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Resumen

Las levaduras son agentes cada vez mas relevantes en el deterioro de alimentos siendo algunas de sus principales
manifestaciones el crecimiento en superficie, y la produccion de gas, sabores y olores desagradables. El acido
sorbico y sus sales derivadas son empleadas habitualmente como conservantes. Estos conservantes son agentes
fungistaticos que originan alteraciones morfolégicas y metabélicas en dichos microorganismos con el fin de
evitar su crecimiento. Sin embargo, existen microorganismos que pueden metabolizarlos produciendo un
deterioro del producto. En este trabajo se han empleado muestras procedentes de agua saborizada embotellada,
cuya composicidn incluye agua, zumo de pera, acido citrico, zumo de maracuya y melocoton, aromas naturales,
edulcorantes, antioxidantes y conservadores (sorbato potasico). Dicha botella presentaba una contaminacion
fangica y un fuerte olor a petroleo, presuntamente debido a la descarboxilacion en 1-3 pentadieno del
conservante alimenticio, sorbato potasico, que figuraba en su composicion. La conclusion principal de este
estudio es que es viable emplear la espectroscopia MIR para la cuantificacion de la presencia de pentadieno en
muestras liquidas de alimentos, siendo éste un compuesto derivado de la descarboxilacion del acido sérbico y sus
sales asociadas.

Palabras clave: deteccién de gases, calidad de alimentos, actividad metabdlica, levaduras.

Technology for the detection of sorbate metabolization in foods using
MWIR

Abstract

Yeasts are increasingly relevant agents in food spoilage with some of its main manifestations being: surface
growth and gas production, flavors and odors. Sorbic acid and derived salts are commonly employed as
preservatives which act as fungistatic agents that cause morphological and metabolic disorders in order to
prevent their growth. However, there are microorganisms that can metabolize such product. In this paper we
have used samples from bottled flavored water, whose composition includes water, pear juice, citric acid,
passion fruit and peach juice, natural flavors, sweeteners, antioxidants and preservatives (potassium sorbate).
This bottle had a fungal contamination and a strong smell of oil, presumably due to the decarboxylation in 1-3
pentadiene food preservative, potassium sorbate, contained in its composition. The main finding of this study is
that it is feasible to employ the MIR spectroscopy to quantify the presence of pentadiene food in liquid samples,
this being a compound derived from the decarboxylation of sorbic acid and its salts associates.

Keywords: gas detection, spectroscopy, food quality, metabolic activity, yeasts.
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Introduccion

Las levaduras son agentes cada vez mas relevantes en el deterioro de alimentos (Deék, 2008). A
menudo se encuentran o ven favorecido su crecimiento en productos con pH &cido, baja actividad de
agua, baja temperatura y en aquellos que contengan conservantes. Las principales manifestaciones de
su crecimiento son, entre otras, el crecimiento en superficie, la produccién de gas, sabores y olores
desagradables (Tudor y Board, 1993; Dedk y Beuchat, 1996; Loureiro y Querol, 1999). Entre los
conservantes que se afiaden a los alimentos se encuentran los acidos débiles como el sérbico y sus
sales, generalmente denominados sorbatos. El &cido sdrbico o acido 2,4-hexadienoico (E-200) es un
compuesto organico que se emplea como conservante alimentario, al igual que sus sales, sorbato
sodico (E-201), sorbato potasico (E-202) y sorbato célcico (E-203). Se emplean fundamentalmente en
productos lacteos, de panaderia, frutas y verduras, emulsiones grasas, alimentos azucarados, carnes,
pescados y vinos. Estos conservantes son agentes fungistaticos que originan alteraciones morfoldgicas
y metabodlicas en dichos microorganismos con el fin de evitar su crecimiento. Sin embargo, existen
microorganismos que pueden metabolizarlos produciendo un deterioro del producto. En alimentos con
sorbatos en su composicion se ha descrito un deterioro como un olor a plastico, hidrocarburos o
petroleo debido a la accion de bacterias lacticas y mohos (Nieminen et al. 2008; Pinches y Apps, 2007;
Plumridge et al. 2008) El grupo HOLEIAL fue el primero en describir la relacion del metabolito
responsable, 1-3 pentadieno con levaduras deteriorantes de alimentos (Figura 1), disefiando una prueba
rapida (Casas et al., 1999, 2004) en colaboracion con una industria de turrones y mazapanes espafiola.

