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1. OBJETIVO

El objeto del presente trabajo es estudiar la cinética de
las reacciones de pardeamiento no enzimitico erntre azlcares y gli-
cina en soluciones de alta actividad de agua (aw). Se analizarén

los siguientes aspectos:

a) La velocidad relativa con que distintos azlicares desarrollan par-
deamiento, en ausencia de amino&dcidos.

b) El efecto del agregado de glicina sobre dicha velocidad relativa.

c) La influencia de la sustitucién de glicina por péptidos de gli-
cina. .

d) La dependencia de la velocidad de desarrollo de color con la tem-
peratura y con el pH en cada uno de los sistemas estudiados.

e) El efecto del agregado de sorbato de potasiéﬁsobre la velocidad

de pardeamiento del sistema glucosa-glicina.



2. INTRODUCCION

Los procesos de preservacién de alimentos tienen como
principal objetivo extender la vida dtil de los mismos para permi-
tir su correcto almacenamiento y distribucién. La limitacién mé&s
importante es la actividad microbiana, y por eso el primer objeti-
vo en la elaboracién y procesamiento es lograr la estabilidad micro-
biolégica.

Los microorganismos requieren abundante cantidad de agua
libre para su crecimiento. Seg@in Troller y Christian (1978), la ma-
yoria de las bacterias no hal6filas tienen un mdximo de crecimien-
to para a 0,997-0,980. En términos generales, entre estas bacte-
rias los bacilos Gram negativos son los mds sensibles a la reduc-
cién de a_ , con un minimo de a, 0,96-0,94 en medios de cultivo.

Los hongos son los microorganismos m&s osmotolerantes, y la mayo-
ria tiene un a. limite entre 0,80-0,95, y las levaduras 0,88-0,95
(Carry, 1971).

Se desarrollaron alimentos conocidos con el nombre de
alimentos de humedad intermedia (AHI) que se obtienen tradicional-
mente mediante una disminucién de la actividad de agua (aw), a ni-
veles que impidan el desarrollo de microorganismos (generalmente
entre 0,70 y 0,86).

Estos alimentos pueden ser ingeridos sin previa rehidra-
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tacién_y son estables con respecto al deterioro por microorganis-
mos sin necesidad de refrigerarlos o de un procesamiento térmico
previo a su almacenamiento (Karplow, 1970). Por lo tanto su venta-
ja consiste en el considerable ahorro de energfa durante la ela-
boracién y almacenamiento, y en que se asemejan a los alimentos
frescos,ﬂgin producir sensacién bucal de secado.

La mencionada reduccién de a, se puede realizar por di-
versos procedimientos, como desecacidén y salado (pescado salado);
agregado de azicares (mermelada); desecacidén (frutas, que ya con-
tienen elevada concentracién de azlcares); deshidratacién y agre-
gado de azficar (leche condensada azucarada).

El desarrollo de nue;os alimentos de humedad intermedia
por agregado de solutos tales como azdcar, sal o glicerol (Heidel-
baugh y Karel, 1975; Flink, 1978), se puede traducir en una falta
de aceptacién por el consumidor (Benmergui y col., 1979; Chirife
y col., 1980; Chirife y Ferro Fonté&n, 1980) dado que la cantidad
de soluto/s necesaria para reducir 1la a, del alimento a los valo-
res antes mencionados es tan grande que se produce un cambio en
las caracteristicas organolépticas (principalmente de palatabili-
dad).

La tendencia actual es lograr alimentos estables micro-
biol6égicamente en un rango de a, entre 0,90 y 0,95. Si se tiene

en cuenta que el limite superior de a,, para el crecimiento de bac-
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terias es 0,86 (Ledward, 1982) (que corresponde al limite de a,

para el crecimiento aerdbico de Staphylococcus aureus), pareceria

dificil obtener un producto microbioldégicamente estable, a las tem-
peraturas normales de almacenamiento, en ese rango de a,- Sin em-
bargo, esto puede lograrse mediante el control de otras variables
que afecten el crecimiento microbiano, en forma tal que en conjun-
to creen las condiciones no aptas para el desarrollo, ya que el 1li-
mite inferior de actividad de agua para el crecimiento de un dado
microorganismo aumenta si los otros factores, como el pH, potencial
rédox, etc. no son los Sptimos (Leistner y col., 1981; Fox y Loncin,
1982; Chirife y col., 1984).

El agregado de algdn inhibidor quimico permitido puede
colaborar en la inhibicidén del crecimiento de hongos, levaduras y
eventualmente de alguna bacteria. El1 &cido sérbico y su sal de po-
tasio han sido usados como agentes antimicrobianos en una gran va-
riedad de productos alimenticios dadas sus caracteristicas como
agentes antimicéticos (Gerschenson y col., 1986). De esta manera,
se amplia el rango de a., de los alimentos de humedad intermedia,
con la ventaja de que la cantidad de soluto requerida para obtener
los valores de 0,90-0,95 de a, es tal que no afecta la palatabili-
dad del producto, a diferencia de lo que ocurre si se trata de
disminuirla hasta el valor de 0,86.

