemente, se están comercializando nuevos fungicidas de otras familias 
químicas como el ciprodinil, la fenhexamida, el fludioxonil, el pirimetanil y el tebuconazol, 
que muestran un alto nivel de efectividad contra las cepas de Botrytis cinerea resistentes 
[5]. Encuestas de campo realizadas recientemente entre los viticultores, los consejos 
reguladores de las distintas denominaciones de origen y los establecimientos destinados a la 
venta de productos fitosanitarios, ponen de manifiesto que los fungicidas más ampliamente 
utilizados en Galicia para el control y tratamiento de estas enfermedades son el 
azoxistrobin, la carbendazima, el cimoxanilo, el ciprodinil, la diclofluanida, la 
fenhexamida, el fludioxonil, el folpet, el metalaxil, el metiltiofanato, el penconazol, el 
pirimetanil, la procimidona, el tebuconazol y el vinclozolín. Casi la mitad de estas 
sustancias activas han mostrado efectos cancerígenos y/o sobre el sistema reproductor de 
los animales [6]. En el caso de la carbendazima y el metiltiofanato también se han 
observado efectos cancerígenos en nuestra especie. Por lo que respeta a los efectos 
ambientales cabe destacar que más de la mitad de estas sustancias presentan una movilidad 
alta o moderada en el suelo lo que facilita su dispersión en el medio físico natural. Además, 
en algunos casos se trata de sustancias altamente persistentes y bioacumulables en la 
cadena trófica [6]. Por ello, resulta interesante el estudio de las implicaciones alimentarias y 
agroambientales del uso de fungicidas en los viñedos. 

2.- IMPLICACIONES ALIMENTARIAS DE LOS RESIDUOS DE FUNGICIDAS 
EN UVAS PARA VINIFICACIÓN Y VINO 

2.1.- Interacciones entre los fungicidas y el proceso de vinificación 

Si bien el empleo de fungicidas es primordial en la defensa de los cultivos, su 
utilización también conlleva ciertos riesgos directa o indirectamente. El uso abusivo de 
estos productos puede dar lugar a una acumulación de residuos del fungicida o de sus 
metabolitos de degradación en las uvas para vinificación. La concentración de residuos de 
fungicidas en uva depende del tipo de fungicida utilizado, de la dosis aplicada, del número 
de tratamientos, del tiempo transcurrido desde la última aplicación, del momento de la 
recolección, así como de factores de tipo mecánico, físico o químico [7]. En este sentido, 
los fungicidas de una misma familia química difieren en la dosis aplicada e incluso en los 
intervalos de desaparición de sus residuos [8]. Entre las anilinopirimidinas, el ciprodinil 
muestra una vida media en uva de 12 días mientras que el pirimetanil tiene una vida media 
de 57 días [9, 10]. Los fungicidas fluazinan y tebuconazol se degradan rápidamente en uva 
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(entre 4 y 5 días) mientras que el azoxistrobin y el fludioxonil lo hacen más lentamente 
(entre 15 y 24 días, respectivamente) [9, 10]. 

La concentración de residuos de fungicidas en uvas para vinificación es 
determinante en la concentración final de estos compuestos en el vino. El paso de 
fungicidas de la uva al vino depende de las características químico-físicas de la materia 
activa y, en especial, de su solubilidad en agua y en la mezcla alcohol-agua. Los 
compuestos solubles en agua, como los benzimidazoles y el metalaxil, pasan en grandes 
cantidades mientras que los menos hidrosolubles, como las dicarboximidas, el penconazol, 
el mancozeb y la vinclozolina, lo hacen parcialmente [7, 11]. Pero además, la presencia de 
fungicidas en uvas para vinificación puede alterar la calidad final del vino. En ocasiones, 
los residuos de ciertos fungicidas pueden dar lugar a olores y/o sabores extraños en el vino 
debido a su naturaleza química [7]. Otras veces, las alteraciones organolépticas en los vinos 
se deben a que la actividad de la microflora fermentativa puede verse afectada por la 
presencia de estos residuos [8]. Por ello, el conecto manejo de los fungicidas y el respeto 
de los periodos de supresión resulta primordial. Así, cuando los tratamientos fitosanitarios 
se interrumpen tres semanas antes de la vendimia se puede conducir sin problemas el 
proceso fermentativo, y es posible prolongar la maceración para una mayor extracción de 
polifenoles [12]. Por el contrario, cuando no se ha respetado este intervalo de tiempo, los 
residuos de fungicidas pueden interferir en el proceso fermentativo, modificar la calidad 
organoléptica e higiénico-sanitaria de los vinos y, por supuesto, provocar cierto riesgo para 
la salud del consumidor [7]. En aquellos casos en que se entorpece la fmalización de la 
fermentación, el deseo de prolongarla puede dar lugar a una acidez volátil elevada, lo que 
es indeseable desde el punto de vista de la calidad del vino [12]. El efecto negativo de estos 
compuestos se incrementa a medida que aumenta la tasa de contaminación en el mosto [13-
15]. 

 

~~Benalaxil 

• Ciproconazol 

E l Clorpirifos 
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❑ Vinclozolín 

 

Heces  Orujos  Mosto 

 

Maceración  Clarificación  Filtración 

Figura 2. Porcentaje de residuos en heces, orujos y mosto tras el prensado y el 
trasiego (superior) y porcentaje de residuos remanentes tras la maceración y 
eliminados con la clarificación y la filtración (inferior). 
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Si bien es cierto que la presencia de fungicidas puede afectar a la calidad final del 
vino también lo es que el proceso de vinificación puede reducir las tasas de contaminación 
(figura 2). A partir de la entrada de la uva en la bodega tienen lugar distintos mecanismos 
de reducción de residuos como son la adsorción y posterior eliminación con los orujos y las 
heces, la hidrólisis ácida y la acción de las levaduras y las enzimas, entre otros [16]. 
Durante el proceso de vinificación suele producirse una importante disminución del 
contenido en residuos, aunque variable en función del tipo de fungicida y las características 
del proceso de vinificación [11]. La importancia de la técnica de vinificación utilizada es 
obvia puesto que las diferentes etapas de maceración, prensado, desfangado, fermentación y 
clarificación pueden contribuir a la eliminación de estos compuestos [7, 17-30]. En general, 
se ha observado que los vinos blancos presentan tasas de contaminación más bajas que los 
vinos tintos puesto que para los primeros el proceso de extracción es más suave [14]. A 
modo de ejemplo, Cabras y colaboradores observaron un descenso notable de las tasas de 
contaminación de ciprodinil y fludioxonil en vino con respeto al valor inicial en uva, siendo 
del 80 % para el ciprodinil y del 70 % para el fludioxonil [9]. 

Tabla 1. Límites máximos de residuos en uvas para vinificación, mosto y vino. 

Fungicida Uvas' Mostob  Vinob  
Azoxistrobin 2 0.5 
Carbendazima(1)  2 2 
Cimoxanilo 0.2 
Ciprodinil 
Diclofluanida 

2 
10 1( 3 ) 

0.5 
1(3)  

Fenhexamida 5p 1.5 
Fludioxonil 1 0.5 
Folpet(2)  10 3 
Metalaxil 1 0.6 
Metiltiofanato( I  ) 2 2 
Penconazol 0.2 
Pirimetanil 5 1 
Procimidona 5 2 
Tebuconazol 2 0.3 0.3 
Vinclozolín 5 1 

(I): suma de benomilo, carbendazima y metiltiofanato; (2): suma de captan y folpet; (3): suma 
de diclofluanida y dimetilaminosulfanilida; LMRs establecidos por el R.D. 280/1994 y 
sus posteriores modificaciones; b: LMRs establecidos por la legislación suiza; p: LMR 
provisional. 

79 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

4111111111  Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004 
 

ISBN: 968-7662-68-9 

Con el fin de proteger la salud de los consumidores se ha regulado el uso de 
fungicidas y se han establecido límites máximos de residuos (LMRs). En la tabla 1 se 
recogen los LMRs de estos compuestos, en las uvas para vinificación, fijados por la 
legislación española a través del Real Decreto (R.D.) 280/1994 y sus posteriores 
modificaciones. Hay que resaltar que, a pesar de los efectos de estos compuestos en el vino, 
ni en España ni en la Unión Europea existe actualmente ningún documento normativo por 
el que se establezcan LMRs de fungicidas en el vino. Solo algunos países como Suiza han 
tomado la iniciativa de fijar sus propios LMRs [31]. En los otros países, entre ellos España, 
los niveles recomendables en vino han de estimarse teniendo en cuenta el porcentaje de 
materia prima inicialmente utilizado y los posibles efectos del proceso de vinificación sobre 
los fungicidas [16]. 

2.2.- Estimación de las tasas de contaminación por fungicidas de los vinos blancos 

Al ser el vino el producto fmal que llega al consumidor, es éste el producto que debe 
ofrecer unas ciertas garantías de calidad y seguridad. Los fungicidas antibotríticos, al ser 
aplicados en el último tratamiento de la vid antes de la vendimia son los más susceptibles 
de aparecer en el vino. Recientemente ha salido al mercado un nuevo producto fitosanitario, 
el Switch? que combina la acción de dos nuevos fungicidas, el ciprodinil y el fludioxonil, 
para el control y tratamiento de Botrytis cinerea en los viñedos. Con el fin de evaluar la 
presencia de ambos compuestos en muestras de vino se ha desarrollado un método analítico 
basado en la técnica de microextración en fase sólida (SPME) seguida de una etapa de 
identificación y cuantificación por cromatografia de gases con detector de espectrometría 
de masas (GC-MS) [32]. La SPME permite extraer y concentrar los analitos 
simultáneamente utilizando una fibra de sílice fundida recubierta por una fase estacionaria 
en la que se adsorben los analitos [33]. Esta técnica comprende dos etapas: una primera 
etapa de extracción-adsorción, en la que tiene lugar el reparto de los analitos entre la matriz 
de la muestra y la fase estacionaria de la fibra, y una segunda etapa de desorción, en la que 
los analitos se desorben térmicamente en el inyector del equipo cromatográfico. 

Con el fm de maximizar la extracción de estos compuestos es necesario optimizar 
una serie de parámetros de la técnica tales como son la elección de la fibra, el volumen de 
muestra, la adición de sal, la temperatura y el tiempo de extracción, así como los 
parámetros de desorción. Todos estos ensayos se han llevado a cabo utilizando una matriz 
de vino sintético cuya composición simula la de un vino Rías Baixas [32]. Las mejores 
recuperaciones se obtienen al extraer 30 mL de muestra con la fibra de 
divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) en agitación y a 
temperatura ambiente durante 30 min y desorbiendo la fibra, posteriormente, en el inyector 
splitlsplitless del equipo cromatográfico a 240 °C durante 5 min. La separación e 
identificación cromatográfica de los compuestos se ha llevado a cabo en un cromatógrafo 
de gases equipado con una columna apolar MDN-5S (30 m x 0.25 mm d i ; 0.25 µm de 
espesor) y un detector de espectrometría de masas (MS). Para aumentar la sensibilidad y 
selectividad del método se ha decidido trabajar en modo SIM o monitorización de unos 
pocos iones, eligiendo para la cuantificación aquellos fragmentos masa/carga más 
característicos [32]. El método propuesto resulta menos laborioso que otros existentes en la 
bibliografía consultada. El empleo de la SPME como técnica de extracción de los 
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fungicidas evita además el manejo de disolventes orgánicos como el diclorometano [34, 35] 
y permite la cuantificación de estos compuestos a niveles de 0.2 y 2 g/L para ciprodinil y 
fludioxonil, respectivamente. Cabe resaltar que estos niveles de cuantificación son 
inferiores a los obtenidos con otros métodos de análisis que sitúan estos límites entre 10 y 
100 g/L [5, 34-36]. 

Antes de proceder al análisis de muestras reales, se ha evaluado la existencia de 
efecto matriz. Para ello, se han analizado, por triplicado, muestras enriquecidas de vino 
sintético y vino real libre de pesticidas. Tal y como se muestra en la figura 3, la 
cuantificación de las muestras reales conduce a resultados que difieren entre sí y con los 
resultados obtenidos para el vino sintético. Este hecho pone de manifiesto la existencia de 
efecto matriz y que este efecto varía según la subzona de producción. Esto podría explicase 
en base a la presencia de compuestos coextraídos desde la muestra junto con nuestros 
analitos y que posteriormente interfieren en el proceso de ionización de la muestra en el 
detector de espectrometría de masas, bien aumentando o disminuyendo la intensidad de la 
ionización. Con el fm de evitar la existencia de efecto matriz, a la hora de cuantificar las 
muestras, se ha recurrido al método de la adición estándar. 

1 
oPiodiul  E ildb >D n31 

• vilo siniÉtbo • O Rosal • R beim do Una ■ Valdo Sahés  

Figura 3. Concentraciones medias de ciprodinil y fludioxonil en muestras 
enriquecidas de vino sintético y vino comercial Rías Baixas, a niveles de 5 µg/L, 
determinadas por el método SPME/GC-MS propuesto. 

El método SPME/GC-MS se ha aplicado al análisis de vinos blancos comerciales de 
la D.O. Rías Baixas para evaluar las tasas de contaminación por ciprodinil y fludioxonil de 
estos vinos. Al analizar un total de 15 muestras de vino, facilitadas por el Consello 
Regulador de esta denominación y procedentes de las cinco subzonas de producción, se ha 
observado que la mayoría de los vinos analizados presentan residuos de ambos compuestos 
en concentraciones inferiores a los 5 .tg/L (tabla 2). Sin embargo, un porcentaje importante 
de las muestras, el 13 %, presenta residuos de estos compuestos a niveles entre 15 y 30 
µg/L. Estos resultados están en concordancia con los obtenidos por otros autores como 
Scarponi y Martinetti que encontraron residuos del orden de 32 pg/L en vinos blancos y 
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rosados de Italia [35]. Cabe señalar que estos valores no son alarmantes puesto que, en 
todos los casos, son inferiores a los LMRs fijados por la Legislación Suiza (500 p.g/L). 

Diversos estudios recomiendan un consumo moderado de vino tinto para prevenir 
enfermedades cardiovasculares e incluso alzheimer. Si esto se extrapola a los vinos blancos 
y se tiene en cuenta que la ingesta diaria admisible (IDA) del ciprodinil es de 37.5 
úg/kg/día [6], en el caso de un hombre tipo de 70 kg de peso, la ingesta máxima sería de 
2.6 mg/día. 

Tabla 2. Análisis de vinos blancos comerciales de la D.O. Rías Baixas por el método 
SPME/GC-MS propuesto. 

Subzona Rías 
Baixas Muestras Conc (Ig/L) + SD 

Ciprodinil Fludioxonil 
O Rosal A 24.7+ 0.7 10.3+ 1.2 

B n.d. n.d. 
C 5.6+ 0.1 13.0+ 0.9 

Val do Salnés D n.d. n.d. 
E 3.9+ 0.4 2.5+ 0.1 
F 1.8+ 0.1 2.4+ 0.5 
G 7.8+0.7 16.2+ 1.1 
H 3.0+0.2 7.9+0.5 
I 7.7+ 0.4 15.4+ 0.5 

Condado do Tea J 10.3+ 1.0 4.0+ 0.5 
K 0.9+ 0.2 n.c. 
L 1.5+ 0.2 2.7+ 0.6 

Ribeira do Ulla M 24.9+ 0.4 28.6+ 0.6 
N n.d. n.c. 

Soutomaior 0 2.2+0.4 2.6+0.8 
n.d.: no detectado; n.c.: no cuantificado 

Por lo tanto, el consumo de 2 copas (240 mL) de un vino que contenga ciprodinil a 
niveles de 30 tg/L supone un aporte del 0.3 % de la IDA. A la vista de estos resultados 
podemos concluir que el consumo moderado de vino no representa un problema serio desde 
el punto de vista de la salud pública. No obstante son necesarios nuevos estudios para 
determinar la influencia de estas concentraciones de fungicida en la calidad organoléptica 
del vino. Por otra parte, si se asume que el proceso de vinificación reduce en un 80 % los 
niveles de ciprodinil y en un 70 % los niveles de fludioxonil [9], los datos obtenidos en 
vino equivaldrían a niveles de partida en uva inferiores a 0.13 y 0.1 mg/Kg para ciprodinil y 
fludioxonil, respectivamente. Estos niveles de contaminación en uva son inferiores a los 
LMRs establecidos por el R.D. 280/1994 y sus posteriores modificaciones (2 y 1 mg/Kg, 
respectivamente) y, por tanto, los vinos habrían sido elaborados a partir de uva apta para la 
vinificación. 
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2.3.- Monitorización de residuos de fungicidas en las uvas para vinificación 

La existencia de residuos de fungicidas en los vinos analizados, aunque a niveles no 
alarmantes, pone de manifiesto la presencia de estos compuestos en las uvas de 
vinificación. La problemática asociada a la existencia de estas sustancias en uvas y sus 
consiguientes implicaciones en el proceso de vinificación hace oportuna la determinación 
de estos residuos en uvas. Por otra parte, dado que la calidad de la materia prima 
condiciona la calidad del producto final y que la legislación española y europea establecen 
LMRs de estos compuestos en uvas para vinificación y no en vinos, se ha decidido evaluar 
la calidad higiénico-sanitaria de las uvas blancas para vinificación en el momento previo a 
su recolección. A la hora de desarrollar este objetivo y, dado que las bodegas necesitan 
herramientas analíticas para la determinación de fungicidas en uvas que les permita evaluar 
si la uva de la que disponen cumple la legislación establecida o, si por el contrario, se 
exceden los LMRs, se ha propuesto un método de análisis por cromatografia de líquidos 
con detector de fotodiodos (HPLC-DAD) [37] y un método de confirmación por 
cromatografia de gases con detector de espectrometría de masas (GC-MS) [38] para las 15 
sustancias activas más ampliamente utilizadas en los viñedos gallegos en el control y 
tratamiento de mildiu, oidio y botrytis. 

La extracción de los fungicidas desde la matriz de uva conlleva el uso de la mezcla 
de diclorometano/acetona (75/25, v/v). Esta mezcla de disolventes ya ha sido propuesta por 
otros autores aunque en diferente proporción (50/50, v/v) [34], sin embargo estudios 
llevados a cabo con diclorometano/acetona (25/75; 50/50 y 75/25, v/v) confirman que la 
proporción (75/25, v/v) es la más adecuada, por ser la que conduce a mayores 
recuperaciones absolutas [37]. Tras la extracción de la muestra de uva durante 5 minutos, 
una alícuota del extracto orgánico (20 mL) se puede llevar a sequedad y a continuación 
redisolver en acetonitrilo para su inyección en el equipo HPLC-DAD. Sin embargo, los 
extractos orgánicos de uva presentan numerosos compuestos interferentes lo que dificulta la 
determinación de aquellos fungicidas más polares. Por ello, es necesario incluir una etapa 
de purificación de la muestra por extracción en fase sólida (SPE). Se han probado 
diferentes fases estacionarias comprobando que los mejores resultados se obtienen con la 
minicolumna de sílica la cual presenta recuperaciones entorno al 100 % para todos los 
compuestos excepto para el metiltiofanato, en cuyo caso se recomienda el uso de las fases 
amino o ciano (tabla 3). Por tanto, el extracto de uva se pasa a través de una minicolumna 
de sílica y los fungicidas retenidos se eluyen con 5 mL de una mezcla de 
diclorometano/acetona (50/50, v/v). A continuación, el eluato se evapora a sequedad y 
finalmente se redisuelve en acetonitrilo para su inyección en el equipo de HPLC-DAD. 
Para obtener una correcta separación de los fungicidas es necesario emplear como fase 
móvil acetonitrilo/agua grado HPLC y una columna Ultracarb ODS 30 (250 mm x 4 6 mm 
d.i.; 5 um) termostatizada a 40 °C [37]. Por otra parte, el extracto orgánico de uva se puede 
llevar a sequedad y redisolver en acetato de etilo para su inyección directa en el equipo de 
GC-MS, dado que la especificidad de este detector permite eliminar la etapa de purificación 
de la muestra [38]. Al analizar, por duplicado, muestras de uva blanca enriquecida, de 
distinta procedencia y libres de los fungicidas objeto de estudio, se ha observado la 
existencia de efecto matriz por ello, a la hora de cuantificar las muestras, se ha aplicado el 
método de la adición estándar. 
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Table 3. Eficacia de diferentes fases estacionarias en la purificación de extractos 
orgánicos de uva blanca. 

Fungicidas Fase estacionaria de la minicolumna SPE (% Recuperación) 
Amino Ciano Diol Alumina 

ácida 
Alúmina 

neutra 
Alúmina 

neutra 
Sílica 

Azoxistrobin 129 110 83 112 >150 >150 99 
Carbendazima 83 77 93 27 70 
Cimoxanilo 97 92 94 92 
Ciprodinil 85 94 103 113 >150 >150 103 
Diclof uanida 39 30 15 101 
Fenhexamida 65 102 84 
Fludioxonil 90 89 105 111 >150 98 
Folpet 38 31 112 
Metalaxil 104 103 97 102 >150 142 102 
Metiltiofanato 114 120 
Pirimetanil 88 103 100 111 >150 >150 101 
Penconazol 102 108 106 77 >150 103 
Procimidona 118 >150 >150 116 >150 >150 85 
Vinclozolin 28 35 72 49 117 

(n = 2) determinaciones. —: no recuperado. 

Finalmente, el método propuesto se ha aplicado al análisis de muestras de uva 
blanca para vinificación de la D.O. Rías Baixas recogidas, en el momento de la vendimia, 
mediante un muestreo aleatorio estratificado realizado en tres bodegas representativas y de 
mayor producción de las subzonas Val do Saln és, O Rosal y Condado do Tea. Tal y como 
se observa en la tabla 4, la mayoría de las muestras presentan residuos de varios fungicidas 
a niveles entre 0.1 y 2.4 mg/Kg. Los valores obtenidos son superiores a los encontrados por 
otros autores como Cabras y Angioni [8] o Flori y Brunelli [39] los cuales afirman que en 
el momento de la vendimia los residuos de fungicidas en uva son muy bajos o 
prácticamente no determinables. 
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Tabla 4. Análisis de uvas blancas producidas en la D.O. Rías Baixas. 

Fungicidas LMRs 
(mg/Kg) 

albariño loureira treixadura 
A B C D  E F G H I J 

Azoxistrobin 2 - - - - - - - - 
Carbendazima(I)  2 - - - - n.c. - - - 
Cimoxanilo 0.2 - - - - - - 
Ciprodinil 2 - 0.1 0.4 -  0.1 0.3 1.5 0.4 0.5 0.5 
Diclofluanida 10 - - - -  - - - - 
Fenhexamida 5 0.5 - -  - - - - - - 
Fludioxonil 1 - 0.2 0.3 -  0.1 0.2 0.6 0.2 0.4 0.2 
Folpet(2)  10 - 0.1 0.4 -  - - - - - - 
Metalaxil 1 - - 0.2 - 0.1 0.1 - 
Metiltiofanato(1)  2 - - -  - - - - - - 
Penconazol 0.2 - - - -  - - - - - - 
Pirimetanil 5 - - - -  n.c. n.c. 2.3 0.2 - 0.2 
Procimidona 5 - 2.4 - -  0.1 - - - - - 
Vinclozolín 5 - - - - - - 
Tebuconazol 2 - - - - - - 
-: no detectado (límite de detección 1 - 7 µg/Kg); n.c.: no cuantificado (límite de 
cuantificación 2 - 150 µg/Kg); (I): suma de benomilo, carbendazima y metiltiofanato; (2): 
suma de captan y folpet. 

Hay que destacar que el ciprodinil y el fludioxonil son los compuestos que aparecen 
en un mayor número de muestras, concretamente en el 80 % de las muestras analizadas. 
Además aparecen conjuntamente por la aplicación del producto fitosanitario Switch?, 
ampliamente utilizado en esta denominación de origen para el control de Botrytis cinerea. 
En base a los bajos niveles encontrados para estos dos compuestos podría ser posible un 
recorte del intervalo de seguridad indicado por el fabricante entre el tratamiento y la 
vendimia. No obstante, en el caso concreto de la muestra G se observan residuos a 
concentraciones muy próximas al LMR. Teniendo en cuenta que el ciprodinil se aplica en 
mayor concentración que el fludioxonil y que la vida media de estos compuestos en uva es 
de 12 y 24 días, respectivamente [9], en el momento de la recolección, es decir 21 días 
después del último tratamiento, la concentración de fludioxonil debería ser mayor que la 
concentración de ciprodinil (figura 4). Sin embargo, en la muestra G se observa lo contrario 
lo que hace suponer que no se han respetado los plazos de seguridad, es decir, que las uvas 
han sido recogidas antes de los 12 días posteriores al último tratamiento. 
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Figura 4. Curvas de desaparición de ciprodinil y fludioxonil. 

3.- IMPLICACIONES AGRARIAS DE LOS DE RESIDUOS DE FUNGICIDAS EN 
LOS SUELOS DE CULTIVO 

3.1.- Efectos ambientales del uso de fungicidas 
A pesar de que los fungicidas han sido diseñados para ofrecer una alta especificidad de 
acción, lo cierto es que el uso de estos productos puede tener importantes implicaciones 
agrarias y medioambientales. Si bien la Food and Agriculture Organization of the United 
Nations (FAO) afirma que el uso correcto de los mismos no entraña riesgos para la 
degradación del medioambiente, lo cierto es que se han detectado residuos de estos 
compuestos incluso lejos de su ámbito de aplicación ya sea en cursos de agua, en aguas 
freáticas o en sedimentos [40]. Por ello, la introducción de nuevos productos de uso 
agrícola en el mercado ha sido objeto de controles crecientes. Se pretende evitar así el 
empleo de estos productos en tanto no haya evidencias científicas de que, utilizados de 
acuerdo con sus instrucciones de uso, son seguros para el operador, el consumidor y el 
medioambiente. Entre los efectos ambientales asociados al uso de fungicidas caben resaltar 
la contaminación de los suelos y los cursos de agua, la aparición de fenómenos de 
resistencia y bioconcentración, la alteración de los equilibrios existentes en la cadena 
trófica y la desaparición de enemigos naturales de las plagas, entre otros. Tal y como se 
muestra en la figura 5, las aguas contaminadas expanden el tóxico a la flora y a la fauna 
produciendo la muerte de especies, el aumento de la intoxicación humana, la pérdida del 
curso de agua como recurso utilizable y la posible contaminación de las reservas hídricas 
(acuíferos). 
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Figura 5. Distribución de los fungicidas en el medioambiente. 

En las prácticas vitivinícolas, resulta prácticamente imposible evitar que los 
fungicidas alcancen el suelo durante la aplicación de estos productos químicos pero 
además, el agua de lluvia puede arrastrar hacia el suelo parte del fungicida depositado sobre 
el viñedo. Asimismo, residuos de fungicidas procedentes de tratamientos lejanos y que han 
sido transportados por el viento pueden retornar al suelo por deposición, principalmente al 
ser arrastrados por el agua de la lluvia [40-42]. El suelo es, por lo tanto, un receptor natural 
de residuos de fungicidas aunque su capacidad de aceptación es limitada. 

Hay que tener en cuenta que los fungicidas tienen graves efectos negativos sobre las 
comunidades de la microflora y fauna del suelo. Los cambios en el ecosistema del suelo 
pueden ocasionar un aumento o una disminución de los nutrientes disponibles por las 
plantas, una disminución de la nitrificación, etc. [41]. En caso de aplicaciones repetidas de 
productos altamente persistentes y poco móviles, la contaminación del suelo será mayor, 
disminuyendo su fertilidad y pudiendo convertirse en un suelo no apto para el cultivo. La 
degradación de los fungicidas en el suelo puede llevarse a cabo mediante procesos 
biológicos o no biológicos. 

✓ Biológicos. Los productos fitosanitarios pueden ser digeridos por el 
metabolismo enzimático de los microorganismos del suelo, degradándose, en 
muchos casos, a moléculas más sencillas (CO2, 02, H2O, etc.) y perdiendo, de 
este modo, sus posibilidades de contaminación. 

✓ No biológicos. Las reacciones más importantes son la oxidación, la hidrólisis y 
la degradación fotoquímica. Los productos resultantes de la hidrólisis pueden 
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presentar riesgos de contaminación para la capa freática ya que a veces son más 
tóxicos que la molécula de partida. Numerosos fungicidas se degradan por 
reacciones fotoquímicas provocadas especialmente por la radiación ultravioleta. 
La degradación fotoquímica está limitada por la ausencia de luz solar una vez 
que el producto es incorporado al suelo. 

La vida media de los fungicidas está condicionada por su formulación química 
(muchos fungicidas orgánicos son biodegradables y su actividad dura unas pocas semanas o 
meses, mientras que los fungicidas inorgánicos son más persistentes), por su concentración 
y por 'el tipo de preparación aplicada (los productos aplicados en emulsiones se 
descomponen en la mitad de tiempo que si se aplican en forma de agregados). Las 
características del suelo también influyen en la vida media de estos productos, de tal forma 
que la persistencia aumenta, y por tanto el riesgo de contaminación, con el contenido en 
materia orgánica del suelo mediante procesos de adsorción; el contenido en arcillas; el 
contenido en humedad del suelo, para los compuestos solubles en agua; la acidez del suelo, 
para pesticidas con posibilidad de protonación ya que la adsorción es más alta; el pH del 
suelo, para productos que den lugar a formas aniónicas mucho más estables que en forma 
no ionizada; y el descenso de la temperatura, ya que decrece la actividad microbiana. 

La persistencia del producto más allá del tiempo necesario para acabar con la plaga 
se considera una característica no deseable, ya que su uso continuado podría provocar la 
acumulación de residuos hasta niveles potencialmente tóxicos, lo que afectaría a la 
fertilidad del suelo y al medioambiente. Ahora bien, sintetizar nuevos fungicidas cuya 
degradación sea más rápida no resulta sencillo. Un aspecto a considerar es que estos 
productos, al ser menos eficaces, pueden exigir mayor número de tratamientos, lo que 
incide tanto sobre el medio como sobre la rentabilidad. Otro aspecto a tener en cuenta es 
que la inactivación del producto por degradación no asegura su mineralización y puede 
ocurrir que sus metabolitos sean igual o más tóxicos que el producto de partida. 

Una vez en el suelo, el producto puede quedar retenido mediante procesos de 
adsorción o bien puede dispersarse a través de distintos mecanismos como son la 
movilidad, la absorción por la planta, la volatilización y el lavado [41, 43]. 

❑ Adsorción: los fenómenos de adsorción afectan tanto a los fungicidas como a 
sus metabolitos y constituye uno de los mecanismos más importantes de retención de 
fungicidas en el suelo. La adsorción de fungicidas se verá afectada por la naturaleza y 
tamaño molecular del pesticida así como por el contenido en materia orgánica y arcillas del 
suelo [40]. Si la adsorción es muy baja el producto será muy móvil pudiendo pasar a las 
aguas freáticas mientras que las adsorciones muy altas hacen que el elemento sea tan 
inmóvil que puede llegar a perder su actividad biológica útil, lo que ocurre en suelos con 
contenidos muy altos en materia orgánica. 

o Movilidad: otro aspecto a tener en cuenta es la movilidad de los fungicidas en el 
interior del suelo. Su movilidad dependerá de los siguientes aspectos [41]: 

■ La textura del suelo, es decir, la proporción relativa de arena, limo y arcilla. Los 
productos fitosanitarios tienden a ser adsorbidos por las arcillas y la materia orgánica. Los 
suelos de textura arenosa o franca generalmente permiten que el agua se mueva 
rápidamente a través de ellos dando pocas oportunidades para la adsorción. Sin embargo, 
los suelos de textura fma obligan a la disminución de la velocidad del flujo de agua, así 
como a una mayor adsorción de los fungicidas sobre las arcillas. 
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■ La permeabilidad del suelo da idea de la velocidad con la que el agua se mueve 
en el suelo. En aquellos suelos muy permeables, el lavado se realiza fácilmente, con el 
consiguiente riesgo de contaminación de las aguas subterráneas. 

■ El contenido en materia orgánica del suelo que afecta, por una parte, 
aumentando la capacidad de retención de agua del suelo, y por otra, adsorbiendo algunos 
fungicidas. 

❑ Absorción por la planta: los fungicidas pueden pasar a la solución del suelo, 
quedando así a disposición de las plantas o fauna del suelo. Una vez acumulados en la 
planta pueden conservar su estructura química original o alterarse como consecuencia de su 
metabolismo. 

❑ Volatilización  : las pérdidas de fungicida por volatilización tienen lugar en las 
capas más superficiales del suelo. Estas pérdidas son muy variables, desde insignificantes a 
más de un 50 % de lo aplicado, dependiendo de la porosidad del suelo, del contenido en 
materia orgánica, de la humedad del suelo, de la temperatura, de las condiciones de 
aplicación y del tipo de fungicida. 

❑ Lavado: los fungicidas incorporados al suelo pueden ser lavados del mismo, en 
profundidad o lateralmente, y pasar a las aguas freáticas. Los factores que determinan este 
arrastre son la formulación del producto (los compuestos más solubles presentan mayor 
movilidad), las características del suelo (los suelos con mayor capacidad de cambio 
disminuyen la lixiviación) y la pluviometría (en igualdad de condiciones, a mayor 
pluviometría mayor lixiviación). 

De lo dicho anteriormente se deduce que en materia de suelos contaminados, es 
necesaria una actuación inmediata y precisa. Sin embargo, la legislación actual no está 
suficientemente desarrollada en lo que a establecimiento de estándares para la evaluación 
de suelos contaminados y el listado de actividades contaminantes se refiere. Uno de los 
países que actúa como referente en temas de protección ambiental es Holanda. Este país 
mantiene en vigencia una normativa provisional desde 1998, que es su Ley de Protección 
del Suelo en donde se establecen las características para distinguir un suelo contaminado y 
las medidas de actuación ante emplazamientos contaminados. Los actuales valores de 
referencia holandeses se encuentran recogidos en "Circular on target values and 
intervention values for soil remediation", de febrero de 2000 [44]. En dicho documento se 
establecen valores de referencia (concentración por debajo de la cual los compuestos no 
afectan a las propiedades naturales del suelo) y valores de intervención (concentración 
máxima tolerable por encima de la cual son necesarias labores de descontaminación) para 
ciertos pesticidas entre los que se incluye un único fungicida, el maneb. 

En España, en marzo de 1994, se promulgó la Ley Orgánica por la que se adoptan 
las directrices para la redacción del Plan de Recuperación de Suelos Contaminados 
aprobado por el Consejo de Ministros el 17 de febrero de 1995, con vigencia por el período 
1995 — 2005. En dicho documento se indicaba que se habían detectado 4532 
emplazamientos potencialmente contaminados por razón del tipo de contaminante, su 
concentración y potencial de dispersión, el sistema biofísico y antrópico en el que se 
encontraban y la vulnerabilidad de estos medios. El 21 de abril de 1998, se aprobó la Ley 
10/1998 de Residuos en donde se establece el concepto de suelo contaminado definiéndolo 
como aquel cuyas características químicas, fisicas o biológicas han sido alteradas 
negativamente por la presencia de componentes de carácter peligroso de origen humano en 
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concentración tal que comporte un riesgo para la salud humana o el medio ambiente, de 
acuerdo con los criterios y estándares que determine el Gobierno. Sin embargo, cinco años 
después de la aprobación de esta ley, todavía no existe un listado de las industrias que 
pueden ser contaminantes de los suelos ni se han establecido los criterios y estándares para 
elaborar el mapa de suelos contaminados o poner en marcha las políticas de 
descontaminación de los mismos. En los últimos años, ante el evidente vacío existente en el 
Estado Español, algunas Comunidades Autónomas han aplicado o están aplicando criterios 
aprobados por otros países de la Unión Europea. Sin embargo, estos documentos 
autonómicos no están suficientemente desarrollados y sólo establecen valores de referencia 
para los compuestos de la familia del hexaclorociclohexano. 

3.2.- Presencia de residuos de fungicidas en los suelos de viñedo 

Si bien es cierto que en España no existe una legislación específica por la que se 
establezcan valores tolerables de fungicidas en suelo, las implicaciones agrarias de su 
presencia hace necesario el control de estas sustancias en suelo con el fin de evaluar su 
aptitud para el cultivo. A la hora de estimar las tasas de contaminación por fungicidas de 
los suelos de viñedo se propone un método basado en la extracción con un disolvente 
orgánico y posterior determinación por GC-MS [45]. Para facilitar la liberación de los 
fungicidas desde la matriz del suelo y su paso hacia el disolvente orgánico la muestra se 
trata en ultrasonidos en presencia de una fase acuosa. Además, se han optimizado una serie 
de parámetros de la técnica tales como el efecto de mantener la matriz del suelo durante 
toda la extracción, el pH de la fase acuosa y su volumen, el disolvente orgánico de 
extracción y su volumen y el tiempo de extracción. Las mayores recuperaciones se obtienen 
al tratar la muestra de suelo con agua destilada (5 mL) en ultrasonidos durante 10 min y al 
extraer posteriormente la mezcla suelo-agua con acetato de etilo (10 mL) durante 45 min. 
La separación e identificación de los compuestos se ha llevado a cabo en un cromatógrafo 
de gases equipado con una columna apolar MDN-5S (30 m x 0.25 mm d.i.; 0.25 ?m de 
espesor) y un detector de espectrometría de masas operando en modo SIM. El método 
propuesto resulta más rápido y menos laboriosos que otros existentes en la bibliografía 
consultada en los que el suelo se extrae por calentamiento a reflujo durante varias horas o 
incluyen distintas etapas de partición y purificación de la muestra, previas a su análisis [46-
60]. 

A la hora de conocer cómo influye la matriz de la muestra en el proceso de 
cuantificación, el método propuesto se ha aplicado al análisis de suelos con propiedades 
químico-físicas diferentes y libres de los fungicidas objeto de estudio. Para ello, se han 
analizado, por triplicado, 7 muestras de suelo sobrecargadas obteniendo los valores que se 
recogen en la tabla 5. Diferencias significativas se pueden observar entre las distintas 
muestras, comprobando que las mejores recuperaciones se obtienen para el suelo A el cual 
posee un pH en torno a 7, mientras que el resto de las muestras son más ácidas, con un pH 
en torno a 4 o 5. Esto puede explicarse en base a la gran capacidad tampón del suelo que 
modifica el pH de la fase acuosa durante el proceso de extracción y, como se ha confirmado 
en estudios previos, a pH ácido disminuyen los porcentajes de recuperación. Para evitar 
este efecto del pH del suelo, y garantizar un medio alcalino durante todo el proceso de 
extracción de la muestra, se han sustituido los 5 mL de agua destilada por 15 mL de un 
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tampón de p1-1=8 compuesto por carbonato cálcico y polifosfato sódico. Al realizar de 
nuevo el estudio del efecto matriz sustituyendo el agua destilada por este tampón se 
obtienen recuperaciones más elevadas y más constantes (tabla 6). Sin embargo, aún se 
observan diferencias significativas entre los valores obtenidos para los diferentes suelos, 
hecho que pone de manifiesto la existencia de efecto matriz. Cabe resaltar que la 
recuperación de la diclofluanida fue en todos los casos muy baja lo cual puede ser atribuido 
a procesos de hidrólisis, tal y como apuntan otros investigadores [6, 61]. 

Tabla 5. Recuperación media (%) y desviación estándar de fungicidas desde muestras 
de suelo sobrecargadas a niveles de 0.25 mg/Kg para cada compuesto excepto para la 
diclofluanida (1 mg/Kg), empleando agua destilada como fase acuosa. 

Fungicidas A B C D E 

Ciprodinil 78 ± 3 a  63 ± 5  b.c 56  ± 9  c,d 71  + 9  a,b 68 +2 4  30 +2 e  46 +2 d  

Diclofluanida 4 +2 e  29 + 2 b  4+ 2 e  40 +2' 27 +2 b  12 +2 d  17 +2' 

Fludioxonil 60 ± 2 a  29 + 8 " 32  ± 4  c,d 39  + 2  b,c 47 +4 b  26 +2 d  14 +2 e  

Metalaxyl 94 ± 2 a  83 ± 2 b  89 + 2 4  84 +6 b  88 +2 4  35 +6 d  50 +2 c  

Penconazol 70 ± 2 a  16 ± 6 c  27 ± 2 b'c  47 ± 10 a.b 33 ± 2  b,c 12 +3' 27 +8' 

Pirimetanil 65 ± 68 ±  a  61 ± 60 ±  c  63 ± 2 b'e  23 ± 2 e  34 ± 2 d  

Procimidona 88 ± 3 a  44 + 2 d  44 +4 d  70 +5 b  56 +3 ' 14 +2 f  27 +3 e  

Tebuconazol 68 +2 a  14 +2 c'd  26 +7 b'c  30 + 11 b 35 +6 b  11 +2 d  10 +2 d  

Vinclozolín 93 +3 a  92 +4 a  55 + 5 b  93 + 3 a  96 + 2 a  25 +2 d  36 +2 c  

(n=3) número de determinaciones; a to f: suelos agrupados desde alto a bajo porcentaje de 
recuperación para un fungicida dado aplicando un test multirango basado en la 
comparación de pares por la t de Student. 

Tal y como se puede observar en la tabla 6, la recuperación de fludioxonil resultó 
ser de aproximadamente el 100 % para el suelo A y entre el 60 y el 90 % para el resto de 
los suelos. Sin embargo, los otros fungicidas estudiados muestran porcentajes de 
recuperación de aproximadamente el 100 % desde las siete muestras de suelo, a pesar de 
pertenecer a familias químicas diferentes. Este comportamiento distinto podría explicarse 
en base a que el fludioxonil es el único fenilpirrol y además posee una estructura plana y un 
pKa > 13 mientras que los otros compuestos no poseen estructuras planas y su pKa está 
comprendido entre 5 y 6. Otros autores apuntan a que el contenido en calcio cambiable del 
suelo juega un papel muy importante en la recuperación de los pesticidas. 
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Tabla 6. Recuperación media (%) y desviación estándar de fungicidas desde muestras 
de suelo sobrecargadas a niveles de 0.25 mg/Kg para cada compuesto excepto para la 
diclofluanida (1 mg/Kg), empleando un tampón de pH 8 como fase acuosa. 

A B C D E 
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(n=3) número de determinaciones; a to f: suelos agrupados desde alto a bajo porcentaje de 
recuperación para un fungicida dado aplicando un test multirango basado en la 
comparación de pares por la t de Student. 

Mortland observó este efecto en la desorción de 3-aminotriazol, viendo que los 
complejos coloide-Ca-herbicida eran menos estables que los complejos formados con otros 
elementos presentes en la muestra como cationes metálicos cambiables [62]. En nuestro 
caso, sólo se observó la existencia de una correlación entre el porcentaje de recuperación y 
el contenido en cambiable calcio del suelo en el caso del fludioxonil [45]. El encalado de 
los suelos ácidos puede tener el mismo efecto, facilitando la movilidad del fungicida y 
contribuyendo así a magnificar su actividad fitotóxica e incluso pudiendo contaminar las 
aguas. Dado que las propiedades químico-físicas del suelo influyen en la recuperación de 
los fungicidas, a la hora de cuantificar residuos de estos compuestos en muestras de suelo 
se ha decidido recurrir al método de la adición estándar. 

Cuando el método propuesto se aplica al análisis de suelos de viñedo recogidos en la 
D.O. Rías Baixas, concretamente en la subzona Val do Sainés nueve meses después del 
último tratamiento, se observa la presencia de residuos de alguno de los fungicidas objeto 
de estudio aunque en concentraciones inferiores a los 52 ug/Kg (tabla 7). Concentraciones 
mayores son encontradas cuando el suelo se analiza sólo 1 mes después del último 
tratamiento (Octubre de 2003). Los fungicidas ciprodinil y fludioxonil están presentes en 
todas las muestras analizadas, apareciendo el fludioxonil en concentraciones mayores que 
las del ciprodinil a pesar de que en el producto comercial Switch® éste se encuentra en 
menor proporción. Si los resultados obtenidos se comparan con el valor de intervención en 
suelo fijado por la Legislación Holandesa para el maneb (35 mg/Kg de suelo seco), 
podemos concluir que los niveles de residuos encontrados no son alarmantes puesto que las 
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propiedades del suelo para las personas, las plantas y la vida animal no se verían 
comprometidas. 

Tabla 7. Presencia de fungicidas en muestras de suelo de viñedo de la D.O. Rías 
Baixas. 

Fungicidas Suelo 1 Suelo 1 Suelo 2 Suelo 3 Suelo 4 
(µg/Kg) Oct. 03 Mayo 03 Mayo 03 Mayo 03 Mayo 03 

Ciprodinil 260 LD LC LC LD 
Diclofluanida 
Fludioxonil 991 LC 45 52 LC 
Metalaxil LD LD 
Penconazol 
Pirimetanil 
Procimidona 20 LD LD 
Tebuconazol 12 LD LC 
Vinclozolín 
-: no detectado; LD o LC: detectado a niveles del límite de detección o cuantificación, 
respectivamente. (LD= 60 µg/Kg para diclofluanida; entre 2 y 10 tg/Kg para metalaxil, 
ciprodinil y tebuconazol; y entre 10 y 20 µg/Kg para el resto. LC= 200 in/Kg para 
diclofluanida; entre 5 y 25 µg/Kg para metalaxil, ciprodinil y tebuconazol; y entre 30 y 50 
1g/Kg para el resto). 

3.3.- Aporte de fungicidas al suelo a través de las aguas de pluviolavado 

El agua de lluvia puede lavar las hojas de las plantas arrastrando hacia el suelo parte 
del fungicida depositado sobre su superficie. La cantidad de fungicida lavado por la lluvia 
depende de numerosos factores como son el tipo y cantidad de producto aplicado, su 
solubilidad en agua y el tipo de vegetación presente en la zona de aplicación [63, 64]. Por 
ello resulta interesante estimar la proporción del fungicida aplicado que alcanza el suelo a 
través de las aguas de pluviolavado. 

Estos estudios se han desarrollado en una parcela experimental cedida por la 
Estación de Viticultura y Enología de Galicia y dedicada a la producción de uva treixadura. 
Tal y como se muestra en la figura 6, la parcela se ha dividido en 4 subparcelas cada una de 
las cuales está compuesta por seis filas de viñedo y ha recibido un tratamiento fitosanitario 
contra mildiu, oidio y botrytis diferente. Los productos elegidos son aquellos de uso más 
habitual en los viñedos gallegos entre los que se incorporan los fungicidas de nueva 
generación ciprodinil, fludioxonil, pirimetanil y fenhexamida [65]. A lo largo de este 
estudio se han realizado cinco aplicaciones de producto (14 de junio, 3 de julio, 2 de 
agosto, 20 de agosto y 10 de septiembre de 2002), siguiendo las instrucciones de uso y las 
dosis indicadas por el fabricante. En todos los casos se ha realizado un tratamiento conjunto 
contra mildiu, oidio y botrytis excepto en la primera y tercera aplicación, en las cuales el 
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tratamiento antibotrítico se ha suprimido. Asimismo, se han realizado un total de cinco 
muestreos tras un episodio de lluvia significativo (20 de agosto, 10 de septiembre, 27 de 
septiembre y 20 de noviembre de 2002 y 18 de enero de 2003). Para la recogida de las 
muestras de pluviolavado se ha desarrollado el dispositivo colector de la figura 6. El agua 
de lavado de las hojas es recogida sobre una hoja de polipropileno y conducida a través de 
un tubo de acero en cuyo extremo se encuentra una minicolumna C18 en la que se adsorben 
los fungicidas. El dispositivo de muestreo se ha colocado sólo en las dos filas centrales 
dejando las otras filas de viñedo como filas amortiguadoras para evitar efectos cruzados 
entre los distintos tratamientos. La fracción de fungicida liberada se puede estimar teniendo 
en cuenta el volumen de viñedo sobre el que se aplica el producto fitosanitario, la cantidad 
de producto aplicado y que el dispositivo colector sólo muestrea un volumen de viñedo de 
34.8 m3. Los datos obtenidos permiten concluir que las entradas de fungicidas al suelo a 
través de las aguas de pluviolavado no son muy importantes, variando entre el 0.03 % para 
el folpet y el 2.95 % para la procimidona [65]. Estos datos pueden ser explicados en 
términos de estabilidad y transporte. 

Figura 6. Diseño de la parcela experimental y del dispositivo de muestreo de aguas de 
pluviolavado. 

Estudios previos realizados en el laboratorio para evaluar la estabilidad de los 
fungicidas en las minicolumnas C18, a temperaturas de 5 °C (temperatura de conservación 
de los cartuchos desde el muestreo hasta su análisis) y 30 °C (temperatura máxima 
alcanzada en la parcela experimental) han permitido clasificar los fungicidas en cuanto a su 
estabilidad. Así, la fenhexamida y el folpet serian inestables en el cartucho SPE, sobre todo 
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el folpet a temperaturas de 30 °C, mientras que el resto de los fungicidas aplicados en la 
parcela permanecerían estables. Con los datos de estabilidad a 30 °C se ha estimado la vida 
media del folpet y la fenhexamida en 1 y 36 días, respectivamente. Cabe resaltar que la vida 
media del folpet es muy baja como para obtener datos fiables de entrada de fungicida al 
suelo por pluviolavado. A la vista de estos resultados se recomienda recoger las 
minicolumnas lo antes posible y siempre dentro de la semana siguiente al episodio de lluvia 
y analizarlas en el plazo de una semana. 

Los mecanismos que controlan la liberación y transporte de los fungicidas desde la 
planta al suelo son dificiles de identificar. Al representar la fracción de fungicida liberada 
frente a la lluvia acumulativa se puede observar que el mayor lavado de los fungicidas se 
produce rápidamente después de 140 mm de lluvia y posteriormente la liberación no 
aumenta salvo en el caso de la procimidona. Si nos centramos en el metalaxil y la 
procimidona podemos observar que la liberación del metalaxil es lineal con los primeros 
140 mm de lluvia y su liberación y transporte estaría controlado por su solubilidad en agua, 
mientras que en caso de la procimidona se observa una liberación exponencial con la lluvia. 
Teniendo en cuenta que la procimidona es poco soluble en agua y que se aplica como polvo 
mojable, el mecanismo que controla su liberación y transporte sería el desprendimiento de 
los sólidos a los que la procimidona se encuentra unida. En el caso de altos flujo de lavado 
el desprendimiento está totalmente controlado por un proceso de transferencia de masa: 

dC/dR = -KRC" 

donde dC/dR es el grado de liberación del fungicida con la lluvia, KR es el coeficiente de 
transferencia de masas y n es el orden del proceso. Este modelo puede ser utilizado para 
comparar el transporte de metalaxil y procimidona (figura 7). En el caso de la procimidona 
el mejor ajuste dio un coeficiente de transferencia de masa de 0.025 mm-1  siendo el orden 
del proceso igual a 1, mientras que en el caso del metalaxil el proceso simula un orden de 
reacción de 0.5 con una liberación constante de 0.017 mm-1. Este descenso del orden de 
reacción sugiere que la liberación del metalaxil depende más de la variabilidad del lavado 
sobre la superficie de la hoja que de la masa de fungicida acumulada. 

Figura 7. Datos observados (símbolos) y modelo de liberación de primer orden (líneas) 
para el metalaxil y la procimidona; fracción liberada frente a lluvia acumulativa. 
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4.- CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una utilización respetuosa de los 
fungicidas, cumpliendo los plazos de seguridad y las dosis indicadas por el fabricante, lo 
que refleja la buena situación del sector vitivinícola gallego. En vista de estos resultados se 
plantean una serie de propuestas de futuro, entre ellas: conocer la distribución de los 
fungicidas así como de sus productos de degradación a lo largo del proceso de vinificación; 
ofrecer al sector vitivinícola sensores rápidos para la determinación de estos compuestos en 
uvas para vinificación en el momento de la vendimia, así como levaduras con un elevado 
potencial enológico resistentes a la presencia de fungicidas; estudiar los procesos de 
distribución de los fungicidas en el medio fisico natural y los parámetros que controlan su 
movilidad; y evaluar el impacto ambiental de la aplicación de fungicidas en cultivos de 
viñedo en laderas, principalmente en las aguas superficiales de la zona. 
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Resumen 

Los compuestos orgánicos persistentes (COP's ) o Persistent Organic Pollutants 

(POP's, por sus siglas en inglés) son sustancias químicas muy estables, de alta toxicidad, 

resistentes a la degradación natural y que se encuentran ampliamente distribuidos en el 

medio ambiente. Permanecen en el ecosistema durante años y son capaces de 

bioacumularse en la cadena trófica. Puesto que salud y alimentación están íntimamente 

relacionadas, se exige cada vez más que los alimentos sean mas seguros y de calidad. 

