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Resumen

En los ultimos afos, el consumo de alimentos qupuselen cocinar en sus propios
envases se ha incrementado debido a su comodidambargo, muchos consumidores
perciben aromas y sabores extrafios. Esto se dalqgaible migracion que se produce
por la interaccion del envase con el alimento, fawidla por la temperatura. La

migracion ademas de producir cambios sensoriatekiém puede ocasionar problemas
de seguridad. Por ello, el Reglamento Europeo 10/Z3tablece una lista positiva de
compuestos que pueden utilizarse en la fabricatedmateriales plasticos para contacto

alimentario y sus valores maximos de migracion.

Este proyecto tiene como objetivo evaluar envaselsas para asar al horno, que se
utilizan para el cocinado de alimentos y determatano afectan a la composicion del
material las altas temperaturas utilizadas dur@ntecinado. Para ello se ha utilizado la
cromatografia de gases acoplada a espectrometrinada y se ha optimizado el

tratamiento de muestra mas adecuado (extraccidwlictorometano o metanol, SPME

con diferentes fibras...). Se evaluara también cofectan estas condiciones a la
seguridad alimentaria analizando la posible migra@n las condiciones de cocinado
mediante un simulante alimentario. De la misma m&nestos cambios en el envase
pueden dar lugar a modificaciones organolépticapuls del cocinado que también
seran estudiadas mediante cromatografia de gasgdada a olfatometria y test

sensorial.

Los resultados muestran que se forman numerososusstos volatiles, principalmente
aldehidos, lo que podria llevar a cambios en lapipdades sensoriales del alimento.
Sin embargo, la migracion fue minima, por lo quedeberia afectar a la seguridad del

alimento.
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Abstract

In recent years, the consumption of food that carcdioked in its own packaging has
increased because of its comfort; however, mangumers perceive strange aromas
and flavors. This is due to the possible migratibat is produced by the interaction
between the container and food, favored by the é&eatpre. In addition to sensory
changes, migration can also cause safety probldfos. this reason, European
Regulation 10/2011 establishes a positive list @hpounds that can be used in the

manufacture of food contact plastic materials dn@ir tmaximum migration values.

This project aims to evaluate containers, bakingsbahich are used for food cooking
and to determine how the high temperatures usedglaooking affect the composition
of the material. For this purpose, gas chromatdgragupled to mass spectrometry
(GC-MS) has been used and the most suitable satrgdément (extraction with
dichloromethane or methanol, SPME with differebefs ...) has been optimized. It was
also evaluated how these conditions affected femmlirity by analyzing the possible
migration to a food simulant under cooking conditioln the same way, these changes
in the packaging can give rise to organoleptic rications that will also be studied by

gas chromatography coupled to olfactometry (GC+@l) gensory test.
The results obtained show that numerous volatilmpounds were formed, most of

them aldehydes, that could lead to sensory motiidica in the cooked food. However,

migration was minimal and therefore food safety wasexpected to be affected.

Paginad de34



1. Justificacion y objetivos

El objetivo del proyecto es evaluar los cambiossegales y la seguridad de envases
que se utilizan para el cocinado de alimentos \erdeéhar como afectan a la
composicion del material las condiciones de comn&d envase, en estos casos, ya no
solo cumple el papel de conservacion del alimemto que ademas se utiliza como
recipiente para cocinar el alimento. Esto implic& ¢ps condiciones de temperatura y

presién que soporta el envase son diferentesenk@ses habituales.

» El proyecto pretende comprobar si hay variacioneslae composicién del
material que compone el envase al someterlo aoladia@ones de cocinado, para
ello se utilizara la cromatografia de gases acepdath espectrometria de masas

y se optimizaran las condiciones de analisis.

» Se evaluard también como afectan estas condiceteseguridad alimentaria
analizando la posible migracion del envase al altmesn las condiciones de

cocinado.

» De la misma manera, estos cambios en el envaseemuddr lugar a
modificaciones organolépticas después del cocingde también seran
estudiadas, mediante analisis sensoriales (teahgtrlar) y analisis por

olfatometria acoplada a cromatografia de gases.
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2. Introduccion

Actualmente la forma de alimentarse estd cambiaapimlamente ya que cada vez se
consume mas comida preparada, lista para consaoifimicjuso para cocinar en el propio
envase, con lo que se consigue mayor rapidez y maanmenos, resultando mas
comodo de cara al consumidor. El uso de este tgperases conlleva en la mayor
parte de los casos el uso del horno y microondes gacinar y/o calentar alimentos
directamente en materiales plasticos. Estos mbgeriplasticos se emplean a
temperaturas elevadas que podrian modificar su @sicipn y dar lugar a aromas no

deseados.

Estos envases plasticos pueden ser de materialescapa (un solo polimero) o

materiales multicapa, en los que se combinan fithasdiferentes polimeros con

diferentes propiedades de forma que el materiadgpgamplir todos los requerimientos

(resistencia, permeabilidad...). Estos films estéidasicon capas de adhesivo, en su
mayoria poliuretano (Watson & Meah, 1995)(Dixo012).

2.1 Migracion

En todos los materiales de envasado hay una ictéraentre el alimento, el envase y el
entorno. Debido a esta interaccion pueden tenar ldiferentes procesos, tales como la
permeabilidad, o paso de sustancias o gases & wal&nvase; la sorcidn, o retenciéon
en el envase de sustancias del alimento o entgrie;migracion, o transferencia de
sustancias del envase al alimento (Catala & Gawf1@2). La migracion puede dar
lugar a la incorporacion al alimento de sustanciasdeseadas, tanto de sustancias
toxicas que pueden hacerlos no aptos para el cansubien, sustancias que produzcan

alteraciones de las caracteristicas sensoriales.