CH,-CH=CH-CH=CH-COOH = —  CH,-CH=CH-CH=CH, + CO,
Acido sérbico 1,3-pentadieno

Figura 1. Reaccién de descarboxilacion del acido sorbico

Uno de los deterioros méas frecuentes producidos en alimentos por organismos deteriorantes es el
hinchamiento de envases por produccion de gas. En el caso de las levaduras, el origen del gas es la
fermentacion alcoholica. La capacidad de realizar esta fermentacion puede depender o no de la
concentracién de oxigeno presente, segun la especie. Por tanto, la difusion de gases afectaria al
hinchamiento a dos niveles, influyendo en la accesibilidad del oxigeno y en la difusién del CO..

Las narices electronicas y los sensores de volatiles son un tema de actualidad desde principios de los
afios 90 con un uso razonable en aplicaciones industriales y alimentarias actualmente. La deteccion
cuantitativa de metabolitos en alimentos sélidos y semisolidos presenta dificultades. Para resolverlas
se estdn empleando técnicas alternativas al analisis bioquimico. La tecnologia de sensores electronicos
para la deteccion de gases y volatiles se basa en la combinacién de sensores con diferente selectividad
y sensibilidad. Existen dispositivos que incorporan sensores de baja especificidad (entre los que se
encuentran las Ilamadas narices electrénicas) y otros que incorporan sensores de alta especificidad
basados en biosensores. Estos equipos pueden analizar los cambios producidos en la atmésfera que
rodea al alimento, provocados por la actividad del producto (frutas y hortalizas) o por la
contaminacién microbiana, como la fermentacion (Ragaert et al., 2007; Amalaradjou et al., 2008;
Ghasemi-Varnamkhasti et al., 2010; Lee y Park, 2010).

La tecnologia basada en la regidn del infrarrojo medio del espectro electromagnético (mid-wave IR,
MWIR; 3-5 um) presenta un gran interés tecnolégico por dos razones: la primera es que la mayor
parte de los objetos emiten en este rango, lo que se aplica a visién nocturna e imagen termografica
(Vergara et al., 2007); y la segunda es que la mayor parte de las especies quimicas tienen un patrén
espectral en el IR debido alos procesos de absorcién asociados con el estado vibracional de las
moléculas, haciendo que los sensores IR jueguen un papel muy importante en la deteccion de gases.
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Existen equipos de imagen que incorporan sensores IR dotados de filtros que permiten la
visualizacion de nubes de determinados gases en tiempo real (Naranjo, 2008; Haumonte, 2010).
Recientes investigaciones logran la deteccion de trazas de CO, mediante sistemas de imagen
MWIR (King y Sailor, 2011; Long et al., 2011).

New Infrared Technologies (NIT), dispone de una patente en la que se desarrolla un innovador
procedimiento para la fabricacion de detectores de MWIR no refrigerados (deposicién del material
PbSe policristalino mediante evaporacion térmica, VPD-PbSe), lo que abarata enormemente los
dispositivos, les confiere mayor estabilidad y permite altas velocidades de adquisicién (hasta 1.600
imagenes por segundo). Estos nuevos detectores pueden montarse individualmente o en matrices. En
el primer caso, junto con filtros especificos, son la base de equipos espectroscopicos de bajo coste. La
segunda opcién, es el punto de partida de los equipos de imagen.

El deterioro microbiano de alimentos ocasionado por levaduras produce grandes pérdidas econdémicas
en las industrias por las devoluciones de los consumidores. Ademas, una vez que se ha contaminado el
alimento y han crecido las levaduras en él, son muy dificiles de eliminar, por lo que el Unico abordaje
eficaz es prevenir y controlar la contaminacion. Por ello, en el presente trabajo se ha llevado a cabo
una colaboracion entre la empresa New Infrared Technologies y los grupos de investigacion Hongos y
Levaduras de Interés en Agroalimentacion (HOLEIAL) y LPF_TAGRALIA de la Universidad
Complutense de Madrid y la Universidad Politécnica de Madrid, respectivamente, para la puesta a
punto de equipos basados en MWIR de bajo coste, con el fin de detectar y cuantificar el CO, y 1,3-
pentadieno producidos por el crecimiento en alimentos de levaduras deteriorantes.