En este trabajo se realiza una revisión de la problemática ambiental relacionada con 

estos compuestos, abarcando sus antecedentes, origen, propiedades, toxicología, 

metodología analítica necesaria para su determinación., así como algunos estudios 

realizados en esta área. Se llevo a cabo la revisión bibliografica de los policlorobifenilos, 

las dioxinas y dibenzofuranos y los pesticidas de la docena sucia; que son las sustancias 

químicas clasificadas corno los contaminantes más peligrosos liberados al medio ambiente. 
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PERSISTENT ORGANIC POLLUTANTS (POPs) IN THE FOOD 
CHAIN 
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Abstract 

Persistent organic compounds are very stable chemical substances, of high toxicity, 

resistant to the natural degradation and that are widely distributed in the environment. They 

remain in the ecosystem during years and are able to bio-accumulate in the food chain. 

Since Health and Nutrition are closely related, requirements for safety and quality are more 

often demanded. In this work a review of the problems derived from these compounds is 

carried out, regarding their origin, properties, toxicology and the analytical methodology 

required for their determination. The substances studied are the polychlorinated biphenyls, 
dioxins, dibenzofurans and pesticides; products classified like the most dangerous polluting 

agents released to the environment. 
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INTRODUCCIÓN 

La contaminación ambiental es un problema preocupante para la mayoría de los 
países del mundo, ya que sus efectos sobre el planeta desequilibran los ecosistemas y por su 
biomagnificación, perjudican la salud del hombre. 

El hombre, como vértice de la cadena trófica, consume seres vivos de niveles más 
inferiores, de esta manera se consigue un equilibrio en el ecosistema, el cual se encuentra 
afectado por la contaminación medioambiental, lo que origina una acumulación en los 
tejidos animales y vegetales, y por tanto en los alimentos. 

Una de las preocupaciones sociales en la actualidad, es conseguir la salud a través 
de la alimentación, no sólo porque se han relacionado multitud de enfermedades con 
determinados hábitos dietéticos, sino porque se exige cada vez más que la alimentación sea 
de calidad, completa y segura nutricionalmente. Así cada vez se extrema más el control y la 
determinación de contaminantes en los alimentos. Sin embargo, es un hecho evidente que 
no podemos conseguir eliminar los múltiples contaminantes ambientales que están 
presentes en nuestro ecosistema, (Angulo y Jodral, 1998). 

Los compuestos orgánicos persistentes (COPs), constituyen un grupo de sustancias 
declaradas internacionalmente como potencialmente peligrosas para la salud; de todos los 
contaminantes liberados al ambiente cada año por la actividad humana, los COPs, son 
considerados como los más peligrosos. Son compuestos de alta estabilidad (pueden 
permanecer estables por años y hasta décadas) que se generan en la industria química o que 
se producen de manera no intencionada a partir de ciertas actividades humanas. Además de 
persistentes, estos compuestos son liposolubles, semivolátiles y tóxicos. Se transportan por 
la atmósfera y tienden a bioacumularse a lo largo de la cadena trófica. Todos los seres 
humanos en el mundo portan pequeñas cantidades de estos químicos en su cuerpo. Estos 
compuestos químicos circulan globalmente a través de un proceso conocido como "efecto 
saltamontes." La liberación de COPs en un lugar del mundo puede, a través del un proceso 
repetitivo y generalmente estacional de evaporación y depósito, ser transportados a través 
de la atmósfera a regiones muy lejanas de la fuente original. 

Estos compuestos deben gran parte de su estabilidad química al hecho de tener 
átomos de cloro como substituyentes, que tienen un gran volumen y blindan a la molécula 
contra un ataque oxidante, (Grimalt, 2002). Conforman este grupo los pesticidas 
organoclorados, los policlorobifenilos, las dioxinas, los dibenzofuranos. La primera docena 
de COPs iniciales, conocidos como la docena sucia, son: Aldrin, Dieldrin, Endrin, 
Heptacloro, Hexaclorobenceno, Mirex, Toxafeno, Clordano, DDT y sus metabolitos (DDD 
y DDE), PCBs, Dioxinas y Furanos. 

Sintetizados en su mayoría para ser utilizados como plaguicidas o como dieléctricos 
en transformadores, retardantes de llama, aceites de alta estabilidad térmica, etc; hoy en día 
su utilización está prohibida. Los países de la Unión Europea, así como México, forman 
parte de los 91 países que firmaron en mayo de 2001 el Convenio de Estocolmo, por el 
cual se comprometían a reducir o eliminar las emisiones de los compuestos orgánicos 
persistentes clorados, eliminar su uso en la mayoría de los casos e investigar sobre su 
incidencia en el medioambiente y la salud humana. 
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Hasta el momento, de los 150 países que han firmado el Convenio de Estocolmo 64 
ya lo han ratificado. Dado que era necesaria la ratificación de al menos 50 países, el 
Convenio no entró en vigor hasta el pasado 17 de mayo del 2004. 

COPs: Antecedentes 

Disruptores Endocrinos 
Los disruptores endocrinos (DE) son sustancias químicas capaces de alterar el 

sistema hormonal y ocasionar diferentes daños sobre la salud de las mujeres y hombres 
expuestos y en sus descendencias. En los niveles que se encuentran normalmente en el 
entorno, las sustancias químicas disruptoras hormonales no matan células ni atacan el 
ADN. Su objetivo son las hormonas, los mensajeros químicos que se mueven 
constantemente dentro de la red de comunicaciones del cuerpo. 

Los efectos de los DE se producen a dosis bajas, en general muy por debajo de los 
límites de exposición legalmente establecidos. Se está expuesto a los DE tanto en nuestros 
lugares de trabajo, como en nuestros hogares por la contaminación de alimentos con 
plaguicidas, la exposición a productos plásticos y a plastificantes, el uso de algunos 
detergentes y por la contaminación del medio ambiente. 

Muchas sustancias químicas artificiales y algunas naturales, se han vertido al medio 
ambiente, y tienen potencial para perturbar el sistema endocrino de los animales, incluidos 
los seres humanos. Entre ellas se encuentran las sustancias persistentes, bioacumulativas y 
organohalógenas que incluyen algunos plaguicidas (insecticidas, fungicidas y herbicidas) y 
las sustancias químicas industriales, otros productos sintéticos y algunos metales pesados. 
Entre las repercusiones figuran la disfunción tiroidea en aves y peces; la disminución de la 
fertilidad en aves, peces, crustáceos y mamíferos; la disminución del éxito de la incubación 
y deformidades de nacimiento en aves, peces y tortugas; anormalidades metabólicas en 
aves, peces y mamíferos; anormalidades de comportamiento en aves; demasculinización y 
feminización de peces, aves y mamíferos machos; defeminización y masculinización de 
peces y aves hembras; y peligro para los sistemas inmunitarios en aves y mamíferos. 

Los disruptores endocrinos pueden poner en peligro la supervivencia de especies 
enteras, quizá a largo plazo incluso la especie humana. El impacto de los efectos de los DE 
varían de una especie a otra y de una sustancia a otra. Sin embargo hay 4 consideraciones 
que se deben tomar en cuenta: 

1. Las sustancias químicas que preocupan pueden tener efectos totalmente distintos 
sobre el embrión, el feto o el organismo perinatal que sobre el adulto; 

2. Los efectos se manifiestan con mayor frecuencia en las crías, que en el 
progenitor expuesto. 

3. El momento de la exposición en el organismo en desarrollo es decisivo para 
determinar su carácter y su potencial futuro. 

4. Aunque la exposición crítica tiene lugar durante el desarrollo embrionario, las 
manifestaciones obvias pueden no producirse hasta la madurez. 

La especie humana carece de experiencia evolutiva con estos compuestos sintéticos. 
Estos imitadores artificiales de los estrógenos difieren en aspectos fundamentales de los 
estrógenos vegetales. Nuestro organismo es capaz de descomponer y excretar los 
imitadores naturales de los estrógenos, pero muchos de los compuestos artificiales resisten 
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los procesos normales de descomposición y se acumulan en el cuerpo, sometiendo a 
humanos y animales a una exposición de bajo nivel pero de larga duración. Los imitadores 
hormonales artificiales suponen un peligro mayor que los compuestos naturales, porque 
pueden persistir en el cuerpo durante años, mientras que los estrógenos vegetales se pueden 
eliminar en un día. 

Estados Unidos gastó de 20 a 30 millones de dólares en 400 proyectos para analizar 
los efectos de las sustancias químicas en el sistema endocrino. El objetivo de la Agencia de 
Medio Ambiente (EPA) de EE UU es desarrollar toda una estrategia para investigar y 
someter a prueba 600 plaguicidas y 72.000 sustancias químicas sintéticas de uso comercial, 
con el objetivo de analizar sus efectos como posibles disruptores endocrinos. La National 
Academy of Sciences de Estados Unidos ha emprendido un amplio estudio para profundizar 
en los peligros de los disruptores endocrinos. Raro es el mes que no se publica algún 
artículo en las más prestigiosas revistas científicas confirmando y profundizando los 
peligros de las sustancias químicas y cada vez crece más la lista de las sustancias químicas 
catalogadas como disruptores endocrinos. 

El 35 % de los alimentos consumidos tienen residuos de plaguicidas detectables. 
Los métodos de análisis, sin embargo, sólo detectan un tercio de los más de 600 plaguicidas 
en uso. La contaminación de los alimentos por plaguicidas es a menudo muy superior en los 
países en desarrollo. 

Atacar este problema requiere la acción en varios frentes con la intención de 
eliminar las nuevas fuentes de disrupción endocrina y minimizar la exposición a 
contaminantes que interfieren el sistema hormonal y que ahora están en el ambiente. Para 
ello se requerirá mayor investigación científica; rediseño de las sustancias químicas, de los 
procesos de producción y de los productos por las empresas; nuevas políticas 
gubernamentales; y esfuerzos para eliminar estas sustancias del medio ambiente. 

Convenio de Estocolmo y la Docena Sucia 
Recientemente, la comunidad internacional ha hecho un llamamiento para la toma 

de acciones globales urgentes que lleven a reducir y eliminar emisiones y descargas de 
contaminantes orgánicos persistentes. 

En su decimonovena reunión, de febrero de 1997, mediante la Decisión 19/13C, la 
UNEP Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente, solicitó a su Director 
Ejecutivo que preparara y convocara un comité intergubernamental de negociación, con el 
mandato de elaborar un instrumento legal vinculante para la implementación de acciones 
sobre doce contaminantes orgánicos persistentes (COPs). 

La cronología de actividades realizadas es la siguiente: 

- Febrero de 1997; El Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente, 
(PNUMA), encargó al Comité Intergubernamental de Negociación -INC- desarrollar para 
fin del año 2000 el instrumento internacional jurídicamente vinculante sobre la primera 
docena de COPs, previendo asimismo la constitución de un grupo de expertos para la 
identificación de otros contaminantes orgánicos persistentes. 

- Junio 1998; Reunión INC-1: Entre otras cuestiones organizativas, se requirió al 
Secretariado que preparara el documento de discusión para INC-2. 
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- Enero 1999; Reunión INC-2: Para esta reunión el Secretariado había preparado un 
borrador para un documento internacional legalmente vinculante, sobre el que se 
desarrollaron las discusiones entre los delegados de los 100 países que participaron. 

- Septiembre 1999; Reunión INC-3: con la asistencia de delegados de 120 países, se 
adoptaron las recomendaciones elaboradas por el grupo de expertos en su segunda reunión, 
como base para la negociación: lenguaje para el articulado, medidas de reducción o de 
eliminación, planes nacionales de eliminación, listado de sustancias para los anexos, 
intercambio de información. 

- Marzo 2000; INC-4: asistiendo alrededor de 500 representantes de 121 países, 
agencias intergubernamentales, organizaciones no gubernamentales, se avanzó mucho en el 
borrador de artículos sobre asistencia técnica y recursos y mecanismos financieros, el texto 
permanecía con muchos corchetes o paréntesis (partes de texto sujeto a ajuste en futuras 
reuniones), producto de las diferencias existentes entre los países desarrollados y los países 
en vías de desarrollo que mantenían posiciones contrapuestas especialmente en el aspecto 
financiero. 

- Diciembre 2000; INC-5: Se negoció y aprobó el borrador del texto. 
- Mayo 2001; Reunión Plenipotenciaria, diplomáticos y representantes de más de 

cien países de todo el mundo, se reunieron en Estocolmo, Suecia, para la suscripción del 
Acta Final y del Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Orgánicos Persistentes. 

- Mayo 2004; Dado que era necesaria la ratificación de al menos 50 países, el 
Convenio no entró en vigor hasta el pasado 17 de mayo del 2004. 
(http://www.quimica.org.ar/Estocolmo.htm)  

Docena Sucia 

Los 12 contaminantes que integran la docena sucia son los siguientes: (Tabla 1 y 2). 

Tabla 1. - Docena sucia 
1. 

Aldrin 
4. 

Dieldrin 
7. 

Mirex 
10. 

HCB 
2. 

Clordano 
5. 

Endrin 
8. 

Toxafeno 
11. 

Dioxinas 
3. 

DDT 
6. 

I-ptacloro 
9. 

BPC 
12. 

Furanos 

Aldrin 
Insecticida usado para proteger las cosechas contra insectos y plagas tales como el 

gusano de la raíz del maíz, el gorgojo acuático del arroz y los saltamontes. En México está 
prohibido su uso. 

Clordano 
Insecticida de amplio espectro utilizado principalmente para combatir las termitas. 

En México su uso estuvo restringido para ser usado por personal capacitado y autorizado a 
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partir de 1992. En 1998 la única empresa fabricante en México canceló voluntariamente su 
registro y agotó sus reservas. 

DDT 
Utilizado profusamente para el control de insectos transmisores de enfermedades, 

siendo su uso más común contra el paludismo o malaria. En muchos países su uso está 
prohibido, en México está restringido a las campañas sanitarias contra el paludismo. La 
última vez que se utilizó en México fue en 1999. 

Dieldrin 
Insecticida utilizado para combatir plagas que atacan productos textiles y agrícolas. 

En ocasiones también es utilizado para combatir insectos vectores de enfermedades. En 
México su uso está prohibido. 

Endrin 
Insecticida empleado para proteger a los cultivos de parásitos e insectos. Este 

químico también es usado como rodenticida. Su uso está prohibido en México. 

Heptacloro 
Insecticida usado para combatir plagas en suelo y en cultivos; así como termitas, 

saltamontes, hormigas rojas y mosquitos. Este compuesto no está registrado en México, lo 
que significa que no puede ser producido, formulado, comercializado, usado e importado de 
manera legal en el país. 

Mirex 
Insecticida utilizado principalmente contra varios tipos de hormigas; también se usa 

como pirorretardante en plásticos, caucho, pinturas y en productos eléctricos y de papel. Su 
uso está prohibido en México. 

Toxafeno 
Insecticida usado para proteger cultivos y combatir garrapatas y ácaros que afectan 

al ganado. Este compuesto no está registrado en México, lo que significa que no puede ser 
producido, formulado, comercializado, usado e importado de manera legal en el país. 

BPC 
Los Bifenilos Policlorados (BPC o PCB por sus siglas en inglés) son compuestos 

termoestables, no inflamables, de baja presión de vapor y alta constante dieléctrica, lo que 
los hace ideales como medio aislante en capacitadores y transformadores eléctricos y como 
fluidos de intercambio de calor. Los BPC son también subproductos de combustión 
incompleta en procesos industriales. La Norma Oficial Mexicana NOM-133-EC01-2000 
establece las especificaciones de manejo de estos compuestos. 

HCB 
El hexaclorobenceno (HCB) es usado para el tratamiento de semillas y a menudo se 

encuentra presente en los plaguicidas dorados. El HCB es generado no intencionadamente 
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como subproducto en la fabricación de plaguicidas y de productos químicos industriales, en 
procesos industriales de plantas de cloro-álcali, en productos pirotécnicos y como resultado 
de combustión incompleta. En cuanto a su uso en agricultura, este compuesto no está 
registrado en México, lo que significa que no puede ser producido, formulado, 
comercializado, usado e importado de manera legal en el país. 

Dioxinas 
Estos compuestos son generados como subproductos en procesos industriales; no 

son producidos comercialmente y no tienen ninguna utilidad conocida. Son generados no 
intencionadamente y su principal fuente de producción es la incineración, emisiones de 
automóviles, la combustión de carbón y madera y en procesos de blanqueo de papel. 

Furanos 
Son subproductos no intencionados comunes de la producción de los BPC, de 

incineradores y de emisiones de automóviles entre otras fuentes. 

PESTICIDAS ORGANOCLORADOS 

Antecedentes históricos 

La era de los pesticidas químicos comenzó en el siglo pasado cuando se 
desarrollaron los sulfuros y se encontró una aplicación práctica como fungicidas. 
Posteriormente fueron los compuestos arsenicales los que se emplearon para el tratamiento 
de las plagas de insectos en la producción agrícola. En ambos casos se trataba de sustancias 
de una elevada toxicidad lo que limitó su empleo generalizado. 

Fue en 1940 cuando aparecieron los primeros pesticidas organoclorados, que tienen 
su máximo exponente en el dicloro difenil tricloroetano o DDT. Se emplearon tanto en los 
tratamientos agrícolas como en el control de plagas vehiculizadas por insectos portadores. 
Ya que, en principio, estos organoclorados presentan baja toxicidad, su empleo se vio 
enormemente favorecido y ocuparon una posición dominante entre los pesticidas químicos 
de nueva síntesis. La vida "autorizada" del DDT fue de treinta años, si se cuenta desde su 
comercialización hasta el fm de su empleo legal, tiempo excesivamente largo para un 
compuesto que ha demostrado ser bioacumulable y tóxico. Durante este tiempo el acúmulo 
del pesticida en suelos, acuíferos y en la cadena alimentaria fue tremendamente 
significativo; de tal manera que no hay hoy día población humana, que no contenga niveles 
significativamente importantes de DDT y sus derivados acumulados, debido a su 
solubilidad en grasas y depósito en el tejido adiposo. Además, si bien su empleo está 
restringido o prohibido, lo cierto es que su producción y venta en países en vías de 
desarrollo es libre, ya que se emplea de forma habitual para el tratamiento de plagas. 

Aunque su regulación es estricta, aún existe el comercio de los organoclorados ya 
sea porque su uso está restringido a aplicaciones específicas, o porque extrañamente no se 
han clasificado bajo esta denominación genérica (Olea, 2004). 

Definición y estructura química 
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Según la OMS, un pesticida o plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de 
sustancias, de carácter orgánico o inorgánico, que está destinada a combatir insectos, 
ácaros, roedores y otras especies indeseables de plantas y animales que son perjudiciales 
para el • hombre o que interfieren de cualquier otra forma en la producción, elaboración, 
almacenamiento, transporte o comercialización de alimentos, productos agrícolas, madera y 
productos de madera o alimentos para animales, también aquellos que pueden administrarse 
a los animales para combatir insectos arácnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. 

Los insecticidas organoclorados, desde el punto de vista estructural, constituyen un 
grupo de sustancias, muy heterogéneo, teniendo en común la presencia de estructuras 
monocíclicas o policíclicas con distinto número de sustituyentes de cloro. Pueden 
agruparse, por su estructura química, en diferentes grupos (Figura 1): 
• Grupo del DDT (dicloro-difenil-tricloroetano): p-p'-DDT, o-p'-DDT, p-p'- 
Metoxiclor. 
• Grupo de los Ciclodienos: Aldrín y su epóxido, el Dieldrín, Mirex. 
• Grupo del Hexaclorociclohexano (HCH) y Hexaclorobenceno (HCB): HCH, -
HCH, HCB. 
• Grupo de los indenos dorados: hepatacloro, a-Clordano. 
• Grupo de los terpenos dorados: Toxafeno 

a 

CI O O 
CC 13 

DDT 

 

CI 

 

ALDRIN 

 

TOXAFENO 
TOXICANTE A 

Figura 1.- Diferentes Grupos Pesticidas Organoclorados. 
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Tabla 2.- Propiedades de Pesticidas Organoclorados (Docena Sucia). 
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Propiedades de los Pesticidas Organoclorados 
Algunas propiedades características que presentan estos compuestos son: 

1. Alta estabilidad 
2. Poca solubilidad en agua 
3. Alta solubilidad en medio orgánico 
4. Alta Toxicidad en insectos 

Por su alta solubilidad en medios orgánicos, la mayoría de los organoclorados 
presentes en el medioambiente acuático penetran al tejido adiposo de los peces y se 
acumulan ahí. Este fenómeno es llamado factor de bioconcentración, que representa la 
capacidad de la sustancia de acumularse en organismos acuáticos y entrar a la cadena 
alimentaria provocando una concentración peligrosa y letal, cuando el organismo acuático 
es consumido por un organismo mayor. Esto es definido como la constante de equilibrio de 
la concentración de una sustancia química en particular, en un pez, comparando su 
concentración en el agua del medioambiente. (Figura 2). 

Figura 2.- Cadena Trófica (Factor de Bioconcentración) 

Metodología analítica 
El procedimiento general de análisis de los Pesticidas Organoclorados incluye las 

siguientes etapas: muestreo, extracción de los analitos de interés, purificación, 
concentración (si es requerida), determinación, que incluye identificación y cuantificación 
de los analitos y confirmación. 

Extracción y Purificación 
Los Análisis Medioambientales frecuentemente involucran una amplia variedad de 

matrices, desde muestras de aire, aguas inmundas, muestras contaminadas de suelos, hasta 
alimentos con diferentes propiedades. Una apropiada preparación de la muestra es necesaria 
para obtener resultados analíticos óptimos. La Agencia de Protección al Medioambiente 
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(EPA), en USA, es la secretaría del gobierno responsable para la definición, desarrollo y 
aplicación de las medidas analíticas para contaminantes específicos que son considerados 
como nocivos en el medio ambiente. Los métodos EPA Test Methods for Evaluating Solid 
Waste -SW-846 proveen un recurso comprensivo de información acerca de las muestras 
medioambientales, y la FDA (Food and Drug Administration), es la agencia reguladora 
que se encarga de especificar los límites permitidos de detección en los alimentos. 

El análisis de residuos de pesticidas organoclorados involucra varios pasos para la 
detección de los mismos, entre ellos se encuentran, la preparación de las muestras, 
extracción, purificación concentración. Debido a su carácter lipofílico estos compuestos se 
encuentran depositados en la parte grasa de las muestras y sus concentraciones se ajustan 
frecuentemente a las variaciones en el contenido lipídico de las mismas. 

Un tratamiento previo en muestras de alimentos grasos es la extracción de la grasa, 
para una posterior purificación y concentración del analito. La extracción y purificación se 
realizaban mediante diferentes procedimientos según el tipo de muestra. En los grupos de 
huevos, leche y derivados lácteos la extracción se realizaba por el método de Stijve and 
Cardinale (1974) con algunas modificaciones. En los grupos de carne, derivados cárnicos y 
pescados la extracción se lleva a cabo de acuerdo al método de la AOAC edición 1984 sec. 
29.01213 y en el resto (excepto aceites y grasas) por el procedimiento referido en la sec. 
29.01114. Las muestras del grupo de aceites y grasas se someten directamente a la 
purificación. Los extractos de todos los grupos excepto los de bebidas alcohólicas se 
purifican por cromatografia de gel de permeación (GPC). 

Se han desarrollado una variedad de diversos métodos de purificación para extraer 
los lípidos (Liem, R.A, 1992; Mukherjee, M, 1996) incluyendo métodos destructivos tales 
como tratamiento del hidróxido del ácido sulfúrico (Berdié, J.0, 1998) o del Sodio 
(Tuinstra, 1980) y métodos no destructivos, incluyendo la cromatografia de columna con la 
impregnación del gel (Kuehl D.W, 1980), con florisil (Bush,B.1984), alúmina, silica o una 
combinación de ambos (Wells, D.E, 1993; Veni ngerova, M. 1997; Kuclik, J,R, 1998) y la 
extracción con Fluidos Supercríticos (SFE) (Camel, V., 2000). Sin embargo, los métodos 
destructivos degradan algunos COPs (Meadows, J, 1993), mientras que los métodos no 
destructivos generalmente requieren grandes volúmenes de solventes y múltiples pasos de 
operación que consumen mucho tiempo y trabajo para el análisis de grandes cantidades de 
muestra. 

Todavía existe una necesidad de desarrollar más procedimientos simples de 
purificación (preferiblemente de un paso) que se puedan automatizar y realizar en línea 
para la medida analítica final. La Microextracción en Fase Sólida (SPME) (Lord, H. and 
Pawliszyn, J., 2000; Arthur, C.L. and Killan, L.M. 1996) es una técnica analítica novedosa 
en la que no se requiere el uso de solventes, capaz de integrar la extracción y la 
concentración de la muestra en un solo paso. Esta técnica, ha demostrado ofrecer una 
técnica simple, rápida y fácil de automatizar mucho mejor que las técnicas tradicionales de 
extracción (Kataoka„ H., Boyd-Boland A., Beltrán, J. 2000). 

La técnica de SPME emplea generalmente una fibra revestida para extraer y para 
concentrar los analitos no polares que se desabsorben en el puerto de inyección en un 
cromatógrafo de gases para el análisis. Ahora los métodos de SPME se han desarrollado 
para una variedad de usos incluyendo la determinación de COPs en diversos tipos de 
muestras (agua, suelo, alimento y líquidos biológicos) (Beltran, J. 2000). Mientras que la 
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aplicación de SPME en muestras de agua, es más simple, en muestras sólidas (biota), 
presenta más dificultad, de hecho son pocos los estudios realizados que se relacionen al uso 
de SPME en análisis de COPs, en muestras de biota (Fidalgo, et. al., 2003). 

Otras técnicas de extracción actual son la Barra agitadora de Adsorción (Stir Bar 
Sorptive Extraction, SBSE), Extracción en Fase Sólida (Solid phase extraction SPE) y la 
extracción líquido-líquido. 

Determinación 
La determinación de los plaguicidas organoclorados se realiza por cromatografia de 

gases con detector de captura electrónica, con fuente de Níquel Ni63' ya que es la técnica 
analítica más empleada para el análisis cualitativo y cuantitativo de Pesticidas 
organoclorados. Las columnas más utilizadas por este método son las capilares, debido a 
las ventajas que presentan. La fase estacionaria elegida por la mayoría de los autores para la 
identificación y cuantificación de estos pesticidas son las de 5% fenil 95% metil 
polisiloxano y en segundo lugar la 100% metil polisiloxano. 

Técnica rápida de detección 
La técnica Elisa implica la interacción de antígenos organoclorados con los 

anticuerpos monoclonales de elevada especificidad ligados a la superficie de los 
micropocillos. La muestra es extraída con agua y sobre el extracto se realiza el test Elisa. 
La lectura del color desarrollado por el test puede leerse a simple vista o con la ayuda de un 
espectrofotómetro para resultados cuantitativos. Los resultados obtenidos se refieren al total 
de ciclodienos dorados en la muestra. Para la determinación de pesticidas del grupo 
ciclodienos dorados. El kit detecta sólo los plaguicidas pertenecientes a este grupo 
químico. No distingue entre los plaguicidas del mismo grupo pero los detecta con elevada 
sensibilidad. Muestras: Piensos y materias primas. Método no oficial. Los límites de 
detección (ppb) son: Endrín: 0,5, Endosulfan: 0,5, Dieldrín: 0,9; Clordano: 2; Heptacloro: 
3; Aldrín: 3. Estos valores están por debajo de los límites establecidos por la legislación 
vigente (FEDNA, 2002). 

Confirmación 
Después de los análisis en la determinación de pesticidas organoclorados, se 

requiere confirmar los resultados obtenidos y este análisis se puede realizar mediante 
espectrometría de masas o mediante análisis cromatográficos adicionales. 

PCBs 

Antecedentes históricos 
El término policlorobifenilo (PCB) abarca una familia de compuestos fabricados por 

el hombre, de distinta toxicidad cada uno de ellos, y que se encuentran en considerables 
niveles tanto en aire como en agua y suelos (Antón y Lizaso, 2001). 

Se sintetizaron por primera vez a fmales del siglo XIX pero se comenzaron a 
producir y a utilizar con fines comerciales en 1930, como dieléctricos para cables, 
capacitadores y transformadores usados en la industria eléctrica. También se han utilizado 
en el aceite de inmersión para microscopios, como suspensión o vehículos de pigmentos de 
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carbón en papel de copia, fluidos aislantes y como dispersadores de pesticidas (Angulo y 
Jodral, 1998). 

Desde ese momento se produjeron y utilizaron con numerosas finalidades en 
muchos países. La producción mundial total en 1976 se estimó en 6.1 x 108  Kg, de los 
cuales 5.7 x 108  Kg, fueron producidos por Monsanto Corporation en los Estados Unidos 
(Erickson, 1986). 

En 1936 se demostró que la exposición ocupacional causaba efectos tóxicos y 
consecuentemente se fijaron los niveles límite en los lugares de trabajo. En el 
medioambiente la presencia de PCBs como contaminantes no fue detectada hasta 1964, en 
que Jensen observó en sus cromatogramas unos compuestos desconocidos y ampliamente 
difundidos en el medioambiente de Suecia, mientras investigaban residuos de 
organoclorados. Dos años antes, picos de similares característicos habían interferido 
cromatogramas en otros países de Europa y en Estados Unidos, siendo registrados como 
contaminantes del DDT; posteriormente serían identificados como Bifenilos Policlorados 
(Angulo y Jodral, 1998). 

El descubrimiento de su gran distribución en el medioambiente, el aumento del 
interés general por el mismo y su aparente relación con la carcinogénesis, provocaron un 
grito público que culminó en Estados Unidos en 1976 con la regulación de los PCBs por la 
Toxic Substances Control Act (TSCA), que en una de sus secciones regula específicamente 
la síntesis, procesado, distribución comercial y el uso de los PCBs. En Estados Unidos la 
Agencia de Protección Medioambiental (USEPA) fue la encargada de la promulgación y 
ejecución de estas leyes (Erickson, 1986). 

En 1973, los veinticuatro países de la Organización de Cooperación y Desarrollo 
Económico (OCDE) adoptaron limitar el empleo de PCBs a ciertas aplicaciones específicas 
y establecer el control de la manufactura, importación y exportación de PCBs a granel, para 
establecer un adecuado tratamiento de residuos y sistemas de etiquetado para los productos 
que los contengan (Angulo y Jodral, 1998). 

Muchos productores en el mundo disminuyeron o pararon su fabricación en los años 
70, sin embargo alguna producción continuó hasta por lo menos 1983. La producción de 
Monsanto cesó en 1977 (Erickson, 1986). 

En 1978, la OCDE, toma una Decisión-Recomendación, en la que se prohíben los 
nuevos usos que se pudieran dar a los PCBs y se articulan medidas para acelerar el 
abandono de los empleos actuales. No obstante, se limitan la utilización de los PCBs a los 
sistemas cerrados. 

Definición y estructura química 
Los bifenilos policlorados son hidrocarburos aromáticos dorados formados por 

varios átomos de cloro en dos radicales bifenilo. 
Su fórmula empírica corresponde a: 

C12 H (10-n) Cl. 
Donde n es el número de átomos de cloro en la molécula, toma valores de 1 a 10. 

Son sintetizados por cloración de los bifenilos con cloro anhidro y en presencia de 
trazas de hierro o cloruro de hierro como catalizador. El producto crudo es purificado para 
eliminar el color, las trazas de HC1 y de catalizador, normalmente mediante tratamiento con 
álcalis y destilación. El producto resultante es una complicada mezcla de clorobifenilos con 
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diferente número de átomos de cloro por molécula y sus isómeros. Este hecho es 
responsable del estado físico de las preparaciones de PCBs; así muchos clorobifenilos 
individualmente son sólidos a temperatura ambiente, mientras que en mezclas comerciales 
son aceites fluidos, líquidos viscosos o resinas pegajosas, debido a la depresión mutua de 
los puntos de ebullición de sus componentes (Hutzinger et al., 1974). 

La cloración puede realizarse a su vez en 10 posiciones diferentes de los anillos, 
existe un gran número de isómeros posicionales a cada nivel, pudiendo diferenciarse 209 
compuestos químicos distintos, pero solo 140 son detectados técnicamente en productos 
comerciales. 

La denominación de los bifenilos policlorados ha estado muy condicionada por la de 
los productos comerciales que los contenían, así los nombres más frecuentes han sido: 
Aroclor (Estados Unidos), Phenochlor (Francia), Clophen (Alemania), Kanechlor (Japón), 
Fenclor (Italia). 

De todos ellos el denominado Aroclor, comercializado por Monsanto Corporation, 
ha sido el más empleado en investigaciones y por tanto del que se dispone mayor 
información. 

Dentro de estas denominaciones cada fabricante tiene su sistema de identificación 
de sus gamas de productos. En el caso del Aroclor, un dígito de cuatro cifras lo identifica. 
Las dos primeras cifras indican el tipo de molécula (n=12 indica bifenilo policlorado, n=54 
indica terfenilos policlorados), y las dos últimas indican el porcentaje en peso de cloro en la 
mezcla (Angulo y Jodral, 1998). 

El grupo entero de los 209 PCBs forma el grupo de congéneres, cuando los PCBs se 
subdividen por el grado de cloración, se usa el término homólogo, 12 congéneres presentan 
propiedades toxicológicas similares a las dioxinas, por los que se les conoce como "PCB 
similares a las dioxinas".  Puesto que los investigadores adoptaban diferentes 
nomenclaturas, en 1980 Ballschmiter y Zell ordenaron los 209 congéneres en orden 
numérico ascendente, empezando por los monoclorados, asignándoles los llamados 
números "Ballschmiter" o "IUPAC" (Unión Internacional de Química Pura y Aplicada) del 
1 al 209. Esta denominación se ha popularizado, ya que facilita y aclara el manejo de estos 
compuestos (Erickson, 1986). 

Propiedades 
Los congéneres individuales son incoloros y cristalinos, pero las mezclas 

convencionales presentan un color que oscila de transparente a marrón oscuro, pasando por 
tonalidades ligeramente amarillas; además a bajas temperaturas no cristalizan, sino que 
forman resinas sólidas y presentan densidades elevadas producidas por la presencia de cloro 
en sus moléculas. 

Son liposolubles y se acumulan en el tejido adiposo de los animales. Son 
compuestos extremadamente estables y que, en condiciones ambientales, no se oxidan, ni 
se reducen ni sufren transformación química. Son resistentes al fuego, con puntos de 
ebullición altos. Los más dorados no son combustibles, actuando como retardantes del 
fuego en otros materiales. Algunas aplicaciones industriales cuando se utilizan elevadas 
temperaturas, podrían conducir a la formación de productos de degradación tales como 
dibenzofuranos dorados (PCDFs). 
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Forman vapores más densos que el aire y no producen mezclas explosivas con éste. 
Las presiones de vapor decrecen generalmente con la masa molecular relativa, y se 
incrementa con el grado de sustitución en posición orto. 

Son muy reactivos cuando se exponen a la luz ultravioleta. Las reacciones de 
deshalogenación fotoreductora han sido examinadas en solventes orgánicos, fases sólidas y 
depósitos superficiales en sílica (Keith, 1997). 

Poseen una conductividad eléctrica muy baja. Estas propiedades fisicas son las 
responsables de su utilización en sistemas de refrigeración-intercambios de calor y en 
equipos eléctricos. 

Son insolubles en agua y fácilmente disueltos en hidrocarburos, grasas y otros 
compuestos orgánicos. La solubilidad disminuye a medida que aumenta el contenido en 
cloro. Los estudios sobre la solubilidad de los PCBs en agua son complicados ya que estos 
compuestos se adsorben fuertemente a varias superficies como madera quemada, plásticos, 
cristal y a sedimentos (Hutzinger et al., 1974). La solubilidad acuosa es un parámetro 
fundamental para la evaluación de la extensión y rango de la disolución de estos PCBs y su 
persistencia en el ambiente acuático. 

Las especies menos doradas son más solubles, menos absorbidas y más volátiles. 
Son enormemente estables a las reacciones químicas en condiciones normales; no 

son oxidables, son inertes, termoplásticos, permanentes, no corrosivos con los metales, 
resistentes a los álcalis, ácidos y sustancias corrosivas (Angulo y Jodral, 1998). 

Transformación, acumulación y metabolización 
Los PCBs son compuestos muy estables que no se degradan fácilmente, sin 

embargo, bajo determinadas condiciones, pueden ser destruidos por procesos químicos, 
térmicos y bioquímicos. Esto puede realizarse de forma intencionada, no intencionada y 
metabólicamente. Debido a su alta estabilidad termodinámica, todos los mecanismos de 
degradación son dificiles. La degradación intencionada requiere altas temperaturas o 
catálisis (Erickson, 1986) 

Los PCBs pueden sufrir en los ecosistemas procesos de fotodescomposición, siendo 
más sensibles a la descomposición por la acción de la luz cuando se encuentran en 
disolución. 

En condiciones de pirolisis pueden descomponerse, volatilizarse o transformarse en 
dibenzofuranos policlorados, dependiendo de la temperatura que se alcance en el proceso. 
La destrucción térmica se produce a temperaturas superiores a los 1000 °C. 

Las bacterias y los mohos, en sistemas aeróbicos, pueden descomponer los PCBs, 
disminuyendo su acción conforme se incrementa el grado de cloración y según la 
localización de los sustituyentes. En anaerobiosis, por el contrario, los compuestos más 
dorados son degradados en mayor medida. De este modo el empleo consecutivo de ambos 
tratamientos podría asegurar la destrucción de mayor número de PCBs (Angulo y Jodral, 
1998). 

Tras su descubrimiento, los PCBs han sido identificados en casi todos los 
componentes del ecosistema, como aire, agua, sedimentos, peces y tejidos humanos 
(Andersson et al., 2001; Zaranko, Griffiths, & Kaushik, 1997). En todos los casos se 
presentaban como mezclas complejas de isómeros y congéneres. Muchos estudios han 
demostrado que la composición de PCBs de muchos extractos medioambientales, no se 
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asemeja a la composición de los productos comerciales, puesto que los PCBs individuales 
muestran distintas propiedades fisicoqnímicas que influyen en sus rangos de partición y 
retención en matrices medioambientales y en sus rangos de degradación por diferentes vías 
(Safe, 1994). 

En todos los niveles biológicos los congéneres más dorados presentan prevalencias 
superiores a las del resto, acumulándose en mayor medida los bifenilos más dorados, ya 
que los de menor cloración son más fácilmente excretables por procesos metabólicos y por 
tanto sus niveles se van incrementando en las sucesivas etapas de la cadena alimentaria. 

Por ser lipofilicos, son almacenados preferentemente en el tejido adiposo y en 
menores cantidades en suero sanguíneo, órganos, tejidos y leche humana. Las 
concentraciones de PCBs en los órganos dependen de su contenido en materia grasa, con 
excepción del cerebro, donde los niveles son inferiores a lo que cabria esperar. 

Para que los PCBs sean excretados, es necesaria su transformación en moléculas 
hidrosolubles. La biotransformación de los PCBs se realiza por una hidroxilación mediante 
oxidasas localizadas en el hígado, posteriormente sufren una decloración y conjugación 
antes de ser excretados. La tasa de biotransformación y de persistencia depende del grado 
de cloración y de la posición de los átomos de cloro. Las formas menos doradas pueden ser 
metabolizadas y excretadas, pero las más doradas se acumulan en los tejidos. La presencia 
de dos carbonos no halogenados adyacentes facilita el metabolismo. 

La excreción de los PCBs se produce a través de la grasa de la leche, bilis y heces, 
en dos fases, una primera corta de excreción rápida, seguida de una fase mucho más larga 
de excreción lenta. La vida media de los PCBs en la primera fase es de 7 días y de 68 días 
en al segunda (Angulo y Jodral, 1998). 

Toxicología 
La evaluación toxicológica de los PCBs es complicada, ya que se presentan en 

forma de mezclas de numerosos congéneres y muchos de los datos toxicológicos de los que 
se dispone se basan en ensayos realizados con dichas mezclas (Angulo y Jodral, 1998). 

Existen tres vías principales de exposición a estos compuestos: 
• Trabajadores implicados en la producción de PCBs o que utilizan productos que los 

contengan. 
• Exposiciones accidentales. 
• Exposiciones medioambientales de las poblaciones a través de comida, aire y agua 

contaminados. 
Los efectos producidos en trabajadores expuestos son variables y han sido 

ampliamente estudiados, algunos de ellos incluyen: cloroacné y lesiones dérmicas 
relacionadas, efectos hepáticos diversos que incluyen aumento de los niveles séricos de 
enzimas hepáticos y lípidos, inducción de enzimas hepáticos metabolizadores de fármacos, 
hepatomegalia; recién nacidos con bajo peso corporal, disminución de la función pulmonar 
e irritación ocular. 

Muchas de las respuestas son reversibles y en numerosos estudios no se ha 
observado correlaciones significativas entre los niveles de PCBs y las respuestas. 

A pesar de que sus efectos carcinogénicos en animales de laboratorio han sido 
ampliamente demostrados, su carcinogenicidad en humanos no puede ser establecida. Los 
resultados de numerosos estudios no son determinantes para establecer una correlación 
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entre el aumento de la mortalidad asociada al cáncer con la exposición ocupacional a los 
PCBs. Sin embargo, en varios estudios se comprueba un aumento en la incidencia de 
determinados cánceres incluyendo melanomas, cáncer de vesícula y tracto biliar, tracto 
gastrointestinal y neoplasias hematológicas (Safe, 1994). 

En las exposiciones no profesionales se han producido dos episodios de intoxicación 
aguda por PCBs. El primero tuvo lugar en Japón en 1968 y el segundo en Taiwán casi once 
años después. Fueron denominados enfermedad de Yusho y Yu- Cheng, respectivamente. 
Ambos se produjeron por consumo de aceite de arroz contaminado por la fuga accidental de 
fluido industrial, que contenía PCBs, del sistema intercambiador de calor utilizado para la 
desodorización del aceite. 

La sintomatología de las víctimas consistió en cloroacné severo y persistente, 
pigmentación marrón oscura en las uñas, folículos pilosos diferenciales, delgadez en la piel, 
problemas oculares, entumecimiento de las extremidades y molestias subjetivas asociadas a 
problemas neurológicos. Los niños nacidos de mujeres con enfermedad Yu-Cheng eran 
pequeños y presentaban déficit en el aprendizaje y los mismos síntomas tóxicos (Safe, 
1994). 

Tras comparar los efectos causados por el aceite contaminado y los producidos por 
PCBs industriales en trabajadores expuestos, se concluyó que los síntomas aparecidos no se 
debieron exclusivamente a la acción de los PCBs, sino también a la de otros contaminantes, 
principalmente dibenzofuranos policlorados, mucho más potentes (Safe, 1994). 

Distribución Ambiental 

Aire: como vapores o aerosoles líquidos o sólidos que vuelven al suelo con la lluvia y 
nieve. 
La vida media en el aire es de 10 d (muy variable con el tipo de PCB) Pueden recorrer 
grandes distancias. 
Reaccionan con radicales OH (formados por la luz solar) y su vida media aumenta con el 
número de Cl. La fotólisis también es posible. 
Agua: la mayoría en forma sólida van al sedimento (se adsorben fuertemente, varios años) 
y hay un mínimo disuelto. Los PCB volátiles en agua se evaporan, vuelven a la atmósfera y 
retornan al suelo por lluvia/nieve. 
En el agua se acumulan en la cadena alimentaria en peces y mamíferos marinos 
(dependiendo del tipo de PCB) hasta 200.000 veces. 
Degradación por fotólisis y biodegradación en el sedimento: los de más de 6 cloros resisten 
la degradación aerobia. 
Suelo: se adsorben fuertemente. Los más volátiles pueden evaporarse y pasar a la 
atmósfera. No suelen pasar como lixiviados a las capas inferiores, aunque en zonas de 
residuos sí, pero en pequeñas cantidades. Se acumula en la cadena trófica terrestre 
(hojas/suelo — lombriz — aves, hojas — orugas — aves) 
El ciclo aire-agua-suelo se repite durante décadas. 
Alimentos: Como son compuestos lipofílicos, se ha encontrado que el pescado es uno de 
los principales fuentes de exposición humana a los PCBs a través de la dieta, especialmente 
los de alto contenido de grasa (Lázaro, et al, 2002). 
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Metodología analítica 
La metodología tradicional de análisis de estos compuestos ha sido la cromatografia 

de gases con detector de captura electrónica. La inespecifidad de este tipo de detector hace 
recomendable la utilización de un espectrómetro de masas como sistema de confirmación. 
Esto es viable cuando los compuestos puedan encontrarse a nivel de traza, pero si el análisis 
se quiere realizar sobre los residuos que puedan aparecer en un alimento donde los niveles 
son de ultratraza (ng/kg), la utilización de un cromatógrafo de gases conectado con un 
espectrómetro de masas de alta resolución o a un detector Masas-Masas se hace 
imprescindible (Antón y Lizaso, 2001). 

El procedimiento general de análisis de los PCBs incluye las siguientes etapas: 
muestreo, extracción de los analitos de interés, purificación, determinación que incluye 
identificación y cuantificación de los analitos y confirmación. 

Extracción 

Debido su carácter lipofilico estos compuestos se encuentran depositados en la parte grasa 
de las muestras y sus concentraciones se ajustan frecuentemente a las variaciones en el 
contenido lipídico de las mismas. 
La extracción de los PCBs de las matrices se realiza habitualmente mediante métodos de 
extracción con disolventes orgánicos, entre los más utilizados se encuentran hexano, 
acetonitrilo, diclorometano, acetato de etilo, éter de petróleo, tolueno, etc. 
Para muestras liquidas se ha empleado en numerosas ocasiones la extracción liquido-
líquido (Mondon et al., 2001), mediante agitación de la muestra acuosa con un disolvente 
orgánico, para conseguir transferir el analito a la fase orgánica. Otra técnica también muy 
utilizada es la extracción en fase sólida (Pitarch et al., 2003), eligiendo un adsorbente y un 
disolvente de elución apropiados. 
La extracción con Soxhlet es un procedimiento estándar de extracción de estos residuos en 
productos grasos, que ha sido empleada por numerosos autores (Montone et al., 2001; 
Binelli y Provini, 2003; Galindo-Reyes et al., 2003). Sin embargo está técnica requiere 
mucho tiempo y grandes volúmenes de disolventes que deben ser posteriormente 
eliminados. 
Frente a las técnicas de extracción con solventes convencionales se emplean otras 
alternativas que utilizan pequeñas cantidades de disolventes y reducen el tiempo de 
extracción, además de proporcionar un extracto más limpio, evitando en algunos casos, la 
fase de purificación. Son por ejemplo la extracción asistida con microondas, extracción 
mediante ultrasonidos, extracción acelerada con solventes y la extracción con fluidos 
supercríticos (Berg et al., 1999; Mannila et al., 2002; Nilsson et al., 2003). 

Actualmente muchos investigadores emplean la microextracción en fase sólida 
(SPME) con fibras de polidimetilsiloxano, una técnica de adsorción/desorción simple y 
efectiva que elimina la necesidad de usar solventes y aparatos para la concentración de los 
compuestos. 
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Purificación 
Generalmente las técnicas de análisis de matrices complejas, alimentos, grasa o tejidos son 
prolongadas y conllevan la coextracción de otras sustancias al mismo tiempo que los 
residuos de interés, que pueden interferir en la posterior determinación. 

Entre los procedimientos más empleados para eliminar las sustancias coextraídas de 
los residuos analizar destacan la partición líquido-líquido, la cromatografia de adsorción o 
la purificación en fase sólida con columnas apropiadas, los tratamientos con ácidos o 
álcalis, la volatilización forzada o destilación por arrastre y la cromatografia de permeación 
sobre gel. 

El fraccionamiento de las tres familias: PCBs, Policlorodibenzodioxinas y 
Policlorodibenzofuranos, se puede realizar por extracción en fase sólida (SPE). Con este 
método se obtienen buenas recuperaciones, variabilidades bajas y blancos correctos. Los 
extractos se concentran en viales y se adiciona un patrón de inyección para el análisis 
instrumental con GC-pECD. 

Determinación 
La cromatografia de gases con detector de captura electrónico, con fuente de Níquel 

Ni63, aún es probablemente la técnica analítica más empleada para el estudio de muestras 
medioambientales debido a su gran sensibilidad y especificidad para los PCBs. 

Las columnas utilizadas por la cromatografia de gases en la investigación de 
residuos organoclorados, pueden ser tanto columnas empaquetadas como capilares. 
Actualmente las más empleadas son las capilares, debido a las numerosas ventajas que 
presentan. La fase estacionaria elegida por la mayoría de los autores para la identificación y 
cuantificación de los PCBs es la 5% fenil 95% metil polisiloxano y en segundo lugar la 
100% metil polisiloxano. 

Confirmación 

Una vez separados, detectados y cuantificados los analitos, es necesaria su 
confirmación, ésta se puede realizar mediante espectrometría de masas o mediante análisis 
cromatográficos adicionales. 

La espectrometría de masa es desde un punto de vista analítico la técnica preferida 
de confirmación e incluso de determinación, y comienza a reemplazar a la cromatografia de 
gases con detector de captura electrónica. En algunos casos se emplean espectrómetros de 
masas de alta resolución, especialmente en la determinación de los PCBs coplanares (77, 
126, 169) analizados a bajas concentraciones. 

La ionización de la muestra puede llevarse a cabo mediante diferentes métodos, 
siendo el de impacto electrónico el más utilizado. 
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El termino "dioxinas" abarca un grupo de 75 policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y 
135 policlorodibenzofuranos (PCDF). De estos, 17 entrañan riesgos toxicológicos, siendo 
el congénere más tóxico el 2,3,4,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxinas (TCDD). 

Las policlorodibenzodioxinas (PCDD) y policlorodibenzofuranos (PCDF) forman 
dos grupos de compuestos químicos que son, al igual que los PCBs, altamente persistentes 
en el medioambiente 
A diferencia de otros compuestos organoclorados, que se han convertido en contaminantes 
habituales, como PCBs y pesticidas, son compuestos que no se han fabricado ni 
comercializado nunca a escala industrial (excepto para investigación) , ya que no se les 
conoce ninguna aplicación práctica. 

Hasta hace poco se creía que no se podían producir de forma natural y que su 
presencia era debida a factores exclusivamente antropogénicos, sin embargo, su formación 
es posible en toda combustión de sustancias orgánicas (no necesariamente doradas), si se 
encuentran presentes pequeñas trazas de un donador de cloro. 

Entre las principales particularidades que caracterizan a estas sustancias cabe 
destacar las propiedades altamente tóxicas de algunas de ellas, el hecho de que son 
generadas en una gran variedad de procesos industriales y de combustión, como por 
ejemplo en procesos de incineración de residuos; y que se han convertido en contaminantes 
persistentes del medioambiente, en el cual se encuentran ampliamente distribuidas en 
concentraciones muy pequeñas. También hay que añadir el hecho de que a lo largo de los 
últimos años, se han visto involucradas en distintos incidentes de contaminación ambiental 
(MOPTMA, 1996). 

Definición y estructura química 
Su estructura básica la constituyen dos anillos aromáticos unidos por uno o dos 

átomos de oxígeno (furanos y dioxinas respectivamente), con distintos grados de 
substitución por átomos de cloro. 

El grado de cloración de los anillos y de la posición de estos átomos de cloro es lo 
que confiere la toxicidad a cada molécula. Así, de los 210 isómeros que constituyen la 
familia de dioxinas y furanos, solo 17 presentan una configuración con carácter tóxico 
(Antón y Lizaso, 2001). 