El proceso de migracion se desarrolla en tres staifasion del migrante en el envase,
gue tiene lugar por espacios libres transitoriogimmedos por los movimientos naturales
aleatorios de las cadenas de polimero y que obedeleyes de Fick; solvatacién o
disolucion del migrante en la interfase alimentwase; y finalmente, la dispersion del
migrante en el alimento, si el alimento es sélidadgunde de acuerdo a las leyes de
Fick (Catala & Gavara, 2002)(Barnes, Sinclair, &tg¢m, 2007).
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En los materiales poliméricos los mecanismos desteaencia de masa tienen lugar a
través de la matriz polimérica. Los polimeros qamponen los materiales plasticos,
son moléculas de alto peso molecular generalmpatées y de solubilidad limitada por
lo que su transferencia esta limitada. Las susiarguie pueden migrar aquellas de bajo
peso molecular (< 1000 Da) que se encuentran enalaiz polimérica, tales como

aditivos, residuos o coadyudantes de la polimednac

Dentro de la migracion, podemos distinguir entregragion global y migracion
especifica. La migracion global es la cantidadl td¢ados componentes del material que
son transferidos al alimento, sean conocidos oenolas condiciones de preparacion
menos favorables. Al incluir todos los componentes se tienen en cuenta sus
caracteristicas toxicolégicas (Catala & Gavara, 220@ migracién especifica
representa la cantidad de una sustancia concretangficable que es transferida al

alimento.

El analisis de la migracion global y especificanaalimento es complejo por lo que se
recurre a la utilizacion de simulantes alimentaries decir, sustancias caracterizadas
por poseer un poder extractivo similar a los alitogrwon los siguientes requerimientos:
debe presentar la misma extension con el simutprgecon el alimento y debe permitir
un analisis relativamente simple (Catala & Gavaf§?2). Los simulantes alimentarios
que se deben utilizar para cada alimento estarrittssen el reglamento EU/10/2011
(Reglamento 10/2011).

Para la determinacion de los valores de migracgrealiza un ensayo de migracion,
para ello se pone en contacto una superficie, ¢daael material de envase a evaluar,
con un simulante alimentario o un alimento, en upasdiciones de tiempo y

temperatura predeterminadas que reproduzcan ladiccmmes de uso real en las
situaciones mas extremas. Posteriormente, se deteghcontenido de los compuestos
presentes en el simulante (Catala & Gavara, 20023. condiciones de tiempo y

temperatura para dichos ensayos estan definida®l eReglamento EU/10/2011

(Reglamento 10/2011)
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La migracion puede producir modificaciones sensesialebido a la transferencia de
sustancias sensorialmerdetivas del envase hacia el producto, apareciefmtesoy
sabores extrafios. Muchas de estas sustancias tieanerapacidad de producir
alteraciones en la calidad sensorial del aliment;m astando presentes en
concentraciones por debajo de los limites estalwecpor razones toxicoldgicas, v,
generalmente, por debajo de limites de detecciétrumentales (Catald & Gavara,
2002).

Esto significa que una forma adecuada para detarros compuestos responsables de
los cambios sensoriales es la utilizacion de tésngensoriales. Para determinar si la
migracion ha causado cambios significativos eretagpcion sensorial del alimento son
de gran utilidad los ensayos de diferenciacionreetds que se encuentran: el test

triangular.

Una vez que se ha determinado que hay modificagienda percepcion sensorial hay
gue identificar los compuestos responsables ds eatobios. Para ello, es necesario el
analisis instrumental y, dado que estos compuestasuchos casos son percibidos por
debajo de los limites de deteccion de los equipaandlisis. La técnica mas utilizada es
la cromatografia de gases acoplada paralelamenten adetector instrumental

(espectrometro de masas, detector de ionizaciénllatea...) y a un puerto

olfatométrico. De esta forma, se obtiene un crogratna de la muestra que permite la
identificacion de los compuestos y paralelamensediaos de los aromas percibidos a

cada tiempo de retencion y su intensidad (Vera3R01

Para finalizar, son muchos los factores que afexfarmagnitud, velocidad e intensidad
de migracion, entre ellos el tiempo de contacta temperatura ejerciendo esta Ultima
una fuerte influencia en la cantidad y tipo de &uss que migran al alimento o al
simulante (Watson & Meah, 1995). Para algunos ipléstas altas temperaturas pueden
afectar a la identidad de las especies que migrhid a la descomposicion térmica de
las sustancias en el plastico antes de la migracién el medio receptor después de la
migracion (Watson & Meah, 1995). Ademas, la proliddl de la migracion de
monomeros Yy oligdbmeros aumenta cuando un plasti@xpuesto a altas temperaturas

ya que aumenta la difusion de los compuestos eratdrial (Bhunia et al, 2013).
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También habria que tener en cuenta el calentamigotomicroondas ya que esta
radiacion puede inducir tanto efectos térmicos camootérmicos. Los alimentos
expuestos a las microondas se calientan como adsutte la disipacion de la energia
principalmente en agua, y también por la conducigaita o electrolitos disueltos. Los
alimentos absorben la energia electromagnética rggme por las microondas
produciendo un calentamiento dieléctrico en un eldm no conductor (Catala &
Gavara, 2002).

2.2 Técnicas analisis

Para el analisis de migracion y de los cambiosymolds en el material al someterlo a
altas temperaturas se utiliza la cromatografia ladapa espectrometria de masas. La
cromatografia es una técnica de separacion dinamcda que los analitos se

distribuyen en dos fases: una fase estacionari@@u@antiene fija y una fase movil que
se mueve a través de ella. Los analitos se muaveordginuo por la fase estacionaria
estableciendo los procesos de distribucion y potalto de separacién. Se puede
distinguir entre la cromatografia de gases, doraldake movil es un gas y la

cromatografia de liquidos donde la fase mévil eBquido.

La espectrometria de masas es una técnica de ideteque permite obtener
informacion de la masa molecular del compuesto izatd asi como obtener
informacion estructural del mismo. Para ello esesado ionizar las moléculas y
obtener los iones formados en fase gaseosa. Aautdnes el detector mas utilizado en
cromatografia porque el espectrometro de masas apazcde detectar bajas
concentraciones de analito, suministra informaciGalitativa y cuantitativa y puede

distinguir diferentes sustancias que tienen el misempo de retencién (Harris, 1995).