Una vez lograda la estabilidad microbiolégica por una
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adecua@g seleccidn de aditivos y/o tratamientos, queda por resol-
ver el problema de la estabilidad quimica, ya que es ahora deter-
minante de la calidad del producto, por cuanto afecta tanto 1la
aceptabilidad como el valor nutritivo.

La mayor parte de los estudios cinéticos sobre reaccio-
nes de dééerioro se han realizado en el rango de a., entre 0,60~
0,90, pero Petriella y col. (1985) destacaron la necesidad de es-
tudiar los cambios en la calidad de los alimentos a valores supe-
riores de a, como paso previo al desarrollo de productos microbio-
16gicamente estables de a, entre 0,90 y 0,95.

Inactivadas las enzimas, los (AHI) de alto rango de ay,
son mis susceptibles al pardeaﬁiento no enzimdtico que a la oxida-
cién de lipidos.

Las reacciones que provocan el pardeamiento no enzimati-
co son la causa mds importante de cambios de calidad durante el

almacenamiento de estos alimentos, limitando su vida 4til, y serén

analizadas en el presente trabajo.

2.1. Distintos tipos de reacciones de pardeamiento no enzimdtico

El tipo més frecuente de reacciones de pardeamiento es
el que involucra grupos carbonilo y grupos amino e incluye general-

mente las reacciones de aldehidos, cetonas y azlcares reductores
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con am;gas, aminodcidos, péptidos y protefnas. Otro tipo, llamado
caramelizacibén, ocurre cuando compuestos polihidroxicarbonilicos
(azlGcares, &cidos polihidroxicarbonflicos) se calientan en ausen-
cia de amino&cidos. Este tipo de reacciones suele requerir més
energia para desarrollarse que las reacciones carbonilo-amina.

”-Un tercer tipo de pardeamiento, frecuentemente encontra-
do en alimentos es el grupo de reacciones oxidativas, que, por
ejemplo convierten el &cido ascSrbico y polifenoles en compuestos
di o policarbonilicos.

Se observa entonces que los compuestos que provocan par-
deamiento en todos los casos contienen un grupo carbonilo o éste
es potencialmente generado. Los compuestos polihidroxilicosy azG-
cares en los que la funcién carbonilo tiene un bloqueo permanente
no dan reacciones de pardeamiento (Schwimmer y Olcott, 1953). Por
lo tanto, un azGcar no reductor como sacarosa (componente de gran
cantidad de alimentos) debe primero hidrolizarse para dar compues-
tos reactivos y poder participar en las reacciones de pardeamiento.

En los sistemas a analizar en este trabajo, las reaccio-
nes de pardeamiento no enzimdtico involucran tanto la descomposi-
cibén de azlcares provocada por el calentamiento (sin participacién
de grupos amino) o "caramelizacién", y la reaccidén en la que los

grupos carbonilo de la forma aciclica de los azficares reductores

se condensan con los grupos amino basicos de péptidos o aminodci-
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dos, que se llama reaccién de Maillard (Hodge y Osman, 1976).
Cuando las reacciones de caramelizacién proceden en medio &cido

se forman aldehidos muy activos y por eso a este mecanismo de par-
deamiento se lo estudia también bajo el nombre de "teoria del al-
dehfdo activo" (Braverman, 1969).

Tanto la caramelizacidén como la reaccidn de Maillard com-
prenden un grupo complejo de varias reacciones gque comienzan con
la apertura del anillo hemiacet&lico de los azficares reductores y
la enolizacifén de los mismos, seguida de una serie de transforma-
ciones (reacciones de isomerizacién, deshidratacidén, fragmentacio-
nes, condensaciones y polimerizaciones) que conducen a la forma-
cién de pigmentos amarillos, rojos y/o marrones de naturaleza co-
loidal (Burton y col., 1963). En el caso de que el pigmento se for-
me por reacciones de caramelizacibén, toma el nombre de "caramelo"
y si contiene nitr6geno en su composicién, se llama "melanoidina”
(Shallenberger y Birch, 1975).

