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Resumen

Un alimento basado en carne de pollo fue preparado aplicando la tecnologia de obstaculos
a través de la técnica de infusién htimeda utilizando como humectantes: sacarosa, cloruro de
sodio, glicerina, acido acético y sorbato de potasio. El alimento fue almacenado por 50 dias bajo
condicién de temperatura controlada a 23, 30, 37 y 40°C. Durante el almacenamiento del pro-
ducto se analizé pH, actividad de agua, estado microbiologico y contenido de acido sérbico por
HPLC; encontrando que el pH fue 4,75 sin variaciéon significativa. La actividad de agua dismi-
nuyo6 significativamente. No se encontré crecimiento de microorganismos. Se observé que ocu-
rre una disminucion significativa del sorbato de potasio con respecto al tiempo y la temperatura
de almacenamiento del alimento, la cual sigue una cinética de seudo 1° orden con una constan-
te de velocidad de 0,0113, 0,0134, 0.0161, 0,018 dias “lalas temperaturas de almacenamiento
de 23, 30, 37, y 40°C respectivamente; y una energia de activaciéon igual a 4748,59 cal/mol.
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Study of Sorbic Acid Stability in a Chicken Food
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Abstract

A food based on chicken meat was prepared applying the technology of obstacles through
the technique of humid infusion using as humectants: sucrose, sodium chloride, glycerine,
acetic acid and potassium sorbate. The food was stored for 50 days under condition of con-
trolled temperature at 23, 30, 37 and 40 °C. During the storage time the pH, water activity, mi-
crobiological status and content of sorbic acid by HPLC were analyzed, finding that the pH was
4,75, not presenting significant variation. The water activity diminishes significantly. The food
product didn't present growth of microorganisms. A decrease of the potassium sorbate with re-
gard to the time and to the temperature of storage of the food was observed, following a kinetic of
pseudo 1° order, with a constant of 0,0113; 0,0134; 0,0161; 0,018 days'l at 23, 30, 37 and
40°C respectively; and an energy activation equal to 4748,59 cal/mol.
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Introduccién

Hoy en dia la incorporacion de sustan-
cias preservativas que permitan conservar
los alimentos libres de microorganismos
(bacterias, mohos y levaduras) constituye
un factor de especial interés para la Indus-
tria Alimentaria. Una de las sustancias pre-
servativas mas usadas debido a su gran efi-
ciencia e inocuidad, es el acido sérbico. Este
fungiestatico es incorporado en una gran
variedad de productos alimenticios, en este
caso en particular, el mismo fue incorpora-
do como su sal potasica en un alimento de
humedad intermedia a base de pollo, el cual
es un producto disefiado para ser consumi-
do en situaciones especiales de campana

(1).

En estudios anteriores (1-3) este ali-
mento resultd ser estable microbiologica-
mente por un periodo de tres meses, sin em-
bargo, sabiendo que la eficiencia del preser-
vativo esta determinada por su cantidad ac-
tiva presente en el alimento, y que de acuer-
do a estudios previos dicho acido es inesta-
ble y se degrada en matrices alimenticias
por via oxidativa, surge la inquietud de estu-
diar la estabilidad del acido sérbico en este
producto, asi como evaluar ciertos parame-
tros fisicoquimicos del producto alimenticio.

Materiales y Métodos

El seguimiento de la degradacién del
preservativo fue llevado a cabo periodica-
mente por técnica de extraccién con meta-
nol, seguida por una cromatografia liquida
de alta resolucién (4). Al mismo tiempo al
producto se le realizaron mediciones de pH,
actividad de agua, y estudios de su calidad
microbiologica.

Preparacion y empaque de las muestras

La elaboracion del producto alimenti-
cio se llevé a cabo segin el proceso de infu-
sion hiimeda, de acuerdo a la formulacion
ya establecida (1). Una vez elaborado el ali-
mento este fue empacado en bolsas de poli-
propileno (PP}, selladas térmicamente, colo-

cadas en cajas de cartén, y almacenadas por
un lapso de 2 meses bajo temperatura con-
trolada (23, 30, 37 y 40°C)

Anailisis de acido sdrbico

Preparacion de estandar interno (E.I)
(1000 ppm): Se disolvido 100 mg de acido
benzoico en 200 mL de Metanol, y se diluy6 a
1000 mL con agua bidestilada.

