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1. RESUMEN

El presente trabajo bibliografico tiene como objetivo revisar el estado actual de las
principales aplicaciones de la Nanotecnologia en el &ambito de la Industria Alimentaria,
desde el Sector Primario: Obtencion de productos y aplicaciones en la agricultura y
ganaderia, como el tratamiento de las aguas, etc; Como de Seguridad Alimentaria: la
produccion, elaboracién, envasado, conservacion y transporte de los alimentos; Y en
términos de Salud Publica y Bienestar Animal. Para ello se destacan los usos
potenciales de los Nanomateriales en funcion de sus caracteristicas, agrupando su
estudio en relacion al proceso productivo donde se pueden aplicar. Por otro lado, con el
objetivo de garantizar la seguridad y sostenibilidad del uso de los nanomateriales en la
Industria Alimentaria, se ha realizado una revision sobre las herramientas de evaluacion
del riesgo, aquellas técnicas que contribuyen a dicha evaluacion y, por ultimo, se recoge

el marco legal competente que lo regula.
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2. INTRODUCCION

A principios de siglo XXI, la National Nanotechnology Initiative of USA, define la
Nanociencia como “Aquella que estudia el fendmeno y la manipulacion del material a
escala atémica, molecular y macromolecular con, al menos, una dimensién
comprendida entre 1 y 100 nanometros”. Sin embargo, en lo referido a Nanotecnologia,
son muchas las definiciones utilizadas: “Comprende el disefio, caracterizacion,
produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas controlando el tamafio y
la forma a escala nanométrica”-Royal Society and the Royal Academy of Engineering,
2004; “Nanotecnologia es la creacion de materiales funcionales, dispositivos y sistemas
a través del control de la materia en la escala nanométrica (1-100nm) y la explotacion
de nuevos fendmenos y propiedades (fisicas, quimicas, bioldgicas, mecanicas,
eléctricas, etc.) en esta misma escala”- National Aeronautics and Space Administration
(NASA); “Aplicacion del conocimiento cientifico para manipular y controlar la materia
a escala nanométrica con el fin de hacer uso de sus propiedades y fendmenos
relacionados con su tamafio y estructura, a diferencia de los asociados con atomos o
moléculas individuales o con materiales a granel”- Interational Standard Organization
(I1SO), 2010. En cuanto a los Nanomateriales, la Comision Europea el 18 de Octubre de
2011, los define como “Un material natural, secundario o fabricado que contenga
particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de
las particulas presente una 0 mas dimensiones externas en el intervalo comprendido
entre 1 y 100nm”. Todas estas definiciones aportan diferentes matices alrededor de una
idea comun, que es el comportamiento excepcional de los materiales a escala
nanométrica. Por ello, las diferentes disciplinas cientificas realizan su enfoque particular
sirviéndose de los nanomateriales para desarrollar novedosas aplicaciones en su

beneficio.

El concepto de Industria Alimentaria, es un término complejo que engloba todos los
procesos y acciones relacionados con la cadena alimentaria (Figura 1). “De la granja a
la mesa” identifica y evalta todos los pasos comprendidos entre la cria hasta el propio
consumo del alimento, regidos por las leyes alimentarias y los manuales de buenas
practicas de higiene (BPH). Tanto abarca la Industria Alimentaria, como posibilidades
tiene la Nanotecnologia de ofrecer nuevos enfoques y proyectos en sistemas cada vez

maés intensificados.
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Figura 1. Esquema/Resumen de los procesos de la Industria Alimentaria

El auge y la rapida evolucion de la Nanotecnologia augura importantes avances en la
Industria agroalimentaria, como asi lo ha procurado en otras industrias donde quizéa esta
mas implantada, como la automocion, la electronica, la cosmética o la industria textil.
Pese a su reciente incorporacion, la Nanotecnologia propone alternativas en aspectos tan
importantes actualmente como: la liberacion inteligente de nutrientes, la bioseparacion
de proteinas, rapido muestreo de contaminantes quimicos, el envasado inteligente o la
nanoencapsulacion de nutracéuticos (Sozer y Kokini, 2009) por poner algunos
ejemplos. Es por ello que es tiempo de investigar como implantar dichas alternativas e
identificar sus ventajas respecto a las tecnologias tradicionales para el contexto de la
Industria alimentaria. ¢En qué circunstancias se encuentra? “El sector alimentario se
enfrenta a una exigencia y rigurosidad cada vez mayores en materia social,
medioambiental y de seguridad alimentaria, unidos a requisitos cada vez méas rigurosos
por parte de los gobiernos e instituciones” (LRQA, 2016). Es por ello que se tiende a la
intensificacion en los sistemas de produccion: aumentando el volumen de producto,
manteniendo un coste sostenible (infraestructuras, alimentacion, sanidad vy

comercializacion) y en periodos de tiempo muchas veces limite. Debera ser en este
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contexto, en donde la Nanotecnologia y sus aplicaciones, sean capaces de sustituir a las
tecnologias tradicionales siempre garantizando la seguridad, salubridad y rentabilidad

del alimento.

En la actualidad, son diferentes organizaciones y autoridades tanto a nivel europeo
como internacional (World Heatlh Organization (WHO), Comision Europea (CE), Food
and Agriculture Organization (FAQO), Food and Durg Administration of US (FDA),
International Standard Organization (ISO), o el Reglamento de Registro, Evaluacion,
Autorizacion y Restriccion de Sustancias Quimicas (REACH), etc.) las que se encargan
de actualizar un marco legislativo que sea capaz de regular el ambicioso desarrollo
nanotecnologico y la creciente utilizacion de nanomateriales en el mercado. Pese a que
la Nanotecnologia pueda ofrecer novedosas aplicaciones para la Industria Alimentaria,
el marco legislativo europeo actual es limitado en determinados aspectos y es necesario
recurrir a reglamentacion internacional en materia de Seguridad Alimentaria. Ademas,
diferentes organizaciones y autoridades europeas contribuyen a un marco regulatorio
global (al margen del legislativo) ofreciendo normativas, estudios, guias, etc. En este
sentido, la principal herramienta reguladora en cuanto a nanomateriales y Seguridad
Alimentaria es mediante la Evaluacion del riesgo (Guia EFSA, actualizada 2011). Asi,
durante la evaluacion del riesgo, se caracterizard el nanomaterial y se describird su
biocinética, se establecerdn los mecanismos por los que desarrolla su toxicidad
(toxicodinamia), se estudiaran los aspectos determinantes de la exposicion v,
finalmente, se valorara si el nanomaterial es seguro y saludable para el individuo y

ademas sostenible para el ecosistema.
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3. OBJETIVOS

Realizar una revision bibliografica sobre el uso de la Nanotecnologia en la Industria
Alimentaria, seleccionando las principales aplicaciones en funcién de las etapas en la

cadena de produccion.

Hacer una valoracion sobre el uso de estos nanomateriales en la actualidad en la
Industria Alimentaria mediante las técnicas para su caracterizacion, determinacion y
cuantificacion y ensayos de toxicidad para una evaluacion de riesgos conforme a las

normas de Seguridad Alimentaria.

Revisar los aspectos legales, marcos normativos y legislativos relativos al uso de

nanomateriales en la Industria Alimentaria.
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4. NANOMATERIALES EN LA INDUSTRIA
AGROALIMENTARIA.

En la definicion de nanomateriales de la Comisién Europea de 2011 se habla de
materiales naturales o secundarios. Los nanomateriales de origen natural, son aquellos
de origen bioldgico (producto de microorganismos), mineral o0 ambiental (combustién
natural, erupciones volcanicas, polvo de arena, etc.) y han estado presentes en el medio
ambiente practicamente desde el origen. Los nanomateriales secundarios o fabricados
son aquellos de origen antropogénico y cobran protagonismo a partir de la Revolucién
Industrial. En la actualidad, estos ultimos suponen la principal fuente de exposicion a
nanomateriales para el ser humano, asociados con la existencia de nuevas

nanoparticulas derivadas de las emergentes aplicaciones de la Nanotecnologia.