La cromatografia de gases acoplada a la olfatcangdrimite la separacién individual de
los componentes y la capacidad de asignar desagptolfativos a los picos del
cromatograma. Se consigue ya que a la salida dduana de cromatografia una parte
va hacia el detector y la otra al puerto de olfatria y asi con la nariz humana se
evallan las cualidades aromaticas de los compuestesse eluyen de la columna
cromatografica, a la vez que el detector instruaig@rbporciona un cromatograma.
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Figura 1: Esquema de la olfatometria acoplada ancatografia (GC-O)

Hay distintas técnicas olfatométricas con el finegtlaluar la importancia sensorial de
los compuestos aromaticos: técnicas de diluciérfreteiencia de citacion, de tiempo-
intensidad, de intensidad posterior y de frecuemoizdificada. En la técnica de
frecuencia modificada cada individuo anota el tierdp retencion al que se detectan los
olores, su descripcion y su intensidad, la inteatsise valora en una escala del 1 al 3,
siendo el 1 la valoracion mas baja y el 3 la mtgs al

La inyeccion de muestras en analisis por GC-O puedkzarse por inyeccion liquida
de un extracto de la muestra o mediante el and@isnicroextraccion en fase solida
(SPME) que permite una preconcentracion de lositagaly por tanto mayor

sensibilidad. La microextraccion en fase sélidaura técnica utilizada para extraer
compuestos desarrollada por el Dr. Pawliszyn. Estaica no requiere el uso de
solventes y es muy utilizada para la identificagrG@uantificacion de moléculas de bajo
peso molecular que migran de los polimeros (Al01,2), ya que es muy eficiente para

determinar concentraciones bajas de analito debgloalto poder de concentracion. Se
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trata de una fibra pequefa de silice fundida rectéicon un film delgado de base
polimérica. Los polimeros utilizados pueden teniéerente naturaleza quimica y se
seleccionaran en funcion de los analitos que sera@uiretener. Los analitos son
adsorbidos por esta fibra hasta que se alcanzauwihibeio en el sistema (Pawliszyn,
2000).

La extraccion de los analitos puede llevarse a cabdiante la inmersion directa de la
fibra en la muestra, si se trata de muestras liplid mediante la extraccion del espacio
de cabeza. Posteriormente, la fibra es insertadeelepuerto de inyeccion del
cromatografo de gases donde tiene lugar la desotéigmica (200-300 °C) de los

analitos atrapados en la fibra (Mufioz, 2011).

Puesto que en nuestro caso las muestras eramursdilutilizé la extraccion del espacio
de cabeza (HS-SPME) donde los analitos son exgaldda fase gaseosa en equilibrio
con la muestra por lo que la fibra no entra enaanotdirecto con la muestra. Es el
procedimiento mas utilizado para analizar matra@splejas o cuando se trabaja con

compuestos volatiles (Mufioz, 2011)(Avelino et &i12).

2.3 Legislacion

» Reglamento (CE) N° 1935/2004 del Parlamento Eurgpia consejo del 27 de
octubre de 2004, sobre los materiales y objetoBnael®s a entrar en contacto

con alimentos.

Este Reglamento tiene como finalidad garantizéurationamiento efectivo del
mercado interior en relacion con la comercializaalé los materiales y objetos
destinados a entrar en contacto directo o indirectn alimentos,
proporcionando al mismo tiempo la base para ga@ntin elevado nivel de
proteccion de la salud humana y de los interesesosleconsumidores. Se
aplicara a los materiales y objetos terminados gag&n destinados a entrar en
contacto con alimentos; estén ya en contacto doreatos y estén destinados a
tal efecto; o de los que quepa esperar razonabtengeie entraran en contacto
con alimentos o que transferiran sus componeries aimentos en condiciones

normales o previsibles de empleo.
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Los materiales y objetos habran de estar fabricatdogonformidad con las
buenas préacticas de fabricacion para que, en laslicones normales o
previsibles de empleo, no transfieran sus compeseat los alimentos en
cantidades que puedan: representar un peligrolpaaud humana, provocar
una modificacion inaceptable de la composiciénodealimentos o provocar una

alteracion de las caracteristicas organolépticasties.

Reglamento (CE) N° 2023/2006 de la Comisién deb@2iciembre de 2006
sobre buenas préacticas de fabricacion de mategabdegetos destinados a entrar

en contacto con los alimentos.

Este Reglamento establece las normas sobre bugdiegs de fabricacion para

los grupos de materiales y objetos destinadosraregti contacto con alimentos.

Reglamento (CE) N° 10/2011 de la Comision del 14edero de 2011 sobre

materiales y objetos plasticos destinados a eatraontacto con alimentos.

El presente Reglamento establece requisitos egpecibara la fabricacion y
comercializacibn de materiales y objetos plasticdsstinados a entrar en
contacto con alimentos, ya en contacto con alinseotgue es razonable suponer
gue entren en contacto con alimentos. Para la oigralobal, los materiales y
objetos plasticos no cederan sus constituyentes aiinulantes alimentarios en
cantidades que superen en total los 10 miligrangosashstituyentes liberados
por decimetro cuadrado de superficie de contactgdim?). Y para migracion
especifica, los materiales y objetos plasticosader@an sus constituyentes a los
alimentos en cantidades superiores a los limitesideacion especifica (LME)
gue se establecen en el anexo | de este Reglanesibs, limites de migracion
especifica se expresan en mg de sustancia por kgirdento (mg/kg).Con
respecto a las sustancias para las que el anex® dstablezca limite de
migracion especifica ni otras restricciones, secag un limite genérico de
migracion especifica de 60 mg/kg. Todas aquellagtarsuias que no estén

presentes en el anexo | no deberan superas 1@mdggmigracion.
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3. Metodologia

3.1 Materiales
Se utilizaron para los ensayos bolsas para asaoralo de dos marcas diferentes

(material 1 y material 2), que fueron adquiridasiea gran superficie.