Las reacciones iniciales de ambos grupos generalmente
siguen la misma secuencia, pero la principal diferencia es que en
la reaccién de Maillard los aminodcidos y péptidos reaccionantes
se condensan con el azficar y actlian como "catalizadores internos"
en las reacciones de enolizacién y deshidratacién subsiguientes,
de manera que la reaccién global de formacibén de pigmentos resul-

ta acelerada. Debido a esto, la tendencia general es considerar
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las reacciones de caramelizacién s6lo durante el calentamiento de
azlicares de altas temperaturas o en soluciones muy concentradas
(Sugisawa y Edo, 1966; Shaw y col., 1967; Theander, 1981). Sin em-
bargo es necesario estudiar estas reacciones de caramelizacién en
sistemas de alta a, almacenados a temperaturas moderadas para com-
probar si es efectivamente posible despreciar el efecto de las mis
mas sobre la formacién de color en estas condiciones.

Paralelamente a la formacidén de sustancias coloreadas,
se forman otras, de bajo peso molecular (principalmente furanos,
furanonas, lactonas, aldehidos, cetonas, &4cidos y ésteres, y, si
hay un amino&cido involucrado, pirazinas, pirroles y piridinas;
por ejemplo el aroma a caramelo se debe a enolonas ciclicas (Hodge
y Osman, 1976) que imparten al producto sabores y aromas caracte-
risticos, por lo que el cambio que producen las reacciones de par-
deamiento no enzimdtico afecta no s6lo el aspecto visual, sino tam
bié&n otras propiedades organolépticas (Sugisawa y Edo, 1966). El
valor nutritivo resulta ademds invariablemente alterado.

Las etapas iniciales, que son comunes a las reacciones
de caramelizacién y Maillard (apertura del anillo y enolizacién),
estdn bien descriptas, pero la secuencia posterior es menos defi-
nida. Ambas estdn afectadas no s6lo por la naturaleza y concentra-
cién de los reactivos, sino tambi&n por otros factores como pH,

temperatura y tiempo de calentamiento, etc., y, por lo tanto, la
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compos;gién y concentracién de pigmentos y sustancias que impar-
ten olores y sabores es funcién de todas las variables mencionadas.
Como ademis todas estas variables estdn interrelacionadas, no es
posible discutir el efecto de una de ellas sin mencionar a las
otras.

M.Es por esto que el empleo de sistemas modelo resulta par-
ticularmente adecuado para proveer informacién sobre cada variable

involucrada independientemente de las dem&s, lo que permite inter-

pretar el comportamiento de sistemas mis complejos.

2.2. Factores que afectan a las reacciones de pardeamiento no en-

.

zimitico
Se analizardn aquellos factores que se considera que pue-
dan influir significativamente sobre la velocidad de pardeamiento

no enzimldtico en los alimentos de alta actividad de agua.

2.2.1. Temperatura

Es conocido el hecho de que el incremento de tempera-
tura tiene un efecto acelerador sobre la formacién de color. Esto
se debe a que el calor favorece cada una de las etapas de la reac-

cién. En principio, induce la apertura de los anillos hemiacet&-
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licos, que, como se vio (seccién 2.1.) constituye el primer paso
para la formacién de sustancias coloreadas. Por otro lado, ciertas
etapas que a bajas temperaturas pueden considerarse reversibles
por cuanto los reactivos son detectables en sus concentraciones
iniciales, al aumentar la temperatura dejan de serlo. Por ejemplo,
el complejo glucosa-glicina que se forma a 25°C se descompone en
glucosa y glicina al acidificar la solucién, pero si la reaccién
ocurre a 35°C,, no es posible detectar esa reversibén a las condi-
ciones iniciales (Englis y Dykins, 1931).

Los dos pardmetros generalmente utilizados para indi-
car la dependencia de la velocidad de la reaccifn con la tempera-
tura, son la energia de activacién (Ea) y el QlO'

La constante de velocidad de la reaccién se expresa en

funcién de la temperatura a través de la ecuacién de Arrhenius:

-Ea/RT

Siendo

k = Constante de velocidad de la reaccién

E, = Energia de activacién (K J/mol)
T = Temperatura absoluta (°K)
c = Factor de Arrhenius (unidades de k)

R = Constante de los gases ideales (8,31 J/°K mol)
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- A mayor energia de activacién mayor serd la dependen-
cia de la velocidad de la reaccién con la temperatura.

El parametro Q10 es el aumento de la velocidad que se

produce al aumentar en 10°C la temperatura.

Este parémetro es dependiente de la temperatura y dis-
minuye al aumentar ésta. Proporciona una forma rdpida de visuali-
zar el efecto de la temperatura.

En sistemas en cuy; composicién intervienen azilcares
y aminodcidos la energia de activacién oscila generalmente entre
valores de 83 y 166 KJ/mol (20 y 40 Kcal/mol, respectivamente)
(Heiss y Eichner, 1984). Los valores de Q10 estén graficados en
la Figura 1 en funcién de las energias de activacién para distin-
tas temperaturas. Se observa que para las energias de activacién
correspondientes a la reaccién de Maillard la velocidad de reac-
cién aumenta entre 2 y 8 veces (en el rango 20-60°C) al aumentar
10°C la temperatura. Esto concuerda con los resultados obtenidos
por otros autores (Shallenberger y Birch, 1975; Song y col.,

1966; Petriella y col., 1985).