Los nanomateriales secundarios o antropogénicos son sintetizados a través de dos

métodos fundamentalmente (Forough y Farhadi, 2010; Pal et al., 2011):

1. Metodos “Top-Down”: Aquellos que parten de un material
voluminoso o microparticulas y se descompone hasta conseguir un
tamafio deseado de nanomaterial o nanoparticula. Sistemas de
descomposicion mecanica (Ej. Molienda), descomposicion quimica
(Ej. CVC) y descomposicion térmica.

2. Métodos “Bottom-Up”: Aquellos en los que el nanomaterial o
nanoparticula resulta del ensamblaje de atomos o moléculas en forma
de nucleos primarios. El tamafio final y la velocidad de crecimiento
dependerd de tres variables: el numero de nucleos primarios, la
cantidad total de precursor y su coeficiente de difusién en el medio.

2.1 En fase solida: PVD, Hidrdlisis por llama, hidrdlisis por
plasma, etc.

2.2 En fase liquida: Bien, Liquido-liquido (Reduccién
quimica, Pirolisis-Pulverizacion, Sintesis solvotermal,
etc.) o Sedimentacion (Sol-gel, Gel-sol, Método coloidal,

Precipitacion alcalina, etc.)

En cuanto a la clasificacion de nanomateriales segin su naturaleza quimica (Gutierrez-

Praena et al., 2009) éstos se pueden agrupar en: Metalicos (nanoparticulas metélicas y
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de oxidos metalicos y Quantum dots); Derivados del Carbono (Fullerenos, Nanotubos
de Carbono (CNT), nanofibras, Grafito, Grafeno, etc.); Nanocompuestos: combinacién
de nanomateriales con materiales mas grandes otorgandoles nuevas propiedades
(Nanoarcillas, POSS, etc.); Dendrimeros: polimeros a escala nano sintetizados a partir
de unidades ramificadas, lo que permite que sean funcionalizados para realizar acciones

especificas.

En la actualidad son multitud de nanomateriales los utilizados en la industria
agroalimentaria. RIKILT y JRC en 2014, proponen una clasificacion que agrupan estos

nanomateriales en funcion de su naturaleza quimica (Figura 2):

Nanomateriales en la Industria Agroalimentaria

NMs organicos NMs combinados NMs inorganicos

Estructuras organicas NP-Coating
Wanoparticulas
Machea metalicas

mietalico

Carana

Nanoencapsulade arganica

Manoarcillaz

Capa hidrofilica Principia Grupas funcianales
Al

Figura 2: Tipos de nanomateriales en la Industria Alimentaria.

- Nanomateriales organicos: a este grupo pertenecen tanto las estructuras
organicas o biopolimeros, con al menos una dimension a escala nano:
proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas, etc. (Morris, 2011). Como
aquellas estructuras sintetizadas a expensas de las sustancias del organismo y
que actuan como un constituyente mas del nanomaterial, las nanocapsulas:

micelas, liposomas y nanoesferas (Peters et al., 2011).
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El principio fundamental por el que estos nanomateriales son los mas utilizados

en la industria agroalimentaria es por la similitud que tienen con las estructuras

micro y macroscépicas de los organismos, favoreciendo los procesos LADME

(Liberacion, Absorcion, Distribucion, Metabolizacion y Excrecion) y la

biodisponibilidad.  Ejemplos: nanoencapsulacion de nutrientes, vitaminas,

colorantes, pesticidas, farmacos, etc.

- Nanomateriales combinados (organicos-inorganicos): hacen referencia a
nanoestructuras inorganicas (nucleo) que han sido funcionalizadas en su
superficie (corona o coating) por grupos organicos. Estas nanoestructuras
combinadas adquieren nuevas caracteristicas y propiedades gracias a la
funcionalizacién. Ejemplo: nanoarcillas funcionalizadas como constituyentes
de envases inteligentes; Nanoparticulas de plata como agente
antimicrobiano funcionalizadas para ser debidamente absorbidas.

- Nanomateriales inorganicos: nanomateriales basados en metales y Oxidos
metalicos: Plata, hierro, oro, dioxido de titanio, didxido de silicio, etc. Sus
propias caracteristicas (capacidad antimicrobiana, antiaglomerantes,
colorantes, fotoluminiscencia, etc.) son de interés para su incorporacion en el

proceso productivo.

En la actualidad la mayoria de nanomateriales utilizados en la industria agroalimentaria
se basan en nanocompuestos organicos. No obstante, la mayoria de investigaciones en
cuanto al desarrollo de aplicaciones e incorporacion de nanomateriales en la cadena
alimentaria, suceden en torno a nanomateriales inorganicos y, en especial, a las

nanoparticulas de plata como veremos mas adelante.
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5. APLICACIONES DE NANOMATERIALES
INDUSTRIA ALIMENTARIA.

EN LA

En general el uso de nanomateriales en la cadena alimentaria tiene como objetivo
mejorar la calidad y economia de la cadena de produccion, bien sea aumentando la vida
atil de los alimentos, mejorando la calidad, estabilidad y textura de los productos o
favoreciendo la captacion y biodisponibilidad de nutrientes (Bouwmeester et al., 2014).
En la Tabla 1 se recoge un resumen de las aplicaciones con su referencia.

Proceso Nanomaterial Referencia
productivo

Agricultura

Seguridad
Alimentaria

Tratamiento y
Prevencion

Envasado

Etiquetado y
Trazabilidad

Comercializacion y
Consumo

Nanopesticidas

Fertilizantes en forma de Nano-
emulsiones

Nanofibras de algodon

Suspensiones coloidales de particulas
metalicas

Precipitado de Nanoparticulas de oxido
de Silicio 30-50nm. E551

Compuestos nanoestructurados a base de
Oxido de Hierro

Nanoestructurados en base a Selenio
Nanotubos de Carbono
Nanoparticulas de didxido de titanio

Nanoparticulas de Carbon negro

Nanopiramides de cera
Nanoparticulas de plata
Nanoparticulas de plata
Nanoarcillas, Montmorillonita
Nanoparticulas de 6xido de Zinc
Nanoparticulas de Aluminio
Nanoesferas de Almidén 50-150nm
Nanosensores biodegradables
Nanobarcodes

Nanodiscos de oroy niquel

Nanoparticulas de dioxido de titanio
E171

Nanocapsulas micelares/liposomas

Ingredientes nanoestructurados

Kah et al.. 2014
Barati et al., 2010

FAO. 2010
Park et al.. 2006

Athinarayanan et al.. 2014

Hilty et al.. 2011

Xu et al, 2007
Park et al., 2006
Weir et al.. 2012

Southampton University.
UK.

Uriarte y Bald. 2008

De Azeredo et al., 2013
Martinez Abad et al.. 2013
AESAN. 2009

Chaudhry and Castle, 2011
Cacho et al.. 2009
Ecosynthetix

Amenta et al., 2014
Oxinica, 2007

WNam et al.. 2003

Weir et al.. 2012

Neethirajan. 2009
Neethirajan. 2009

Tabla 1. Aplicaciones de nanomateriales en las distintas etapas del proceso de produccién del alimento y

productos comercializados en la actualidad
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5.1 SECTOR PRIMARIO: PRODUCCION PRIMARIA Y AGRICULTURA

En términos de produccién primaria: Produccion de materia organica a través de la
fotosintesis y quimiosintesis; Una de las principales aplicaciones es la utilizacion de
nanoencapsulados para la liberacion controlada de pesticidas, herbicidas, plaguicidas,
fertilizantes y demas agroquimicos. La nanoencapsulacién supone la incorporacion,
absorcion o dispersion de compuestos bioactivos en o0 sobre pequefias vesiculas a escala
nano. Otras aplicaciones de interés son los fertilizantes en forma de Nanoemulsiones o
la utilizacion de nanofibras de algoddén como adsorbente en procesos de purificacién de

las aguas y el lavado de los suelos.

