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Capítulo Primero

INTRODUCCION

l) PRESERVACION DE ALIMENTOS.

a) Calidad alimentaria.

Para mantener un alto nivel de salud nutricional se requiere la provisión al ser humano de
un alimento sano y nutritivo, el cual le aporte todos los nutrientes esenciales para satisfacer sus
necesidades.

Actualmente los consumidores utilizan ampliamente alimentos preservados (sujetos a
tratamientos fisicoquírnicos para aumentar su vida útil y segura). Ello ha incrementado la
importancia del desarrollo de técnicas de preservación que aseguren la alta calidad de dichos
productos. Para definir la calidad de un alimento se deben tornar en cuenta tres aspectos : el
higiénico - sanitario, ya que el alimento debe ser inocuo; el nutritivo, relacionado a la
presencia de nutrientes y antinutrientes en el mismo y la aceptabilidad del producto, la cual
está vinculada a las características organolépticas y la percepción psicosensorial (Tannenbaum,
1982).

Los tratamientos de preservación actualmente en uso son los tradicionales (congelación,
deshidratación, esterilización comercial) así como las técnicas que combinan diversos
factores de stress microbiano (tratamiento témúco suave, control de pH, disminución del
contenido de agua y agregado de preservadores permitidos).

b) Actividad de agua.

Desde un punto de vista cuantitativo, el agua es el componente principal de la mayoría de
los alimentos y cumple un papel esencial en lo que hace a la estructura y demás caracteres de
los productos vegetales y animales. Por otra parte, las propiedades del agua en los alimentos y
su relación con el resto de los componentes son responsables de su aptitud para el deterioro
(Cheflel y Chefiel, 1976). Varios métodos de preservación se fimdamentan total o
parcialmente en el descenso de la disponibilidad de agua.

La disminución en la disponibilidad de agua puede producirse de varias formas : por
evaporación (en cuyo caso el proceso implica secado o concentración), por sublimación
(liofilización), por transformación de agua en hielo y su consecuente inmovilización
(congelación) o por aumento en la concentración de solutos (salado o curado). La mejor
expresión para definir la disponibilidad de agua para 1a proliferación microbiológica u otras



reacciones químicas en el alimento es el concepto de actividad de agua (aw).

La actividad de agua se define como la relación, a una dada temperatura, de la fugacidad de
una sustancia en un dado estado (t) y su firgacidad en un estado estándar (tb) en la cual aw = l

(Lewis y Randall, 1961). Eligiendo como estado estándar el agua pura a presión atmosférica,
la actividad de agua de una solución es :

aW = f / fi)

donde fi,es la fugacidad del agua pura.

En alimentos, y bajo las condiciones en que son procesados, almacenados y consumidos, la
diferencia entre fiigacidad y presión de vapor es despreciable por lo cual la aWpuede definirse
como :

aw = p / po

donde p es la presión de vapor de agua en la solución y po la presión de vapor del agua pura.

El valor mínimo de aW por debajo del cual un microorganismo no puede proliferar se

denomina aw mínima. Este valor depende de los restantes factores que condicionan la vida

celular (pH, disponibilidad de nutrientes, presión de oxígeno, temperatura, etc).

La deshidratación osmótica sufrida por un microorganismo en un medio de actividad
acuosa disminuida es directamente proporcional a la diferencia entre la actividad acuosa intra y
extracelular. El metabolismo celular se dirige entonces a igualar las presiones de vapor de agua
a ambos lados de la membrana plasmática, lo cual genera una gran demanda de energía que no
puede ser empleada para crecimiento y síntesis de nuevas células. Al alcanzar el medio externo
la aWmínima, el gasto energético es tal que el crecimiento se inhibe.

c) Métodos combinados.

La vida cotidiana en las grandes ciudades plantea cada día con mayor exigencia la
necesidad de desarrollar alimentos de alta calidad nutricional y organoléptica, lo que provoca
un aumento en la demanda de métodos de preservación que permitan alcanzar este objetivo.
Los alimentos congelados han experimentado una gran expansión en el mercado, sin embargo
requieren de un estricto mantenimiento de la cadena de fi'ío (lo cual incrementa
considerablemente los costos). Por otra parte, los alimentos deshidratados sufi'en daños en su
textura y reacciones de deterioro durante su procesamiento como pardeamiento no
enzimático, oxidación de lípidos y pérdida de vitaminas. Con respecto a los alimentos
esterilizados, las condiciones de abuso térmico a que son sometidos generan severas pérdidas
en sus propiedades sensoriales y en su valor nutritivo. Los alimentos preservados por
irradiación tampoco han logrado afianzarse : sus costos y cierta intrínseca desconfianza por



parte del consumidor hacía esta tecnología no favorecen su inserción en el mercado.

Ante este panorama, en los últimos años, se ha experimentado un notable desarrollo de los
alimentos de humedad intermedia (cuyos valores de aW oscilan entre 0,75 y 0,80). La

reducción en la actividad de agua se realiza mediante el agregado de solutos, que por esta
causa son llamados humectantes (Leistner y Ródel, 1975; Leistner y Ródel, 1976; Aguilera y
Parada Arias, 1992). Esta técnica de preservación se ha aplicado durante siglos pero sólo en
las últimas décadas se ha establecido un marco teórico dentro del cual desarrollarlas (Ferro
Fontán y col., 1979; Chirife y col., 1980; Chirife y Ferro Fontán, 1980). El mayor
inconveniente que presenta este método son los cambios organolépticos que implica el
agregado de solutos y aditivos que, por otra parte, pueden actuar como sustratos en
reacciones de deterioro como oxidaciones o pardearnientos. Estas desventajas han disminuido
las oportunidades de estos productos de afianzarse en el mercado (Troller y Cristian, 1978).

En vista de los problemas ya mencionados, la investigación en preservación se orientó hacia
el desarrollo de alimentos de alta actividad de agua (con aw de 0,90 - 0,95) llamados

alimentos de alta humedad (Sperber, 1983), logrando la estabilidad microbiológica mediante
una combinación de factores (“obstáculos”) que detienen el crecimiento microbiano (Leistner,
1992; Leistner, 1994, a y b). El nombre que recibe esta metodología es preservación por
métodos combinados. El concepto de “obstáculo” implica que la barrera al crecimiento
microbiano se obtiene mediante la combinación de factores tales que ninguno de ellos sería
letal si fuera usado individualmente en la misma forma. La combinación genera complejas
interacciones que incrementan la demanda de energía o reducen su disponibilidad para el
crecimiento. Estos alimentos resultan ser, por otra parte, aceptables organolépticamente pues
la combinación de factores detiene no sólo la proliferación microbiológica sino también las
reacciones químicas de deterioro durante un tiempo suficiente para que el alimento sea
comercializado (Leistner y col., 1981; Leistner, 1987). Entre los “obstáculos” más
comúnmente utilizados se encuentran los siguientes (Gould y col., 1983) :

Factores que reducen la disponibilidad de energía z

Exclusión de oxígeno.
Limitación de nutrientes.
Reducción de la temperatura.

Factores que incrementan la demanda de energía :

Reducción de la actividad de agua.
Reducción del pH.
Adición de ácidos lipofiJicoscon acción antimicrobiana.

Entre los ácidos lipofilicos con acción antimicrobiana más comúnmente utilizados se
encuentra el ácido sórbico, cuya reactividad frente al uso combinado con nitrito en productos
cárnicos curados es el tema central de este trabajo.



Otro elemento que suele emplearse junto con los anteriores es la aplicación de un
tratamiento térmico suave de forma tal de generar un daño sub - letal a los microorganismos y
debilitarlos fiente a los demás factores. En suma, existen hoy en día más de 50 “obstáculos”
de potencial uso en alimentos asociados a los ya descriptos (Leístner, 1994, b; Bógh ­
Sorensen, 1994).

2) PRODUCTOS CARNICOS.

a) Preservación de productos cárnicos.

Los procesos usados en la preservación de carnes pretenden evitar su alteración microbiana
sin afectar a la calidad organoléptica. La carne figura dentro del grupo de alimentos más
perecederos, por lo tanto las medidas de preservación han de aplicarse inmediatamente
después del sacrificio. Los métodos de conservación, aunque aparentemente difieren entre sí,
se parecen en que utilizan las condiciones ambientales para impedir el crecimiento microbiano
y pueden clasificarse en métodos basados en el control de la temperatura (refrigeración,
congelación), métodos basados en un tratamiento térmico (pasteurización, escaldado,
esterilización), inhibición directa de microorganismos (irradiación, ahumado, uso de
antibióticos y / o conservadores) y métodos basados en el control de humedad
(deshidratación, liofilización y curado). A medida que aumentan los conocimientos sobre estos
temas, el control de estos factores es cada día más específico y deliberado, aunque ya era
notablemente eficaz cuando se basaba en la observación empírica (Lawrie, 1977).

Desde un punto de vista histórico, el salado de la carne se puede definir como el proceso
de añadir sal a la carne con el propósito de conservarla. Esta tecnología es una de las primeras
herramientas desarrolladas por el ser humano en la búsqueda de métodos eficaces y seguros de
preservación de alimentos. La eficacia del proceso se debe principalmente a que la elevada
presión osmótica generada por este producto inhibe el crecimiento microbiano. El término
curado de la carne significa la adición de sal, azúcar y nitratos y / o nitritos. El advenimiento
de la refi-igeración comercial y la heladera hogareña disminuyó en gran medida la necesidad de
preservar la carne por medio del curado y otros factores como el color, el flavor y el
rendimiento resultan hoy ser los más importantes. Con estos fines, en el curado de la carne se
emplea toda una variedad de productos como especias, ascorbato, fosfatos, bicarbonato
sódico (para ajustar pH), emulsificantes, etc. (Townsend y Olson, 1994).

Las técnicas de curado utilizadas son tres, a saber :

Curado en seco o salazón : se recubre la superficie de las piezas con la sal curante; la
penetración de los ingredientes es favorecida por los cambios en la presión osmótica
provocados por la sal. Este método es lento, genera encogimiento de la carne (con su
consecuente merma en el rendimiento) y facilita reacciones de enranciamiento. Debido a estas
desventajas, sólo es utilizado en forma artesanal y suele ser combinado con otros métodos de



preservación (cocción, ahumado).

Curado en húmedo : se sumerge la carne en una salmuera conteniendo las sustancias
curantes, generándose una distribución uniforme y una reducción del tiempo de curado.

Curado por inyección : este método consiste en introducir la salmuera en el interior de la
carne por medio de la inyección a presión y complementar el curado con el sistema húmedo o
el seco. De esta forma, se asegura una óptima distribución de las sustancias curantes en la
carne, además de reducir el tiempo de proceso (Paltrinieri y Meyer, 1990).

b) Ingredientes del curado.

Son sustancias que causan alteraciones positivas en la carne, como el mejoramiento del
poder de conservación, el aroma, color, sabor y consistencia. Además sirven para obtener un
mayor rendimiento en peso debido a su capacidad fijadora del agua.

Sal común : la finalidad de su agregado es prolongar el poder de conservación (reduciendo
el valor de la aw), mejorar el sabor y la coloración, fijar agua (gracias a la acción de proteínas
miofibrilares solubles en soluciones salinas) y favorecer la emulsificación de ingredientes y la
acción de las otras sustancias curantes. Resulta de suma importancia la composición de la sal
pues impurezas de cromo, hierro y cobre generan (aún en nivel de trazas) una marcada
tendencia hacia el enranciamiento oxidativo. El efecto fijador de agua se incrementa con la
concentración de sal, por lo tanto con la misma se incrementa el rendimiento. El límite de la
adición es fijada por razones de sabor (Frey, 1995).

Azúcar y edulcorantes : actúan sobre el sabor y ayudan a encubrir el tenor salado. La
importancia del azúcar como saborizante ha disminuido en las últimas décadas debido a la
evolución experimentada desde un producto original fiiertemente salado hasta el actual,
suavemente curado. Por otra parte, se ha comprobado que los azúcares contribuyen a ablandar
el producto (pues prevendrían la pérdida de humedad) y sirven como donantes de energía para
microorganismos presentes en algunos embutidos, los cuales desdoblan dichos azúcares a
ácidos, descendiendo el pH del producto lo cual contribuye a la estabilidad (Frey, 1995).

Nitratos y nitritos .' son generadores del enrojecimiento característico de estos productos,
contribuyen al flavor y cumplen una función bactericida que los hace irreemplazables. Sus
propiedades y usos será tratados en el próximo ítem.

Fosfatos : su función principal es aumentar la capacidad de retención de agua con el fin de
reducir la merma por conservación y, de esta forma, aumentar el rendimiento. La capacidad de
los fosfatos para solubilizar proteínas musculares y aumentar el pH de la carne le pemiite
cumplir con este propósito. Sólo los fosfatos alcalinos son eficaces pues los ácidos reducen el
pH y aumentan la contracción del tejido. La retención de agua genera varios beneficios
secundarios en el aspecto organoléptico z mejora el sabor, reduce la posibilidad que ocurra
enranciamiento oxidativo, favorece la retención de color y disminuye el sabor a cocido



(Townsend y Olson, 1994).

Acido ascórbico : sus principales funciones son contribuir al desarrollo del color
(impidiendo la oxidación de la nitrosomioglobina) y disminuir el tenor de nitrosaminas
formadas por reacción entre nitrito y aminas presentes en el tejido. Este punto será discutido
másadelante.

Saborizantes y especias : originalmente se agregaban en la superficie pero con el
advenimiento de la tecnología de la inyección de salmuera pueden ser introducidos
directamente en el interior de la came. Los saborizantes más comunes son pimienta, vinagre,
clavo, ajo, jenjibre, romero, nuez moscada, anís y canela. Las especias pueden agregarse
enteras, molidas o como aceites esenciales. La intensidad del sabor puede aumentarse con el
uso de potenciadores como proteínas hidrolizadas vegetales (HVP) o glutamato monosódico
(MSG).

Agentes ligantes y de relleno : son productos no cárnicos que se incorporan para favorecer
la estabilidad fisica de la emulsión (ligando agua y grasa), aumentar el rendimiento en el
tratamiento térmico, mejorar el sabor y reducir costos de formulación. Su uso se limita al
3.5 % con excepción de la proteína de soja (2 %). Entre los productos más utilizados figuran
los derivados lácteos (caseinatos, lactosuero), almidones, proteínas de soja (aislados,
concentrados o harina) y gelatinas.

c) Embutidos.

La carne es comercializada en forma fi'esca o elaborada en forma de una gran variedad de
productos cárnicos. Los embutidos son productos de salchichonería elaborados con carne
vacuna o de cerdo, grasa, sangre, vísceras, despojos, condimentos y aditivos. El objetivo de la
elaboración de estos productos es mejorar la conservación, desarrollar sabores diferentes y
elaborar partes del animal que son dificiles de comercializar en forma fresca.

La elaboración de embutidos comenzó con el simple proceso de salado y secado de la
carne con el fin de conservar la carne que no se consumía en forma inmediata. En los siglos
siguientes, la tecnología del curado se desarrolló hacia el agregado de sales, especias y otros
condimentos. Muchos de los productos conocidos hoy en día deben sus nombres a sus lugares
de procedencia, en su mayor parte ciudades de Europa. Los embutidos cocidos proceden del
norte del continente, donde el clima era lo suficientemente fiío como para permitir su
conservación y almacenamiento. Los embutidos secos, por otra parte, provienen de la Europa
meridional donde las temperaturas templadas requieren un descenso en la humedad para
garantizar la estabilidad del producto (Rust, 1994).

Los embutidos constan de dos partes : el embutido propiamente dicho y una tripa que lo
rodea. Los envases tradicionales son las tripas animales, obtenidas del tracto gastrointestinal
de reses o cerdos. La estructura básica de estas tripas es el colágeno que tiene características
casi únicas pues luego de sufi'ir procesos como ahumado y secado su estructura se vuelve



impermeable a la humedad. Por su parte, las tripas artificiales poseen características propias
para cada tipo de embutido; así existen en el mercado tripas de celulosa, de colágeno o de
materiales plásticos como polietileno o cloruro de polivinilo.

De acuerdo al tipo de las materias primas utilizadas, su forma de preparación y la
tecnología de elaboración se distinguen tres clases de embutidos : crudos, escaldados y
cocidos (Paltrinieri y Meyer, 1990).

Los embutidos crudos no pasan por un proceso de cocción en agua. Pueden consumirse en
estado fresco o cocinado después de la maduración. Existen diversos tipos de embutidos
crudos, que se diferencian por las sustancias curantes y condimentos agregados de acuerdo al
sabor, aroma, color y consistencia deseados. Ejemplos de esta clase de productos son el
chorizo, la longaniza y los distintos tipos de salame.

Los embutidos escaldados se elaboran a partir de carne fiesca no completamente madurada
y se someten a un proceso de escaldado antes de su comercialización, con el fin de disminuir el
contenido de microorganismos, favorecer la conservación y coagular las proteínas para formar
una masa consistente. Las salchichas son el tipo más común de embutidos escaldados.

Los embutidos cocidos se fabrican a partir de carne y grasa de cerdo, vísceras y sangre.
Estas materias primas son sometidas a un tratamiento de calor antes de ser sazonadas,
trituradas y embutidas. El embutido se cuece nuevamente y, ocasionalmente, se ahuma. Entre
los embutidos cocidos más comunes figura el paté y la morcilla.

En cualquiera de los tres casos, la presencia de nitratos y nitritos en la sal de cura resulta
esencial.

d) Conservas.

La conservación de la carne por tratamiento térmico data de los comienzos del siglo XIX
en que Appert (1810), ignorando la naturaleza de los procesos correspondientes, descubrió
que la carne se conservaba en estado comestible cuando se calentaba dentro de un recipiente
hermético. Los productos cárnicos procesados pueden someterse a dos niveles térmicos : la
pasreurización, que detiene parcialmente el crecimiento microbiano modificando al mínimo el
producto tratado y la esterilización, en que se destruyen casi todas las bacterias, pero que
modifica la carne en forma considerable. La mayor parte de las carnes enlatadas son
comercialmente estériles; esto significa que se han sometido a un proceso capaz de destruir
casi todos los microorganismos y esporas rnicrobianos (Lawrie, 1977).

Los productos pasteurizados, como los jamones, son cocidos en agua caliente. Estos
productos deben conservarse bajo refrigeración durante la fase de comercialización. La
duración de la conservación depende del efecto bacteriostático del cloruro de sodio y del
nitrato y nitrito presente. Estos productos no son procesados por esterilización para que
puedan conservar sus características de color, aroma, aspecto y jugosidad.



La duración de los productos cárnicos esterilizados es de uno a ocho años a temperatura
ambiente mientras que la de los productos pasteurizados es de uno a dos meses, a una
temperatura de 4 °C (refrigeración).

e) Otros productos cárnicos.