En cuanto a las reacciones de caramelizaciébn, si bien
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no hay una cuantificacién apropiada sobre el efecto de la tempera-
tura en la formacidén de color por debajo de 100°C, se puede dedu-
cir, de acuerdo con lo discutido en este punto que dicho efecto
serd también importante.

El calentamiento tiene ademds efecto sobre otras reac-
ciones pé%alelas a las de pardeamiento, en las que se pueden gene-
rar grupos reactivos en las reacciones de formacién de color. Por
ejemplo, favorece la hidr6lisis de disacdridos, en particular sa-
carosa (azficar no reductor), lo que conduce a la formacién de gru-
pos carbonilo reactivos. Las energias de activacién informadas pa-
ra esta reaccién varian entre 105 y 110 KJ/mol (25 y 26 Kcal/mol)
(Lamble y col., 1915; Zhong y Eol., 1984; Schoebel y col., 1969),

tanto para sistemas diluidos como para soluciones saturadas.

La variacién de pH da lugar a reacciones cualitativa-
mente diferentes.

En medio alcalino ocurre una apertura instantdnea del
anillo hemiacetdlico de los azficares, con posterior enolizacién e
interconversién de azficares (epimerizacién, isomerizacién) y fi-
sién del doble enlace. Las reacciones de deshidratacién que ocu-

rren luego estdn menos estudiadas pero se detectan productos de
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la condensacién ald6lica que son metilciclopentelononas con aroma
a caramelo (Hodge y Osman, 1976). Las reacciones de fragmentacién
conducen a acetol, acetofna, diacetilo y en general &cidos y otros
compuestos de bajo peso molecular (Hodge y Osman, 1976).

En medio neutro o &cido, también ocurre la enolizacién
e isomerizacién en presencia de algunos &dcidos orgdnicos como ca-
talizadores, lo cual significa que existe una catdlisis &dcido-base
en la que los Pniones de los 4dcidos orgdnicos y los oxhidrilos del
agua son bases.efectivas en medio &cido (aunque estén en bajas con-
centraciones). Luego se produce la deshidratacién, principalmente
con formacién de 5-hidroximetilfurfural (HMF) a partir de hexosas
y 2-furaldehido a partir de pentosas. Por la fragmentacién de HMF
se forman los &cidos levulinico y férmico.

En resumen: en medio &cido la enolizacidén de los azG-
cares es lenta, las reacciones de deshidratacién son répidas, no
son afectadas por el oxigeno del aire y los productos de fragmen-
tacién son escasos.

En medio alcalino la enolizacién es r&pida, las reac-
ciones de deshidratacién son mis lentas que la enolizaciones, la
oxidacibén por el aire cambia la composicién de los productos y
estdn favorecidas las fragmentaciones (Hodge y Osman, 1976).

El pH del medio también determina la concentracién de

las formas en equilibrio de los compuestos con grupo amino, y co-
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mo solamente la forma anifénica de éstos puede combinarse con azi-
cares reductores, el grado de reaccidén depende marcadamente del pH
(Katchalsky y Sharon, 1953).

Finalmente, ciertas reacciones generadoras de grupos
reactivos en las reacciones de pardeamiento (como la hidrélisis de
disacdridos) estdn sujetas a catdlisis dcida, y por lo tanto, el
grado en que se produzcan depender& también de la acidez del medio.

De lo expuesto en este punto se desprende el signifi-
cativo efecto kcuali y cuantitativo) del pH sobre las reacciones

de formacidén de color, por lo que serd una de las variables que

se someterd a estudio.

2.2.3. Actividad de agua

Ya que en un alimento las propiedades fisicoquimicas
del agua estén alteradas debido a las diversas interacciones con
los distintos componentes, la actividad de agua resulta una medi-
da mucho m&s significativa del estado fisicoquimico del agua en
los alimentos que la utilizacién del par&metro de humedad (Troller
y Christian, 1978).

Estd definida como:

a = _&)
pO

w T



Donde: -

presién de vapor del agua pura

o
o
Il

presién de vapor del agua en el alimento

o
Il

(pO Y P F?madas a la misma temperatura). El agua pura tiene una ay,
de 1. Los diferentes fenfmenos de asociacién o combinacién del agua
disminuyen la cantidad de agua libre y esto se refleja en una dis-
minucién de la a, (Chirife, 1978).

En la mayor parte de las reacciones de deterioro que
experimentan los alimentos, el agua desempena un rol primordial,
ya sea como reactivo, producto.o medio de la reaccidn.