5.1.1 AGRICULTURA

1) Nanopesticidas (Kah et al., 2014): Estructura nanocapsular que regula la
liberacion de pesticida en el medio, permitiendo un mayor control sobre su
destino y comportamiento. Mediante la composicion de la capsula (coating)
se consigue una adsorcion selectiva evitando su accién tdxica por
acumulacién.  Pese las a las expectativas, la realidad es que las
investigaciones sobre el destino ambiental de los nanoplaguicidas es escasa,
y el estado actual de los conocimientos no parece ser suficiente para hacer
una evaluacién confiable de los riesgos y beneficios asociados.

2) Fertilizantes en forma de Nano-emulsiones (Barati et al.,, 2010):
Composicion de un polimero superabsorbente de nanocompuestos (NC-
SAP) gue encapsula fertilizantes y demas productos nutritivos para la planta.
Por un lado potencia la accion del fertilizante y sus principios activos,
reduciendo en consideracion la cantidad a utilizar, ya que ocurre de forma
mas localizada.

3) Nanofibras de algodén (FAO, 2010): Actian como adsorbentes en procesos
de purificacion de las aguas y lavado de los suelos. Siendo una alternativa en

la gestion de los residuos agrarios.

5.1.2 GANADERIA: ALIMENTACION, CRIA Y SALUD

La aplicacion méas importante seria el empleo de nanomateriales en piensos para la
alimentacion animal, ya sean en forma de aditivos: conservacion, tratamiento

antimicrobiano, liberacion de nutrientes aumentando biodisponibilidad; O en forma de
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suplemento: aumentar el valor nutritivo del pienso (Fe, Se, Cu, etc.). Pese a las
importantes ventajas que supondria su utilizacién en la Industria Agroganadera, los
exigentes controles en materia de Seguridad Alimentaria y la falta de informacion en
cuanto al comportamiento y el destino de estos nanomateriales en la cadena trofica y en
el medio, supone que en la actualidad muchas de las aplicaciones estén adn en fase de

desarrollo.

1) Suspensiones coloidales de particulas metalicas: Ag, Cu, Au, Pt (Park et al.,
2006): Utilizadas como suplementos alimenticios, los coloides metélicos son
reactivos, pueden actuar como agentes reductores y son eficaces bactericidas
en formulaciones tdpicas. Pese a que no existe un consenso absoluto sobre la
falta de efectos adversos, muchas de estas nanoestructuras son utilizadas y
recomendadas en amplia gama de farmacos debido a sus propiedades
quimicas y fisicas.

2) Precipitado de Nanoparticulas de Oxido de Silicio 30-50nm, E551
(Athinarayanan et al., 2014): Utilizados como agentes antiaglomerantes en
productos alimenticios en polvo y pienso para animales. Estas SiO2NPs
habitualmente aparecen en forma de agregado de 100nm-100um en las
muestras utilizadas.

3) Compuestos nanoestructurados a base de Oxido de Hierro con magnesio o
calcio (w): Utilizados como suplemento alimenticio para compensar la
deficiencia de hierro. Estos compuestos nanoestructurados son altamente
solubles en &cido diluido por lo que es probable que se absorban bien en el
digestivo, problema que otras formulaciones no han sido capaces de
solventar.

4) Nanoestructurados en base a Selenio (Xu et al, 2007): Utilizados como
suplemento alimenticio como agente anticarciogénico y preventivo de la
Enfermedad del musculo blanco o Distrofia muscular de los rumiantes.

5) Nanotubos de Carbono (Park et al., 2006): Nanoestructuras con potencial
para aplicaciones biomédicas como, por ejemplo, la administracion de
farmacos. No obstante estudios revelan la citotoxicidad de los CNT a nivel
mitocondrial (Yang et al., 2010) y la importancia de una funcionalizacion de

los mismos para su aplicacion en celulas eucariotas (Chen et al., 2011). En la
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actualidad, su principal aplicacion es como agente formador de imagen

(diagnostico).

5.2 ETAPA DEL PROCESADO

En cuanto a la etapa de procesado y transformacion, la utilizacion de nanomateriales
estd dirigida a garantizar las medidas de seguridad y los niveles higiénicos (BPH)
exigidos durante el proceso. Es por ello que la principal aplicacion esta relacionada
con su capacidad antimicrobiana, formando parte de recubrimientos de utensilios
utilizados en esta etapa y como constituyentes en desinfectantes para sistemas de
refrigeracion y aspiracion. También son utilizados para la deteccion de procesos de

degradacion por accién bacteriana y manipulaciones no autorizadas.

5.2.1 SEGURIDAD ALIMENTARIA

1) Nanoparticulas de diéxido de titanio (Weir et al., 2012): Por su capacidad
antimicrobiana, son utilizadas para la desinfeccion de los sistemas de
filtracion de frigorificos y sistemas de aspiracion.

2) Nanoparticulas de dioxido de titanio en tinta sensitiva de oxigeno
(Universidad de Sthrathclyde, Escocia): Mediante la activacion por luz UV,
permite detectar manipulaciones no autorizadas.

3) Nanoparticulas de Carbén negro (Southampton University, UK; Deutches
Kunststoff Institut, Deutschland): Nanoparticulas de tamafios 50nm capaces
de producir un cambio en la coloracion en presencia de fendmenos de

degradacion bacteriana.

5.2.2 TRATAMIENTOS DE CONSERVACION Y MEDIDAS
PREVENTIVAS

1) Nanopirdmides de cera (Uriarte y Bald, 2008): Utilizadas como

recubrimiento de superficies de materiales utilizados en la industria

alimentaria para mantener los niveles higiénicos. De naturaleza hidrofobica,
provocan el lavado de la suciedad al repeler el agua.

2) Nanoparticulas de plata (De Azeredo et al., 2013): Debido a sus propiedades

antimicrobianas, son utilizadas como constituyentes de utensilios de la

industria alimentaria.
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5.3 ESTAPA DE LA CONSERVACCION: ENVASADO Y TRAZABILIDAD

Continuando con los procesos de la cadena alimentaria, en la etapa de conservacion, es
donde hay un mayor registro de utilizacion de nanomateriales en la actualidad. Las
aplicaciones de la Nanotecnologia en los materiales en contacto con el alimento,
otorgandoles propiedades antimicrobianas, barreras mecanicas, frente a gases y
radiaciones ultravioleta, variaciones de temperatura, modificando su estructura
(resistencia, trasparencia oOptica, espesor, flexibilidad, peso, etc.) supone una realidad.
Ademas, la incorporacién de nanosensores biodegradables que permiten obtener
informacidn especifica sobre el estado del alimento (T* y HR) y procesos de
degradacion; Y su seguimiento, resultando importantes ventajas para desarrollar la

trazabilidad del producto.

53.1 ENVASADO

1) Nanoparticulas de plata (Martinez Abad et al., 2013): Son las mas utilizadas
debido a sus propiedades antimicrobianas, evitan la degradacion del
alimento por accién bacteriana y fungica. Suelen encontrarse en forma de NP
dispersas incrustadas en recipientes y recubrimientos.

2) Nanoarcillas, Montmorillonita (AESAN, 2009): Utilizadas como capas
impermeables en materiales de envasado, especialmente de plasticos. Debido
a su caracteristica morfologia de plaguetas, proporciona resistencia mecanica
haciendo de barrera frente a gases, elementos volatiles o a la humedad.

3) Nanoparticulas de oxido de Zinc (Chaudhry and Castle, 2011): Utilizadas
por sus propiedades antimicrobianas en “envasados activos”; Constituyentes
en superficies de contacto con el alimento, previene el crecimiento
microbiano y prolonga la frescura del alimento.

4) Nanoparticulas de Aluminio (Cacho et al., 2009): Utilizadas principalmente
en envases flexibles para alimentos, también actla como barrera para gases y
radiacion ultravioleta.