3.2 Reactivos

Los compuestos: (E)-2-octenal, (E)-2-nonenal, nahalecanal, octanal, octanol, citral,
dodecanal y benzofenona fueron de calidad analtieaquiridos en Sigma-Aldrich
Quimica (Barcelona, Espafia).

El metanol (calidad LC-MS) fue adquirido en Scha@hemie S.A (Sentmenat,
Espafa) y el diclorometano en Panreac (Barcelszaia).

El Tenax ® TA 80/100 fue suministrado por SupeBellefonte, PA, USA)

3.3 Instrumental

Cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometroadasnb977BMSD de Agilent
Technologies acoplado a un inyector automatico 7683Agilent Technologies; la
columna es HP-5MS (DB-5) de 30 metros de longitu@5 milimetros de diametro
exterior y 0.25 micrometros de diametro interior Algilent Technologies. Puerto

olfatométrico Phaser con humidificador.

Centrifugadora Microfuge® 18 Centrifugede Beckmamayio de ultrasonidos Branson
3510.

3.4 Analisis por GC-0-MS

La inyeccion se llevo a cabo en splitness a unaeeatura de 250°C. Para la inyeccion
liquida el volumen de inyeccion fue depl. Para la inyeccion por SPME, las

condiciones de adsorcion fueron 20 minutos a 80@Cdgsorcidn 2 minutos a 250°C.
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El programa del horno fue: 40°C de temperaturaiahidurante cinco minutos y a
continuacion una rampa de 10°C por minuto hastaaigenzaba los 300°C. El gas
portador fue helio con un caudal de 1mL/min.

La deteccion en el espectréometro de masas se dlesabo en modo SCAN de 50 a
400mz.

Para la deteccidn por olfatometria, el puerto offaitrico se acondicioné a 160°C.

3.5 Seleccion del método de analisis

Con el fin de conocer que técnicas proporcionalapeufil de volatiles mas completo
de los materiales estudiados se realizaron vanakseé con el material: extraccion con
diclorometano, extraccidon con metanol y analisreald por microextraccion en fase
sélida del espacio de cabeza (HS-SPME). En estaalke utilizaron distintas fibras
para ver cual daba mejor resultados.

= Extraccién con diclorometano

El material se cortd6 en trozos pequefios con aywaurths tijeras, y se
introdujeron 0,3g en viales de 20 mL de vidrio gaeerraron herméticamente.

Se prepararon 6 réplicas del material y tres daseBbe sometieron a
calentamiento siguiendo las instrucciones de usaond¢erial para el cocinado
de alimentos (190°C durante hora y media), miedisastras 3 se conservaron a

temperatura ambiente.

Una vez transcurrida la hora y media se procedi@& extraccion de los seis
viales con diclorometano. La extraccion se readiiadiendo 3mL, 2mL, y 2mL
de diclorometano en tres extracciones consecutiues se llevaron a cabo
durante una hora en el equipo de ultrasonidos. &z realizadas las tres
extracciones se mezclaron los extractos y se pi@@du concentracion bajo
una corriente de nitrdgeno hasta 1mL. Durante estacentracion se
termostatizaron los viales para evitar la congélacidel disolvente.
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Paralelamente se prepar6 un blanco de 7mL dicldeomoeque se concentré de

la misma manera que las muestras (Aznar et al,)2011

Una vez concentrados, los extractos se guardarerakss para su inyeccion en

el cromatdgrafo de gases.

= Extraccién con metanol

Se repitié el mismo procedimiento usado para laaegion con diclorometano

pero en este caso el disolvente usado fue metanol.

= Extraccién por HS-SPME

Se cortaron cuadrados del material de un tamaf5a@,5cm y se introdujeron
en un vial de vidrio de 20mL que se cerré hermgtarate. Tres se llevaran al
horno a 190°C durante hora y media y otros tredegeon sin temperatura. Se

prepard también un blanco (sélo el vial) con terapga y otro sin temperatura.

Este procedimiento se repitié utilizando tres tiplesfibras diferentes que se
diferencian por su polaridad para observar que fdrala que obtenia mejores
resultados.

- 100pm PDMS (polydimethylsiloxane).

- 75um Carboxen/PDMS (carboxen/polydimethylsiloxane).

- 50/30umDVB/CAR/PDMS (divinybenzene/carboxen/polyethylsiloxane).

3.6 Test migracion:

Para el test de migracion, en primer lugar se linghiTenax. El Tenax es un polimero
de alta porosidad de poli (6xido de 2,6-difenilgmifeno), en forma de polvo fino
(Vera, 2013). Presenta una elevada superficie dg@epor lo que tiene una gran
capacidad de adsorcion sobre todo de volatilestgBu2013). Se selecciond para los
ensayos de migracion ya que los disolventes liguitto podian ser sometidos a las

condiciones de migracion requeridas (190°C, horeeglia).
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Para la limpieza se introdujo el Tenax en un cadude celulosa y el cartucho en un
Soxhlet. Se limpié con acetona durante seis h&asaf et al, 2011) y una vez limpio

se seco en la estufa a 100°C durante 4 horas.

Para el test de migracion se prepararon tres aslsgchas con los films del material de
2,5x2,5cm mediante termosellado. Luego en cadalsalsntrodujeron 0,34g de Tenax
y se termosell6. De esta forma la proporcién fuel @denax/drflaminado que marca

la legislacion (UNE-EN 14338 19).El experimentaealizé por triplicado

Estas muestras se pusieron sobre una placa deyRBetintrodujeron al horno a 190°C
durante una hora y media. Una vez fuera y habiatglado que se enfriaran se
introdujo el Tenax en un vial y se extrajo dos gemensecutivas con 3.4mL de metanol
dejandolo cada vez una hora en el equipo de ultids®. Finalmente los extractos se
mezclaron y se guardaron en un vial. También geapdeun blanco de la misma manera

pesando 0,34g de Tenax limpio y haciendo la extiacc

El extracto se centrifugd, para eliminar posilgagiculas de Tenax y se concentré con
una corriente de Nhasta 1,5mL y una vez concentrado se preparasnidtes para

inyectar en el cromatografo.