Preparacion de estandar externo
(E.E) (500 ppm): Solucién madre: se disol-
vi6 125 mg de acido sérbico en 50 mL de Me-
tanol, y se diluy6 a 250 mL con agua bidesti-
lada. Soluciones de trabajo: se adiciono
15 mL de E.1., y alicuotas de soluciéon madre
de E.E., y se diluy6 a 50 mL con agua bides-
tilada, con la que se prepararon soluciones
que contienen 250, 100 y 50 ppm. (5).

Condiciones cromatogrificas: Cro-
matégrafo Liquido de Alta Resolucion
(HPL.C), marca Hewlet Packard (HP) modelo
1050, acoplado a un detector UV. Columna
C18, marca Nucleosil, con una longitud de:
12,5 cm, un diametro interno: 4 mmy un ta-
mano de particula: 5 m. Condiciones de ope-
racion: Fase movil, Metanol y Buffer fosfato
(pH=4.5) en una proporcién 40:60. Veloci-
dad de flujo: 0,8 mL/min. Volumen de in-
yeccion de 10 L, Longitud de onda de detec-
cion: 235 nm, Temperatura ambiente (5-8).

Extraccion del acido sérbico: Se pe-
saron 1,5-2,0 g de muestra homogeneizada,
colocandose en un tubo de ensayo con tapa,
donde se le anadio 2 mL de HCI (alcohélico)
al 10%; 3 mL del estandar interno, y 5 mL de
metanol (9); agitindose en un vortex hasta
suspender toda la muestra, y posteriormen-
te se colocod en un barfio ultrasénico por 15
minutos. Se tomé una alicuota de 2 mL del
sobrenadante, y se filtr6 a través de filtro mi-
croporo (0,45 pm). El extracto alcoholico fue
inyectado al HPLC, usando las condiciones
previamente descritas.

Medicion de pH

Se procedié a medir el intervalo de aci-
dez a una porcién de la muestra homogenei-
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zada, para lo cual se empleé un pHmetro
Cornig 320, previamente calibrado.

Medicion de la actividad de agua (a)

Se realizaron tres mediciones de activi-
dad de agua empleando para ello un equipo
psicomeétrico (Decagon Devices, Inc.
Pullman, WA) Aqualab, modelo CX2.

Analisis microbiolégico

Esta evaluacion se realiz6 a través de
un recuento total en placa de aerobios me-
sofilos; de mohos y levaduras, utilizando
medio de recuento estiandar y agar papa
dextrosa respectivamente, por medio de la
técnica de siembra en profundidad, bajo
campana de flujo laminar.

Anadlisis estadistico

Los resultados obtenidos a partir de las
mediciones de pH, actividad de agua y con-
centracion de acido sorbico, se sometieron a
un analisis de varianza de dos factores
(ANOVA) con un limite de confianza igual a
un 95%.

Resultados y Discusion

Medicion del pH del alimento
a base de pollo

Se demostré que no existe diferencia
significativa entre los valores de pH toma-
dos, durante el tiempo de almacenamiento,
ni entre las muestras almacenadas a dife-
rentes temperaturas; lo que indica que el pH
del alimento permanece invariable (4,471 +
0,007) a pesar de las condiciones de tiempo
y temperatura a las que fueron sometidas
las muestras alimenticias.

Medici6n de la actividad de agua (a)
del producto alimenticio

La actividad de agua del producto dis-
minuyo de 0,850 a 0,820; 0,749; 0,658 y
0,447 a las temperaturas de 23, 30, 37 y
40°C respectivamente. El estudio estadisti-
co indicoé que existe variacion significativa

de la actividad de agua del alimento duran-
te el tiempo de almacenamiento de cada
una de las muestras; asi como también
existe significancia entre las muestras al-
macenadas a diferentes temperaturas; esta
diferencia se encuentra especificamente
entre las muestras almacenadas a 23 y
40°C, y a 23y 37°C. Esto es debido a que el
material de empaque empleado (PP) es per-
meable al agua, ocurriendo una difusion de
las moléculas del agua desde el interior del
empaque hacia el exterior. También se debe
tomar en cuenta que al producirse un au-
mento de la temperatura aumenta la pre-
sién del vapor de agua dentro del empaque,
lo que puede promover el escape de dicho
vapor desde el interior del empaque hacia el
exterior. El incremento en la temperatura
actna igualmente sobre el empaque provo-
cando un alejamiento entre las cadenas del
polimero que lo constituye, facilitando de
esta manera el fenomeno de disminuciéon
de la actividad de agua del producto ali-
menticio.