5) Nanoesferas de Almidon 50-150nm (Ecosynthetix): tienen la especial
caracteristica de su elevada superficie especifica (400 veces la de una
particula de almidén natural), son utilizadas como adhesivo del material
constituyente del envase.

6) Biosensores basados en nanotubos de mdaltiples paredes (Georgia Tech,

USA). Debido, principalmente, a sus propiedades dpticas: alta absorcion en
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el infrarrojo (NIR), fotoluminiscencia y fuerte efecto Raman; Los convierten
en excelentes agentes para la deteccion de microorganismos y toxinas por
imagen en los alimentos envasados.

7) Nanosensores biodegradables (Amenta et al., 2014): Como constituyentes
del “envase inteligente”: Control de las condiciones del envasado (T¢/HR) y
deteccion de agentes quimicos producto de la degradaciéon del alimento.
Cualquier variacion en las condiciones deseadas provocara un cambio en la
coloracion del nanosensor, que servird como dato informativo para el
consumidor. Ademas, los envases inteligentes mas sofisticados serian
capaces de liberar sustancias protectoras para el alimento al detectar estas

variaciones no deseadas.

5.3.2 ETIQUETADO-TRAZABILIDAD

1) “Nanobarcodes” (Oxinica, 2007): Se trata de cddigos de barras compuestos
por nanoparticulas de Au, Ag y Pt; Basadndose en las variaciones de
reflectividad, se pueden crear diferentes cddigos que seran asignados al
producto alimenticio, proporcionando marca Yy autenticidad en su
seguimiento.

2) Nanodiscos de oro y niquel (Nam et al., 2003): Funcionalizadas con un
cromoforo con capacidad de absorber a un espectro determinado, son
utilizadas como etiquetas bioldgicas en aplicaciones como la deteccion de

DNA o rastreo de productos alimenticios.

5.4 COMERCIALIZACION Y CONSUMO:

Respecto a las Ultimas etapas del proceso productivo, la comercializacion y el
consumo, muchas empresas en la actualidad estan invirtiendo para conseguir
alimentos: mas saludables, con mayor valor nutritivo, de mas sabor, coloracion y
texturas innovadoras, etc. En este sentido, el nanomaterial seria incorporado como
aditivo alimentario, una vez se haya sometido a la rigurosidad de las medidas de la
seguridad alimentaria. Si bien es cierto que hoy en dia existe una falta de consenso
sobre el empleo de nanomateriales para el consumo humano, ya sea por estudios
contradictorios o simplemente por falta de investigacion, algunos de ellos contintan

siendo utilizados en multitud de productos.
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5.4.1 Nanoparticulas de didxido de titanio E171 (Weir et al., 2012): Es
frecuentemente utilizado como aditivo alimentario para conseguir una
pigmentacion blanca de los alimentos y como potenciador del sabor. En el
andlisis de la muestra de alimento, es habitual encontrarlas en forma de
aglomerado (200-300 pm), aunque en porcentajes superiores al 30%
puedan encontrarse nanoparticulas de tamafio inferior a los 100 pm.

5.4.2 Suplementos alimenticios en nanocapsulas  micelares/liposomas
(Neethirajan, 2009): Formando un sistema de liberacion del suplemento,
se consigue un tratamiento del sabor y una proteccion frente a la
degradacion del alimento durante el procesado.

5.4.3 Ingredientes nanoestructurados (Neethirajan, 2009): Estructura organica
(proteica, lipidica, etc.) constituyente del alimento como aditivo.
Utilizados como potenciadores de la textura, sabor o flavor, reduccion de

la cantidad de azucar, sal y aumento de la biodisponibilidad.
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6. EVALUACION DEL RIESGO DE NANOMATERIALES EN
LA INDUSTRIA ALIMENTARIA.

El desarrollo tecnoldgico emergente en la Industria Alimentaria, hace necesario
desarrollar de forma complementaria un marco legislativo de garantias, basado en la
informacion y la experiencia, hasta llegar al conocimiento del consumidor (Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2014). En esta direccion, las diferentes
autoridades como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), Comunidad
Europea (CE), Organizacion para Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD) o la
International Standard Organization (1SO), etc. realizan un seguimiento sobre el estado
actual de los conocimientos en esta materia y proponen medidas para facilitar, tanto la
evaluacion préactica como las metodologias, agilizando los procesos de evaluacion de los
riesgos en el empleo de nanomateriales en la Industria Agroalimentaria (Avalos et al.,
2016).

Para realizar la evaluacion del riesgo que supone el empleo de nanomateriales, es
aceptado un modelo convencional (SCENIHR, 2007; SCPP, 2007; FDA, 2007; FSAI,
2008) basado en: la identificacion y caracterizacion del peligro, la evaluacion de la
exposicion y la caracterizacion del riesgo (Figura 3). Pero aplicar estos estudios de
evaluacion en el caso de los nanomateriales resulta complicado, principalmente por las
propiedades y fendmenos que ocurren en la escala nano: complejidad de las técnicas
para la deteccidn, caracterizacion y cuantificacion de los nanomateriales, biocinética
desconocida, realizacion de ensayos de toxicidad a largo plazo, determinacion de
exposicion en humanos y ambiente, informacion sobre la presencia en productos de
consumo, entre otros. (Avalos et al., 2016). Es por ello que es necesario profundizar en
este tipo de estudios pues actualmente se estan realizando mediante extrapolacion de
datos de sus equivalentes en escalas superiores a la nanométrica (EFSA 2011), ademas
de revisar y actualizar las herramientas de evaluacion conforme se incremente la
utilizacion de nanomateriales emergentes (EFSA 2016, reevaluacion de TiO2 NPs como

aditivo).
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Evaluacion del nesgo

» Poder patogeno
(toxicodinamia)

» Corva dosts-
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Caracterizacion

Identificacion
Peligro

del Peligro

Caracterizacion
del Riesgo

v Fizepo para =l
ingdividuo » Barametros de
la exposicion

Figura 3. Esquema del modelo convencional para la evaluacion del Riesgo.

6.1 IDENTIFICACION DEL PELIGRO:
6.1.1 TECNICAS PARA LA DETECCION, CARACTERIZACION Y
CUANTIFICACION DE NMs

El conocimiento de las caracteristicas estructurales y fisico-quimicas de un determinado
nanomaterial: tamafio, composicion, concentracion, solubilidad, superficie especifica,
porosidad, carga, etc. resultan de especial interés para identificar y comprender las
propiedades y las interacciones de los nanomateriales con los distintos organismos
bioldgicos. “Dos nanomateriales de idéntica estructura quimica pero diferente tamafio,
pueden suponer toxicidad diferente en un mismo organismo”; Por ello la exigencia y la
dificultad de la utilizacion de estas técnicas para la evaluacion de riesgos, es que deben
aportar toda la informacion posible entre tantas variables. “Asi pues, la seleccion de la
técnica dependera del nanomaterial y del entorno de medicion y esta debera ser elegida
caso por caso” (EFSA, 2011).
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A continuacion se recoge una clasificacion categorica (Bouwmeester et al., 2014) de las

técnicas para la deteccion, caracterizacion y cuantificacion de nanomateriales mas

empleadas:

Técnica

Categoria

TEM

SEM

AFM

ICP-MS

Espectrometria SP-ICP-

MS

Fundamento

Recoge la dispersion selectiva que
se produce al colisionar un haz de
electrones con una muestra de
grosor y estructura atémica
determinada, a través de un
sistema de modulacién y lentes
que formard la imagen.

Utilizacion de un haz de
electrones para realizar un
barrido superficial de la muestra.
Diferentes receptores acoplados
(SE, BSE, EDS, BSED, etc)
recogeran la informacion.

Registro de las fuerzas
electrostdticas de la superficie de
una muestra mediante medicion
por sonda/punta.