Las dioxinas y los furanos no se sintetizan deliberadamente, excepto en pequeñas 
cantidades para trabajos de investigación. Se producen de forma involuntaria, básicamente 
de dos maneras: 

1. En el proceso de fabricación de algunos pesticidas, conservantes, desinfectantes o 
componentes del papel. 

2. Cuando se queman a bajas temperaturas materiales como algunos productos 
químicos, gasolina con plomo, plástico, papel o madera (Echarri, 1998). 
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Propiedades 
Dada la similitud estructural entre PCDFs y PCDDs, ambos presentan propiedades 

fisicoquímicas análogas; son sólidos cristalinos de color blanco con puntos de fusión y 
ebullición relativamente elevados. Son muy estables térmicamente y solo se descomponen a 
temperaturas bastante elevadas. Por esta estabilidad térmica son dificilmente destruidos en 
los procesos de combustión y su formación se ve favorecida termodinámicamente en 
procesos térmicos donde intervengan compuestos dorados. 

Se les considera inertes químicamente, aunque se sabe que en condiciones forzadas 
pueden experimentar reacciones de sustitución. 

Se ha comprobado que son relativamente sensibles a la radiación ultravioleta y a la 
luz solar y en condiciones apropiadas experimentan reacciones fotoquímicas de 
degradación. 

Una característica fundamental de estos compuestos es la lipofilia, que contribuye a 
su acumulación en los tejidos ricos en lípidos del organismo de los seres vivos y que les 
hace solubles en la mayoría de los disolventes orgánicos (MOPTMA, 1996). 

Toxicología 
Las personas se ven expuestas a estos compuestos principalmente a través de los 

alimentos (>90%), siendo los de origen animal los que contribuyen mayoritariamente. 
Una vez en el organismo, las dioxinas son acumuladas en hígado y tejido adiposo, 

siendo la metabolización y la excreción muy lenta, lo cual permite su bioacumulación. 
De todos los posibles congéneres, el compuesto más tóxico es el 2,3,7,8- 

Tetraclorodibenzo-para-dioxin o 2,3,7,8-TCDD, considerada por la Internacional Agency 
for Research on Cancer, como sustancia carcinogénica Clase 1, es decir, de toxicidad 
demostrada para el hombre. Está identificada como el compuesto más tóxico de los 
generados por el hombre, siendo la dosis letal (DL50) en ratas de tan solo 0.25 mg/kg. 
(Antón y Lizaso, 2001). 

Los primeros incidentes de intoxicación atribuibles a la acción de las dioxinas 
tuvieron lugar en la década de los 40 y 50 en plantas industriales dedicadas a la producción 
de clorofenoles, herbicidas fenoxiácidos y compuestos relacionados, puesto que son 
contaminantes habituales que se forman en el proceso de fabricación de estos productos. 

En 1963 se produjo en EEUU una intoxicación masiva de pollos por alimentarlos 
con grasa comestible contaminada con pentaclorofenol que a su vez estaba impurificado 
con PCDDs. 

En la Guerra de Vietnam (1962-1970), los norteamericanos lanzaron sobre las 
selvas de Vietnam del Sur el denominado "agente naranja", un producto defoliante que 
contenía como impureza 2378-TCDD. En las zonas contaminadas se produjo un incremento 
en la incidencia de abortos espontáneos y malformaciones fetales. Algunos estudios 
muestran un incremento en la incidencia de cáncer de hígado y tumores benignos en el 
tejido adiposo. 

En 1968 tuvo lugar el accidente de Yusho, Japón, anteriormente citado. Sin 
embargo de todos los accidentes el de mayor repercusión pública ha sido el de Seveso y que 
puede considerarse como un ejemplo único de exposición humana aguda a la 2378-TCDD. 
Tuvo lugar en 1976 en la planta química de Seveso, por una explosión accidental en un 
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reactor. Los efectos más inmediatos fueron la muerte de un gran número de animales y 
cerca de unas 200 personas sufrieron cloroacné. 

Poco después de este accidente, en 1977, Olie et al. identificaron PCDFs y PCDDs 
en cenizas y emisiones de varias incineradoras de residuos sólidos urbanos en Holanda. 
Desde entonces se ha comprobado que esto sucede en todas las incineradoras. 

Además la pirolisis o combustión incontrolada de PCBs puede dar lugar a 
cantidades altas de PCDFs (MOPMA, 1996). 

Debido a la diferente toxicidad de los distintos isómeros, se ha definido el concepto 
de Factor de Equivalencia Tóxica (TEQ), que consiste en asignar para cada isómero una 
toxicidad relativa en términos de la cantidad equivalente de la dioxina 2,3,7,8-TCDD. 

El Comité Científico de la Alimentación Humana (CCAH), aprobó el 30 de mayo de 
2001 un dictamen en el que se fija una ingesta semanal tolerable para las dioxinas y PCBs 
similares a dioxinas equivalente a 14 pg de equivalente tóxico (EQT-OMS), por kg de peso 
corporal. Esta cifra está en concordancia con la ingesta mensual tolerable de 70 pg por kg 
de peso corporal establecida por el Comité de expertos conjunto FAO/OMS sobre aditivos 
alimentarios. 

El CCAH concluyó que la ingesta humana media de dioxinas y PCBs similares a 
dioxinas en los países europeos se estimaba en 1.2 a 3 pg/kg de peso corporal/día, lo que 
significa que una parte considerable de la población europea sobrepasa lo que se considera 
tolerable desde el punto de vista toxicológico. De ellos, el compuesto más tóxico es el 
2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-para-dioxin o 2,3,7,8-TC DD, considerada por la Internacional 
Agency for Research on Cancer, como sustancia carcinogénica Clase 1, es decir, de 
toxicidad demostrada para el hombre. Está identificada como el compuesto más tóxico de 
los generados por el hombre, siendo la dosis letal (DL50) en ratas de tan solo 0.25 mg/kg 
(Antón y Lizaso, 2001). 

Metodología analítica 
Hasta ahora la técnica de referencia utilizada para la determinación de estos 

compuestos, tanto en el campo medioambiental como en el análisis de alimentos ha sido la 
cromatografia de gases/Espectrometría de masas de alta resolución (GC/HRMS) debido a 
su gran sensibilidad y selectividad. 

Debido a la complejidad de la técnica GC/HRMS y a su elevado costo tanto por la 
elevada inversión en instrumentación, como en personal especializado, solo se puede llevar 
a cabo en Centros de Investigación de cierta envergadura. Por ello, existe una fuerte 
demanda de métodos y tecnologías alternativas más económicas y que permitan la 
determinación de dioxinas en laboratorios de control de calidad de forma rutinaria. 

Entre estas alternativas se encuentran la cromatografia de gases/espectrometría de 
masas-masas (CG/MS/MS). Otra alternativa la plantean los métodos que aplican técnicas 
de tipo biológico, en general de menor costo y mayor rapidez que las técnicas químicas. 
Los ensayos bioanalíticos se pueden agrupar en inmunoensayos y bioensayos. La principal 
ventaja de estas técnicas es que se ven acompañados de métodos de extracción rápida y 
purificaciones sencillas (Antón y Lizaso, 2001). 
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Estudios de detección de COPs en Alimentos 
Recientes estudios han comprobado que, pese a que la mayor parte de las dioxinas 

en alimentación suelen llegar al ser humano a través de la leche, huevos y carne, en España, 
la dieta Mediterránea, de vegetales y cereales, contribuye significativamente a los altos 
niveles de ingesta de dioxinas y furanos (PCDD/Fs) (Schumacher et al., 1997; Domingo et 
al., 1999). Por ejemplo, mientras que el Equivalente de Toxicidad (TEQ) procedente de 
carne, huevos, grasas, aceites, leche y productos lácteos era de 117 pg TEQ día-1, cuando se 
le sumaban verduras, legumbres, cereales y frutas, ésta alcanzaba 210 pg TEQ día-1. 

Un muestreo de los niveles de contaminantes realizado sobre aceites de pescado 
comercializados en Europa (Jacobs et al., 1997; 1998), mostraba datos de contaminación en 
la práctica totalidad de las muestras. En el caso de España, los contaminantes más 
frecuentes eran: 16 lag 1-1  de HCB, 93 tg 1-1  de HCH, 69 lag 1-1  de DDT y 261 pg 1-1  de 
PCB 

Un estudio realizado en los ríos catalanes, detectó niveles de contaminantes muy 
altos (López Martín et al., 1995), especialmente en el cauce bajo de los ríos Ter y Ebro (181 
ppb en PCB; 81 ppb de DDT; 21 ppb de HCH), y se encontró que los niveles de heptacloro 
excedían los límites admisibles. También en los análisis sobre peces de acuicultura en León 
se comprobó que todas las muestras tenían contaminación por organoclorados (Sahagún et 
al., 1993), e incluso la presencia de contaminantes fue evidente en lagos remotos de los 
Pirineos (Sánchez, et al., 1993), donde la única fuente de contaminación es por vía 
atmosférica. Existe poca información sobre los restos de contaminantes como el 
hexaclorobenceno (HCB) en carne. Los pocos datos disponibles para España encontraron 
niveles muy altos, especialmente en pollos, que superaban a los detectados en puntos como 
Australia, Vietnam, Tailandia o la India. En leche se han detectado niveles de 
contaminación por HCB de 19 lag/kg -1  en grasa. Otros contaminantes encontrados 
alcanzaban 56 lig kg-1  en grasa de DDT, 43 lig kg-1  en grasa de HCH, 26 lag kg- 1  en grasa 
de Dieldrín (Herrera et al., 1996). Un análisis realizado sobre muestras de leche de 12 
granjas en España (Ramos et al., 1996; Ramos et al., 1997) comprobó que el nivel de 
dioxinas era mayor en aquellas zonas que se encontraban cercanas a plantas incineradoras, 
fábricas químicas o metalúrgicas. Mientras en las más alejadas de estos centros industriales 
los datos de PCDD/Fs daban cifras que iban entre 1,3 y 2,47 pg TEQ g-1  en grasa, en las 
otras se llegaban a medir 3,80 pg TEQ g-1. Un estudio sobre diferentes tipos de infusiones 
realizado en España (Fernández et al., 1993) encontró residuos de plaguicidas con niveles 
de 78 lag kg-1  de aldrin, 353 lig kg-1  de lindano y 28 ltg kg-1  de gamma-HCH. El informe no 
explicaba de donde procedían las plantas, pero apuntaba como razón de estos altos niveles 
de plaguicidas a su uso sobre éstas, a pesar de estar prohibidos hace años. Los mayores 
residuos de aldrin se encontraron en manzanilla, mientras que los de HCH en fila. El té 
negro mostró niveles más bajos. 

Se determinaron los niveles de PCBs en ciertas especies de pescados del Mar del 
Norte. Además siete especies de la trucha fueron obtenidas de una granja de pescados en 
Bélgica. Los resultados de los análisis de los congéneres de PCBs demuestran que el 
PCB153 es el congénere más abundante en casi todas las muestras con una significante 
contribución del congénere 138. Se observo una correlación entre las concentraciones del 
PCB y el porcentaje de grasa en pescados, indicando un riesgo de comer los pescados 
contaminados con PCBs (Baeyens, W.; 2002). 
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En otros estudios fueron evaluados los niveles de (PCBs), y pesticidas 
organoclorados en suplementos dietéticos ricos en omega-3 de aceites de pescado y vegetal. 
Todas las muestras de aceite de pescados contenían residuos perceptibles de contaminantes 
organoclorados. La mezcla de aceites de pescado y vegetales presentó niveles más bajos 
que las grasas naturales del pescado entero en los aceites vegetales. Los aceites de los 
pescados demostraron menos contaminación comparada con los datos anteriores, 
sugiriendo que, los progresos en el proceso tal como desodorización y el desarrollo 
alimenticio del perfil en crear equilibrios esenciales de ácido graso del grado óptimo 
específico están mejorando la calidad de tales suplementos para el consumidor (Jacobs, et. 
al. 2002). 

En las Costas Suecas del este se determinaron los niveles de PCBs, y pesticidas 
organoclorados en salmones atrapados a lo largo de la costa y sus implicaciones en la 
exposición humana por el consumo de estos peces. El estudio incluía diferencias 
encontradas de concentraciones geográficamente, donde se encontró un máximo en los 
sitios intermedios. La acumulación de PCBs puede depender de la edad o del tamaño de la 
especie de los pescados, pero otros factores, particularmente migración y variaciones en la 
intensidad de la contaminación o la longitud de la época de la exposición, pueden también 
influir en los niveles de PCBs en los pescados. Se observaron variaciones anuales en la 
costa del este pero fueron siempre mucho más altos que los valores de la costa del oeste. 

Los peces capturados en 1992 presentaron valores más altos de PCBs, que los 
capturados en 1996. Este hecho estuvo asociado con un mayor contenido de grasa (23%), 
para los salmones en 1992, comparado con el contenido de grasa (10%) encontrado en 
1996. En cuanto al PCBs no-orto los valores tóxicos de equivalencia (TEQ) siguieron 
esencialmente la misma distribución del patrón que los niveles de los otros congéneres del 
PCB (Atuma, S. S, et al. 1998). 

En México se han realizado estudios desde 1972, en diferentes regiones del 
Golfo de México, Lagunas, Ríos y Océano Pacifico. Se han detectado concentraciones de 
COPs. en especies marinas como ostras (Botello, et. al., 1994; Sericano, et. al., 1990; 
Sericano, et, al 1993) camarones, (Reyes, et. al 1999; Reyes, et. al., 1999), peces, (Botello, 
et. al., 2000; Giam, et. al., 1974; Lewis, et. al., 2002; Ordóñez, 1997), grasa de ballena e 
hígado de delfin (Kuehl, et. al., 1990) carne, grasa y órganos de res (Waliszewski, et. al., 
1996), carne de pollo y huevos (Albert, et. al., 1976), leche y productos lácteos (Albert, et. 
al.,1990; Prado, G. et al.,1998), debidas posiblemente al proceso de bioacumulación en 
tejidos grasos. 

En el Golfo de México y mar del Caribe, además de detectar la presencia de varios 
compuestos, se analizó la procedencia de las muestras, encontrándose niveles más altos en 
áreas costeras que en aguas profundas (Giam, et. al., 1971). En otro estudio se observó 
mayor concentración de estos compuestos en especies de peces grasos aumentando la 
concentración de acuerdo a la edad y tamaño del pez (Giam, et. al., 1974). Se observó 
también en varias investigaciones que las concentraciones de algunos compuestos eran 
elevadas a pesar de estar restringidos y prohibidos (Osuna-Flores et. al., 2002). Otros 
estudios realizados en músculo de pescado señalan que aumentaron las concentraciones en 
zonas costeras cerca de áreas pobladas y utilizadas para descarga de drenaje, (Lewi, et. al., 
2002). También se han hecho comparaciones de concentraciones de COPs en agua, biota, y 
sedimentos y se encontró mayor concentración en biota (Giam, et. al., 1976). Otro de los 
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parámetros que se consideró, fue las estaciones del año, encontrándose en el verano y 
otoño, las concentraciones más altas. El compuesto más ampliamente detectado y estudiado 
es el DDT y sus metabolitos (p,p'-TDE, p,p'-DDE) después le siguen los PCBs, dieldrin, 
endrin, aldrin, clordano, heptacloro y lindano. 

También se han detectado diferentes concentraciones de estos compuestos en leche 
materna (Albert, 1981) y tejido adiposo humano (Albert, et. al., 1980). Mientras que en 
1980, autoridades de salud en el laboratorio de Irapuato detectaron DDT, Dieldrin, 
Heptacloro y Lindan en 500 muestras de cultivos de fresa (SARH, 1980), otros estudios 
comprobaron la presencia de residuos de p,p'-DDT y su metabolito p,p'-DDE en 90% del 
huevo comercializado en las ciudades de México, D.F. y Torreón, Coah. (Albert, et. al., 
1976). En otro estudio realizado por el mismo grupo se demostró la presencia de entre 2 y 8 
organoclorados en 30 muestras de quesos provenientes de 11 ciudades mexicanas, siendo el 
promedio de 5 organoclorados por muestra (Albert, et. al., 1978). 

En México se han encontrado residuos de DDT y sus metabolitos en huevo, leche, 
queso, mantequilla y crema en la región de la Comarca Lagunera (1975, 1981 y 1987), 
Ciudad de México (1978 y 1981) y en el Soconusco, Chiapas (1990 y 1988). Otros estudios 
han hallado Lindan, Clordano y HCB, así como sus metabolitos, en sangre proveniente de 
cordón umbilical, suero y leche humana en Veracruz, Campeche y gran parte de la región 
del Golfo de México y el sur del país (Waliszewski, S, et. al.; Waliszewski, S, et.al., 1996; 
Waliszewski, S, et. al., 1997; Waliszewski, S, et. al., 1997), donde tanto el cultivo 
extensivo como las campañas sanitarias han promovido el empleo masivo de plaguicidas, 
entre ellos los dorados, en la región. 

El DDT y sus metabolitos han sido también encontrados en aves (pato silbador, 
buitre, paloma, cormorán doble cresta), peces (mojarra negra, róbalo, lisa, charal, 
mayacaste, lebrancha), crustáceos (jaiba, camarón), almejas y ostiones en estudios 
realizados en Sinaloa, Mexicali, Chiapas, Coatzacoalcos y lagunas costeras de Veracruz. 
También se han encontrado PCBs en sedimentos y organismos de los sistemas costeros en 
lagunas de Veracruz y Campeche (Alfonso et. al., 1996; Martín, et.al., 1998). 
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Abstract 
The impact of food-borne illnesses in developing and under-developed regions of 

the world, if tallied, would be at near catastrophic levels. The current level of human 

illness and the resulting economic impacts from pathogen contaminated foods is 

unacceptable. Food-borne illnesses are preventable. They can be prevented by improved 

food production methods, improved food processing technologies, and improved food 

preparation and consumption methods within homes. A number of food processing 

technologies have been developed and employed in recent years. Food irradiation, a food 

processing technology with out 50 years of research is a feasible solution to prevent food-

borne illness and death around the world. 
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Resumen 
El impacto de las enfermedades transmitidas por alimentos en regiones en 

desarrollo o subdesarrolladas del planeta podría estar cerca de niveles catastróficos. El nivel 
actual de enfermedades en humanos y el impacto económico resultante de alimentos 
contaminados con patógenos es inaceptable. Las enfermedades transmitidas por alimentos 
son evitables. Se pueden prevenir mejorando los métodos de producción de alimentos, las 
tecnológicas de proceso y los métodos de preparación y consumo de alimentos en los 
hogares. Un gran número de tecnologías de procesado de alimentos se han desarrollado y 
empleado en los últimos años. La irradiación de alimentos, una tecnología de procesado de 
alimentos con 50 años de investigación, es una solución viable para prevenir las 
enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo. 
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INTRODUCTION 

A number of food processing technologies have been developed and employed in 
recent years. There is probably no other food processing technology that has so been 
extensively researched as food irradiation. However, none of the technologies has had the 
same level of promise, and also, unfortunately, the level of criticism and man-made hurdles 
as food irradiation. Food irradiation involves the use of ionizing radiation to destroy pests 
and pathogens from food and agricultural products. The aim of this contribution is to 
highlight the salient features and promise of the technology, provide a brief overview of the 
arguments and barriers against irradiated foods, identify the current technical challenges in 
employing this technology, and provide research road-map for food irradiation. 

The implications of unsafe foods 
A majority of the reservoirs of pathogens that are known to cause human food-

borne illnesses are food-animals such as cattle, poultry and swine. They harbor pathogens 
such as Salmonella spp, Campylobacter spp., and toxigenic E.coli strains. These pathogens 
are responsible for causing sporadic illnesses and chronic complications in millions of 
people around the world (Tauxe, 1997). Meat and poultry products normally get 
contaminated due to inadequate disinfection, cross contamination, environmental 
contamination, and improper cooking and handling practices within homes. Environmental 
contamination of products such as cooked sausage, cooked comed beef and luncheon meats 
by Listeria monocytogenes and Salmonella spp., is a major problem facing the Ready —To-
Eat (RTE) food industry (Levine et al., 2001). Additionally, contaminated irrigation water 
can lead to the contamination of fruits and vegetables that are consumed either raw or with 
minimal processing such as green onions, cantaloupes, cilantro and lettuce. Recent studies 
have shown that in addition to bacterial pathogens, food borne gastroenteritis caused by 
viral agents such as Norovirus and Hepatitis A virus (HAV) is responsible for a significant 
number of human infections. Recently, ove r 500 people were infected from a single 
restaurant in Pennsylvania, USA by HAV alter they consumed salsa that was prepared 
using green onions that were contaminated by the virus through irrigation water (CDC, 
2003). Human enteric caliciviruses (HECVs) are also recognized as the key agent 
responsible for outbreaks of acute non-bacterial gastroenteritis (Koopmans and Duizer, 
2004). Recent studies have shown that Nor oviruses, a genus of HECVs, is among the 
leading cause of food-borne and waterborne gastroenteritis in the UK, US and the 
Netherlands (de Wit et al., 2003; Hale et al., 2000; Fankhauser et al., 2002). The current 
United States estimates are that food borne illnesses cause over $ 7 billion in economic loss 
each year. In the United States, over 74 million pounds of contaminated meat and meat 
products were recalled between 2000 and 2003 (USDA/FSIS, 2004). Foodborne 
contaminations are responsible for over 5,000 deaths and about 76 million cases of illnesses 
in the United States on an annual basis (Mead et al., 1999). 

Food Irradiation Technology 
Ionizing irradiation is one of the most extensively studied food processing 

technologies. The fmding that ionizing radiation could destroy bacteria occurred in 1904, 
and the technology was evaluated as early as 1921 to destroy trichinae in pork (Josephson, 
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1983). Today, in 2003, we have nationally approve d irradiation protocols for a variety of 
food products including uncooked meat and poultry products. Ionizing radiation is defmed 
as radiation that has enough energy to remove electrons from atoms thereby leading to the 
formation of ions (Figure 1). 

Gamma sources or X-ray photon 
Linear accelerator 

Accelerated electron 

Secondary ph.  POSITIVE ION -CATION 
(Compton scattering) 

Figure 1: Schematic representation of ionizing radiations 

The unit for the dose of ionizing radiation (ie., the amount of energy deposited per 
unit mass of material) is (Gy) Gray. 1000 Gy = 1kGy (1 kGy = 1 joule/gm). The sources 
of ionizing radiation are naturally radioactive isotopes, artificially created isotopes using 
nuclear reactors and linear accelerators. There are different types of ionizing radiation such 
as X-rays, gamma rays and beta rays depending on the source. However, all ionizing 
radiations function the same way, ie., strip electrons off the atoms thereby causing 
ionizations of the atoms in the food materials. The irradiation sources that have been 
internationally approved for food processing are gamma rays produced from radioisotopes 
cobalt-60 (1.17 and 1.33 MeV) and cesium-137 (0.662MeV), machine generated (ie., via 
linear accelerators) electron beams (max. energy 10 MeV) and X-rays (max energy 5MeV) 
(Codex, 1984). There are unique aspects to the construction and the engineering 
specifications of the facilities themselves depending on the type of ionizing radiation that is 
produced. For example, gamma facilities such as those employing cobalt-60, have specific 
characteristics to protect workers and the surrounding environment from the radioactive 
isotopes and for storing the isotope material under water when not in use. Electron (E-
beam) (beta ray) and X-ray facilities on the other hand do not have the same shielding 
requirements as cobalt-60 facilities. Irradiation facilities sell irradiation doses. They do not 
sell or guarantee pathogen kill. It is in cumbent upon the customer to independently 
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develop, verify and validate the necessary irradiation doses that can achieve the desired 
levels of pathogen inactivation for their respective product. 

Irrespective of the source and the facility providing the irradiation, all types of 
ionizing radiation destroys biological entities by essentially the same process. It causes 
"breaks" in the DNA or RNA double helix. It is believed that ionizing radiations disrupt 
normal cellular activity by damaging the nucleic acids by "direct" and/or "indirect" effects. 
Specifically, single or double stranded breaks occur on the DNA or RNA. (The evidence 
that RNA is also a target for ionizing radiations is the lethal effects observed when RNA 
containing viruses are subjected to these types of irradiations). Ionizing radiation does not 
discriminate between pathogens and non-pathogens, and so both, the indigenous normal 
flora and pathogens on a food product can be inactivated. The accelerated electrons during 
E-beam irradiation damage the nucleic acids by direct "hits". Additionally, damage to the 
nucleic acids can also occur when the radiation ionizes an adjacent molecule, which in turn 
reacts with the genetic material. Water is very often the adjacent molecule that ends up 
producing a lethal product (Grecz et al., 1983). Ionizing radiation causes water molecules to 
lose an electron, producing H2O+  and e-. These products react with other water molecules 
to produce a number of compounds including hydrogen and hydroxyl radicals, molecular 
hydrogen, oxygen, and hydrogen peroxide. These products in turn react with other water 
molecules, with nucleic acids and other biologically sensitive molecules. The most reactive 
by products arising from the hydrolysis of water are the hydroxyl radicals (OH-) and 
hydrogen peroxide (H202). These molecules are known to react with the nucleic acids and 
the chemical bonds that bind one nucleic acid to another in a single strand as well as with 
the bonds that link the adjacent base pair in an opposite strand. Since the precise location 
of where the ionization of water occurs and where the direct DNA hits occur, the damage 
sites on the DNA molecule are random. The indirect effects can also cause single and 
double-stranded breaks of the nucleic acids molecules. Though biological systems do have 
a capacity to repair both single stranded and double stranded breaks of the DNA backbone, 
the damage occurring from ionizing radiation is so probably so extensive, that bacterial 
repair of radiation damage at doses used in food irradiation is a near impossibility. 

Response of Microbial Cells to Ionizing Radiation 
Microbial cells, depending on their physiological state and size can exhibit varying 

resistance to ionizing radiation. The radiation resistance of different bacterial types and 
microbial groups are compared by means of their respective D10 values or as what is 
commonly referred to as the D-values. The D10  value or D value is defmed as the ionizing 
radiation dose that is required to reduce the microbial load by 90%. Numerically, it is 
equivalent to the dose required for the "survivor curve" to traverse 1-log cycle. 
Mathematically, it is equal to the negative reciprocal of the survivor curve slope . The food 
industry attempts to achieve a 5 to 6-log reduction in pathogen levels in suspect foods. 
However, it must be emphasized that the basic assumption in these inactivation models is 
that the inactivation kinetics is linear. Bacterial cells in logarithmic growth phase have 
multiple copies of their genomes in one cell. This is an important point to consider, 
because the presence or the absence of multiple genome copies and the physiological status 
of the cell can dictate whether the cell can ultimately reproduce, i.e., the probability of 
"survivors" in a pathogen population exposed to ionizing irradiation. Similarly, the 
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formation of bacterial endospores can enhance the radiation resistance of these organisms. 
Smaller the organism, the greater will be its resistance to ionizing radiation. Fungi are more 
sensitive to irradiation than bacterial cells which are more sensitive than viruses. The 
organism type depending on the cell wall characteristics can also modulate the effect of 
ionizing radiation. The physical and chemical make-up of the foods, presence or absence of 
oxygen, however, also plays very important roles in the ultimate destruction of the 
organisms. Organisms suspended in water are generally more susceptible to ionizing 
radiation than those in solid foods. Organisms present in fresh or refrigerated foods are 
more susceptible than those within frozen foods. Studies have shown that as the 
temperature is decreased from 30?C to -30°C, the D10 value also increases. This increased 
resistance is because as the product freezes, the water molecule migration decreases and 
thus, a greater ionizing dose is required to create the larger number of ionization events that 
are required to achieve the same extent of microbial kill (Thayer, 2004). 
The D10  values of selected bacterial pathogens in meat and poultry is shown in Table 1. 

It is thus clear the D10  values will depend on the temperature, the organism and the 
type of food material that is being irradiated. 

Global Status of Food Irradiation 
Over 40 different countries have approved the use of food irradiation. The United 

States has the most number of approvals for the use of irradiation on foods. However, the 
US Food and Drug Administration (FDA) considers irradiation as a food additive. The 
inappropriateness of this classification is evident when other processes such as baking, 
frying, boiling, etc. which also cause chemical changes in the food are not considered 
additives, but processes. The FDA authorizes the use of ionizing radiation for a number of 
food treatments including control of Trichinella spiralis in pork, growth and maturation 
inhibition of fresh foods, disinfection or arthropod pests in food, microbial disinfection of 
dry or dehydrated enzyme preparations and aromatic vegetable substances such as herbs, 
seeds, spices, vegetable seasonings, control of food borne pathogens in meat and poultry , 
sterilization of frozen, packaged meats used for -space flight programs, control of 
Salmonella in fresh shell eggs and control of microbial pathogens on seeds for sprouting 
(Table 1). The use of food irradiation in the U.S must be in accordance with good 
manufacturing practices (GMPs) and that the foods not receive doses higher than the 
maximum as stipulated in the regulations. Importantly, the packaging materials subject to 
irradiation must also comply with the regulations pertaining to food irradiation, and the 
foods treated with ionizing radiation must be identified with the "radura" logo and the 
statement, "Treated with irradiation" or "Treated by irradiation". 
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Table I : Selected D10 values for selected pathogens on meat and poultry products (adapted 

from Molins, 2001) 

Temp  D10 value 
Target Organism  Product 

(°C)  (kGy) 

Staphylococcus 
aureus  5  Turkey breast meat  0.45 

30  0.16 

Campylobacter jejuni 5 
 

Ground turkey  0.19 

-30  0.29 

O  Poultry (air packed) 0.24 

Salmonella  Poultry  (vacuum 
0.39 

Heidelberg  packed) 

3  Ground beef  0.55 — 0.78 

Salmonella spp.  5  Turkey breast meat  0.71 

Listeria 
5  Beef  0.45 

monocytogenes 

E.coli 0157:H7  5  Ground beef patties 0.27 — 0.38 

On an international level, foods such as apples, strawberries, bananas, mangoes, 
onions, potatoes, spices and seasonings, meat, poultry, fish, frog legs, and grains have been 
irradiated for many years. There is a worldwide standard for food irradiation. The standard 
was adopted by the Codex Alimentarius Commission, a joint body of the Food and 
Agricultura) Organization (FAO) of the United Nations and the World Health Organization. 
The standard is based on the results of a Joint Expert Committee on Food Irradiation study 
that stated that irradiation of any food commodity up to 10 kGy presents no toxicological or 
nutritional hazards in foods. Canada has i ssued approvals for use on potatoes, onions, 
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spices, dehydrated seasonings, wheat and flour. In Europe approval for food irradiation 
varied from country to country until 1999. The European Parliament has since then issued 
directives to establish a community list. The EU's framework directive 1999/2/EC covers 
general and technical aspects of the irradiation process, labeling of irradiated foods and 
conditions for authorizing food irradiation. It is implemented by Directive 1999/3/EC. The 
marketing of any product not complying with these Directives has been prohibited since 
March 2001. The current list contains only dried aromatic herbs, spices and vegetable 
seasonings. European Union member states that have a vested trade interest in promoting 
food irradiation are expected to influence food irradiation regulations across the EU. 

CONCLUSION 

The technology to prevent food borne illnesses is available. Millions of lives can be 
saved if the microbiological safety of the foods is improved. However, there are regulatory 
roadblocks and consumer resistance (especially in the developed regions of the world) to 
food irradiation. With wider acceptance of this technology, international trade in irradiated 
foods will increase. Given the proven toxicological and nutritional safety of irradiated food 
products and ingredients it can be argued that regional or national barriers to irradiated 
foods constitute "illegal trade barriers" as defined by the WTO. 
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Resumen 

El Banco mundial estima que durante los próximos 25 años, los países en desarrollo 

deberán de duplicar su producción de alimentos si quieren alimentar a su población. Sin 

embargo, no será suficiente el empleo de la fertilización química y la irrigación para lograr 

esta meta, además las condiciones ambientales y las sequías extremas pueden agravar tal 

situación. Por ello, es necesario explorar todas las posibilidades que puede brindar el uso de 

la biotecnología, para hacer frente a este gigantesco reto. Con el uso, movilización y 

consumo de alimentos derivados de Organismos Genéticamente Modificados (OGM) o 

transgénicos, surgen diferentes controversias y se explota sin argumentos válidos la 

ignorancia del publico. El presente trabajo es una pequeña revisión bibliográfica, 

evidentemente existe mucha mas y tiene como objetivo informar acerca de lo que es un 

OGM, como se define un alimento transgénico, el valor nutricional de los mismos, en que 

alimentos es posible encontrar productos derivados de los OGM, las ventajas de los cultivos 

transgénicos, los riesgos que pudieran existir para la salud y medio ambiente y la 

metodología empleada para su detección. 
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Abstract 

According the World Bank estimations, in the next 25 years developing countries 

should duplicate food production to feed their increasing popúlation. However, chemical 

fertilization and irrigation will not be enough to achieve this goal. Furthermore, climatic 

conditions, especially extreme drought, on aggravate this situation. Ther is necessary to 

explorare all possibilities that biotechnology can offer to address this gigantic challenge. 

The use, transportation and consumption of food product obtained from Genetically 

Modified Organisms (GMO), also called transgenics, have caused controvers y and some 

people is taking advantage, without valid arguments, of the ignorance of public on this 

topic. This work is a brief bibliographic research, because there is a lot of information, 

whide objetive is to information about: what a GMO is, what a transgenic food, the 

nutritional value of transgenic food, in which food products is possible to find GMO's, 

advantages of transgenic crops, human health and possible risks by enviroment, and the 

metodology used for their detection. 
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INTRODUCCIÓN 

Los avances de la Ingeniería genética estuvo limitada hasta hace poco tiempo, a los 
laboratorios de investigación y a las industrias que utilizan la fermentación en alguno de sus 
procesos, todo bajo ambientes controlados y aislados, donde el comportamiento de los 
organismos manipulados es relativamente fácil de vigilar, y donde se aplican medidas y 
regulaciones que han funcionado razonablemente bien. Después de más de dos décadas de 
su implementación, no se ha producido ningún accidente, ni se ha materializado ninguna 
amenaza a la seguridad de los trabajadores o al entorno ecológico. Sin embargo, conforme 
se han desarrollado nuevos organismos genéticamente modificados (OGM) y dejado su 
confinamiento, para pasar al campo primero en pequeños ensayos y ahora con la siembra en 
grandes superficies a escala comercial, crece el debate sobre la seguridad de utilizar estos 
organismos y sus posibles repercusiones ambientales y/o efectos negativos para la salud, 
como alergenicidad, toxicidad, etc. El Banco Mundial estima que en los próximos 25 años 
los países en desarrollo deberán duplicar su producción de alimentos si quieren alimentar a 
su población. Sin embargo, se estima que ni la fertilización química, o la irrigación, serán 
suficientes para lograr esta meta, además los problemas ambientales y las sequías extremas 
pueden agravar tal situación. Por ello es necesario explorar todas las posibilidades que 
brinda la Biotecnología para ayudar a hacer frente a este gigantesco reto, sin olvidar que la 
tecnología desarrollada deberá ser compatible con el medio ambiente, la cultura, las 
tradiciones y la economía. Aunque se han establecido en México normas para la 
movilización, importación y establecimiento de OGM, existen todavía muchas dudas al 
respecto, y organismos opositores a los OGM explotan sin argumentos validos la 
ignorancia del público, suscitando dudas e interrogantes que en muchos casos ya han sido 
resueltos, por años de experimentación. Los consumidores norteamericanos han estado 
ingiriendo alimentos transgénicos y utilizando aditivos e ingredientes manipulados 
genéticamente, durante mas largo tiempo sin encontrarse al parecer ningún daño a la salud. 
México como socio de Estados Unidos y Canadá importa granos y en especial maíz, de los 
EEUU en donde no se segrega el grano transgénico del que no lo es y tampoco se 
identifica, ya que en ese país no hay reglamentaciones que así lo requieran. 

¿Qué es un Organismo Genéticamente Modificado (OGM)? 
Un organismo genéticamente modificado (OGM) se obtiene al introducir un 

fragmento de ADN de una especie, en el ADN de otra. De esta forma se obtiene el mismo 
organismo principal pero con la información añadida de otra especie y se define como 
OGM al "organismo, con la excepción de los seres humanos, en el que el material genético 
ha sido modificado de una manera que no se produce naturalmente en el apareamiento ni en 
la recombinación natural". Las técnicas de ingeniería genética permiten aislar uno o varios 
genes de un ser vivo (virus, bacteria, vegetal, animal e incluso humano) para introducirlo en 
el patrimonio genético de otro ser vivo, alterando su constitución genética. Esta alteración 
en el material genético se puede deber a la introducción, eliminación o modificación de sus 
genes. Son considerados OGM los organismos vivos capaces de reproducirse. Por ejemplo, 
el cultivo de soya. La soya es una leguminosa, utilizada como fuente proteica en la 
alimentación animal y humana, y cuya semilla puede formar nuevas plantas. Los productos 
derivados de los OGM, sin embargo, han sido manipulados de modo que contienen sólo 
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material modificado genéticamente, pero no organismos vivos. El ejemplo lo tenemos en la 
lecitina de soya, que se obtiene a partir de sucesivos refinados del aceite contenido en las 
semillas de soya, utilizada principalmente como emulgente. 

El auge de los OGM inicia en 1994, cuando en Estados Unidos la Food and Drug 
Administration (FDA, institución oficial que regula los temas de seguridad alimentaria y de 
los medicamentos) autoriza la comercialización del primer vegetal con un gen ajeno al 
natural: el tomate "Flavr-Savr" de la compañía Calgene, que retrasa el ablandamiento 
característico del tomate. Posteriormente otros vegetales fueron modificados como la soya 
transgénica para hacerla resistente a herbicidas y el maíz para resistir determinados 
insectos, etc. 

Alimentos transgénicos 
Un alimento transgénico es aquel que contiene uno o más ingredientes derivados de 

organismos modificados mediante ingeniería genética. La Comisión Europea los denomina 
novel foods o bien GM foods. Por lo cual todo alimento que se comercialice en Europa está 
sometido a una norma específica de etiquetado (Reglamento EC 1139/98). Además el 10 de 
enero de 2000, se publicó el Reglamento EC 49/2000 que especifica un umbral del 1%, por 
debajo del cual la presencia de material transgénico se considera contaminación accidental. 
De igual forma el Reglamento EC 50/2000 extiende la norma de etiquetado de los aditivos 
alimentarios derivados de los OGM. 

Valor nutricional de los productos de plantas transgénicas 
El contenido nutritivo de los productos de las plantas transgénicas es de 

fundamental importancia para los consumidores, las autoridades y la industria de la 
biotecnología. Debido, a que pueden ocurrir cambios inesperados durante las primeras 
etapas del desarrollo de los cultivos transgénicos, por lo que se debe confirmar que dichos 
cambios inesperados no hayan alterado el valor nutricional del cultivo, o de los productos 
derivados de éste. Ha sido establecido el valor nutricional de los alimentos mediante dos 
tipos de estudios: análisis bioquímico y estudios de rendimiento animal. 

Ensayos bioquímicos. Antes de poner en el mercado un cultivo transgénico, las 
empresas deben demostrar que la variedad transgénica es "sustancialmente equivalente" a 
la variedad no transgénica comparable en términos de la cantidad y disponibilidad de 
nutrientes. Para normalizar internacionalmente las evaluaciones de cultivos transgénicos y 
de los alimentos derivados de éstos, FAO/OMS (1996) recomendaron que se apliquen 
evaluaciones basadas en el concepto de equivalencia sustancial para establecer la seguridad 
de alimentos y componentes alimentarios derivados de los organismos biotecnológicos. (La 
equivalencia sustancial también debe demostrarse en cuanto a las propiedades agronómicas, 
como la velocidad de crecimiento, el rendimiento, la susceptibilidad a las enfermedades y 
el tamaño del fruto). Para establecer la equivalencia sustancial, los estudios de composición 
deben demostrar que los componentes bioquímicos de la planta, como el contenido total de 
minerales, proteína y fibra, no difieran entre las variedades transgénicas y no transgénicas. 
Ciertos cultivos contienen naturalmente compuestos que pueden incidir en su valor 
nutricional y que pueden causar repercusiones fisiológicas. Por ejemplo, ciertas plantas, 
como la papa, contienen toxinas presentes en forma natural. Si el cultivo transgénico 
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contiene toxinas naturales u otras sustancias con repercusiones fisiológicas, debemos 
confirmar que la inserción del transgén no ha aumentado las concentraciones de estas 
sustancias. Por lo tanto, el término "equivalencia sustancial" quiere decir que el cultivo 
transgénico y su par no transgénico son iguales en términos de valor nutricional, excepto en 
cuanto a la mejoría pretendida que se logra mediante la introducción del transgén y de la 
proteína codificada por el transgén. Las investigaciones han demostrado que no hay 
alteraciones del contenido nutricionales de en variedades transgénicas (Padgette et.al., 
1996; Hammond et al., 1996). 

Estudios sobre rendimiento animal. Estos estudios están diseñados para establecer 
la equivalencia nutricional midiendo variables como la ingesta alimentaria, la ganancia de 
peso, la eficiencia alimentaria y el valor nutricional de los productos alimentarios derivados 
de animales, como la leche, la carne y los huevos (Hammond et al., 1996; Faust and Miller, 
1997). Los estudios han indicado que no hay diferencia en rendimiento animal, en la 
composición de los productos derivados de animales, cuando los animales son alimentados 
con variedades transgénicas o no transgénicas. Sin embargo, la calidad nutricional de todos 
los cultivos transgénicos debe evaluarse antes de su comercialización. Hasta la fecha, todos 
estos estudios han demostrado que los cultivos transg[enicos son equivalentes en términos 
nutricionales a las variedades no transgénicas de las que se derivan. 

¿En qué alimentos podemos encontrar transgénicos? 
Los productos derivados de los OGM han sido manipulados de modo que sólo 

contienen material modificado genéticamente, pero no organismos vivos. Los derivados de 
soya y maíz transgénicos son los mas utilizados. Por ejemplo de soya, tenemos, harina, 
proteínas, aceites y grasas, emulgentes (lecitina-E322), mono y digliceridos (E471), etc. En 
maíz se tiene harina, almidón*, aceite, sémola, glucosa, fructosa, dextrosa, maltodextrina, 
sorbitol (E-420), etc. 
*Almidón modificado, se refiere a una transformación fisico-química sin relación con los 
OGM. 

Alimentos que pueden contener derivados de maíz transgénico: 
Aceites y grasas vegetales  Margarinas 
Alimentos para ganado  Mayonesa 
Bebidas azucaradas  Papas fritas 
Bebidas alcohólicas  Postres lácteos 
Bebidas de frutas  Productos farmacéuticos 
Cervezas  Pan 
Chocolate  Productos dietéticos 
Cremas  Salsas 
Helados  Sopas 
Harinas  Tortillas 

Alimentos que pueden contener derivados de soya transgénica: 
Aceites y grasas vegetales  Dulces y galletas 
Alimentos de repostería  Lecitina 
Alimentos infantiles  Pasteles 
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Alimentos líquidos  Productos cárnicos 
Alimentos para ganado  Productos dietéticos 
Concentrados proteínicos  Productos farmacéuticos 

Ventajas de los Cultivos Transgénicos 

Resistencia a las plagas. Los agricultores son los primeros beneficiados del uso de 
las plantas transgénicas resistentes a plagas específicas, lo que disminuye el uso de 
plaguicidas. En 1999 un análisis en Estados Unidos demostró que la siembra de algodón 
con resistencia a insectos, logro reducir el uso de insecticidas químicos en un millón de 
kilogramos, en comparación con 1998 (U.S. National Research Council 2000). 

Aumento del rendimiento. Durante la "Revolución verde" la creación de 
variedades de trigo semienanas de alto rendimiento, se debió a la introducción de los genes 
japoneses NORIN 10 en los trigos occidentales durante la década de 1950 (genes del 
enanismo insensibles a la giberelina). Estos genes le confirieron a la planta dos ventajas: a) 
una planta más corta y fuerte, que respondía bien a la aplicación de más fertilizante sin 
colapsarse; b) aumentaron el rendimiento al reducir la elongación celular de las partes 
vegetativas de la planta, de modo que ésta invertía más energía en las partes reproductivas 
comestibles. Estos genes han sido aislados en fechas recientes, y se demostró que actúan 
exactamente de la misma manera cuando se les utiliza para transformar otras especies de 
plantas agrícolas (Peng et al., 1999). Esta técnica de enanismo puede utilizarse para 
aumentar la productividad de cualquier planta agrícola cuyo rendimiento económico se 
encuentre en las partes reproductivas, en vez de en las vegetativas. 

Tolerancia al estrés biótico y abiótico. La creación de cultivos con resistencia 
intrínseca al estrés biótico y abiótico, ayudará a estabilizar la producción mundial de 
alimentos. Actualmente se existen plantas transgénicas modificadas para combatir el virus 
de la mancha anular de la papaya (Souza 1999), papas resistentes al tizón (Torres et. al., 
1999). Además de plantas modificadas para producir un exceso de ácido cítrico en las 
raíces y de ese modo tolerar mejor el aluminio presente en los suelos ácidos (de la Fuente 
et al., 1997). 

Uso de tierras marginales. Una inmensa extensión de la superficie terrestre del 
planeta, se considera marginal porque es excesivamente salina o alcalina. Ya se logró 
identificar, clonar y transferir a otras plantas un gen de tolerancia a la sal presente en el 
mangle negro (Avicennia marina). Se ha observado que las plantas transgénicas toleran 
mayores concentraciones de sal. Asimismo, el gen gutD, de Escherichia coli, ha servido 
para generar plantas de maíz transgénicas que toleran la sal (Liu et. al., 1999). Estos genes 
representan una fuente potencial para el desarrollo de sistemas agrícolas que permitan el 
uso de las tierras marginales. 

Beneficios en cuanto a nutrición. La deficiencia de vitamina A es causa de que 
medio millón de niños queden parcial o totalmente ciegos cada año (Conway y Toennissen 

153 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

aelkaK Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004 
 

ISBN: 968-7662-68-9 

1999, Kishore and Shewmaker, 1999). Los métodos tradicionales de mejoramiento genético 
de plantas no ha logrado producir cultivos que contengan altas concentraciones de vitamina 
A, de modo que la mayoría de los gobiernos dependen de costosos y complejos programas 
de complementación para atender este problema. Los investigadores han introducido tres 
nuevos genes en el arroz: dos de ellos proceden del narciso y uno de cierto 
microorganismo. El arroz transgénico exhibe mayor producción de beta-caroteno, el 
precursor de la vitamina A, y la semilla es de color amarillo (Ye et. al., 2000). La anemia 
ha sido identificada como otro factor de riesgo en más de 20% de los casos de muerte 
posparto en Asia y África (Conway 1999). Mediante el uso de genes relacionados con la 
síntesis de una proteína fijadora de hierro y con la producción de una enzima que facilita la 
absorción del hierro presente en los alimentos humanos, se produjo un arroz transgénico 
con altas concentraciones de hierro (Goto et. al.,. 1999; Lucca 1999). Estas plantas 
contienen de dos a cuatro veces más hierro que el arroz no transgénico, pero queda 
pendiente investigar su asimilación biológica. 

Fármacos y vacunas en plantas transgénicas. Existen vacunas contra muchas de 
las enfermedades que aún provocan grandes sufrimientos e incluso la muerte a numerosas 
personas en los países en vías de desarrollo, pero su producción y aplicación son 
normalmente muy costosas. Casi todas las vacunas deben ser almacenadas en condiciones 
de refrigeración, y para su aplicación se depende de especialistas debidamente capacitados, 
lo que se suma a los gastos. En algunos países, incluso el costo de las agujas para inyectar 
las vacunas puede ser prohibitivo. Por consiguiente, suele suceder que las vacunas no 
llegan a quienes más las necesitan. Actualmente, los investigadores están estudiando el 
potencial de los OGM para la producción de vacunas y fármacos por medio de plantas 
(Richter y Kipp, 1999). Esto significaría un acceso más fácil, una producción más 
económica y una manera alternativa de generar ingresos. Ya se han producido vacunas 
contra enfermedades infecciosas del aparato digestivo en plantas como la papa y el plátano 
(banano) (Thanavala et. al., 1995). Otro objetivo adecuado serían los cereales. 
Recientemente se logró expresar, en semillas de arroz y trigo, un anticuerpo contra el 
cáncer que reconoce células cancerosas de pulmón, mama y colon y que, por lo tanto, 
puede ser útil para el diagnóstico y la terapia en lo futuro (Stoger et. al., 2000). Estas 
tecnologías se encuentran en una fase aún muy temprana de su desarrollo, y será necesario 
investigar las preocupaciones obvias en cuanto a la salud humana y la seguridad ambiental 
durante su producción, antes de que dichas plantas sean aprobadas como cultivos 
especiales. No obstante, la creación de plantas transgénicas para la producción de 
sustancias terapéuticas tiene un enorme potencial como una manera de ayudar a resolver los 
problemas de enfermedad en los países en vías de desarrollo. 

¿Son seguros los alimentos transgénicos? 
El principal temor hacia los OGM, es que pudieran darse la expresión inesperada de 

genes que han sido alterados inadvertidamente, debido a la introducción del gen de interés 
y que pudieran "prenderse" durante la vida del OGM o del cultivo. Entre las posibles 
consecuencias que preocupan a los críticos de la ingeniería genética de alimentos, no sólo 
se habla de la inocuidad del consumo, de la presencia de proteínas con potencial alergénico, 
o los posibles efectos tóxicos de los OGM, sino también sobre su impacto en el medio 
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ambiente, en la sociedad y en la economía global. En abril del 2000, la Academia Nacional 
de Ciencias de los Estados Unidos publicó un informe en el que se señalaba que "El comité 
no tiene conocimiento de ningún indicio que sugiera que haya riesgos al consumir los 
alimentos disponibles en el mercado como resultado de modificaciones genéticas". 
Además, las autoridades reglamentarias de varios países han determinado que los cultivos 
transgénicos disponibles actualmente en el mercado son tan seguros como sus equivalentes 
convencionales, los cuales tienen una larga historia de seguridad y consumo. Éstas son las 
mismas entidades que exigen las rigurosas pruebas y la supervigilancia gubernamental de 
los cultivos biotecnológicos en los Estados Unidos y en muchos otros países. 
Debido a que los cultivos transgénicos representan nuevas estructuras genéticas, se han 
planteado interrogantes acerca de lo siguiente: 

• la seguridad en el consumo de ADN transgénico y 
• la posibilidad de que el transgén salga del cultivo e ingrese al genoma del animal o 

de la persona que consume un cultivo transgénico o un producto alimentario 
derivado. 