Por sus características, la hamburguesa se constituye en uno de los mejores ejemplos e
indicadores de los cambios acaecidos en las últimas décadas en la cultura alimentaria de la

civilización occidental. No tiene desperdicios, es rápida de preparar y cocinar, barata y fácil de
acompañar con condimentos y sabores varios. El Código Alimentario Argentino define a la
hamburguesa o “bife a la hamburguesa” como un chacinado elaborado con carne picada con el
agregado de sa], glutamato y ácido ascórbico. Su contenido de grasa no debe superar el 20 %,
mientras que por su condición de chacinado no debe tener más de un 75 % de agua expresada
sobre productos desgrasados. Sin embargo, reportes sobre el contenido de aditivos en
hamburguesas mencionan la presencia de nitratos y nitritos; los niveles verificados estuvieron
por debajo de 30 ppm en todos los casos analizados (Martínez, 1991). Si bien la función
esencial del nitrito reside en impedir la proliferación bacteriana (especialmente Cl. botulinum),
en un alimento como la hamburguesa cuya vida útil se calcula en seis días (a temperatura de
refrigeración), dicho agregado carece de sentido. Por otra parte, niveles de 30 ppm de nitrito
resultan insuficientes para cumplir dicho objetivo : se considera necesario agregar a chacinados
entre 50 y 200 ppm. Los nitritos podrían ser empleados como resaltadores de color; con este
fin la cantidad de 30 ppm también resulta insuficiente y además para ello ya se emplea el ácido
ascórbico, resultando así su uso redundante, con la desventaja de otorgarle a la hamburguesa
un tono rojizo después de la cocción.

La presencia de nitratos y nitritos en estos productos no deja de ser una realidad
preocupante. Sin embargo, aún en aquellos productos cárnicos en los cuales su uso está
permitido, el uso de nitrito no ha dejado de generar controversias debido a su toxicidad (Rubin
y col., 1963; Emerick y col., 1963; Lijinsky y Epstein, 1970; Fazio y col., 1971; Tannenbaum,
1976; DiFate, 1977; USDA, Fed. Regist., 1978; Newbeme, 1979).

3) NITRITOS.

a) Reseña histórica.

Los nitritos han sido agregados a carnes durante muchos siglos. Históricamente, el uso de
sal para preservar carne o pescado puede remontarse a las antiguas civilizaciones egipcias y
mesopotámicas. Es probable que el nitrito de sodio ya estuviera presente como impureza en la
sal utilizada para estos primitivos procesos de preservación. Sin embargo, fueron los antiguos
romanos quienes desarrollaron técnicas de preservación empleando sales conteniendo nitratos
y nitritos con la intención de obtener un color y flavor diferente al obtenido con la sal común



(Binkerd y Kolari, 1975). Con el transcurrir de los siglos, la práctica del curado de carnes fue
perfeccionándose y durante el siglo XIX fiie considerada como un arte, cuyos secretos eran
celosamente guardados por expertos. Sobre fines de siglo y principios de esta centuria,
comenzó a investigarse científicamente las causas por las cuales las sales de cura nitradas
producían colores y sabores característicos. Los trabajos de Polenske (1891) y Haldane (1901)
fueron los primeros en establecer que el color y flavor de las carnes curadas está asociado a la
presencia de nitratos de sodio y potasio presentes como impurezas en la sal de cura. Asimismo
postularon que los nitratos pueden reducirse a nitritos por procesos naturales o por acción de
bacterias y que esto contribuye a la formación de color. Algunos años más tarde del
descubrimiento de Polenske, Lehman (1899) y Kissalt (1899) demostraban que el color típico
de las carnes curadas era debido al nitrito y no al nitrato y finalmente Haldane (1901), un
fisiólogo británico, confirmó la formación de nitrosohemoglobina en carnes a partir de nitrito y
hemoglobina.

Por otra parte, en las primeras décadas de este siglo, se determinó que la formación del
color estaba asociada al efecto de preservación por lo cual la USDA (United States
Department of Agriculture) autorizó e! uso de nitrito de sodio con niveles residuales que no
excedieran las 200 ppm (Hoagland, 1914; Kerr y col., 1926).

Fue durante este período en que comenzó la investigación acerca de las propiedades
antibacterianas de los nitritos. Se estudiaron los efectos que producían las soluciones de
curado sobre bacterias anaeróbicas (Tanner y Evans, 1933, a y b; Tanner y Evans, 1934) y la
acción bacteriostática del nitrito sobre bacterias del género Eschericchia y Pseudomona (Tarr,
1941, a y b).

Actualmente los nitritos en la forma de su sal de sodio, son un ingrediente indispensable en
carnes curadas (Pierson y Smoot, 1982) puesto que reúnen una variedad de propiedades que
ningún otro compuesto posee al ser responsables del color, flavor, propiedades antioxidantes y
antímicrobianas de los precitados productos.

Desde finales de la década de 1950, comenzó a crecer en importancia todo aquello referido
a la seguridad del uso del nitrito en productos alimenticios. El descubrimiento de la acción
carcinogénica de las nitrosaminas (productos formados a partir de nitritos por su interacción
con arninas) generó preocupación en investigadores de la salud y tecnólogos alimentarios por
la presencia de estos productos en la dieta humana a partir, especialmente, de carnes curadas.
Estas investigaciones y las posibles vías de solución para este problema serán tratados en los
próximos ítems.

b) Uso del nitrito.

El embutido listo para la venta debe exhibir un atractivo y estable color rojo. Con este fin,
se utilizan las sustancias curantes : sal curante de nitrito o nitrato de sodio o potasio. En el
caso de emplear éste último, se produce la reducción de nitrato a nitrito por efecto de las
llamadas nitrato reductasas bacterianas (Frey, 1995). El desarrollo del color en las carnes
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curadas es el resultado de la reacción entre el nitrito y la mioglobina, una proteína presente en
el tejido muscular de la carne (Draudt y Deatherage, 1956; Fox, 1966; Bard y Townsend,
1971; Cassens y col., 1979). En un primer paso, el nitrito se reduce a óxido nítrico, el cual
reacciona con la rnioglobina formando nitrosomioglobina. Así como la reducción de nitrato a
nitrito se producía por acción microbiológica, la reducción de nitrito a óxido nítrico se
produce mediante procesos químicos. El producto más utilizado es el ácido ascórbico así
como su sal sódica, el ascorbato de sodio. Ambos son reductores lo suficientemente firertes
como para generar la cantidad óptima de óxido nítrico, a través de la siguiente reacción :

2 HNo2

N203 + C6.H306

N203 + HZO

2 NO + HZO+ cóiióo6

La transformación de ácido ascórbico en dehidroascórbico genera un menor rendimiento a
medida que transcurre la reacción. Por lo general, llegado ese punto, el enrojecimiento ya ha
avanzado lo suficiente. Luego, durante el tratamiento térmico, la mioglobina es
desnaturalizada a un compuesto más estable, dinitrosilhemocromo, de color rosa (Fox, 1994).
La constante de afinidad entre el óxido nítrico y el grupo hemo es varios miles de veces
superior a la del oxígeno o monóxido de carbono (Lee y Cassens, 1976) lo cual indica el alto
grado de estabilidad del color formado.

Numerosos estudios (Kerr y col., 1926; Herring, 1973; Hustad y col., 1973; Sebranek y
col., 1977; Sales y col., 1980) han reportado las cantidades de nitrito necesarias para el
desarrollo de un color aceptable para una mayoría de consumidores; éstas oscilan entre 20 y
70 ppm según el tipo de producto a curar (jamón, tocino, salchichas, carne de cerdo, etc.). No
se han detectado diferencias de color en tests de aceptación entre consumidores de
fiankfurters conteniendo 40 y 150 ppm de nitrito (Sales y col., 1980) ni entre 52 y 156 ppm
(Sebranek y col., 1977).

La modificación del flavor de la carne fiesca es otra de las acciones firndarnentales que el
nitrito ejerce sobre la carne curada. Algunos estudios han determinado la relación existente
entre la concentración de nitrito y el flavor desarrollado. Los primeros reportes en este sentido
datan de 1940 y se multiplicaron en las décadas siguientes (Brooks y col., 1940; Ockerman y
col., 1964; Cross y Zeigler, 1965; Piotrowski y col., 1970; Mottram y Rhodes, 1974; Gray y
col., 1981). Se analizaron productos curados con concentraciones de nitrito entre 0 y 160
ppm, verificándose mayor aceptación por parte de un panel de consumidores para aquellos
productos con mayor contenido de nitrito (Wasserman y Talley, 1972; Hustad y col., 1973;
Simon y col., 1973; Mottram y Rhodes, 1974; McDougall y col., 1975).

Con respecto a la acción antioxidante del nitrito, es posible afirmar que la adición del
mismo a la sal de cura genera un decrecimiento en la acción oxidativa, aún en presencia de
cloruro de sodio, el cual es un reconocido promotor de rancidez (Watts, 1954; Rust y Olson,
1973). Se han reportado presencia de ofi - flavors propios de la rancidez en tocinos y jamones



con bajos niveles de nitrito (por debajo de 15 ppm) que no existen cuando la concentración
alcanza las 170 ppm (Herring, 1973). Asimismo, distintos reportes mencionan una significativa
reducción de off - flavors mediante el agregado de nitrito en sistemas modelo lipídicos
conteniendo Feá o Fe“ - EDTA (McDonald y col., 1980, a) y en carne de cerdo almacenada
(McDonald y col., 1980, b y c). El efecto del nitrito sobre el enranciamiento se debe
probablemente a que el hierro del grupo hemo, nitrito mediante, permanece en su forma
reducida (Fe _) que no funciona como catalizador de las reacciones de oxidación (Townsend
y Olson, 1994). Otros mecanismos postulados son la estabilización de lípidos de membrana o
la formación de derivados de nitrito con actividad antioxidante específica (Pearson y Gray,
1983).

c) Propiedades antimicrobianas.

El rol del nitrito como preservador comenzó a ser estudiado en la década de 1930 (Tanner
y Evans, 1933, a y b; Tanner y Evans, 1934). Unos años después, Tarr concluyó que
concentraciones de nitrito del orden de 200 ppm eran suficientes para inhibir una amplia
variedad de bacterias en pescados y medios de cultivo con un pH = 6,0. Entre los géneros
inhibidos figuran Achromobacter, Aerobacter, Eschericchia, Flavobacterium, Micrococcus y
Pseudomona (Tarr, 1941, a y b; Tarr, 1942). En experimentos similares, Tarr (1944)
determinó que 200 ppm de nitrito a pH = 5,6 o menor, eran suficientes para inhibir el
crecimiento de Staphylococcus aureus. En este último experimento, se demostró que la
dependencia de la inhibición con el pH es muy fuerte : una concentración de nitrito de 1 %
p / p resulta bactericida para Staphylococcus aureus y otros anaerobios facultativos a pH = 5,6
pero no a pH = 7,2. Otros investigadores (Castellani y Niven, 1955; Lechowich y col., 1956;
Shank y col., 1962; Duncan y Foster, 1968) reportaron que el microorganismo
Staphylococcus aureus puede tolerar concentraciones altas de nitrito bajo condiciones
aeróbicas y no bajo anaerobiosis, mostrando que otro factor a tener en cuenta es la
disponibilidad de oxigeno.

Pese a lo antedicho, la más importante fiinción del nitrito en lo que respecta a la
preservación es su rol como inhibidor del crecimiento del Clostridium botulinum y de la
producción de toxina cuando la carne curada es sometida a condiciones de abuso térmico. El
uso del nitrito en la sal de cura es considerado el factor clave que le ha permitido a la industria
del procesamiento cárnico poseer un notable nivel de seguridad en lo que respecta al
botulismo. Indudablemente, una combinación de factores (pH ácido, presencia de cloruro de
sodio, tratamiento térmico, adecuada manipulación de materia prima, potencial redox,
actividad de agua, empaque de producto final, almacenamiento a temperatura de refrigeración,
presencia de flora saprófita competidora, etc.) es la responsable de la seguridad de dichos
productos pero la acción del nitrito no puede ser omitida (Silliker y col., 1958; Silliker, 1959;
Roberts e Ingram, 1966; Pivnick y col., 1969; Duncan, 1970; Johnston y Loynes, 1971;
Riemann y col., 1972; Riemann, 1973; Roberts e Ingram, 1973; Roberts, 1975; Lechowich y
col., 1978; Sofos y col., 1979; Smoot y Pierson, 1979). Se cree que el nitrito no inhibe el
proceso de conversión de espora a célula vegetativa sino la posterior división celular para
multiplicarse y dar colonias (Townsend y Olson, 1994).
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Otros ingredientes presentes en carnes curadas como ascorbato, isoascorbato, polifosfatos,
sacarosa y otros azúcares, antioxidantes, quelantes, componentes de humos, especias y otros
aditivos actúan como coadyuvantes de los factores ya expuestos, con el fin de otorgar una
mayor seguridad y aumentar la vida útil (Sofos y Busta, 1980; Pierson y Smoot, 1982).

Las concentraciones de nitrito requeridas para una adecuada protección botulínica son
mayores que aquellas necesarias para el desarrollo de color y flavor (Sofos y Busta, 1980). La
actividad antibotulinica se incrementa con la concentración residual de nitrito; el nitrato no es
esencial para la estabilidad del producto y probablemente sólo es útil como fuente de nitrito
(Bulman y Ayres, 1952; Riemann, 1963; Hustad y col., 1973; Christiansen y col., 1973;
Christiansen y col., 1974; Christiansen y col., 1975).

d) Toxicidad.

Pese a su innegable utilidad en el proceso de curado de carnes, la presencia de nitritos en
alimentos genera fuertes críticas debido a su toxicidad. Desde principios de siglo, el consumo
de nitratos y nitritos y su consecuencia sobre la salud ha ido acaparando un creciente interés
por parte de especialistas en las áreas de salud y de tecnología de alimentos. Tannenbaum
(1976) reportó que 300 mg / kg de peso corporal representa una dosis letal. Otros estudios
han demostrado que el nitrito actúa como un agente hipotensivo (Rubin y col., 1963), afecta
las funciones tiroideas (Emerick y col., 1963), es mutágeno (DiFate, 1977) y carcinogénico
(USDA, Fed. Regist., 1978; Newbeme, 1979). A este panorama se le debe sumar el conocido
efecto del nitrito como bloqueante del transporte de oxígeno en los eritrocitos (Pierson y
Smoot, 1982).

El amplio uso que se hace del nitrito en carnes curadas genera un interés especial en la
formación de productos tóxicos en estas condiciones. Se ha demostrado que el nitrito posee el
potencial de reaccionar con grupos amino secundarios presentes en carnes generando N ­
nitrosocompuesros (nitrosaminas) de elevado y reconocido poder carcinogénico (Lijinsky y
Epstein, 1970; Fazio y col., 1971; Sebranek y Cassens, 1973; Crosby y Sawyer, 1976) a través
de reacciones como la siguiente :

I'INOZ N203 + Hzo

Rl\ R
NH + N203 l\N—No + HNo2/ R/

R2 2



Asimismo, el nitrito es capaz de reaccionar con amidas para producir nitrosarnidas a través
del siguiente mecanismo :

HzNo;HNo2 + H+ + \ +
NH+ H2N02—’ N—NO + HZO+ Hcho/cho/

El mecanismo de la acción de estos compuestos implica la descomposición de la molécula
de nitrosamina en reactivos electrófilos de corta vida media, los cuales pueden reaccionar con
sitios nucleofilicos de las bases del DNA. Algunas de estas alteraciones no son reparables y
son la causa de mutaciones y alteraciones irreversibles en el material genético, lo que puede
conducir a la generación de tumores.

Alrededor de 65 diferentes nitrosaminas fueron encontradas en alimentos tan diversos como
quesos, carnes o bebidas alcohólicas, siendo la N - nitrosopirrolidina y la dirnetilnitrosamina
las más comunes (Huhtanen y Wasserman, 1975). En 1972, la USDA reportó la presencia de
N - nitrosopirrolidina en tocino; dosajes posteriores arrojaron como resultados niveles de
nitrosopirrolidina de 108 ppb (Fazio y col., 1973) y 139 ppb (Havery y col., 1976). Dicha
sustancia ya había sido detectada en tocino años atrás (Bullman y Ayres, 1952) y el
mecanismo de reacción para su formación fire postulado por Bharucha y col. (1979) y consta
de los siguientes pasos :

N203 ' + °N02

N COOH :N: zCOOH‘ ’ + . N02 + HN02

N COOH

‘ , + ' NO



Estudios realizados sobre estas moléculas arrojaron resultados inequívocos : el daño
hepático provocado en animales es directamente proporcional a la ingestión de alimentos
conteniendo dimetilnitrosamina y otras similares (Magee y Barnes, 1956; Ender y col., 1964;
Lijinsky y col., 1972). Resulta importante destacar que algunos investigadores estiman que
sólo el 25 o 30 % del consumo de nitrito corresponden a carnes curadas; el remanente es
generado por otras fuentes o por acción de la microflora bacteriana de la boca y saliva que
reducen el nitrato presente en aguas y vegetales (Rubin, 1977; Tannenbaum y col., 1978).

En virtud de estos inquietantes resultados, en julio de 1974 la USDA realizó las siguientes
recomendaciones :

o Investigar el posible uso de preservadores alternativos con el fin de reducir el tenor de
nitrito proveyendo adecuada protección contra la producción de toxina botulínica en carnes
curadas.

O Restringir el uso de nitrato a carnes curadas deshidratadas o a embutidos fermentados.

O Limitar el uso de nitrito de sodio a carnes enlatadas (50 ppm).

o Eliminar nitritos y nitratos de alimentos cárnicos para niños.

Q Limitar el uso de nitrito a 156 ppm en todos los embutidos curados cocidos y en las carnes
cocidas curadas con excepción del tocino.

La nitrosación implica una reacción entre un compuesto nitrogenado y un agente
nitrosante. Una rápida reacción de este último con un agente adecuado podría inhibir la
nitrosación. El ácido ascórbico es particularmente efectivo a este respecto, principalmente en
su forma ionizada (aunque la forma protonada también es reactiva). Por otra parte, su carácter
de nutriente le permite ser agregado en cantidades relativamente grandes con el finde inhibir
la nitrosación (Kyrtopoulos, 1987). El ácido ascórbico no ejerce efecto sobre los N - nitroso
derivados de aminas, lo cual indica que su acción se limita a reducir o eliminar la formación de
N - nitrosocompuestos a través de la ya mencionada reacción con nitrito (Item 3 - b, “Uso
del nitrito”). Algunos derivados del ácido ascórbico como el palrnitato de ascorbilo resultan
sumamente eficientes para reducir el tenor de nitrosaminas debido a su solubilidad en la fase
lipídica pues es en esta fase en las cuales las nitrosaminas son fi'ecuentemente encontradas
(Bharucha y col., 1979). La reacción entre ácido ascórbico y nitrito implica la reducción del
nitrito a óxido nítrico siendo el ácido ascórbico oxidado a ácido dehidroascórbico. Los datos
cinéticos disponibles muestran que en ausencia de catalizadores, la constante de velocidad de
la reacción entre nitrito y ácido ascórbico es de dos a cuatro órdenes de magnitud más grande
que la de la nitrosación de arninas (Mirvísh, 1975). De todas formas, si bien es aceptado que
la presencia de ácido ascórbico disminuye el riesgo de formación de nitrosaminas, ningún
reporte confirma que éstas desaparecen por el sólo agregado del mencionado aditivo. Otros
compuestos de base fenólica como los tocoferoles o el propilgalato son efectivos en la

19



inhibición de formación de nitrosaminas (Gray y Dugan, 1975; Fiddler y col., 1987).

e) Posibles sustituyentes.