Técnica de analisis inorganico
elemental e isotopico capaz de
determinar y cuantificar la
mayoria de los elementos
presentes en una muestra.

Técnica de analisis inorganico
elemental que permite detectar y
cuantificar las NPs de forma
individual.

Objetivo

- Tamafio, forma
y estructura.

- Morfologia y
estado de
agregacion.

-Tamafio y
forma.

-Informacion de
la superficie.

-Tamafio y
forma.

-Topografia de
superficie.

-Composicion
elemental del
bulk.

-la
concentracion
total en masa.

- Concentracion
en nimero.

- Contenido en
masa por NP.

- Distribuciones
de tamafio y
numero.

Caracteristicas

- Técnica de
“conteo” muestra
representativa.

- Preparacién de la
muestra: secado y
grosor limitantes.

- Técnica de
“conteo” muestra
representativa.

- Preparacidn de la
muestra: grosor
limitantes,
superficie
conductora.

- Técnica de
“contec” muestra
representativa.

- Sensibilidad baja

- Acoplamiento a
sistemas de
separacion.

- Deteccidn a bajas
concentraciones.

- Conocimiento de
la muestra.

- Acoplamiento a
sistemas de
separacion.

- Deteccidn a bajas
concentraciones.

- Diametros
superiores a los 10-
20nm y 100 nm
para los oxidos.
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Dispersion de
luz

Separacion

DLS

NTA

HDC

FFF

GE

CE

Medida del movimiento
browniano de las NPs en una
suspensién a causa de las
fluctuaciones de intensidad de
radiacién dispersada.

Medida del trayecto recorrido por
la NP (movimiento browniano) a
causa de la radiacion dispersada
mediante microscopia en video.

Retencidn de distintas especies
debido al efecto hidrodinamico y
electrostatico que ocurre en un
sistema con diferentes fases
(estacionaria y movil/acuosa).

La separacion tiene lugar en un
canal fino y alargado, sin fase
estacionaria, por la accion de un
campo externo aplicado
perpendicularmente a un flujo
laminar. Las particulas de menor
tamafo tienen mayor facilidad
para difundir, ocurriendo la
separacion a diferentes tiempos
de retencion.

Separacién de especies cargadas
mediante |la accién de un campo
eléctrico en una red
tridimensional (Gel) que ademas
acttia de tamiz molecular.

Separacion de especies cargadas
mediante accién de un campo
eléctrico utilizando tubos
capilares como celdas
electroforéticas.

- Didmetro
hidrodinamico.
Distribucion de
tamanos.

- Sencilla
preparacion y
rapidez de
resultados.

- Distribucion de
tamafios en
funcién a su
diametro
hidrodindamico.

- Informacién
sobre
agregacion.

- Distribucién de
tamanos.

- Distribucion de
tamafios

- Separacion de
particulas por
carga.

- Separacion de
particulas por
carga.

- Conocimiento del
liquido disolvente.
- Interferencias en
muestras con
elevada
polidispersidad.

- Deteccion de NPs
con didametros
inferiores a los
20nm.

- Interferencias en
muestras con
elevada
polidispersidad.

- Interacciones no
deseadas por causa
del coating.

- Pobre resolucion.

- Adaptacion de la
solucion portadora.
- Posibles
interacciones con
membrana de
ultrafiltracion.

- Volimenes muy
pequenos.

- Interacciones con
grupos cargados.

- Resolucién
limitada

- Tamafhos
inferiores a los 10
nm.

- Interacciones con
grupos cargados.

- Resolucién
limitada.

Tabla 2. Técnicas para la deteccién, caracterizacion y cuantificacion de nanomateriales.

Cada técnica ofrece informacion de uno o varios parametros de interés para la

caracterizacién de un nanomaterial.

No obstante en

la préactica, los

nanomateriales son constituyentes de sistemas complejos que frecuentemente

interfieren en su analisis. En términos analiticos, cada nanomaterial o analito
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englobados en una determinada matriz. Cuanto mas compleja sea la matriz y
menor sea la concentracion de nanomaterial, es decir, conforme se avance en el
proceso productivo y se aleje de las condiciones de sintesis, mas complicado
resultara el andlisis del nanomaterial en cuestion (figura 4). Por estas razones el
procedimiento seguido habitualmente consiste en la combinacion de técnicas,
tratando a su vez de reducir lo méximo posible la complejidad de la matriz para
obtener unos resultados de garantias y acumular el maximo ndmero de datos

para una caracterizacion precisa.

NP Sinteticas en
productos IA

s =
= Estudios de Estudios de 8
- liberacion y toxocinética y <
o destino ecotoxicidad =
I L]
2 2
NP Sinteticas en el @)
. o

ambiente y

organismos

Figura 4. Posibles escenarios para el analisis de nanoparticulas sintéticas a lo largo de todo su ciclo,
(Laborda et al., 2016)

Un ejemplo de este procedimiento es el acoplamiento de una técnica de
espectrometria a una de separacion: “Caracterizacion y cuantificacion de
nanoparticulas de plata en bebidas y alimentos nutracéuticos por 4AF-ICP-MS”
(K.Ramos et al., 2014).

6.1.2 BIOCINETICA DE LOS NMS

La biocinética es la rama de la toxicologia que estudia como y en qué medida son
procesadas determinadas sustancias en el organismo. Para ello engloba cinco procesos:
Liberacion, Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion (LADME); definiendo
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asi el potencial toxico en el caso de un nanomaterial. Pero determinar la toxocinética de
un determinado nanomaterial es una cuestion complicada por la falta de informacion en
cuanto a los fendbmenos que sufren las estructuras a escala nano en un organismo: Las
interacciones con proteinas plasmaticas (presentes en sangre) que pueden influir en la
distribucion final del nanomaterial, la interaccion con proteinas transmembrana que
facilitarian el paso por la membrana citoplasmatica, la agregacion de nanoparticulas
metalicas en presencia de acidos de la digestion influiria en la absorcion y/o excrecion
final, nanomateriales poliméricos biodegradables o el riesgo de bioacumulacion en
diversos tejidos de nanomateriales metalicos/0xidos de lenta disolucidn, nanomateriales
inorganicos insolubles o inertes (EFSA, 2009) son algunos ejemplos. Asi pues, conocer
la mayor cantidad posible de caracteristicas de un nanomaterial facilitara la
determinacion de su biocinética: estado, caracteristicas fisico-quimicas, la

concentracion, caracteristicas de la superficie, el estado de agregacion, etc.

1. Fase de Liberacion: hace referencia a las circunstancias en que los
nanomateriales entran en contacto con el organismo. En caso de la Industria
Alimentaria, los nanomateriales contactaran principalmente por tres vias:

a. Via Oral (mas importante): Ya sea por ingesta directa por su
presencia en alimentos o agua en forma de suplementos y/o aditivos;
O via terapéutica por administracion de farmacos con componentes
nanoestructurados.

b. Via Respiratoria: Inhalacion de nanomateriales suspendidos,
aerosoles, etc.

c. Via Percutanea: Contacto a través de la piel.

2. Fase de Absorcion: Una vez ocurrido el contacto, el nanomaterial es
absorbido y se distribuye por el organismo debiendo atravesar diferentes
barreras  (espacio intravascular, espacio intercelular, membrana
citoplasmatica, membrana nuclear, etc.) pudiendo sufrir procesos previos de
biotransformacion y/o acumulacion en determinados Organos. El
nanomaterial atravesara dichas membranas por diferentes mecanismos:

a. Difusion pasiva a través de la membrana lipidica
b. Difusion a través de poros de membrana
c. Transporte activo (union a proteinas transportadoras)
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d. Endocitosis (pinocitosis y fagocitosis).