Material y Métodos

En este trabajo se han empleado muestras procedentes de agua saborizada embotellada, cuya
composicion incluye agua, zumo de pera, acido citrico, zumo de maracuya y melocotén, aromas
naturales, edulcorantes, antioxidantes y conservadores (sorbato potasico). Dicha botella presentaba
una contaminacién fangica (Figura 2) y un fuerte olor a petroleo, presuntamente debido a la
descarboxilacion en 1-3 pentadieno del conservante alimenticio, sorbato potasico, que figuraba en su
composicion.

Para la deteccion y cuantificacion del 1-3 pentadieno se emplearon la muestra original y diferentes
diluciones en agua de la misma (75%, 50%, 25%, 10% y 1%).

Las medidas de CO, se han realizado mediante la técnica de absorcién infrarroja. En la Figura 2 se
muestra un esquema del sistema experiemental utilizado. Como fuente de luz infarroja se ha utilizado
un filamento de SiC de 12 W con un reflector parabdlico de 2,5 cm de diametro. El espectrometro
utilizado fue un Luxell LVF-128 de New Infrared Technologies cuya configuracion permitia hacer las
medidas relativas de concentracion CO, en bolsa cerrada.
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Figura 2. Muestra del agua empleada para la deteccion de 1-3 pentadieno (izquierda), y procedimiento de
analisis MWIR (derecha)
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El espectrémetro infrarrojo permite medir simultaneamente todo el espectro IR comprendido entre 3 'y
4.6 micras. Un filtro lineal variable acoplado a una linea de 128 detectores de VPD PbSe divide la
banda espectral en 128 intervalos de 60 nm de ancho de banda.

NiT Luxellss |

Variable Filter Array . - 4
(VFA)

Figura 3. Filtro lineal variable y éptica empleada desarrollada por la empresa espafiola NIT a partir de
una patente liberada al ejército.

Con objeto de maximizar la relacion sefial ruido, se ha utilizado una lente de silicio que permite
concentrar de una manera 6ptima la iluminacion del emisor IR de SiC sobre la linea de 128 detectores.
En la Figura 3 se muestra una fotografia del espectrémetro utilizado.

Resultados y discusion

La Figura 4 (izquierda) indica que el espectro tipo del agua saborizada muestra un pico de absorcién
centrado en 3.4um. De cara a verificar la capacidad de estimacién cuantitativa de los espectros, sobre
los espectros medios de las distintas diluciones del agua saborizada agua destilada se ha realizado un
analisis de componentes principales. La Tabla 1 presenta la varianza retenida por cada uno de los
componentes principales, asi como el coeficiente de correlacion entre la concentracion de agua
saborizada en la muestra ylos cinco primeros componentes principales. El resultado principal es que la
varianza retenida a partir del segundo componente principal es testimonial en relacion a los dos
primeros (99.6 y 0.4% respectivamente). Tanto el PC1 como el PC2 muestran una correlacién muy
significativa con el nivel de concentracidn de agua saborizada. En la Figura 4 (derecha) se representa
dilucién versus valor de proyeccion en el PC2 (r=0.8537).

Tabla 1. Resumen del analisis de componentes principales realizado sobre los espectros MIR: varianza retenida
y coeficiente de correlacion de la concentracion de agua saborizada-con restos de pentadieno respecto a los
distintos componentes principales.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Varianza
Retenida
(unidades 6774100 25100 2800 1300 900
normalizas, (99.6%) (0.4%) (411.5ppm) (191.1ppm) (132.3ppm)
adimensional)
r 0.8438 0.8537 0.2501 0.0243 0.1293
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Figura 4. Espectros MIR (izquierda) y representacion bidimensional de la concentracién de agua
saborizada con restos de pentadieno respecto al segundo componente principal.

La conclusion principal de este estudio es que es viable emplear la espectroscopia MIR para la
cuantificacion de la presencia de pentadieno en muestras liquidas de alimentos, siendo éste un
compuesto derivado de la descarboxilacién del acido sorbico y sus sales asociadas.

En un futuro préximo se procedera a la validacion del procedimiento en extenso, asi como al estudio
de su aplicacién a la evaluacién de espacios de cabeza gaseosos en producto sélido envasado.
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