En las reacciones de pardeamiento el agua libre catali-
za la enolizacién de azlGcares reductores, de manera que la activi-
dad de agua tiene un efecto marcado sobre la velocidad de las mis-
mas.

En sistemas s6lidos la velocidad de la reaccién de par
deamiento no enzimdtico en funcidén de la a, presenta un maximo a
valores de a entre 0,6 y 0,8 (Labuza y Saltmarch, 1980) (Figura
2). A bajas a el factor limitante es la dificil movilidad, los
reactivos no pueden interaccionar entre ellos y la reaccién no tie-
ne lugar. A medida que aumenta la a, del sistema, ocurren dos fe-

némenos: disminucién de la viscosidad de la fase acuosa y disolu-

cién de los reactivos en esa fase (Warmbier y col., 1976; Labuza,
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Velocidad de reaccion (Unidades arbitrarias)

Figura 2: Dependencia de la velocidad de pardeamiento no enzi-
mdtico en funcidén de la actividad de agua. I: alimentos
y sistemas s6lidos (Labuza y Saltmarch, 1980). II: ali-

mentos y sistemas liguidos (Loncin, 1965)




1980) . Como consecuencia, se va produciendo un aumento gradual de
la concentracién de los reactivos y de su velocidad de difusién en
la fase acuosa, lo cual se traduce en un aumento sostenido de 1la
velocidad de reaccién al aumentar la a. Llega un momento en que

la fase acuosa se satura y un aumento del contenido acuoso no al-
tera la concentracién de reactivos, sino hasta el momento en que
cesa la disponibilidad de los mismos para disolverse, y un aumento
del agua sélo provoca dilucién. Este efecto, sumado al hecho de
qgue el agua, por ser un producto de reaccidn tiene una accidén inhi-
bitoria sobre la misma, ocasiona una disminucién de la velocidad

de reaccién (Eichner y Karel, 1972; Labuza y Saltmarch, 1980, Labu-~
za y col., 1977).

En sistemas modelo liquidos se estudié el pardeamiento
en un amplio rango de a, variando las proporciones relativas de
agua y humectante (Loncin y col., 1965; Eichner y Karel, 1972).
Como en estos sistemas ni la viscosidad ni la disoluci6n de reac-
tivos son factores limitantes, ocurre una gradual disminucién de
la velocidad de reaccién al aumentar la proporcién de agua (Figura
2) ya que el agua es un producto de la reaccidén (reacciones de des-
hidratacién) y tiene un efecto inhibitorio sobre la misma.

Petriella y col. (1985) observaron la baja influencia
de la actividad de agua en la velocidad de desarrollo de color por

reacciones de pardeamiento en el rango 0,90-0,95 de a, lo cual es
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consecggncia de la forma asintética de la curva mencionada (Figura
2) en esa regidén de actividades de agua. Debido a esto, en el pre-
sente trabajo, todos los andlisis fueron efectuados a un nivel de
a, de 0,90, con la certeza de que los resultados serdn aplicables

en el rango 0,90-0,95.

2.2.4. Mezclas reguladoras de pH ("Buffers")

Si la solucidén no est8 regulada ocurre una disminucién
del pH durante el transcurso de las reacciones de pardeamiento. En
el caso de caramelizacién esto se debe a los compuestos de natura-
leza acida que se forman, y en.el caso de la reaccién de Maillard,
a este efecto se suma el producido por la remocién del grupo amino
bdsico. El resultado de esa disminucién de pH es una autoinhibi-
cién.

Saunders y Jervis (1966) senalaron que en condiciones
levemente alcalinas los "buffers" reducen la cafida de pH causada
por productos de reaccién de naturaleza &cida, colaborando para
mantener el pH en un nivel en el cual la reaccifn es m&s répida,
pero en condiciones &cidas el cambio de pH es relativamente peque-
Ao y no es tan sensible al efecto de las mezclas regquladoras.

Como una mezcla reguladora es por definicién un siste-

ma dcido-base, en el caso de las reacciones de caramelizacibn la
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accién_gceleradora de un "buffer" se explica porque éstas son ca-
talizadas tanto por &dcidos como por bases. En el caso de la reac-
cidén de Maillard, adem8s de este importante efecto catalftico, es-
td el efecto de evitar el descenso de pH producido por la remocién
del grupo amino bdsico. Esto esti de acuerdo con los resultados de
Hodge,(l§é3) que concluy6 que los &dcidos orgdnicos y sus sales
promueven la enolizacién de los azilcares.