3. Fase de Distribucién: Una vez es absorbido el nanomaterial transcurre a
través del torrente circulatorio por el organismo hasta su destino: organo
diana. Para ello sufrird modificaciones que le permitan adaptarse al entorno
(por ejemplo: unién a proteinas plasmaticas). Todavia falta informacion por
conocer en cuanto al destino preferente de determinados nanomateriales,
aunque diversos estudios defienden que, al tratarse de drganos que procesan
amplios volumenes de sangre, el higado y el bazo (presencia de la proteina
metalotioneina) son destinos frecuentes, en particular para los
nanomateriales metalicos (Johnston et al., 2010). No obstante procesos como
la agregacion, la formacion de coronas proteicas o la intervencion del
sistema inmune, etc. afectardn por completo al comportamiento del
nanomaterial en el organismo pudiendo afectar a su destino final incluso
guedar acumulado en 6rganos secundarios como sistema nervioso, pulmon,
tejido adiposo, hueso o placenta (Baeza, Squiban y Lenone, 2011)).
Independientemente de estas modificaciones el comportamiento del
nanomaterial se puede predecir en funcidn a la via de exposicion:

a. En caso de que la absorcién haya sucedido por via oral, el
nanomaterial se trasladara al sistema gastro-intestinal donde sufrira
las primeras transformaciones. En caso de no ser absorbido, serad
eliminado via fecal. Si ocurre la absorcion, llegara a la circulacién
sistémica y finalmente al drgano diana.

b. Si el contacto ha ocurrido por via respiratoria su destino sera el
sistema respiratorio. En general, salvo para las nanoparticula de
tamafios muy pequefios, cuanto mayor sea el tamafio de la particula
menor profundidad obtendra en el sistema respiratorio. Es decir, las
particulas de tamafios grandes (5-10um) quedaran en las vias
respiratorias altas siendo eliminadas por exudado nasal o finalmente
deglutidas. Sin embargo para tamafos inferiores a los 5 um,
profundizaran hacia bronquios y alveolos, pudiendo incorporarse a la
circulacién pulmonar o linfética y de alli a la circulacion sistémica

para concluir su trayecto en el 6rgano diana. No obstante, a tamafos
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inferiores de 100nm, no ocurre la sedimentacion en los tejidos
pulmonares y suelen ser eliminadas con el aire espirado.

c. Si el contacto ha ocurrido por via percutanea, el nanomaterial pasara
de la circulacion periférica y/o linfatica hasta la circulacion sistémica,

finalizando en el 6rgano diana.

4. Fase de Biotransformacion (Metabolismo): Tras la absorcion y distribucion
de una sustancia, ocurre su eliminacion a través de los procesos de
trasformacion metabolica y excrecion. Las reacciones del sistema de
biotransformacién tienen como objetivo que los metabolitos resultantes
puedan ser eliminados de forma mas répida y sencilla, ocurren
principalmente en el higado y pueden dividirse en dos grandes grupos
(Niesink et al., 1996):

a. Fase I: Oxidacion, reduccion e hidrolisis
b. Fase IlI: reacciones de conjugacion: Glucoracion, Sulfatacion,

Conjugacion con glutation, con aminoacidos, etc.

Por ejemplo al aumentar la hidrosolubilidad se consigue un mayor
rendimiento en la excrecion renal. Asi pues, se forman metabolitos
consiguiendo: reducir la cantidad de sustancia inicial disminuyendo asi la
actividad y/o la intensidad de los efectos de ésta. No obstante las
reacciones de biotransformacién pueden producir el efecto adverso:
productos con mayor toxicidad que el original, denominandose estas

reacciones como hioactivacion o toxicacion.

5. Fase de Excrecion: Esta etapa supone la salida del producto derivado de la
biotransformacion fuera del organismo. Las vias més frecuentes:

a. Excrecién renal: A través del ultrafiltrado glomerular de la sangre.

b. Excrecion  biliar:  Absorcion  intestinal,  sistema  portal,
biotransformacidn y secrecion en vesicula biliar.

c. Excrecion pulmonar: a través del aire espirado o via circulacion
pulmonar.

d. Leche, placenta y huevos.

e. Sudor, saliva, pelo, ufias (menos frecuente)
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6.2 CARACTERIZACION DEL PELIGRO
6.2.1 TOXICODINAMIA: PODER PATOGENO

La toxicodinamia estudia los mecanismos intimos de toxicidad, es decir, como
desarrollan los nanomateriales su accién patégena sobre el organismo, sus tejidos y

sus células. Principalmente dependera de tres factores (Avalos et al., 2016):

a) Toxicidad intrinseca del nanomaterial: Su estado, composicion, propiedades
fisico-quimicas, propiedades de superficie, estado de agregacion (tamario),
concentraciones, etc. determinaran unos mecanismos patogénicos propios de
cada nanomaterial. En general estos mecanismos se pueden agrupar en tres tipos:

1. Nanomateriales ocupando un espacio celular o mediante cambios de pH:
alteracion de las concentraciones de la biofase acuosa, alteracion de la
fase lipidica de la membrana celular e impedimento estérico reduciendo
las funciones celulares.

2. Nanomateriales bioactivados:

» Produccion de moléculas electrofilicas y radicales libres (ROS):

e Estrés oxidativo letal para la célula (agotamiento de
equivalentes reductores)

e Alteracion de la homeostasis celular del calcio: aumento
del Ca intracelular, degradacion de las membranas
celulares, liberacién de Ez lisosomales y destruccion
celular.

e Activacion de mecanismos de apoptosis.

» Nucledfilos:

e Alteracion de la membrana nuclear

e Compromiso de la integridad del DNA

e Genotoxicidad

3. Sustitucién de moléculas enddgenas: Interferencia con la funcionalidad
celular.

= Alteracion de rutas metabolicas
= Alteracion de la actividad celular especializada: canales ionicos,
excitabilidad de membrana, alteracion neurotransmisores Yy

receptores, etc.
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= Alteracion de la regulacion celular a causa del dafio en la
estructura DNA.

b) Interacciones con la matriz alimentaria: Cambios en la toxicodinamia de un
determinado nanomaterial al producirse alteraciones en la matriz alimentaria y
viceversa (AESAN, 2009).

¢) Susceptibilidad del individuo:

- Duraciéon y frecuencia a la exposicién de un determinado nanomaterial
(biotransformacion/acumulacion)

- Situacion del sistema inmunitario.

Pero la realidad es que la informacion disponible acerca de la toxicodinamia de
determinados nanomateriales no alcanza para establecer conclusiones generales, debido
a la cantidad de variables que pudieran producirla y a la complejidad de su analisis. De
aqui surge la necesidad de elaborar estudios caso por caso, extremando las precauciones
(Avalos et al., 2016).

6.2.2 CURVAS DOSIS-RESPUESTA

El concepto de relacion dosis-respuesta hace referencia a la cantidad de nanomaterial
que provoca efectos adversos para el organismo. La resolucion grafica es una curva
sigmoidea o acumulativa, que relaciona la cantidad/concentracién de nanomaterial con
un pardmetro que implique toxicidad (letalidad, mortalidad, viabilidad celular,
permeabilidad de membrana, etc.). Se trata de la representacion de la Ley de Haber: “La
intensidad del efecto toxico es directamente proporcional a la concentracion y al tiempo
de exposicion”. Resulta una herramienta que aporta datos fundamentales para la

caracterizacion de un peligro:
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CURVA DOSIS-RESPUESTA

100 ——

Respuesta: Mortalidad (%)
1

LOAEL

INOEL

Dosis: concentraciones

Figura5. Representacion grafica: Curva dosis-respuesta.

* Umbral: concentracion que debe alcanzar el toxico en su 6rgano diana

para provocar efectos nocivos.
* NOEL.: concentracion mas elevada que no produce efecto significativo.
* LOAEL.: minima concentracion que provoca efectos nocivos.

* Cuanto menor sea la concentracion minima que produce un efecto,

mayor toxicidad-peligro. Ej. Figura 5 separacion entre curvas.
* DL50: concentracién que ejerce dafio letal a la mitad de la poblacion.