3.7 Andlisis sensorial: Test triangular

El test triangular es un test diferencial, que esipara comprobar si hay diferencias
sensoriales entre muestras, ya que muestran sujets que hacen el analisis pueden

detectar diferencias entre las muestras ensayadas.

Los test diferencial se pueden usar para variostigbg: para demostrar que dos
muestras son percibidas como diferentes o pararndiey si dos muestras son
suficientemente similares, de forma que se puedweosiear una diferencia o una
similitud. Es particularmente util en situacionemde los efectos de un tratamiento
producen cambios en el producto que no puedenmplesnente categorizados por uno

o dos atributos.
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El principio del test triangular consiste en présera cada sujeto tres muestras
codificadas, e informarles que dos muestras soaleguwy una diferente. Luego se les
dice que las prueben (sientan o examinen) de der@dhquierda, con la opcion de ir

hacia atras para repetir la evaluacion de cadanieotras el test esta en marcha, y que
seleccione la diferente. Finalmente, se cuentaieleno de respuestas correctas y se

miran las tablas estadisticas para su interpretacio

Para analizar e interpretar los resultados se awmtumero de respuestas correctas y el
namero total de respuestas. Luego se determirangingero de respuestas correctas es
igual o mayor que el numero indicado en la tableapan determinado nivel de

significacion (Meilgaard, Civille, & Carr, 1999).

Para preparar las muestras se cortan doce cuadiatiosaterial de 2,5x2,5cm y se
depositan en viales. De estos viales, 6 se interdet horno a 190°C durante hora y

media (muestras A) y 6 se dejaron a temperaturaeaet(muestras B)

Para el test, se prepararon cuatro set de mudsifds ABB, BAB y AAB), de las
cuales cada persona oleria dos. Finalmente seaeali 15 test de dos set de muestras,

por lo tanto 30 resultados.

Una vez hecho el test se pidio a los catadoresdgseribieran el olor de una muestra

sometida a calentamiento.

3.8 Analisis olfatométrico mediante HS-SPME-GC-0-MS.

Para la olfatometria se prepararon cuadrados de2,3@n del material y se
introdujeron en viales, unos se llevan al hornd9@°C hora y medio (muestras con
temperatura) y los otros se mantuvieron a temperaambiente (muestras sin
temperatura).

Los viales con las muestras se pre-acondicionar@®°€ durante 20 minutos. A

continuacion, se introdujo la fibra en el espacocdbeza y se mantuvo durante 20

minutos a 80°C para facilitar la adsorcion de lomguestos volatiles en la misma.
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Pasado este tiempo, se retird la fibra y se procgdiu desorcion térmica en el inyector

de cromatégrafo de gases a 250°C durante 2 minutos.

El andlisis olfatométrico fue llevado a cabo paafadores previamente entrenados con
una disolucién de entrenamiento con 7 compuestodistimta naturaleza quimica y
diferentes descriptores a una concentracion dep@ pos compuestos son los que se

presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1: compuestos estandar olfatométricos

Tiempo Compuesto Descriptor
8,21 Isovalerato de etilo Frutal, dulce, verde
10,88 1-octen-3ona Champifidn, setas
11,84 Limoneno Limon, naranja
13,04 Linalol Floral, lavanda
14,53 Octanoato de etilo Frutal, grasa
16,85 Eugenol Clavo, miel
17,43 Vainillina Dulce, caramelo

Para la olfatometria, el catador se situé en eftpusfatométrico y anoté los aromas
percibidos usando los descriptores que se consatkréuados, asi como el tiempo en el

gue se percibieron y su intensidad.

El andlisis de datos se realiz6 pasando todosatms G una hoja de calculo, de manera
que se pudieran ordenar los descriptores de todasatadores en funcion del tiempo en
el que se percibieron. Una vez ordenados, se pipeedgruparlos en funcion de los
descriptores, tras agruparlos se estimd un tiempdiany se calcul6é la frecuencia
modificada con la intensidad y frecuencia:

FM (%) = VF(%) * I (%)

Donde F es la frecuencia detectada en porcenthjesda media de la intensidad en

porcentaje de la maxima intensidad (Campo et 8520
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Una vez calculada la frecuencia modificada, seceglraron aquellos compuestos cuya
FM fue mayor o igual a 50% (Campo et al, 2005) g galo estaban presentes en las

muestras sometidas a temperatura.

Para esos compuestos se calculé el indice de cr@terpara ello se inyecté una
disolucion de alcanos (entre C8 y C24) en las nssooadiciones cromatograficas de

las muestras.

Para calcular el indice de retencion de un compusstnecesita saber su tiempo de
retencion y el tiempo de retencion de los alcanaseelos que se encuentra el

compuesto desconocido. A continuacion se aplisiglaente formula:

tr —tr(n)

IR =100 100
n tr (N) — tr (n)

Donde: n es el numero de carbonos del alcano ménet,tiempo de retencion del
compuesto desconocido, tr (n) tiempo de retencéraldano menor y tr (N) tiempo de

retencion del alcano mayor.

Una vez calculado el indice de retencion y comphrdas espectros de masas de los
compuestos detectados con los de la libreria Nd8procedid a la identificacion de los
compuestos responsables de los olores. Se consmidién la base de datos de

Flavornet (www.flavornet.org que proporciona indices de retencién en difegente

columnas cromatograficas y el aroma de un gran raohe compuestos volatiles. Para
confirmar los compuestos identificados se inyectarmediante SPME disoluciones de
los estandares que se disponian en el laboratonimaaconcentracion de 10 ppm en

agua.