Este efecto acelerador del pardeamiento de los siste-
mas "buffer", es importante debido a gque en muchos alimentos se
encuentran iones tales como citrato, fosfato o malato, que tienen
un demostrado efecto catalitico (Bobbio y col., 1973; Hodge, 1953).
Ademd&s hay que tener en cuenta.que las distintas sales tienen dis-
tintos efectos cataliticos, y por lo tanto la velocidad de pardea-
miento dependerd no s6lo del pH al cual esté regulada la solucién,
sino de la mezcla de sales, dcidos o bases que se haya utilizado

para ello (Saunders y Jervis, 1966; Bobbio y col., 1973).
2.2.5. Azficares

Cuando un azlcar se disuelve en agua, se establece un
equilibrio entre las formas iénicas y solvatadas de las forma ci-
clicas (piranosa o furanosa) y formas aciclicas del azGcar que son

las reactivas. El comportamiento subsecuente del azicar depende
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en gran manera de la posicidén de este equilibrio y la velocidad
con que las distintas formas se interconvierten.

Isbell y col. (1969) sugirieron que en la reaccién de
mutarrotacién (pasaje de forma a a B) el anillo del aziicar se abre
momentidneamente formando un intermediario aciclico, de conforma-
cidén similar a la del azdcar del que proviene, seguido por la for-
macién de un enediol, que es un compuesto muy activo en las reac-
ciones siguientes, que conducen a la formacién de sustancias colo-
readas. Como los cambios estructurales iniciales son importantes
para el desarrollo de las reacciones que llevarédn a la formacidn
de estas sustancias,varios autores buscaron correlaciones entre la
reactividad de los azlcares y la proporcién de forma aciclica, ve-
locidad de mutarrotacidén (Traitteur, 1951), o proporcién de forma
aldehidica (Cantor y Peniston, 1940; Katchalsky, 1941; Burton y Mc
Weeny, 1963).

Existe una regla general y es que las pentosas son m4s
reactivas que las hexosas y éstas m8is reactivas que los disac&ri-
dos reductores (Shallenberger y Birch, 1975; Mauron, 1981). Los di-
sacdridos no reductores deben primero hidrolizarse y se consideran
menos reactivos. Pocos autores hay definido todas las condiciones
a las que trabajaron, por lo tanto estas afirmaciones tienen un
valor meramente orientativo y puede haber alguna alteracién en el

orden establecido al variar las condiciones de pH, temperatura,
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a, y/o al cambiar la concentracién de los reactivos (Shallenberger

y Birch, 1975).

2.2.6. Amino compuestos

En presencia de amoniaco o de aminas primarias o secun-
darias, el pardeamiento de azlcares reductores se acelera. Las al-
dosas o cetosas reaccionan con estos compuestos para formar glico-
silaminas, y esta reaccién es reversible (Reynolds, 1963). Si hay
presente un catalizador &cido-base ocurre un reordenamiento (lla-
mado de Amadori, si se trata de una aldosa y de Heyns, si se trata
de una cetosa), andlogo a la enolizacidén o isomerizacién de un azi-
car no sustituido.

Si estd presente un aminodcido, o un péptido, actfian
tanto de fuente de amina como de catalizador &cido y el reordena-
miento se produce inmediatamente (Shallenberger y Birch, 1975;
Reynolds, 1970).

En resumen, la funcién de un amino-compuesto seria es-
tabilizar o retener al azGcar en su conformacién de intermediario
seudo-aciclico (mencionado en el punto 2.2.5.), que es el necesario
para que tengan lugar las reacciones que llevan a la formacién de
macromoléculas coloreadas.

El esquema de la Figura 3 muestra algunos de los caminos
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posibles que conducen la reaccién de un azficar (aldosa) y un compues
to amino a melanoidinas (Hodge, 1953).

De igual manera que la posibilidad de producir pardea-
miento o de reaccionar con amino-compuestos varia considerablemente
con el azdcar usado, &stos Gltimos también difieren en la facilidad
con que reaccicnan con un determinado azicar.

A partir de un estudio de pardeamiento de varios amino-
dcidos con glucosa (a 60°C), Beacham y Dull (1951) concluyeron que
el grado de pardeamiento era proporcional a la fuerza basica del
aminodcido, pero Ashoor y Zent (1984) observaron que esta afirma-
cibn no es siempre védlida ya que el aminodcido neutro glicina da
una intensidad de pardeamiento similar a la del amino&cido bé&sico
L-lisina y mucho mayor pardeamiento que el producido por el amino-
dcido bdsico L-arginina, a pH entre 6 y 12, a 121°C y tanto en pre
sencia de glucosa como de fructosao lactosa; por lo tanto, la basi-
cidad del amino-compuesto es s6lo uno de los muchos factores que
afectan el pardeamiento.

Aunque se considera que los péptidos son unos de los
mids importantes compuestos potencialmente generadores de pardeamien-
to (Okuhara y col., 1970, 1971), los estudios de la reaccién de Mai-
llard se han centrado en aminodcidos, aminas o proteinas pero no en
péptidos (Chuyen y col., 1973; Hashiba, 1975). En productos tales

como salsa de soja, en los que el pardeamiento se produce con mucha



facilidad, justamente se atribuye a la presencia de ciertos pépti-
dos la alta velocidad de desarrollo de colores oscuros. (Hashiba,
1975).