La discusión generada acerca de los efectos tóxicos que acarrea la presencia de nitritos en
carnes curadas motivó por igual a investigadores de la salud y tecnólogos alimentarios a
intentar reemplazarlo por algún sustituto no tóxico con todas sus útiles propiedades. Hasta
hoy, ese sustituto no ha sido descubierto. Una aproximación para resolver el problema ha sido
la investigación del uso de un nivel menor de nitrito en combinación con algún otro compuesto
en carnes procesadas; este compuesto debería ser seguro para el consumo humano (por sí
mismo y por los posibles productos que se generen), debería inhibir la formación de
Clostridium borulinum y ser organolépticamente apto para el gusto de los consumidores.
Numerosas investigaciones se han orientado hacia la resolución de esta cuestión; en las últimas
décadas se ha estudiado una amplia variedad de compuestos antimicrobianos y combinaciones
de los mismos que aparentemente podrían alcanmr dichos objetivos. Entre las sustancias más
promisorias a este respecto se encuentran los parabenos, el ácido láctico y el sorbato de
potasm.

Los parabenos son ésteres de cadena corta del ácido parahidroxibenzoico y son
preservadores comúnmente utilizados en la industria alimenticia desde hace varias décadas
(Aalto y col., 1953; Shibasaki, 1969; Chichester y Tanner, 1972). Ante la necesidad de un
sustituto parcial del nitrito en productos cárnicos, se investigó su acción antibotulínica
obteniéndose satisfactorios resultados al aplicarlos en medios de cultivo (Robach y Pierson,
1978; Dymicky y Huhtanen, 1979; Sebranek, 1979). Sin embargo, su efectividad se reduce
considerablemente al ser agregados a carnes curadas debido a su tendencia a solubilizarse en la
fase lipídica. Este factor resulta crítico a la hora de evaluar la potencial idoneidad de los
parabenos como sustitutos de nitrito (Deibel, 1979; Pierson y Smoot, 1982).

Otra alternativa mencionada es el empleo de ácido láctico. El uso de cultivos de bacterias
lácticas con el fin de reducir el pH de productos alimenticios a través de la fermentación de
carbohidratos es un tradicional método de preservación, que ha sido ampliamente utilizado en
la industria alimenticia (lácteos, salsas, etc.). En 1979, Goodfellow reportó que el uso de ácido
láctico en tocino y jamones permite reducir el tenor de nitrito (y en consecuencia la formación
de nitrosarninas) sin perjuicios en lo que respecta a la acción antibotulínica. Sin embargo, se ha
reportado la formación de “ofi - flavors”, es decir, la presencia de aromas y sabores que no
son aceptables por los consumidores de productos cámeos (Pierson y Smoot, 1982) lo cual es
una severa desventaja para la aplicación de ácido láctico.

En base a lo ya expuesto, ni los parabenos ni los lactatos representan alternativas válidas al
uso de nitrito. En las siguientes páginas, se expondrá una breve síntesis de las propiedades de
los sorbatos, sus vías de obtención, propiedades fisicas, acción antirnicrobiana y toxicidad para
luego evaluar en forma más exhaustiva las consecuencias de su uso conjunto con nitrito y su
factibilidad para reemplazar a éste último en productos cárnicos en base a los estudios y
reportes que, sobre el tema, se han publicado en las últimas décadas.
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4) ACIDO SURBICO.

a) Características y obtención.

Las propiedades antimicrobianas del ácido sórbíco (ácido trans - trans 2,4 - hexadienoico)
en la conservación de alimentos fiJeron descubiertas en la década 1940 - 1950. El compuesto
fue aislado por primera vez en Londres en el año 1859 por el químico alemán A. W. Hofi'man
a partir de la extracción en medio alcalino del aceite de serba (Sorbas aucuparia). La
estructura file descripta por primera vez en el período 1870 - 1890 y su primera síntesis fue
llevada a cabo por O. Doebner en 1900. En 1945, C.M. Gooding y The Best Foods
patentaron en los Estados Unidos el uso de ácido sórbíco como agente antifúngico y a partir
de ese momento los estudios acerca del uso, propiedades y aplicaciones del compuesto como
antimicrobiano se multiplicaron.

El ácido sórbíco y sus sales solubles en agua, en particular el sorbato de potasio, son
colectivamente denominados sorbatos. El sorbato de potasio es de gran importancia en virtud
de su alta solubilidad en agua. A 25 °C, la solubilidad del ácido sórbíco es 0,16 % p / p, lo cual
constituye una severa desventaja, mientras que la del sorbato de potasio se encuentra por
encima del 50 % p / p. La solubilidad se incrementa por el aumento del pH o la temperatura
(Sofos y Busta, 1981). En el Cuadro 1 - l se describen las propiedades fisicas más
importantes del ácido sórbíco y del sorbato de potasio.

Diferentes procesos han sido probados y patentados para la obtención del ácido sórbíco y
sus derivados. El proceso de obtención de la fiiente natural (separación del sorbato de la
serba) involucra las siguientes operaciones : molienda de las bayas, lixiviación con agua para
obtener un jugo, concentración del jugo por evaporación, separación del ácido sórbíco del
jugo mediante una destilación por arrastre con vapor en medio ácido e isomerización para
obtener el producto puro (Lee y col., 1972).

En la producción comercial, se emplean fundamentalmente dos métodos :

i) Oxidación de 2,4 hexadienal (obtenido a partir de la condensación de tres moléculas de
acetaldehido o de la condensación entre acetaldehido y crotonaldehído). Se requieren
catalizadores especificos para lograr la completa oxidación del sustrato y evitar reacciones
secundarias que disminuin'an la conversión del reactivo. Es muy poco utilizado en la
actualidad.

ii) Condensación entre cetena y crotonaldehído. En función del catalimdor utilizado y de
las condiciones de trabajo, existen dos vías de reacción posibles. Cuando se emplea ácido
bórico o sales de zinc como catalizadores, cetena y crotonaldehído condensan, formándose
una B - lactona como intermediaria, la cual puede pirolizarse para producir ácido sórbíco. En
presencia de ácidos fuertes la cetena y el crotonaldehído forman un acetoxicompuesto, el cual
polimeriza. La conversión del polímero en ácido sórbíco puede llevarse a cabo por
calentamiento en medio ácido (ácido clorhídrico) o alcalino (hidróxido de sodio) empleando
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como catalizadores metales alcalinos, cloruro de zinc, butanol, ácido acético, ácidos
inorgánicos, hidróxidos o combinaciones. Este proceso (en cualquiera de sus dos vías
posibles) es el más utilizado en la actualidad para la producción comercial de ácido sórbico.
Un esquema de las reacciones involucradas en los procesos i) y ii) puede visualizarse en el
Cuadro l - 2.

CUADRO l - l. Propiedades físicas del ácido sórbico y el sorbato de potasio
(Sofos, 1989 ).

Caracteristicas generales ácido monocarboxílico a - ,6 insaturado, de cadena lineal,
isómero trans - trans. Su grupo carboxilo es altamente reactivo, lo que facilita reacciones a'e
neutralización y esterificación.

ACIDO SORBICO SORBATO DE POTASIO

Nombre Acido 2,4 hexadienoico sal de potasio del ácido 2,4
hexadienoico

Fórmula CH;-CH=CH-CH=CH-COOH CHg-CH=CH-CH=CH-COOK

Peso molecular 112,13 g 150,22 g

Constante de acidez 1,73 10s

Punto de fusión 132 - 137 °C Descomposición a 270 °C

Sol. en agua (20 °C) 0,15 58,20

Sol. en agua (50 °C) 0,55 61,00

Sol. en agua (100 °C) 4,00 64,00

Sol. en metanol (20 °C) 12,90 16,00

Sol. en etanol (20 °C) 12,90 2,00

Sol. en acetona (20 °C) 9,20 0,10

Sol en benceno (25 °C) 2,34 < 0,01
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CUADRO l - 2. Métodos de obtención comercial del ácido sórbico (Campos, 1995).

i) A partir de 2,4 hexadienal.

O Vía acetaldehído.

3 CHg-COH --------------> CH3-CH=CH-CH=CH-COH + 2 H20
acetaldehído 2,4 hexanedíal

CH3-CH=CH-CH=CH-COH + 02 --------------> CH3-CH=CH-CH=CH-COOH
2,4 hexanedial ácido sórbico

Ó Vía acetaldehído y crotonaldehído.

CH3-COH + CH3-CH=CH-COH --------------> CH;-CH=CH-CH=CH-COH + HZO
aceraldehía'o crotonaldehído 2,4 hexanedial

CH3-CH=CH-CH=CH-COH + Oz --------------> CH,-CH=CH-CH=CH-COOH
2,4 hexanedial ácido sórbico

ii) A partir de cetena y crotonaldehído.

O Vía B - lactona

CHs-CH=CH-COH + CH2=C=O --------------> CH3-CH=CH-CH-CH2-C=O
crotonaldehído cerena L O J

fl-lactona

CHg-CH=CH-CH-CH2-C=O + calor --------------> CH3-CH=CH-CH=CH-COOH
¡- O J ácido sórbico

fi-lactona

Ó Vía polimerizacíón
polimerización

CHg-CH=CH-COH + CH2=C=O --------------------- --> CH2=CH-CH=CHO-CO-CH3
croronaldehído cetena hidrólisis acetoxícompuesto

CH2=CH-CH=CHO-CO-CH3 --------------> CH;-CH=CH-CH=CH-COOH
acetoxicompuesto ácido sórbico



Posteriormente a su síntesis, el ácido sórbico debe ser purificado y estabilizado para su
venta y posterior uso como preservador. El proceso de purificación incluye diversos
tratamientos posibles : agregado de hidróxido de sodio, ácido clorhídrico y carbón activado
(Sato, 1980); destilación y cristalización en atmósfera de nitrógeno (Nakamura y Nakajima,
1970); lavado, destilación y secado al vacío (Minoda y Niioda, 1970; Fernholz, 1961), entre
otros.

Las sales alcalinas del ácido sórbico se obtienen mediante la neutralización de este último
con sales metálicas alcalinas (hidróxidos y alcóxidos de sodio y potasio, bicarbonato de sodio,
carbonato de potasio) en presencia de aditivos como acetona, gases inertes (N2, Ne),
antioxidantes y alcoholes. Esta neutralización puede realizarse por diversos procedimientos
(Kerr, 1966; Minarnidate y col., 1973; McCarthy y Eagler, 1976; Noeltner y col., 1980).

Al igual que otros ácidos lipofilicos usados como preservadores, la acción del sorbato es
más pronunciada a pH ácido, puesto que la acción antirnicrobiana de ácidos conteniendo de l
a 14 átomos de carbono está asociada a su fracción no disociada y no al anión ácido (Sofos,
1989). El sorbato es más efectivo a valores de pH cercanos a su pKa -- 4,75; a este pH el
50 % se encuentra en su forma no disociada. Sin embargo, se cree que hasta pH de 6,0 - 6,5,
ejerce acción inhibitoria (Sofos y Busta, 1981). Eklund (1983) reportó que a pH = 6,0 ó
mayor, el 50 % de la acción inhibitoria se debe a la forma disociada; sin embargo, la capacidad
de ésta es de 10 a 600 veces menor. En el Cuadro l - 3 es posible observar como varía el
grado de disociación en función del pH.

CUADRO 1 - 3. Grado de disociación del ácido sórbico en función del pH (Sofos y
Busta, 1981).

pH Acido no disociada
(%)

7,00 0,6
6,00 6,0
5,80 7,0
5,00 37,0
4,75 50,0
4,40 70,0
4,00 86,0
3,70 93,0
3,00 98,0
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b) Acción antimicrobiana.

Los sorbatos constituyen uno de los preservadores de mayor importancia comercial y de
más amplia aplicación : en alimentos para hombres y animales, productos farmacéuticos y
cosméticos, etc. En base a numerosos estudios se ha establecido que los sorbatos inhiben el
crecimiento de hongos y levaduras así como el de muchas bacterias. Son importantes en el
desarrollo de alimentos de humedad intermedia porque en ellos la actividad acuosa es
suficientemente baja para controlar el crecimiento de bacterias pero no el de hongos y
levaduras (Sofos y Busta, 1981; Liewen y Marth, 1985). Las concentraciones efectivas de
sorbatos en muchos alimentos están en el rango de 0,05 % - 0,30 % p / p.

La efectividad de los sorbatos fiente a las levaduras ha sido reportada por un gran número
de investigadores (Emard y Vaugn, 1952; Ferguson y Powrie, 1957; Geminder, 1959;
Pederson y col., 1961; Huang y Armstrong, 1970). La concentración de sorbato necesaria para
inhibir el crecimiento de levaduras se encuentra en el rango de 0,0025 a 0,2 % p / p. Las
levaduras inhibidas por la presencia de sorbatos incluyen los géneros Brettanomyces,
Byssoclamys, Candida, Cryptococcus, Debaromyces, Endomycopsis, Hansenula, Kloeckera,
Mycoderma, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Sporobolomyces,
Torula, Torulaspora, Torulopsis, Trichosporon y Zygosaccharomyces. La inhibición de
levaduras es especialmente importante en alimentos ácidos como mermeladas, jaleas,
golosinas, salsas de tomate o aderezos (Restaino y col., 1982; Liewen y Marth, 1985).

Estudios exhaustivos han documentado la efectividad del sorbato contra hongos (Emard y
Vaugn, 1952; Deuel y col., 1954, a y b; Melnick y col., 1954, a, b y c; Melnick y col., 1956;
Huang y Armstrong, 1970; Baldock y col., 1979; Kaul y col., 1979). Entre los géneros de
hongos inhibidos por sorbatos se encuentran Alternaria, Ascochyta, Aspergillus, Bonytis,
Byssochlamys, Cephalosporium, Cercospora, Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum,
Cunninghamella, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, Gliocladium, Helminthosporium,
Humicula, Heterosporium, Monilia, Mucor, Myrothecium, Oospora, Papularia, Penicillium,
Phoma, Pestolotiopsis, Pullularia, Rhizoctonia, Rhizopus, Rosellinia, Sporotrichum,
Stagonospora, Stysanus, Thielavia, Trichoderma, Trichophyton y Truncatella. La mínima
concentración inhibitoria está en el rango de 0,001 a 0,1 %. Diversos estudios han informado
que el sorbato inhibe la producción de micotoxinas en alimentos como aflatoxinas, citrinina,
patulina, esterigmatocistina y ocratoxinas (Bullet-man, 1983; Bullerman, 1984; Roland y
Beauchat, 1984; Roland y col., 1984; Bullerrnan, 1985; Marshall y Bullerman, 1986; Gourama
y Bullerman, 1988). Algunos investigadores han destacado sin embargo que, a niveles
subinhibitorios de sorbatos, la producción de rnicotoxinas se estimula (Gareis y col., 1984;
Marshall y Bullemian, 1986).

Los géneros de bacterias inhibidas por sorbatos incluyen Acetobacter, Achromobacter,
Acinetobacter, Aerobacter, Aeromona, Alcaligenes, Alteromona, Arthrobacter, Bacillus,
Campylobacter, Clostridium, Eschericchia, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella,
Lactobacillus, Micrococcus, Moraxella, Mycobacterium, Pediococcus, Propionibacterium,
Proteus, Pseudomona, Salmonella, Sarcina, Serratia, Staphylococcus, Vibrio y Yersinia
(Smoot y Pierson, 1981; Sofos y Busta, 1983; Sofos, 1989). En las últimas décadas, ha
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cobrado gran importancia el estudio del sorbato como agente antibotulinico en la preservación
de productos cárnicos (Robach, 1980) en combinación con nitrito de sodio, lo cual será
tratado más extensamente en los próximos ítems. Las concentraciones de sorbato necesarias
para inhibir el crecimiento bacteriano oscilan entre 0,001 y l % p / p.

El mecanismo por el cual los sorbatos inhiben el crecimiento de microorganismos no está
bien definido pero se sabe que los sorbatos bloquean el desarrollo celular y se han postulado
distintos mecanismos de acción, entre otros : alteración de la estructura morfológica de la
célula, cambios en el material genético, alteración en la membrana celular, inhibición de
enzimas involucradas en el metabolismo o en las fiinciones de transporte (Sofos, 1989). El
sorbato es al menos tres veces más efectivo que el benzoato y cuatro veces más que el
propionato en la preservación de alimentos como quesos y pescado (Smith y Rollin, 1954;
Boyd y Tarr, 1955; Gooding y col., 1955).

La acción antimicrobiana de los sorbatos depende de numerosos factores, entre otros : tipo
y especie de microorganismo, grado de contaminación, composición y pH del sustrato,
concentración de sorbato, actividad de agua, presencia de otros aditivos, temperatura de
almacenamiento, material de empaque, método de preservación del alimento, etc.

Se ha podido determinar que los alimentos que pueden ser preservados mediante el
agregado de sorbatos son productos lácteos, de panificación, frutihortícolas, emulsiones
grasas, algunos productos cárnicos (carnes rojas y blancas) y golosinas, empleándose con este
fin las concentraciones especificadas en el Cuadro l - 4. Es importante destacar que los
sorbatos no reemplazan sino que complementan las adecuadas normas de sanidad e higiene.

CUADRO l - 4. Concentración de sorbato de potasio usada en productos
comerciales (Sofos, 1989).

Producto Cantidad adicionada
(%,p /p)

Lácteos 0,05 —0,30
Panificados 0,03 - 0,30
Vegetales 0,02 —0,20

Frutas 0,02 —0,25
Bebidas 0,02 —0,10

Emulsiones 0,05 - 0,10
Pescado 0,05 —0,30
Carnes 0,05 —0,30
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c) Toxicidad y metabolismo.

El descubrimiento de las múltiples propiedades que el ácido sórbico presenta para la
preservación de alimentos, generó una serie de estudios acerca de su toxicidad y su
comportamiento en el metabolismo. En un primer momento, el sorbato fue clasificado como
no tóxico. Posteriormente, en la década de 1950 se demostró que el sorbato puede ser
metabolizado en el organismo a través de una vía similar a la de los ácidos grasos (Deuel y
col., 1954, a y b). Este proceso se esquematiza en el Cuadro l - 5.

CUADRO l - 5. Metabolismo de degradación del ácido sórbico (Sofos, 1989).

enolhidratasa
CH;-CH=CH-CH=CH-COOH + HZO --------- --> CH3-CH=CH-CHOH-CH2-COOH

Acido sórbico ,6- hidroxiácido

B - cetohidratasa
CHg-CH=CH-CHOH-CH2-COOH -------------- --> CH3-CH=CH-CO-CH2-COOH + 2 IT

,6 - hidroxiácído ,8-ceroácido

[3- cetotiolasa
CHg-CH=CH-CO-CH2-COOH +2 02 ----------- --> CHg-CH=CH-COOH +2 C02 + HZO

,B-cetoácido ácido 2,3 butenoico

enolhidratasa
CH3'CH=CH'COOH + HZO------------ --> CHJ-CHOH-CHz-COOH

ácido 2,3 butenoico ,6- hidroxiácido

B - cetohidratasa _
CHg-CHOH-CHz-COOH ------------ --> CHs'CO-CHz-COOH + 2 H'

,6- hidroxiácido ,6-cetoácido

B-cetotiolasa
CHJ-CO-CHz-COOH +2 02 ----------- --> CH3'COOH + 2 C02 + HZO

fl -cetoácido ácido acético

Productosfinales



Según algunos investigadores, en los casos en que la ingesta es elevada, ocurriría una
omega - oxidación, similar a la sufiida por ácidos grasos y en ausencia de hidratos de carbono,
se producirían acetoacetona y acetona (Deuel y col., 1954, a y b; Lueck, 1980).