* Ingesta diaria aceptable (ADI): concentraciones de nanomaterial
administradas diariamente y que no provocan efectos nocivos (NOEL-
parametro de seguridad).

* Limite de residuo méximo (MRL): Determinar limites legales para
concentraciones de nanomaterial en alimentacion (muy por debajo de
LOAEL).
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Sin embargo obtener estos datos resulta muy complicado debido a la gran
variedad de nanomateriales que son utilizados en el mercado actual y a la
complejidad del analisis (Tanarro et al., 2011). Para realizar de forma

adecuada la relacion dosis-respuesta son necesarios tres requisitos:

1. Métodos de administracion de dosis que garanticen que la medida
de la respuesta sea debida a la concentracion de nanomaterial.

Asegurarse de que el nanomaterial es el agente causal de la respuesta.

2. Que el parametro o magnitud de la respuesta esté relacionada con

la dosis.

3. Métodos capaces de medir o cuantificar la respuesta: analisis de

los modelos cinéticos, anélisis de los cambios fisico-quimicos, etc.

Es por ello que una de las estrategias para evaluar la toxicidad de
determinados nanomateriales, hoy en dia, es la de establecer relaciones con
sus materiales macroscopicos (SAR: relaciones estructura-actividad). Otras
estrategias son las de evaluar el nanomaterial de forma especifica en

ambientes determinados como las pruebas de toxicidad in vitro e in vivo:

A continuacion se muestran las principales pruebas de toxicidad in vitro
(tabla 3):
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Ensayos

citotoxicidad
in vitro

Azul Alamar

Clonogeénicos

Division celular

Proliferacion EdU

Azul Tripan

Diacetato de
Fluoresceina

Calcein-AM

Lactato
deshidrogenasa

Annexin-V

Aparicion de ROS

Potencial de la Mb
mitocondrial

Cometa

Tabla 3.

Medida

Proliferacion celular

Proliferacion celular

Proliferacion celular

Proliferacion celular

Proliferacion celular

Permeabilidad de
membrana

Permeabilidad de
membrana

Permeabilidad de
membrana

Integridad de membrana

Mecanismos de muerte
celular

Mecanismos de muerte
celular

Mecanismos de muerte
celular

Genotoxicidad

Ventajas

Sencillez, rapidez y coste.

Sensibilidad.
Reactivos inocuos.

Viabilidad celular

Viabilidad celular.
Mas rapido que
clonogénico.

Rapido y de confianza
informa sobre el ciclo
celular

Rapido. sencillo y de bajo
requerimiento.

Rapidez y sencillez.

Integridad de membranay
su actividad.

Rapidez y Sencillez.

Identificacion apoptosis.

Medida del mecanismo
toxicodinamico méas
frecuente.

Buena sensibilidad.

Sencillez y reactivos
inocuos.

Informacion sobre otros
procesos: Ca. ROS. ATP.
apoptosis. efc.

Rapidez y sensibilidad.

Inconvenientes

Alteracion en la lectura de absorbancia.
Resultados en viabilidad celular (%):
dependiente de muchos factores.

Enzimas responsables desconocidas:
subestimacion.
Alteracion en la lectura de absorbancia.

Lento y minucioso.

Costes.
Reactivo citotoxico (CFSE).

Reactivo citotoxico.
Pobre sensibilidad.

Técnica de conteo.

Técnica de conteo .
Requiere citometro de flujo.

Coste del reactivo.
Tiempo de ensayo.

Interferencias porla actividad Ez del
medio de cultivo: sensibilidad.

Diferenciacion entre necrosis y apoptosis
en procesos tempranos.

Limites de ROS toreables por la célula.
Medida a tiempos prolongados.
Control de otros pardmetros (membrana)

Sobreestimacion a elevadas
concentraciones

Electroforesis en gel.

Ensayos de citotoxicidad in vitro més utilizados para NMs.

Pruebas de toxicidad in vivo: La realizacién de este tipo de pruebas se

encuentra bajo la regulacion de estrictos requisitos, protocolos de actuacién

y control especificos (OCDE, CE, OMS, etc.) donde se contemplan los

numerosos factores, procedimientos y objetivos que se deben de satisfacer.

La especie del animal de laboratorio, nimero de animales por prueba,

nimero de grupos de tratamiento, métodos de administracion del téxico,

tipos de observaciones, valoraciones clinicas, hematoldgicas, etc. Las vias de

exposicion resultan un factor fundamental para la interpretacion de los
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resultados: oral, inhalatoria o percutanea; Asi como el tiempo de exposicion
que diferenciard las pruebas en: Aguda (24h-2semanas), Subaguda (1
semana-3meses) y Cronica (mas de 6 meses). En el caso de estudio de la
toxicidad de nanomateriales en la industria alimentaria, los estudios suelen
centrarse en administracion oral, a bajas concentraciones y elevados tiempos
de exposicidon, simulando condiciones de ingesta controlada, y asi determinar
los limites tolerables y la ingesta diaria admisible. En la Tabla 4 se detallan
algunos de los estudios realizados in vivo para la evaluacion de la toxicidad

de nanomateriales administrados por via oral.

AgNPs (4, 7-42nm) y AuNPs

Sin toxicidad en condiciones de ensayo Awvalos et al.. 2015
(30nm)

Concentraciones > 1100 pg/kg pv:
Disminucion peso corporal y del indice
del timo y bazo. También recuento de
hematies.

AuNPs (13,5nm) Zang etal., 2010

Cambios histopatoldgicos en higado.
Fe203NPs (30nm) rifion y bazo. Afeccion de la transmision ~ Kumari et al., 2012
sinaptica en tejido nervioso.

DL50= 413mg/kg. Organos afectados
CuNPs (23,5nm) con procesos inflamatorios y Chen et al.. 2006
degenerativos: Higado, rifién y bazo.

Nanoarcillas (montmorillonita

10-60nm) Sin toxicidad en condiciones de ensayo Shi et al.. 2006

Alteracion de analisis bioquimico y

ZnO (100nm) hematolégico. Signos patologicos en Kim et al., 2014
estOmago, pancreas, 0jo y prostata.

Tabla 4. Estudios de toxicidad in vivo de nanomateriales por via oral Avalos et al., 2016.

6.3 EVALUACION DE LA EXPOSICION:

La siguiente etapa para la evaluacion del riesgo que supone la utilizacion de
nanomateriales en la industria alimentaria es la evaluacion de la exposicion. El
objetivo sera establecer una relacion entre los resultados obtenidos en las etapas de
identificacion y caracterizacién del peligro, con los parametros referentes a la
evaluacion de la exposicion. Los parametros de exposicion cualitativos son aquellos
que pretenden caracterizar las circunstancias de la exposicion de un determinado

producto, mientras que los pardmetros de exposicion cuantitativos pretenden
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realizan una estimacion cuantitativa de la exposicion. En la Tabla 5 se muestran

ambos tipos de parametros de exposicion:

Parametros de exposicion Parametros de exposicion
cualitativos cuantitativos
Identificacion nanomaterial Concentracion NM en producto
Categoria del producto Volimen utilizado (NM-producto)
Disefio del empaquetado del producto Tasa de retencion del producto
Matriz para el material Grado de liberacion del NM

Manipulaciéon del producto durante

d Area especifica del producto en contacto
procesado

Consideraciones sobre el mal uso

previsible Duracion de la exposicion

Identificacion de las vias de exposicion

, Frecuencia de la exposicion
especificas

Uso directo/indirecto: exposicion humana

Vias de exposicion secundarias durante
utilizaciéon

Grupos especificos (edades, profesiones,
etc.)