Tanto el test de migracion como los analisis porSPBIE-GC-O-MS se realizaron
para el material 1 y el material 2.
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4. Resultados y discusion

De los resultados obtenidos en los andlisis redizgara ver que técnica mostraba
mejores resultados se dedujo que la técnica quomionaba un perfil de volatiles mas
completo era la HS-SPME puesto que es donde savobs@ mayor numero de
compuestos que diferenciaban las muestras con tatape y las muestras sin
temperatura. En los cromatogramas obtenidos coeximactos de metanol (figura 1) y
diclorometano (figura 2) no se observaron apenf&seticias entre muestras con y sin

temperatura.
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Figura 2: Cromatograma de un extracto con metarehthterial con temperatura

(linea negra) y material sin temperatura (linealazu
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Figura 3: Cromatograma de un extracto con dicloréam®, de material con
temperatura (linea negra) y material sin temperat(imea azul)
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Algunos de los picos observados eran siloxanosgertes del vial.

En la extraccion con metanol solo se formd un casfuelester dimetilico de acido
1,4-bencenodicarboxilicen el minuto 18,76 y en la extraccion con diclogtemo el
tetradecanoato de metilen el minuto 21,12 y el ftalato de diisooctilo @nminuto
28,59.

Los analisis de la muestra por HS-SPME se llevareabo con 3 fibras de diferentes
polaridades: fibra PDMS, fibra Carboxen/PDMS vy dildVB/CAR/PDMS De las tres

fibras, la que mejores resultados dio fue la fieeDVB/CAR/PDMS. Con esta fibra se
obtuvo un alto nimero de compuestos diferentese elats muestras con y sin
temperatura distribuidos en todo el cromatograntary mayor intensidad que en las
otras dos fibras estudiadas. Se muestran a cootimués cromatogramas obtenidos

con las diferentes fibras.

TC 170223 T SAVE FR RLD cataunns
TC 17023 aE SAVE FRRZ Do cata s O

=2 |

Al JUM el

T
=oco a.co 6.00 s.00 10.00 a1=.oo 14a.00 16.00 a1s.00 zZo.c0 2=z oo

m}l;igura 4: Cromatograma obtenido por HS-SPME (filBlBMS) de muestras de

i

material con (linea negra) y sin (linea azul) smperatura
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Figura 5: Cromatograma obtenido por HS-SPME (fil¥B/CAR/PDMS) de muestras

de material con (linea negra) y sin (linea azuh) temperatura
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Figura6: Cromatograma obtenido por HS-SPME (fibrarBoxen/PDMS) de muestras

de material con (linea negra) y sin (linea azuh) temperatura

Una vez seleccionada la mejor técnica de analisilg Yibra se procedié a la

identificacion de los compuestos formados en eéhmngento térmico siendo estos. La
tabla 2 muestra los compuestos identificados Urecéenen el material 1 sometido a
tratamiento térmico y sus tiempos de retencion itidices de retencion (IR), match y
namero CAS. Se consideré que un espectro se hddniéificado correctamente con la
libreria NIST si el match estaba por encima de B#agruparon los compuestos en

tres grupos segun su intensidad, se le dio un \@#oB a los compuestos con una
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abundancia mayor de 4500000, de 2 para los congsuesh una abundancia mayor de
200000 y de 1 para los de mayor de 100000.

Tabla 2: Compuestos identificados en el materiebd temperatura

tr

. IR Int Compuesto Match CAS
(min)
6,71 <800 <1 3-metil-2-butenal- 936 107-86-8
7,12 <800 <1 Hexanal 800 66-25-1
9,28 867 <1 5-metil-3-metilen-5-hexen-2-ona 838 51756-18-4
9,62 742 2 Acetato de 3-metilciclopentilo 815 24070-70-0
11,49 985 1 2-Pentilfurano 909 3777-69-3
11,70 996 2 Octanal* 926 124-13-0
11,96 1010 1 1-Buteniloxipentano 786 54004-25-0
12.75 1058 <1 (E)-2-Octenal* 756 2548-87-0
12,88 1067 1 1-Octanol 867 111-87-5
13,46 1103 3 Nonanal* 930 124-19-6
14,32 1159 1 (E)-2-Nonenal* 864 60784-31-8
14,48 1169 1 1-nonanol 848 143-08-8
15,02 1205 3 Decanal* 937 112-31-2
15,82 1262 2 (2)-2-Decenal 878 2497-25-8
15,95 1271 1 Citral* 847 5392-40-5
16,26 1294 1 2-Octilfurano 806 4179-38-8
16,43 1306 1 Undecanal 860 112-44-7
17,20 1366 2 2-Undecenal 910 2463-77-6
17,40 1381 2 ni (mz: 84.1/127.1/128.1/101.1/ 980
95.1/109.1/69.1)
17,56 1394 2 ni (mz: 84.1/127.1/128.1/101.1/ 988
95.1/109.1/69.1)

17,76 1410 1 Dodecanal* 830 112-54-9
18,32 1454 1 6,10-Dimetilundeca-5,9-dien-2-ona (Geranil 872 689-67-8
acetona)

18,49 1468 2 (E)-2-Dodecenal

18,57 1474 1 1-Dodecanol 802 112-53-8
20,72 1661 1 Dihidrojasmonato de metilo 818 24851-98-7
22,46 1822 <1 Miristato de isopropilo 854 110-27-0

ni: no identificado; *compuestos confirmados cotaedar

Los compuestos con indice de retencion 1381 y h&9dudieron ser identificados, en

la tabla se muestran sus principales iones enpactes de masas.

Los compuestos con una mayor intensidad en el ¢cograana fueron el nonanal y el

decanal, ambos confirmados con la inyeccion destsundar.
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Para el material 2 se ha obtenido el siguiente atognama con la fibra
DVB/CAR/PDMS.
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Figura 7: Cromatograma obtenido por HS-SPME (fil¥B/CAR/PDMS) de muestras

de material 2 con (linea negra) y sin (linea azih) temperatura
Y se han podido identificar los compuestos quenslican en la tabla 3, también
muestra sus tiempos de retencion (tr), indicesetncion (IR), nimero CAS, match e

intensidades.