Asimismo se ha reportado que el sorbato es más efectivo y menos tóxico que el benzoato
(Gooding, 1945; Smith y Rollin, 1954). A diferencia del sorbato, que resulta metabolizable, el
benzoato requiere ser detoxificado por el hígado para poder ser excretado. La dosis letal 50
(DL50 ) del ácido sórbico es de 10 g / kg de peso corporal mientras que la del cloruro de sodio

(un aditivo común consumido durante milenios) es de 5 g / kg (Sofos y Busta, 1981). Estudios
de este tipo han determinado que los sorbatos sean considerados como aditivos generalmente
reconocidos como seguros (“Generally recognized as safe”, GRAS) y su uso es permitido por
la legislación de numerosos países, entre ellos la Argentina (Código Alimentario Argentino,
1994).

El uso de sorbatos en productos farmacéuticos y cosméticos sólo ha producido reacciones
alérgicas en individuos particularmente sensibles (Lueck, 1976). En alimentos, este problema
está circunscripto al uso combinado de sorbatos y nitritos y los resultados reportados al
momento no son confirmatorios (Paquette y col., 1980).

d) Reactividad.

La actividad de los sorbatos es fuertemente dependiente de la composición y características
del sistema alimenticio en el cual se encuentre y su efectividad se basa en su presencia a la
concentración adecuada. Por ello su destrucción podría afectar la estabilidad de los productos
alimenticios que lo contengan.

La presencia de dobles enlaces conjugados es una característica que determina el
comportamiento químico altamente reactivo del ácido sórbico y sus sales. Es así que, además
de la autooxidación que sufre en presencia de oxígeno, puede sufrir reacciones de adición; en
presencia de radicales libres polimeriza fácilmente y puede participar en reaccionesde Diels ­
Alder con dienófilos como estireno, acrilatos o anhídrido maleico (Sofos, 1989). Por otra
parte, en alimentos complejos, los carbonilos resultantes de la degradación autooxidativa del
ácido sórbico pueden reaccionar con aminoácidos determinando la aparición de pardeamiento
no enzimático (Gerschenson y col., 1986, a y b; Thakur y Arya, 1991; Campos, 1995; Campos
y col., 1995; Campos y Gerschenson, 1996). El análisis del comportamiento del ácido sórbico
en sistemas modelo conteniendo azúcares demostró que su destrucción sigue una cinética de
primer orden (Gerschenson y col., 1986, a y b). Idéntico resultado se obtuvo al analizar
sistemas modelo acuosos conteniendo ácido sórbico y cloruro de sodio (Guerrero y col.,
1990).

Un somero análisis de la estructura conjugada del ácido sórbico muestra su susceptibilidad
al ataque nucleofilicoen las posiciones3 y 5 (Khandelwaly Wedzicha, 1990, a). Un
simple de la naturaleza de la adición nucleofilica a dienos con reactivos del tipo H Nui, donde

Nu' representa un nucleófilo, envuelve la protonación inicial del dieno y el subsecuente ataque
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por el nucleófilo para dar productos de adición. En el caso particular del ácido sórbico, el
nucleófilo puede atacar en las posiciones 3 y 5. La mayor deslocalización de la carga en el
carbocatión intermediario proveniente del ataque en la posición 5 justifica que éste se
encuentre favorecido frente al proveniente del ataque en la posición 3.

CH3—CH=CH— ([H= CH—COOH Adición3
Nu

CH3—CH= CH—CH= CH—COOH Adición5

Nu

La reacción es completada por adición de H en las posiciones 2 ó 4.

El producto a formarse dependerá de la estabilidad relativa de ambas estructuras de

resonancia y su relativa velocidad de reacción con H .

Los alimentos contienen numerosos nucleófilos fuertes (sulfitos, aminas, tioles) por lo que
resulta de especial interés la consideración de la naturaleza de estas reacciones. Una reacción
adicional y muy importante es la que incluye al nitríto, la cual será tratada más adelante.

La reacción entre el ácido sórbico y el sulfito se encuentra documentada hace varias

décadas. Hagglund y Ringbom (1926) reportaron la adición de HSO3' que origina el siguiente
producto :

CHa-CH-CHz-(IÉH=CH-COOH

SO; ­

En el medio ácido del estómago, este producto de adición es inestable por lo que esta
reacción no tiene importancia desde el punto de vista toxicológico.

Por otra parte, el ácido sórbico reacciona con amoniaco, alquilaminas, aminas aromáticas y
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bencilamina a altas temperaturas (150 - 200 °C) para formar productos como aminoácidos y
dihidropíridonas (Mosher, 1950; Shamma y Rosenstock, 1961; Verbíscar y Campbell, 1964;
Kheddis y col., 1981). Cabe destacar que algunos procesos en los cuales el ácido sórbico está
presente involucran tratamientos térmicos severos (como por ejemplo el grillado de quesos)
similares a las condiciones de formación de productos de adición ácido sórbico - aminas. Sin
embargo, no hay evidencia que sugiera que el ácido sórbico pueda reaccionar con aminas
simples (como glicina o butilamina) aún bajo condiciones de calentamiento prolongado
(Wedzicha y Brook, 1989). Estos mismos autores determinaron que el ácido sórbico reacciona
con tioles a 80 °C y pH 3,7 - 5,7. Mediciones cinéticas han mostrado que la reacción del ácido
sórbico con mercaptoetanol, ácido mercaptoacético, cisteína y glutation sigue una cinética de
segundo orden (Khandelwal y Wedzicha, 1990, b; Wedzicha y Zeb, 1990, a y b). Los
surfactantes como el bromuro de dodeciltrimetil amonio (DoTAB), sulfato de dodecilsodio
(SDS), lecitina, éster monoglicérido de ácido diacetil tartárico y Tween 80 muestran un efecto
catalítico sobre la adición. El mayor efecto lo produce el DoTAB, el cual acelera la adición de
mercaptoetanol en un factor de 21,4 y la de glutation en 4,6 (Wedzicha y Zeb, 1990, b). La
presencia de albúmina sérica bovina (BSA) genera una acción catalítica similar:
concentraciones de hasta un 4 % v / v muestran un efecto semejante al del Tween 80 en la
adición de mercaptoetanol y ácido mercaptoacético y a la del DoTAB en la adición de cisteína
y glutation (Wedzicha y Zeb, 1991; Wedzicha y Picard, 1993). Al igual que en la reacción con
sulfitos, los productos de adición formados son inestables fiente al pH ácido del estómago y
no tienen en consecuencia efectos toxicológicos.

El ácido sórbico es capaz de reaccionar también con distintos aldehídos aromáticos como
vainillina, p - dirnetil - aminobenzaldehído o etilvainillina formando compuestos coloreados
(Salo, 1963).

Los sorbatos son estables en forma seca pero se degradan en solución acuosa (Arya, 1980).
Arya y Thakur (1988) aislaron los compuestos carbonílicos formados en la autooxidación de
soluciones acuosas de ácido sórbico y verificaron la existencia de acetaldehído, acroleína,
crotonaldehído, malonaldehído y beta - carboxiacroleína. Esta última, en presencia de
aminoácidos, polimeriza rápidamente a pigmentos pardos (Arya y Thakur, 1988). Distintos
investigadores han postulado mecanismos oxidativos vía formación de peróxidos sobre el
doble enlace de la posición 4 - 5 (Pekkarinen, 1969, a y b; Arya, 1980; Arya y Thakur,
1988).

Es necesario destacar que los sorbatos pueden ser degradados o metabolizados por ciertos
microorganismos como algunas cepas de Lacrobacillus, Pseudomona, Acetobacter y
Leuconostoc entre las bacterias (Raduchev y Rizvanov, 1963; Liewen y Marth, 1985),
Procandida y Candida entre las levaduras (Deak y Novak, 1972; Edinger y Splittstoester,
1986) y Penicillíum entre los hongos (Rehm y col., 1964; Marth y col., 1966; Liewen y
Marth, 1985). Es posible concluir entonces que el estudio de la estabilidad de los sorbatos se
convierte en una herramienta más en la construcción de la estabilidad y larga vida útil de los
alimentos procesados. A continuación, se analizará el caso particular de la reacción sorbato ­
nitrito, enfatizando en la posibilidad de que ambos aditivos sean utilizados en conjunto, de
acuerdo a lo expresado en el ítem anterior (Nitritos).
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5) USO COMBINADO DE SORBATOS Y NiTRITOS.

a) Carnes curadas.

El ácido sórbico es a menudo utilizado en la industria de embutidos cárnicos con el fin de
inhibir el crecimiento de hongos durante la maduración del producto. La presencia de sorbatos
es común en tripas de embutidos pues mantiene la superficie limpia de bacterias y mohos. Las
piezas se sumergen algunos segundos en una solución acuosa de sorbato de potasio 10 - 20 %
p / v y con ello se evita en forma duradera la aparición de revestimientos y enmohecirniento
(Frey, 1995).

Asimismo, distintos investigadores han reportado que es posible inhibir el crecimiento de
Clostridium botulinum empleando ácido sórbico o sorbato de potasio solos o combinados con
bajas concentraciones de nitn'to de sodio (Ivey y Robach, 1978; Sofos y col., 1980; Sofos y
Busta, 1980; Sofos y Busta, 1981). La combinación sorbato de potasio y nitrito de sodio en
relación 2600 ppm / 40 —80 ppm en tocino resultó ser más efectiva en la inhibición de la
formación de toxina que la adición de 120 ppm de nitrito (Pierson y col., 1979). Trabajos
posteriores concluyeron además que los niveles de nitrosopirrolidina eran sustancialmente
menores (Pierson y col., 1980; Robach y col., 1980, b). Combinaciones de 2000 - 2600 ppm
de sorbato de potasio y 20 - 50 ppm de nitrito de sodio han mostrado ser como minimo tan
inhibitorias de Clostridium botulinum y Clostridium sporogenes como 156 ppm de nitrito en
salchichas de carne vacuna y de cerdo, carnes con salsas y otros productos cárnicos (Sofos,
1989). Los ensayos de aceptación sensorial realizados indicaron que, en general, la presencia
de sorbatos no afecta el flavor y / o color del producto (Kahle, 1980).

Desde un punto microbiológico más amplio, la combinación sorbato - nitrito, además de
inhibir el crecimiento de Clostridium botulinum, inhibe la proliferación de microorganismos
mesófilos y psicrófilos en carnes curadas con mayor eficiencia que si se utiliza solamente
nitrito (Ledward, 1981). El mismo resultado se obtiene al analizar el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Salmonella, Eschericchia coli y Clostridium perfringens (Pierson y
Smoot, 1982).

En base a estas investigaciones, es posible afirmar que combinaciones de sorbatos y nitritos
en la sal de cura permitirían la producción de una carne curada con un menor potencial para la
formación de nitrosarninas, protección contra el Clostridium botulinum y buena calidad
sensorial tomando como parámetros el gusto, aroma y aspecto de los productos alimenticios
en cuestión. En base a este hallazgo (y de acuerdo a lo antedicho con respecto a las
propiedades de los sorbatos) parecería haberse llegado a una solución en lo que respecta a la
posibilidad de disminuir el tenor de nitrito en carnes curadas mediante el agregado de sorbatos.

b) Productos de reacción sorbato - nitrito.

La posibilidad de un eventual reemplazo total o parcial de nitritos por sorbatos generó gran



interés en el ámbito de la investigación sobre preservación de alimentos. Entre las numerosas
investigaciones realizadas sobre este tema, algunos cientificos (Kada, 1974; Namiki y Kada,
1975; Hayatsu y col., 1975; Khoudokormoff y Gist - Brocades, 1978; Kito y col., 1978;
Namiki y col., 1980; Namiki y col., 1981; Osawa y Namiki, 1982, Namiki y col, 1983)
informaron la formación de productos con efecto mutagénico a partir de la reacción entre
nitritos y sorbatos. Asimismo se ha informado acerca de las condiciones óptimas para la
formación de estos compuestos (pH, temperatura, tiempo de reacción y relación sorbato ­
nitrito), las cuales pueden resumirse en los siguientes ítems :

o la formación de productos de reacción sorbato - nitrito con actividad mutagénica es óptima
a altas relaciones molares nitrito : sorbato. La relación ideal es 8 : 1 (Namiki y col, 1980;
Namiki y col., 1981). Sin embargo, Hartman (1983) informó que estos productos
mutágenos pueden formarse bajo relaciones nitrito / sorbato 2 a l y que la actividad
genotóxica puede ser detectada hasta una relación 0,2 a l.

o la mutagenicidad es producida a un pH entre 2,0 y 5,0, con un máximo a 3,5 - 4,2 (Namiki
y col., 1980; Namiki y col., 1981). A pH mayores o iguales que 6,0; es indetectable
(Khoudokormofi‘ y Gist - Brocades, 1978).

Es de destacar que otros compuestos presentes en alimentos como la piperina (uno de los
principios activos de la pimienta) o el éster metflico del ácido sórbico son capaces de
reaccionar con el nitrito de sodio generando mutagenicidad (Osawa y col., 1981; Osawa y
Namiki, 1982).

Estos descubrimientos han ensombrecido el panorama acerca del uso combinado de
sorbatos y nitritos, si bien estos reportes se refieren a condiciones de reacción distintas a las
ofrecidas por un alimento. Si bien ellos no informan acerca de la posibilidad de que sustancias
mutagénicas estén presentes en alimentos preservados mediante estos aditivos, ésta no deja de
ser una inquietante incertidumbre.

En los ensayos biológicos reportados por Namiki y col. (1981) se mencionan
fundamentalmente cuatro productos de reacción sorbato - nitrito estudiados. Sus estructuras
pueden verse en el Cuadro l —6. Desde el punto de vista toxicológico, los más significativos
son el 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (llamado también compuesto Y) y el ácido etilnitrólico
(ENA). Estas sustancias arrojan resultados positivos en las tres pruebas ensayadas : el test de
Arnes (aplicado en Salmonella Iyphymurium), el ensayo rec (aplicado en Bacillus subtilis) y la
inhibición del crecimiento de Eschericchia coli B. El compuesto llamado B (de fórmula
C5HóO4N2y estructura desconocida) da negativo el ensayo de Ames. El compuesto F (una
oxima) da resultado negativo en todos los ensayos precitados. También se menciona el
precursor de F (pre - F) con características semejantes a aquél. Debido a esto, se afirma que la
acción mutagénica se debe a la formación de los productos ENA e Y (Namiki y col., 1981).



CUADRO l - 6. Actividad biológica de los productos de reacción sorbato - nítrito
(Namikí y col., 1981).

Ensayo rec Ensayo de Ensayo de Inhib. de
Producto de reacción con B. Ames con S. Ames con S. crecimiento

subtilis thyphymurium thyphymurium con E. coli
TA98 TAIOO

Acido etiJnitrólico (ENA) + + — + +
(5 ppm)

CH3—C—N02

NOH

1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y) + + + + + + + +
(5 ppm)

TC”
N CH3

N02

Compuesto B + — — + +
(1 ppm)

C5H604N2

Compuesto F —— — — ——

CH3—C H=CH—COOH

¡4’TCo \O/



La estructura de dieno - carbonilo propia del ácido sórbico parece ser la clave de la
reactividad frente al nitrito para la formación de productos como e] Y o el ENA, pero el
mecanismo exacto de la reacción es desconocido, aunque exi5ten postulados al respecto
(Osawa y Namiki, 1982).

Cabe recordar que el nitrito es capaz de reaccionar con lípidos, especialmente aquellos que
presentan dobles ligaduras. Mouloud y col. (1992) han reportado la adición de grupos nitro al
doble enlace del ácido oleico (C18 : 1) y la consecuente perdida del mismo.

El principal reactivo derivado del nitrito es el óxido nitroso, N203, el cual puede ser
polarizado a NO'NOg' para nitraciones nucleofilicas, con un mecanismo similar al mencionado
en el item 4 d) de este capítulo (Kooyman y col., 1951). Cabe destacar que la reacción nitrito ­
sorbato puede ser englobada en el marco de una serie de reacciones que protagoniza el nitrito
junto a compuestos carbonflicos así como compuestos que presentan dobles enlaces carbono ­
carbono activados. Por ejemplo, el nitrito retrasa la aparición de malonaldehido, un producto
secundario de la oxidación de ácidos grasos poliinsaturados, el cual es un reconocido
generador de “off - flavors". El mecanismo de dicha reacción sirve de ejemplo para analizar
este tipo de reacciones (Kolodziejska y col., 1990).

l? ll i ÏH
HC— CH2—CH HC— CH=CH

O O

PH n h'
Hc—CH—CH +H"Hc—CH=CH —:-No

N=O

í? ll ï '

CH—CH HC]-—
N=O II\"—OH

Con respecto a la estabilidad térmica de los productos formados por reacción entre nitritos
y sorbatos, Namiki y col. (198]) informaron que tanto el Y como el ENA resultan sensibles al
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calentamiento; por ejemplo ambos decaen un 37 % en tres minutos bajo condiciones similares
a la cocción del tocino y un 80 % en una hora a 100 °C y pH = 6,0.

El ácido etilnitrólico ha sido, por otra parte, objeto de estudio en el área farmacológica por
su carácter de donante de grupo nitroso (“NO - donor”); se han investigado sus propiedades
antitrombóticas y vasodilatadoras llegando a la conclusión que el ENA es un poderoso
antitrombótico pero su acción como depresor de la presión arterial es leve (Rehse y col.,
1996).

Dado el carácter mutagénico que presentan tanto elvY como el ENA, resulta de suma
importancia la investigación acerca de la factibilidad de su formación en sistemas alimenticios.
De acuerdo a lo antedicho, resultan de especial interés las carnes curadas pues es en este tipo
de productos en donde sorbatos y nitritos podrian coexistir, por agregado conjunto en la
matriz cárnica o bien por migración del sorbato agregado en la tripa hacia el interior de]
embutido en donde entraría en contacto con el nitrito (Giannakopoulos y Guilbert, 1986, a y b).
Es de hacer notar que el nitrito que se encuentra naturalmente en aguas, vegetales u otros
alimentos o el que puede producirse por la reducción bacteriana de los nitratos puede,
asimismo, reaccionar con el sorbato agregado como conservador (Walker, 1975).

c) Acción de reductores sobre la reacción sorbato - nitrito.

Dentro de los tópicos a estudiar, la presencia de reductores como ácido ascórbico es
especialmente relevante pues, como ya se ha mencionado, numerosos investigadores han
reportado que reacciona con nitrito previniendo de esta forma la formación de nitrosaminas
tanto en sistemas in virro como in vivo (Mirvish y col., 1972; Guttenplan, 1977; Gray y
Randall, 1979; Kyrtopoulos, 1987) principalmente debido a la mayor velocidad de reacción del
nitrito con el ácido ascórbico que con los grupos amino secundarios. Estudios químicos acerca
de los productos de esta reacción (Obata y col., 1983) permitieron describir las estructuras de
las reductonas producidas por la degradación del ácido ascórbico en su reacción con nitrito.
Otras sustancias presentes en alimentos como cisteína y algunos compuestos fenólicos
presentan similar reactividad. Cabe destacar que existen trabajos reportados sobre este tema
que se remontan a cuatro décadas atrás (Bunton y col., 1959).