El pardeamiento de sistemas que contienen péptidos y com-
puestos carbonilicos tiene un significado especial en el &rea ali-
mentaria ya que tanto los péptidos naturales como hidrolizados de

proteinas estan ampliamente distribuidos en alimentos.

2.3. Evaluacién del grado de pardeamiento

Desde que Maillard, en 1912 estudié las reacciones que
tienen lugar entre los grupos amino de aminodcidos, péptidos o pro-
teinas y los grupos carbonilo de azlcares reductores, diversos auto-
res trataron de interpretar los mecanismos, debido a sus importan-
tes aplicaciones en fisiologia o en el &rea de preservacién de ali-
mentos.

Los resultados de Maillard no fueron estrictamente cuanti-
tativos, ya que &l basé sus datos en observaciones visuales. A par-
tir de sus publicaciones se obtuvieron datos mds precisos sobre la
reactividad relativa de varios azlcares y aminodcidos, pero el méto-
do usado para medir el grado de avance puede tener un efecto impor-

tante sobre el resultado.
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Ademds, gran cantidad de bibliografia concerniente a la
cinética de la reaccién y sus mecanismos es contradictoria debido
a las diferentes condiciones de acidez, temperatura, a, Y concen-
traciones empleadas por los distintos investigaaores.

.uEl grado de avance de la reaccién que conduce a pardea-
miento fue seguido de diversas maneras y en distintas etapas de la
misma, desde las iniciales, en que las soluciones son todavia in-
coloras, hasta las finales, en las que se determina directamente el
grado de pardeamiento por la evolucién de color o la pérdida de
transmitancia.

Los resultados obtenidos en las distintas etapas o por
distintos métodos pueden estar correlacionados o no, segln las ca-
racteristicas a determinar.

Los métodos utilizados por los diversos autores que serén
citados en este trabajo son s8lo algunos ejeméi;s de los muchos que
es posible hallar en literatura.

a) Etapas iniciales de la reacciédn.
Cantor y Peniston (1940); Delahay y Strassner (1952) y Overend
y col. (1961), estudiaron la cinética de la transicién de la for-
ma hemiacetdlica a la forma aciclica de varias aldosas, por mé-
todos polarimétricos utilizando un electrodo de mercurio.
Stepanenko y Serdyus (1950) determinaron las cantidades relati-

vas de forma aldehidica de varios azGcares con el reactivo de
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Schiff.

Como al formarse la base de Schiff en la reaccién de una
aldosa con un aminodcido aumenta la acidez porque disminuye la
concentracién de grupos amino, y ademds la base de Schiff es un
dcido m&s fuerte que el correspondiente aminodcido,se desarrolla-
ron algunos métodos basados en la determinacién del aumento de
acidez. Frankel y Katchalsky (1937, 1938, 1941 a y b), utiliza-
ron un método potenciométrico para seguir el mencionado cambio
de pH y en 1953 Katchalsky y Sharon midieron el curso de esta
reaccidén por la cantidad de &dlcali que era necesario agregar a
una solucién de azlcar y aminodcido para mantener el pH constan-
te. Lingnert y Eriksson (1980) correlacionaron la disminucién
de pH con el aumento de absorbancia a 490 nm.

Haugaard y col. (1951) y Haugaard y Tumerman (1956) des-
cribieron un método en el que determinaban los cambios de ni-
trégeno soluble en una solucidén de aldosa saturada con un amino-
&cido, en equilibrio con cristales del aminodcido en exceso. A
medida que el aminodcido se combinaba con el azGcar se disolvia
una porcién nueva de aminodcido. En consecuencia, la velocidad
con que aumentaba el nitr6geno soluble en estos sistemas fue
una técnica adecuada para estudiar la cinética de la reaccidn.

Isbell y col. (1969) para estudiar la velocidad de eno-

lizacién de azlcares en medio alcalino, midieron la incorpora-
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cién de tritio a las moléculas de azdcar, llevando a cabo la
reaé;ién en agua tritiada. La incorporacién de tritio depende
de la velocidad a la cual el enediol se forma y se convierte en
productos que contienen tritio.

Otra forma de conocer el grado en que avanza una reaccién
es a través de la determinacién de la velocidad con que desapa-
recen los reactivos.

Se han aPligsado numerosas metodologias que utilizan cro-
matografia en placa (Spark, 1969), mé&todos enzimdticos (Lingnert
y Eriksson, 1980), analizador de aminodcidos (Hashiba, 1982;
Talley y Eppley, 1985), cromatografia en fase gaseosa (Cerrutti,
1985; Wolfrom y col., 1974; Kato y col., 1982),cromatografia
liquida de alta presién (Mc Ginnis y col., 1984).