La Organización Mundial de la Salud, la Administración de Alimentos y Fármacos de los 
Estados Unidos y la Organización de la ONU para la Agricultura y la Alimentación (FAO) 
concluyeron que no existen riesgos inherentes en el consumo del ADN, incluido el derivado 
de los cultivos transgénicos (FDA EE.UU., 1992; FAO, 2004). Las bases para su 
conclusión son que los humanos y otros animales siempre han consumido ADN de una gran 
variedad de fuentes, como las plantas, los animales, las bacterias, los parásitos y los virus. 
Tanto el ADN transgénico como el ADN de cultivos no transgénicos están compuestos de 
los mismos 4 nucleótidos: adenina, guanina, timina y citosina. El ADN transgénico no 
agrega ninguna entidad química nueva, de manera que el sistema digestivo está bien 
adaptado para procesar el ADN transgénico. El ADN al ser componente esencial de todos 
los organismos vivos, está presente en casi todos los alimentos que consumen las personas, 
aunque en cantidades relativamente pequeñas. La cantidad total de ADN en los alimentos 
contribuye sólo con un 0.02% de la materia total seca de los alimentos (Watson y 
Thompson, 1998). Los alimentos derivados de cultivos transgénicos contienen sólo una 
parte de 100,000 de más ADN que los alimentos tradicionales. Para ponerlo en perspectiva, 
una vaca lechera que come maíz transgénico consumiría 0,0068 mg/día de ADN 
transgénico, comparado con una ingesta diaria total de 680 mg de ADN no transgénico. 
Para que un transgén ingerido se integre al genoma del organismo que lo ha consumido, 
deben producirse al menos dos y muchas veces tres hechos. Primero, el transgén debe ser 
absorbido por las células como gen intacto más que como nucleótidos individuales u 
oligonucleótidos muy pequeños. Si bien una serie de estudios han demostrado que 
fragmentos de ADN plasmídico purificado y de ADN de cloroplasto de plantas han sido 
absorbido intestinalmente en niveles bajos en ratones y vacas (Schubbert et. al., 1997; 
Schubbert et. al., 1994; Schubbert et. al., 1998; Doerfler y Schubbert, 1998; Klotz y 
Einspanier, 2000), no existen pruebas de que las células hayan absorbido genes completos e 
intactos. Hasta la fecha, no se han detectado fragmentos de ADN recombinante de cultivos 
transgénicos en tejidos de animales. Klotz y Einspanier (1998) y Khumnirdpetch et. al. 
(2001), demostraron que el gen responsable de la tolerancia al glifosato en la soya no era 
detectable en la sangre, leche, hígado, piel y la carne de los pollos, mientras que otros 
estudios (Eispanier et. al., 2001; Flachowsky et. al., 2000) no pudieron detectar ningún 
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fragmento del gen Bt en ninguna de las muestras de tejidos de vacas, novillos o pollos que 
fueron alimentados con grano del maíz Bt. Los dos hechos adicionales que deben 
producirse para que estas observaciones sean de cuidado son la integración del ADN de la 
planta en el genoma mamífero y la expresión del ADN de la planta. No existen pruebas de 
que los genes ingeridos de la planta se integren a los genomas mamíferos y se mantengan 
de manera estable (Hohlweg y Doerfler, 2001). Sin integración estable del ADN que 
permitiera una replicación de éstos, como a un cromosoma, no es posible una expresión 
significativa. Para determinar si el ADN que se absorbe del tracto digestivo puede ser 
expresado, los científicos evaluaron si alimentar ratones con ADN en forma extensiva se 
traducía en niveles detectables de mARN y proteínas en varios órganos (Hohlweg y 
Doerfier, 2001). Los ratones fueron alimentados con 50 ug de ADN por día durante tres 
semanas, pero no se detectó mARN ni proteínas codificadas por el ADN en el hígado, el 
bazo, la sangre o el epitelio intestinal. 
En México un estudio determinó que pequeños fragmentos de ADN transgénico menores a 
250 pb (pares de bases) permanecen intactos durante el proceso de elaboración de 
alimentos tradicionales como la tortilla, tamal, atole, frituras y pinole, al utilizar maíz 
transgénico (Valdez et. al., 2003). 

Riesgos para la salud y medio ambiente de los alimentos transgénicos 

Alergias. La alergia a los alimentos es un problema de salud de primer orden, se 
estima que aproximadamente el 2 % de los adultos presentan alguna reacción alérgica, 
aunque en los niños y lactantes es mayor. Una alergia alimentaria es una reacción 
exagerada del sistema inmunológico de nuestro cuerpo, iniciada por una sustancia ajena al 
mismo. Alimentos como lácteos, clara de huevo, pescado, mariscos, nueces, cereales, 
condimentos y ciertas frutas pueden causar alergias. En la mayoría de los casos, todos los 
alergenos conocidos son proteínas. Por lo tanto todos los alimentos, ya sean elaborados 
mediante métodos convencionales o mediante la biotecnología, son fuentes potenciales de 
alergenos (Taylor, 1997). Se han encontrado en el mercado nuevos alimentos alergénicos 
sin relación alguna con la biotecnología. Por ejemplo, los kiwis fueron introducidos a 
Estados Unidos a comienzos de la década de 1980 y desencadenaron reacciones alérgicas 
en algunas personas. Este alimento no fue sometido a las mismas pruebas que se realizan a 
los alimentos biotecnológicos antes de la introducción al mercado. Ningún producto 
biotecnológico es aprobado para su comercialización y consumo si se identifica el menor 
indicio de potencial alergénico. 

Antibióticos. Con el surgimiento de los OGM, se ha utilizado genes de resistencia a 
antibióticos (kanamicina, ampicilina, etc.) como marcadores selectivos del proceso de 
modificación genética para poder rastrear el gen que se está manipulando. Aunque el gen 
para antibióticos no tiene un papel en el producto fmal y no es un gen funcional al carecer 
de los promotores necesarios para funcionar en otra especie. Existe la preocupación de que 
tales genes pudieran aumentar la resistencia de los patógenos en humanos (Mikkelsen et. 
al., 1996). Actualmente se cuenta con medios para eliminar esos marcadores antes de que la 
planta sea desarrollada para uso comercial (Palmeros et. al., 2000; Zubko et. al., 2000), o 
bien sustituir tales marcadores por otros alternativos. 
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Medio ambiente. Casi todas las preocupaciones ambientales están relacionadas con 
la posibilidad de un flujo genético hacia los parientes cercanos de las plantas transgénicas 
(Ellstrand et. al., 1999). Además de los posibles efectos indeseables de los genes o 
caracteres foráneos (resistencia a insectos o tolerancia herbicidas), y al efecto en otros 
organismos. Así mismo se corre el riesgo de que las poblaciones de plagas y organismos 
fitopatógenos se adapten rápidamente y se vuelvan resistentes a las plantas transgénicas. 

Metodología empleada para el análisis de alimentos transgénicos 
Un OGM puede distinguirse de su contraparte convencional por pruebas que 

detecten las nuevas proteínas (pruebas basadas en proteínas) o mediante la identificación 
del ADN introducido (pruebas basadas en el ADN). 

Detección de proteínas transgénicas. EL ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 
o ELISA es el mas utilizado para detectar proteínas y se basa en el uso de anticuerpos 
específicos para capturar la proteína de interes, seguido de una reacción colorimétrica o 
fluorimétrica por un segundo anticuerpo que permite visualizar y medir la cantidad de la 
proteína. Esta técnica es capaz de discriminar entre cientos de proteínas distintas presentes 
en la misma muestra. Una restricción para el uso de esta prueba es que las proteínas pueden 
ser desnaturalizadas durante el procesamiento de los alimentos. 

Detección de ADN transgénico. El método basado en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) es reconocido como el método más preciso y confiable disponible para la 
detección y cuantificación de OGM. Se considera que este método es 100 veces más 
sensible que los análisis basados en proteínas (Gachet et. al., 1999). Existen tres 
modalidades de análisis por PCR, el análisis cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo. 
Análisis cualitativo. Determina la presencia o ausencia de material transgénico en materias 
primas o alimentos procesados. La detección de material transgénico consiste en la 
búsqueda de regiones reguladoras comunes en variedades transgénicas de maíz y soya o 
regiones genómicas exclusivas de cada variedad transgénica (promotor P-35S, Terminador 
NOS, CaMV RT, etc.). 
Análisis semicuantitativo. Determina la cantidad de material transgénico presente en 
materias primas o alimentos elaborados. El resultado se expresa mediante intervalos 
porcentuales (por ejemplo, mayor de 0.1 %, menor del 0.5 %, etc.) y es recomendado para 
el análisis de la cantidad de P-35S en muestras que contienen sólo maíz o sólo soya 
(Tozzini, et al., 2000). 
Análisis cuantitativo. Permite determinar el porcentaje de soya y maíz transgénicos 

presentes en una muestra o alimento. 
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Resumen 

En este trabajo se presenta en primer lugar el estudio de tres posibles estrategias 
para reducir el coste de producción de probióticos y bacteriocinas. La primera consistió en 
la formulación de un medio de cultivo a partir de efluentes del procesado de mejillón y el 
suero de leche. En este sentido, las variables que resultaron más relevantes fueron el pH y 
el tipo y concentración de la fuente de nitrógeno. La suplementación de los efluentes con 
fuentes de nitrógeno complejas como caseitona y extracto de levaduras permitieron obtener 
crecimientos exuberantes de biomasa de Lactococcus lactis y Pediococcus acidilactaci y 
producciones elevadas de sus bacteriocinas comparables a las alcanzadas en medios 
convencionales como el MRS. La segunda estrategia consistió en el diseño de un proceso 
de fermentación en el que cultivos operando en régimen de fed-batch se sometían a 
realcalinizaciones periódicas. Mediante este procedimiento se alcanzaron incrementos de 
las producciones de hasta un orden de magnitud con respecto a los cultivos discontinuos. 
Adicionalmente el procedimiento prolongó el periodo activo e indujo un cambio del 
metabolismo de los microorganismos que pasó de homoláctico a heteroláctico. La última 
estrategia consistió en la elaboración de modelos matemáticos que, basados en los clásicos 
de Luedecking & Piret incorporaron la dependencia del sistema de variables como el pH o 
la velocidad de consumo de los nutrientes limitantes, con lo que fue posible describir de 
modo fiel el comportamiento cinético de los anteriores sistemas microbianos. 
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Abstract 

In this work, three strategies to reduce the production cost of probiotics and 
bacteriocins are presented. The first one was the formulation of a culture medium from 
mussel processing wastes and whey. In this sens e, the pH and the type and concentration of 
nitrogen source were the most relevant variables. High biomass and bacteriocin productions 
by Lactococcus lactis and Pediococcus acidilactaci were achieved when both wastes were 
supplemented with yeast extract or Casitone. The bacteriocin productions obtained were 
comparable to those achieved in conventional culture media like MRS. The second 
approach consisted in the design of a fermentation process based on the periodic 
realkalization of fed-batch cultures. Enhancement bacteriocin and biomass productions, 
with respect to batch cultures were obtained with this procedure. Additionally, an increase 
in the active period and a shift from homolactic to heterolactic metabolism was observed. 
The last approach was the development of matematical models based in the Luedecking & 
Piret expression to describe the kinetic behaviour of aboye cultures. Only good fitting were 
obtained when variables such as pH and the consumption rate of the limiting nutrients were 
incorporated to the model. 
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1: INTRODUCCIÓN 

1.1: Las bacteriocinas y la conservación de los alimentos 

Los procedimientos habituales para la conservación de los alimentos presentan en la 
actualidad problemas. El uso de preservantes químicos (e.g. nitrato o benzoato) o las 
radiaciones ionizantes son cuestionados por sus potenciales riesgos para la salud. Los 
tratamientos térmicos (e.g. esterilización o pasteurización) o la congelación se enfrentan a 
las nuevas preferencias de los consumidores hacia los alimentos frescos o mínimamente 
procesados. El envasado aséptico o las altas presiones son en la actualidad, por caras, 
alternativas poco empleadas en la industria alimentaria (VERMEIREN & al., 1999). 

Por ello, las bacteriocinas, una familia de péptidos extracelulares de diversas 
especies de bacterias G+, con actividad bacteriostática o bactericida sobre otras G+, 
raramente G—, están cobrando un creciente interés: permiten mantener las características 
naturales del producto (especialmente sabor y textura), reducir tratamientos 
complementarios (como el térmico en alimentos poco ácidos y con alta actividad de agua) y 
se vinculan con los alimentos "bio" (DAESCHEL & al., 1992; DE VUYST & 
VANDAMM1E, 1994a). En general las bacteriocinas tienden a mantener su estabilidad a los 
tratamientos térmicos cuando se encuentran a pH ácido, y la pierden en la medida en que 
este se incrementa. Con todo, la variabilidad es grande debido tanto a los diferentes 
tratamientos ensayados como a la propia naturaleza de las moléculas. Así, la acidofilucina 
A pierde totalmente su actividad inicial cuando se calienta durante 10 minutos a 70°C 
(TOBA & al., 1991), mientras que las lactacinas B y F y la nisina pueden soportar un 
proceso de autoclavado (DE VUYST & VANDAMME, 1994b). Por otro lado, la reducción 
de la temperatura incrementa el rango de pHs a las que son estables. 

Las bacteriocinas más conocidas son sin duda las nisinas (lantibióticos de 
Lactococcus lactis), pero en estrecha relación con ellas se encuentran otros lantibióticos 
como subtilina, estafilococcina, gallidermina, salivaricina o algunas lactococcinas; no 
lantibióticos como otras lactococcinas, pediocinas, sakacinas, curvacinas, piscicolinas o 
carnobacteriocinas, y aun otros metabolitos sin asignar aún a un grupo concreto. Aparte de 
estructurales, sus diferencias atañen a su espectro de acción, su codificación por genes 
cromosómicos o plasmídicos y su sensibilidad frente a diferentes tipos de proteasas. 
Adicionalmente, cuando las bacteriocinas se encuentran a pH cercano a la neutralidad se 
adsorben a las membranas celulares de las cepas productoras (KLAENHAM1VIER, 1988; 
YANG & al., 1992), desorbiéndose prácticamente en su totalidad para valores por debajo 
de 3 (BHUNIA & al., 1991; YANG & al., 1992). 

Son numerosas las aplicaciones desarrolladas de las bacteriocinas en los alimentos 
incorporadas bien mediante la fermentación del producto por bacterias iniciadoras que sean, 
a su vez, productoras (producción in situ) -opción sólo viable cuando la flora láctica es la 
mayoritaria-, o bien añadiendo la bacteriocina directamente en el alimento 
(SCHILLINGER & al., 1996). Destacan la aplicación en productos lácteos, especialmente 
en quesos para la prevención de Listeria monocytogenes (DAVIES & al., 1997); en 
productos fermentados como alternativa a la adición de nitritos (TAYLOR & al., 1984) y 
en productos de la pesca como alternativa a los ácidos benzoico y ascórbico en la 
conservación de langostino en salmuera refrigerado (EINARSSON & LAUZON, 1995) 
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1.2: La producción de probióticos y bacteriocinas 

Adicionalmente, muchos de los microorganismos productores de bacteriocinas son, 
a su vez, probióticos. La noción de probiosis alude, en general, al conjunto de efectos 
fisiológicos que, vinculados a los balances microbianos del tracto intestinal, resultan 
favorables para la entidad biológica hospedante. Se trata de un concepto relativamente 
difuso, que se ha relacionado sobre todo con la mejora de la resistencia a las enfermedades 
por estimulación de las defensas naturales, y que puede implicar mecanismos de naturaleza 
bastante heterogénea. Entre ellos se citan -con frecuencia sin detalles concretos- la 
competencia con microorganismos patógenos por nutrientes limitantes o por puntos de 
adherencia a las mucosas, la producción de sustancias inhibidoras de estas especies y la 
activación de la respuesta inmunitaria (MISHRA & LAMBERT, 1996; ISOLAURI & al., 
1998). 

Clásica ya en el campo de la dietética humana, donde subyace, por ejemplo, a la 
inducción al consumo de productos lácteos fermentados, la idea se ha extendido luego al 
ámbito de la producción animal. Dado que la colonización de los tractos intestinales por 
probiontes no es en general permanente, también aquí la estrategia se ha centrado en las 
formas de administración continua de las correspondientes especies microbianas; esto es, en 
la formulación de dietas reparadoras o configuradoras de las microfloras, que conduzcan a 
maximizar rendimientos alimentarios y supervivencias. Los ejemplos de probiontes más 
citados a este respecto son diversas especies de géneros como Lactobacillus, Streptococus 
(Lactococcus) y Bifidobacillus (FULLER, 1992; SOOMRO et al., 2002; THOMKE & 
ELWINGER, 1998). 

Tanto las bacteriocinas como la propia biomasa probiótica se producen 
habitualmente en cultivo sumergido discontinuo, obteniéndose en ocasiones mejoras 
mediante procesos en continuo, alimentado o inmovilizado (BHUGALOO-VIAL & al., 
1997; PARENTE & al., 1997). En el caso de algunos probióticos es necesaria la presencia 
en el medio de azúcares específicos (prebióticos) que estimulan su crecimiento. Por su 
parte, las bacteriocinas se consideran cinéticamente como metabolitos primarios, aunque 
están referenciadas numerosas excepciones (PAIK & GLATZ, 1997). Las principales 
variables que determinan tanto los niveles de producción como su tipificación cinética son 
la temperatura, la aireación, el p1-1 y la composición del medio de cultivo. Las temperaturas 
óptimas de producción y de crecimiento no suelen coincidir aunque ambas se sitúan entre 
los 30°C y 37°C. Con respecto a la aireación se acepta que, dado la naturaleza anaerobia 
facultativa de las especies productoras, las condiciones más favorables son en anaerobiosis 
con la mínima agitación necesaria para conseguir una suspensión homogénea (DE VUYST 
& VANDAMME, 1994b). El pH es sin duda la variable más relevante en la producción de 
bacteriocinas, tanto por la ya discutida influencia sobre la actividad, solubilidad y adsorción 
a las membranas celulares de las cepas productoras, como por el propio efecto directo de 
los niveles inicial y final y de su evolución durante el cultivo. Para la mayoría de las 
bacteriocinas el pH inicial óptimo se sitúa en 5,5. Finalmente, con respecto a la 
composición del medio de cultivo cabe señalar que la fuente de carbono de preferencia es la 
glucosa, mientras la de nitrógeno son los hidrolizados de proteínas de alta calidad (caseína, 
triptonas, peptonas, extracto de levaduras y extracto de carne), probablemente debido al 
efecto inductor de algunos aminoácidos sobre la producción (DE VUYST, 1995). 
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Sin embargo, uno de las causas principales que ha limitado la extensión del uso de 
probióticos y bacteriocinas es el alto coste de producción de biomasa probionte y/o de sus 
péptidos activos. En efecto, los medios de cultivo normalmente empleados son caros y las 
conversiones del sustrato en biomasa reducidas. Además, en el caso de usos en 
alimentación animal, dada la naturaleza de las fuentes de nitrógeno utilizadas 
(esencialmente peptonas de carne), no pueden ser incorporadas junto a los probiontes a los 
piensos, lo que hace necesario un proceso de separación previo de la cosecha microbiana 
que encarece su obtención. 

Tres son las posibles estrategias que podrían permitir obviar los problemas 
mencionados. En primer lugar la búsqueda medios de cultivo baratos que promovieran 
crecimientos exuberantes de biomasa y producciones elevadas de bacteriocinas. En este 
sentido, a la vista de la composición, bajo costo y disponibilidad de algunos subproductos y 
efluentes de la industria alimentaria, su adaptación como medio de cultivo se presenta como 
una alternativa plausible. 

En efecto, existen precedentes de la utilización de los efluentes del procesado de 
mejillón y el suero de leche como materias primas de procesos microbianos para la 
producción de metabolitos de interés. Los efluentes del procesado de mejillón (EPM) se 
generan en el tratamiento térmico al que se somete el mejillón destinado a congelados y 
conservas. Sólo en Galicia (noroeste de España) representan 75 millones de litros anuales 
de elevadísimo impacto contaminante tanto por su temperatura de salida (cercana a los 
100°C) como por su DQO (25.000 ppm como valor medio). Los EPM son la base de un 
proceso biotecnológico denominado IIM que permite la obtención por vía microbiana de 
enzimas (TORRADO & al., 1998), ácidos orgánicos (PINTADO & al., 1994), hormonas 
(PASTRANA & al., 1993) y otros metabolito s de interés (GUERRA & PASTRANA, 
2002). Por su parte, el suero de leche (SL) resultante de los procesos de fabricación del 
queso (con una DQO entre 60.000 y 80.000 ppm y una elevadísima producción mundial) se 
usa, en forma líquida o concentrada como suplemento en alimentos animales y humanos, 
para la recuperación de la fracción proteica y la lactosa mediante procesos de ultrafiltración 
y para la obtención de metabolitos microbianos por fermentación de la lactosa 
(GONZALEZ, 1996). 

La segunda de las estrategias consiste en diseñar procedimientos y operatorias de 
fermentación que incrementen las producciones tanto de biomasa probionte como de 
bacteriocinas y que supongan una alternativa viable a los procesos discontinuos clásicos. 
En este sentido, se abren varias posibilidades que comprenden, la aplicación de 
modalidades como los cultivos alimentados o por lotes, el mantenimiento del pH en los 
cultivos y la generación de perfiles de pH. 

Finalmente, la tercera estrategia trata de elaborar modelos matemáticos que 
permitan describir el comportamiento de los sistemas microbianos de producción de 
bacteriocinas con el fin de poderlos utilizar en la construcción de algoritmos de control 
eficientes. De este modo, será fácil predecir el comportamiento de los cultivos y adoptar 
políticas de control adecuadas, lo que reducirá las posibilidades de que la fermentación no 
transcurra por el camino previsto. Todo ello redundará en una reducción de los costes 
producción en general y, en particular los vinculados con el personal de mantenimiento de 
la planta. 
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A continuación se recoge el trabajo realizado en nuestro laboratorio en las tres 
estrategias mencionadas para la producción tanto de biomasa potencialmente probiótica de 
Lactococcus lactis (Lc 1.04) y Pediococcus acidilactici (Pc 1.02), así como nisina y 
pediocina a partir de EPM y suero de leche. De este modo se presentarán los estudios 
llevados a cabo para la búsqueda de las concentraciones de los nutrientes adecuados con los 
que suplementar los efluentes y convertirlos en medios de cultivo adecuados, la aplicación 
de la modalidad de proceso alimentado sometido a realcalinizaciones periódicas para 
incrementar y prolongar las producciones y la modificación de los modelos cinéticos 
convencionales incluyendo las variables relevantes en estos sistemas para describir su 
evolución adecuadamente. Finalmente se presentan dos aplicaciones de las bacteriocinas y 
de la biomasa productora: el desarrollo de envases activos y la sustitución de antibióticos en 
piensos animales. 

2: Acondicionamiento de los efluentes del procesado de mejillón y el suero de leche 
para el cultivo de Lactococcus lactis y Pediococcus acidilactici 

Aunque tanto los EPM como el SL conforme salen de las instalaciones pueden soportar 
el crecimiento microbiano, sus elevados contenidos en proteínas aconsejan un 
pretratamiento para su eliminación parcial. Ello se debe a varias razones: son proteinas de 
asimilación lenta quedando importantes remanentes en los postincubados y por tanto no 
constituyen buenas fuentes de nitrógeno; aisladamente pueden ser utilizadas directamente 
con propósitos de refuerzo de alimentos y, finalmente, precipitan a valores de pH ácido 
(usuales durante los cultivos de bacterias lácticas) dificultando las determinaciones de 
biomasa en los cultivos. 

Basándose en esta última característica, ambos efluentes se sometieron a 
pretratamientos de desproteinización y, adicionalmente, dado que las bacterias lácticas no 
poseen capacidad amilolítica, en el caso de los EPM, el glucógeno presente se sacarificó 
con amilasas comerciales para convertirlo en glucosa, fuente de carbono asimilable. Por su 
parte, el suero lácteo (SL) fue obtenido de instalaciones industriales locales en dos formas, 
una como suero lácteo concentrado (SLC) y la otra como suero lácteo diluido (SLD). La 
primera se obtiene del líquido resultante del prensado natural del queso, y la segunda, como 
resultado de la mezcla de las aguas de lavado con el suero residual que aún contiene el 
queso una vez prensado. En ambos, el pretratamiento sólo afectó a su fracción proteica. 

La composición resultante de los EPM y los SLC y SLD que se utilizaron en los 
cultivos después del tratamiento de acondicionamiento se muestra en la tabla 1. 
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Tabla 1. Composición media (en gil) de los medios de cultivo 
obtenidos a partir de los EPM, EPM concentrado (EPMc), SLC y SLD. 

EPM  EPMc  SLC  SLD  
Azúcares 5.33  101.33  48.11  22.54 totales 
Azúcares 
reductore  5.33  101.33  32.13  16.86 

Proteínas  1.82  3.47  5.02  2.04 
Nitrógeno 0.65  0.54  1.05  0.45 total 
Fósforo 0.14  0.06  0.43  0.25 total 

3: Cultivos preliminares sobre SL y EPM 

Con el fin de evaluar la aptitud del SL y los EPM para la producción tanto de 
biomasa probiótica de de Lactococcus lactis y Pediococcus acidilactici, así como de sus 
bacteriocinas se realizaron una serie de cultivos en matraz, comparando los resultados con 
los que se obtuvieron de cultivos en las mismas condiciones sobre un medio convencional 
como el MRS. 

3.1: Cultivo en suero de leche 

En las Figuras 1 y 2, se muestran los resultados correspondientes a dos series de 
cultivos realizados tanto sobre SL concentrado (SLC) como diluido (SLD). Las 
producciones de biomasa, láctico y bacteriocina fueron notablemente inferiores a los 
obtenidos sobre un medio convencional como el MRS, (la diferencia del Pc 1.02 es, incluso 
en el mejor de los casos, de un orden de magnitud). Sólo los rendimientos de la bacteriocina 
producida en relación con la biomasa fueron, en los sueros, comparables o superiores al 
medio MRS. 

Como causas de los reducidos crecimientos y producciones pueden apuntarse que 
los sueros poseen relaciones C/N o C/P desequilibradas que carecen de algún nutriente 
esencial (lo que explicaría los perfiles relativamente lineales de las biomasas), que la 
proteína presente en los sueros tiene una composición inadecuada para ser utilizada como 
fuente de N o a que la lactosa, si se compara con la glucosa, no es una buena fuente de 
carbono para estas especies (VIGNOLO & al., 1995). En este sentido, en ninguno de las 
series ensayadas se agotaron los nutrientes del medio de cultivo. 
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Figura 1. Cultivos de Lc 1.04 sobre MRS (A), SLD ( O ) y SLC (•). X: biomasa; Pr: proteína 
remanente; AT: Azúcares totales; BT: bacteriocina; NT: nitrógeno total; PT: fósforo total. 

Aunque algunos de estos aspectos se tratarán en un capítulo posterior, es posible 
apuntar aquí que la relativa mejor aptitud de Lc 1.04 para crecer sobre estos medios 
(consumo de azúcares totales similar al medio MRS y superior producción de biomasa que 
Pc 1.02) puede relacionarse con la mayor habilidad para fermentar la lactosa de las especies 
del género Lactococcus (BERGEY, 1986). 
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Figura 2. Cultivos de Pc 1.02 sobre MRS (o), SLD ( O ) y SLC ( • ). Las notaciones como en la 
figura precedente. 

Por otra parte, cuando se comparan los sueros, en ambas especies los resultados 
obtenidos en SLC fueron sensiblemente inferiores a las obtenidas en SLD, lo que podría 
indicar la existencia de un fenómeno de inhibición por sustrato atribuible a la lactosa, ya 
que los consumos de azúcares fueron los únicos no proporcionales a los niveles iniciales 
suministrados. 

3.2: Cultivos en medio EPM 

En la Figura 3 se puede observar que como en el caso anterior la biomasa de Lc 
1.04 fue inferior a la obtenida en medio MRS pero comparable a la alcanzada en SLD. Sin 
embargo, ello no guardó relación con la producción de nisina que, con algo menos de 10 
UB/mL, fue notablemente menor a la que se llegó en cultivos anteriores. 
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Horas 
Figura 3. Cultivos de Pc 1.02 (•) y Lc 1.04 (  ) sobre medio 0,5MH. Las notaciones como en la 
Figura 1. 

Dado que no se agotó ningún nutriente puede postularse que las proteínas del medio 
no sean una fuente de nitrógeno adecuada bien por su composición aminoacídica (escasa en 
algún aminoácido esencial para la síntesis del antibiótico), bien por ser difícilmente 
metabolizable por el microorganismo lo que conduciría, de hecho, a una limitación 
nutricional. 

Adicionalmente, la escasa capacidad tampón de la proteína puede tener un efecto 
indirecto sobre la producción al determinar un valor de pH final en el medio (inferior a los 
cultivos sobre los sueros lácteos y MRS) que podría resultar inadecuado. 

Contrariamente, en el caso de Pc 1.02, tanto el crecimiento como la producción de 
bacteriocina fueron alrededor de 6 veces superiores a los obtenidos en SLD. Ello puede 
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deberse a que, por una parte, la glucosa y/o la proteína del medio son fuentes de C y N más 
adecuadas para esta especie, y por otra, de nuevo, a un efecto específico del pH. En efecto, 
parece necesario que se genere en el cultivo un gradiente alto de pH ( pH) siempre que el 
pH final del cultivo no se sitúe por debajo de un umbral crítico de 4. En efecto, cuando se 
comparan los valores de ApH, pH finales y biomasas obtenidos en esta ocasión con los del 
medio MRS y los sueros puede observarse que, las mejores producciones se obtienen para 
más altos valores de biomasa y pH. Así, por ejemplo, con un nivel de biomasa de 
escasamente la mitad del obtenido en MRS pero con un pH 1,65 veces superior las 
producciones de bacteriocina en medio 0,5MH fueron sólo un 33% inferiores. Ahora bien, 
cuando el pH del cultivo desciende por debajo de 4, lo que sucede entre las 6 y las 9 horas 
de cultivo, la producción de bacteriocina se ralentiza y su velocidad llega a hacerse 
prácticamente nula. 

4: Efecto conjunto de las concentraciones de tampón, nitrógeno, fósforo y azúcares 
sobre la producción de bacteriocinas en medios residuales. 

A pesar de la abundante la información disponible acerca de la influencia que sobre 
la producción de bacteriocinas tienen el tipo, concentración y naturaleza de los nutrientes 
presentes en el medio de cultivo, a excepción del trabajo de PARENTE & HILL (1992) los 
efectos de las variables nutricionales siempre se han estudiado de forma aislada y, 
frecuentemente, no sistemática. En consecuencia, se desconocen las posibles interacciones 
y el efecto conjunto de los nutrientes sobre la producción. 

También de los ensayos precedentes se concluyó que la composición del medio de 
cultivo determina la producción de biomasa y bacteriocinas de forma tanto directa como 
indirecta al influir en la evolución del pH. Dado que en ningún caso se alcanzaron los 
niveles obtenidos sobre medio MRS y que ello no puede atribuirse a una limitación de 
nutrientes, parece razonable buscar las causas en: 1: las relaciones C/N y C/P de los 
medios; 2: la posible inhibición por sustrato en el caso de los sueros lácteos; 3: el gradiente 
y los valores fmales de pH que se alcanzan en el cultivo y 4: La presencia de alguna 
molécula inductora presente en el medio MRS y no en los efluentes. 

La investigación conjunta las tres primeras posibilidades se realizó mediante un 
diseño factorial completo tomando como variables independientes las concentraciones 
iniciales de azúcares totales (C), nitrógeno total (N), fósforo total (P) y tampón en el medio 
de cultivo (T), que se consiguieron suplementando los EPM y el SL respectivamente con 
glucosa o lactosa, glicina, KH2PO4, y tampón biftalato sódico: NaOH. Como variables 
dependientes se estudiaron tanto la producción de bacteriocinas como la biomasa, 
determinando adicionalmente el pH final alcanzado y los consumos de nutrientes 
esenciales. 

4.1: Cultivos en suero de leche diluido (SLD) 

Los resultados obtenidos de los cultivos sobre SLD que se muestran en las Figuras 4 
y 5 permiten comparar el comportamiento de las variables sobre la síntesis de nisina y 
pediocina así como sobre los niveles de la biomasa alcanzada en los cultivos por los 
respectivos microorganismos productores. 
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Así, en el caso de la nisina (Figura 4) se puede observar que el fósforo y la variable 
C apenas ejercieron efecto sobre sus niveles, mientras que, por el contrario, la fuente de 
nitrógeno inhibió de forma notable la producción especialmente cuando se alcanzaron las 
relaciones C/N del medio MRS. Comparando las producciones de nisina y biomasa se 
observa que la depresión que la glicina causó sobre la producción, está relacionada con su 
efecto inhibidor sobre la biomasa. Por el contrario, para el caso de la pediocina (Figura 5), 
la acción de la glicina y la variable C fue poco relevante sobre la respuesta probablemente 
porque la lactosa y la glicina no son buenas fuentes de carbono y nitrógeno para 
Pediococcus. Adicionalmente, en contraposición a su influencia sobre la síntesis de nisina, 
el incremento de la variable P ejerció también una relevante acción específica negativa 
sobre la producción de pediocina, lo que, por otro lado, sugiere la naturaleza secundaria del 
metabolito. 

Con todo, la variable más relevante fue el tampón que se comportó de forma similar 
con ambos microorganismos. En el caso de la nisina el aumento de la variable T deprimió 
la respuesta, haciéndolo en mayor medida para valores bajos de N, aunque, sin embargo, 
apenas ejerció efecto sobre la producción de biomasa, lo que hace pensar que su influencia 
sobre la síntesis de nisina se deba específicamente a la magnitud del pH que genera en el 
cultivo. Del mismo modo, el aumento de T disminuyó la magnitud del gradiente de pH en 
el cultivo y, consecuentemente, condujo a un descenso en los niveles de pediocina. 

Para aclarar si tiene un efecto específico sobre la producción de nisina, o éste se 
debe, al menos de forma parcial, a su acción sobre la biomasa, se ensayaron, en un 
experimento adicional con las variables C, N y P en un valor codificado de —1, cuatro series 
de cultivos con valores codificados de T de: -1, -0,4, 1 y 4. Los resultados, recogidos en la 
Figura 6 indican que la acción del tampón sobre la biomasa resultó prácticamente 
insignificante, mientras que sobre la producción de nisina las diferencias llegaron a 
multiplicarse por un factor de tres. El aumento de la concentración de tampón determinó 
una caída exponencial de los títulos del antibiótico resonante con el descenso de la 
magnitud del pH. 

4.2: Cultivos en efluentes del procesado de mejillón (medio 0,5 Mil) 

Los resultados obtenidos de los cultivos sobre EPM se muestran en las Figuras 7 y 
8. También sobre este medio la glicina deprimió los niveles de biomasa de Lactococcus 
lactis sin que ello repercutiera en los títulos de nisina (Figura 7), indicando que el 
metabolito en esta ocasión no tiene carácter primario. Además, el aumento de la 
concentración de tampón estimuló, en todos los casos, la producción de nisina 
probablemente porque el pH del cultivo se situó en valores manifiestamente inferiores a 
4,5; valor de pH umbral por encima del cual la producción se detiene. 

Para el caso de la pediocina (Figura 8), tampoco la glicina fue una buena fuente de 
nitrógeno. Sin embargo, en contra de lo que sucedía sobre SL, el control del fosfato 
observado sobre la síntesis del antibiótico, apenas logró manifestarse y el aumento del 
tampón determinó, en todos los casos, una inhibición de la producción, bien por la acción 
estimulante del incremento del gradiente de pH generado en el cultivo, bien por los valores 
fmales de pH alcanzados en la incubación. 
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Figura 4. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
azúcares totales (C), nitrógeno total (N), fósforo total (P) y tampón en el medio de cultivo (T) 
sobre las producciones de nisina (BT) y biomasa (X) por Lc 1.04 en SLD. 
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Figura 5. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
azúcares totales (C), nitrógeno total (N), fósforo total (P) y tampón en el medio de cultivo (T) 
sobre las producciones de pediocina (BT) y biomasa (X) por Pc 1.02 en SLD. 

Así pues, también sobre medio 0,5 MH fue necesario aclarar el papel del tampón 
con un experimento similar al referido en el apartado anterior, confirmándose que: 

1: El efecto del tampón sobre la biomasa de Lactococcus lactis fue pequeño y sin 
relación ni con el gradiente ni con pH final de los cultivos. Sin embargo, sí se observó la 
existencia de una concentración de tampón óptima para la producción de nisina, 
probablemente relacionada con los mencionados efectos del pH. 

2: Para la pediocina, el aumento de la molaridad del tampón determinó un descenso 
exponencial de los títulos resonante con la mengua en los gradientes de pH generados 
sin que ello afectara al crecimiento. 
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Figura 6. Resultados de los cultivos de Lc 1.04 sobre SLD sin tamponar (•), y tamponado con 
biftalato-sosa a concentraciones 0,03M ( O ), 0,1 M (o) y 0,25 M (y). dpH: diferencia entre pH 
inicial y final; X*: biomasa final; BT*: bacteriocina (nisina) final. 
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Figura 7. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
azúcares totales (C), nitrógeno total (N), fósforo total (P) y tampón en el medio de cultivo (T) 
sobre las producciones de nisina (BT) y biomasa (X) por Lc 1.04 en medio 0,5MH. 
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Figura 8. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
azúcares totales (C), nitrógeno total (N), fósforo total (P) y tampón en el medio de cultivo (T) 
sobre las producciones de pediocina (BT) y biomasa (X) por Pc 1.02 en medio 0,5MH. 
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5: Efecto del tipo de fuente de nitrógeno 

Como se acaba de presentar en los apartados precedentes, tanto el SLD como el 
medio 0,5MH fueron adecuados para la producción de biomasa y bacteriocinas por parte de 
las cepas Lc 1.04 y Pc 1.02. Con todo, y pese a haber ensayado suplementos con glucosa o 
lactosa, KH2PO4  y glicina los niveles alcanzados por los antibióticos fueron siempre 
inferiores a los obtenidos sobre medio convencional MRS, revelando que las producciones 
muestran una dependencia de la composición del medio de cultivo más compleja que la 
simple búsqueda de relaciones C/N y C/P óptimas. 

De este modo, salvo el caso de la variable Tampón, los suplementos ensayados no 
mostraron en general efectos cuantitativamente relevantes, y, cuando lo fueron, resultaron 
siempre negativos sobre los niveles alcanzados por los antibióticos. Así pues, cabe calificar 
los suplementos utilizados como fuentes inadecuadas de nutrientes sobre estos medios. 

En consecuencia, un posible recurso para incrementar los títulos de bacteriocinas 
sobre SLD y 0,5MH pasaría utilizar fuentes de nutrientes de diferente naturaleza química a 
las ensayadas. En este sentido, sólo parecía realista ensayar otras fuentes de nitrógeno ya 
que, por una parte, ni los suplementos de glucosa ni de KH2PO4 representaron mejoras en la 
producción, y ello pese a estar consideradas como las mejores fuentes de carbono y fosfato 
(BARANOVA & EGOROV, 1969; DE VUYST & VANDAMME, 1992, 1993); y por otra 
el tipo de fuente de nitrógeno parece tener, además del nutricional, un papel inductor en la 
síntesis de bacteriocinas (DE VUYST, 1995) 

Por ello se realizó una nueva serie de cultivos en los que se ensayaron dos fuentes 
complejas de nitrógeno (extracto de levadura y casitona) comparando los resultados con 
fuentes simples (glicina, cloruro amónico y, adicionalmente para el caso de EPM, también 
ácido glutámico). El experimento se llevó a cabo analizando, mediante un diseño rotable de 
segundo orden, conjuntamente el papel de las fuentes de N y de carbono (lactosa con SL y 
glucosa con EPM) lo que permitió obtener también para cada caso la relación C/N óptima. 

5.1: Cultivos en suero de leche diluido (SLD) 

Los resultados que condujeron a las superficies de respuesta representadas en la 
Figuras 9 y 10 muestran en ambos casos dos tipos básicos de comportamiento de la 
producción de biomasa y bacteriocinas en función de la naturaleza de la fuente de nitrógeno 
utilizada  Así, mientras glicina y NH4C1, provocaron una disminución de las producciones, 
el extracto de levadura y la casitona las incrementaron de forma notable. Adicionalmente, 
los modelos que se obtienen cuando se utiliza extracto de levadura o casitona incluyen un 
término de segundo orden que sugiere una saturación de la respuesta para valores elevados 
de ambas fuentes. 

Dado que los gradientes de pH observados en los cultivos no explican por si solos 
las mejoras obtenidas en las bacteriocinas para el caso de las fuentes complejas de N, cabe 
pensar en que estén relacionadas con los incrementos también observados para la biomasa y 
sugieren la existencia de alguna molécula inductora que favorece la producción de biomasa 
y la de bacteriocinas de forma dependiente o no. 

Finalmente resulta interesante señalar que, tal y como se proponía al modificar la 
composición del medio de cultivo, tanto suplementado el suero con el extracto de levadura 
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como la Casitona se lograron, títulos de bacteriocinas similares o superiores a los obtenidos 
sobre medio MRS. 

5.2: Cultivos en efluentes del procesado de mejillón (medio 0,5 MH) 

También sobre este medio y para ambas bacteriocinas, los resultados obtenidos 
(Figuras 11 y 12) muestran que las fuentes de nitrógeno utilizadas afectaron las 
producciones de bacteriocina y biomasa siguiendo dos patrones diferentes, si bien se 
mantiene el hecho de que sólo las fuentes complejas favorecieron altos niveles de ambas 
variables dependientes. Con todo, las mejoras fueron mayores en los títulos del antibiótico 
que en la biomasa, lo que sugiere un efecto de algún aminoácido presente en los 
suplementos y no en el medio base que estimule en mayor medida la producción que el 
crecimiento. 

El caso del ácido glutámico ensayado en esta ocasión constituyó una excepción. Así, 
aunque para el caso del Pc 1.02 mostró un comportamiento similar al de las otras fuentes de 
N simples, para los cultivos de Lc1.04 estimuló sólo y específicamente la producción de 
biomasa, y en mucha mayor medida de lo que lo hicieron las fuentes complejas de N. A la 
vista de estos resultados, los presentados en el apartado precedente, y la composición 
aminoacídica de las fuentes complejas de N parece razonable pensar que los efectos 
positivos se deban bien a sus altos contenidos en minerales, vitaminas o los aminoácidos 
serina, cisterna y treonina que se encuentran en alta proporción y están referenciados como 
precursores específicos de la síntesis de nisina sin afectar al rendimiento celular fmal (DE 
VUYST, 1995). 

Al cabo, también sobre este medio se concluye que el suplemento con extracto de 
levaduras permite igualar e incluso superar las producciones de bacteriocinas obtenidas en 
un medio convencional como el MRS, demostrando la viabilidad de la estrategia de diseño 
de un medio de cultivo a base de efluentes residuales que abarate los costes de producción. 
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Figura 9. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
nitrógeno total (N) y de azúcares totales (C) sobre las producciones de biomasa (X) y nisina (BT) 
por Lc 1.04 en SLD. Las fuentes de nitrógeno utilizadas fueron NH4CI, glicina, extracto de 
levadura (EL) y Casitona (CT). Como fuente de carbono se utilizó lactosa. 
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Figura 10. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
nitrógeno total (N) y de azúcares totales (C) sobre las producciones de biomasa (X) y pediocina 
(BT) por Pc 1.02 en SLD. Las fuentes de nitrógeno utilizadas fueron NH4CI, glicina, extracto de 
levadura (EL) y Casitona (CT). Como fuente de carbono se utilizó lactosa. 
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Figura 11. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
nitrógeno total (N) y de azúcares totales (C) sobre las producciones de biomasa (X) y nisina (BT) 
por Lc 1.04 en medio 0,5MH. Las fuentes de nitrógeno utilizadas fueron NH4CI, glicina, ácido 
glutámico (AG), extracto de levadura (EL) y Casitona (CT). Como fuente de carbono se utilizó 
glucosa. 
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Figura 12. Superficies de respuesta mostrando el efecto de las concentraciones iniciales de 
nitrógeno total (N) y de azúcares totales (C) sobre las producciones de biomasa (X) y pediocina 
(BT) por Pc 1.02 en medio 0,5MH. Las fuentes de nitrógeno utilizadas fueron NH4CI, glicina, 
ácido glutámico (AG), extracto de levadura (EL) y Casitona (CT). Como fuente de carbono se 
utilizó glucosa. 
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6: Cultivos alimentados y realcalinizados 

En los apartados precedentes se demostró que tanto el crecimiento de Lactococcus 
lactis y Pediococcus acidilactici como la producción de sus bacteriocinas son dependientes 
de la concentración y naturaleza de las fuentes de nitrógeno, carbono y fósforo, así como 
del gradiente de pH generado en el cultivo. Además, utilizando SLD y 0,5MH 
suplementados con Casitona o extracto de levaduras se lograron mejoras en los títulos de 
bacteriocinas con respecto al MRS que pusieron de manifiesto el papel inductor de uno o 
más aminoácidos presentes en esas fuentes de nitrógeno. 

Así pues, la opción de la utilizar fuentes de nitrógeno complejas resultó una 
solución operativa al problema de la producción masiva y barata de probióticos y 
bacteriocinas a partir de efluentes de la industria alimentaria. Con todo, comparado con la 
naturaleza residual del medio de cultivo base el precio de los suplementos podría llegar, 
eventualmente a representar un coste relevante de materia prima, por lo que parecía 
razonable ensayar otras alternativas que obviasen la necesidad de usar tales suplementos. 
En este sentido la búsqueda de una modalidad operatoria diferente al proceso discontinuo 
se presentaba como una posible solución a la vista de los precedentes bibliográficos. 

En efecto, la producción en régimen de alimentación discontinua ya se había 
aplicado con éxito para la producción de metabolitos tradicionalmente clasificados como 
primarios, tales como el ácido cítrico (PINTADO, 1995), y bacteriocinas como la 
propionicina (PAIK & GLATZ, 1997) o la propi a nisina (LOPEZ, 1998). Este último autor 
además restablecía el nivel inicial de pH (saltos de pH) mediante la adición de álcali en 
cada ciclo de alimentación, de modo que conseguía prolongar sobre un medio convencional 
TGE el periodo activo y las producciones de biomasa y nisina con respecto a los cultivos 
discontinuos. 

Así pues, se ensayaron como alternativa a la suplementación con fuentes de N caras 
la realización de cultivos fed batch en fermentador de 5L sometido a realcalinizaciones 
periódicas utilizando como medio base SLD y medio 0,5MH y diferentes composiciones en 
los medios de realimentación. Los cultivos se llevaron a cabo en régimen batch durante las 
primeras 8 ó 12 horas (tiempo que es necesario en el cultivo control para la estabilización 
de la producción de biomasa, bacteriocinas y el pH; y que a su vez coincide con el inicio de 
la fase estacionaria), fijándose este mismo tiempo como periodo en los sucesivos ciclos de 
realcalinización y alimentación. Para ésta última, y con el fin de mantener constante el 
volumen del reactor y asegurar la reposición de los azúcares consumidos en cada ciclo, al 
comienzo de cada periodo, el volumen de alimentación con un medio de composición 
adecuada se igualó al volumen de muestra, de modo que, al no producirse una variación 
neta del volumen de alimentación, el proceso en alimentación discontinua se transforma en 
cuasicontinuo, de forma que se verificó que, para el volumen: 

dV O 
dt 

y para cualquier otra variable de estado: 
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dY O 
dt 

6.1: Producción de nisina sobre 0,5 MH alimentado con glucosa 

Los resultados correspondientes a un cultivo alimentado con glucosa y sometido a 
sucesivas realcalinizaciones (Figura 13) muestran un comportamiento similar al de un 
crecimiento poliáuxico, de modo que es posible diferenciar en él hasta tres fases cuya 
sucesión vino determinada por el valor alcanzado por el pH fmal del cultivo antes de cada 
realcalinización. 

1: Fase I de fermentación homoláctica. 

Esta fase se prolongó desde el inicio del cultivo hasta las 48 horas, momento en el 
que el pH final del cultivo superó el valor umbral inhibitorio de 4,5. Ello afectó 
negativamente a la biomasa que se estancó a partir de las 24 horas de incubación en un 
nivel ligeramente superior al de un cultivo batch convencional y, también, aunque en 
menor medida, a la síntesis de nisina cuya velocidad de producción descendió 
progresivamente durante este periodo. 

Por otra parte, sólo se observó, como resultado de los procesos catabólicos, 
producción de ácido láctico, incrementándose de modo constante a razón de 0,2 g/L.h. 

Los consumos de nitrógeno y fósforo evolucionaron de forma similar a la biomasa, 
con una etapa inicial de intenso ingreso seguida de una ralentización a partir de las 16 horas 
de cultivo. 

Por el contrario la glucosa se consumió a un ritmo constante de 0,23 g/L.h, de modo 
que los aportes en cada periodo de alimentación consiguieron mantener en el cultivo como 
nivel residual la concentración inicial de azúcares. 

2: Fase II de transición. 

Comprende desde el final de la fase anterior hasta las 112 horas de incubación. 
Durante este período el pH fmal antes de cada realcalinización se situó entre 4,5 y 5, 
valores que, de acuerdo con las experiencias previas, resultan adecuados para Lc 1.04. En 
efecto, tanto el crecimiento como la bacteriocina evolucionaron de forma logística, 
produciéndose en esta fase aproximadamente la mitad del total de biomasa y bacteriocina. 

Esta intensificación de la actividad metabólica estuvo acompañada de fuertes 
consumos de las fuentes de nitrógeno y fósforo, mientras que, contrariamente a lo esperado, 
el ingreso de glucosa se ralentizó respecto de la fase anterior. Tal comportamiento puede 
explicarse si durante la primera fase de fermentación homoláctica, se produjo un 
sobreconsumo de glucosa como consecuencia de un elevado gasto en mantenimiento 
metabólico necesario para compensar el estrés generado por valores inadecuados de pH en 
el cultivo. 
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Figura 13. Cultivo de Lc 1.04 sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentación con glucosa 
(240 g/L). AT, Pr, PT y NT: azúcares totales, pr oteínas, fósforo total y nitrógeno total suplementados 
(A), consumidos ( O ) y remanentes en el medio (u). X: biomasa, BT: nisina, B: 2,3-butanodiol, AL: 
ácido láctico, AA: ácido acético. I, II y III son las fases homoláctica, de transición y heteroláctica, 
respectivamente. 
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Por otra parte, dado que la concentración de glucosa se mantuvo en un nivel en 
torno a 5 g/L durante toda la incubación, es razonable pensar que existe una limitación del 
flujo de carbono a partir de la segunda mitad de la fase de transición. Ello explicaría la 
evolución hacia un comportamiento de fermentación ácido mixta o heteroláctica. Así, el 
intenso crecimiento que se produce entre las 80 y las 112 horas de cultivo (en este periodo 
se obtiene la máxima velocidad de crecimiento) daría cuenta mayoritariamente del flujo de 
carbono (intermediarios de la glucolisis incluidos) lo que conduce, a la ralentización en la 
velocidad de síntesis del ácido láctico. 

3: Fase III de fermentación heteroláctica. 

Comprende desde las 112 horas hasta el fmal del cultivo. La característica esencial 
de este periodo es el agotamiento de las fuentes de nitrógeno y fósforo, que tiene como 
consecuencia el colapso en la capacidad de recuperación del pH, la ralentización de las 
producciones de biomasa y nisina y una brusca aparición de butanodiol y acetato en el 
medio. 

El hecho de que N y P se agoten de forma simultánea dificulta la atribución a uno de 
los dos nutrientes la responsabilidad del fenómeno. 

Con el fm de clarificar si fue el nitrógeno la causa del cambio metabólico se postuló 
la siguiente hipótesis: si las proteínas fueran utilizadas como fuente de carbono, su 
agotamiento (o descenso por debajo de una concentración asimilable) reforzaría la 
mencionada limitación por flujo de carbono señalada en la fase anterior, y con ello la 
aparición de los metabolitos heterofermentativos. 

Para comprobar tal hipótesis se realizaron los balances de carbono durante el cultivo 
partiendo de la estequiometría de los productos de la fermentación heteroláctica y 
considerando el gasto de glucosa implicado en el crecimiento y en el mantenimiento 
celular. No se incluyen otros metabolitos menores (como la propia nisina) por ser su 
contribución, en términos de masa, previsiblemente despreciables. 

Procediendo de este modo se observa que (Figura 14), a excepción de un breve 
intervalo entre las 40 y las 48 horas, la glucosa suministrada no da cuenta de todo el 
carbono gastado durante la fermentación, por lo que cabe suponer que Lc 1.04 utiliza las 
proteínas también como fuente de carbono. 
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Figura 14. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Lc 1.04 
en medio 0,5MH realimentado con glucosa. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en mg N. L- 

) 

6.2: Producción de nisina sobre medio 0,5 MH alimentado con medio 10 MH 

De los resultados anteriores se deduce que sería posible mejorar los resultados 
anteriores suministrando en cada alimentación junto con la glucosa, las cantidades 
necesarias de las fuentes de nitrógeno y fósforo que eviten su agotamiento en el medio. Por 
ello, se decidió alimentar utilizando para ello un medio MH concentrado por ultrafiltración 
(medio 10MH). 