La acción desmutagénica del ácido ascórbico y cisteína no se limita sólo a prevenir la
formación de nitrosaminas sino que también impide, bajo determinadas condiciones, la
aparición de ENA e Y en sistemas que contienen sorbato de potasio y nitrito de sodio en su
formulación. Asimismo, diversos vegetales (zapallo, nueces de ginkgo) contienen sustancias
con propiedades similares. Los trabajos que reportan estudios sobre las estabilidades de ENA
e Y frente a acido ascórbico, cisteína y jugos de vegetales (Osawa y col., 1980; Osawa y col.,
1986), a distintas condiciones de pH. coinciden en que el ENA no parece ser afectado
mientras que el Y decae al aumentar el pI-l. A un pH de 6,8, por ejemplo, el ácido ascórbico o
cisteína en relación molar 8 : 1 con el Y provocan la desaparición de este último. El ENA
parece ser mucho más resistente pues el ácido ascórbico parece no afectarlo y decae con
cisteína un 40 % bajo una relación molar cisteína / ENA de 8 : l _v75 % si la relación molar es



16 a 1. Otros trabajos (Robach y col., 1980, a) reportan que 550 ppm de ascorbato de sodio
frente a 2600 de sorbato y 40 de nitrito son suficientes para bloquear la formación de estos
mutágenos en tocino. Ellos analizaron también la estabilidad térmica del ENA y concluyeron
que es inestable a temperaturas de cocción y que un pH de por lo menos 5,5 en presencia de
ascorbato, excluye el riesgo de formación de compuestos mutagénicos en carnes curadas.

d) Migración de sorbatos en tripas de embutidos.

Los fenómenos de difusión juegan un rol importante en las operaciones utilizadas en la
industria alimentaria y no se detienen al finalizar el procesado de los mismos sino que
continúan durante la etapa de almacenamiento. En alimentos, el tratamiento matemático de los
procesos difusivos resulta sumamente complejo debido a la heterogeneidad estructural que los
mismos presentan (membranas, tejidos, pieles, envolturas, superficies, poros, multifases, etc.).
La calidad de los alimentos resulta a menudo afectada por estos fenómenos difusivos. La
presencia de gradientes de concentración en alimentos, originados por estados de no
equilibrio, provoca movimientos de agua y / o solutos, especialmente durante largos
almacenamientos. Resulta de vital importancia para la estabilidad del alimento el control de
dichos movimientos entre las diferentes fases o compartimientos del mismo así como entre el
alimento y el medio ambiente. Con este fin, suelen emplearse films comestibles (“edible films”)
para recubrir partes del alimento o el total del mismo. En algunos casos, estos films son
utilizados para crear una capa externa (soporte) enriquecida en un aditivo como ser un agente
antifúngico, sacarosa, cloniro de sodio, etc. De esta manera, la concentración total de dicho
aditivo no es alta y la acción del mismo se concentra en la zona deseada. Para lograr este
objetivo, resulta de suma importancia la prevención de la difusión del aditivo desde el film
hacia el exterior o hacia el alimento.

El ácido sórbico, en virtud de sus propiedades ya descriptas, suele ser utilizado en films
comestibles aplicados a alimentos (embutidos, quesos). En virtud de ello, resulta de sumo
interés el análisis de sus propiedades difusivas en dichas superficies pues la migración del ácido
sórbico hacia el interior del alimento podría generar proliferación bacteriana en la superficie asi
como reacciones químicas indeseables en el interior. La difusividad aparente del ácido sórbico
en sistemas modelo conteniendo geles fue objeto de estudio en la pasada década (Guilbert y
col., 1985; Giannalcopoulos y Guilbert, 1986, a) encontrándose que la misma varía en función
de la concentración de sorbato, el contenido de agua, la actividad de agua del sistema y la
viscosidad. Los valores obtenidos de difusividad a dilución infinita en quesos procesados,
crema de castañas y jalea de grosella resultaron ser del mismo orden que los obtenidos en
sistemas modelo gelificados conteniendo agua. agar, sacarosa y maltodextrinas. Dichos
resultados se observan en el Cuadro 1 - 7. Las difusividades infinitas (Do) fueron obtenidas
por extrapolación a dilución infinita de tres valores independientes de difusión aparente de
ácido sórbico para concentraciones de 1,8; 4,5 y 8 umol de_ácido sórbico! g de alimento.

Por lo tanto, la potencial capacidad del ácido sórbico para migrar desde la tripa al interior
le permitiría entrar en contacto con el nitrito presente en el relleno y, en consecuencia, generar
las condiciones necesarias para la formación de productos de reacción como el Y o el ENA.



CUADRO 1 - 7. Difusividad a dilución infinita (D0) de ácido sórbico en alimentos,
determinados por difusión monodimensional en una columna infinita (Giannakopoulos
y Guilbert, 1986, b).

Humedad (%, p/p) a,»(25 °C) D0 x 10 ’0 (m:/seg)

Queso procesado 44 0,96 0,80
Jalea de grosella 38 0,88 0,79
Crema de castañas 34 0,90 0,24

e) Legislación actual sobre el tema.

El Código Alimentario Argentino autoriza el empleo de nitrato de potasio o sodio y nitrito
de sodio de modo tal que el nitrato residual no exceda los 300 ppm y el nitrito residual los 200
ppm (expresados como nitrato y nitrito de sodio respectivamente). Asimismo permite el
agregado de sorbato de potasio a la carne vacuna conservada de humedad intermedia, tanto
cruda como cocida, con un maximo de 0,12 % p / p (1200 ppm) pero no está autorizado el
uso conjunto de sorbato de potasio y nitrito de sodio en carnes curadas. Sin embargo, las
normas del Mercosur autorizan la coexistencia de los susodichos aditivos en salazones crudas
(por ejemplo, jamón crudo) con máximos de 200 ppm para sorbato de potasio en tripa y 150
ppm para nitrito de sodio en el relleno. En embutidos secos (chorizo, longaniza, salamines) se
permite el agregado de 200 ppm de sorbato de potasio en la tripa y de 150 ppm de nitrito de
sodio en el relleno. Sin embargo, como ya fue mencionado, existe la evidencia que e] sorbato
es capaz de migrar de la tripa hacia el relleno. Cabe mencionar que estas normas, al entrar en
vigencia la reglamentación del Mercosur, reemplazarán a las actuales vigentes del Código
Alimentario Argentino.

La legislación actua] de la Unión Europea permite que un 1 % de la composición de la tripa
contenga aditivos entre los cuales figura el ácido sórbico siempre y cuando su concentración
no supere los 2 mg / dm 3 de superficie de embutido (Council of European Economic
Community, 1983). En los Estados Unidos, se permite la inmersión de embutidos secos en una
solución de sorbato de potasio a] lO % p / v en solución acuosa, antes o después de la cocción
(Code of Federal Regulations, FDA, 1995). En ambas legislaciones, no se autoriza el uso
conjunto de ambos aditivos en rellenos de embutidos.



6) OBJETIVOS DEL TRABAJO PROPUESTO Y RELEVANCIA DEL MISMO.

Como se puede observar, muchos trabajos referentes al uso conjunto de sorbatos y nitritos
en alimentos parecen ser contradictorios entre si o bien desarrollados en condiciones tales que
no permiten afirmar o negar la formación de los precitados compuestos mutagénicos. En este
trabajo se intenta contribuir al esclarecimiento de estas cuestiones y realizar un aporte origina]
en un área trascendental de la tecnología de alimentos como lo es el desarrollo de métodos
eficaces e inocuos de preservación.

De acuerdo a lo antedicho, el objetivo del presente trabajo es el estudio de la formación de
productos de reacción sorbato - nitrito en alimentos.

7) ANTECEDENTES.

Este objetivo reconoce como antecedente :

a) estudios previamente desarrollados en el Departamento de Industrias (FCE. y N.,
U.B.A.) con el fin de determinar la cinética de destrucción del ácido sórbico en sistemas
modelo conteniendo distintos humectantes (glucosa, sacarosa, cloruro de sodio, glicerol),
modificadores de pH (ácido cítrico o fosfórico), aminoácidos y aditivos (Gerschenson y col,
1986, a y b; Gerschenson y col., 1987; Guerrero y col, 1990; Campos, 1995; Campos y col.,
1995; Gerschenson y Campos, 1995; Campos y col., 1996; Campos y Gerschenson, 1996;
Campos y col, 1997).

b) estudios previamente desarrollados en el Departamento de Industrias (FCE. y
U.B.A.) con el fin de determinar la cinética de destrucción del ácido sórbico en sistemas
cánticos (Campos y col., 1991; Campos, 1995).

c) estudios previamente desarrollados por el Departamento de Industrias en colaboración
con el Mass Spectrometry Research Resource del Health Science Center (Denver, Colorado
USA) sobre la formación de compuestos por reacción entre sorbato y nitrito en sistemas
modelo (Gerschenson, 1991).

8) ETAPAS DEL TRABAJO REALIZADO.

Sobre la base de lo ya explicitado, se ha desarrollado un trabajo que consta de cuatro
etapas, a saber :

Primera parte. Síntesis de ENA e Y con la finalidad de disponer de patrones puros de estas
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sustancias y caracterización de la mismas mediante métodos instrumentales (resonancia
magnética nuclear, espectrometría de masa y espectroscopia infrarroja).

Segunda parla. Análisis de la presencia de ENA e Y en sistemas modelo acuosos y sistemas
cánticos conteniendo preservadores (sorbato y nitrito), medios de cultivo y otros aditivos;
modelados a distintas condiciones de temperatura, pH y tiempo de proceso. Se confirmó la
presencia de estos productos mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometría de
masa (GC - MS).

Tercera parte. Análisis cuantitativo de la presencia de los precitados compuestos
mutagénicos en homogenatos cárnicos empleando cromatografia liquida de alta resolución
(HPLC).

Cuarta parte. Análisis del contenido de sorbato en embutidos comerciales de consumo
común en la Argentina empleando técnicas desarrolladas en el Departamento de Industrias
(FCE. y N., U.B.A), con el fin de evaluar si existe agregado de sorbato en productos que han
sido tratados con nitrito pues, si bien e] agregado conjunto de sorbatos y nitritos no está
permitido por el Código Alimentario Argentino, la coexistencia de ambos aditivos no deja de
ser una inquietante posibilidad.



Capítulo Segundo

MATERIALES Y METODOS

En todos los sistemas y técnicas descriptos se emplearon reactivos de calidad analítica. Los
mismos fueron :

- sorbato de potasio (Sigma, USA).
- nitrito de sodio (Fluka, Suiza).
- cloruro de sodio (Anedra, Argentina).
- caldo cerebro corazón (Merck, Argentina).
- acetato de etilo (Sintorgan, Argentina).
- sacarosa (Anedra, Argentina).
- polifosfatos (Far-mesa, Argentina).
- extracto de levadura (Merck, Argentina).
- sulfato de magnesio heptahidratado (Anedra, Argentina).
- ácido sulfúrico (Merck, Argentina).
- ácido tiobarbitúrico (Aldrich, USA).
- dicromato de potasio (Carlo Erba, Argentina).
- sulfato de sodio anhidro (Anedra, Argentina).
- ácido clorhídrico (Cicarelli, Argentina).
- tolueno (Cicarelli, Argentina).
- éter etflico (Merck, Argentina).
- éter de petróleo (Merck, Argentina).
- cloroformo (Sintorgan, Argentina).
- metano] (Sintorgan, Argentina).
- acetonitrilo (Sintorgan, Argentina).
- hidróxido de sodio (Merck, Argentina).
- hidróxido de potasio (Merck, Argentina).
- bromuro de potasio (Merck, Argentina).
- hexano (Sintorgan, Argentina).
- ácido ascórbico (Mallinckrodt, Argentina).
- cloruro de metileno (Merck, Argentina).
- nitroetano (Sintorgan, Argentina).
- sflica gel (Merck, Argentina).
- cisteína (Sigma, USAL
- helio (La Oxígena, Argentina).
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La descriptiva de las técnicas y materiales usados se ha organizado en las siguientes partes :

Primera parte. Técnicas de obtención de los patrones puros de ácido etiJnitrólico (ENA) y
1,4 - dinitro - 2 - metilpinol (Y).

Segunda parte. Formulación de los sistemas modelo acuosos y cárnicos estudiados.
Técnicas para detectar la presencia de dichas sustancias.

Tercera parte. Técnica de cuantificación de los precitados compuestos mutagénicos
presentes en sistemas cárnicos.

Cuarta parte. Técnica de dosaje de sorbato utilizada para analizar 1aconcentración de este
preservador en productos cárnicos comerciales de venta masiva en la Argentina.



PRIMERA PARTE

Síntesis de patrones puros de ácido etilnitrólico
(ENA) y 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y).

En una primera etapa del trabajo realizado se desarrollaron técnicas de síntesis de los
compuestos mutagénicos ya mencionados (ENA e Y). Se describirán aquí las susodichas rutas
de síntesis junto con las técnicas instrumentales empleadas en la caracterización.

Acido etilnitrólico (ENA).

Se realizó una síntesis de ácido etilnitrólico (ENA) basada en lo reportado por Meyer y
Constam (1882) y Namiki y Kada (1975), que consta de las siguientes etapas :

i) Preparación de reactivos : como primer paso se prepararon las siguientes soluciones :

- 8,0 g de nitrito de sodio en 15 ml de solución acuosa.
- 6.7 g de hidróxido de potasio en 15 ml de solución acuosa.
- ácido sulfi'irico 2M.

- hidróxido de potasio 4M.

ii) Síntesis : se colocaron 6 ml de nitroetano en un vaso de 250 ml más un puñado de hielo.
Se agregó, gota a gota, 15 ml de solución de KOH y se enfi-ió con más hielo, agitando
suavemente con un buzo magnético e impidiendo que la temperatura sobrepasase los 5 °C.
Luego se agregaron de la misma forma los 15 ml de solución de nitrito de sodio; al finalizar
esta operación, la temperatura se llevó a 0 °C mediante el agregado de hielo.

Una vez regulada la temperatura, se agregó gota a gota la solución sulfi'irica hasta pH = 3
manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C. El color de la solución pasó de amarillo a
rojo, luego se aclaró hasta un verde pálido. Al llegar a pH = 3, se alcalinizó con la solución de
KOH 4M hasta pH = 8 con la mismas precauciones que en la acidificación. Este proceso de
ajuste de pH entre pH = 3 y pH = 8 se repitió dos veces más para finalizar acidificando a pH =
3. Finalizada esta etapa, se agitó bajo campana extractora para eliminar los gases formados
durante la reacción (NO y N02).

iii) Extracción : se extrajo con 100 m] de éter etílico tres veces. A] evaporar a] vacío
mediante un rotavapor Buchi (Suiza), se obtuvieron agujas amarillo pálidas las cuales fueron
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recristalizadas de éter etílico para obtener un producto puro de punto de fusión 88 - 90 °C.
Para esta última determinación, se utilizó un equipo Fischer - Johns (USA).

iv) Caracterización : posteriormente a su obtención, se realizaron estudios de
caracterización empleando técnicas de espectrometría de masa, espectroscopía infrarroja y
resonancia magnética nuclear los cuales son reportados en el capítulo de “Resultados”. Se
utilizaron para ello los siguientes equipos :

MS (espectrometría de masa) se aplicó con el objeto de reconocer los productos de
reacción formados y caracterizarlos. Se utilizó el Automated Mass Spectrometry Trio - 2VG
(LANAIS, CONICET) con un detector de impacto electrónico de 70 ev, que permitió un
análisis de muestra sólida (“masa directo”). Para el caso del ácido etilnitrólico, se programó
una temperatura inicial de 30 °C y una temperatura final de 400 °C; alcanzándose esta última
en un lapso de tres minutos desde el inicio del programa.

NMR (resonancia magnética nuclear) : se empleó un equipo Bruker AC 200 (Alemania)
perteneciente al Departamento de Quimica Orgánica (FCE. y N., U.B.A.) de 200 Mhz. para
lH y 50,3 Mhz. para 13C,disolviéndose la muestra en cloroformo deuterado para lH y agua
deuterada para l3C. El objetivo de este análisis fue reconocer la estructura de la sustancia
analizada.

IR (espectroscopía infrarroja) : se utilizó un equipo Nicolet 510 - P (USA) perteneciente a]
Departamentode QuímicaOrgánica(FCE. y N.; U.B.A.)con el mismoobjetivodel
anterior. La muestra a analizar (un cristal de ENA) se mezcló con bromuro de potasio
formándose de esta forma una pastilla libre de humedad, para evitar la interferencia de la
banda OH típica del agua.

1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y).

Su obtención se basa en lo reportado por Narniki y col. (1981) y Kito y col. (1978). Consta
de los siguientes pasos :

i) Síntesis : se prepararon 100 g de solución acuosa de sorbato de potasio según lo
especificado en el Cuadro 2 - 1. Dicha solución fue llevada a la temperatura adecuada por
medio de una plancha calefactora Velp Scientifica (Italia) provista de agitación magnética;
luego se agregaron 50 g de una solución acuosa de nitrito de sodio conteniendo las cantidades
de nitrito especificadas en el Cuadro 2 - 1. Durante este agregado se mezcló continuamente
para homogeneizar el sistema. El pH del mismo se ajustó al valor deseado con un peachimetro
Cole Parmer 5800 - 05 (USA) y la temperatura se controló a través de un sensor provisto por
el mismo peachírnetro. Tanto el pH como la temperatura fueron chequeados permanentemente
a lo largo de la síntesis para asegurar el cumplimiento de las condiciones establecidas.



CUADRO 2 - l. Condiciones de reacción para síntesis de 1,4 - dinitro - 2- metilpirrol
(Y)­

Masa de sorbato de potasio en 100 g de solución acuosa 2,000 g.
Masa de nitrito de sodio en 50 g de solución acuosa 10,000 g.
Relación molar sorbato - nitrito en el sistema resultante 1 / 8.

Temperatura de la experiencia 60 °C.
Tiempo de reacción 30 min.
pH (ajustado con ácido sulfúrico 1 N) 3,5.

ii) Extracción : finalizada la reacción, se llevó la muestra a T = 25 °C, se ajustó el pH a 3,5
por ser éste el pH óptimo de extracción y se extrajo con cloruro de metileno por ser un
solvente lo suficientemente selectivo para el compuesto en cuestión (Kito y col, 1978; Namiki
y col, 1981). Se secó e] extracto con sulfato de sodio anhidro y se evaporó en rotavapor
Buchi (Suiza) para concentrar.

iii) Análisis cromatográflco : con el objetivo de evaluar la complejidad de la muestra se
realizó el análisis por cromatografia en placa delgada (TLC). Se empleó como solvente
cloroforrno: metano] 95 : 5 v / v y col, 1981) corriendo contra patrón de ácido
sórbico. Se utilizaron placas de sflica gel Merck 60 F254 de 0,2 mm de espesor; se reveló con
lámpara UV Mineralight de 254 / 336 nrn modelo UVGL-25 y como segundo revelador una
solución de ácido sulfiZu-ico2 % en etanol más unas gotas de anisaldehjdo en un volumen tota]
de 250 ml.

iv) Purificación : con e] objetivo de aislar el Y del resto de los compuestos formados se
armó una columna de 3 cm de diámetro y 50 cm de longitud empleando como solvente de
armado tolueno - acetato de etilo en relación 2 : l y sílica ge] como relleno. La mezcla de
solventes elegida presentó similar polaridad y menor toxicidad que clorofonno - metano] 95 :
5. Se eluyó con un gradiente de tolueno - acetato de etilo, partiendo de la relación de armado
y finalizando con acetato de etilo puro. La cantidad de muestra sembrada fue de 0,5 g. De las
fracciones evaluadas, se identificó la correspondiente al compuesto Y mediante el estudio de
su Rf(0,4) y el color amarillo de su mancha sobre la placa (Kito y col, 1978; Namiki y col,
1981).