Tabla 5. Tipos de parametros para la evaluacion de la exposicion segin el Danish Ministry of the

Environment, 2015

Pero la dificultad del analisis de nanomateriales en matrices complejas (alimento,
pienso, envase, etc) se debe principalmente a las interacciones que ocurren entre
ambos: tendencia a la agregacion del nanomaterial, modificaciones durante el
procesado, almacenado, envasado, interacciones con Qrupos 0rganicos,
transformacion durante la digestion, etc. Todo ello supone una complicacion
afiadida a la evaluacion de la exposicion a los nanomateriales (AESAN, 2009). No
obstante, en la actualidad y debido a la creciente utilizacién de nanomateriales en
diferentes mercados, existen diferentes herramientas para la evaluacién de la
exposicion (Avalos et al., 2016). Algunos ejemplos como ECETOC Nano TF, TRA
0 NANORISK realizan la evaluacion de la exposicion mediante una serie de

protocolos de pruebas, catalogando el riesgo de exposicién en diferentes niveles. De
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esta forma obtienen una base de datos que servird como medida preventiva

conforme el riesgo que suponga la exposicion a un nanomaterial determinado.
6.4 CARACTERIZACION DEL RIESGO: RIESGO PARA EL INDIVIDUO

La etapa final para la evaluacién del riesgo que supone la utilizacién de
nanomateriales en la industria alimentaria es la caracterizacion del riesgo. Es decir,
realizar una estimacion cualitativa y cuantitativa de la incidencia de efectos nocivos,
asociados a la utilizacion y consumo de nanomateriales, en el individuo. También
deberia constituir el marco legal sobre la utilizacién de un determinado nanomaterial
en la industria alimentaria. No obstante, debido a las dificultades que se encuentran
a lo largo de todas las etapas para la evaluacion del riesgo, es practicamente
imposible determinar el nivel de riesgo, sin adoptar factores de incertidumbre muy
elevados, en la industria alimentaria (Avalos et al., 2016). A pesar de ello, algunos
autores han establecido valores limite para determinados nanomateriales en
circunstancias especificas (Ejemplos: 0,01 mg/m3 TiO2NPs para un humano en
contacto por via inhalatoria, The National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH); 1100 pg/kg pv AuNPs mediante ingestion por via oral, Zang et al.,
2010; 413 mg/kg CuNPs via oral.)

Pedro Usén Environnano 2018 Pagina 34


https://www.cdc.gov/niosh/index.htm
https://www.cdc.gov/niosh/index.htm

7. REGULACION Y ASPECTOS LEGALES

Con el objetivo de definir un marco legislativo que garantice la seguridad y regulacion
para la fabricacidon, importacion y utilizacion de nanomateriales en la industria
agroalimentaria, diferentes autoridades e instituciones tanto a nivel europeo como
internacional, recogen una serie de directrices que implican a los nanomateriales directa
o0 indirectamente. A continuacion se recoge un listado de reglamentos europeos (Tabla
6) que regulan la utilizacion de nanomateriales en la industria alimentaria (Avalos et al.,
2016):

Reglamento (CE) N° 1907/2006; Parlamentoy Definicion de Nanociencia, Nanotecnologia,
Consejo Europeo, 2006 Nanomaterial, Nanoparticula y demas
aspectos relacionados.

Reglamento (UE) N° 450/2009; Parlamentoy  Materiales y objetos activos e inteligentes.
Consejo Europeo, 2009

Reglamento (UE) N° 528/2012; Parlamentoy  Etiquetado de productos biocidas con

Consejo Europeo, 2012 nanoestructurados contenidos mediante la
palabra “nano” después del nombre de la
sustancia en la lista de ingredientes.

Reglamento (UE) N° 2015/2283; Parlamento y  Regulacion en lo relativo a nuevos alimentos.

Consejo Europeo, 2015 Se consideran como “nuevos alimentos”
aquellos que contengan nanomateriales.
Ademas, debera aparecer dicha informacion
en el etiquetado (UE, 528/2012).

Reglamento 10/2011 (Comision Europea) Materiales plasticos destinados a entrar en
contacto con alimentos.
Reglamento 1169/2011 (Comision Europea) Suministro de informacion alimentaria

facilitada al consumidor.

Tabla 6. Marco legislativo europeo general.

En cuanto al panorama internacional, la situacion es similar y son las diferentes
agencias gubernamentales las que toman competencias juridicas en cuanto a los
nanomateriales en la industria alimentaria, tal y como se recoge en la Tabla 7 (Amenta
etal., 2015):
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US Food and Drug Administration
(FDA)
Environmental Protection Agency

(EPA)

Canadian Food Inspection Agency

Federal Food, Drug, and Cosmetic
Act (FFDCA)

Federal Insecticide, Fungicide and
Rodenticide Act (FIFRA)

Food and Drugs Act

USA

Canada

(CFIA)
Public Health Agency of Canada
(PHAC)

Ministry of Health, Labour and
Welfare

Swiss Federal Office of Public
Health (FOPH)

Federal Office for the Environment
(FOEN)

Ministry of Agriculture

Ministry of Health

National Institute of Metrology

The Federal Service for the
Protection of Consumer Rights and
Human Well-Being of the Ministry
of Health and Social Development
(Rospotrebnadzor)

Food Standards Agency (FSA)

Food Sanitation Law Japon

Suiza

Food Safety Law of China, 2009 China

Sanitary Rules and Regulations Rusia

(“SanPiN™)

Reino Unido

Tabla 7. Regulacidn internacional de la Nanotecnologia en la Industria Alimentaria

No obstante, pese a que el marco legislativo (tanto europeo como internacional) en
relacion a los nanomateriales en la industria agroalimentaria es abordada por diferentes
instituciones, el caracter especifico de sus normativas provoca que aun queden muchos
ambitos por regular y determinar su validez juridica. Méas ain conforme evoluciona el
desarrollo de la Nanotecnologia y sus aplicaciones. Para complementar dicho marco
legislativo, diferentes organizaciones y autoridades ejercen sus reglamentaciones:
Comité Cientifico EFSA, 2011 y 2018 “Guia para la evaluacion del riesgo de la
Nanociencia y Nanotecnologia en los alimentos y cadena alimentaria”, 1SO
10808/2010: “Garantizar que los resultados de pruebas cuidadosamente monitorizadas
para establecer la toxicidad por inhalacion de nanoparticulas, sean fiables y equiparables
a nivel internacional”, UK-FSA, 2013 “Listado de nanomateriales autorizados para su
utilizacion en los alimentos o en materiales en contacto con los mismos”, Guia REACH,
2012 (Registro, Evaluacion, Autorizacion y Restriccion de Quimicos) “Requisitos de

informacién y Evaluacion de la Seguridad”, etc.
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8. CONCLUSIONES

La Nanotecnologia ofrece novedosas aplicaciones a la Industria Agroalimentaria. En la
actualidad, dentro del proceso productivo del alimento, es en la etapa de procesado
(higiene de utensilios, equipos y equipamientos) y en la de conservacion (envasado,
etiquetado y trazabilidad) donde mayor numero de NMs se han incorporado debido a
sus excelentes propiedades. Sin embargo, la utilizacién de muchos de ellos, con sus
aplicaciones futuribles, queda limitada debido a los riesgos potenciales y sobre todo, a
la dificultad a la hora de evaluarlos. Por un lado, ésta evaluacion se encuentra limitada
por la falta de procedimientos validados que permitan la caracterizacion de los NMs
tanto en el propio material como de los productos generados a lo largo de su ciclo de
vida util. Por otro lado, la dificultad para evaluar su toxicidad que dependera tanto del
propio nanomaterial (estado, forma, tamafo, superficie, carga, etc.) como de las
interacciones con la matriz alimentaria y, por ultimo, del propio individuo. Es por ello
que se requiere mayor informacién, con investigaciones y estudios concretos, sobre
NMs utilizados en determinados ambitos de la Industria Alimentaria y, en especial, de
aquellos productos destinados a consumo humano y asi superar la normativa de

Seguridad Alimentaria.

Por otro lado, es necesario establecer un marco regulador global, transparente y
actualizado a la creciente utilizacion de Nanotecnologia, para garantizar un uso de

nanomateriales seguro y sostenible.
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