La observación detallada del proceso (Figura 15) confirma que hasta las 136 horas 
de incubación se sucedieron las tres fases referidas en el cultivo anterior, siendo similares 
tanto la evolución del pH como los perfiles de las producciones y los consumos de 
nutrientes. A partir de ese momento, se alcanzó un estado estacionario en el que se 
estabilizaron los niveles remanentes de los macronutrientes en el medio, las producciones 
de biomasa y metabolitos fueron prácticamente lineales y se mantuvo la capacidad de 
recuperación del pH manteniéndose en valores óptimos para la producción. 

Sin embargo, a excepción del fósforo cuyo consumo fue lineal una vez iniciada la 
fase heterofermentativa, el resto de los nutrientes presentaron ritmos de consumos 
diferentes en los 2/3 finales de la incubación. Así, el consumo de nitrógeno se decelera 
progresivamente probablemente debido a que, por el efecto conjunto de consumo y 
muestreo, aumenta la contribución relativa en el medio de cultivo de la ya mencionada 
fracción proteica difícilmente metabolizable (PASTRANA, 1991). Por su parte, el ingreso 
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de glucosa experimenta durante la mitad de la fermentación una aceleración que se 
corresponde con el periodo de mayor actividad metabólica (en términos de producción de 
biomasa y heterometabolitos), para reducirse ligeramente hacia el final de la fermentación 
cuando el crecimiento pasa a ser lineal. 

60 120 180 240 300 360 
 

60 120 180 240 300 360 

Horas  Horas 
Figura 15. Cultivo de Lc 1.04 sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentación con medio 
10MH. AT, Pr, PT y NT: azúcares totales, prot eínas, fósforo total y nitrógeno total suplementados 
(A), consumidos ( O ) y remanentes en el medio (u). X: biomasa, BT: nisina, Et: etanol, AL: ácido 
láctico, AA: ácido acético. I y II son las fases homoláctica y heteroláctica, respectivamente. 
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El presente experimento presenta, con todo, como diferencia metabólica 
fundamental con el anterior, la producción de etanol y la ausencia de 2,3-butanodiol en la 
fase heterofermentativa. Como en esta ocasión el catabolismo de la glucosa se intensificó al 
finalizar la etapa homofermentativa como consecuencia de la disponibilidad de N y P para 
la formación de biomasa (incrementándose con ello el consumo de NAD+), tal cambio en 
los flujos metabólicos parece estar relacionado con una mayor conversión del piruvato en 
acetil-CoA, de modo que la transformación de éste último en acético y etanol constituiría 
una vía más eficiente de regeneración de NADH. En este experimento, puede observarse 
que también en todas las ocasiones las proteínas son utilizadas, además de como fuente de 
nitrógeno, como fuente de carbono, dando cuenta, de este modo, de los déficits en el 
balance molar del carbono (Figura 16). 

Figura 16. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Lc 1.04 
en medio 0,5MH realimentado con medio 10MH. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en mg 
N. L-lh-1). 

6.3: Producción de pediocina sobre medio 0,5 MH alimentado con glucosa 

En el caso de la producción de pediocina (Figura 17) en cultivos alimentados con 
glucosa se observa la misma mencionada mejora en las producciones que en los casos 
anteriores y los siguientes fenómenos de carácter general: ondas en las producciones de 
biomasa y pediocina y los consumos de nutrientes, dos fases metabólicas: una primera fase 
homofermentativa a la que sigue otra heterofermentativa y detención del cultivo con 
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colapso en la capacidad de recuperación del pH cuando se agota el fósforo del medio de 
cultivo. 

Sin embargo, también se observan diferencias en relación con el cultivo similar del 
Lactococcus. Así, el N y P ni se agotaron simultáneamente ni describieron las ondas de 
modo sincrónico con la biomasa y la pediocina, y tampoco fue simultáneo el comienzo de 
la síntesis de los metabolitos de fase heterofermentativa. 

Antes de las 88 horas la producción de pediocina y el consumo de fósforo fueron 
prácticamente lineales. No así el consumo de nitrógeno, lo que, sin duda, repercutió en un 
incremento de la biomasa ligeramente por encima de la linealidad. Con el agotamiento del 
fósforo se detuvo la producción de láctico y se ralentizaron las de biomasa y pediocina, al 
tiempo que apareció etanol como nuevo producto heteroláctico. 

Estos hechos parecen confirmar la hipótesis señalada ya con Lactococcus de que, 
pese a tratarse también Pc 1.02 de un microorganismo homofermentativo, el desvío 
metabólico hacia rutas heterofermentativas se encuentra asociado a la existencia de 
limitaciones nutricionales (de flujo o nivel) en el medio. 

Con todo, del balance al carbono y la estequiometría del proceso que se analizará 
seguidamente (Figura 18), parece claro que el nitrógeno también interviene en el sistema de 
un modo similar al caso descrito en Lc 1.04, provocando también una limitación que regula 
"secundariamente" la síntesis del antibiótico ya que las proteínas son utilizadas 
adicionalmente como fuente de carbono. 
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Figura 17. Cultivo de Pc 1.02 sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentación con glucosa 
(240 g/L). AT, Pr, PT y NT: azúcares totales, pr oteínas, fósforo total y nitrógeno total suplementados 
(A), consumidos ( O ) y remanentes en el medio (u). X: biomasa, BT: pediocina, B: 2,3-butanodiol, 
AL: ácido láctico, Et: etanol. I y II son las fases homoláctica y heteroláctica, respectivamente. 
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Figura 18. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Pc 1.02 
en medio 0,5MH realimentado con glucosa. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en mg N.L-
ih-i).  

6.4: Producción de pediocina sobre medio 0,5 MH alimentado con medio 10 MH 

En este caso la alimentación con medio 10 MH tuvo como finalidad prevenir el 
déficit de fósforo señalado anteriormente (Figura 19). Con respecto al cultivo precedente, el 
consumo de glucosa fue inferior, el de P fue similar, mientras que los de nitrógeno y 
proteínas se incrementaron. Estos nuevos regímenes de consumo fueron sincrónicos entre 
ellos y con las producciones de biomasa y bacteriocinas que exhibieron los característicos 
"perfiles ondulados" de situaciones anteriores. 
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Horas  Horas 
Figura 19. Cultivo de Pc 1.02 sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentación con medio 
10MH. AT, Pr, PT y NT: azúcares totales, prot eínas, fósforo total y nitrógeno total suplementados 
(A), consumidos ( O ) y remanentes en el medio (u). X: biomasa, BT: pediocina, AL: ácido láctico. 

La diferencia sustancial de este cultivo con respecto a los precedentes, sin embargo, 
es que, a pesar de las variaciones en las velocidades de consumo, ello no determinó 
cambios en el metabolismo que fue, durante toda la incubación, homofermentativo. Ello se 
debe a que los consumos de N y P suaves, progresivos y probablemente balanceados 
impidieron la aparición de limitaciones de flujo de nutrientes. 

Con todo, incluso en este último caso, la fenomenología del cultivo puede explicarse 
en idénticos términos metabólicos, cinéticos y de balance de materia que en el primer 
experimento. De hecho, aplicando el razonamiento utilizado para el balance de carbono y el 
consumo de nitrógeno (Figura 20), puede observarse que también en todas las ocasiones las 

195 



A 

1E1 

30 150 1 20 

2 

o 
Ei` o 

-2 É 
-4 

6 

12 

8 z()  

4 

o 

o 60  90 
Horas 

Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

aldel~ Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004 
 

ISBN: 968-7662-68-9 

proteínas son utilizadas, además de como fuente de nitrógeno, como fuente de carbono, 
dando cuenta, de este modo, de los déficits en el balance molar del carbono. 

Figura 20. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Pc 1.02 
en medio 0,5MH realimentado con medio 10MH. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en mg 
N L-1  h-1). 

6.5: Producción de bacteriocinas sobre suero de leche 

Todo lo referido en los cultivos anteriores sobre medio de mejillón puede 
generalizarse a los casos en que se utilizó suero de leche. También se lograron incrementos 
notables en los niveles de bacteriocinas y también en esta ocasión parece existir una 
limitación por nitrógeno que determinó la aparición de un metabolismo heteroláctico en el 
caso de la nisina (Figura 21). 

Con este medio la principal diferencia es que el cultivo para producir pediocina 
(Figura 22) presentó un comportamiento heterofermentativo con producción de acético 
desde el inicio del cultivo. Además, en esta ocasión salvo un breve periodo al inicio de la 
incubación, la fuente de nitrógeno no fue utilizada como fuente de carbono (Figuras 23 y 
24), probablemente debido a su buena calidad y a su fácil metabolismo. 
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Figura 21. Cultivo de Lc 1.04 sobre SLD con escalones de pH y realimentación con SLC y lactosa 
(400 g/L). AT, Pr, PT y NT: azúcares totales, pr oteínas, fósforo total y nitrógeno total suplementados 
(A), consumidos ( O ) y remanentes en el medio (o). X: biomasa, BT: nisina, B: 2,3-butanodiol, AL: 
ácido láctico, AA: ácido acético. I y II son las fases homoláctica y heteroláctica, respectivamente. 
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Figura 22. Cultivo de Pe 1.02 sobre SLD suplementado con un 2% de extracto de levadura, con 
escalones de pH y realimentación con SLC suplementado con un 2% de extracto de levadura y 
glucosa (400 g/L). Lact, Gluc, Pr, PT y NT: lactosa, glucosa, proteínas, fósforo total y nitrógeno total 
suplementados (0), consumidos (u) y remanentes ( O ) en el medio. X: biomasa, BT: pediocina, AL: 
ácido láctico, AA: ácido acético, Et: etanol. 
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Figura 23. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Lc 1.04 
en medio SLD realimentado con medio SLC y lactosa. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en 
mg N.L-lh-1). 

Figura 24. A: Gasto correspondiente al mantenimiento y la producción de CO2 [r(m-0O2)] por Pc 1.02 
en medio SLD+2% de extracto de levadura realimentado con medio SLC+2% de extracto de 
levadura y glucosa. B: velocidad de consumo de nitrógeno (rNc en mg N.L-lh-1). 
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7: Obtención de modelos para la producción de bacteriocinas 

La elaboración de algoritmos de control eficientes de los procesos de fermentación 
exige obtener modelos matemáticos que ofrezcan un buen ajuste a los resultados 
experimentales permitiendo describir el comportamiento de los sistemas microbianos. 

En el caso de la producción de biomasa probiótica y de bacteriocinas son escasas las 
aportaciones realizadas en este ámbito y ello es debido, en gran medida a la dificultad para 
identificar las variables relevantes del sistema de las que depende ambas producciones. De 
hecho, los modelos simples, del tipo logístico para el crecimiento o de LUEDEKING & 
PIRET para la producción de bacteriocinas (LUEDEKING & PIRET, 1959) resultaron 
insatisfactorios para describir la evolución de biomasa y nisina de los microorganismos 
ensayados tanto en cultivos discontinuos como aquellos sometidos a realcalinización. 

En este sentido, recientemente, LOPEZ (1998) demostró que deben ser modificados 
para incluir el efecto de gradiente de pH artificialmente generado en los cultivos. El modelo 
propuesto por la autora parte de las siguientes consideraciones: 

1: El gradiente de pH (pH) afecta a la velocidad de crecimiento (rx) del siguiente modo: 

Rx = rx (i+ biApH);  siendo  [7.1] 

Rx: Velocidad de crecimiento (g-L -11-1) inducida por la variación del pH. 
rx: Velocidad de crecimiento (g.L-1-h-1) en cultivo a pH constante. 
b1: Constante empírica de proporcionalidad. 

De este modo, asumiendo un crecimiento logístico para rx: 

dX = rx = iX (K — X) 
dt  K 
 ; donde: [7.2] 

X: Biomasa (X0: biomasa inicial) en g/L. 
K: Biomasa máxima en g/L. 
O: Coeficiente de velocidad específica (11-1) 

transformándose el modelo [7.1] en: 

R x  =uX 

e integrando 

X = 

(K—X \  (1 +biApi-  [7.3] 

[7.4] 

K 

esta forma diferencial: 

K 
In ■. I  siendo c = 1+EX4-1(1+1:11ÁpH)ri X0 
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2: Integrando la anterior modificación que el gradiente de pH hace sobre la velocidad de 
crecimiento en el modelo de LUEDEKING & PIRET (1959), la velocidad de acumulación 
de nisina (rP en UB-mL-1•h-1) será: 

rP  = aR x  +  [7.5] 

siendo a y parámetros experimentales relacionados con el carácter primario, secundario o 
mixto del metabolito. 

Lógicamente, calculados de este modo, los parámetros del modelo logístico inicial 
(asíntota y pendiente) se transforman en aparentes. 

Cuando se aplicaron los modelos [7.4] y [7.5] a los resultados experimentales del 
capítulo 6 (Figuras 13, 15, 17, 19, 21 y 22) los ajustes obtenidos tanto para la producción de 
biomasa como para la de nisina fueron insatisfactorios, sugiriendo este hecho, que el 
modelo no recoge todas las variables relevantes del sistema. 

7.1: Un modelo para la producción de nisina sobre medio 0.5 MH 

De la observación detallada de los cultivos de Lc 1.04 sobre medio 0.5 MH (Figuras 
13 y 15) se puede observar que, al margen de otros efectos señalados, dos son los 
principales factores que influyen en el sistema. Por una parte, la producción de biomasa 
depende del ingreso de nitrógeno que, en el caso de Lc 1.04 actúa como nutriente limitante. 
Integrando este efecto en el modelo [7.4], se obtiene: 

t=t  c=c 
X = ERx  =  rx (1+1:11 ÁpHX1 +b2 rNc); siendo: 

t=o  i=0 
[7.6] 

rNc: Velocidad de consumo de nitrógeno. 

Por otra, la producción de nisina se encuentra afectada negativamente por valores de 
pH en el cultivo por debajo del intervalo 4-4,5. Introduciendo este efecto en la ecuación 
[7.5] se obtiene: 

rp  = (aR x  +(3X) 1— b'"  : donde:  [7.7] 
pH, ) 

pHd: es el valor de pH umbral en el cultivo y pHt: es el valor del pH antes de cada 
realcalinización. 

Los ajustes fueron (Figuras 25 A y B), tanto para la biomasa como para la nisina, 
satisfactorios. Los parámetros obtenidos del modelo pusieron de manifiesto, por una parte, 
que el pH umbral para la producción de nisina se sitúa en un valor ligeramente inferior a 4 
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y, por otra, confirmaron el carácter primario de la nisina (U <<O), acentuado en el caso del 
cultivo alimentado con medio MH. 

7.2: Un modelo para la producción de pediocina sobre medio 0.5 MH 

Del mismo modo que para la nisina, para construir un modelo para la producción de 
pediocina se consideró que el sistema parecía estar regulado de modo "primario" por el 
fósforo afectando a la velocidad de crecimiento y por valores de pH superiores a 4,5 que 
enlentecen su síntesis (Figuras 15 y 17). De esta forma, para describir la producción de 
biomasa por Pediococcus acidilactici en medio 0.5 MH se utilizó el siguiente modelo: 

t=t  t=t 
X = ZRx  = If  rx  (1 +1),ApHX1+ b2 rPe) ; siendo:  [7.8] 

t.°  t=0 

rPc: Velocidad de consumo de fósforo. 

Por otra parte, para describir la producción de pediocina, se utilizó el modelo [7.7]. 

La aplicación de ambos modelos a los resultados experimentales de biomasa y 
pediocina obtenidos sobre medio 0.5 MH (Figuras 15 y 19) resultó también satisfactoria 
(Figuras 26 A y B), poniéndose de manifiesto, el carácter primario de este antibiótico 
(U<< 0) y que el pH umbral para la producción de pediocina, se sitúa, tal y como se había 
observado, en un nivel alrededor de 4,5. 

7.3: Un modelo para la producción de bacteriocinas sobre suero de leche 

Sobre este medio los modelos utilizados para describir la producción de biomasa y 
nisina por Lc 1.04 fueron similares a los anteriores (modelos [7.6] y [7.7], 
respectivamente). En el caso de los cultivos de Pc 1.02, el modelo de la biomasa integró la 
dependencia del fósforo y también del nitrógeno (modelo [7.9]) y para describir la 
producción de pediocina no se consideró la existencia de un pH umbral (modelo [7.5]). 

t=t  t=t 
X = ZRx  = Z rx  (1 + bl ApHX1+ b2 rPcX1+ b2 rNc) ; 

t=0  t=0 
[7.9] 

Los resultados obtenidos (Figuras 25 C y 26 C) demostraron la adecuación de los 
modelos [7.6] y [7.9] para describir respectivamente, las producciones de biomasa por Lc 
1.04 y Pc 1.02. De la misma forma, las producciones de nisina y pediocina fueron 
adecuadamente descritas con los modelos [7.7] y [7.5], respectivamente. 
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Figura 25. Valores experimentales (símbolos) y predicciones del modelo propuesto para la 
producción de nisina sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentado con glucosa (A) y con 
medio 10MH (B) y sobre SLD (C) realimentado con SLC y lactosa. X: biomasa, BT: nisina. 
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Figura 26. Valores experimentales (símbolos) y predicciones del modelo propuesto para la 
producción de pediocina sobre medio 0,5MH con escalones de pH y realimentado con glucosa (A) y 
con medio 10MH (B) y sobre SLD + 2% EL (C) realimentado con SLC + 2% EL y glucosa. X: 
biomasa, BT: pediocina. 
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8: Estabilidad frente al pH y la temperatura. 

Una vez estudiados los factores principales que influyen en la producción de 
bacteriocinas y, después de haber obtenido resultados positivos en las experiencias de 
producción con la utilización de saltos de pH y realimentación discontinua de glucosa 
(superándose las producciones de nisina y pediocina obtenidas sobre medio MRS), parece 
razonable estudiar el comportamiento de estos antibióticos en las diferentes condiciones de 
temperatura y pH de los diferentes sistemas alimentarios en los que se pretenden aplicar. 

Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo sobre soluciones de las bacteriocinas 
ensayando conjuntamente ambas variables mediante planes factoriales de segundo orden y 
a dos tiempos de tratamiento. Los resultados mostraron (Figura 27), en general, una elevada 
estabilidad a ambas variables, siendo interesante destacar de modo particular los siguientes 
hechos: 

1: En general, la pediocina y la nisina producidas por Pc 1.02 y Lc 1.04 
respectivamente, demostraron ser más termorresistentes que el Nisaplín, especialmente a 
15 minutos. 

2: A niveles mínimos de pH, el incremento de la temperatura produce ligeras 
pérdidas en la actividad de las tres bacteriocinas ensayadas, al cabo de los primeros 5 
minutos de exposición, que se incrementan cuando el tiempo de incubación aumenta hasta 
15 minutos. 

3: En la medida que se incrementan los niveles de pH, la termoestabilidad de estas 
bacteriocinas disminuye, siendo ligeramente más estable, la nisina producida por Lc 1.04 
en los diferentes medios de cultivo. 

Así pues, en conclusión, desde un punto de vista tecnológico, la -levada estabilidad 
de las bacteriocinas las hace especialmente adecuadas para incorporarlas como aditivo a 
muchos alimentos que, en su proceso de elaboración se ven sometidos a condiciones 
extremas de pH o temperatura. 

9: Estabilidad frente a las proteasas 

Dada la naturaleza peptídico de las bacteriocinas un aspecto importante de su 
estabilidad hace referencia a la resistencia frente al ataque proteolítico. En efecto, muchos 
alimentos contienen proteasas, bien de forma natural (endógenas), como resultado de la 
contaminación microbiana o bien incorporadas durante los procesos de fabricación. La 
presencia de estas enzimas puede reducir la efectividad de la bacteriocinas cuando se 
incorporan a este tipo de alimentos. 

Con el fin de evaluar la pérdida de actividad como consecuencia de la proteolisis se 
realizaron cinéticas del proceso con cuatro enzimas diferentes comparando la estabilidad de 
diferentes soluciones de nisina y pediocina producidas en nuestro laboratorio con el 
preparado comercial Nisaplin. 
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Figura 27. Superficies de respuesta mostrando el efecto de la temperatura y el pH sobre las 
estabilidades del Nisaplin y de la nisina y pediocina producidas por Lc 1.04 y Pc 1.02 sobre medio 
MRS. 
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Los resultados (Figuras 28 y 29) mostraron que, en todos los casos, el incremento 
del tiempo de incubación produjo una disminución exponencial de la actividad de las 
bacteriocinas (asimilable a una cinética de degradación de primer orden). En el caso de la 
nisina (Figura 28) destaca el hecho -de forma similar a la disolución de Nisaplín- los 
extractos de diferentes medios de cultivo fueron menos sensibilidad frente a la papaína que 
a las restantes enzimas. 

Por su parte, la pediocina (Figura 29), producida en los diferentes medios resultó ser 
prácticamente inactivada por todas las enzimas proteolíticas ensayadas. Esta elevada 
sensibilidad a las proteasas, parece ser una característica distintiva de las pediocinas, tal 
como se recoge en la bibliografía. 

Horas 
Figura 28: Estabilidad del Nisaplín (o) y de la nisina producida por Lactococcus lactis sobre medio 
MRS ( O ), sobre medio 0,5 MH ( V ) y sobre SLD ( 0) frente a las enzimas pepsina (A), subtilisina 
(B), papaína (C) y tripsina (D). 
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Figura 29: Estabilidad del Nisaplín (o) y de la pediocina producida por Pediococcus acidilactici 
sobre medio MRS ( O), sobre medio 0,5 MH ( ) y sobre SLD ( 0) frente a las enzimas pepsina (A), 
subtilisina (B), papaína (C) y tripsina (D). 

10: Aplicación de las bacteriocinas en el desarrollo de envases activos 

Por diferentes motivos, tanto técnicos, legales como comerciales en ocasiones no es 
conveniente adicionar las bacteriocinas al alimento durante su formulación. En estos casos 
puede constituir un recurso adecuado para prolongar la vida útil de los alimentos adicionar 
la bacteriocina al material en que se envasa o con el que contacta el alimento, de forma que 
bien por contacto con el alimento o por cesión se reduzca o controle la carga microbiana de 
los alimentos. 

De los diversos procedimientos existentes para fijar bacteriocinas a los materiales de 
envasado sin duda la adsorción, basado en la ya discutida propiedad de estas proteínas a 
superficies hidrofóbicas es el de más simple operatoria. Con todo, requiere conocer, para 
cada material las propiedades y cinéticas de adsorción y con ello la máxima capacidad de 
carga del material que para cada temperatura viene dado por su isoterma. 

Los resultados (Figura 30) de las isotermas de la nisina para varias temperaturas y 
materiales muestran un diferente comportamiento. Así las correspondientes a un material 
muy hidrofóbico como el acero inoxidable presentan perfiles de Langmuir con una asíntota 
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definida, mientras que sobre celofán y PET el comportamiento se asimila a un BET con una 
fase final de ligera desorción. 
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Figura 30: Isotermas de adsorción de la nisina a 8°C ( 0), 25°C (A), 40°C (o) y 60°C (7) en 
superficies comúnmente usadas en la industria alimentaria: acero inoxidable (Al), goma, 
polietilentereftalato (PET) y celophane (Celo). Se han representado la media de los puntos 
experimentales (símbolos) con sus correspondientes desviaciones estándar (barras). 

La aplicación de estos materiales con nisina adsorbida al envasado de dos alimentos 
perecederos: carne picada y leche fresca (Figuras 31 A y B), resultó en una reducción de la 
microflora endógena de ambos productos, mostrando así que la alternativa es adecuada para 
prolongar la vida útil del producto. 
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Figura 31 (A): Evolución del conteo de bacterias totales en muestras de leche descremada envasada 
en botellas de PET tratadas con nisina (0) y sin tratar (u). (B): Evolución del conteo de bacterias 
totales en muestras de carne picada envasada en discos de celofán tratados con nisina (0) y sin 
tratar (i). Se han representado la media de los puntos experimentales (símbolos) con sus 
correspondientes desviaciones estándar (barras). 

11: Aplicación de probióticos en la alimentación de lechones 

Es práctica habitual en la formulación de piensos para la alimentación animal, el uso 
de antibióticos, bien con fines terapéuticos y profilácticos para el tratamiento o prevención 
de determinadas enfermedades infecciosas o bien con fines zootécnicos para incrementar 
los índices productivos. Sin embargo, ligado a su uso está también la aparición y desarrollo 
de cepas bacterianas resistentes a este tipo de agentes antimicrobianos (ABE & al., 1995). 
Es por esta razón que, en años recientes, se ha incrementado el interés por la utilización de 
microorganismos probióticos como alternativa al uso de antibióticos (ABE & al., 1995; 
ESTEIVE & al., 1997; DENLI & al., 2003). Las bacterias ácido lácticas pueden colonizar 
transitoriamente el intestino y sobrevivir durante el tránsito intestinal. Además, por su 
adhesión al epitelio, modifican la respuesta inmune local del hospedador (SCHIFFRIN & 
al., 1997). 

El efecto de los probióticos ha sido probado in vitro o in vivo en estados patológicos 
como diarreas, vaginitis, infecciones del tracto urinario, desordenes inmunológicos, 
intolerancia a la lactosa, hipercolesterolemia y alergia alimentaria (Mc FARLAND, 2000; 
MOMBELLI B. & GISMONDO, 2000). 
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11.1. Supervivencia de las especies Lc 1.04 y Pc 1.02 en los piensos. 

Una de las dificultades en el suministro de bacterias probióticas a los animales es 
garantizar que éstas se ingieran en un número que asegure un efecto beneficioso. Si bien el 
modo más simple de obviar esta dificultad consiste en dosificar dosis adecuadas de 
suspensiones del probiótico a cada individuo (de modo similar a como se hacen las 
vacunaciones), muchas de estas bacterias no se implantan en el intestino y hacen necesario 
repetir de forma continua la ingesta de la dosis, volviendo inviable técnicamente tal 
solución. 

En consecuencia, resulta más razonable incorporar las bacterias probióticas a los 
piensos de alimentación, aún a expensas de que la composición y baja actividad de agua de 
la matriz resultan a priori inadecuadas para la viabilidad bacteriana. Por ello, esta 
alternativa operatoria implica que para conocer la ingesta de probiótico de cada animal con 
el pienso sea necesario evaluar previamente la supervivencia de los microorganismos en 
piensos durante el almacenamiento de este producto. 

Así pues, los piensos elaborados con preparados de las dos especies probióticas (Lc 
1.02 y Pc 1.04), fueron conservados en las condiciones habituales de almacenamiento, 
evaluando la viabilidad de las bacterias lácticas con una periodicidad semanal, por 
determinación del número de unidades formadoras de colonias (UFC). Como se puede 
observar (Figura 32), tanto Lc 1.04 como Pc 1.02 mostraron una elevada viabilidad en el 
tiempo, que supera en ambos casos al 75 % de la población inicial. 

Con todo, con vistas a una futura aplicación industrial, sería necesario prolongar 
1 le y lactosa. X biomasa, BT nisina.  t  or de tiempo, con el fin de garantizar la 
funcionalidad del producto durante periodos prolongados de almacenamiento. 
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Figura 32: Datos experimentales de las viabilidades de las dos especies probióticas Lc 1.04 y Pc 
1.02, en el pienso expresadas como % logaritmo de las unidades formadoras de colonias (% 
log(UFC)). 
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11.2. Efecto de la alimentación con probióticos sobre la flora intestinal de lechones 

En principio cabe esperar que una vez ingerido el pienso probiótico, una proporción 
de las bacterias logre atravesar viva las barreras químicas y mecánicas de la parte superior 
del tracto intestinal y alcancen las zonas más distales. De acuerdo con los dos mecanismos 
de acción principales que se postulan para su acción probiótica, en tales zonas ejercerán 
exclusión competitiva desplazando a las bacterias perjudiciales allí residentes y estimularan 
el sistema inmune mejorando el estado de condición de los individuos y los índices 
productivos. 

En consecuencia, la acción probiótica de las bacterias Lc1.04 y Pc 1.02 
incorporadas a los piensos se evaluó comparando la evolución de la población de 
coliformes totales (por ser estos los microorganismos entéricos más abundantes y estar 
relacionados con desórdenes intestinales) en recto de lechones recién destetados 
alimentados con 4 tipos de piensos: suplementado con una mezcla de antibióticos, 
suplementado con el preparado de Lc 1.04, suplementado con el preparado de Pc 1.02 y sin 
suplemento adicional (control). 

Los resultados (Figura 33) muestran que, en todos los casos, se produjo una 
disminución de la microbiota coliforme con el tiempo que puede considerarse habitual en 
los lechones y que, en cualquier caso, no superó el nivel de significación. 

Con todo, merece destacar el hecho de que para todos los tiempos de muestreo, la 
serie tratada con antibiótico fue con la que se obtuvo, una disminución más intensa de los 
recuentos con respecto al control y a la serie tratadas con Lc 1.04 (Figura 33, parte 
superior). Sin embargo, los resultados obtenidos parecen confirmar que la presencia de Pc 
1.04 en los piensos induce cambios en la evolución del recuento de coliformes similares a 
los del antibiótico (Figura 33, parte inferior). 

11.3. Efecto de la alimentación con probióticos sobre los índices productivos de 
lechones 

Como se muestra en las Figuras 34 A y B, en todos los casos se observó una 
tendencia al incremento en los pesos promedios de los lechones. Aunque no se encontraron 
diferencias significativas entre los pesos promedios de los diferentes grupos de lechones, 
puede notarse que los incrementos en peso fueron ligeramente mayores en los lechones 
alimentados con los piensos prebióticos (conteniendo Pc 1.02 o Lc 1.04). 
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Figura 33: Reducción del contenido de coliformes totales (expresado como % de reducción del 
log(UFC/g de heces)) en el recto de lechones sometidos a los diferentes tratamientos. 
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Figura 34 (A): Evolución de los pesos de los lechones alimentados con pienso suplementado con Pc 
1.02 (A) y no suplementado (control, O). (B): Evolución de los pesos de los lechones alimentados 
con pienso suplementado con Lc 1.04 (a y no suplementado (control, O). 
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Modelado de la migración de los plásticos a los alimentos como un 
instrumento nuevo y de coste eficaz para la estimación de la exposición 

del consumidor a los materiales en contacto con alimentos 

Modelling of the migration from the plastics to foods as a new instrument 
with a efficient cost for estimation of the consumer exposition to the 

materials in contact with foods 
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Resumen 

El principal objetivo del proyecto es proveer una herramienta económica y 

novedosa para estimar la exposición del consumidor a las substancias químicas que migran 

desde los materiales de contacto alimentario a los alimentos. La herramienta se basa en un 

modelo de migración físico-químico que describa matemáticamente el proceso de 

migración bajo cualesquiera condiciones predecibles de contacto entre los plásticos y los 
alimentos. 
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Abstract 

The main objective of this project is to provide a novel and economic tool to 

estimate the exposition of consumers to chemical compounds that can migrate from the 

contact materials to foods. The tool is based on a physical-chemical model of migration that 
describes mathematically the process of migration under predictable conditions of contact 

between plastics and foods. 
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INTRODUCCIÓN 

Los materiales destinados a entrar en contacto con los alimentos, p.e los materiales 
plásticos, facilitan la conservación, protección y distribución de alimentos de alta calidad, 
en la catualidad siempre disponibles cuando el consumidor los necesita. Ya que los 
materiales de envasado entran intensivamente en contacto con los alimentos, es un hecho 
bien conocido, que durante este proceso, las substancias químicas son liberadas y migran 
desde los materiales de envasado a los alimentos. 

Una cuestión importa dentro de las preocupaciones de la Salud pública en la Unión 
Europea es la exposición del consumidor a sustancias químicas indeseable en la dieta. 

Los materiales en contacto con alimentos son una fuente potencial de contaminación 
y por lo tanto de especial interés para la determinación de la exposición en alimentos. 

Los estudios científicos relacionados con la migración potencial y el 
comportamiento de los materiales de envasado alimentario han demostrado que los 
procesos de difusión y migración son fi sicamente predecibles y en principio 
matemáticamente describibles. 

OBJETIVOS 

El principal objetivo del proyecto es proveer una herramienta económica y 
novedosa para estimar la exposición del consumidor a las substancias químicas que migran 
desde los materiales de contacto alimentario a los alimentos. La herramienta se basa en un 
modelo de migración físico-químico que describa matemáticamente el proceso de 
migración bajo cualesquiera condiciones predecibles de contacto entre los plásticos y los 
alimentos. 

El modelo será aplicable de dos maneras diferentes: 

1) Como una herramienta independiente para estimar la exposición relacionada con la 
migración en las condiciones marco convencionales establecidas en el sistema de 
evaluación de la legislación alimentaria europea, mediante la aplicación de un 
escenario de exposición referido al "peor caso". 

2) Conjuntamente con los datos estadísticos obtenidos respectivamente de las 
encuestas de consumo de alimentos y envases plásticos, con la fmalidad de estimar 
la exposición real o del "peor caso" del consumidor para cualquier situación de 
interés, lo cual se consigue mediante la flexibilidad de calcular la razón de 
migración en cualquier alimento, desde cualquier plástico y en cualesquiera 
condiciones de contacto. 

Un importante objetivo posterior sera investigar la aceptación social de los modelos 
de migración frente a las medidas químicas y su implicación para estimar la exposición. 
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PLAN DE TRABAJO 

Todas las tareas del proyecto se encuadran en tres secciones fundamentales. 

I. Definición y selección de los materiales a ensayar, de las substancias químicas 
modelo y de los alimentos representativos. 

II. Trabajo exhaustivo de investigación experimental para establecer el conjunto de 
datos fisico-químicos necesarios. 

III. Evaluación e implementación multidisciplinar e interactiva (expertos en química 
analítica, fisicoquímica, ciencias de la alimentación, estudios de exposición, 
representantes de los consumidores y de los productores de alimentos). 

I. DEFINICIÓN Y SELECCIÓN DE LOS MATERIALES A ENSAYAR, DE LAS 
SUBSTANCIAS QUÍMICAS MODELO Y DE LOS ALIMENTOS 
REPRESENTATIVOS 

Tarea I. 

• Selección de los films plásticos de referencia. 
• Selección de las sustancias químicas como migrantes modelo 

Se definió una lista de materiales plásticos de referencia y sustancias químicas que 
sirven respectivamente como reservorios liberadores y sustancias modelo para los estudios 
de migración. En este sentido el proyecto se beneficia de los materiales plásticos de 
referencia disponibles desde el proyecto de la UE "Specific migration". 

Un total de 5 films plásticos y 18 substancias químicas han sido definidas, de tal 
manera que el grupo de migrantes modelo seleccionados cubren un rango representativo de 
pesos moleculares así como de grupos de sustancias y polaridades, con substancias polares, 
solubles en agua y sustancias apolares. Además los migrantes modelo representan 
substancias típicas presentes en materiales de envasado, tales como monómeros residuales, 
aditivos o contaminantes. 

Tarea II. 

• Clasificación físico-química. 
• Clasificación relativa al mercado y al consumo. 

Para la selección de los alimentos, dos aspectos fueron considerados, primero una 
clasificación fisico-química teniendo en cuenta los parámetros que más decisivamente 
pueden influir en el proceso de migración, después una clasificación relacionada con el 
mercado y los datos de consumo. También fueron tenidas en cuenta otras consideraciones, 
tales como factores culturales, cambios demográficos en Europa, problemas analíticos, etc. 
Como resultado final una lista representativa de 23 alimentos/grupos de alimentos, pudo ser 
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establecidos para realizar con ellos el trabajo experimental. Los alimentos seleccionados 
fueron divididos en tres grupos principales: 

1. Alimentos acuosos y ácidos 
2. Alimentos grasos y 
3. Alimentos secos 

Los criterios de selección y la justificación de los migrantes modelo y alimentos 
están recogidos ya en el informe DI del proyecto. 

II. TRABAJO DE INVESTIGACIÓN EXPERIMENTAL PARA ESTABLECER EL 
CONJUNTO DE DATOS FÍSICO-QUÍMICOS NECESARIOS 

Tarea III. Estudio de parámetros físico-químicos, incluyendo 

• Desarrollo de métodos analíticos para la determinación cuantitativa de los 
migrantes modelo en los alimentos seleccionados y establecer el diseño 
experimental para las medidas de las cinéticas de migración. 

• Estudio de las cinéticas de migración desde los materiales plásticos a los 
alimentos para establecer los parámetros físico-químicos, así como generar 
desde los resultados una mejor comprensión de los mecanismos y propiedades 
fisico-químicas de los alimentos que influyen en los procesos de transporte de 
masa de los constituyentes de los envases en y dentro de los alimentos. 

• Procesos de transporte de masa de los constituyentes de los envases en y dentro 
de los alimentos. 

El objetivo es medir los perfiles de concentración de los migrantes modelo en los 
alimentos según progresa la migración desde la fuente a los compartimentos más internos 
de los alimentos. 

Tarea IV. Especificaciones físico-químicas de los alimentos. 

El conocimiento de las propiedades físico-químicas de los alimentos es esencial ya 
que es el alma junto con el modelo de migración para establecer una correlación entre los 
parámetros clave de la migración, los coeficientes de partición y difusión de los migrantes 
modelo, y las categorías de alimentos especificadas por sus propiedades fisico-químicas. 
De esta manera se pueden generar las bases para la representatividad y aplicabilidad 
general del modelo. 

224 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

III. EVALUACIÓN E IMPLEMENTACIÓN MULTIDISCIPLINAR E 
INTERACTIVA 

Tarea V. Desarrollo, validación y verificación del modelo de migración 

Sobre la base del comportamiento de difusión y partición de los contaminantes en 
los diferentes alimentos debe ser posible construir por una lado una matriz con los 
coeficientes de difusión lo cual da un número limitado de categorías de alimentos 
representativos y bien definidos para los cuales el modelo de migración será aplicado. 

La validación y verificación del modelo se conseguirá de dos maneras diferentes 
que incluyen los escenarios del "peor caso": 

1) Comparando los valores publicados de migración en alimentos publicados con los 
calculados por el modelo. 

2) Realizando ensayos adicionales de migración en alimentos y comparándolos 
también con los valores calculados por el modelo. 

El objetivo es disponer de un modelo de migración que permita calcular los valores 
de migración en los alimentos con un margen de seguridad suficiente, lo que significa dar 
una sobreestimación por lo menos en el 95% de los casos. Además, se establecerá una 
matriz donde los parámetros clave de la migración, los coeficientes de difusión y de 
partición estén correlacionados con un número representativo de categorías de alimentos, 
que a su vez se especifican mediante las propiedades fisico-químicas de los alimentos. Esto 
será la base para la representatividad y aplicabilidad general del modelo validado. 

Tarea VI. Demostración de la representativi dad, viabilidad y aplicabilidad del modelo 
de migración para la estimación de la exposición. 

Es de gran importancia demostrar la viabilidad y fiabilidad del modelo de 
aproximación, mediante la comparación con otras estimaciones de la exposición hechas por 
otras rutas independientes, así como conectar el proyecto con grupos de investigación sobre 
la exposición e investigar la posibilidad de hacer el modelo de migración compatible con 
los programas de computación. 

Tarea VII. Investigación de la actitud del consumidor hacia el modelado de la 
migración 

Ya que el modelado matemático de la migración es una herramienta cada vez más 
importante, es altamente interesante realizar un estudio acerca de la actitud del consumidor 
hacia tal enfoque y su percepción de los resultados y valoraciones. 

Por esta razón, la aceptación social de los modelos de migración frente a las 
medidas químicas será estudiada, llevando a cabo encuestas al consumidor e implicando a 
representantes encargados de la protección de los consumidores. 

225 





e Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

411"1111  Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

Capítulo 9 

Materiales plásticos en contacto con alimentos: desarrollo de métodos 
analíticos y estudios de cinética de migración 

Food contact plastic materials: development of analytical methods and 
study of migration kinetics 

Dra. Ana Teresa Sanches-Silva 

Universidad de Santiago de Compostela, España 
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MATERIALES PLÁSTICOS EN CONTACTO CON ALIMENTOS: 
DESARROLLO DE MÉTODOS ANALÍTICOS Y ESTUDIOS DE 

CINÉTICA DE MIGRACIÓN 

Ana Teresa Sanches-Silva*; Raquel Sendón-García; Perfecto Paseiro-Losada 
Departamento de Química Analítica, Nutrición y Bromatología, 

Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela, España 
Email: ana.teresasilva@clix.pt  

Resumen 

Cada día consumimos productos alimenticios que han estado en contacto con 

muchos tipos distintos de materiales de envasado. Todas las sustancias que son utilizadas 

en la fabricación de estos materiales, pueden representar un riesgo para el consumidor, ya 

que pueden migrar al alimento. Dentro de este contexto la Unión Europea ha financiado el 

proyecto "Foodmigrosure" para así poder establecer un modelo de migración de los 

plásticos a los alimentos de cara a estimar la exposición del consumidor a estas sustancias 

químicas. Formando parte de este proyecto, el presente trabajo describe los principales 

pasos y dificultades analíticas del proceso de optimización del método de determinación de 

un migrante modelo, así como los estudios de cinética de migración que tienen por objetivo 

obtener los valores de migración de cada sustancia para un rango de tiempo y temperaturas 

de exposición. Además las sustancias seleccionadas presentan un rango bastante amplio de 

características físico-químicas, lo que también va a permitir predecir el comportamiento de 

otras sustancias con propiedades similares. 
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FOOD CONTACT PLASTIC MATERIALS: DEVELOPMENT OF 
ANALYTICAL METHODS AND STUDY OF MIGRATION KINETICS 

Ana Teresa Sanches-Silva*; Raquel Sendón-García; Perfecto Paseiro-Losada 
Departamento de Química Analítica, Nutrición y Bromatología, 

Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela, España 
Email: ana.teresasilva@clix.pt  

Abstract 

Every day we consumed nutritional products that have been in contact with many 
different types of packaging materials. All the substances that are used in the manufacture 
of these materials can represent a risk for the consumer, since they can migrate to the food. 
Within this context the European Union has financed the project "Foodmigrosure" thus to 
be able to establish a model of migration of plastics to foods considering the exhibition of 
the consumer to these chemical substances. As part of this project, the present work 
describes the main steps and analytical difficulties of the process of optimization of the 
method for the determination of a model migrant as well as the kinetic studies of migration 
that they have by goal to obtain the values of migration of each substance in a wide rank of 
physical-chemical characteristics, which also is going to allow to predict the behaviour of 
other substances with similar properties. 
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1- INTRODUCCIÓN 

Durante las últimas décadas se ha producido un profundo cambio en los estilos de 
vida. Actualmente el consumidor ejerce una demanda creciente y selectiva, estando 
preocupado por cuestiones tales como: la seguridad de los alimentos, la nutrición, los aditivos 
y el etiquetado del producto. La búsqueda de productos de alta calidad ha promovido un 
importante crecimiento en el sector del envasado alimentario. 

Dentro de este contexto, el envasado de los alimentos es una técnica fundamental para 
conservar la calidad de los alimentos, reducir al mínimo su deterioro y limitar el uso de 
aditivos. Los materiales destinados a entrar en contacto con los alimentos (Food Contact 
Materials, FCM), como los plásticos, cumplen diversas funciones de gran importancia: 
contienen los alimentos, protegen del deterioro químico y fisico, y proporcionan un medio 
práctico para informar a los consumidores sobre los productos. Asimismo, el envase preserva 
la forma y la textura del alimento que contiene, evita que pierda sabor o aroma, prolonga el 
tiempo de almacenamiento y regula el contenido de agua o humedad del alimento. En algunos 
casos, el material seleccionado puede llegar incluso a mejorar la calidad nutricional del 
producto. 

Sin embargo hay una característica muy importante, y que se debe exigir a todos los 
envases, y es que no se produzcan interacciones con el contenido del mismo. Las modernas 
técnicas de envasado, con la utilización de nuevos materiales han solucionado muchos 
problemas de higiene pero plantean otros nuevos. Hay que asegurarse de que los materiales 
utilizados no sean tóxicos o susceptibles de interaccionar con los alimentos que van a 
contener. 

Cada día consumimos productos alimenticios que han estado en contacto con muchos 
tipos distintos de materiales de envasado. Todas las sustancias que son utilizadas en la 
fabricación de estos materiales, pueden representar un riesgo para el consumidor, ya que 
pueden migrar al alimento. Por esto, un importante aspecto relacionado con la salud pública 
que preocupa a la Unión Europea es la exposición del consumidor a sustancias químicas 
indeseables en la dieta. 

Para caracterizar el fenómeno de la migración se distingue por un lado la migración 
global, que se refiere a la suma de todos los componentes del envase que se transfieren al 
alimento y por otro la migración específica, que representa la cantidad de una sustancia 
concreta e identificable presente en el material que se transfiere al alimento bajo ciertas 
condiciones. 

Por este motivo en la Unión Europea, existe legislación de obligado cumplimiento, que 
define los límites máximos de migración global y migración específica, para envases plásticos 
en contacto con alimentos (European Communities, 2003). Las investigaciones científicas 
relacionadas con la migración potencial y con el comportamiento de los materiales de 
envasado han demostrado que la difusión y la migración pueden ser fenómenos previsibles y 
en principio descritos matemáticamente. Sin embargo la escasa información relativa al 
comportamiento de muchas sustancias potencialmente migrantes y la creciente importancia 
que tienen los temas de seguridad alimentaria ha suscitado el interés de la Unión Europea por 
el tema de los materiales plásticos en contacto con alimentos. Entre los proyectos que la Unión 
Europea ha financiado relativos a este tema está el "Foodmigrosure", el cual está, actualmente, 
siendo desarrollado en varios centros europeos de investigación. El principal objetivo de este 
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proyecto es proporcionar una herramienta novedosa y económica para la estimación de la 
exposición del consumidor a sustancias migrantes que provengan de los materiales en contacto 
con alimentos. Esta herramienta está basada en un modelo de migración fisico-química que 
describe matemáticamente los procesos de migración desde los plásticos a alimentos reales 
bajo cualquier condición de contacto previsible. 

2- DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS Y ESTUDIO DE CINETICAS DE 
MIGRACIÓN 

Dentro del plan de trabajo que establece el proyecto europeo "Foodmigrosure", 
existen tres secciones principales. La primera incluye la definición y selección de 
materiales plásticos objeto de estudio, sustancias modelo y alimentos representativos de 
cada grupo; la segunda es relativa al trabajo de investigación experimental que está 
enfocado a obtener los datos físico-químicos de los migrantes modelo seleccionados; por 
ultimo, la tercera, pretende hacer una evaluación multidisciplinar e interactiva así como 
ejecutar el trabajo. A su vez, cada sección presenta varios módulos ("workpackages"). A 
continuación se describe el trabajo que fue desarrollado por la USC en el ámbito de este 
proyecto, que hasta estos momentos está principalmente centrado en la sección 2. 

2.1- Estudio de los parámetros físico-químicos (Módulo 3) 

Incluidos en la sección 2 del plan de trabajo del proyecto existen dos módulos 
diferenciados. En el módulo que la USC ha trabajado se diferencian tres partes que son: 

3a: Desarrollo de métodos analíticos y diseño experimental para 3b & 3c. 
- 3b: Estudios de cinética de migración desde filmes plásticos a alimentos. 
- 3c: Estudios de procesos de transporte y partición de los migrantes modelo en los 

alimentos. 

Actualmente el módulo 3c está todavía en fase de desarrollo. 

2.1.1- Desarrollo de métodos analíticos y diseño experimental para 3b & 3c (Módulo 3a) 

Integrada en la primera parte del módulo 3 (3a), se ha realizado una extensa revisión 
bibliográfica de las propiedades fisicas y químicas de los migrantes seleccionados. Debido a 
que muchos de estos datos estaban incompletos, algunas de estas propiedades fueron 
evaluadas en nuestro laboratorio. 

En la figura 1 se muestra un fragmento de la tabla resumen elaborada, en la que, para 
cada sustancia se muestran los diferentes datos y las propiedades disponibles como el número 
CAS, la formula, nombre químico, peso molecular, punto de fusión y ebullición, solubilidad 
en agua y en varios solventes, estructura química, aplicabilidad, coeficiente de reparto y 
propiedades espectrales. 
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Annex L Chemic-11 and physical information of the model migrants 
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,ĵia--ww-fj)-5,-^  su U saz 

375. Vano- 
1)1m 

o 
Figura 1: Extracto de la tabla resumen de las propiedades fisico-químicas de los migrantes 

modelo. 

A continuación, se revisó la literatura teniendo en cuenta los métodos analíticos en 
polímeros, simulantes y alimentos, de manera que se obtuviese una revisión con todos los 
métodos disponibles para cada migrante (figura 2). Los resultados del estudio permiten 
concluir que la literatura, con relación a este tema, es escasa y que da más énfasis al contenido 
total del migrante en polímeros y a la migración en simulantes que a la migración en 
alimentos. Además, los métodos analíticos disponibles están aun en fase de desarrollo, no 
habiendo por eso métodos que hayan obtenido una aprobación universal. Por ultimo, se 
verificó que algunos de los protocolos encontrados en la literatura no están descritos con 
suficiente detalle de forma que permitan su repetición en otros laboratorios. Esta es una 
situación común cuando una metodología analítica se encuentra en su estado embrionario de 
desarrollo. En conclusión, actualmente, no están disponibles, protocolos analíticos para la 
determinación de gran mayoría de los migrantes potenciales. 
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Annev II. :Abstract of the revised literatuie en analytkal imthods of the model trulawutts 
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Colman: DB5-3dS, 15m x0.25annaLd,0lpitathidcness 
~Mima gap: 0.5mx 0.53 mai Ld. cleactivated with a thinfllm 
of OV-1701-0E. 
Canica gas: helium 
Floserate: 1.8 intánin 
injection mode: cae column 
lnjected vahmur 14 
Oven program: stand PC under the boiling poin of the 
solvent, 15°Chninto 150°C, 10°C/minto 310°C, lmin at 310°C. 
Detector: FM 
Detector temperature: 315°C 

HPLC-F (for triglycerides analysis) 
Equipment: Waters Alliance 2690 with &Waters 474 
fLuoresc enc e detectar 
Colman: num RP18, 150xon x4.6 MM j4 (partido size, 5kroa) 
k„,..,,,,= 282 nn; 1„„,...„,,= 308 ron 
Voluraeinjected: 104 
Moltalephase: Linear concentraban gradiaa waerfactrAninill. 
(2/8 v/v)to watalaudanilnle (1/19 v/v); ala 5 min., 100% 
4cgtinliciii4. 

IIPL e 
Colman: ~31 5 ODS 
Mobilephase: tettabyclkuttinn/ gema:di(ija (20:80) 
Flowrate: 1.5 ttarinin 
Detector: ukrariolet 
Samplevohnne: 204 
3 = 275nm 
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tmea4h, I.E. et al, 
Fosa Addriivet .and 
Conalaratnante, 2002, 
19 (2), 176-183. 

O'Brien, AP. et al, 
Food Adddives.and 
Contandaants, 1997, 
14 (6-7), 705-719. 

Figura 2: Extracto de la tabla resumen de los métodos para análisis de los migrantes modelo. 

Se realizaron varios estudios preliminares para conocer propiedades importantes que 
permitiesen evaluar la mejor estrategia para resolver los problemas analíticos. Estos incluyen, 
por ejemplo, el estudio de las propiedades ultravioleta, fluorescentes, espectroscopia de masas 
y la investigación de la posibilidad de utilización de la cromatografia gaseosa. Un extracto de 
la tabla resumen de estas propiedades se muestra en la figura 3. 
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Annex II I. Results of preliminary experiments on sone interesting properties to develop analytical procedures 

No. MOMEE.. LIK4F.AST 
Ope.rem.p.Pripeetier 

OC-FID 
111019. 