Con el fin de completar la purificación, se evaporó el solvente correspondiente a esta
fiacción para obtener un producto sólido, el cual fue recristalizado-empleando como solvente
acetato de etilo - hexano 50 : 50 con lo que se obtuvieron 21 mg de una sustancia cristalina



blanca amarillenta cuyo punto de fusión resultó ser 135 - 138 °C lo cual coincide con lo
reportado en bibliografia (Kito y col., 1978) para el 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol. Para esta
última determinación, se utilizó un equipo Fischer - Johns (USA).

v) Caracterización posteriormente a su obtención, se realizaron estudios de
caracterización empleando técnicas de espectrometría de masa y resonancia magnética nuclear
los cuales son reportados en el capítulo “Resultados”. Se emplearon las técnicas y equipos de
resonancia magnética nuclear y espectrometría de masa a continuación descriptas :

MS (espectrometría de masa) : se aplicó con el objeto de reconocer los productos de
reacción formados y caracterizados. Se utilizó el Automated Mass Spectrometry Trio - 2VG
(LANAIS, CONICET) con un detector de impacto electrónico de 70 ev, que permitió un
análisis de muestra sólida (‘ïnasa directo”).

Para el caso del 1,4 - dinitro - 2 - metilpirroL se programó una temperatura inicial de 60 °C
y una temperatura final de 290 °C; alcanzandose esta última en un lapso de doce minutos
desde el inicio del programa.

NMR (resonancia magnética nuclear) : se empleó un equipo Bruker AC 200 (Alemania)
perteneciente a] Departamento de Química Orgánica (FCE. y N., U.B.A.) de 200 Mhz. para
lH y 50,3 Mhz. para ‘3C, disolviéndose la muestra en cloroformo deuterado. El objetivo de
este análisis fue reconocer la estructura de la sustancia analizada.



SEGUNDA PARTE

Análisis de la formación de ENA e Y en sistemas modelo
acuosos y en homogenatos cárnicos.

En esta etapa del trabajo realizado, se estudió la formación de ENA e Y en sistemas
modelo acuosos y homogenatos cánticos mediante cromatografia gaseosa acoplada a
espectrometría de masa. Dichos sistemas fueron diseñados con e] fin de evaluar la influencia
de las distintas condiciones de pH y composición del sistema así como del tiempo y
temperatura de reacción en la formación de los compuestos mutagénicos.

En cuanto a composición, deben considerarse, en principio, dos situaciones :

i) Agregado conjunto de sorbato y nitrito en relación 2000 - 2600 ppm / 20 - 80 ppm a un
producto cárnico curado con el objeto de disminuir el tenor de nitn'to y así desfavorecer el
potencia] de formación de nitrosaminas (Ivey y Robach, 1978; Sofos y col., 1980; Sofos y
Busta, 1980; Sofos y Busta, 1981). Dicho agregado conjunto no está autorizado por las
legislaciones europea, norteamericana o argentina. En particular, estudios realizados en
Estados Unidos y mencionados en el capitulo de Introducción, hacen hincapié en el posible
riesgo de reacciones alérgicas (Paquerte y col., 1980). Sin embargo, está latente la posibilidad
de que el sorbato sea agregado a productos curados en una cantidad variable con el objeto de
aumentar su vida útil o disimular fallas en el manipuleo de las materias primas.

ii) Agregado de 200 ppm de sorbato de potasio en la tripa del embutido y 150 ppm de
nitrito en el relleno de embutidos cárnicos acorde a la propuesta del Mercosur, análoga a la
norrna de la Unión Europea, ya analizada en el capítulo de Introducción, con la consecuente
posibilidad de migración de sorbato hacia el interior (Guilbert y col., 1985; Giannakopoulos y
Guilbert, 1986, a y b) durante el almacenamiento del producto terminado, que puede
extenderse durante meses a temperaturas moderadas. Una situación análoga se encontraría en
el caso de agregado de sorbatos a la superficie de un producto cárnico curado (ej; jamón
cocido).

En cuanto a los distintos procesarnientos a analizar, deben considerarse distintas
situaciones :

il) Escaidado.

¡2) Ahumado o cocido.

i3) Curado en crudo.
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i4) Almacenamiento de producto terminado.

Las situaciones il) e' 12)se modelaron por calentamiento a 60 °C durante 30 minutos y 5
horas respectivamente. La situación i3), por calentamiento durante 5 horas a 35 °C. El
calentamiento durante 5 horas a 60 °C también permite modelar un almacenamiento (i4)
mediante un ensayo acelerado y el tratamiento durante 5 horas a 35 °C permitiría evaluar un
almacenamiento breve.

Sistemas acuosos.

Se prepararon soluciones acuosas de sorbato de potasio y nitrito de sodio junto con otros
aditivos y medios de cultivo. Dichas soluciones fueron llevadas a la temperatura adecuada por
medio de una plancha calefactora Velp Scientifica (Italia) provista de agitación magnética; el
pH se ajustó al valor deseado con un peachimetro Cole Parmer 5800 - 05 (USA) mediante el
agregado de ácido fosfórico y la temperatura se controló a través de un sensor provisto por el
mismo peachimetro. Tanto el pH como la temperatura fueron chequeados permanentemente a
lo largo de la reacción.

Finalizada la misma se llevó la muestra a una temperatura de 25 °C, se ajustó el pH a 3,5
por ser éste el pH óptimo de extracción según lo reportado por Kito y col. (1978) y Namiki y
col. (1981) y se extrajo con acetato de etilo por ser el solvente que permite la mayor
recuperaciónde losproductosde reacciónformados y col., 1981).Se secó el extracto
con sulfato de sodio anhidro y se evaporó en rotavapor Buchi (Suiza) hasta sequedad para,
posteriormente, redisolver en acetato de etilo y analizar mediante GC - MS.

Los sistemas diseñados fueron :

SISTEMA l : basado en lo reportado por Namiki y col. (1981), reproduce las condiciones
ideales para la formación de productos de reacción sorbato - nitrito.

Sorbato de potasio : 2,000 g.
Nitrito de sodio : 10,000 g. Relación molar sorbato - nitrilo .' 1 / 8.
Agua: 138,0 g.

Tiempo de reacción : 30 min.
pH : 3,5.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 150,0 g.

SISTEMA 2 : se varia el pH (de 3,5 a 5,0), el tiempo de reacción (de 30 minutos a 5 hs.) y
la relación sorbato / nitrito (de 1 : 8 en moles a 2000 : 80 en ppm) con el fin de modelar el
cocido, ahumado o almacenamiento acelerado de un producto en el cual se haya realizado un
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parcial reemplazo de nitritos por sorbatos de acuerdo a lo aconsejado por literatura (Ivey y
Robach, 1978; Sofos y col., 1980; Sofos y Busta, 1980; Sofos y Busta, 1981).

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorban - nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Agua : 1247,4 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 3 : con respecto al sistema precedente, se agrega ácido ascórbico de modo tal
que 1arelación sorbato / nitrito / ascórbico sea de 2000 / 80 / 500. Esta proporción de ácido
ascórbico no es arbitraria pues, como señalan Robach y col. (1980, a), esta cantidad simula las
condiciones de procesamiento de tocino en los Estados Unidos.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbato - nitrito : 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrito - ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Agua : 1246,23 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa tota] de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 4 : varía con respecto a] Sistema 3 en el contenido de ácido ascórbico; en este
caso se trabajó con una relación molar ascórbico : nitrito 8 / 1 manteniendo las cantidades de
sorbato y nitrito. Estas condiciones fueron reportadas por Osawa y col. (1980, 1986) con el
fin de disminuir 1aformación de Y.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorban - nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 2,041 g. Relación molar nim’to - ascórbico .‘J / 8.
Agua : 1245,4 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
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Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 5 : idéntico al Sistema 4 pero empleando cisteína en lugar de ácido ascórbico.
Se intenta comparar las diferencias obtenidas con respecto al sistema anterior (Osawa, 1986).

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbalo - nilrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Cisteína : 1,400 g. Relación molar nitrilo - ciSleína .' 1 / 8.
Agua : 1246,0 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 6 : en este caso, se analizó el efecto mencionado por Osawa y col. (1986)
acerca del efecto de la cisteína como inhibidor de ENA y / o Y cuando se encuentra presente
en relación molar 16 : 1 con nitrito (en el caso extremo que todo el nitrito hubiera reaccionado
para producir Y o ENA).

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbalo - nitrilo : 2000 ppm / 80 ppm.
Cisteina : 2,800 g. Relación molar nitrilo - cisteína .' 1 / 16.
Agua : 1244,6 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 7 : presenta sorbato, nitrito y medios de cultivo (caldo cerebro corazón y
extracto de levadura) cuya presencia busca simular la composición de una came.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbalo - nitrilo : 2000 ppm / 80 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Agua : 1184,8 g.
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Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 8 : consta de los reactivos y condiciones del Sistema 7 más el agregado de 500
ppm de ácido ascórbico.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbalo - nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrilo - ascórbico : 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Agua : 1184,2 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250.0 g.

SISTEMA 9 : consta de los reactivos y condiciones del Sistema 7 más el agregado de
cisteína en lugar de ácido ascórbico en relación molar 16 / 1 con el nitrito.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbalo - nitrilo : 2000 ppm / 80 ppm.
Cisteina : 2,800 g. Relación molar nitrilo - cisteína: 1 / 16.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Agua : 1182,0 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 10 zconsta de los reactivos y condiciones del Sistema 7 más el agregado de 500
ppm de ácido ascórbico y 5000 ppm de polifosfatos. Este aditivo se agrega en la proporción
habitualmente usada con el fin de facilitar la retención de liquidos (Townsend y Olson, 1994).
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Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbato - nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrilo - ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Polifosfatos : 6,250 g.
Agua : ll77,9 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : l250,0 g.

SISTEMA l l : consta de los reactivos y condiciones del Sistema 7 más el agregado de 500
ppm de ácido ascórbico, 5000 ppm de polifosfatos y l °/ode sacarosa, comúnmente utilizada
para disminuir el sabor salado que le otorga a las carnes curadas el cloruro de sodio (Prey,
1995).

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbato - nitrito .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrilo - ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Polifosfatos : 6,250 g.
Sacarosa : 12,500 g.
Agua: 1165,4 g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA l2 : consta de los reactivos y condiciones del Sistema 7 más el agregado de 500
ppm de ácido ascórbico, 5000 ppm de polifosfatos, 1 % de sacarosa y 3.5 % de cloruro de
sodio (incluye lo agregado directamente más lo presente en los medios de cultivo).

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0.100 g. Relación sorbalo —nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nirrito —ascórbico : 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54.900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
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Polifosfatos : 6,250 g.
Sacarosa : 12,500 g.
Cloruro de sodio : 39,330 g.
Agua: 1126,] g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,0.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 13 consta de los reactivos presentes en el Sistema 12 (en las mismas
concentraciones) pero modificando e] pH de 5,5 a 5,0 con el fin de acercar las condiciones aún
más a las de un producto cámico.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorban -—nitrito : 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nin-¡ro -—ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Poh'fosfatos : 6,250 g.
Sacarosa : 12,500 g.
Cloruro de sodio : 39,330 g.
Agua: 1126,] g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,5.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 14 consta de los reactivos presentes en el Sistema 12 (en las mismas
concentraciones) pero con un pH de 5,5 y un tiempo de reacción diferente (30 minutos en
lugar de 5 horas) con el fin de simular un proceso de escaldado de un producto cárnico
curado.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorbato - nirrito .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrilo -—ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Polifosfatos : 6,250 g.
Sacarosa : 12,500 g.



Cloruro de sodio : 39,330 g.
Agua: 1126,] g.

Tiempo de reacción : 30 min.
pH : 5,5.
Temperatura : 60 °C.
Masa total de sistema : 1250,0 g.

SISTEMA 15 consta de los reactivos presentes en el Sistema 12 (en las mismas
concentraciones) pero modificando el pH (5,5 en vez de 5,0) y la temperatura (35 °C) con el
fin de simular un proceso de curación en crudo.

Sorbato de potasio : 2,500 g.
Nitrito de sodio : 0,100 g. Relación sorban -—nirrito : 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,625 g. Relación nitrilo —ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Caldo cerebro corazón : 54,900 g.
Extracto de levadura : 7,700 g.
Polifosfatos : 6,250 g.
Sacarosa : 12,500 g.
Cloruro de sodio : 39,330 g.
Agua: 1126,] g.

Tiempo de reacción : 5 hs.
pH : 5,5.
Temperatura : 35 °C.
Masa total de si5tema : 1250,0 g.

Sistemas cárnicos.

A 500,0 g de carne (biceps femoris) previamente desgrasada, picada y molida, se le agregó
150,0 g de una solución acuosa conteniendo sorbato de potasio, nitrito de sodio y los restantes
aditivos; el sistema resultante se mezcló y homogeneizó mediante un equipo Sorvall Omni
Mixer (O.M.N.1. Corp., USA). Durante la homogeneización, el pH fue ajustado mediante el
agregado de gotas de ácido fosfórico y controlado con un peachi’metro Cole - Partner 5800 ­
05 (USA). De esta forma, se obtuvieron 625,0 g de homogenato cárnico. A continuación, se
calentó en baño de agua a la temperatura deseada, agitando en forma manual y controlando
permanentemente el pH. Finalizada la reacción, se procedió a extraer agregando 500 ml de una
mezcla de solventes conformada por acetato de etilo y hexano en relación 70 30, se
homogeneizó y centrifugó (10 minutos a 2000 rpm), separando a continuación el
sobrenadante. Se repitió el paso de extracción, se reunieron las fracciones sobrenadantes, se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se evaporaron al vacío mediante un rotavapor Buchi
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(Suiza). El extracto remanente se redisolvió en 150 ml de éter de petróleo y se extrajo seis
veces con 50 ml de acetonitrilo (Curso Regional sobre Determinación de Residuos en
Plaguicidas en los Alimentos, INPAZZ, 1995). Este nuevo extracto se secó con sulfato de
sodio anhidro y se evaporó al vacío, obteniéndose un residuo, el cual fue analizado mediante
GC - MS.

SISTEMA 16 : es e] primer sistema cárnico analizado; su composición y condiciones de
procesamiento intentan simular un proceso de curado en crudo.

Carne : 500,0 g.
Sorbato de potasio : 1,250 g.
Nitrito de sodio : 0,050 g. Relación sorbato - nirrito .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,312 g . Relación nitrilo —ascórbico : 80 ppm / 500 ppm.
Cloruro de sodio : 21,875 g (3.5 %).
Sacarosa : 6,250 g (l %).
Polifosfatos : 3,125 g (5000 ppm).
Agua : 92,1 g.

pH : 5,5.
Temperatura : 35 °C.
Tiempo de reacción : 5 hs.
Masa total de sistema : 625,0 g.

SISTEMA 17 : con respecto al sistema 16, se van'ó temperatura y tiempo de proceso, los
cuales fueron fijados a 60 °C y 30 minutos para simular las condiciones de preparación de un
embutido escaldado (Paltrinieri y Meyer, 1990).

Carne : 500,0 g.
Sorbato de potasio : 1,250 g.
Nitrito de sodio : 0,050 g. Relación sorbato —nitrilo .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,312 g . Relación nirrito —ascórbico : 80 ppm / 500 ppm.
Cloruro de sodio : 21,875 g (3.5 %).
Sacarosa : 6,250 g (l %).
Polifosfatos : 3,125 g (5000 ppm).
Agua : 92,1 g.

pH : 5,5.
Temperatura : 60 °C.
Tiempo de reacción : 30 min.
Masa total de sistema : 625,0 g.
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SISTEMA 18 las condiciones de proceso se acercan a las de un embutido cocido o
ahumado (Paltrinieri y Meyer, 1990) y también permite simular un proceso de almacenamiento
acelerado.

Carne : 500,0 g.
Sorbato de potasio : 1,250 g.
Nitrito de sodio : 0,050 g. Relación sorbato —nitrito .' 2000 ppm / 80 ppm.
Acido ascórbico : 0,312 g . Relación nitrito - ascórbico .' 80 ppm / 500 ppm.
Cloruro de sodio : 21,875 g (3.5 %).
Sacarosa : 6,250 g (1 %).
Polifosfatos : 3,125 g (5000 ppm).
Agua : 92,1 g.

pH : 5,5.
Temperatura : 60 °C.
Tiempo de reacción : 5 hs.
Masa total de sistema : 625,0 g.

SISTEMA 19 : las concentraciones de sorbato y nitrito son las indicadas por las normas del
Mercosur para embutidos secos como chorizo, longaniza y salamines (maximo de 200 ppm de
sorbato de potasio en la tripa y 150 ppm de nitrito de sodio en el relleno). Este sistema fue
modelado suponiendo el caso extremo en el cual todo el sorbato presente inicialmente en la
tn'pa hubiese migrado hacia e] interior. La temperatura usada permite sacar conclusiones en
base a un ensayo de almacenamiento acelerado.

Carne : 500.0 g.
Sorbato de potasio : 0,125 g.
Nitrito de sodio : 0,094 g. Relación sorbato - nitrilo .' 200 ppm / 150 ppm.
Acido ascórbico : 0,312 g. Relación nitrilo - ascórbico .' 150 ppm / 500 ppm.
Cloruro de sodio : 21,875 g (3.5 %).
Sacarosa : 6,250 g (1 %).
Polifosfatos : 3,125 g (5000 ppm).
Agua : 93,2 g.

pH : 5,5.
Temperatura : 60 °C.
Tiempo de reacción : 5 hs.
Masa total de sistema : 625,0 g.

Técnica de análisis.



El equipo utilizado fue un Perldn Elmer Q - Mass 910 (PINMATE, F.C.E.y N.) con un
detector de impaCIo electrónico de 70 ev, una columna capilar HP - 1 de 25 m de longitud y
0.31 mm de diámetro (metil siloxano) empleando helio como gas carrier y acetato de etilo
como solvente de dilución. Las condiciones de corrida para cada una de las sustancias a
analiza: fueron las siguientes (Cuadro 2 - 2) :

CUADRO 2 - 2. Condiciones de operación para determinación de 1,4 - dinitro - 2 ­
metilpirrol y ácido etilnitrólico por GC - MS.

1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol Acido en'lnilrólico
Ü? (ENA)

Temperatura inicial 100 °C. Temperatura inicial 40 °C.
Temperatura final 250 °C. Temperatura final 250 °C.
Rampa de temperatura 8 °C / min. Rampa de temperatura 10 °C / min
Flujo 1,0 ml / min. Flujo 1,0 ml / min.
Vol. de inyección lul. Vol. de inyección lui,
Tiempo de retención 10,68 min. Tiempo de retención 2,18 min.

La presencia de ENA e Y en los sistemas analizados se verificó chequeando la aparición de
picos en el cromatograma en los tiempos de retención correspondientes y coinyectando los
patrones puros.



TERCERA PARTE

Análisis cuantitativo de ENA en
sistemas cárnicos.

El objetivo planteado en esta etapa fiJe complementar, mediante un estudio cuantitativo del
ENA formado, el estudio de la reactividad sorbato - nitrito desarrollado en la etapa anterior.

Los sistemas analizados fueron seleccionados entre los ya descriptos en la segunda Parte
de] trabajo con el fin de estudiar la cantidad de ENA formado bajo distintas condiciones. Las
tareas desarrolladas pueden resumirse así :

a) Cuantificación del ENA sintetizado bajo condiciones ideales para su formación
(Sistema 1).

b) Cuantijicación del ENA formado a partir de un sistema cárnico bajo condiciones
similares a un proceso de curado en crudo (Sistema 16).

c) Cuantificación del ENA formado a partir de un sistema cárnico bajo condiciones
similares a unproceso de escaldado (Sistema 17).

d) Cuantificación del ENA formado a partir de un sistema cárnico bajo condiciones
similares a un proceso de cocido, ahumado o almacenamiento acelerado (Sistemas 18 y 19).