Estudio del estado microbioldgico
del alimento a base de pollo

El producto alimenticio bajo todas las
condiciones de almacenamiento no presen-
té crecimiento de aerobios meséfilos, ni de
mohos y levaduras, microorganismos que
generalmente crecen en productos a base de
pollo (10), por lo que se cumplié con buenas
practicas de manufactura. Esta proteccién
es debida principalmente a que la cantidad
de acido sérbico incorporada en el producto
alimenticio, asi como las otras barreras con-
tra el crecimiento microbiano (pH, a,), apli-
cadas gracias a la tecnologia de obstaculos
(empleada en su preparacién) (11).

Estudio de la estabilidad del acido
sorbico

Degradacion del dcido sorbico: Se ob-
serva en el Figura 1, una disminucién de la
concentracion del acido sérbico alo largo del
tiempo. Esto concuerda con las observacio-
nes realizadas por Arya (2), segun la cual
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Figura 1. Degradacién del acido sorbico en el producto durante el aimacenamiento.

este acido se degrada tanto en soluciones
como en matrices alimenticias mediante au-
toxidaciéon. Las concentraciones remanen-
tes de acido sorbico en la matriz alimenticia
estudiada fueron de 60, 53, 47 y 43 ppm, di-
cha degradacion corresponde a una cinética
de seudo 1° Orden, encontrando que las
constantes de velocidad aparente son
0,0113, 0,0134, 0,0161, 0,018 dias™’, a las
temperaturas de 23, 30, 37 y 40°C respecti-
vamente, tal como se observa en el Figura 2.
Esta degradacion del acido sérbico en el pro-
ducto, presenta una variacién significativa
(o = 0.05) cuando ocurre un incremento de
la temperatura de almacenamiento de por lo
menos 10°C, especificamente entre 23 y
37°C, 23 y 40°C y entre 30 y 40°C.

La degradacion del acido sérbico puede
deberse a una serie de factores, entre los
cuales se tiene:

a) Auto-oxidacion del acido sérbico. Debi-
da a la presencia del oxigeno dentro del

b)

empaque, asi como en la atmésfera cir-
cundante del alimento, facilitando la
adicién de oxigeno en los dobles enla-
ces del acido entre sus atomos de car-
bono 4 y 5, originando de ésta manera
productos como, malondialdehido, 2-
butenal y propenal (3).

Oscurecimiento no enzimatico. Un he-
cho que probablemente favorece la de-
gradacion del sérbico es la presencia de
un oscurecimiento en las muestras
provocada por una reaccion de Mai-
llard (12) debido a que el acido sorbico
oxidado presenta grupos carbonilos
potencialmente reductores, los cuales
pueden intervenir en dicha reaccién de
oscurecimiento, provocando una per-
turbacién estado de equilibrio segiin el
principio de Le Chatelier, lo que a su
vez se traduce en un aumento de la ve-
locidad global de la degradacion del
sorbico (13).
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Figura 2. Demostracion de la degradacién de pseudo 1° Orden del 4cido sérbico en el producto.

c)

Temperatura. Igualmente en este estu-
dio se observo el efecto de la tempera-
tura sobre dicha degradacion, segin el
cual a medida que aumenta la tempe-
ratura de almacenamiento del produc-
to alimenticio se aprecia un incremen-
to de la velocidad aparente de la degra-
dacion. En este caso se considera que
la temperatura puede intervenir de di-
ferentes maneras en el proceso de de-
gradacién del acido sérbico. En primer
lugar se debe tomar en cuenta que el
aumento de la temperatura produciria
un mayor namero de encuentros ener-
géticamente favorables, es decir un in-
cremento de la probabilidad de cho-
ques efectivos, lo que podria aumentar
la velocidad de la degradacion directa o
indirectamente, ya que este fenémeno
no so6lo puede ocurrir sobre la reaccién
de oxidacién del sérbico, sino también
sobre la velocidad de la reaccion de os-
curecimiento no enzimatico (2, 14).