P.m. il iir  +main il 
41~5 Ph"0 

414ter 1 eoirsain váll 
ellos I velo me e+ e liv• 

• il Flo• re,,efi, Ukr.viekt MS-APCI 1...e-APCI 

1 Drn19;.10-1 lmax (e): 204 (334001 218 
(10400) 173(+000) 475. +19, 1 a 

2 17PB D ■•,E 330 
1i,41. 375 

lowc(z)...204 (47300) 232 

(105900) 344(19100) 
(45000) 313 (922 .00) 328 O .' 2 

3 ci,,,,;,,,t,11 luux (c)10 I (23700) 243 
(13000) 288(11400) 324 

(11100) 
327, 439 0 1" 

4 P!" OB lax: 371 
?Le»: 433 

104.4x (E)107 (11400) 243 
(12100) 355 (12100) 373 

(47300) 
431 .1 0  ....1 

5 ./,r44.clxxi. 31•Ax (4204 (5900) 224 
(2200) 114 ...  

6 110711090449. beapc (c).1011(27100) 251 
(19900) 183,105 Ye5 O -o 

7 rlytmai vutoymp ',USAS (c)104 (458120) 227 
(17100) 

225, 149, 319, 
177 

1+4, 121,141 
119 O 7 ,  

8 rirEA 129, 147, 241, 
250113, 371 Yes  

9 ..1.r.r,14.1. Inc. 250 
IVA; 303 

-u••••• (r):208 (14000) 247 
(13000) + 053 

10 Vt.pkalvd A lex:280 
24,141: 307 

Intax (E): 207(15000) 227 
(33500) 275 (5000 ) 327 

11 1-PA009, 1~ (c):205 (9500) 222 
(4200) 271 (1100) 1". 

12 lisamm h.. (.): 20+ (9700) 

Figura 3: Extracto de la tabla resumen de los ensayos preliminares para evaluar diferentes de 
los migrantes. 

Como resultado de este trabajo, fue posible resumir en una tabla (fig. 4) las 
recomendaciones generales para el análisis de los modelos migrantes en los alimentos. En este 
primer abordaje, se dio especial atención al tipo de solvente más indicado para el proceso de 
extracción y a la técnica analítica más apropiada paa la determinación de los migrantes en las 
matrices alimentarias. 
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Annex V. Guidelines suggested to prepare analytical procedures to determine migraras in focas 
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11'41..ctic'wjh w"l'h. 1.̀ ‘'P°1'w  "'ly'ra' f°ligwedl'Y   SEC- GPCdemupadconcentration step. Salvd dunge ifIPL C 
isued() 

atraction with polar salvado not naisckle with fa (") 

Cohmaty  peC
,  =

8  2 b
5
otoardfi1mro a C1 8. M ob

d
iephase: )c 

 b
a
y
tia n

M
d
S
ri le., Deeciont.70  28  nbyVn 475 (mit) 

2 DPDB 
Non rally Extraction with polar to non polar solvento (..) HPLC-UVar FI ("1 

Colman type C18. Mobile pitase: togrgagglIt, Detection at.7.= 
328 nm by UV gicI., ?ad = 330 atn,Wa= 315 con by 
fluaresc ente 

Fity Ea:radica with polar salvado notmisckle with fat (.1 

3 China" cab ft 

N.c.,,,  .  - 
Extraction with weekly ar non polar so/canto and cancentraion 
step. Salvar changa if HPLC is tosed (ww) 

Extractionkliktica ~polar solvento (") 
BPL C-UV or APCI (+) C..) 
Cohntmtype C18. /debite pitase: acownitiátAvater,Detectian 
at. 7.= 288amaby UV and 327 (mit) by MS 

GC-FID or MS (a) 

Patty 

Extractioax with wealsy non polar solvento FoUowed by SEC- 
GPC clan up and conadaration step. Salvad dunge if HPL C 
is used (...) 

Extraction with polla-  solvento notanisckle arida ft V, 

coi.. type pol«,,,,,th.„.... h4.,ph.,,,, rallo el), c.n.  
colman or gatitos. Mjecticamode 

Figura 4: Extracto de la tabla con las recomendaciones la determinación analítica de las 
sustancias migrantes. 

A continuación, se han desarrollado varios métodos analíticos que permiten una 
determinación cuantitativa de las sustancias modelo elegidas (migrantes) en los alimentos 
seleccionados, métodos éstos que tienen que cumplir unos criterios mínimos de aceptación. 
Estos criterios son los siguientes: los limites de detección deben estar en el rango 10 a 30 lig 
migrante/ Kg alimento; las curvas de calibración deben presentar buena linealidad (como 
mínimo r2> 0,99); los datos de los métodos deben ser precisos (la variación en la repetibilidad 
no debe ser superior a un 20%); la recuperación debe estar en el rango 60-140% cuando los 
migrantes se encuentran en los alimentos a niveles inferiores de 0,1 mg/Kg y en el rango 80-
120% cuando están en niveles superiores a 0,1 mg/Kg. En los ensayos a lo largo del tiempo las 
sustancias deben presentar una estabilidad mínima de 80%. Con base a esto, cada laboratorio 
optó por una estrategia analítica teniendo en cuenta sus recursos fisicos y humanos. 

En el laboratorio de la USC se desarrollaron los métodos analíticos para la 
determinación cuantitativa de triclosan, difenilbutadieno y BHT. El difenilbutadieno es un 
absorbedor de la luz ultravioleta, el triclosan es un agente antibacteriano y el BHT es un 
conocido antioxidante. En el proceso de optimización del método, el triclosan y el 
difenilbutadieno presentaron distinta problemática que el BHT debido a sus características 
fisico-químicas. Los métodos elegidos para cada sustancia fueron desarrollados y validados 
con éxito en tres alimentos seleccionados. 

Los tres alimentos seleccionados fueron elegidos por representar un amplio rango de 
complejidad que puede aparecer en las diferentes matrices alimentarias: zumo de naranja 
(alimento acuoso, ácido y con contenido moderado en carbohidratos), pechuga de pollo 
(alimento sólido con elevado contenido en proteínas) y queso Gouda (alimento sólido con 
elevado contenido en lípidos). Con ellos se evaluaron diferentes métodos de extracción y 
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además, otros alimentos también se testaron para evaluar posibles interferencias (compota de 
manzana, leche UHT, ketchup, cola, margarina, leche condensada, chocolate negro, pan 
tostado, harina integral, arroz y miel). La figura 5 esquematiza algunos de los ensayos 
realizados. 

Anuex VI. Extraction Procedures Assay-s 

ASSAY I ASSAY2 ASSAY3 ASSAY 4 ASSAY S 

2g sample 
+ 

6"aPfc-10/.#1. 

vortexstirring 3' 
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1 
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5m1.1~. 

/ 
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/ 
repeat e>draction with 5mL 

8~09. bnice 

/ 
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streara until 2 abl, 

1 
+ 2 "h.9.9X0 

1 
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3' 

/ 
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«4 

,Jr 
+ 5 mi 8149001 

/ 
stirring 3' 
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/ 
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ei,,,~1. t.,. 
/ 
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aireara untit 2 (94 

/ 
«trato n followed by injection in 
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/ 
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/ 
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/ 
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I,  
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/ 
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streaar unff 1 2 byk, 

II,  
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/ 
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centrifugation at 1503 rpm 3' 
i 

filtration followed by injection in 
the HPLC 
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ultrasonic stirring 3' 
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1 
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3' 
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evaporated u nde r nitrogen 
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/ 
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Figura 5: Algunos de los ensayos realizados para la optimización del procedimiento de 
extracción. 

Tomando como ejemplo el triclosan, a continuación se describen los pasos requeridos 
hasta la obtención de su protocolo analítico y para la validación del método de determinación. 

2.1.1- Triclosan  
El triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) (fig.6), de peso molecular 289,55, es 

un polvo cristalino, soluble en muchos solventes orgánicos, con baja solubilidad en agua (10 
mg/L) y con elevada lipofilicidad (log KoW (octanol-agua) = 4,76). Durante las ultimas tres 
décadas ha sido utilizado como antimicrobiano y antifúngico de largo espectro y fue 
incorporado en diversos productos de higiene personal (Slater-Radosti et al., 2001). 

HO 

Cl 
Figura 6: Estructura química del triclosan 
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Como aditivo en plásticos previene el crecimiento de microorganismos, evitando la 
formación de malos olores permitiendo así extender la vida útil del alimento. Por este motivo, 
se consideró la posibilidad de incluirlo en les materiales poliméricos en contacto con los 
alimentos (Cutter, 1999). 

Los agentes antimicrobianos incorporados en los filmes plásticos (que incluyen, por 
ejemplo, ácidos orgánicos y ésteres, enzimas y bacteriocinas) no deben originar ninguna 
alteración en el sabor del alimento o ser desactivados por los constituyentes de los alimentos. 
Asimismo, deben presentar una migración controlada y una baja concentración inhibitoria 
mínima. Hasta la actualidad, estos aún no fueron legislados en la Unión Europea.. 

Dada su representatividad en cuanto a sus características fisico-químicas, es posible 
extrapolar los resultados obtenidos con el triclosan a otras sustancias de características 
similares considerando su uso en materiales en contacto con alimentos y su comportamiento 
analítico. 

Se llevaron a cabo varios ensayos para optimizar el procedimiento de preparación de la 
muestra y las condiciones cromatográficas. Dependiendo de la composición de la matriz, el 
proceso de extracción de la muestra varía. Los alimentos con alto contenido en lípidos, como 
el queso Gouda, requieren un método más extenso de preparación de la muestra. 

Para optimizar el método, se testaron diferentes cantidades de muestra, tipos de 
homogenización y distintos solventes. El hexano fue el elegido como solvente de extracción y 
para mejorar la recuperación, el volumen de solvente y el número de extracciones también 
fueron optimizados. También se testó la agitación con vortex y ultrasonidos, pero los 
resultados obtenidos fueron mejores con agitación manual o agitación mediante un agitador 
automático. 

Con relación a la optimización de las condiciones cromatográficas, se tuvo en cuenta la 
fase móvil, flujo y temperatura de la columna. Las condiciones óptimas para conseguir una 
buena resolución se obtuvieron utilizando un gradiente de fase móvil que empieza con 
65%/35% acetonitrilo/agua, usando un flujo de 1 mL/min y termostatizando la columna a 
30°C. Las longitudes de onda usadas para determinar el triclosan fueron seleccionadas 
basándose en los picos de absorción máxima. 

Con relación a la validación del método, las curvas de calibración presentaron óptima 
linealidad en el rango de 0,1-10 pg/mL como evidencia el excelente coeficiente de correlación 
(r>0,9999). 

El límite de detección (defmido como tres veces la relación señal ruido) fue de 25 
mg/mL. Las recuperaciones, determinadas en base a 6 determinaciones para cada muestra, 
fueron satisfactorias (83-112%). 

En conclusión el método que se acaba de exponer es adecuado a la determinación de 
triclosan en alimentos en el rango 0,1-10 mg/Kg ya que satisface los requisitos mínimos 
exigidos por el proyecto. 

2.1.2- Estudios de cinética de migración desde filmes plásticos a alimentos (Módulo 3b).  

Esta sección tiene como objetivo establecer los parámetros físico-químicos (difusión 
en alimentos, Df, partición plástico/alimento Kp/f) de los ensayos de migración y de las 
cinéticas utilizando los materiales plásticos de referencia seleccionados en el módulo 1. 
Además también se intenta lograr, a partir de los resultados, un mayor entendimiento de 
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estos mecanismos y evaluar qué propiedades físico-químicas de los alimentos influyen más 
en los procesos de transporte molecular de los constituyentes del envase hacia (desde el 
material) y en (en el interior) los alimentos. 

La finalidad de la determinación de las cinéticas de migración es originar una 
situación en la que los coeficientes de difusión en el plástico sean mucho más elevados que 
en el alimento (esto significa que la difusión en el alimento sea el parámetro que limita la 
velocidad del mecanismo). Por lo tanto deben ser seleccionadas, al menos poliolefinas 
como materiales test, ya que estos son los que presentan relativamente los valores más 
elevados de coeficientes de difusión, representando así el peor contexto posible. 

Los alimentos son analizados tras el contacto con los plásticos que contienen las 
sustancias de estudio. Teniendo en consideración el número de materiales y de alimentos 
seleccionados, y tomando la temperatura a la que se realizan los ensayos como un 
parámetro variable adicional, es posible obtener una curva de cinética. Los tiempos y 
temperaturas a los que son realizados los ensayos simulan las condiciones reales (ensayos 
reales) así como las peores condiciones a que pueden ser expuestos (ensayos acelerados) 
los alimentos durante el almacenamiento. El objetivo fmal es conseguir una ecuación que 
permita extrapolar los valores de migración de cada sustancia para un rango de tiempos y 
temperaturas de exposición. Además las sustancias seleccionadas presentan asimismo, un 
rango bastante amplio de características físico-químicas, lo que también permite predecir el 
comportamiento de otras sustancias con características similares. 

Para estas determinaciones se pueden usar distintos sistemas para el contacto entre 
el material y el alimento: como por ejemplo la inmersión total, es decir sumergiendo un 
trozo del material plástico en el alimento; pouch (bolsa), que consiste en fabricar una bolsa 
con el material objeto de estudio e introducir en ella el alimento; celda, sándwich... etc. 

Como ejemplo del trabajo que se está realizando en los laboratorios de la USC se 
muestran las gráficas de los resultados obtenidos como consecuencia de la migración del 
difenilbutadieno incluido en un material plástico (Polietileno de baja densidad, LDPE) en 
zumo de naranja a diferentes temperaturas. El método para el análisis de esta sustancia está 
actualmente publicado (Sendón García et al., 2004). El dispositivo utilizado para poner en 
contacto el alimento con el material plástico fue la celda de migración, de manera que 
aproximadamente 10 g de alimento estuviesen en contacto con 0,08 dn? de material. 

En la figura 7 se muestra una gráfica obtenida a 5 °C durante 40 días. 

2.1.3- Estudios de procesos de transporte y partición de los migrantes modelo en los 
alimentos (Módulo 3c) 

Para estos estudios, aún en fase de desarrollo, se utilizará celda, la cual será 
rellenada con el alimento y en la que el alimento estará en contacto con una fuente de 
liberación de migrante. 

La celda deberá permitir retirar fmas capas del alimento expuesto y a continuación 
se cuantificará el migrante en cada capa. Las distintas capas de alimento deben dar el perfil 
de concentración del migrante en el alimento. 
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Figura 7: Migración del difenilbutadieno en zumo de naranja. 
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Capítulo 10 

Impacto de la ley de bioterrorismo en la producción y procesamiento de 
los alimentos: historia, normativas y plan de seguridad 

Impact of bioterrorism regulation in food production and processing: 
history, regulations and food security plan 

Dr. Juan L. Silva 

Mississippi State University, USA 
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IMPACT OF BIOTERRORISM REGULATION IN FOOD 
PRODUCTION AND PROCESSING: HISTORY, REGULATIONS AND 

FOOD SECURITY PLAN 

Juan L. Silva; T. Mm; S. Roberts 
Department of Food Science, Nutrition, and Health Promotion, Mississippi State 

University, Box 9805, Miss. State, MS 39762, USA 
Tel. 662-325-3200, Fax: 662-325-8728 

E-mail: jls@ra.msstate.edu  

Abstract 

The sad events of September 11, 2001 in the USA and the mad cow disease 

outbreak in Britain in 2001 (1996) have made us concentrate efforts on security, including 

agricultura! and food security. The human and economic impact of a biological or chemical 

agent in our food supply could be devastating. Both regulatory agencies and researchers 

have studied the opportunities, and many recommendations have resulted. These are being 

studied and enacted over a period of time. In the meantime, the U.S. regulating agencies 

have reported on the compliance of food imports with requirements under the law. 

However, most data points to deficiencies in the system, including the lack of or inadequate 

education and food security program in the food and agricultural sectors. This paper will 
review some of the studies and discussions, regulatory enactment and compliance, and 

possible security management plans for the food and agriculture sectors. 
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IMPACTO DE LA LEY DE BIOTERRORISMO EN LA PRODUCCIÓN 
Y PROCESAMIENTO DE LOS ALIMENTOS: HISTORIA, 

NORMATIVAS Y PLAN DE SEGURIDAD 

Juan L. Silva; T. Kim; S. Roberts 
Department of Food Science, Nutrition, and Health Promotion, Mississippi State 

University, Box 9805, Miss. State, MS 39762, USA 
Tel. 662-325-3200, Fax: 662-325-8728 

E-mail: jls@ra.msstate.edu  

Resumen 

Los eventos del 11 de Septiembre del 2001 en los Estados Unidos y los brotes de 
vacas locas en Inglaterra en el 2001, han hecho que concentremos nuestros esfuerzos en 
nuestra seguridad, incluyendo la seguridad de los alimentos. El impacto humano y 
económico de un agente biológico o químico en nuestra cadena de alimentos pude ser 
devastador. Tanto las agencias reguladoras como investigadores y otros han estudiado las 
oportunidades de un ataque terrorista resultando en un sinnúmero de recomendaciones. 
Ellas están siendo estudiadas y llevadas a la practica en un periodo de tiempo. La agencia 
Federal de Medicamentos y Alimentos de los EEUU, FDA, ha sacado un reporte sobre el 
cumplimiento de los requerimientos para alimentos importados bajo la ley de bioterrorismo. 
Muchos de los reportes y estudios concluyen que hay grandes deficiencias en el sistema, 
incluyendo la falta de programas de educación y programas de bioseguridad de los 
alimentos y rubros agrícolas. En este se discutirán algunos de los estudios y discusiones, las 
regulaciones y el cumplimiento de estas, y algunos planes que la industria puede adoptar 
para asegurar la seguridad de los alimentos y rubros agrícolas. 
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Introduction 

The tragic events of September 11, 2001, the outbreak of foot and mouth disease 
(FMD) in Britain, and other events have led to increased concerns and political focus on 
personal and agriculture security. These events let to the enactment of the Bioterrorism 
(BT) act of 2002. The major rules under this act are: 

- Registration of food facilities 
- Price notice of imported food shipments 
- Administration detection 
- Establishment and maintenance of records 
These rules affect domestic producers/ processors and importers. Along with the 

rulings have come studies on the readiness and preparedness of our institutions to cope with 
a bioterrorism act. Many scenarios have been studied with the U.S. National Academy of 
Sciences, National Research Council, NRC "Countering Agricultura! Bioterrorism" funded 
by the USDA, being the most comprehensive. The USDA- APHIS —US (Agricultura! Plant 
Health Inspection Agency- Veterinary Science) has been studying the 152 
recommendations (www.securitymanagement.com) given by the HRC. These were divided 
into seven categories. 

- National surveillance system 
- Laboratory systems 
- Exclusion activities 
- Coordinated response 

Organizational dynamics/ communication 

-  

Information technology 

-  

Veterinary accreditation 

Risks + Effects 

Biological weapons of mass destruction using agricultural products have been tested 
and used. This category of agents includes several that can be transmitted to human through 
nir, water, and/ or food. Many of these agents are retained in 450 repositories located M67 
countries (Gips, 2003) 

The economic losses due to a bioterrorism act on agriculture in the U.S. are 
estimated in the billions. Losses frozen animal disease account for 172 of protection costs 
(US$ — 17.5 billion) (ARS, 2002) and $ 30 billion per year in crop diseases (Pimentel et al. 
2000). Pathogens that cause diseases such as foot and mouth disease (FMD), rinderport, 
African Swine Fever (ASF), soybean rust, Philippine downy mildew of maize, potato wart, 
and citrus greening could be, if introduced, catastrophic for the US economy. Thus, the 
main effect of a new attack would likely be economic. 

The world trade organization, WTO, lost very few reasons for refusing import 
agricultural products, but the presence of disease is one of them. These bans have had 
serious economic import on exporting countries, including the USA, Mexico, and Canada. 
Moreover, a domino effect is experienced and the commodity producers, although not the 
source of the problem, are also affected. 
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Thus, the most important tool in fighting agricultura' bioterrorism is early, rapid detection. This coupled with education, communication, containment, response, and laboratory security should be used to prevent or minimizing on agricultural bioterrorism act. 
Evolution from extensive to intensive agriculture, breeding, vaccination, biotechnology, and globalization has decreased the natural defenses against a bioterrorist attack. Extensive monocultures such as corn, soybean, and other crops, intensive rearing of livestock (100,000 heads/ feedlot, more than one million poultry or fish per production unit) are conducive to the rapid spread of disease, leading to a catastrophe. 

Education 

Many farmers, processors, distributors, and others related to agricultura' and food production are not prepared or have a plan to counter bioterrorism. Food producers and distributors should have knowledge of the threats, how to respond and report, whom to contact, and prepare a plan to secure vulnerable points. In addition, fmancial consequences, insurance, and related points should be studied and have a plan for this. In many cases, the law states requirements that many in the food chain shall follow. Amongst these 
requirements are record keeping, thus the need for a plan and reporting problems. 

Prevention and Response 

There are steps that our national agencies have to take to counteract a bioterrorism act. Amongst these are development of counterterrorism measures, greater national and international intelligence sharing, imposing severe criminal penalties, and others. It is recognized that prevention is the best solution but there could be cases where bioterrorist attacks could not be prevented. Thus, in food and agriculture, an effective response plan 
should be developed. The heart of the response plan should be early detection. Early detection to prevent the spread of a disease or an infection is key to avoiding major human and economic losses. This early detection has to be coupled with confirmation of a diagnosis. Thus, technology has to enable us to rapidly diagnose diseased animals or plants, or to detect tampering. These technologies include analytical tools, as well as identification tools such as books with illustrations and use of spatial technology detection. Developing a list of major bioterrorist threats, detection of these, and containment procedures is key in a 
bioterrorism security management plan. In some cases, vaccines for animals and containment or eradication efforts for plant crops are needed. 

U.S. Bioterorism (BT) Act of 2002 

The Public Health Security and Bioterrorism Preparedness and Response Act of 2002 contains five titles, of which Title 3 is the most applicable to foods, plus parts of other Titles. The BT Act of 2002 requires the following: 
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• Registration of Food Facilities 
• Prior Notice of Imported Food Shipments 
• Administrative Detention 
• Establishment and Maintenance of Records 

It also includes other enforcement rules to help the agencies supplement their 
existing authority. These include debarment of individuals from importing food, marking 
and/or destroying food refused for import, records access, and commission of other federal 
officials. 

In addition to these requirements, both the USFDA and the USDA-FSIS have 
published guidelines for food processors and producers. These guidelines are intended for 
food processors to develop a Food Security Plan Management for their facilities. This plan, 
along with the requirements of the law can help food processors and their links prevent 
and/or quickly respond to a bioterrorism act. The California Department of Food and 
Agriculture has also developed a food security plan for farmers. The National Food 
Processors Association, NFPA in conjunction with the Food Marketing Institute, FMI, have 
developed a Food Security Manual for processors, distributors and retailers. These plans 
along with tracking and traceability should allow farmers and processors to react quickly to 
a threat of a bioterrorism act. One has to keep in mind that water and air/environment can 
also be tampered with, thus sources and controls for these should be in the plans. The 
regulatory agencies and others have begun to utilize risk assessment (ORM) and HACCP-
like approaches tools to study security of their facilities or as a whole. The FDA's risk 
assessment for food terrorism and other food safety concerns published October 11, 2003 
(www.cfsan.fda.gov/—dms/rabtact.html) draws upon public data to assess the vulnerability 
of our food supply. The US Centers for Diseas e Control, CDC identified and classified 
biological agents as Category A (Bacillus anthracis, Clostridium botulinum) and Category 
B (Salmonella spp., E. coli 0157:H7, etc.) and chemical agents (heavy metals, dioxin, lead, 
arsenic, etc.). They went on to characterize the hazards (magnitude of risk), assess 
exposure, and characterize the risks. 

Food Security Plan Management 

Every producer, processor, distributor, reta iler, exporter and imponer should have a 
plan of contingency to protect the food supply form terrorist acts. This plan should be 
developed following established risk and vulnerability assessment methods. Thus, use of 
ORM and VACCP (vulnerability analysis and critical control points) coupled with 
regulatory requirements and bioterrorism knowledge should lead to the development of an 
effective plan. As with any food security contingency plan, emergency contacts and 
continuous surveillance are key. The plan s hould manage risk and include education and 
screening of employees and employers, training, security of sources and materials, 
monitoring, and reporting. The FDA's guidance document is summarized in Table 1. The 
USDA has also published Security Guidelines for food Processors (www.fsis.usda.gov). 
This plan recommends the establishment of a food security management team and 
coordinator, establishment of security plan utilizing risk management, establishment of 
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corrective actions and a recall plan, establish contacts with law enforcement and analytical 
laboratories, and others similar to other plans 

FDA's Food Security and Preventive Measures Guidance (March 21, 2003, 
http://vm.cfsan.fda.gov/-dms/secguid7.html)  

This guidance is divided into five sections that relate to individual components of 
food importing operations and practices. The recommendations of the FDA under each of 
these sections are noted below. 
1. Management 

. Preparing for the possibility of tampering or other malicious, criminal, or terrorist 
actions 

. Supervision 

. Recall strategy 

. Investigation of suspicious activity 

. Evaluation program 

2. Human element staff 
Under Federal law, operators of food importing establishments are required to 

verify the employment eligibility of all new hires in accordance with the requirements of 
the Immigration and Nationality Act, by completing the INS Employment Eligibility 
Verification Form (INS Form 1-9). Completion of Form 1-9 for new hires is required by 8 
USC 1324a and nondiscrimination provisions governing the verification process are set 
forth at 8 USC 1324b. 

. Screening (pre-hiring, at hiring, post-hiring) 

. Daily work assignments 

. Identification 

. Restricted access 

. Personal items 

. Training in food security procedures 

. Unusual behavior 

. Staff health 

3. Human element public 
. Visitors (for example, contractors, supplier representatives, delivery drivers, 

customers, couriers, pest control representatives, third-party auditors, regulators, 
reporters, tours) 

4. Facility 
. Physical security 
. Storage and use of poisonous and toxic chemicals (for example, cleaning and 

sanitizing agents, pesticides) 

5. Operations 
. Incoming products 
. Storage 
. Outgoing products 
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~~Security of water and utilities 
• Security of ventilation system (where applicable) 
• Mail/packages 

•  

Access to computer systems 

In addition, emergency points of contact should be readily available to management 
and employees in order to report any suspicious activity or a security problem. These 
contacts are at the local, state/regional, and national levels, as well as the FDA and the 
USDA, and the Homeland Security contact in the USA. 

The NFPA-FMI Food Security Plan for Processors, distributors and retailers of 
foods includes an introduction on security planning, personnel screening and training, 
property security assessment, protection of proprietary and sensible information, product 
security, processing, warehousing and storage, shipping, mail handling, emergency and law 
enforcement contacts, crisis management, tampering matters, information sharing, and 
other guidelines. In addition to these, food facility registration, security records, prior 
notice, administrative detention, transportation and distribution are required by law. 

Assessment of Regulatory Compliance and Security Plans 

The US FDA has published a summary of compliance by importers on prior notice 
(revised August 2004). The FDA has been receiving about 160,000 notices per week. 
About 86% were received as additional information to that already submitted to the US 
Customs and Border Protection (US CBP). They also reported that only 0.5% of all 
importers fail to submit any prior notice. However, a small percentage of the submittals are 
incomplete, do not have a registration number or have wrong data. More important is the 
fact that some of the data turned in could be false or contain false information. The ability 
to inspect and verify this is one of the goals of the FDA. 

Impact on Trade and Costs of Implementation 

The implementation of food security guidelines carnes serious costs and trade 
consequences. The USA exported over $ 53.7 billion in agricultural and food products, 
while overseas operations of US food companies accounted for over $150 billion, in 2001. 
Imports are rising and were reported at $ 39.3 billion in 2001. Thus, any act of bioterrorism 
could be devastating to the US and global economy. Many countries have already 
experienced severe losses due to animal diseases, contaminated foods, and other cases. 
Amongst these are Britain (mad cow disease), Guatemala (raspberries with Cyclospora), 
Mexico (melons with Salmonella), and many others. Thus, costs will likely rise and have to 
be absorbed by consumers and producers alike. Trade is and will continue to be impacted 
until countries develop plans, laws, and understandings to counteract food security threats, 
just as they are with food safety. 
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E-mail: vazquezm@lugo.usc.es  

Resumen 

Los alimentos de origen marino, y en especial el pescado, son alimentos populares y 

conocidos, pero lamentablemente no se consume todo de ellos. Se suele decir que del cerdo 

se consume todo. Por desgracia, la industria de productos pesqueros está muy lejos de la 

eficiencia de la industria porcina. Por ejemplo, la producción de filetes de pescado solo 

utiliza entre 20 y un 40% del pescado inicial. El resto son las cabezas, pieles y escamas, 
órganos internos e intestinos, esqueletos de espinas y recortes de músculo que no llegan al 

tamaño comercial para ser filetes. En la primera vía de valorización de los alimentos de 

origen marino es evidente que se deben buscar alternativas para un mejor uso de todas las 

partes de esta materia prima. La producción de gelatina a partir de pieles y espinas, la 
producción de agentes floculantes a partir de escamas son posibilidades interesantes que se 

están usando. La segunda vía de valorización es la búsqueda de alternativas que permitan 

usar especies infrautilizadas como puede ser el lenguado de Alaska (Arrowtooh flounder, 

Atheresthes stomias) o la fauna de acompañamiento del camarón del golfo de México. 

Estas especies sufren una proteólisis muy rápida con lo que su carne en los procesos 
culinarios se deshace siendo desagradable para el consumidor. El desarrollo de la 
tecnología de reestructuración utilizando la enzima transglutaminasa y otros aditivos o 

tecnologías (altas presiones) permite augurar interesantes posibilidades de aplicación de 

estas especies no comerciales 
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Abstract 

Fish and shellfish are popular and known foods, but regretfully the industry is not 
using everything from them. It is said that everything can be used from pigs. The fish 
industry is very far from the efficiency of the pork producers. For example, the production 
of fish fillets only uses between 20 and 40% of the initial fish. Heads, skin, scales, guts, 
frames and trims are wastes. In a first way to give value to the seafood, it is evident that 
alternative to get a better and efficient use of the raw material should be found. The 
production of gelatin from skin and bone and the production of flocculation agents from 
scales are interesting alternatives in use. The second way to valorize seafood is the search 
of alternatives for the use of underutilized species of fish such as Arrowtooh flounder 
(Atheresthes stomias) or the fish species present in the shrimp by-catch in the Gulf de 
Mexico. These species present a very fast proteolysis in the flesh, consequently during 
cooking the flesh is disintegrated into a mass of small particles. The development of the 
restructuring technology using the enzyme transglutaminase and other additives or 
technologies (high pressure processing) permits to augur interesting possibilities of 
application for these non-commercial species. 
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Introducción 

Tradicionalmente la tecnología de productos pesqueros basa la conservación de 
estos productos en procesos de reducción de actividad de agua tales como el salado, secado, 
ahumado y en procesos de esterilización térmica (conservas). Es evidente la interrelación 
que existe entre conservación y valorización, una mejor conservación del pescado va a 
permitir un mejor aprovechamiento de los productos pesqueros. 

Entre las tecnologías alternativas de conservación no térmicas (Campos eléctricos 
pulsantes, campos magnéticos oscilantes, pulsos luminosos de alta intensidad, ultrasonidos, 
microondas y radiofrecuencias), la alta presión destaca por ser la más viable desde el punto 
de vista comercial (Téllez et al., 2001). 

Procesado por Altas Presión 

La tecnología de la alta presión, presurización o alta presión hidrostática consiste en 
la aplicación de una presión isostática elevada (entre 100 y 900 MPa) a alimentos líquidos o 
sólidos, que pueden estar empaquetados o no. La temperatura durante el proceso de 
presurización se puede controlar con lo que puede estar por debajo de 0°C o por encima de 
100°C. El tiempo del proceso puede ser de milisegundos a más de 20 minutos, aunque la 
industria prefiere procesos que no pasen de los 5 minutos. 

Los microorganismos y las enzimas se ven afectados por la presión, pero parece que 
la alta presión no afecta a los enlaces covalentes, por lo que el alimento no sufre cambios 
químicos. Por lo tanto, esta tecnología destaca sobre los procesos térmicos de conservación, 
porque a diferencia de estos, en la tecnología de alta presión hidrostática los nutrientes y el 
sabor del alimento no se ven alterados. 

Una de las operaciones más difíciles en la conservación de los alimentos es la 
inactivación de las esporas bacterianas. Aunque es posible inactivar las esporas por 
tratamientos térmicos, no es muy deseable debido a que el calor afecta a la calidad de los 
alimentos destruyendo nutrientes termolábiles. A temperatura ambiente, las esporas de las 
levaduras y mohos se inactivan fácilmente a presiones que oscilan entre 300-400 MPa. Pero 
las esporas bacterianas en muchas ocasiones resisten presiones de hasta 1000 MPa. Por lo 
tanto la búsqueda de alternativas que permitan la eliminación de estas esporas en los 
tratamientos de altas presiones es un tema de estudio muy interesante. 

El desarrollo de nuevas tecnologías de conservación, como las altas presiones 
hidrostáticas, está permitiendo avanzar también en la mejora de productos marinos que 
llevan a una valorización de los mismos. Un ejemplo de esto lo tenemos en el caso del 
desconchado de ostras asistido por altas presiones. Las proteínas del músculo abductor de 
las ostras se pueden desnaturalizar por presión con lo que se facilita su desconchado 
eliminando riesgos para el consumidor. Al mismo tiempo mejoramos la conservación de las 
ostras crudas. Las altas presiones reducen el riesgo por Vibrio con lo que se puede extender 
su conservación en refrigeración hasta tres semanas. 

Una aplicación importante de las altas presiones hidrostáticas estará en el procesado 
del salmón ahumado. El ahumado en frío del salmón no permite obtener productos libres de 
Listeria monocytogenes. En Estados Unidos la L. monocytogenes causa más de 400 muertes 
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anuales. El procesado por altas presiones del salmón ahumado permitirá reducir la 
presencia de este microorganismo. 

La combinación de procesado por altas presiones y tratamientos con 
transglutaminasa microbiana (Téllez-Luis et al., 2004) u otros aditivos permitirá obtener 
productos reestructurados de pescado o derivados del surimi con características de textura 
mejoradas, con lo que se podrá valorizar especies de pescado que no se están utilizando 
como el caso del lenguado de Alaska, Atheresthes stomias (Uresti et al., 2004). Debemos 
recordar que esta especie es con mucho la mayor reserva de pescado del golfo de Alaska, 
incluso mayor que la de Abadejo de Alaska (Regenstein, 2004). Sin embargo, no se está 
capturando debido a que al cocinar su carne se deshace, como ya hemos comentado, debido 
a la alta actividad de proteasas endógenas. 

Por lo tanto, el estudio del efecto de las altas presiones sobre las proteasas del 
pescado es una línea de investigación muy interesante, ya que podría permitir desactivarlas, 
evitando por lo tanto el efecto modori en el procesado hacia derivados del surimi o 
productos reestructurados (Morales et al., 2001). 

En los procesos térmicos de conservación se estudian dos variables operacionales 
fundamentales, tiempo y temperatura. Con el desarrollo de la tecnología de altas presiones, 
pasamos a un sistema tridimensional, donde deberemos tener en cuenta tiempo, temperatura 
y presión. Esto nos permite también pensar en el procesado de alimentos a alta presión y 
baja temperatura. Tenemos la posibilidad de la conservación de pescado en estado no 
congelado a temperaturas por debajo de 0°C. En determinadas condiciones de presión es 
posible mantener un alimento a temperaturas bajo 0°C sin congelar el agua. Por ejemplo a 
200 MPa se puede enfriar el producto bajo presión permaneciendo el agua en estado líquido 
hasta una temperatura de —20°C. Cuando se desee emplear el producto se procede en 
sentido inverso. Se calienta el producto hasta 0°C y se procede a la descompresión. Este 
proceso se ha aplicado a la conservación de frutas y carnes frescas durante semanas, 
evitando los daños por microorganismos y los daños habituales de la congelación, al mismo 
tiempo que mantiene las características naturales de los alimentos. Sería interesante estudiar 
el efecto que tendría este tratamiento en el pescado. 

Podemos pensar en la descongelación con alta presión. Al aplicar presión a un 
alimento congelado, se produce la descongelación al llegar a la temperatura de cambio de 
fase, la cual va a ser inferior a 0°C. Una vez concluida la descongelación bajo presión, se 
incrementa la temperatura por encima de 0°C y se procede a la descompresión. Este proceso 
se ha aplicado a atún y surimi congelados. Se consiguieron tiempos de descongelación 
menores que descongelando a presión atmosférica. Las altas presiones provocaron 
desnaturalización de las proteínas, con el consiguiente cambio en el color y una textura más 
dura. Algunos autores indican que estos efectos adversos pueden evitarse seleccionando 
adecuadamente las condiciones de presión y temperatura. En otros casos, esta textura más 
dura puede ser beneficiosa si partimos de productos congelados derivados de surimi de 
especies que producen geles quebradizos o débiles, siempre y cuando se mantenga una 
capacidad de retención de agua aceptable. 

Dentro de la congelación con alta presión, se engloban dos procesos en esencia 
distintos, que a menudo se confunden: la congelación asistida por presión y la congelación 
por cambio brusco de presión. 
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La congelación asistida por presión consiste en la congelación a presión constante y 
superior a la atmosférica. De esta forma se puede conseguir hielo I u otros tipos de hielo de 
menor volumen como hielo III o hielo V. El pr oceso consiste en aplicar una presión sobre 
el alimento a conservar y a continuación, manteniendo esa presión, disminuir la 
temperatura. Una vez alcanzada la congelación, se descomprime el alimento. Este proceso 
tiene la ventaja de conseguir mayores velocidades de congelación que a presión 
atmosférica. Este proceso se ha utilizado para congelar tofu, zanahorias y col china. Se 
encontró que congelando con hielo III o V se disminuían los daños histológicos y de textura 
(LeBail et al., 2002). Una peculiaridad interesante de este proceso, es que es posible 
congelar sin aplicar frío, pues a 900 MPa se puede congelar a temperatura ambiente. Podría 
ser interesante su aplicación a productos pesqueros como el surimi, en el cual se producen 
desnaturalizaciones proteicas por el frío. 

En la congelación por descompresión brusca se trata de incrementar la presión sobre 
el alimento hasta unos valores próximos a los 200 MPa. A continuación se disminuye la 
temperatura hasta valores superior a los —20°C, condiciones en las que el agua sigue en 
estado líquida. En este momento se provoca una descompresión brusca con lo que se 
produce una congelación prácticamente instantánea de un porcentaje importante del agua 
del alimento (30%), provocando una nucleación uniforme en todo el volumen del producto 
formando cristales pequeños de hielo que disminuyen los problemas habituales de la 
congelación. La gran ventaja de este proceso es la formación de cristales de hielo pequeños 
que mejora la calidad de los productos congelados, en relación con la congelación a presión 
atmosférica. Se ha aplicado con éxito este proceso a varios vegetales (patata, zanahorias, 
col china, berenjenas, melocotón y mango). Sin embargo, en productos de origen animal, la 
alta presión produce daños miofibrilares por desnaturalización de las proteínas, lo cual 
disminuye su capacidad de retención de agua. En pescado sería interesante estudiar el 
efecto de baroprotectores para evitar estas desnaturalizaciones. 

Aminas 
Las aminas biogénicamente activas están presentes en algunos alimentos, por 

ejemplo chocolate, pescado y productos de la pesca, cerveza, vino tinto y quesos 
madurados. Estas aminas desempeñan una variedad de funciones en el organismo, tales 
como la regulación de la temperatura corporal, volumen del estómago y pH. Por tanto, 
pueden tener una gran influencia en el estado de salud y bienestar. 

Algunos de estos compuestos tienen efectos beneficiosos, y se conocen como 
poliaminas naturales. Sin embargo, algunas personas son sensibles a otro tipo de aminas 
biogénicamente activas, denominadas aminas biógenas y pueden padecer trastornos 
desagradables. Los síntomas pueden ser nauseas, ahogo, sofoco, sudoración, taquicardia, 
dolor de cabeza, sarpullido, inflamación de la boca e hiper o hipotensión. En el pescado 
europeo la principal amina biógena es la cadaverina, en cambio en centro y sudamérica es 
la histamina. El contenido de estas aminas en los alimentos debería mantenerse lo más bajo 
posible. La legislación europea limita su contenido máximo a 200 mg/kg (Cinquina et al., 
2004). Incluso, en la producción de harinas de pescado para la alimentación animal, está 
controlado el contenido máximo de aminas biógenas (Pescado Nórdico < 500 mg/kg de 
Histamina+ Putrescina+Cadaverina y Pescado Sudamericano < 1000 mg/kg de 
Histamina+Putrescina+Cadaverina). 
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Por lo tanto, la presencia de aminas biógenas en pescado y productos pesqueros 
supone un riesgo toxicológico para el consumidor. Aunque su formación está condicionada 
por factores asociados a la aplicación de nuevas tecnologías tales como altas presiones 
hidrostáticas y atmósferas protectoras, apenas existen datos al respecto. Es interesante 
avanzar en el estudio de los factores tecnológicos, microbiológicos y bioquímicos que 
condicionan la formación de aminas biógenas en pescado y productos pesqueros tratados 
con estas tecnologías que se están desarrollando para la conservación de los productos 
pesqueros. 

El picado del músculo de pescado de la orden de los gadiformes (merluza, bacalao) 
acelera negativamente los cambios de textura durante la congelación. Estas especies 
contienen oxido de trimetilamina (TMAO) como osmoregulador. A temperaturas de 
refrigeración este compuesto se descompone para dar trimetilamina (TMA) que es el 
compuesto responsable del olor a descomposición del pescado. La descomposición del 
TMAO a TMA es causada por microorganismos (Timm y Jorgensen, 2002). Sin embargo, 
cuando el pescado se congela incluso a -30°C, la reacción de descomposición se produce 
igualmente dando dimetilmanina (DMA) y Formaldehido (FA). Todavía se desconoce si la 
ruta bioquímica es enzima o no. Lo importante es que aunque el DMA es menos volátil que 
el TMA y no da olor, el FA es un compuesto activo que provoca entrecruzamientos de las 
proteínas que llevan a una textura no deseable, quebradiza, que pierde agua rápidamente al 
ser mordida y que provoca una sensación de textura seca. La solución a este problema no es 
fácil, pero una adecuada resolución del mismo permitirá mejorar el uso de la congelación 
como método de conservación. 

Dentro de los subproductos de la tecnología de productos pesqueros, se debe 
destacar la producción de gelatina de pescado a partir de pieles y espinas que cuenta con 
una serie de ventajas importantes: Adecuado para dietas kosher y halal, adecuado para 
mercados preocupados por la encefalopatía espongiforme bovina, se pueden obtener 
temperaturas de gelificación más bajas que a partir de gelatina de mamíferos. 

Por último, no se debe olvidar los problemas medioambientales que generan las 
industrias pesqueras, debido a la gran producción de residuos con alta demanda de oxígeno 
que generan. Una propuesta interesante es su utilización como material de co-compostaje. 
El compostaje aunque permite una recuperación ecológica de estos residuos puede generar 
problemas de malos olores durante la aireación de las pilas de compost por la liberación de 
TMA. Para evitar esto se están obteniendo resultados interesantes con el uso de pilas 
estáticas de compostaje. 
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Resumen 

El procesamiento por alta presión (HPP, por sus siglas en inglés) de un alimento a 

temperatura de refrigeración, medio ambiente, o con calentamiento moderado, inactiva los 

microorganismos patógenos y deterioradores produciendo cambios mínimos en su calidad. 

El escalamiento de los procesos en las aplicaciones de HPP es relativamente simple, y es 

una razón importante por lo que esta tecnología alternativa de procesado es la única que ha 

llegado ya al consumidor con una variedad de nuevos productos. En este artículo, se 

describen los componentes esenciales de las unidades de HPP y se mencionan las 

diferencias principales entre las aplicaciones de bajo y alto costo comercial de esta 

tecnología. Se describen también ejemplos específicos de oportunidades comerciales 
competitivas para implementar esta tecnología innovadora. 
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HIGH PRESSURE IN THE FOOD INSDUSTRY: 
COMMERCIAL CONCERNS IN THE FOOD HIGH-PRESSURE 

PROCESSING 
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1Department of Food Science & Technology, Oregon State University 
Corvallis, OR 97331-6602. Tel: 541/737-4757; FAX: 541/737-6174 
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Abstract 

The high pressure processing (HPP) of a food using temperatures of refrigeration, 

ambiental or moderate hotting provokes inactivation of patoghen microorganisms and 

minimal changes in the quality of the food. The scale-up of the process involving HPP 

applications is relatively simple; this is the important reason because HPP is the unique 

alternative technology of food preservation that has actually products in the markets. In this 

article, the main components of the HPP units are described and the principal differences 

between high and low commercial-cost applications are mentioned. Exemples of specific 

competitive commercial oportinities to implement this new technology are given. 
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INTRODUCCIÓN 

El proceso térmico es el método tradicionalmente utilizado para lograr la estabilidad 
microbiológica de los alimentos. Aunque esta tecnología es efectiva, económica y está 
ampliamente disponible en diversas formas dentro de la industria de alimentos, en muchos 
casos su aplicación ocasiona pérdida importante en la calidad de los alimentos. En cambio, 
el procesamiento por alta presión (HPP) a temperaturas de refrigeración, medio ambiente o 
con calentamiento moderado permite la inactivación de microorganismos patógenos y 
deterioradores de alimentos con cambios mínimos en su textura, color y sabor en 
comparación con el efecto que tienen las tecnologías convencionales (Torres y Velazquez, 
2004; Velazquez, Gandhi y Torres, 2002; Ch eftel, 1995; Knorr, 1993). Un ejemplo 
ilustrativo de la diferencia entre tratamientos térmico por alta presión es el caso de un 
huevo crudo (Bridgman, 1914). Después de un tratamiento HPP el huevo gelifica en forma 
similar a un huevo cocido, sin embargo, la yema retiene el color y el sabor del huevo crudo 
y la clara se caracteriza por una apariencia más brillante y es más suave al tacto cuando se 
la compara con la del huevo que ha sido tratado térmicamente. Más aún, el anillo de sulfato 
ferroso que aparece entre la clara y la yema del huevo calentado, no aparece en el huevo 
presurizado debido a que el tratamiento de presión no produce liberación de sulfuro de 
hidrógeno (Galazka y Ledward, 1996). 

Utilizando HPP se pueden obtener hasta cinco reducciones decimales en patógenos 
importantes para la conservación de alimentos incluyendo Salmonella typhimurium, 
S. enteritidis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus 
(An, Calik, He, Adams y Morrissey, 2000; Mackey, Forestiere, Isaacs, Stenning y Brooker, 
1994; Metrick, Hoover y Farkas, 1989; Patterson, Quinn, Simpson y Gilmour, 1995; 
Stewart, Dunne, Sikes y Hoover, 1997; Styles, Hoover y Farkas, 1991). A diferencia de los 
procesos térmicos y otras tecnologías de preservación, los efectos del HPP son uniformes e 
instantáneos a través del alimento y por lo tanto independientes de la geometría y del 
tamaño del producto y del equipo. Esto ha facilitado el escalamiento de los resultados 
obtenidos en laboratorio para producción a escala comercial y también representa una 
ventaja para los procesadores comerciales cuando es necesario renovar sus equipos. 

Los componentes clave del equipo utilizado para HPP son los contenedores de alta 
presión y las bombas intensificadoras cuya función es generar la presión elevada. Es estas 
bombas el aceite a —20 MPa es inyectado en la cámara de baja presión diseñada con una 
proporción de 30:1 en área entre el pistón del aceite y la del pistón del fluido a alta presión, 
en forma similar al principio de operación de un gato hidráulico. Por lo general el medio 
presurizante es agua purificada. La configuración de este dispositivo permite generar una 
presión aproximada de 600 MPa en el contenedor de alta presión (Figura 1). Cuando el 
pistón que mueve el aceite alcanza su máximo desplazamiento posible, el sistema es 
invertido y entonces se alimenta aceite en el lado opuesto del pistón por lo que el fluido a 
alta presión sale por el lado opuesto de la bomba. 

La construcción de un contenedor de alta presión a partir de un solo bloque de 
material está limitada a un volumen de 25 L para presiones de operación inferiores a 400 
MPa (Figura 2). Para volúmenes más grandes y presiones mayores se usan tanques 
reforzados con cable de acero para construir equipos de operación confiable, segura y de 
larga duración. Por lo general, se usa la misma tecnología para la fabricación del yunque 
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que sostiene los sellos superior e inferior del contenedor (Figura 2). El reforzamiento con 
cable de acero incrementa el costo del equipo, conduciendo a una clasificación de las 
aplicaciones HPP en base a su costo dependiendo si están por abajo o por arriba la barrera 
tecnológica de --400 MPa (Figura 3). Un ejemplo de aplicaciones de bajo costo es el 
desconchado de ostras (ostiones en México) donde se requieren niveles de presión en el 
rango de 200 a 400 MPa. Por otro lado la producción de guacamole o salsa de guacamole 
con valores cercanos a 600 MPa es una aplicación de más alto costo. Una segunda barrera 
tecnológica esta ubicada a valores cercanos a 650 MPa y arriba de este nivel de presión no 
existen equipos disponibles para aplicaciones comerciales. Sin embargo, se espera que la 
siguiente generación de equipos alcance niveles de presión de 700 MPa y opere a 
temperaturas cercanas a 100 °C. Esto permitiría desarrollar futuras aplicaciones donde sea 
necesaria la inactivación de esporas bacterianas por procesos combinados de presión y calor 
(Ting, 2003). En la actualidad, los productos obtenidos por alta presión necesitan de 
refrigeración, actividad acuosa reducida o bajos valores de pH, para evitar la germinación 
de las esporas bacterianas. 

Pistón principal 

Pistón fluido de alta presión  Sello de alta presión 

Aceite de baja presión 

Figura 1. Tecnología de la bomba de alta presión (adaptada de Torres y Velásquez, 2004). 

Figura 2. Tecnología de los equipos de alta presión (adaptada de Torres y Velazquez, 2004). 
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El éxito comercial de la pasta de aguacate producida por la empresa Avomex Inc. 
estableció un estándar de calidad en los Estados Unidos para la tecnología HPP. 
Actualmente se encuentran en el mercado jugos tratados por alta presión en varios países y 
recientemente fueron introducidos en México por el Grupo Jumex. La retención de calidad 
en los productos tratados por HPP se debe a que las condiciones de presión-temperatura-
tiempo requeridas para la conservación de los alimentos producen en ellos solo ligeros 
cambios químicos, y por lo tanto, sus propiedades sensoriales y nutricionales son afectadas 
en forma mínima. Eso se debe a que las reacciones que ocurren comúnmente durante el 
tratamiento térmico no se presentan durante el tratamiento por alta presión a menos que 
exista una vía de reacción alternativa que implique la reducción del volumen inducida por 
la presión (Galazka y Ledward, 1996). Estudios realizados en Oregon State University han 
demostrado que los productos tratados por alta presión mantienen las características de un 
producto fresco de tal forma que es prácticamente imposibles distinguirlos de las muestras 
controles sin tratamiento (Shellhammer, Aleman, McDaniel y Torres, 2003). El interés del 
consumidor por los productos "frescos" puede satisfacerse con productos refrigerados; sin 
embargo, en estas condiciones de conservación la vida de anaquel es limitada, lo cual 
representa una oportunidad comercial para los alimentos tratados por alta presión. 
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Figura 3. Limites tecnológicos en los equipos para procesamiento por alta presión (HPP) (adaptada 
de Torres y Velásquez, 2004).. 