La técnica de cuantificación seleccionada en virtud de lo descripto en bibliografia (Osawa y
col., 1980; Namiki y col., 1981; Osawa y col., 1986) fue cromatografia líquida de alta
resolución (HPLC). Cada sistema fue desarrollado por triplicado y los datos que se informan
en el capítulo de Resultados son el promedio de los valores obtenidos. En esta etapa también
se evaluó la formación de ENA durante la síntesis ideal con fines comparativos.

Sistema 1 (Síntesis ideal).

De acuerdo a Namiki y col. (198]), estas condiciones son las que determinan una mayor
formación de ENA. Previamente al análisis en si, se analizó la eficiencia de la recuperación de
la técnica extractiva usada y descripta en la Segunda Parte de este capitulo. Para ello se diseñó
un sistema formado por 0,5 g de ENA disueltos en 150 g de solución acuosa. El mismo sufrió
la extracción por triplicado del ENA en las condiciones especificadas anteriormente lo que
permitió conocer la eficiencia del proceso de extracción aplicado. La cantidad de ENA
utilizada correSponde al tenor que se formaría si se hiciesen reaccionar 10 g de nitrito de sodio
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(cantidad presente en el Sistema l) con ácido sórbico y la proporción formada fuese la
establecida por Namiki y col. (1981) que es de 4 mmoles de ENA por cada 120 mrnoles de
nitrito de sodio. Se obtuvo una recuperación, en medio acuoso, del 9] % p / p.

Sistemas cárnicos (Sist. 16 a 19).

Al igual que en el sistema descripto anteriormente, se realizó en primer lugar un estudio de
la recuperación de la técnica, reemplazando sorbato de potasio y nitrito de sodio por 0,0025 g
de ENA (que es la cantidad que se formaría a partir de 0,05 g de nitrito según el precitado
artículode y col.).La recuperaciónobtenidafuedel68 %.

Técnica de análisis.

La técnica de dosaje usada file cromatografia líquida de alta resolución Se utilizó un
cromatógrafo Shimadzu C - R4A (Japón) con un inyector Rheodyne 7125, un detector de
longitud de onda variable, un integrador Shimadzu C - R4A Chromatopac y una columna ODS
Shimadzu de C13de partículas de 5 um de diámetro (CITEFA, Ministerio de Defensa). Se
utilizó un standard interno (fialato de dibutilo). Las condiciones de operación se especifican en
el Cuadro 2 - 3. Con el fin de resolver adecuadamente los picos correspondientes a cada
sistema, se utilimron diferentes fases móviles.

CUADRO 2 - 3. Condiciones de operación para determinación de ácido etilnitrólico
por HPLC.

Sistema J SiSIemas 16 a 19

Longitud de onda 254 nm 254 nm.
Fase móvil agua-metano] 85 : 15 ( % v / v ). agua-metano] 25 : 75 (% v / v).
Solvente agua-metano] 85 : 15 ( % v / v ). agua-metanol 25 : 75 (% v / v).
Flujo 1,0ml/min. 1,0ml/min.
Volumen de inyección 1 ul. l ul.
Velocidad del papel 0,5 cm / min. 0,5 cm / min.
Tiempo de retención 6,36 min. 2,60 min.

El límite de detección de estas técnicas es de 0,5 ppm.
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CUARTA PARTE

Análisis cuantitativo de sorbato de potasio
en productos cárnicos comerciales argentinos.

El objetivo de esta cuarta y última parte del trabajo realizado fue analizar e] contenido de
ácido sórbico en productos cárnicos curados de venta común en la Argentina. El Código
Alimentario Argentino no autoriza el uso conjunto de sorbatos y nitn'tos en los productos
cárnicos. Existe la propuesta (Mercosur) del uso combinado de los sorbatos en tripa de
embutidos cuya masa contiene nitritos. Sin embargo, es importante verificar la presencia de
sorbato en productos cárnicos por la posibilidad de su presencia para aumentar la vida útil.

Con este fin, se compraron diversos embutidos y productos cárnicos en supermercados de
la Capital Federal. Dichos productos fueron analizados empleando el método de oxidación
(A.O.A.C., 1980, secciones 20098 - 20101) modificado por Campos y col. (1991) para
homogenatos cárnicos.

Este método involucra dos etapas :

Primera etapa : consiste en la extracción de los sorbatos, que se realiza mediante una
destilación por arrastre con vapor, previa acidificación de la muestra (con el fin de desplazar el
equilibrio hacia la forma no disociada del ácido que es volátil y se arrastra con vapor). En la
Figura 2 - 1 se observa un esquema del equipo utilizado.

Segunda etapa : consiste en la oxidación del preservador a malonaldehído por adición de
dicromato de potasio en medio ácido. Luego, el malonaJdehido se hace reaccionar con ácido
tiobarbitúrico formándose un pigmento rojo que se dosa colorimétricamente a 532 nm de
longitud de onda.

La técnica de medición descripta a continuación presenta algunas modificaciones con
respecto a la original (Campos y col., 199]) en la formulación de la curva de calibración, la
cual se modela con soluciones estándares más diluidas con el fin de poder interpolar los datos
de absorbancia registrados a] dosar los productos cárnicos comerciales de interés.

Técnica de dosaje de sorbato.

a) Preparación de reactivos.

- H2804: soluciones 2 N y 0,3 N.
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- K2Cr207 : se disuelven 1,47 g en agua y se lleva a volumen final de 1000 ml.

- NaOH : solución 0,5 N.

- HCl : solución 0,1 N.

- Sorbato de potasio (solución madre) : se disuelven 134 mg de sorbato de potasio
en agua y llevando a volumen final de 1000 ml con agua destilada. En heladera y al abn'go de
la luz se conserva varios días.

- Acido tiobarbitúrico : se disuelven 250 mg de ácido tiobarbitúrico en 5,0 ml de
solución 0,5 N de NaOH en un matraz de 50 ml. Se coloca el mismo bajo un chorro de agua
caliente y se agita hasta completa disolución del ácido; luego se agregan 20 ml de agua
destilada y se neutraliza con 3 ml de solución 0,1 N de HCl. Finalmente se lleva a volumen con
agua destilada, obteniendo de esta forma una solución de ácido tiobarbitúrico 0,5 % p / v. La
solución se debe preparar diariamente. En época de bajas temperaturas, mantener a 20 °C para
evitar la precipitación de] ácido.

- Arena purificada : se coloca la misma en un vaso de precipitado y se cubre con
una solución de ácido clorhídrico al 5 % v / v durante 12 hs, removie'ndose frecuentemente
con una varilla de vidrio. Luego se desecha el liquido y se lava con agua destilada hasta
neutralidad. Finalmente se coloca la arena en capas delgadas, en una estufa de 160 °C durante
no menos de 5 hs. Transcurrido dicho tiempo, se envasa en caliente en un recipiente
hermético.

b) Extracción del a'cia'osórbico.

Se pesan entre 1,5 y 2,5 g de muestra y se colocan en el portarnuestra (ver Figura 2 - 1),
luego se adiciona entre 5,0 y 7,5 g de arena purificada y 10,0 g de sulfato de magnesio
heptahidratado. Con la ayuda de una varilla de vidrio se disgrega mecánicamente la muestra.
Se adicionan luego 10,0 ml de una solución de ácido sulfúrico 2 N y unas gotas de
antiespumante (A - P 20, Darmex, Argentina). El portarnuestra se coloca en el equipo
esquematizado en la Figura 2 - 1 para realizar la destilación por arrastre con vapor. Se recogen
alrededor de 150 ml de destilado.

En base a las indicaciones mencionadas por la A.O.A.C., sección 20101, se deben tornar las
siguientes precauciones :

o Evitar durante la destilación que el volumen de líquido supere el 50 % del volumen total del
portamuestra.

o Evitar carbonización de la muestra durante 1aoperación de destilación.

Ambas situaciones se controlan regulando la entrada de gas al mechero colocado debajo de]
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portamuestra (ver Figura 2 - 1).

Figura 2 - l. Esquema del equipo utilizado para la extracción del ácido sórbico
mediante destilación por arrastre con vapor (A.0.A.C., 1980).

c) Oxidación y medición espectro/olométrica.

Una alícuota de 2,0 ml de destilado se coloca en un tubo de ensayo al que se adiciona 1,0
ml de solución 0,3 N de ácido sulfúrico y 1,0 ml de solución de K,Cr,0,. Se calienta 5 minutos
en baño de agua a ebullición. Se pasa el tubo inmediatamente a un baño de hielo y se le
adicionan 2,0 ml de ácido tiobarbitúrico. Se vuelve a calentar a ebullición lO minutos. Luego
se enfría en agua y se mide la absorbancia del complejo rojo formado, a 532 nm, en un
espectrofotómetro (Spekol Zeiss, Alemania) contra un blanco de reactivos. La concentración
de sorbato de potasio se calcula interpolando la absorbancia de la muestra en la curva de
calibración.
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Paralelamente al análisis de cada producto, se realiza un blanco sin dicromato con el fin de
detectar la posible presencia de interferentes los cuales podrían originar falsos positivos. En
todos los casos, las absorbancias medidas fueron negativas o cero lo cual garantiza la ausencia
de interferentes y la viabilidad de la técnica.

d) Curva de calibración.

Para la preparación de los estándares se toman respectivamente 0,05; 0,1; 0,3; 0,7 y 1,0 ml
de solución madre de sorbato de potasio y se lleva a volumen con agua destilada en matraces
de 100 ml. De esta forma, se obtienen soluciones estándares de 0,05; 0,1; 0,3; 0,7 y 1,0 ppm
de ácido sórbico. Se pipetean alícuotas de 2,0 ml de cada solución estándar y se colocan en
tubos de ensayo. Se procede según lo indicado previamente en la técnica de medición.

Una curva de calibración tipica es la siguiente :

Concentración de ácido sórbico Absorbancia a 532 nm.
(9pm)

0,05 0,0196
0,10 0,0372
0,30 0,0695
0,70 0,1683
1,00 0,2381

En todas las curvas de calibración realizadas se obtuvieron coeficientes de correlación
mayores a 0,99.

Productos analizados.

Los productos analizados fueron seleccionados con la intención de barrer el mayor espectro
posible de métodos de preservación los cuales, combinados con el agregado de nitrito,
aseguran la estabilidad rnicrobiológica del producto. Asimismo, fueron analizados algunas
“tripas” que suelen envolverlos. El análisis se realizó por sextuplicado. En el capitulo de
Resultados se informan los valores obtenidos junto con su intervalo de confianza
correspondiente (a un nivel de confianza de 0,95). A continuación, se mencionan los
productos analimdos junto a sus correspondientes técnicas de preservación y manufactura.

Jamón cocido (curado, escaldado, pasteurizado).
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Hamburguesa (came cruda).

Salchicha tipo Viena (escaldado, curado).

Comed Beef (curado, esterilizado).

Longaniza (crudo curado).

Chorizo Tipo Candelario (crudo curado).

Salame Tipo Holstein (crudo curado, ahumado).

Tripa del salame Tipo Holstein.

Salame alemán kosher Tipo Wurzt (curado, escaldado, ahumado).

Tripa del salame alemán kosher Tipo Wurzt.



Capítulo Tercero

RESULTADOS

De acuerdo a lo explicitado en el capítulo de Materiales y Métodos, los resultados
obtenidos pueden agruparse en cuatro partes :

Primera parte. Caracterización del 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y) y del ácido etilm'trólico
(ENA), obtenidos bajo condiciones controladas de acuerdo a lo descripto en el capítulo de
Materiales y Métodos empleando espectrometría de masa (MS), resonancia magnética nuclear
(NMR) y espectroscopia infrarroja (IR).

Segunda parte. Análisis de la presencia de los precitados productos en sistemas modelo
acuosos conteniendo medios de cultivo y aditivos y en sistemas cánticos, empleando
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometr-ía de masa (GC - MS).

Tercera parte. Análisis cuantitativo de ENA en los sistemas cárnicos descriptos en el
capítulo de Materiales y Métodos, empleando cromatografía liquida de alta resolución
(HPLC).

Cuarta parte. Análisis cuantitativo del sorbato de potasio presente en productos cárnicos
comerciales de la Argentina.



PRIMERA PARTE

Caracterización del 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y)
y del ácido etilnitrólico (ENA) obtenidos por síntesis.

1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y).

A partir de la obtención de un patrón puro de esta sustancia de acuerdo a la descripto en el
capítulo de Materiales y Métodos _vcon la finalidad de caracterizar su estructura y evaluar su
pureza, se efectuaron los siguientes análisis estructurales :

MS (espectrometría de masa) : el espectro de masa de Y se observa en la Figura 3 - 1. Se
destacan, entre otros, los siguientes picos :

171 : corresponde al ión molecular.

39 : pico base, corresponde a un ión ciclopropenil, lo cual es muy común en
estructuras tipo pirroles.

30 : NO’.

Estas conclusiones coinciden con lo publicado por Kito y col. (1978) y Gerschenson
(1991).

NMR (resonancia magnética nuclear) : el espectro de NMR lH se observa en la Figura 3 ­
2. Se distinguen claramente las señales a 6 = 8,87 (s); 7,89 (s) y 2,64 (s) ppm. Estas señales
corresponden a los hidrógenos en las posiciones 5, 3 y metílicos respectivamente. Por otra
parte, el espectro de NMR 13Cse observa en la Figura 3 - 3. Se destacan picos a 6 = 14] (s),
113 (s), 136 (s), 124 (s) y 19 (s) ppm que corresponden a las señales provenientes de los
carbonos en las posiciones 2, 3, 4, 5 y metílico respectivamente. Estas señales coinciden con
las informadas en bibliografia (Kito y col., 1978).

Acido etilnitrólico (ENA).

A partir de la obtención de un patrón puro de esta sustancia de acuerdo a la descripto en el
capítulo de Materiales y Métodos y con la finalidad de caracterizar su estructura y evaluar su
pureza, se efectuaron los siguientes análisis estructurales :
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MS (espectrometría de masa) : el espectro de masa del ENA se observa en la Figura 3 - 4.
Se destacan, entre otros, los siguientes picos :

58 (M - 46) : que corresponde a la pérdida de un grupo nitro (pico base).

46 : NOz'.

31 :NOH.

30 : NO'.

Se distinguen picos de masa superior al ión molecular (el cual es de 104), lo cual señala la
presencia de reacciones en el homo del equipo. Particularmente, la presencia de un pico de
209 parece indicar la formación de un dírnero.

NMR (resonancia magnética nuclear) : el espectro de NMR lH se observa en la Figura 3 ­
5. Presenta un singulete a 6 = 2,5 ppm (3 H) y otro a 6 = 9,8 ppm (l H), que corresponden a
los protones metílicos y del OH respectivamente. El espectro de RMN de 13C presenta a su
vez dos señales singuletes (ver Figura 3 - 6) : a ll ppm (carbono metílico) y a 162 ppm
(carbono unido a los grupos nitro y NOH). Estos datos coinciden con lo reportado por Narniki
y Kada (1975).

IR (espectroscopía infrarroja) : el espectro infi'arrojo del ENA se observa en la Figura 3 ­
7. Presenta bandas típicas a 3300 cm" (estiramiento O-H), 1564.9 cm"i (estiramiento N-O
asimétrico correspondiente a un grupo nitro alifático), 1387,2 cm"l (estiramiento N-O
simétrico correspondiente a un grupo nitro alifático) y bandas a 1354, 1183, 854 y 735 crn'l
correspondientes a alargamientos C-O, C-N y C-I-l. Estas bandas resultan muy semejantes a
las mencionadas en bibliografia (Morgan, 1959; Namiki y Kada, 1975).



FIGURA3 -I.Espectrodemasade|,4-dinítro-2 -metilpirrol(Y).
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FIGURA3 -2.EspectrodeNMR'Hde1,4-dinitro-2 -metilpirrol(Y).
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FIGURA3 -4.Espectrodemasadeácidoetilnitrólico(ENA).
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FIGURA3 -7.Espectroinfrarrojodeácidoetilnitrólico(ENA).
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SEG UNDA PAR TE

Análisis de la presencia de ENA e Y en sistemas modelo
acuosos y en homogenatos cárnicos.

En esta etapa del trabajo realizado se analizó la presencia de 1,4 - dinitro - 2 - metilpirro]
(Y) y ácido etilnitrólico (ENA) en los sistemas modelados de acuerdo a lo explicitado en la
Segunda Parte del capítulo de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos, para su mejor
visualización, se agrupan en el siguiente cuadro.

CUADRO 3 - 1. Presencia o ausencia de 1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y) y ácido
etilnitrólico (ENA) en los sistemas estudiados.

Sistemas analizados 1,4 - dinirro - 2 - metilpirrol Acido elilnitrólico
(37 (ENA)

Sistemas acuosos sin ácido Presencia Presencia.

ascórbico o cisteína (Sist. 1 y 2)

Sistemas acuosos con ácido Ausencia Presencia.
ascórbico o cisteína (Sist. 3 a 15)

Sistemas cárnicos (Sist. 16 a 19) Ausencia Presencia.



TERCERA PARTE

Análisis cuantitativo de ENA en
sistemas cárnicos

En esta etapa del trabajo se estudió en forma cuantitativa mediante cromatografia liquida
de alta resolución (HPLC) la presencia de ácido etilnitrólico (ENA) en vista de los resultados
obtenidos en la etapa inmediata anterior del trabajo. Este estudio cuantitativo se efectuó sobre
los sistemas l, 16, 17, 18 y 19 de acuerdo a lo explicitado en la tercera parte del capítulo de
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos, para su mejor visualización, se agrupan en el
Cuadro 3 - 2. Para analizar las diferencias significativas de los datos, se realizó un análisis de
varianza aplicándose un test Tukey (Sokal y Rohlf, 1980).

A modo de ejemplo, se puede observar en la Figura 3 —8 el cromatograma del sistema 17
en el cual se observa el pico correspondiente al ácido etilnitrólico alrededor de los 2,60
minutos, de acuerdo a lo reportado en Materiales y Métodos.



Cuadro 3 - 2. Dosaje de ácido etilnitrólico (ENA) en sistemas estudiados.

Sistemas analizados concentración
de ENA (ppm)

l * (síntesis ideal. relación molar sorban / nitrito 8 : l con 66667 ppm de nitrilo 8] i 23.
de sodio y 13333 ppm de sorbato de potasio)

16 (sistema cai-nico curado en crudo con relación sorbato / nitrilo 2000 : 80 ppm) 3 :1 l

l7 (sistema cárnico escaldado con relación sorbato / nitrito 2000 : 80 ppm) 6 i 2 a_b

18 (sistema cárnico cocido con relación sorbato / nitrito 2000 : 80 ppm) 8 i 3 a.c

19 (sistema cai-nico cocido con relación sorbato / nitrito 200 : 150 ppm) 5 i l b c

* Con fines comparativos, se reporta la síntesis ideal de ENA según lo reportado por Namiki y
col. (198]).

Los valores de ácido etilnitrólico se informan junto al correspondiente intervalo de
confianza (nivel de confianza : 0.95).

Los datos seguidos por igual letra no presentan diferencias significativas.