d)

Tipo de empaque. El material empleado
es un polimero (especificamente poli-
propileno) permeable al oxigeno (2000
cm”/24h/ m2/ 25micras a condiciones
normales de presion y temperatura),
razéon por la cual se presume que la
concentraciéon de oxigeno dentro del
empaque no es un factor limitante de la
reaccion de oxidacion del acido sérbi-
co. Este material plastico es igualmen-
te permeable a vapores organicos, por
lo que se cree que puede ocurrir la mi-
gracion de los productos de oxidacién
del acido soérbico (especificamente el
propenal) desde el interior hacia el ex-
terior del empaque, provocando que se
favorezca un desplazamiento de la
reaccion de oxidacion. Por otra parte,
en los empaques plasticos la permeabi-
lidad a los gases aumenta a altas tem-
peraturas, ya que ocurre un alejamien-
to de las cadenas del polimero a la vez
de aumentar la solubilidad de los mis-
mos en el material plastico, en este
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caso, este hecho permite pensar que a
altas temperaturas existe una mayor
disponibilidad de oxigeno dentro del
empaque, asi como una mayor proba-
bilidad a que el producto de la oxida-
cién escape del empaque, hechos que
contribuiria con la oxidaciéon del aAcido
sorbico (15).

e) Acidez de la matriz alimenticia. Parti-
cularmente los factores que determi-
nan el pH del presente alimento son la
presencia del Acido acético (en forma de
vinagre comercial) y la pasta de tomate
doble concentrada empleados en la for-
mulacién del mismo. En dicho alimen-
to se encontro que el nivel de acidez es
cercano al valor de pKa del acido sérbi-
co (pKa = 4,8), razén por la cual la reac-
cién de degradaciéon del mismo se veria
favorecida si se considera que las molé-
culas no disociadas del sérbico son las
mas susceptibles a la degradaciéon por
via oxidativa en soluciones acuosas (2).
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Estudio cinético de la degradacién
del acido sorbico: La degradacion del sor-
bico sigue una cinética de pseudo primer
orden. Este hecho se ajusta a resultados
encontrados en estudios cinéticos de la de-
gradacion de dicho acido en otras matrices
alimenticias (13,14,186), obteniéndose una
constante de velocidad aparente de 0,0113;
0,0134; 0,0161 y 0,0180 dias™' a 23, 30, 37
vy 40°C respectivamente. El tiempo de vida
media (t¥2) del sorbico fue de 61,34 dias;
51,73 dias; 43,05 dias; 38,51 dias, a 23, 30,
37, y 40°C, respectivamente.

Como se aprecia en el Figura 3, la de-
gradacién del acido sérbico cumple con la
Ley de Arrhenius, es decir que la velocidad
de degradacién del acido s6rbico en el pro-
ducto depende de la temperatura de almace-
namiento, ya que el comportamiento es li-
neal (R? = 0,992), y esta descrito por la ecua-
cion y = 2391,2x + 3,5898; mediante la cual
se logré conocer que la energia de activacion
(Ea) es igual a 4748,59 cal/mol y que el fac-
tor de frecuencia (A) es 36,23 dia .
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y =-2391,2x + 3,56898

-4,50000

-4,60000

R?=0,992

@

Figura3. Comprobacion de la Ley de Arrhenius en la degradacién del dcido sérbico en el producto.
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Conclusiones

El acido sérbico se degrada en el pro-
ducto, siguiendo una cinética de seudo pri-
mer orden, manteniendo su estabilidad mi-
crobiologica durante el periodo en estudio.
El método utilizando extraccién asi como el
posterior analisis por HPLC, result6 una téc-
nica simple, rapida y reproducible para la
determinacion de sorbatos en productos ali-
menticios.
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