OPORTUNIDADES COMERCIALES IDEALES PARA LOS ALIMENTOS HPP 

La introducción exitosa de una nueva tecnología para la conservación de alimentos 
requiere una serie de ventajas competitivas sobre las tecnologías existentes. En el caso de 
HPP, una restricción adicional es la inversión relativamente alta de capital inicial. Esta 
desventaja disminuye cuando se opera la planta de HPP a su máxima capacidad durante 
todo el año. Debido a lo anterior, para el caso del procesamiento de materias primas 
estacionales, se requiere la identificación de una combinación de productos para aprovechar 
al máximo la inversión en el equipo HPP. En las siguientes secciones se muestran ejemplos 
específicos de las diversas oportunidades en las que HPP presenta evidentemente ventajas 
competitivas. 
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(1) Productos frescos procesados mínimamente y libres de aditivos químicos 
El ejemplo clásico de satisfacción de la demanda del consumidor por un producto 

fresco es el procesamiento por alta presión del aguacate (palta en Chile). La planta de alta 
presión de Avomex Inc. inició sus operaciones en 1996 con una unidad de alta presión con 
capacidad de 25 L para el procesado por lotes respondiendo a las necesidades de una 
cadena local de restaurantes con menú de platillos estilo mexicano. Posteriormente y 
debido a que la demanda del producto se extendió rápidamente, la empresa adquirió una 
segunda unidad de 25 L y posteriormente una unidad de 50 L equipada con un contenedor 
embobinado. En 1999, Avomex adquirió una unidad semicontinua y en el 2000 un 
contenedor embobinado de 215 L para procesamiento por lotes. El proceso de conservación 
del el guacamole requiere niveles de presión menores a 600 MPa por —1 min. El aguacate 
tratado por alta presión fue aceptado en el mercado de los Estados Unidos debido a que no 
se había satisfecho la demanda del consumidor por un producto con una vida de anaquel 
aceptable, fácil de usar y libre de aditivos químicos. 

Las ensaladas recién cortadas y refrigeradas que los consumidores demandan por 
salud, comodidad y ahorro en tiempo de preparación son otro ejemplo de mercado potencial 
para productos HPP (Pao, Petracek y Ismail, 1997). Durante el proceso de cortado y 
empacado, estos productos suelen contaminarse con Salmonella, Escherichia coli 0157:H7 
y otros patógenos de alto riesgo para el consumidor. Estos microorganismos pueden 
inactivarse con HPP sin alterar su "frescura". Estudios reportados en la literatura para este 
tipo de productos se basaron en procesos de baja presión y tiempos largos de proceso, 
comúnmente 5-15 min a — 400 MPa, reflejando las limitaciones tecnológicos de los equipos 
de laboratorio disponibles en ese tiempo (e.g., Aleman, Farkas, Torres, Wilhelmsen y 
McIntyre, 1994). Los equipos HPP disponibles actualmente operan a presiones más 
elevadas permitiendo tiempos de procesado en el rango de 1-3 min, lo que reduce 
significativamente los costos de producción (Rogers, 1999; Anónimo, 1999, 2000). Ello 
implica la necesidad de evaluar cuidadosamente tratamientos con tiempos largos como el 
de 20 min propuesto para queso fresco por Sandra et al. (2004) o los trabajos ahora 
obsoletos para estabilización por HPP de trozos de piña reportado por Aleman et al. (1994). 

En 1996, se encontró que un jugo de manzana no pasteurizado provocó un brote de 
E. coli 015:H7 afectando a siete estados del oeste de Estados Unidos y British Columbia en 
Canadá. Aunque este brote solamente afectó aproximadamente a 60 personas, la atención 
pública se enfocó en este desafortunado evento debido a que los casos de infección 
incluyeron a una niña de 2 años que sufrió de daño renal permanente y un bebe de 16 meses 
que murió de paro cardiaco y respiratorio (Anónimo, 1996). La E. coli 015:117 encontrada 
en un envase de jugo sin abrir de la empresa Odwalla fue utilizada como evidencia para 
apoyar nuevas regulaciones legales que actualmente requieren una reducción decimal de 5 
ciclos logarítmicos para los patógenos en jugos que provienen principalmente de 
contaminación fecal (Morris, 2000). Sin embargo, aún existe la demanda de jugos libres de 
tratamiento térmico y la industria de alta presión busca alternativas viables para satisfacer 
esta demanda con productos que cumplan con el nuevo requerimiento de pasterización. La 
industria de procesamiento por alta presión ha solicitado un cambio en la regulación que 
permita el etiquetado de los jugos procesados por alta presión y que se permita 
denominarlos productos "frescos" debido a que se ha demostrado, con técnicas de análisis 
sensorial, que no se pueden distinguir del jugo recién exprimido (Shellhamer et al., 2003). 
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El cambio de la etiqueta representaría una ventaja competitiva sobre la pasterización 
térmica convencional de los jugos de frutas (Anónimo, 2002). 

La inactivación de enzimas y de organismos deterioradores en jugos ha sido 
ampliamente estudiada (Parish, 1998; Goodner, Braddock y Parish, 1998). En un trabajo 
reportado por Avure Technologies, no se encontró E. coli viable durante el almacenamiento 
de jugo de manzana inoculado con una mezcla de E. coli incluyendo 015:H7 tratado a 545 
MPa por 1 min a temperatura de refrigeración y almacenado a temperatura ambiente por 2 
meses (www.fresherunderpressure.com). La inactivación de la pectinmetilesterasa 
utilizando HPP en combinación con CO2 en jugo de naranja ha sido investigada por 
Truong, Boff, Min y Shellhammer (2002). Los autores sometieron muestras de jugos 
carbonatados y no carbonatados a distintos tratamientos en el rango de 200-600 MPa de 
presión, por 30-300 s, alcanzando una temperatura de 15 a 50°C al fmal del proceso. Los 
resultados mostraron que los tratamientos con alta presión en combinación con CO2 
permiten una mayor velocidad de inactivación de la pectinmetilesterasa, pero no 
incrementan su grado de inactivación final. Shellhammer et al. (2003) examinaron los 
cambios químicos y sensoriales de jugo de manzana y jugo de naranja sin pulpa 
pasteurizados por alta presión y las determinaciones de color y niveles de antioxidantes, 
expresados como vitamina C, ORAC y FRAP, no mostraron diferencias significativas entre 
las muestras tratadas por alta presión y los controles (Figura 4). Estudios de evaluación 
sensorial utilizando la prueba triangular con 101 consumidores de jugo de manzana y 221 
consumidores de jugo de naranja demostraron que las muestras tratadas por alta presión 
fueron indistinguibles del control. Shellhammer et al. (2003) concluyeron que los jugos 
tratados por alta presión son inocuos y similares a los jugos frescos, confirmando así 
estudios previamente reportados en la literatura (Bignon, 1996; Donsi, Ferrari y di Matteo, 
1996; Cano, Hernandez y de Ancos, 1997; Nienaber y Shellhammer, 2001a,b; Post, 2001; 
Odebo, 2001; Sellahewa, 2002). 
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Figura 4. Caracterización de los jugos tratados por presión utilizando mediciones de color, vitamina 
C, ORAC y FRAP (adaptada de Shellhammer et al., 2003). 
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Una oportunidad de particular interés comercial para la industria láctea en México y 
los Estados Unidos es la posibilidad de producir queso fresco incorporando HPP para 
inactivar patógenos sin recurrir a tratamientos térmicos. En el sector industrial de alimentos 
en México, los productos lácteos representan la tercera actividad más importante y su ritmo 
de crecimiento en los últimos 6 años ha superado el 25% anual (Castro-López, 2001). En 
los Estados Unidos se ha observado un crecimiento explosivo del mercado de quesos 
"hispanos" debido al incremento en la diversidad étnica de la población y a la fuerte 
demanda de los consumidores en general por quesos con nuevos sabores y texturas (Parker, 
2002). En un censo realizado en el 2000, se estimó que de 35.3 millones de hispanos que 
residen en los Estados Unidos, 23.3 millones son mexicanos y que de la cocina hispana, la 
mexicana es la que más utiliza el queso en sus platillos. El queso fresco, de color blanco y 
textura suave, tiene un sabor moderadamente salado y no se funde cuando se calienta. Se 
usa como relleno en platillos y granulado sobre tacos, enchiladas, burritos, ensaladas y 
frutas frescas. Este queso presenta ventajas económicas pues no requiere tiempo de 
maduración y tiene un alto rendimiento (Torres y Chandan, 1981). Tradicionalmente se 
preparaba con leche no pasteurizada de vaca pero hoy en día debe elaborarse usando leche 
pasteurizada (Clark et al., 2001). En 1985, se identificaron en el condado de Los Ángeles 
en California 142 casos de infección debida al consumo de quesos frescos contaminados 
con Listeria monocytogenes (Linnan et al., 1988). En 1997, un lote de queso fresco casero 
elaborado a partir de leche no pasteurizada causó un brote de salmonelosis en el condado de 
Yakima, Washington (Bell et al., 1999; Villar et al., 1999). 

La fabricación de queso fresco se lleva a cabo por coagulación ácida o con renina y 
debido a su alto contenido de humedad tiene una corta vida de anaquel (Chandan, 1996). La 
pasteurización térmica daña propiedades importantes de la leche para la elaboración de 
queso, inactivando en particular las enzimas que participan en el desarrollo del sabor 
durante su procesamiento y almacenamiento (Fox et al., 2000). Los consumidores de queso 
fresco tradicional tienen la percepción de que las características sensoriales del producto 
elaborado con leche pasteurizada son inferiores. El tratamiento térmico de la leche asegura 
su inocuidad pero causa el desarrollo de olores y sabores no deseados, debido al incremento 
en la concentración de compuestos como aldehídos y metil-cetonas (Contarini et al., 1997). 
Se ha establecido además una alta correlación entre la producción de compuestos sulfúricos 
y el desarrollo del sabor cocido en la leche causados por el tratamiento térmico (Simon et 
al., 2001). 

Las consideraciones anteriores sugieren una oportunidad para la pasterización HPP 
en el proceso de fabricación de quesos frescos. Existe gran interés en mantener viables las 
bacterias prebióticas en el queso fresco durante almacenamiento en refrigeración hasta por 
60 días (Vinderola et al., 2000). Esto se ha demostrado para el queso fresco argentino que 
tiene un pH 6 e incluye el proceso de ultrafiltración para aumentar la concentración de 
sólidos en la leche. Ambos factores parecen ejercer un efecto protector sobre las bacterias 
probióticas pero no se conoce su viabilidad después de un tratamiento HPP y no se estudió 
si la composición, textura y sabor del queso fueron alterados por el tratamiento HPP 
(Vinderola et al., 2000). 
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(2) El efecto de procesado por alta presión es único 
El ejemplo clásico de un efecto único como resultado de un tratamiento HPP es el 

desconchado de ostras (ostiones) por presión hidrostática moderada (MHP). En 2002, 
California prohibió la venta de ostras crudas cosechadas en el Golfo de México entre Abril 
y Octubre, lo que representó una pérdida de mercado estimada en 20 millones de dólares al 
año para esta industria. Más aún, hoy en dia los establecimientos que venden ostras crudas 
deben tener visible un aviso donde se advierte sobre el peligro de consumir ostras crudas 
provenientes del Golfo de México (http://www.dhs.ca.gov/).  

El proceso de desconchado por HPP fue descubierto en 1997 y consiste en someter 
ostras vivas a presiones de 240-350 MPa por —3 min. Estos tratamientos moderados de alta 
presión desnaturalizan el músculo abductor y por ello las ostras pueden ser abiertas con un 
mínimo esfuerzo sin el daño al producto causado por el cuchillo durante el desconchado 
convencional. La simplificación del costoso y laborioso desconchado es el avance más 
importante para esta industria en los últimos 100 años (Morrissey, 2003). Más importante 
aún es la eliminación de accidentes de los operarios con los cuchillos utilizados para el 
desconchado. A ello se agrega el incremento de la vida de anaquel bajo refrigeración a tres 
semanas y la reducción del riesgo microbiano para los consumidores de ostras crudas ya 
que el desconchado por HPP inactiva los patógenos Vibrio parahaemolyticus , V vulnificus , 
V cholerae, V. cholerae no-0:1, V hollisae y V mimicus (Berlin, Herson, Hicks y Hoover, 
1999). 

Otro ejemplo de un efecto único de HPP es el tratamiento con presión hidrostática 
moderada propuesto en los trabajos de Serrano (2003) y Serrano, Velazquez, Lopetcharat, 
Ramírez y Torres (2004a,b) para acelerar el proceso de maduración necesario para el 
rallado de queso Cheddar. Tratamientos de 345 MPa por 3 ó 7 min aplicados sobre cuajada 
fresca de queso Cheddar lograron una formación inmediata de la microestructura similar a 
la que se puede observar en queso madurado (Figura 5). Estudios de microscopia 
electrónica de transmisión realizados por Torres-Mora, Soeldner, Ting, Hawes, Alemán et 
al. (1996) habían demostrado cambios similares de microestructura en queso Cheddar 
tratado a una presión de 275 MPa por 100 s (Figura 6). Las evaluaciones sensoriales de 
queso Cheddar rallado llevadas a cabo por Serrano et al. (2004a,b) demostraron que los 
tratamientos MHP mejoran sus propiedades visuales y de textura al tacto (Figura 7). Las 
ventajas observadas en queso Cheddar rallado sin madurar incluyeron una menor cantidad 
de pedazos pequeños, un incremento en la longitud promedio de la tira, un mejoramiento en 
la uniformidad de su longitud y un incremento en la suavidad de la superficie. El cambio en 
estas y otras propiedades físicas deseables sugiere que el tratamiento de presión 
desnaturaliza parcialmente las proteínas y esto lleva a la formación de un queso con una 
matriz microestructural más continua. Esta observación coincide con los resultados de 
Galazka y Ledward (1996) que encontraron que a presiones mayores de 300 MPa, muchas 
proteínas tienden a desdoblarse, promoviendo la reasociación de subunidades a partir de los 
oligomeros disociados, y por consiguiente, una desnaturalización. Los resultados de las 
investigaciones de Serrano et al. (2004a,b) sugieren que los productores de queso Cheddar 
rallado podrían utilizar un tratamiento MHP para eliminar los 30 días de maduración que se 
usan convencionalmente y obtener productos con excelentes atributos táctiles y visuales. 
Serrano et al. (2004a,b) demostraron que los tratamientos MHP son efectivos para queso 
Cheddar fabricado por dos tecnologías diferentes, cuajada agitada y cuajada molida. Esta es 
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una observación alentadora pues sugiere que los tratamientos de presión podrían acelerar la 
capacidad de rallado en otras variedades de quesos de interés comercial. Las ventajas 
económicas de esta tecnología son el ahorro de —15 dólares mensuales por cada 1000 libras 
de queso al eliminar el almacenamiento refrigerado requerido durante la maduración del 
queso Cheddar, y además por la simplificación del proceso de manufactura del queso 
rallado. La importancia de esto es que en los Estados Unidos el queso rallado representa el 
ingrediente queso con los mayores niveles de venta a consumidores, a productores de 
platillos preparados y en establecimientos de comida rápida. Se ha observado un 
comportamiento similar en diversos países, y en Alemania por ejemplo, las ventas de queso 
rallado utilizado en la preparación de pizza incrementaron en un 125 % entre 1995 y 1996, 
mientras que los quesos rallados de consumo general, principalmente Gouda y Edam, 
incrementaron sus ventas en un 91%. El rallado del queso se utiliza para cubrir una mayor 
superficie y de esta forma se obtiene el efecto culinario deseado con menor cantidad de 
queso (Apostolopoulos y Marshall, 1994). 

(a) Molido  b A•'lado 

Figura 5. Análisis de microscopia de barrido electrónico (SEM) en el día 1 para queso Cheddar 
visualizando los cambios en la microestructura del queso Cheddar inmediatamente después de la aplicación 

de tratamientos de presión moderada (adaptada de Serrano et al., 2004a,b) 
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Figura 6. Análisis de microscopia de transmisión 
electrónica (TEM) en el día 1 para queso Cheddar de 

cuajada molida visualizando los cambios en la 
microestructura del queso Cheddar inmediatamente 

después de tratamientos de presión moderada. (a y b) 
control; (c) muestra tratada a 275 MPa por 100 s 

(adaptada de Torres-Mora et al., 1996). 

Figura 7. Propiedades sensoriales visuales y de 
textura del queso Cheddar rallado a partir de cuajada 
control y tratada con presión (adaptada de Serrano, 

2003) 

Un ejemplo adicional sobre un efecto único de HPP en los alimentos es el estudio 
realizado por Sangronis et al. (2002) quienes evaluaron el efecto de la presión sobre la 
imbibición de agua, tiempos de cocción y la microestructura de los cotiledones y de la 
cubierta de los granos de frijol (Phaseolus vulgaris). Los tratamientos a 275, 410, 550 ó 
690 MPa a 25 °C por 5 min incrementaron la velocidad de imbibición de agua alcanzando 
la saturación en la mitad del tiempo necesario para la muestra control. Con estos 
tratamientos se redujeron los tiempos de cocción sin remojar en un 25% a 39% 
obteniéndose una calidad comparable al de granos remojados en agua por 3 h. Las 
fotografías con microscopía electrónica de barrido demostraron que el tratamiento por alta 
presión induce una agregación de la matriz proteica, así como un hinchamiento de las 
paredes celulares y de los gránulos de almidón. La cubierta externa pierde su suavidad y las 
capas celulares se hinchan, comportamiento similar al observado cuando los granos se 
remojan. HPP parece ser una alternativa para reducir el tiempo de preparación ya que, 
aunque la aplicación de esta nueva tecnología requiere una alta inversión inicial en la 
adquisición del equipo, los costos de operación son mucho menores cuando se comparan 
con la mayoría de los tratamientos térmicos usados para ablandar la textura de las 
leguminosas. Adicionalmente, la tecnología HPP no generaría efluentes, en contraposición 
a la gran cantidad generada por el remojo de estas legumbres. 
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(3) Productos con alto riesgo comercial para el productor debido a presencia de 
patógenos 

Existen muchos casos en los que las mejores prácticas de manufactura no logran 
producir un alimento libre de patógenos, sin embargo, el producto se mantiene en el 
mercado debido a su fuerte demanda de consumo. Por ejemplo, los productores de pescados 
y mariscos ahumados en frío no pueden garantizar la inocuidad de estos productos y 
podrían presentarse casos de contaminación con Listeria monocytogenes. Una 
preocupación adicional es que los estudios realizados por la U.S. Food and Drug 
Administration (FDA) han encontrado este patógeno en estos productos con una frecuencia 
del 17%. Este problema también se presenta con los productores de pescados y mariscos 
ahumados con el proceso tradicional debido a que los mismos estudios han encontrado una 
incidencia de 4% para L. monocytogenes (Heintz y Johnson, 1998). Las mejores practicas 
de manufactura y manejo para salmón ahumado en frío solo logran reducir la incidencia de 
L. monocytogenes a <1 ufc/g lo cual explica la razón por la cual estos productos resultan 
positivos en los procedimientos de detección utilizados por las agencies regulatorias donde 
los métodos de análisis utilizados tienen una sensibilidad de 0.04 ufc/g. Hasta la fecha no se 
han reportado casos de brotes de L. monocytogenes causados por salmón ahumado; sin 
embargo, las inspecciones realizadas por las agencias regulatorias conducen a frecuentes 
rechazos de producto lo cual representa pérdidas económicas considerables para la industria 
y el consiguiente desprestigio del procesador (Tabla 1). Este impacto podría reducirse con 
un proceso HPP y reformulación del producto con el objetivo de lograr 5 reducciones 
decimales de L. monocytogenes con un mínimo de daño a la textura del producto ahumado. 

Un ultimo ejemplo de interés industrial por la eliminación de riesgos 
microbiológicos, es la preparación de productos de pescado reestructurados a partir de 
especies poco utilizadas como es el caso del lenguado Atheresthes stomias la cual es una 
especie de bajo valor comercial debido a la presencia de altas concentraciones de proteasas 
en el músculo que no permiten su comercialización como filete fresco. La utilización de 
pescado crudo molido para crear productos reestructurados representa un riesgo de 
contaminación por la manipulación en la etapa de post-captura y procesado, incluyendo 
fileteado, molienda, solubilizacion de la proteína con sal, estructurado del producto y 
finalmente su empacado. El tratamiento HPP puede reducir la carga microbiana y al mismo 
tiempo actúa como una alternativa para inducir la gelacion de las proteínas miofibrilares sin 
la necesidad de aplicar calor y de esta forma obtener productos similares al pescado crudo. 
El tratamiento a 400-600 MPa de la pasta de lenguado permitió la obtención de productos 
con características funcionales y mecánicas aceptables (Uresti, Velazquez, Ramírez, 
Vázquez y Torres, 2004a,b,c,d). Estas condiciones de presión son suficientes para inactivar 
parásitos y la mayoría de los microorganismos patógenos y deterioradores que podrían 
contaminar este producto. 
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TABLA 1. Ejemplos de productos rechazados por contaminación microbiológica de salmón ahumado, 1999-
2004. Fuente: http://www.foodsafetynetwork.ca/,  consultada Septiembre, 2004 

Fecha Producto 
14-Jun-04 
12-May-04 
17-Mar-04 
15-Nov-03 

02-Jul-03 
08-Jun-03 
12-Abr-03 

18-Sep-02 
05-Sep-02 
04-Dic-01 
07-Mar-01 
26-Jul-00 
12-Abr-00 
12-Abr-00 
12-Abr-00 
27-Mar-00 
14-Mar-00 
10-Mar-00 
10-Mar-00 
11-Ene-00 
10-Ene-00 
10-Ene-00 
19-Sep-99 
18-Nov-99 
09-Nov-99 
23-Dic-99 
06-Abr-99 
01-Abr-99 

Salmón ahumado Catsmo Artisan Smokehouse 
Salmón ahumado Stonington Sea 
Salmón ahumado Sea Specialties Inc. 
Salmón ahumado/rebanado Nova, West Front Andrew 
Co. 
Salmón ahumado Pacific Smoking 
Salmón ahumado estilo Northwest, Pacific Seafood 
Salmón ahumado rebanado en tiras largas 
MacKnight Traditional, Rice Epicurean, y Cromarty's 
Salmón en trozos Nova, Key Food. 
Salmón ahumado rebanado Nova 
Productos congelados de salmón ahumado 
Salmón ahumado Bear Candy devuelto 
Salmón rey ahumado Jensen's devuelto 
Salmón ahumado del Atlántico Chef Daniel Boulud 
Scandinavian smoke house 
Salmón ahumado del Atlántico Chef Daniel Boulud 
Salmón ahumado escocés Craigellachie 
Salmón tradicionalmente ahumado con roble Grants 
Smoked Captain (Royal Baltic, Ltd.) 
Salmón ahumado Imperial Style 
Salmón fino escocés ahumado Highland crest 
Salmón ahumado estilo Imperial European 
Royal Baltic Ltd of New York company 
Blue Ribbon Smoked Fish Co. 
Salmón ahumado del Atlántico Kendell Brook 
Tuv Taam Corp. of Brooklyn 
Royal Baltic Ltd 
Perona Farms 
Perona Farms of Andover 

(4) Productos termolabiles de alto valor agregado 
Los compuestos funcionales o biológicamente activos se han convertido en un 

mercado muy importante debido al creciente interés del consumidor. Las ventas de 
suplementos, alimentos funcionales, nutracéuticos y artículos naturales continúan 
expandiéndose, creando una oportunidad de venta estimada en $42,000 millones de dólares 
a nivel mundial. La creciente desconfianza de que si nuestra dieta satisface todas nuestras 
necesidades nutricionales, y el interes por mejorar nuestra calidad fisica de vida, son 
factores importantes que aseguran el crecimiento continuo en la demanda de estos 
productos. En 1994, el 70% de las mujeres creían que sus dietas cubrían sus demandas 
nutricionales, porcentaje que bajó al 46% en 2000. Al mismo tiempo, el porcentaje de 
personas que creen necesitar adicionar nutrientes a sus dietas incrementó de 54% en 1994 a 
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70% en 2000 (Multi-Sponsor Surveys 2001, Princeton, NJ). La tecnología HPP es capaz de 
responder al reto de lograr productos para este mercado con cuenta microbiana baja y libre 
de patógenos sin alterar el contenido de compuestos con actividad biológica. 

CONCLUSIONES 

El procesamiento por alta presión (HPP) es la única tecnología alternativa de 
procesado que ha llegado al consumidor con una variedad de nuevos productos y en este 
trabajo se presentan numerosas oportunidades que se han comercializado y muchas otras 
que representan nuevas oportunidades para la industria de alimentos. Es importante resaltar 
que la adopción de una tecnología innovadora depende de los beneficios al consumidor, las 
ventajas que represente para el productor y también de la situación general de la economía. 
Keith Long, de la firma de inversionistas Otter Creek Partners, expresó en 2003 que HPP es 
una tecnología prometedora pues hay en ella una gran potencialidad, aunque permanece la 
pregunta fundamental de como comercializarla dentro de una situación económica en la que 
los inversionistas han estado renuentes a proveer los recursos necesarios debido a la 
situación económica mundial de los últimos años. El futuro de esta tecnología depende 
también del éxito de los fabricantes de equipos para solucionar una serie de retos 
tecnológicos y obtener equipos con bajos costos de operación, de alta confiabilidad y con 
nuevas capacidades tecnológicas. En este sentido, este futuro es prometedor pues la nueva 
generación de equipos permitirá procesos de presión a temperaturas elevadas, pero 
inferiores a las de esterilización convencional, con lo que se espera lograr la inactivación de 
esporas bacterianas. Todas estas condiciones permitiran desarrollar alimentos estables a 
temperatura ambiente sin necesidad de la refrigeración para su distribución comercial. 
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Resumen 

Aunque el procesado de alimentos por alta presión es la única tecnología alternativa 
de conservacion que ha llegado al consumidor con una amplia gama de nuevos productos, 

es necesaria mas investigación para desarrollar las herramientas necesarias en la 

formulacion de productos y optimizacion de procesos. Para ello se requiere de un 

conocimiento más preciso del mecanismo de inactivación de las enzimas y 

microorganismos en los alimentos causada por la presurización, sola o combinada con otros 

factores como calor, pH, aditivos químicos y microorganismos competidores. Este artículo 
revisa en forma crítica los trabajos más recientes para generar esta información enfatizando 

particularmente la investigación que se lleva a cabo en Oregon State University. 
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HIGH PRESSURE IN THE FOOD INSDUSTRY: 
CURRENT CHALLENGE OF RESEARCH IN 
THE FOOD HIGH-PRESSURE PROCESSING 

Gonzalo Velazquezl' 2, Pedro Vázquez' y J. Antonio Torres'*  
1Department of Food Science & Technology, Oregon State University 
Corvallis, OR 97331-6602. Tel: 541/737-4757; FAX: 541/737-6174 

2Departamento de Ciencia y Tecnología de Alimentos, U.A.M. Reynosa-Aztlán 
Universidad Autónoma de Tamaulipas, Apdo. Postal 1015, Reynosa, Tamaulipas, 88700 

México. (Dirección en USA: PMB 374, 501 N. Bridge St., Hidalgo, TX 78557) 
E-mail.  J_Antonio.Torres@oregonstate.edu  

Abstract 

High pressure processing (HPP) is the only food preservation technology that has 

reached consumers with a variety of innovative products; however, there is still a need for 

further research to develop tools that the food industry could use to formulate products and 
optimize processes. Achieving this goal will require knowing the mechanism of 

inactivation of enzymes and microorganisms induced by pressure treatments alone or with 

the assistance of other factors such as heat, pH, chemical additives and introduction of a 

competitive microflora. This article presents a critical review of the most recent efforts to 

generate this information with a particular emphasis on the research being conducted at 
Oregon State University. 
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INTRODUCCIÓN 

Los tratamientos térmicos son el método más utilizado para estabilizar 
microbiológicamente los alimentos. Aunque esta tecnología es efectiva, económica y 
muchas veces existe capacidad de proceso disponible en exceso en las plantas comerciales, 
las temperaturas elevadas tienen efectos no deseados sobre la calidad del alimento. Además 
existe una fuerte demanda en los mercados de países desarrollados por productos 
minimamente procesados y conservados sin uso de aditivos químicos (Torres y Velazquez, 
2004). En comparación con las tecnologías convencionales de conservación de alimentos, 
el procesamiento por alta presión (HPP, por sus siglas en inglés), a temperaturas de 
refrigeración, medio ambiente o con calentamiento moderado, inactiva los 
microorganismos patógenos y deterioradores de alimentos con un mínimo de cambios en su 
textura, color y sabor (Velazquez, Vázquez y Torres, 2004; Velazquez, Gandhi y Torres, 
2002; Cheftel, 1995; Knorr, 1993). Al utilizar HPP se pueden alcanzar hasta cinco 
reducciones decimales en patógenos incluyendo Salmonella typhimurium, S. enteritidis, 
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Vibrio parahaemolyticus (An, Calik, He, 
Adams y Morrissey, 2000; Mackey, Forestiere, Isaacs, Stenning y Brooker, 1994; Metrick, 
Hoover y Farkas, 1989; Patterson, Quinta, Simpson y Gilmour, 1995; Stewart, Dunne, Sikes 
y Hoover, 1997; Styles, Hoover y Farkas, 1991). A diferencia de los procesos térmicos y 
otras tecnologías de conservación, los efectos de la presión son uniformes e instantáneos a 
través del alimento y por lo tanto son independientes de la geometría, del tamaño del 
equipo y del alimento. Esto ha facilitado la implementación industrial de los resultados 
obtenidos en el laboratorio. 

La conservación de la calidad y frescura de los alimentos tratados por presión se 
debe a que las condiciones presión-temperatura-tiempo que se usan ocasionan solo ligeros 
cambios químicos por lo que no afectan sus propiedades sensoriales y nutricionales. 
Diversos trabajos de investigación han confirmado las excelentes características de los 
productos HPP por lo que en muchos casos es prácticamente imposible distinguirlos de los 
controles sin tratamiento. Ejemplos de estos estudios son las evaluaciones sensoriales de 
prueba triangular utilizando 101 consumidores de zumo de manzana y 221 consumidores de 
zumo de naranja (Shellhammer, Aleman, McDaniel y Torres, 2003). El trabajo mencionado 
demostró que las muestras tratadas por alta presión fueron indistinguibles de los controles 
confirmando estudios previamente reportados en la literatura (Bignon, 1996; Donsi, Ferrari 
y di Matteo, 1996; Cano, Hernández y de Ancos, 1997; Nienaber y Shellhammer, 2001a,b; 
Post, 2001; Odebo, 2001; Sellahewa, 2002). Sin embargo, para la distribución de los 
productos HPP en el mercado se necesita refrigeración, actividad acuosa (aw) reducida o 
bajo pH para prevenir la germinación de esporas bacterianas, las cuales no son inactivadas 
con las condiciones presión-temperatura-tiempo que son posibles en equipos comerciales 
disponibles en la actualidad. A pesar de ello, HPP es la única tecnología alternativa de 
procesado que puede ofrecer una gran variedad de nuevos productos a los consumidores. 

La introducción exitosa de una nueva tecnología demanda ventajas competitivas 
sobre las tecnologias existentes, evaluacion cuidadosa de los efectos sobre los factores de 
calidad e investigaciones rigurosas para obtener modelos que permitan desarrollar procesos 
HPP capaces de lograr la inactivación microbiológica necesaria. Los modelos desarrollados 
deben considerar el efecto de los componentes del alimento y de las condiciones 
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ambientales sobre los factores que determinan su inocuidad y calidad (Seyderhelm, 
Boguslawski, Michaelis y Knorr, 1996; Oxen y Knorr, 1993). A continuación se resume el 
estado actual de los conocimientos sobre la aplicación de HPP en la conservación de 
alimentos. 

Mecanismos de inactivación bacteriana 
La tecnología HPP inactiva los microorganismos al interrupir las funciones 

celulares responsables de la reproducción y supervivencia, sin necesidad de utilizar 
temperaturas elevadas (Figura 1). Esta teoria del efecto de la presión hidrostática sobre los 
microorganismos comienza a ser respaldada por los estudios mecanísticos que han sido 
reportados en la literatura. HPP altera las membranas celulares en las bacterias y de esta 
forma afecta a los procesos de transporte celulares relacionados con la obtención de 
nutrientes y la liberación de desechos celulares. La presencia de compuestos del líquido 
intracelular en el fluido de suspensión extracelular después de un tratamiento de presión 
demuestra que cuando las células se someten a condiciones de presión se dañan las 
membranas (Shimada, Andou, Naito, Yamada, Osumi y Hayashi, 1993). El daño a las 
membranas ocurre después de la muerte celular, sugiriendo que las mediciones de 
exclusión de colorantes utilizadas para detectar este efecto de la presión pueden ser usadas 
para la caracterización de la inactivación microbiana por presión (Ulmer, Gaenzle y Vogel, 
2000). 

Figura 1. Efecto de la presion hidrostatica en las funciones celulares 
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El conocimiento de los mecanismos de daño por presión hidrostática y de 
reparación celular podría llevar al desarrollo de nuevas aplicaciones para HPP (Chilton, 
Isaacs, Manas y Mackey, 2001; Hauben, Wuytack, Soontjens y Michiels, 1996). Por 
ejemplo, la lisis de bacterias iniciadoras causada por HPP, libera proteasas intracelulares 
que podrían ser aplicadas en la producción de quesos madurados. Malone, Shellhammer y 
Courtney (2002) sugieren que la pérdida de viabilidad, los cambios en morfología y el 
aumento de la actividad de la hidrolasa de la pared celular causada por alta presión puede 
causar daño físico y lisis en Lactococcus lactis. Por medio de microscopia de transmisión 
electrónica se ha demostrado que los tratamientos a 300 MPa producen este tipo de daño en 
las cepas L. lactis subsp. cremoris MG1363 y SK11 frecuentemente utilizadas en la 
elaboración de queso. Las suspensiones celulares tratadas a 200 o 300 MPa no presentaron 
diferencias significativas comparadas con el control, mientras que las suspensiones tratadas 
a presiones mayores de 400 MPa presentaron una disminución en la actividad de la 
hidrolasa de la pared celular. Sin embargo, las células tratadas a 100 MPa liberaron 
azúcares reductores en una cantidad significativamente mayor que cualquiera de las otras 
muestras, sugiriendo que este nivel de presión activa la hidrolasa de la pared celular o 
aumenta la accesibilidad de la enzima a la pared celular. 

Los efectos de HPP en las proteínas de la membrana de Salmonella typhimurium 
fueron estudiados por Ritz, Freulet, Orange y Federighi (2000). Los patrones de 
electroforesis de las membranas exteriores en las bacterias sin tratamiento revelaron la 
existencia de 3 proteínas mayores y 12 menores, sin embargo, después del tratamiento por 
alta presión solamente se pudieron identificar 2 proteínas mayores. Bajo condiciones 
ácidas, una de estas proteínas mayores fue más resistente a la presión sugiriendo la 
existencia de una conformación más estable a pH reducido. Los resultados observados 
sugieren que un mejor conocimiento del comportamiento de las proteínas de las membranas 
bacterianas sometidas a presiones bajo diferentes condiciones de pH o a,„, podría llevar 
hacia el desarrollo efectivo de nuevas aplicaciones para la tecnología HPP. 

El tratamiento de Leuconostoc mesenteroides por 5 min a 345 MPa y 25 °C alteró 
las membranas celulares modificando su permeabilidad (Kalchayanand, Frethem, Dunne, 
Sikes y Ray, 2002). Este daño redujo el potencial de gradiente a través de la membrana 
limitando la síntesis celular de ATP, lo cual activó la autólisis de las paredes celulares. 
Microorganismos sometidos a 400 MPa por 10 min a pH 5.6 en solucion búfer de citratos, 
no crecieron en medio de cultivo después de 48 h de incubación. Otros autores (Kalentw et 
al., 2004) estudiaron el efecto de la alta presión sobre L. mesenteroides, utilizando 
microscopía electrónica de barrido, microscopía de transmisión electrónica y calorimetría 
diferencial de barrido para evaluar los cambios estructurales en las células. Los 
tratamientos de 250 y 500 MPa causaron cambios en la superficie externa y en la estructura 
interna de las células. Al aumentar la presión, los componentes citoplásmicos fueron 
afectados y los ribosomas se desnaturalizaron. La microscopía electrónica de barrido, 
determinación de la integridad de membrana con la tinción de ioduro de propidio y la 
observación de los cambios en el potencial de membrana por medio de citometría de flujo, 
fueron las técnicas utilizados por Ritz, Tholozan, Federighi y Pilet (2002, 2001) para 
analizar el efecto de tratamientos por presión en L. monocytogenes. Los estudios de 
microscopía electrónica de barrido no mostraron cambios significativos en la morfología 
celular, mientras que la tinción con ioduro de propidio seguida de la citometría de flujo 
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detectaron solamente en una pequeña fracción de la población con una pérdida de la 
integridad de la membrana. El daño a la membrana también se refleja en el diferencial 
(pHiotemo  — pllextemo) como lo demostraron Tholozan, Ritz, Jugiau, Federighi y Tissier 
(2000) para S. typhimurium. Los cambios morfológicos causados por la presión fueron 
correlacionados con una disminución progresiva del diferencial de pH, potasio intracelular 
y concentración de ATP. Otros autores han observado resultados similares (Wouters, 
Glaasker y Smelt, 1998). 

Gaenzle y Vogel (2001) usaron la tecnica de fluorescencia en Escherichia coli como 
microorganismo modelo para evaluar la posibilidad de determinar el daño reversible e 
irreversible causado por presión a la membrana externa que sirve de barrera protectora a las 
bacterias Gram-negativas. La cinética de permeabilización de la membrana externa y la 
citoplasmática inducida por los tratamientos de presión fue determinada por medio de la 
tinción de las células presurizadas con los colorantes fluorescentes ioduro de propidio (IP) 
y 1-N-fenilnaftilamina (NFN), respectivamente. La fluorescencia del IP incrementó muy 
poco incluso para tratamientos de presión con una reducción mayor de 6 ciclos logaritmicos 
en células viables mientras que el aumento de la fluorescencia de NFN, fue observado antes 
de la muerte celular y de daño subletal, indicando permeabilización de la membrana 
externa. La fluorescencia de NFN fue utilizada en el desarrollo de una prueba para 
monitorear in situ el daño causado por la presión a la membrana externa. Estos estudios 
demostraron que el daño reversible a la membrana externa ocurre rápidamente en E. coli, y 
en equilibrio termodinámico con las condiciones de presión, mientras que el daño 
irreversible fue dependiente del tiempo. 

La velocidad de la descompresión después del tratamiento HPP tiene efecto sobre la 
inactivación de las bacterias. Noma et al. (2004) investigaron el efecto bactericida del 
tratamiento de alta presión hidrostática seguida de una descompresión lenta (-30 s) o rápida 
(-2 ms) sobre células de E. coli 0157:H7 en zumo de manzana y naranja almacenados a 
4 °C y comparados con soluciones tampón con los mismos valores de pH. La 
descompresión rápida produjo una mayor inactivación que la descompresión lenta tanto en 
los zumos como en las soluciones tampón. Las células de E. coli sin tratar no mostraron 
ninguna inhibición después de 5 días de almacenamiento; sin embargo, el almacenamiento 
después de los tratamientos de presión seguidos por descompresión lenta o rápida redujeron 
la viabilidad de E. coli en los zumos, siendo la descompresión rápida la que logró un mayor 
descenso. 

La temperatura de cultivo y el estado fisiológico de una bacteria tienen un efecto 
importante en la susceptibilidad a la inactivación por presión hidrostática. La resistencia a 
la presión (200 ó 400 MPa) de las células de E. coli NCTC 8164 en fase exponencial 
alcanzó su más alto nivel cuando se cultivaron a 10 °C, disminuyendo al aumentar la 
temperatura de incubación a 45 °C (Casadei, Manas, Niven, Needs y Mackey, 2002). En 
cambio, la resistencia de las células en fase estacionaria fue mínima cuando la temperatura 
de crecimiento fue de 10 °C, aumentando al incrementar la temperatura de crecimiento, con 
un máximo a 30-37 °C y decreciendo nuevamente a 45 °C. Este efecto de la presión se ha 
correlacionado con la proporción de ácidos grasos no saturados en los lípidos de la 
membrana, la cual decrece con la temperatura de crecimiento tanto en la fase exponencial 
como en la estacionaria. En las células en fase exponencial, la resistencia a la presión 
aumentó con una mayor fluidez en la membrana, mientras que en la fase estacionaria, no se 
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observó ninguna relación entre fluidez de la membrana y resistencia a la presión. Un 
mutante barotolerante de Saccharomyces cerevisiae y la misma levadura sin mutar se 
compararon en términos de barotolerancia, contenido intracelular de trehalosa, 
concentración de las tres mayores proteínas de choque térmico (PCHTs), proporción 
relativa de ácidos grasos saturados e insaturados en los fosfolipidos de la membrana y 
fluidez de la membrana (Fujii, Iwahashi, Obuchi, Fujii y Komatsu, 1996). Los cambios en 
la cantidad de trehalosa se asociaron con las diferencias en barotolerancia entre las fases de 
crecimiento y las células mutantes y sin mutar; sin embargo, estos cambios no se 
observaron para PCHTs. La fluidez de la membrana del mutante fue menor que la de las 
células sin mutar. Estos resultados indican que la acumulación de trehalosa y las 
condiciones de la membrana son más importantes para la barotolerancia que la acumulación 
de PCHTs. 

La eficiencia antimicrobiana de HPP en alimentos fue estudiada por Erkmen y 
Dogan (2004) quienes utilizaron cepas de L. monocytogenes inoculadas en caldos, leche 
cruda, zumos de durazno y de naranja conteniendo su flora nativa, y después sometidas a 
tratamientos de alta presión (200-700 MPa a 25°C). Las curvas de supervivencia mostraron 
que la muerte celular se incrementa al aumentar la presión aplicada. Después de 10 min de 
tratamiento a 400 MPa en leche cruda, se encontraron reducciones de 2,09 y 2,76 log 
UFC/mL para las bacterias aeróbicas y L. monocytogenes, respectivamente. Cuando el 
tratamiento de presión fue de 600 MPa se incrementaron estos valores hasta 5,09 y 6,47 log 
UFC/mL, respectivamente. La muerte bacteriana fue mayor en zumo de naranja que en 
zumo de durazno, y mayor en zumo de durazno que en leche cruda. L. monocytogenes fue 
más sensible al incremento de presión que al incremento del tiempo de tratamiento. Estos 
estudios mostraron que presión, edad de la población bacteriana, composición del medio y 
tiempo de tratamiento son factores que afectan a la inactivación microbiana. 

Kalchayanand et al. (2004) estudiaron el efecto combinado de HPP y bacteriocinas 
sobre suspensiones de L. monocytogenes, Salmonella y E. coli 0157:H7. Estos patógenos 
fueron tratados por alta presión, una mezcla de bacteriocinas (nisina y pediocina), o ambos 
factores (Presión + bacteriocinas). Se midió el número de unidades formadoras de colonias 
(UFC) y se monitorearon los cambios en la morfología celular por medio de microscopia 
electrónica de barrido (SEM). En L. monocytogenes, disminuyó la viabilidad celular 
después de cada uno de los tres tratamientos mientras que E. coli y Salmonella solamente 
sufrieron un descenso en la viabilidad después de tratamientos de presión y de 
presión + bacteriocinas. La microscopía electrónica de barrido mostró que en las células de 
L. monocytogenes expuestas a bacteriocinas y presión + bacteriocina, la pared celular y la 
membrana habían colapsado mostrando evidencia de lisis, mientras que este efecto ocurrió 
en Salmonella y E. coli cuando se trataron con presión y con presión + bacteriocinas. 

Mecanismos de inactivación de esporas bacterianas 
Las esporas bacterianas, a diferencia de las células vegetativas, son mucho más 

resistentes a la presión (Crawford, Murano, Olson y Shenoy, 1996; Mills, Earnshaw y 
Patterson, 1998; Reddy, Solomon, Fingerhut, Rhodehamel, Balasubramaniam et al., 1999; 
Sangsuk y Myoung, 2003). La inactivación de esporas se logra con tratamientos cíclicos de 
presión, y los de presión a temperaturas altas pero inferiores a las utilizadas en la 
esterilización convencional (Hayakawa, Kanno, Tomita y Fujio, 1994a; Hayakawa, Kanno, 
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Yoshiyama y Fujio, 1994b; Wuytack, Boyen y Michiels, 1998; Capellas et al., 2000; 
Meyer, Cooper, Knorr y Lelieveld, 2000). Sin embargo, la eficacia de estas alternativas 
depende de la temperatura inicial, el calentamiento adiabático, el pH, el nivel de presión y 
el tiempo de procesado. La determinación de las esporas más baroresistentes asociadas con 
envenenamiento por alimentos, y la investigación de los mecanismos responsables de la 
diferencia entre cepas resistentes a la presión (RP) y sensibles a la presión (SP), son de 
importancia critica para el avance de la tecnología HPP. También es muy importante 
determinar que tipo de aditivos incrementan la inactivación de las esporas por medio de la 
presión (Roberts y Hoover, 1996; Stewart, Dunne, Sikes y Hoover, 2000; Shearer, Dunne, 
Sikes y Hoover, 2000; Capellas, Mor-Mur, Gervilla, Yuste y Guamis, 2000). 

La Food and Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos de America 
establece que todos los alimentos de baja acidez mantenidos a temperatura ambiente en 
recipientes herméticamente cerrados deben estar libres de esporas de C. botulinum. Este 
requerimiento es un reto que aún no ha logrado alcanzar la tecnología HPP (Tabla 1). Por 
ello, se necesitan estudios fundamentales sobre el mecanismo de inactivación de esporas 
por presión que permitan desarrollar tecnologías que cumplan esta norma de una manera 
segura y consistente. Por otro lado, es importante resaltar que las esporas de C. perfringens 
son notablemente baroresistentes y mas resistente que las de C. botulinum. Además el 
envenenamiento con alimentos contaminados por C. perfringens tipo A es la tercera 
enfermedad transmitida por alimentos más importante en los Estados Unidos (Olsen, 
MacKinon, Goulding, Bean y Slutsker, 2000). 

El ADN en la espora se encuentra protegido contra el daño físico y químico por un 
grupo de proteínas ligadas al ADN. Son pequeñas proteinas solubles en ácido (SASP, por 
sus siglas en inglés) con un peso molecular de 5-7 kDa y representan el 10-20% del 
contenido proteico de una espora (Setlow, 1988, 1994, 1995). Las esporas de mutantes de 
Bacillus subtilis que no poseen estas proteínas son mucho más sensibles al calor y la 
presión que las esporas silvestres (Mason y Setlow, 1986; Setlow, 1988; Fairhead, Setlow y 
Setlow, 1993; Setlow y Setlow, 1993; Setlow y Setlow, 1995; Setlow, Setlow y Setlow, 
1997; Paidhungat, Setlow, Daniels, Hoover, Papafragkou, y Setlow, 2002). El rol similar 
que juegan las SASP en la resistencia al calor del C. perfringens se encuentra actualmente 
bajo investigación (Sarker, Shivers, Sparks, Juneja y McClane, 2000; Sarker, Carman y 
McClane, 1999). Estas investigaciones necesitan ampliarse para incluir su rol en la 
resistencia a la presión. Estudios preliminares han revelado la existencia de múltiples SASP 
tipo a/13 en C. perfringens (Setlow y Waites, 1976; Granum, Richardson y Blom, 1987; 
Cabrera-Mattinez, Mason, Setlow, Waites y Setlow, 1989; Holck, Bolm y Granum, 1990; 
Cabrera-Mattinez y Setlow, 1991). Se han donado ya tres genes de C. perfringens que 
codifican para las SASP de tipo a/P y se ha determinado su secuencia de nucleótidos 
(Cabrera-Mattinez y Setlow, 1991; Holck et al.;1990). 
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TABLA 1. Inactivación de las esporas bacterianas por presión 

P, MPa t, min T, C Observaciones 

A temperaturas de refrigeración y ambiente 
Bacillus stearothermophilus 981 Bacillus subtilis 588 Bacillus licheniformisl  

40 
120 5-10 Inactivación nula 

Clostridium sporogenes2  600 30 20 Inactivación nula 
Bacillus cereus3  400 25 30 0.5 reducciones decimales 
C. perfringens4  100 y 500 15 y 30 25 Poca o nula reducción 

Con calentamiento moderado 
C. botulinum tipo E5  827 5 50-55 .-5 reducciones decimales 
C. botulinum tipo Al2  827 20 75 —3 reducciones decimales 
Bacillus stearothermophilus  800 70 6 reducciones decimales 
Bacillus licheniformis  800 3 60 7 reducciones decimales 
Bacillus coagulans6  900 70 Inactivación parcial 
Bacillus subtilis8  827 10 75 4 reducciones decimales 
Clostridium sporogenes 7  689 20 80 5 reducciones decimales 
Clostridium perfringens4  100 y 500 15 y 30 45 y 65 Poca o no reducción 
Alicyclobacillus acidoterrestris9  621 10 71 >5.5 reducciones decimales 
Bacillus cereusi°  483 20 50 —7.6 reducciones decimales 
Geobacillus stearothermophilusll  30 120 95 Poca reducción 
Bacillus anthracis13  500 4 75 Total destrucción 
(1) Nakayama, Yano, Kobayashi, Ishikawa y Sakai (1996); (2) Mills et al. (1998); (3) McClements, Patterson y Linton (2001); (4) 
Papafragkou, Hoover y Daniels (2002); (5) Reddy et al. (1999); (6) Gola, Forman, Carpi, Maggi, Cassara et al. (1996); (7) Crawford et al. 
(1996); (8) Balasubramanian, Balasubramanian y Reddy (2001); (9) Lee et al. (2002); (10) Kalchayanand et al. (2004); (11) Watanabe et 
al. (2003); (12) Reddy et al. (2003); (13) Clery-Barraund et al. (2004). 

Los cambios en la estructura de las esporas bacterianas causados por HPP no han 
sido esclarecidos (Clouston y Wills, 1969; Hoover, Metrick, Papineau, Farkas y Knorr, 
1989). Por ejemplo, se sabe relativamente poco acerca de los efectos combinados de 
presión y calor en las proteínas de la corteza de las esporas. Gandhi, Torres, Velázquez, 
Anderson y Malencik (2003) utilizaron octil-?-D-glucopiranosido (OGP), un solvente no 
fónico, a temperatura ambiente y urea/dodecil sulfato de sodio (UDS) a 37 y 70°C para 
analizar las proteínas de la corteza de las esporas de B. subtilis ATCC 6633 (Figura 2). Esta 
metodología fue comparada con procedimientos publicados en cuanto al rendimiento de 
proteína recuperada, fracciones de proteína identificadas, composición de aminoácidos y 
compatibilidad con técnicas espectroscópicas para el análisis de proteínas en la corteza de 
la espora (Gandhi, 2002). Los resultados reflejan diferencias en la capacidad de 
solubilización entre los métodos de OGP y UDS, así como cambios en la estructura nativa 
de las proteínas causados por el método de extracción. El análisis de aminoácidos de las 
proteínas del extracto con OGP mostró una gran proporción de aminoácidos hidrofóbicos 
como glicina, alanina, valina y tiroxina, y también concentraciones mayores de los ácidos 
aspártico y glutámico, sugiriendo que las proteínas de la corteza de la espora contienen 
regiones ácidas e hidrofóbicas. 

Finalmente, la inducción de la germinación causada por alta presión necesita ser 
investigada para mejorar la efectividad de los tratamientos por alta presión. Paidhungat, 
Setlow, Daniels, Hoover, Papafragkou y Setlow (2002) demostraron que las esporas de B. 

288 



Esporas 
(4 mg/mL) 

4,  
Lisozima 

(200i.tg/mL, 37C,1 hr) 

Lavado  Exosporium 
4,  

Ruptura mecánica <4C (esferas moledoras) 

Lisozima 
(2001..tg/mL, 42C, 1 hr) 

Material 
de la  Lavado 
cubierta celular  49 

Cubierta limpia y rota 

Solubilización 

1 

UDS 
 

OGP 
(pH 9.8,1 hr, 37 or 70C)  (pH 9.8, 3 hr, 23C) 

Método Lowry modificado 

SDS PAGE 
4,  4,  

Coomassie  Plata 

Solución de proteínas 

Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

subtilis sin receptores de germinación, germinaban más lentamente que las esporas 
silvestres. A 100 MPa no fue posible inducir su germinación; sin embargo, una presión de 
550 MPa indujo la liberación de ácido dipicolínico y la germinación en esporas sin 
receptores de germinación incluso cuando éstas no contenían una o dos de las enzimas 
esenciales para la hidrólisis de la corteza. 