FIGURA 3 - 8. Cromatogramas (HPLC) de ácido etilnitrólico (ENA).
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A) Resolución de una mezcla de ácido etílnitrólico (estándar, tiempo de retención : 2,456 min.) y
ftalato de dibutilo (estándar, tiempo de retención : 3,789 min.)

B) Cromatograma del sistema 17, mostrando los picos de ENA (2,597 mín.) y fialato de dibutilo
(3,784 mjn., estándar interno)



CUARTA PARTE

Análisis cuantitativo de sorbato de potasio
en productos cárnicos comerciales argentinos.

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo pueden observarse en el siguiente
cuadro.

Cuadro 3 - 3. Contenido de ácido sórbico en embutidos comerciales en Argentina.

Producto Concentración de
ácido sórbico

(0pm)

Salchichas Tipo Viena 35 i 5.
Hamburguesas 17 i 4.
Jamón cocido 24 i 4.
Comed beef 13 i 3.

Longaniza 38 z"5.
Chorizo 32 i 3.
Salame tipo Holstein 54 i 6.
Tripa del Salame tipo Holsteín 49 i 5.
Salame alemán tipo Wurzt (kosher) 6 i 2.
Tripa del salame alemán tipo Wurzt (kosher) 6 i l.

Los valores de ácido sórbico se informan junto al correspondiente intervalo de confianza
(nivel de confianza : 0.95).
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Capítulo Cuarto

DISCUSION

La obtención de patrones purificados de ENA e Y resulta imprescindible a la hora de
definir con certeza la presencia o no de sustancias mutagenicas en los sistemas en estudio. La
caracterización de dichos compuestos permitió corroborar la eficacia de las síntesis realizadas
y asegurar el contar con los patrones adecuados.

De los resultados obtenidos, uno de los aspectos que resalta con mayor nitidez es la
presencia de ENA y la ausencia de Y en los sistemas que contienen ácido ascórbico o cisteína
(Cuadro 3 - l). En los trabajos de Osawa y col. (1980, 1986), se menciona que el ácido
ascórbico es capaz de anular la acción mutagénica debido a su poder de transformar el grupo
nitro de la posición 4 de] Y en un grupo amino.

No2 No2

l l

N\l/CH3 I NVCHs
l l! t l

NO; Nl-ln

1,4 - dinitro - 2 - metilpirrol (Y) 1 - nitro - 2 - meti] - 4 - aminopirrol

En el caso del tratamiento con cisteína, se sugiere que se origina un aducto de Y con el
aminoácido, el cual anula la acción mutagénica.

Distintos investigadores (Mirvish y col., 1972; Guttenplan, 1977; Gray y Randall, 1979;
Kyrtopoulos, 1987) sostienen que la reacción nitrito - ascórbico es muy veloz, bloqueando al
nitrito en cuanto a su participación en otras reacciones. Ello podria también aplicarse a las
reacciones en estudio, justificando la no formación del compuesto Y en presencia de ácido
ascórbico si la reacción correspondiente fuese más lenta que aquélla.

y col. (1981) determinaron que la mínima concentración de ácido ascórbico
necesaria para inhibir la formación de ENA e Y era de 10 mM para ENA y 5 mM para Y
cuando ambos productos provenían de una reacción entre una solución 20 mM de ácido
sórbico y otra 20 mM de nitrito de sodio. En idénticas condiciones, fueron necesarias
concentraciones molares equivalentes de cisteína v nitrito de sodio para una completa.r
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inhibición de la formación de compuestos mutagénicos. Los trabajos de Osawa y col. (1980,
1986)presuponen,ignorandoantecedentesbibliográficos y col., 1981)que la acción
mutagénica observada cuando coexisten sorbatos y nitritos se debe, exclusivamente, a la
presencia del compuesto Y. Las condiciones que ellos sugieren para la destrucción de Y, una
vez formado, es su reacción con ácido ascórbico o cisteína en una relación de 8 moles del
reductor a l de Y, cuando el pH es de 6,8. Estos investigadores no estudiaron la situación,
más real, de coexistencia de estos reductores con sorbato y nitrito, ya sea en una sal de cura o
en un producto cántico.

Robach y col. (1980, a) afirmaron que en sistemas sorbato - nitrito - ascorbato conteniendo
2600 ppm de sorbato, 40 ppm de nitrito, 550 ppm de ascorbato y con un pI-l que varía entre
5,0 y 7,2, no se produce formación de Y o ENA a lo largo de 5 horas de calentamiento a
55 °C. Por lo tanto, no existiría riesgo de mutagenicidad. Esta investigación llega a la
conclusión que el ENA no se fonna, a niveles de nitrito menores que 250 ppm aún en ausencia
de ácido ascórbico y que el ENA resulta inestable a temperaturas de cocción. Osawa y col.
(1986) afirman que el compuesto Y es completamente eliminado cuando reacciona con ocho
veces su cantidad molar de ácido ascórbico o cisteína. En cambio, ellos encuentran que el
ácido etilnitrólico no es afectado por e] ácido ascórbico pero sí es parcialmente destruido
cuando reacciona con cuatro veces su cantidad molar de cisteína, siendo la destrucción de un
75 % cuando la relación molar ENA : cisteína es de l / 16. Namiki y col. (1980) establecieron
que una relación molar nitn'to : ascórbico o cisteína de l : 1 evitan la formación de Y o ENA.

De acuerdo a estos antecedentes bibliográficos tan diversos, en nuestro trabajo decidimos
evaluar la influencia en la formación de ENA e Y en sistemas acuosos, de la presencia de
ascórbico y cisteína en relaciones molares nitrito : ascórbico de 1 : 8 (Sistema 4) y nitrito :
cisteína de 1 : 8 (Sistema 5) y l 1 16 (Sistemas 6 y 9). También se evaluó la influencia de la
presencia de ácido ascórbico en relación másica nitrito : ascórbico de 80 ppm / 500 ppm
(Sistemas 3, 8, 10 a 15). El ensayo se extendió a sistemas cárnicos conteniendo la última
proporción citada de ácido ascórbico (Sistemas 16 a 18) y una proporción nitrilo : ascórbico
de 150 ppm : 500 ppm (Sistema 19). Nuestro trabajo permite afirmar que se forma ENA y no
se produce formación de Y a pH 5,0 ó 5,5, cuando se usan relaciones sorbato de potasio :
nitrito de sodio : ácido ascórbico de 2000 ppm : 80 ppm : 500 ppm (relación molar nitrito /
ascórbico de 1 : 3) ó 2000 ppm : 80 ppm : 1633 ppm (relación molar nitrito / ascórbico de 1 :
8) en sistemas acuosos y cárnicos siendo la temperatura del ensayo de 35 °C ó 60 °C y los
tiempos de tratamiento de 5 horas ó 30 minutos / 5 horas respectivamente (Sistemas 3, 4, 8,
10 a 18, Cuadro 3 - 1). Asimismo, cuando la relación sorbato - nitrito es de 200 ppm : 150
ppm y se encuentran presentes 500 ppm de ácido ascórbico en el sistema car-nico, la tendencia
observada es la misma, siendo el tratamiento de 5 hs a 60 °C (Sistema 19). En cuanto al efecto
de la cisteína (Sistemas 5, 6 y 9) nosotros pudimos comprobar, como ya se dijo antes, que
tanto una relación molar de cisteína a nitrito de 8 : l como una de 16 : 1 unicamente inhiben la

formación de Y ya que el ENA se continuaba detectando por GC - MS (Cuadro 3 - 1).

Es de destacar que la presencia de caldo cerebro corazón y extracto de levadura (Sistemas
7 a 9) no altera la tendencia observada en cuanto a que el ácido ascórbico (Sistema 8) y la
cisteína (Sistema 9) únicamente evitan la formación de Y pero no de ENA. El agregado
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adicional de distintos aditivos usualmente presentes en productos cárnicos tales como
polifosfatos, cloruro de sodio y sacarosa (Sistemas 9 a 15) tampoco modifica esta tendencia.

La reacción sorbato - nitrito transcurre según un complejo mecanismo de reacciones que no
está debidamente dilucidado, aunque Osawa y Namikj (1982) postularon e] siguiente
mecanismo :

CH3— CH= CH—-CH = CH— COOH- NaNO;

CH3—CH—CH—CH=CH—COOH CH3—-CH—CH—CH=CH—COOH

l l

N02 N0 N02 NOH

CH3'—C= CH—CH = CH—COOH

N07 CH;-—C —N02
‘ v

Í No2
NOH

ENA N CH3

N0; Y

l

CH— C—-C—CH=CH—COOH

3 // \\Nrx \
0/ 0/ F

Si se considera que la formación de ENA involucra la reacción de un mol de sorbato de
potasio y dos moles de nitrito de sodio, y dejando de lado toda consideración sobre reacciones
paralelas o en serie a ésta, se concluye que el reactivo limitante es el nitrito de sodio cuando la
relación sorbato / nitrito es de 2000 ppm : 80 ppm y 200 ppm : 150 ppm En cambio, el
limitante es el sorbato de potasio cuando la relación es 1 / 8 molar. De acuerdo a ello y
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calculando el ENA formado en relación a la cantidad de nitrito en condiciones de reaccionar

en base a los datos del Cuadro 3 - 2, se llega a los resultados que se pueden observar en el
Cuadro 4 - 1.

Cuadro 4 - l. Formación de ENA en distintos sistemas cárnicos.

Sistema pH Relación molar Relación en ppm Condiciones de Relación en ppm
SK / NaNO; SK / NaNO: temperatura / tiempo ENA / NaNOg

1 3,5 1 : 8 13333 /66667 60 °C, 30 mín. 0,005
16 5,5 13 : 1 2000 : 80 35 °C, 5 hs. 0,025
17 5,5 13 : 1 2000 : 80 60 °C, 30 mín. 0,075
18 5,0 13: 1 2000 : 80 60 °C, 5 hs. 0,100
19 5,5 3 : 1 200 : 150 60 °C, 5 hs. 0,027

SK : sorbato de potasio

Respecto de este último cuadro, es posible concluir lo siguiente :

i) La sintesis propuesta por Namilci y col. (1981) y llevada a cabo en el sistema 1 muestra,
en general, menor formación de ENA por unidad de masa de nitrito que los otros sistemas.
Debemos destacar que la masa de ENA formada por unidad de masa de nitrito (0,005) en el
sistema 1 ha sido sensiblemente inferior a la reportada por Namilci y col. en 1981 (0,011 —
0,038) aunque todas las condiciones han sido idénticas. De cualquier modo, aún la relación
reportada por los precitados investigadores es inferior a la observada en los sistemas 17 y 18.

ii) A] aumentar la temperatura, aumenta la relación ENA / NaNOz (Sistemas 16 y 18).
Robach y col. (1980, a) reportaron que el ENA es muy lábil al calor y se descompone, en
menos de un segundo, a 170 °C (temperatura de cocción del tocino) y que a 100, 70, 55 y
43 °C, los tiempos requeridos para descomposición completa son 19 seg., l 1,5 min., 2,0 hs. y
17,5 hs. respectivamente. Sin embargo, los resultados exhibidos en el Cuadro 4 - 1 muestran
una significativamente mayor producción de ENA a 60 °C que a 35 °C. Pareciera prevalecer el
efecto acelerador de la temperatura sobre la velocidad de reacción frente al efecto exaltador de
la descomposición del producto.

iii) A1 aumentar el tiempo de tratamiento, aumenta significativamente la relación ENA /
NOzNa (Sistemas 17 y 18).



iv) Cuando las demás condiciones permanecen constantes, una disminución de la relación
molar o másica sorbato / nitrito (Sistema 19 fiente al 18) produce una disminución de la
formación de ENA. Existen firmes evidencias de que el nitrito es capaz de reaccionar con
compuestos carbonflicos generados por reacciones químicas en alimentos como es el caso del
malonaldehido (Kolodziejska y col., 1990), compueStos con dobles ligaduras como el ácido
oleico (Mouloud y col., 1992), ácido ascórbico (Mirvish y col.. 1972; Kyrtopoulos, 1987)
por supuesto, con arninas produciendo las ya mencionadas nitrosarninas (Lijinsky y Epstein,
1970; Mirvish, 1970; Mirvish. 1971; Fazio y col., 1971; Sebranek y Cassens, 1973; Crosby y
Sawyer, 1976; Bharucha y col, 1979). Si la reacción entre ácido sórbico y nitrito de sodio
para dar ENA fuese de menor orden (respecto al nitrito) que alguna otra reacción que
consuma nitrito, podn’a ocurrir que un aumento de la concentración de nitrito desfavoreciese
la formación de ENA privilegiando algunas de las reacciones precitadas.

Respecto a las conclusiones iii) y iv), debemos remarcar que, en el caso de los sistemas 17,
18 y 19, las diferencias observadas en concentración de ENA obtenido (Cuadro 3 - 2) no
resultaron significativas al nivel de probabilidad del 95 % por lo que los datos reportados en
el Cuadro 4 - 1 sólo marcan tendencias.

Hartman (1983) informó que los productos mutagénicos ENA e Y pueden formarse cuando
el nitrito y el sorbato se encuentran en relación molar de 2 a 1 y que la actividad genotóxica
puede ser detectada hasta relaciones molares nitrito : sorbato de 0,2 a 1. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que aún a relaciones molares tan bajas
como 0,08 a 1 (correspondiente a una relación nitrito : sorbato de 80 ppm a 2000 ppm), se
forma ácido etilnitrólico. No existen datos en bibliografia referentes a la minima concentración
de ENA necesaria para producir mutagenicidad in virro. Si bien las cantidades de ENA
formadas en nuestros ensayos es pequeña, es preocupante su presencia en todos los sistemas
cánticos modelados en distintas condiciones teniendo en cuenta sus propiedades tóxicas

y col., 1981; Rehse y col., 1986; Sofos, 1989) así como la influencia de la
temperatura y el tiempo de tratamiento en su formación.

Como ya fue mencionado en el capítulo de Introducción del presente trabajo, la inmersión
de tripas en soluciones de sorbato para inhibir el crecimiento de mohos en la superficie es una
práctica habitual en la tecnología de embutidos y está en proceso de ser autorizada por las
normas nacionales (Código Alimentario Argentino) e internacionales (Mercosur). La Unión
Europea (UE) y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (U.S.D.A.) ya
aplican esta práctica. A modo de ejemplo, podemos decir que las normas de la Unión Europea
permiten un máximo de 2 mg / drn2 de ácido sórbico en tripas. La difusión del sorbato ha sido
analizada por distintos investigadores (Guilbert y col, 1985; Giannakopoulos y Guilbert,
1986, a y b). Del resultado de sus trabajos, se conoce el comportamiento difusional del ácido
sórbico en geles y algunos alimentos. En base a ello, se podría estimar...la difusividad .del­
preservador desde la tripa a la masa de los embutidos o, de modo más general, de la superficie
al interior de los productos cárnicos. Esta difusión determinada el encuentro de los sorbatos
con los nitritos presentes en productos cárnicos curados, permitiendo la formación de ácido
etilnitrólico, de acuerdo a lo ya visto.



Suponiendo que :

- i) la concentración (C) en la tripa variase linealmente con el tiempo (t), se podría decir
que :

C = kt (l)

con, k : constante cinética con unidades de concentración por unidad de tiempo.

- ii) la concentración inicial en la tn'pa (Co ) fuese de 200 ppm, de acuerdo a la propuesta de
la norma Mercosur - Código Alimentario Argentino.

- iii) la concentración en la tripa a los 30 días (C30) fuese C30= Co/ 2.

- iv) el producto cárnico en cuestión pudiese asimilarse en su forma a un cilindro de
diámetro (D) de 3 cm

- v) el producto considerado se comportase, a los fines de la difusión, como una matriz
homogénea en la cual el sorbato presentase una difusividad aparente es de 0,1 10 "o m2 / seg
(a 25 °C). De acuerdo a los valores reportados por Giannakopoulos y Guiibert (1986, b), este
es uno de los más bajos valores de difusividad de los sorbatos en matrices alimenticias y, por
lo tanto, permitirá hacer un cálculo conservador.

Entonces, con dichas suposiciones, se puede calcular el valor de k a partir de la ecuación
(l), resultando k = 3,33 ppm / dia.

Con este dato, se puede calcular C30 en el borde del producto cámico (r = R), en el centro
(r = 0) y en un punto intermedio (r = 0,5 R), considerando difusión en estado no estacionario y
concentración en la superficie variable en forma lineal con el tiempo (Crank, 1956). Se
obtienen asi concentraciones de sorbato de 104 ppm para el borde, Oppm para el centro y 26
ppm para r = 0,5 R. Ello avala la suposición iii) y permite confirmar los cálculos realizados.
Debemos destacar que la cinética de oxidación del sorbato es lenta en las condiciones propias
de un producto cárnico, siendo la destrucción menor al 20 % a lo largo de 30 dias
(Gerschenson y Campos, 1995). Por lo tanto, las concentraciones calculadas en base al
mecanismo difusivo no se verán muy afectadas en los tiempos considerados.

Por lo tanto, podemos afirmar que, teniendo en cuenta que las normas propuestas para el
Mercosur autorizan usar 200 ppm de sorbato de potasio en tripas de embutidos, más del 50 %
de esta cantidad podria migrar hacia el interior del alimento en un periodo de almacenamiento
de un mes, a temperatura ambiente. Ello le permitiría reaccionar con e] nitrito para formar
ácido etilnitrólico, con el consiguiente riesgo para la salud.

Puede decirse, además, que el sorbato detectado en los productos cárnicos analizados y
reportado en el Cuadro 3 - 3 podria entonces haber difundido desde la tripa o superficie hacia



el interior, en el caso de los embutidos, por ejemplo. Es interesante ver que en el caso de]
salame Tipo Holstein o del salame kosher Wurzt, la concentración en tripa y en masa del
embutido es, prácticamente, la misma, lo que apoyan'a la suposición acerca de la difusión
mostrando un equilibrio alcanzado. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad del
agregado directo a la masa, al observar en el Cuadro 3 - 3 que productos como hamburguesas
o Comed Beef también muestran presencia de sorbatos, sobre todo existiendo reportes sobre
la presencia de nitrito, otro aditivo no autorizado, en hamburguesas, en el mercado argentino
(Martínez, 1991). Probablemente, en estos casos los aditivos se agreguen con la finalidad de
aumentar la vida útil del producto y / o corregir fallas en el procesamiento.

Es de destacar que todos los productos cárnicos por nosotros analizados (Cuadro 3 - 3)
son de marcas reconocidas de venta masiva en el área metropolitana pero, desde ya, sólo se
ha muestreado un reducido sector del mercado de dichos productos.

La presencia de ENA detectada en todos los sistemas acuosos y cárnicos en los que
coexistian sorbatos y nitritos en condiciones semejantes de composición y tratamiento a las
posibles de ser encontradas en alimentos reales asi como la detección de la presencia de
sorbatos en productos cámicos curados comerciales alertan sobre la importancia de una
cuidadosa evaluación y control de las técnicas de preservación aplicadas y sobre la
conveniencia de evitar la coexistencia en un mismo alimento de sorbatos y nitritos. Asimismo
es aconsejable estudiar la cantidad de ENA con implicancias genotóxicas con e] objetivo de
evaluar el riesgo intrínseco al i) reemplazo parcial de nitritos por sorbatos y ii) empleo de
sorbatos como antimicóticos en tripas de embutidos curados o superficies de productos
cárnicos curados.

Se desea que este trabajo contribuya al desarrollo de alimentos sanos y nutritivos.
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