Tabla 3: Compuestos identificados en el materieb@ temperatura

tr IR Int Compuesto Match CAS
(min)
9,62 742 1 Acetato de 3-metilciclopentilo 814 24070-70-0
10,9 953 <1 Benzaldehido 853 100-52-7
11,69 996 1 Octanal* 880 124-13-0
11,85 1004 <1 3-Careno 834 13466-78-9
13,46 1013 2 Nonanal* 930 124-19-6
14,89 1196 <1 Dodecano 805 112-40-3
14,98 1202 2 Decanal* 915 112-31-2
17,19 1366 1 2-Undecenal 864 2463-77-6
17,40 1381 2 ni (mz: 84.1/127.1/128.1/101.1/ 980
95.1/109.1/69.1)
17,56 1394 1 ni(mz:4.1/127.1/128.1/101.1/ 988
95.1/109.1/69.1)
17,76 1410 <1 Dodecanal* 818 112-54-9
18,33 1454 <1 6,10-Dimetilundeca-5,9-dien-2-ona 841 3796-70-1

(Geranil acetona)
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20,33
20,55
20,72
21,04
21,52
22,46
22,94

1628
1647
1661
1668
1732
1822
1870

Laurato de isopropilo
Benzofenona*
Dihidrojasmonato de metilo
1,3-di-iso-propilnaftaleno
1,3-di-iso-propilnaftaleno
<1 Miristato de isopropilo
<1 7-Acetil-6-etil-1,1,4,4-tetrametiltetralin

P P, R NNN

930 10233-13-3
934 119-61-9
815 24851-98-7
800

853

847 110-27-0
837 88-29-9

ni: no identificado; *compuestos confirmados cotaedar

Muchos de los compuestos detectados habian sidoaprente detectados en el

material 1. En esta muestra, los compuestos conimé@ssidad fueron también el

nonanal y decanal, junto con el laurato de isopwopia benzofenona.

Los resultados obtenidos de lemsayos de migraciénen el material 1 con Tenax

mostraron que fueron muy pocos los compuestosmgiarron, ya que solo se observo

la presencia de octadecenoato de metilo, en elt;m2w,87. Este compuesto se utiliza

como plastificante.
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Figura 8: Cromatograma de la migracion en Tenaxhugestras del material 1

sometidas a calentamiento (linea negra) y del lgffioea azul)

Algunos de los picos observados eran siloxanosgertes del vial.
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Para el material 2, no se observé ninguna migra&banico compuesto que se aprecio

fue un siloxano en el minuto 7,05 cuyo origen fyma@bablemente el vial.
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Figura 9: Cromatograma de la migracion en Tenaxweestras del material 2
sometidas a calentamiento (linea negra) y del gtiocea azul)

Sin embargo, como queda reflejado anteriormentesresultados con SPME si que se
formaron numerosos compuestos, pero la mayoriastiess dueron volatiles y se ha
demostrado con numerosos estudios que la migrabsomos volatiles al alimento
calentado es un proceso ineficiente, sélo del &B3%86 de los volatiles desprendidos se
transfieren al alimento (Watson & Meah, 1995). Estodebe probablemente a que el

simulante no retuvo las sustancias volatiles yisipatron.

En cuanto a las modificaciones organolépticas sevyon los siguientes resultados:

En eltest triangular, se obtuvo un total 30 resultados. Para 30 megtian alfa de
0,001 las respuestas correctas tienen que ser esagerl9 (Meilgaard, Civille, & Carr,
1999). Los resultados correctos fueron 28, powue sg concluyé que habia diferencias
significativas entre muestras sometidas a temparaiu muestras guardadas a

temperatura ambiente.
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Los descriptores que los analistas usaron pararidiesel olor fueron: plastico
guemado, caucho, goma elastica, plastico bajo kel ggemado, manguera, aceite

quemado, alquitrén, cerrado y viejo.

En cuanto a lalfatometria, la tabla 4 muestra los odorantes que se encamisdio en

el material con temperatura y con una frecuencidiiisada mayor o igual del 50%.

Tabla 3: compuestos odorantes presentes en el imkters sufrir el calentamiento con

una frecuencia modificada mayor o igual al 50%.

tr

IR ) Descriptores FM (%)
(min)

<800 6,5 grasa, disolvente, pléstico, taller, rueda, coche 65,32
801 8,02 disolvente, quimico, metalico, plastico, nuguemado 51,10
824 8,47 dulce, agrio, almendra, rancio, floral, dulce ftugmimal 73,03
858 9,1 caucho, grasa, aldehido 65,32
912 10,13 chucheria salada, palomitas, queso 56,57
944 10,72 floral, patata, pepino, agradable 76,38
1048 12,57 flor, limon, verde 51,60
1058 12,73 patatas bolsa, bicho, maiz, mal, gas 59,16
1073 12,97 metalico, punzante, mal, gas, caucho quemado 50,00
1077 13,05 frutal, clavo, champifién 59,16
1085 13,18 guemado, pica 52,44
1105 13,5 regaliz negro, herbal, maiz, almendra, aceithe 84,98
1206 13,03 infusion, limon, lavanda, velo 54,77
1239 15,5 floral, pepino 63,25
1266 15,87 insecto, coco, herbal, citrico 55,78
1321 16,62 insecto, bicho, tostado 57,74
1370 17,25 dulce, raro, mal 59,63
1397 17,6 limén, mal, lavanda, floral, oruga 66,67
1466 18,47 dulce, flores, fresa madura 66,67