Los autores concluyeron que una presión de 100 MPa activa los receptores de 
germinación, mientras que una presión de 550 MPa abre los canales que liberan el ácido 
dipicolínico desde el interior de la espora, conduciendo a la germinación. 

Figura 2. Protocolo de extraccion de proteína de la cubierta de esporas utilizando octil-B-D-glucopiranosido 
(OGP) a temperatura ambiente ó urea/dodecil sulfato de sodio (UDS) a 37 °C y 70 °C 
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Efecto en la conformación de las proteínas y la actividad enzimática 
Los cambios estructurales en las proteínas producidos por los tratamientos de alta 

presión parecen ser diferentes a los causados por los tratamientos de temperatura alta 
(Mozhaev et al., 1996). Cuando se aplica presión a las proteínas, ocurre un cambio en su 
volumen que puede ocasionar una desnaturalización. De acuerdo con el principio de Le 
Chatelier, cuando se aplica presión a una proteína, se suma una restricción al volumen, de 
tal manera que las reacciones que requieren un cambio negativo en el volumen (-? V) serán 
aceleradas, mientras que las reacciones que requieran un cambio positivo en el volumen 
(+? V) serán inhibidas. Esto significa que las reacciones que se observan comúnmente 
durante el tratamiento térmico no tendrán lugar durante el tratamiento por alta presión a 
menos que encuentren un mecanismo alternativo de reacción que implique una reducción 
en el volumen (Galazka y Ledward, 1996). Por ejemplo, los enlaces disulfuro que 
estabilizan a las proteínas pueden romperse debido a una oxidación inducida por la presión 
y la presencia de oxigeno. Sin embargo, las reacciones que necesitan de mayor energía de 
activación, como la liberación de H2S a partir de cisteina, no podrán ocurrir ya que no 
pueden llevarse a cabo aplicando unicamente presión. 

Se han observado efectos reversibles en las proteínas a presiones de 100-200 MPa 
donde las proteínas oligoméricas se disocian en subunidades, posiblemente por el 
debilitamiento de las interacciones hidrofóbicas. Por otro lado, las estructuras monoméricas 
se desnaturalizan parcialmente debido a la ruptura de las interacciones hidrofóbicas 
intramoleculares y de los puentes salinos. A presiones mayores de 200 MPa, muchas 
proteínas tienden a desnaturalizarse, y puede ocurrir una reasociación de las subunidades a 
partir de los oligómeros disociados (Balny y Masson, 1993). Despues del tratamiento de 
presión, muchas proteínas regresan a una conformación macromolecular modificada que 
puede ser similar a la forma nativa, pero no necesariamente idéntica (Galazka y Ledward, 
1996). La modificación en la estructura terciaria y cuaternaria de las proteínas después de 
aplicar un tratamiento de presión (>300 MPa) podría inducir la aparición del estado de 
glóbulo fundido (Chapleau et al., 2004). 

La desnaturalización por presión de las proteínas parece favorecer la 
desestabilización de las interacciones no covalentes en la estructura terciaria (Pittia et al., 
1996a, b; Tedford et al., 1999). Estructuralmente, estas proteínas retienen un alto porcentaje 
de su estructura secundaria; sin embargo, existe un desdoblamiento de la proteína que 
expone las regiones hidrofóbicas y podría causar su agregación (Mozhaev et al., 1996; 
Tedford et al., 1999). Otros investigadores han estudiado la desnaturalizacion de las 
cadenas proteícas inducida por presión y la funcion que desempeñan los grupos -SH y S-S. 
Generalmente, es desdoblamiento de la proteína durante el tratamiento por alta presión es 
seguida por la formación de agregados hidrofóbicos estabilizados por enlaces disulfuro 
después de la aplicación de presión (Funtenberger et al., 1997). Por arriba de 300 MPa y en 
presencia de oxígeno, puede ocurrir una oxidación de los grupos sulfhidrilo, promoviendo 
la formación de puentes disulfuro intermoleculares por reacciones de intercambio -SH/S-S 
mediadas por el ataque nucleofilico de un enlace disulfuro por la forma ionizada S-  de un 
grupo -SH (Galazka y Ledward, 1996). 
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El efecto de la presión y la temperatura sobre la desnaturalización de proteínas ha 
sido descrito por Hawley (1971) en un diagrama presión-temperatura (Figura 3). La 
desnaturalización ocurre en la región fuera de la curva elíptica e incluye tres áreas: 
desnaturalización por frío (A), desnaturalización por presión (B) y desnaturalización por 
calor (C). Los límites inferiores y superiores de la desnaturalización por calor y por frío se 
aproximan a presiones más altas. La desnaturalización proteica causada por bajas 
temperaturas fue predicha y después demostrada por Hayashi et al. (1998), y teóricamente 
puede ocurrir desnaturalización proteica a presiones negativas o alto vacio (Smeller y Fidy, 
2002). 

20 
 

20 
 

40  -20  0  20  40 

T (°C) 
 

T (°C) 

Figura 3. Diagrama presión- temperatura de la desnaturalización de proteínas 

Los cambios conformacionales en las proteínas causados por alta presión 
hidrostática indican que las enzimas en los alimentos podrían sufrir una alteración en su 
actividad biológica después de ser sometidas a tratamientos de presión. Estudios de la 
cinética de inactivación de pectinmetilesterasa (Polydera et al., 2004) revelaron que esta 
enzima sigue una cinética de inactivación de primer orden cuando es sometida a 
tratamientos de presión (100-800 MPa) y temperatura (30-60°C), resultando en una 
actividad residual del 5-20%. Se encontró que la presión y la temperatura actúan de manera 
sinérgica, excepto en los tratamientos de mayor temperatura y menor presión donde se 
observó un efecto antagónico. Riahi y Ramaswamy (2004) estudiaron la cinética de 
inactivación de amilasa en zumo de manzana encontrando que su inactivación fue más 
pronunciada a pH bajo, mayor temperatura, mayor presión y tiempos de tratamiento largos. 
También encontraron que existe un descenso repentino en la actividad enzimática al aplicar 
un pulso de presión con tiempo de tratamiento cero. A este fenómeno le llamaron "el efecto 
del pulso de presión", el cual aumenta con la presión. Fachin et al. (2002) estudiaron la 
inactivación de dos poligalacturonasas de tomate con diferente termoestabilidad y 
encontraron que el efecto de la presión en las enzimas parece no correlacionar con su 
termoestabilidad. Por último, experimentos realizados en lisozima han demostrado que la 
presión a la cual inicia la desnaturalización es mayor cuando la presión se aplica más 
lentamente (Heremans y Wong, 1985; Wong y Heremans, 1988). Esto es muy importante 
pues revela los efectos dinámicos de la presión que podrían jugar un papel muy importante 
en la estabilización de alimentos por HPP. 
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Modelos de inactivación microbiana: efecto combinado de temperatura, presión y 
tiempo 

Los intentos para predecir el efecto combinado de la presión, tiempo y temperatura 
basados en los modelos de inactivación microbiana de primer orden han resultado 
inadecuados (e.g., Figura 4). Más aun, en los últimos años se han propuesto alternativas al 
modelo D-z para estimar la inactivación térmica debido a los problemas de ajuste que 
presenta el modelo (Figura 5). Por otro lado, es necesario desarrollar modelos para la 
inactivación de enzimas por presión (Ly-Nguyen et al., 2002, 2003; Fachin et al., 2002; 
Lauber et al., 2001; Nienaber y Shellhammer, 2001a,b; Indrawati et al., 2001; Ludikhuyze 
et al., 2000, 1998, 1996; van-den Broeck et al., 2000; Weemaes et al. 1999; Cavaille y 
Combes, 1995) y para la predicción de los cambios en los factores de calidad causados por 
la presión (Minh-Thuy-Nguyen et al., 2003; Mussa y Ramaswamy, 1997; Ratchada-
Tangwongchai et al., 2000). En el caso de procesos combinados de presión a temperaturas 
elevadas pero inferiores a las de esterilización convencional, se necesitan modelos para 
estimar la transferencia de calor del alimento al medio de presurización durante la 
compresión/descompresión (Hartmann y Delgado, 2003). Los parámetros para estos 
modelos necesitan considerar el efecto de los parámetros intrínsecos del alimento sobre las 
constantes cinéticas (Smelt et al., 2002) incluyendo el efecto de la aw  reducida (Palou et al., 
1997) y del pH, el cual ha demostrado ser dependiente del medio y de la presión (Figura 6). 

Los modelos para la cinética de inactivación basados en la función de distribución 
de probabilidad de Weibull (Cunha et al., 1998) han dado buenos ajustes generando 
parámetros cinéticos consistentes. Lemos et al. (1999) estudiaron la inactivación de la 
peroxidasa del rábano, una enzima históricamente considerada como un indicador de los 
procesos de presión, y encontraron que un grupo de 327 datos cinéticos podía ser descrito 
adecuadamente por un modelo en el que el parámetro de forma ((3) variaba con la presión 
pero no con la temperatura, y que el parámetro de velocidad (1/a) variaba 
exponencialmente con la presión y la temperatura de acuerdo al modelo de Arrhenius con 
una energía de activación independiente de la presión. 

Una propuesta alternativa para describir el efecto sobre microorganismos ha sido 
asumir un nivel de inactivación microbiana independiente del tiempo de tratamiento de 
presión, denominado presión de muerte instantánea (PMI) (Mussa et al., 1999, 1998), 
seguido por una cinética de inactivación semilogaritmica convencional durante el tiempo de 
compresión. Basak et al. (2002) aplicaron este modelo a zumos de frutas inoculados con 
—10 cfu/ml de L. mesenteroides y —106  cfu/ml de S. cerevisiae y sometidos a presiones de 
100-400 MPa por 0-120 min a 20°C. La presión necesaria para reducir los valores D por un 
factor de 10 (zp) en zumo sin concentrar fue similar para L. mesenteroides y S. cerevisiae, 
i.e., 137 y 135 MPa, respectivamente, mientras que en zumo concentrado los valores 
correspondientes fueron 251 y 287 MPa. En leche cruda, el PMI y los valores D para E. coli 
K-12 y la microflora nativa fueron dependientes de la presión y la temperatura (Pandey et 
al., 2003). A temperaturas de 3 y 21°C, los valores de z, para la microflora nativa fueron 
227 y 240 MPa, respectivamente, mientras que los volúmenes de activación fueron -2.32 y 
-2.34 x10-5  m3/g-mol, respectivamente. Los valores correspondientes para E. coli a estas 
dos temperaturas fueron 179 y 205 MPa, y -2.95 y -2.75 x10-5  m3/g-mol, respectivamente. 

292 



o 10 20 30 40 

20 40  60  80  100 
Tiempo de tratamiento (min) 

(a) 

• S. senftenberg /buffer 
• S. senftenberg/pollo 
• S. typhimurium /buffer 
• S. typhimurium /pollo 

00 o 
2 

o z 
00 o 

Listeria en carne ■ 

(b) 
~~ 200 MPa 
-II-  250 MPa 

300 MPa 

~~ 350 MPa 

107  

106  

Concentración 
inicial de esporas 

• 4 x106  
• 6 x106  

00 
co) 

1

• 0

5  

(i) • 1

• 

04  c. 
o C/I 
Mi 103  
o $:,•■ 

102  

10 

16 12 14 

I
1  1 8 12 16 20 

Tiempo a 121.1 °C (min) 
6  8  10 
Tiempo (min) 

Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

.44~. Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

Figura 4. Ejemplos de desviaciones del modelo lineal para inactivación microbiana por presión con respecto 
a los datos experimentales en alimentos y sistemas modelo 

Figura 5. Ejemplos de desviaciones del modelo lineal para inactivación microbiana por presión con respecto 
a los datos experimentales en alimentos y sistemas modelo 
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Reyns et al. (2000) encontraron que en el intervalo 120-320 MPa y -4-45°C, Z. 
bailii y Z. hellenicus son las dos cepas de levadura más resistentes a la presión. La cinética 
de inactivación se analizó con modelo bifásico isobárico e isotérmico cuya primera fase con 
cinética de primer orden cubrió 4-6 ciclos logarítmicos y continuó con una fracción 
inactivada mucho más lentamente. En muchos casos, ha sido posible explicar este 
comportamiento bifásico en base a cambios fisicoquímicos del alimento. Utilizando datos 
reológicos, Dong-Un-Lee et al. (2001) sugirieron que el cambio de fase (coagulación) del 
huevo entero líquido durante los tratamientos de presión explica la velocidad bifásica de 
inactivación para E. coli K12. 
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Figura 6. Cambios en el pH del medio inducidos por la presión (http://www.tu  
berlin.de/fb15/institute/lmtl/dahlem/html/body_high_pressure.html) 

Nuevos sistemas para evaluar el efecto del HPP: Experimentos in situ, en tiempo real, 
sistemas ópticos modulares y redes neuronales 

Existe poca información acerca del efecto de la presión sobre los microorganismos, 
la inactivación de enzimas y los cambios en los alimentos. Las técnicas de dicroísmo 
circular (DC) y de DC con transformada de Fourier, permiten detectar cambios en la 
estructura secundaria en proteínas y polipéptidos (Kurt, 1996; Price, 1995). Estructuras 
tales como la a-helice, hojas 13 y plegamiento no defmido dan lugar a espectros DC con 
perfiles y magnitudes característicos que permiten determinar la fracción aproximada de 
cada conformación. En el rango de 250-350 nm, la señal de DC es sensible a los enlaces 
disulfuro y a los cambios en la estructura terciaria (Kurt, 1996; Venyaminov y Kalnin, 
1990; Krimm y Bandekar, 1986). 

6.0 
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La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier no genera estructuras 
de proteína con resolución atómica; sin embargo, proporcionan información útil para 
monitorear los cambios en la estructura secundaria de las proteínas. La banda I de amida a 
1600 y 1700 cm-I, refleja principalmente la vibración de estiramiento del enlace C=0 y está 
directamente relacionada con la conformación. Estos modos vibracionales son sensibles a la 
presencia de puentes de hidrógeno y al acoplamiento del dipolo de transición entre enlaces 
peptídicos adyacentes, por lo cual, también son sensibles a cambios en la estructura 
secundaria. La banda II de amida a 1510 y 1580 cm-I, es más compleja que la banda I de 
amida y es también sensible a los cambios en la conformación de la proteína. Esta banda 
resulta del doblamiento del enlace N-H y del estiramiento del enlace C-N (Krimm y 
Bandekar, 1986). Las moléculas de agua tienen una intensa señal en la región de la banda I 
de amida, por lo que es necesario medir las muestras en D20 o que la resonancia del 
solvente sea extraída digitalmente. Se han llevado a cabo muchos intentos para obtener 
información cuantitativa de la estructura secundaria de las proteínas a partir de análisis de 
las bandas I de amida aplicando técnicas de ajuste de curva y reconocimiento del patrón 
con éxito variable (Byler y Susi, 1986; Byler et al., 1988; Fry et al., 1988; Surewicz et al., 
1993). Debido a que las limitaciones potenciales del dicroismo circular y de espectroscipía 
de infrarrojo son diferentes, los dos métodos son altamente complementarios y se utilizan 
en combinación para obtener mayor exactitud en los análisis. 

La longitud de onda para la máxima fluorescencia de una proteína depende de la 
polaridad del ambiente circundante a los residuos de triptofano y tirosina. De esta forma, el 
centro de masa espectral disminuye cuando la polaridad del medio aumenta, característica 
que puede ser monitoreada durante la desnaturalización de proteínas. Dumoulin et al. 
(1999) utilizaron esta técnica para demostrar la inactivación de la carboxipeptidasa Y 
(CPY) de S. cerevisiae por medio de tratamientos de alta presión. Esta enzima vacuolar de 
61 kDa contiene 9 residuos de triptófano y 23 de tirosina distribuidos irregularmente a lo 
largo de su cadena. Las presiones menores a 150 MPa inducen pequeños cambios 
conformacionales y se conserva un 80% de la actividad catalítica. Esta leve pérdida de 
actividad enzimática puede deberse a los efectos directos de la presión sobre la catálisis. 
Las presiones entre 150-500 MPa inducen cambios conformacionales caracterizados por 
una mayor disminución en el centro de masa espectral de fluorescencia intrínseca y la 
perdida total de la actividad catalítica. Los cambios conformacionales en este intervalo de 
presiones corresponden probablemente a las alteraciones en el sitio activo. Las presiones 
mayores de 550 MPa inducen un decremento en el centro de masa espectral de transición 
de fluorescencia intrínseca. 

Son necesarios procedimientos experimentales in situ que utilicen las técnicas 
espectroscópicas anteriormente descritas para aplicarlas al estudio de alimentos y sistemas 
modelo, ya sea solamente bajo presión o en combinacion con calor. Actualmente, un 
sistema óptico modular está siendo desarrollado en OSU (López et al., 2004) para estudios 
in situ en tiempo real. El prototipo ha sido probado para medir la polarización óptica in situ 
utilizando un modulador fotoelástico y una celda con control de temperatura donde se 
puede simular el procesado de alimentos (Figura 7). En el diseño de este sistema se ha 
hecho especial énfasis en la construcción modular del equipo y la adquisición de datos a 
alta velocidad, la cual ha sido probada hasta alcanzar 200,000 mediciones/s utilizando una 
tarjeta de adquisición de datos NI 6035E con un panel conector SCXI-1303 (National 
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Instruments, Austin, TX). Una futura ventaja de este sistema que se encuentra en 
construcción es el control remoto de este instrumento por medio de una interfase de red a 
traves de Internet. Las futuras versiones incluirán el uso de otras técnicas ópticas con un 
contenedor de presión con ventanas de zafiro y equipado para control preciso de 
temperatura y presión. Una alternativa puede ser el uso de celdas especiales fabricadas con 
dos diamantes presionadas entre sí con un sistema mecánico relativamente simple. Las 
superficies de los diamantes son polígonos de 8 o 16 lados con áreas en el rango de 0.1 a 
0.5 mm2  (0.1 a 0.8 mm de ancho entre lados opuestos), mientras que la superficie trasera 
del yunque, llamada "mesa", tiene una superficie 25 a 1000 veces más grande. Este 
dispositivo es posteriormente montado en una pieza metálica con una sección transversal 
mucho más grande. De esta forma, con una fuerza moderada actuando en la parte de atrás 
de esta parte metálica, se pueden alcanzar presiones elevadas en la muestra. 

Figura 6. Prototipo experimental para un sistema de mediciones in-situ y en tiempo real de los efectos de 
proceso en sistemas modelo de alimentos 

El modelaj e del comportamiento térmico de los alimentos durante el tratamiento por 
alta presión utilizando modelos físicos resulta una tarea complicada, debido a la carencia 
casi total de valores para las propiedades termofisicas de los alimentos bajo presión. Un 
estudio para predecir el comportamiento de un alimento sometido a un tratamiento de alta 
presión fue llevado a cabo por Torrecilla et al. (2004). En este trabajo, se construyó una red 
neuronal artificial y se evaluó su capacidad para predecir los parámetros involucrados en el 
procesado de alimentos por medio de presión y temperatura. La red neuronal fue 
alimentada con un archivo de datos que contenía la presión aplicada, la velocidad de 
incremento de presión, la temperatura buscada, la temperatura del tanque de alta presión, la 
temperatura ambiente y el tiempo necesario para equilibrar la temperatura en la muestra de 
alimento después de aplicar la presión. La red neuronal fue capaz de predecir esta última 
variable con gran exactitud. Estos resultados demuestran que el sistema de red neuronal es 
una alternativa viable para el control del proceso de alta presión ya que no se requiere del 
conocimiento de las propiedades barofisicas de los productos para realizar el modelaje. 

296 



Memorias del CONGRESO INTERNACIONAL DE SEGURIDAD ALIMENTARIA 2004 
Proceedings of the International Congress of Food Safety 2004 

Reynosa (México) 13-15 OCTUBRE 2004  ISBN: 968-7662-68-9 

CONCLUSIONES 

La primera comunicación de alimentos tratados por alta presión fue reportada por 
Hite (1899) quien aplicó tratamientos de 670 MPa por 10 min a la leche y detectó una 
disminución de 5-6 ciclos logarítmicos en la cuenta microbiana total. Hite comprobó 
también que la carne sometida a 530 MPa por 1 h tuvo un crecimiento microbiano 
insignificante después de tres semanas. Posteriormente, Bridgman (1914) demostró la 
coagulación por presión de la albúmina de huevo. En las últimas dos décadas, se han 
establecido programas de investigación en la técnica de procesamiento por alta presión en 
Japón, Europa, América Latina y Estados Unidos. La investigación sobre alta presión en 
Oregon State University comenzó a principios de la década de 1990 con estudios sobre 
procesos a presión constante y con pulsos de presión sobre frutas y zumos (Aleman et al., 
1994, 1998). Avances recientes en el equipamiento, la exitosa comercialización de los 
productos HPP y la demanda del consumidor por alimentos minimamente procesados 
inocuos y de alta calidad, han creado un interés considerable en la tecnología del procesado 
por alta presión (Velazquez et al., 2004). Una búsqueda en las bases de datos como Food 
Science & Technology Abstracts (FSTA) y AGRICOLA dió como resultado —100 
investigaciones publicadas en la década de 1980, cerca de 2000 en la de 1990 y más de 
1000 desde el año 2000. Estos trabajos brindarán apoyo a esta tecnología emergente y 
ayudarán a la creación de nuevas empresas de procesamiento de alimentos por alta presión. 
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Resumen 
Desde finales de la década de los 80, los alimentos refrigerados mínimamente 

procesados han experimentado un crecimiento explosivo y han sido focos de numerosos 

estudios relacionados a la acotación de los rangos máximos de temperatura de la cadena de 

frío para mejorar la seguridad alimentaria y garantizar su adecuada vida útil. La vida útil de 

los productos refrigerados está firmemente determinada por los efectos acumulativos de la 

temperatura que se use desde los procesos productivos hasta pasar por todas las etapas de 
almacenamiento y transporte requeridas para su comercialización. En esta cadena de frío se 

presentan frecuentemente numerosos abusos de temperatura por intervalos de tiempo 

generalmente desconocidos. La situación ideal es mantener toda la cadena de frío a 

temperaturas inferiores a 5 °C. Una forma interesante de abordar la problemática de la 

cadena de frío en forma eficiente y con bajos costos, es con el uso de indicadores de 

tiempo-temperatura (TTI por sus siglas en inglés); sin embargo, éstos presentan la 
limitación de responder a la temperatura de la superficie a la que son adicionados y no a la 

del producto al interior del empaque. Otra forma de abordar el problema es la denominada 

microbiología predictiva, la cual en base al uso de modelos matemáticos que relacionan la 

temperatura de almacenamiento con la cinética de crecimiento microbiano permite 
determinar la vida útil del producto refrigerado. En los últimos años, diversos modelos 
predictivos y bases de datos han sido implementados en paquetes de software comerciales y 

gratuitos para que sean utilizados por los profesionales de la industria, academia o 

gobierno. 
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INTRODUCCIÓN 

En los mercados desarrollados, la demanda por alimentos refrigerados con una 
prolongada vida útil ha experimentado un considerable aumento en las últimas décadas. 
Esto ha sido producto de un cambio en los hábitos alimenticios del consumidor moderno 
con una tendencia hacia productos mínimamente procesados. Estos requieren generalmente 
de refrigeración para su distribución y comercialización debido a que su actividad de agua 
(a ) es típicamente elevada lo que favorece el crecimiento de las bacterias causantes de su 
deterioro e incrementa el riesgo de que contengan un número elevado de patógenos 
(Simpson et al., 1989). En muchos países latinoamericanos, se ha observado también este 
notable aumento en el consumo de alimentos refrigerados. Este incremento se debe a 
cambios en el estilo de vida que al reflejarse en los hábitos de alimentación han generado 
una tendencia hacia alimentos refrigerados de mayor conveniencia, portabilidad, valor 
nutricional y calidad sensorial. El consumo de platos preparados listos para consumir, 
productos lácteos frescos, alternativas cárneas a partir de proteínas vegetales y lácteas, 
artículos de pastelería, ensaladas preparadas y un gran número de postres refrigerados ha 
experimentado un notable aumento. También se observa un fuerte consumo de ingredientes 
refrigerados que sirven de base para la preparación desde comidas rápidas hasta menús muy 
sofisticados (Anónimo, 2002). Estos productos son en su gran mayoría alimentos 
mínimamente procesados, y si son sometidos a tratamientos térmicos, las temperaturas de 
proceso son moderadas, por lo que contendrían una carga microbiana significativa. Como 
consecuencia, estos alimentos deben mantenerse bajo estricta refrigeración para que sean 
seguros y tengan una adecuada vida útil para su comercialización efectiva. 

Los alimentos se clasifican de acuerdo a su aw  en productos altamente perecibles 
(pH > 5.2 y aw > 0.95) que deben ser almacenados a 5 °C, productos perecibles (pH de 
5.2 a 5.0 y a„, entre 0.95 y 0.91) que deben ser almacenados a 10 °C, y productos estables 
que no requieren refrigeración y tienen una aw  0.95 y pH 5.0 o aw  < 0.86 (Li y Torres, 
1993c). Los alimentos mínimamente procesados pertenecen a los primeros dos grupos y 
han sido focos de numerosos estudios para prolongar su vida útil. Puesto que la temperatura 
juega un rol crucial en las etapas de procesamiento, distribución y almacenamiento, 
denominadas en conjunto como la cadena de frío, un buen control de ésta es imprescindible 
para asegurar una adecuada vida útil (Simpson et al., 1989). 

La calidad de un alimento refrigerado se puede determinar microbiológica, sensorial 
o fisicoquímicamente. Estos métodos presentan problemas asociados con el tiempo y 
esfuerzo necesario para realizar estas evaluaciones por lo que se han hecho grandes avances 
en el desarrollo de la microbiología predictiva (Almonacid-Merino et al., 1993; Almonacid-
Merino y Torres, 1993; McMeekin et al., 1997). Esta alternativa al muestreo de productos, 
y su análisis de laboratorio correspondiente, se basa en el uso de modelos matemáticos que 
relacionan la temperatura de almacenamiento con procesos de transferencia de calor y de 
cinética de crecimiento para determinar cuando se alcanza la carga microbiana que causa la 
pérdida de calidad del producto. La predicción de esta condición microbiológica podría 
mejorar significativamente la distribución y comercialización de los alimentos refrigerados 
creando una mayor confianza en el consumidor (Simpson et al., 1989; Almonacid-Merino y 
Torres, 1993; Koutsoumanis, 2001). Una ventaja adicional de esta alternativa es que 
permite evaluar diferentes escenarios de empaque para aislar el producto de los abusos de 
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temperaturas para poder identificar aquellas con buena relación costo-beneficio. Este 
enfoque permite mejorar además la toma de decisiones cuando se evalúan innovaciones de 
los procesos productivos, mejoras a la infraestructura de la cadena de frío y estrategias para 
el control de situaciones de abuso (Almonacid-Merino y Torres, 1993). A continuación se 
presentarán estrategias de monitoreo de la cadena de frío y algunos avances en 
microbiología predictiva. 

La cadena de frío en la industria de alimentos 
La vida útil de los productos refrigerados está firmemente determinada por los 

efectos acumulativos de la temperatura de todas las etapas previas a su consumo desde los 
procesos productivos hasta pasar por todas las etapas de almacenamiento y transporte 
requeridas para su comercialización. Para la mayoría de los alimentos, se recomienda que la 
cadena de frío se mantenga dentro de un rango de temperatura entre -1 y 2 °C y que por 
ningún motivo sea superior a 5 °C (Simpson et al., 1989). Desafortunadamente, los canales 
de distribución no están siempre bien equipados para esta óptima distribución y expendio 
de alimentos refrigerados. Los frecuentes abusos de temperatura se reflejan en serios 
problemas de estabilidad microbiológica. Por ejemplo, en muchos supermercados, los 
estantes refrigerados se encuentran programados para operar entre 7 y 10 °C, y lo que es 
más grave aún, muchas veces estos equipos se apagan durante la noche. 

La extensa introducción de alimentos refrigerados minimamente procesados que se 
encuentran hoy en el mercado hace urgente la necesidad de acotar los rangos máximos de 
temperatura de la cadena de frío para poder mejorar la seguridad alimentaria (Corlett, 1988; 
Mory, 1988). En los EEUU, se han observado grandes mejoras y los supermercados 
mantienen hoy en día los productos refrigerados en "pasillos fríos" mantenidos a unos 5 °C. 
Por otro lado, los países latinoamericanos están lejos de esta realidad, y si bien los grandes 
supermercados mantienen pasillos fríos, éstos se encuentran muy por encima de los 5 °C. 
Esta es una situación preocupante para la industria de alimentos puesto que la principal 
causal de disminución de la vida útil es el crecimiento de bacterias psicotrópicas. Además 
debe considerarse el crecimiento de importantes patógenos que presentan crecimiento 
rápido a temperaturas entre 7 y 10 °C, moderado entre 5 y 7 °C y crecimiento lento a 5 °C 
tales como Yersinia enterocolitica y Listeria monocytogenes. En términos generales la vida 
útil de un producto se reduce a la mitad si este se encuentra entre 7 y 10 °C (Simpson et al., 
1989). 

La cooperación entre los productores de alimentos con las empresas de transporte en 
frío, almacenamiento refrigerado y de supermercados es necesaria para obtener información 
cuantitativa de las temperaturas que se observan para determinados productos y en 
mercados específicos. Por ejemplo, en estudios reportados por Simpson et al. (1989) se 
encontró en las estanterías de los supermercados encuestados que un 60-80% de los 
productos lácteos evaluados estaba fuera del rango de temperatura recomendado. Las 
mismas encuestas encontraron que en las estanterías del tipo abiertas, sólo el 23% de los 
productos se encontraban por debajo de 5 °C mientras que en las cerradas esta fracción 
alcanzaba al 75%. Se observó además que la distribución de temperatura dentro de las 
estanterías abiertas presentaba diferencias importantes de acuerdo a la ubicación del 
producto en ellas (Figura 1). 
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Los problemas de la cadena de frío no se presentan solamente en los supermercados. 
Este es más bien un problema generalizado producto de una cadena de frío inadecuada y la 
falta de un organismo de regulación que tome acción sobre la materia. Esto conlleva a 
grandes pérdidas económicas por deterioro del producto, disminución de su vida útil lo que 
dificulta su comercialización y también una pérdida importante de confianza del 
consumidor. Por ello se recomienda realizar estudios que examinen la temperatura en los 
distintos puntos de la cadena de frío a través de estudios confidenciales donde cada empresa 
es asignada un código secreto que solo ella conoce. Esto permite conocer la temperatura de 
la cadena de frío para determinar las necesidades comunes a todas las empresas, y también 
si una empresa en particular que debe mejorar su infraestructura con respecto al resto de las 
encuestadas. Las mejoras a la infraestructura de una empresa individual favorecen al resto 
pues aumentan la confianza del consumidor en los alimentos refrigerados. Un ejemplo de 
este tipo de estudio fue reportado por Simpson et al. (1989) para la comercialización de la 
leche fresca (Figura 2a). En este estudio se observaron comportamientos comunes tales 
como el enviar a la bodega en la planta, leche envasada no suficientemente enfriada durante 
su pasteurización y por ello se estaría perdiendo tiempo de vida útil. Se observó también 
que la temperatura promedio en las bodegas de los supermercados, y por sobre todo en los 
anaqueles de venta, estaría sobre los valores recomendados. Se pueden establecer metas que 
el sector trata de mantener tales como una temperatura promedio en toda la cadena de frío 
de 35 °F (1.7 °C), aceptar que valores individuales alcancen ocasionalmente los 40 °F (4.4 
°C) pero que si un punto excede 45 °F (7.2 °C) se tomen medidas extremas como el 
reprocesamiento o destrucción de la leche fresca afectada (Figura 2b). 

1111111~11Mly  
Diferencia 

5°C  7°C 2°C 

4°C  8°C 4°C 

5°C 7°C 3°C 

4°C 6°C 2°C 

5°C 8°C 3°C 

7°C 10°C 3°C 

Figura 1. Diferencias de temperatura en estanterías abiertas típicas de supermercado. Fuente: Torres, 1989. 

Thomas y O'Beime (2000) han destacado el riesgo que implican para el 
consumidor, los abusos de temperatura en alimentos para consumo directo tales como 
ensaladas de zanahoria, cebolla y betarraga pre-picadas, ensalada cesar pre-picada y otras 
diversas mezclas de vegetales. Estos son productos que no reciben tratamientos térmicos 
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antes de ser consumidos. Farber et al. (1998) y Odumeru et al. (1997) señalan un peligro 
adicional, la presencia en estos productos de Listeria monocytogenes, ya que este patógeno 
puede multiplicarse durante su vida útil (9 días a 4 °C). Por otro lado, los abusos de 
temperatura en la cadena productiva, distribución y comercialización de la carne de pollo, 
un producto que se consume cocido, afectarían principalmente la vida útil del producto y 
tendría menores implicancias para la salud del consumidor cuando este los somete a una 
adecuada cocción (Russell et al., 1996). 

Bodega en  Anaquel 
la tienda  supermercado 

Figura 2. Ejemplo de cadena de frío para la producción y distribución de leche fresca. Fuente: Simpson et al., 
1989. 

Otro ejemplo de producto con potencial riesgo por abusos de temperaturas, es el 
salmón ahumado en frío, envasado al vacío y distribuido refrigerado a <5 °C. Si el salmón 
ahumado en frío está contaminado con L. monocytogenes antes de ser empacado, este 
patógeno es capaz de crecer durante el almacenamiento refrigerado del producto con los 
pertinentes riesgos para el consumidor (Hudson y Mott, 1993). Los productores de 
pescados y mariscos ahumados en frío no pueden garantizar la inocuidad de estos productos 
y por ello estudios realizados por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) han 
encontrado este patógeno con una frecuencia del 17% en estos productos. Este problema 
también se presenta con los productores de pescados y mariscos ahumado en caliente 
debido a que los mismos estudios han encontrado en ellos una incidencia de 4% para L. 
monocytogenes (Heintz y Johnson, 1998). Las mejores practicas de manufactura para 
salmón ahumado en frío logran reducir la incidencia de L. monocytogenes a <1 ufc/g lo cual 
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explica porque estos productos resultan positivos en los procedimientos de control 
utilizados por las agencias regulatorias ya que ellos tienen una sensibilidad de 0.04 ufc/g. 
Las inspecciones realizadas por las agencias regulatorias conducen a frecuentes rechazos de 
producto causando pérdidas económicas considerables para la industria y son causal de 
desprestigio para el productor. 

La importancia de mantener una baja temperatura de refrigeración durante el 
almacenamiento de alimentos no debe subestimarse. Las temperaturas bajas extienden el 
periodo de lag del crecimiento de los microorganismos y disminuyen su velocidad de 
crecimiento exponencial. Ello permite alargar significativamente la vida útil del producto 
como se muestra para el caso de la dorada (Sparus aurata) y su deterioro por el crecimiento 
de Pseudomonas spp. 

TABLA 1. Deterioro de la dorada (Sparus aurata) por crecimiento de Pseudomonas spp. bajo 
condiciones isotérmicas. (Fuente: Koutsoumanis, 2001) 

Temperatura  Tiempo lag  Vida útil 
(°C)  (h)  (h) 

0 37.2 ± 5.9 145 -255 
5 19.9 ± 2.8 98 -152 
8 13.0 ± 2.5 49 -71 

10 11.8 ± 1.2 45 - 51 
15 8.1 ±0.6 25 — 45 

Indicadores de tiempo-temperatura (TTI) 
Una forma interesante de abordar la problemática de la cadena de frío en forma 

eficiente y con bajos costos, es utilizando los indicadores de tiempo-temperatura (TTI por 
sus siglas en inglés). El funcionamiento de muchos de ellos está basado en una reacción 
química que produce el cambio de color de un indicador lo que ocurre a una velocidad 
influenciada por la temperatura. Shimoni et al. (2001) comprobaron que estos indicadores 
de tiempo temperatura son efectivos para registrar la historia de temperatura que exhibe un 
determinado alimento refrigerado y dan información sobre el estado de frescura del 
producto. 

Un ejemplo de TTI actualmente en el mercado es Vitsab cuyo costo unitario fluctúa 
alrededor de US$ 0.35-1. El funcionamiento del Vitasab (www.vitsab.com) se basa en 
reacciones enzimáticas y tiene dos pequeños recipientes para mantener dos soluciones en 
forma separada hasta que se active el TTI para comenzar el monitoreo de temperatura 
(Figura 3). Uno contiene una mezcla de enzimas de color verde y la otra es la solución del 
sustrato de color blanco. Cuando se mezclan, comienza la reacción y a medida que se va 
consumiendo el sustrato el TTI va tomándose de color amarillo. Una vez alcanzado este 
color, esto indica que el producto se encuentra al fmal de su vida útil. 
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expirado 

fin de vida útil 

Figura 3. Esquema del Vitsab, un ejemplo comercial de indicador tiempo-temperatura. Fuente: 
www.vitasab.com. 

Actualmente Vitsab es usado por British Airways (www.britishairways.com), con lo 
que aseguran que los alimentos servidos no hayan presentado abusos de temperaturas y 
estén dentro del rango de vida útil. También, Vitsab es utilizado para la distribución de 
lechugas cortadas listas para servir y consumir (www.rpaulsingh.com). 

Una limitación de los TTI es que ellos responden a la temperatura de la superficie a 
la que son adicionados y no a la temperatura del producto al interior del empaque y que es 
la que condiciona la calidad sanitaria y vida útil del alimento refrigerado. Esta limitación 
fue estudiada por Malcata (1990) asumiendo que la temperatura ambiental se aproxima a 
una función sinusoidal para obtener una expresión basada en tres parámetros 
adimensionales para estimar el error en la vida útil estimada por el TTI. Cabe mencionar 
que el error es del tipo conservativo ya que en general la vida útil verdadera es subestimada 
por el TTI. 

Efecto del abuso de temperatura en el crecimiento microbiano de alimentos 
refrigerados 

Los efectos de los abusos de temperatura en la cadena de frío de los alimentos 
refrigerados con vida útil prolongada han sido evaluados por varios investigadores 
(Simpson et al., 1989; Almonacid-Merino y Torres, 1993; Li y Torres, 1993a,b; 
Almonacid-Merino et al., 1993; Almonacid-Merino y Torres, 1993; Hudson y Avery, 1994; 
Houtsma et al., 1996; McMeekin et al., 1997; Marth, 1998; Thomas et al., 1999; Bovill et 
al., 2000; Carlin et al., 2000; Koutsoumanis, 2001; Sumner y Krist, 2002; Dalgaard et al., 
2002). Las principales causas de disminución de vida útil de los alimentos son la pérdida de 
calidad sensorial causada por microorganismos y por el crecimiento de patógenos. 

Los microorganismos causantes de deterioro y los patógenos pueden clasificarse en 
psicotrofos y mesófilos. Los primeros crecen durante el almacenamiento prolongado a 
temperaturas de refrigeración (bajo 7 °C) pero sus temperaturas de máximo crecimiento 
fluctúan entre 30 y 35 °C. Por otra parte, los mesófilos crecen bien entre 20 y 45 °C con un 
óptimo entre 30 y 40 °C pero pueden sobrevivir las temperaturas de refrigeración y crecer 
durante los periodos de abuso de temperatura (Simpson et al., 1989; Almonacid-Merino y 
Torres, 1993; Marth, 1998; Koutsoumanis, 2001). 
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Entre los microorganismos causantes de deterioro en productos refrigerados de 
larga vida útil se destacan las bacterias ácido lácticas (LAB por sus siglas en inglés), 
Bacillus spp., Brochothrix thermosphacta, Chryseomonas luteola y Pseudomonas spp. (Li y 
Torres, 1993a,b; Zwietering et al., 1996; Membre y Kubaczka, 1998; Marth, 1998; Carlin 
et al., 2000; Koutsoumanis, 2001). Las LAB son anaerobias facultativas e incluyen 
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. y Pediococcus spp. El tipo de deterioro que causan 
depende de si son homofermentativas, produciendo principalmente ácido láctico, o 
heterofermentativas produciendo una mezcla de ácidos acético, fórmico y láctico, etanol y 
dióxido de carbono. Las LAB deterioran una amplia gama de alimentos como leche y 
productos lácteos, carnes, vegetales, jugos de frutas, productos azucarados, bebidas 
alcohólicas y productos conservados con vinagre (Marth, 1998). B. subtilis y B. 
licheniformis son bacterias aeróbicas facultativas mesófilas presentes en carne, leche, 
vegetales, pescado, salsas, productos comerciales pasteurizados como puré de brócoli, 
papas y zanahoria y son importantes causantes de deterioro debido a los abusos de 
temperatura (Zwietering et al., 1996; Carlin et al., 2000). B. thermosphacta es una bacteria 
aeróbica facultativa presente en la carne de vacuno, cerdo y cordero sellado al vacío, 
además en carnes procesadas térmicamente como jamón laminado y otros (Simpson et al., 
1989; Li y Torres, 1993a,b). En la carne sellada al vacío, la capacidad de deterioro de B. 
thermosphacta varia con el pH y la permeabilidad de oxigeno, provocando desarrollo de 
limo y producción de sabores y aromas rancios asociados con ácidos grasos de cadena corta 
(Marth, 1998). Chryseomonas luteola es psicotrofa y fitopatógena y presenta la habilidad 
de crecer en vegetales durante la post-cosecha causando deterioro principalmente en jugos 
de vegetales (Membre y Kuboczka, 1998). Por ultimo, las Pseudomonas spp son aeróbicas 
y son el principal agente causante de deterioro en alimentos refrigerados. Su crecimiento, al 
igual que el de otros psicotrófos gram negativos, se ve afectado por la tensión de oxígeno, 
sal, otros aditivos de alimentos, aw, pH y otros. Durante su fase de crecimiento, producen 
lipasas y proteasas causantes de la degradación de proteínas y lípidos con la consecuente 
formación de péptidos y ácidos grasos con impacto sensorial indeseable tales como 
amargura, rancidez, olor a podredumbre y veces una pigmentación verdosa (Li y Torres, 
1993b; Marth, 1998; Koutsoumanis, 2001). Los principales patógenos que han sido objeto 
de estudio para la cuantificación del efecto de los abusos de temperatura incluyen a 
Aeromonas hydrophila, L. monocytogenes, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, 
Shigella flexneri, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus (Buchanan y Klawitter, 1990, 
1992; Hudson y Avery, 1994; Houtsm a et al., 1996; Buchanan et al., 1997; Thomas et al., 
1999; Augustin et al., 2000; Bovill et al., 2000; Jeyamkondan et al., 2001). A. hydrophila 
es anaeróbica facultativa, puede crecer bajo temperaturas de refrigeración y se encuentra 
principalmente en aguas estancadas, leche cruda, carnes de cordero, aves, porcino y 
vacuno, mariscos, quesos, lechuga (Marth, 1998; Jeyamkondan et al., 2001). L. 
monocytogenes es una bacteria anaerobia facultativa y ha sido encontrada en el suelo, 
forraje, salas de procesamiento de alimentos, y en humanos y animales sanos. 

La situación ideal de mantener la temperatura de toda la cadena fría de distribución 
a su optima temperatura, típicamente entre O y 4 °C, para retrasar el crecimiento de los 
microorganismos, no se cumple siempre, sea por infraestructura deficiente, empaque 
inadecuado del producto, mal manejo del proceso o por errores de manipulación del 
producto durante su distribución y comercialización. La realidad es que hay numerosos 
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abusos de temperatura y que duran intervalos de tiempo generalmente desconocidos. El 
ciclo de crecimiento de una población de microorganismos consta de las fases lag, 
exponencial, estacionaria y de declinación. Los investigadores de microbiología predictiva 
se han enfocado en estudiar las primeras dos fases, y los efectos de fluctuaciones de 
temperatura en la fase lag y log, ya que cuando la población microbiológica llega a la fase 
estacionaria, el producto ya se encuentra deteriorado. 

La fase lag corresponde al período de adaptación del microorganismo a las nuevas 
condiciones del entorno. Los microorganismos deben realizar un esfuerzo para poder 
adaptar sus características intracelulares a las nuevas condiciones ambientales. Por ejemplo, 
la respuesta a la acidez extracelular puede ser la síntesis de una base intracelular. 
Almonacid-Merino et al. (1993) asumieron que este esfuerzo intracelular corresponde en su 
mayoría al necesario para aumentar la concentración de RNA, indicador del estado 
fisiológico de la célula, el cual llega a su máximo valor al entrar a la fase exponencial. La 
síntesis de RNA se ve incrementada con los abusos de temperatura. Esta es la fase que es 
conveniente extender para aumentar la vida útil de los alimentos. Koutsoumanis (2001), 
concluyó que al producirse un aumento de temperatura de 2 a 15 °C y luego disminuirla 
bruscamente a 2°C se produce una nueva fase lag. Sin embargo, durante cambios graduales 
de temperatura no aparecen nuevas fases lag y ello podría deberse a que el microorganismo 
parece adaptarse paulatinamente a las nuevas condiciones de temperatura. La duración de la 
fase lag puede ser expresada matemáticamente como (Robinson et al., 1998): 

Wn 
f lag  R 

Wn  es el trabajo necesario de biosíntesis y para los procesos que una célula debe 
realizar después de la transición del entorno El al entorno E2. Por ejemplo, para el caso de 
Pseudomonas en pescado, El  correspondería al pescado vivo, con pH neutro (7.0), mientras 
que E2 sería el pescado después de sacrificado, con un pH cercano a 6.0. En este caso la 
diferencia de pH en el músculo correspondería a la cantidad significativamente mayor de 
ácido láctico producido durante el rigor mortis. Como los ácidos lipofilicos y el ácido 
láctico son capaces de penetrar la membrana plasmática de la célula, el trabajo necesario 
(Wn), podría corresponder al realizado por la bomba de protones para elevar el pH interno y 
permitir el adaptarse a las nuevas condiciones de la carne de pescado. El tiempo que 
demora la célula en realizar dicho trabajo sería la duración de la fase lag (Koutsoumanis, 
2001). Otro ejemplo, seria el trabajo necesario para insaturar las moléculas de fosfolípidos, 
que actúan como puente de transporte de nutrientes entre la célula y su entorno, porque al 
bajar la temperatura la fluidez de la membrana decrece por la formación de un gel, que 
impediría el traspaso de iones y componentes (Beales, 2004). 

En general, la dificultad de predecir la fase lag se debería a la falta de conocimiento 
sobre el estado fisiológico de los microorganismos que contaminan el producto. Esto se 
refiere a que puede haber células muertas, células que están en pleno estado de crecimiento, 
dañadas y bajo reparación o dañadas e incapaces de reproducirse (McMeekin et al., 1997). 
Una vez que las células se han adaptado a las nuevas condiciones del entorno, comienza la 
fase log o de crecimiento exponencial. Algunos autores prefieren hablar de "temperatura 
característica" en vez de energía de activación, que proviene de la ecuación de Arrhenius. 
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Sin embargo, Simpson et al. (1989) señalan que este parámetro se ve afectado por las 
condiciones de crecimiento y la disponibilidad de substrato, más que por los rangos de 
temperatura de interés. Otro problema de la ecuación de Arrhenius, es que fue diseñada 
para reacciones de primer orden y no siempre se adecua al complejo sistema biológico de 
crecimiento microbiano (Simpson et al., 1989). 

Microbiología predictiva 
Hace 10 años, McMeekin et al. (1993) definió microbiología predictiva como una 

ciencia cuantitativa que evalúa objetivamente el efecto de las operaciones de 
procesamiento, distribución y almacenaje en la seguridad microbiológica y calidad de los 
alimentos. Más tarde, los mismos autores usaron la expresión "ecología microbiológica 
cuantitativa de los alimentos", transformándose en una expresión más genérica. Por otra 
parte, en un trabajo más reciente, McKeller y Xu (2003) ponen especial énfasis a la 
descripción mediante modelos matemáticos de las respuestas microbiológicas al entorno del 
alimento. 

En uno de los primeros trabajos de microbiología predictiva, Simpson et al. (1989) 
evaluaron el crecimiento de B. thermophacta en medio líquido bajo cuatro escenarios de 
simulación de almacenamiento, temperatura constante de 2 °C, 8 °C y 14 °C, y un ciclo de 
temperatura de 24 h a 2 °C y 24 h a 14 °C (Figura 4). A 2 °C no se observó crecimiento y a 
8 °C, el promedio entre la temperatura mínima y máxima del ciclo de temperatura, el 
crecimiento fue mucho menor que el observado a la temperatura fluctuante con ciclo de 
24 h. Esto demuestra que para predecir el abuso de temperatura no es recomendable el usar 
la temperatura promedio de almacenamiento puesto que ella subestima el efecto de los 
abusos de temperatura en la velocidad de crecimiento de los microorganismos. Un modelo 
compuesto, considerando el periodo de lag y el de crecimiento exponencial a la temperatura 
del substrato, permitió predecir de forma más fiable el crecimiento microbiológico y por 
ende permitiría una buena determinación de la vida útil de un producto almacenado a 
temperatura variable (Simpson et al., 1989). 

Almonacid-Merino y Torres (1993) desarrollaron una herramienta computacional 
para evaluar los efectos de la duración de los abusos de temperatura en un medio líquido. El 
uso de esta herramienta validada permitió demostrar que exponer un alimento a una 
temperatura de abuso (20°C) por solo un 2 - 3% del tiempo de almacenamiento disminuye 
su vida útil en un 20 - 30%. Koutsoumanis (2001) estudió en dorada (Sparus aurata) el 
comportamiento de la microflora natural en condiciones aeróbicas y con diferentes perfiles 
de abuso de temperatura. La vida útil del producto en condiciones de temperatura 
constantes a O y 2 °C fue de 10 días, pero bajo condiciones dinámicas de temperatura, la 
vida útil disminuyó en un 27 a 75% dependiendo de la temperatura máxima del abuso (9 a 
16°C). 
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Figura 4. Predicción y determinación experimental de crecimiento microbiano bajo 
fluctuaciones de temperatura (Brochothrix thermosphacta en medio líquido de cultivo). 

Fuente: Simpson et al., 1989. 

Software para microbiología predictiva 
En Gran Bretaña, el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentos comenzó en 

1988, un programa coordinado para predecir el crecimiento y muerte de bacterias 
patógenas. Estos datos fueron la base para Food MicroModel, uno de los primeros software 
validado de uso comercial. Posteriormente, se creó la Food Standards Agency (FSA), quién 
se hizo cargo de fmanciar estos programas, y en el 2003, esta agencia hizo pública todos los 
datos usados en el Food MicroModel y se comenzó a desarrollar Growth Predictor,  , un 
software gratuito basado en todos los datos disponibles para bacterias patógenas y 
utilizando los avances de los años noventa (www.ifr.ac.uk/Safety/GrowthPredictor). En 
forma paralela a los esfuerzos británicos, el Eastern Regional Research Center de la USDA 
Agricultural Research Service desarrolló el Pathogen Modeling Programme (PMP, 
www.arserrc.gov/mfs/pathogen.htm). Posteriormente, estos dos centros crean una alianza 
para establecer una base de datos común. Nace entonces Combase (Combined Database of 
Microbial Response to Food Environments) una base de datos y modelos disponibles para 
microbiólogos de alimentos trabajando en industria, academia o gobierno 
(www.combase.cc). 
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CONCLUSIONES 

El muestreo de productos y su posterior análisis microbiológico, fisico-químico o 
sensorial, y la microbiología predictiva son dos alternativas para estimar la calidad de un 
alimento refrigerado. Este último enfoque permitiría desarrollar métodos asistidos por 
computador y aplicaciones Web para evaluar los efectos de las combinaciones tiempo-
temperatura sobre la velocidad de crecimiento microbiano en los alimentos refrigerados. 
Las herramientas computacionales predictivas son de suma utilidad para evaluar 
innovaciones de los procesos productivos, mejoras a la infraestructura de la cadena de frío 
y mejores estrategias para el control de situaciones de abuso. 
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