De todos ellos los compuestos que se han podiadifidar teniendo en cuenta el indice
de retencién, la base de datos de Flavornet ydpsotros de masas son los que se

describen en la tabla:
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Tabla 4: Compuestos identificados responsablessialomas

t . Descriptor IR
IR (min) Descriptores Compuesto Match CAS (flavornet)  (flavornet)
grasa, disolvente,
<800 6,24 plastico, taller, rueda, tolueno 881 108-88-3 pintura 773
coche

patatas bolsa, bicho, verde, fruto

1058 12,75 , (E)-2-Octenal* 746 2548-87-0 1060
maiz, mal, gas seco, grasa
metalico, punzante, quimico,
1073 12,85 mal, gas, caucho, 1-Octanol 805 111-87-5 metal, 1072
guemado guemado
1077 12,96 frutal, clavo Oxido de linalol 779 5989-33-3 flores 1070
herbal, maiz, rasa. verde
1105 13,46 almendra, aceite Nonanal* 930 124-19-6 g cit’rico ! 1104
coche
1206 1501  miusion, limon, Decanal* 037 112312 S0P sebo, 1209
lavanda, velo piel naranja
1266 15,82 '”Se°t°'c|?t‘;i°c°c; herbal, /) > Decenal 910  2497-25-8 naranja,sebo 1250
1370 17,21 dulce, raro, mal 2-Undecenal 914  2463-77-6 acr:c,edi:;ce, 1366
1466 185 oulceflores fresa b\ b decanal 793 4826.62-4 Ve ETEA
madura dulce

*compuestos confirmados con estandar

Los resultados muestran que los aldehidos fuemmrdmpuestos con mayor impacto
aromatico en las muestras sometidas a alta terap&ratendo el nonanal el compuesto
con mayor frecuencia modificada (84,9%). Los corsmege detectados en el

cromatograma con indices de retencion 1384 y 12Z@ibitn tuvieron impacto

aromatico en la cromatografia por lo que su fuidemtificacion es importante. La

olfatometria permitié también detectar compuestwsimpacto aromatico que debido a
su baja intensidad en el cromatograma no habiancsidsiderados inicialmente como
compuestos diferenciadores entre muestras con tesiperatura, tales como el éxido
de linalol. Por otro lado, compuestos con mayoensidad en el cromatograma
mostraron un impacto menor, lo que confirma el ator de esta técnica para el

analisis del perfil aromatico de una muestra.

Pagina28 de34



5. Conclusiones

- La mejor técnica para analizar el perfil de vottitle los materiales estudiados
fue la HS-SPME-GC-MS puesto que fue donde se obsmrvmas diferencias
entre las muestras con o sin temperatura. Estels® @ que la mayoria de
compuestos eran muy volatiles y a la alta capadigagreconcentracion de la
SPME. Esta técnica ademas requiere muy poca maaipal del material, lo

gue constituye una gran ventaja.

- La mejor fibra de SPME para detectar los compuesgts diferenciaban las
muestras antes y después de haber sido sometidemperatura fue la
50/30um DVB/CAR/PDMS, ya que fue la fibra con laequas compuestos se

identificaron.

- La mayor parte de los compuestos que estaban peesem el material sélo
tras haber sido sometido a alta temperatura emehiaos, tales como el

octanal, decanal, 2-Decenal, (Z)-2-Undecenal odedenal.

- Del test triangular se dedujo que habia diferensignificativas sensoriales
entre las muestras con y sin temperatura. El naatakicalentarlo emitia un
olor desagradable a plastico quemado.

- En la olfatometria se percibieron 21 zonas aromgticon valores de
frecuencia modificada mayores al 50%. De ellosu@igron ser identificados,
siendo aldehidos en su mayor parte. El nonanalfaempuesto con la mayor
frecuencia modificada, 84,9% y por tanto uno deploscipales responsables

de las modificaciones en el aroma del material.

- El ensayo de migracion mostrd que la migracidnatepuestos fue minima lo

gue se puede deber a la naturaleza volatil declogpuestos.

- Comparando los dos materiales se observd a quieabeale la temperatura
provocé en ambos la aparicion de compuestos deahe#ta similar.
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6. Conclusions

- The best technique for analyzing the volatile peobf the studied materials
was the HS-SPME-GC-MS, since more differences batwhe samples with
or without temperature were observed. This was tue¢he fact that the
majority of compounds were very volatile and to thigh preconcentration
capacity of the SPME. This technique also requiery little manipulation of
the material, which is a great advantage.

- The best SPME fiber to detect the compounds tH&drdntiated the samples
before and after they were subjected to temperatuas the 50/30m
DVB/CAR/PDMS, since it was the fiber with which masompounds were
identified.

- Most of the compounds that were present in the maatenly after being
subjected to high temperature were aldehydes, aschctanal, decanal, 2-

Decenal, (Z) -2-Undecenal or 2-dodecenal.

- From the triangular test it was concluded thateheere significant sensorial
differences between the samples with and withooptrature. The material
upon heating emitted an unpleasant odor of buastial.

- In olfactometry, 21 aromatic zones with modifie@dquency values greater
than 50%were detected. Nine zones could be idedfifibeing mostly
aldehydes. The nonanal was the compound with tlghekt modified

frequency, 84,9%.

- The migration test showed that the migration of poomds was minimal
which could be due to the volatile nature of thempounds.

- Comparing the two materials it was observed thaefifect of temperature lead

to the formation of compounds of similar nature.
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7. Aportaciones en materia de aprendizaje

Con este trabajo he ganado autonomia en el labaratdemas he podido utilizar
equipos que no habia utilizado antes y he conotédmicas de analisis nuevas
relacionadas con la cromatografia de gases, lactespetria de masas y la

olfatometria.

Ademas me ha permitido conocer muchos aspectosaesalos con la migracion del
envase al alimento, tales como legislacion reladan ensayos de migracion y el
mecanismo por el que se rige. Aspectos que norsddsarrollado con detalle a lo largo
del grado.

Finalmente, me ha servido paraat¥ecuada blsqueda de articulos cientifico y sélegci

sintesis de la informacién.
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