Concentracién de intermediarios

Se les da el nombre de intermediarios-a compuestos que se
forman durante la descomposicién de az@icares y no son colorea-
dos, pero se polimerizan f&cilmente para dar macromoléculas de
pigmentacién marrén. Entre estos compuestos se encuentra el
5-hidroximetilfurfural que se forma en las reacciones gque ocu-
rren en medio &cido. Generalmente se determina por su banda de
absorcifén caracteristica en el ultravioleta (alrededor de 280
nm) (Scallet y Gardner, 1945; Singh y col., 1948; Song y

Chichester, 1966; Kato y col., 1969; Resnik y Chirife, 1979)
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aunque puede determinarse por cromatograffa liquida de alta pre-
siéﬂi(Sallenberger y Mattick, 1983).

Otros intermediarios, que se forman en solventes no acuo-
sos 0 en medios deshidratados, se llaman "reductonas“. Tienen
la estructura de la reductona, HOCH2COCHO y son fuertes agen-
tes reductores. Es probable que tengan la estructura del furfu-
ral pero abierta (Hodge, 1953). Ledl y col. (1983) y Kito y col.
(1981) determinaron la concentracién de reductonas a través de
reacciones basadas en su poder reductor.

Hashiba (1982) determinS que el poder reductor (reaccién
con ferrocianuro) era proporcional a la intensidad de pardea-
miento.

También existen intermediarios fluorescentes, que contie-
nen sistemas cromofdSricos con seis electrones 1.

Muchos autores llevaron a cabo mediciones de fluorescen-

cia durante las reacciones de pardeamiento (Burton y col., 1963;

Chio y Tappel, 1969).

Medicién del grado de pardeamiento

El efecto visual conocido como "pardeamiento" es causado
por absorciones selectivas espectrales.

Durante mucho tiempo fueron los métodos puramente subje-

tivos (comparacidén visual) los Gnicos empleados para determinar
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el grado de pardeamiento de productos alimenticios.

B Con el avance de la instrumentacién, se intenté evaluar
dicha sensacifén con algQin pardmetro cuantificable,desde la me-
dicién de absorbancia en una o m&s longitudes de onda a la me-
dicién completa de la transmisién/reflexién de la muestra en to-
do el -ambito visible (380-770 nm) y la posterior evaluacién
del color observado en términos de algdn sistema aceptado inter-
nacionalmente.

La variable m&s frecuentemente usada para medir el desa-
rrollo de reacciones de pardeamiento no enzim&tico en alimentos
o sistemas modelo es la densidad Sptica de las soluciones par-
deadas a una longitud de onda particular (generalmente entre
390-500 nm) (Ellis, 1959; Lee y col., 1979; Reyes y col.,
1982; Rooney y col., 1967).

Sin embargo, la absorbancia de estas.soluciones pardea-
das no puede ser considerada una medida correcta del grado de
reaccién, debido a que la absorbancia depende de los coeficien-
tes de extincién de los distintos polimeros, y puede aumentar
sin que haya formacién de pigmento, por un incremento en las
insaturaciones y conjugaciones (Spark, 1969).

Por otro lado, para el mismo grado de pardeamiento (vi-
sual) la absorbancia a una longitud de onda fija puede diferir

debido por ejemplo a la presencia de alguna sustancia que al-
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tere la curva de transmitancia espectral (Spark, 1969).

Si el efecto visual es el que se desea evaluar, ya que
el mismo se correlaciona con la pérdida de aceptabilidad, una
medicién del color convencional, puede ser representativa del
fenémeno que se quiere estudiar. Esta medicién se realiza con
un instrumento que cubre todo el &mbito visible (380-770 nm) y
que tiene una sensibilidad parecida a la del ojo humano. Esto
no implica desechar la posibilidad de que algin pardmetro fisi-
co relacionado con la absorcién/transmisién/reflectancia espec-
tral de la muestra pueda ser conveniente para describir indirec-

tamente el pardeamiento.

Medida cuantitativa del color

De los sistemas propuestos para la especificacién del co-
lor el mds difundido universalmente es el de la CIE (Comisién In-
ternationale de 1l'Eclairage) en el cual el color es indicado por
tres variables, X, Y, 2 conocidas como los valores triestimulo y
que representan a tres colores primarios imaginarios (Lozano, 1978).

En la especificacién de un color es necesario considerar:
a) el factor de transmitancia o reflectancia espectral, b) la dis-
tribucién energética de la luz incidente o iluminante y c¢) el ané-

lisis por el sistema visual de acuerdo con los tres primarios ele-
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gidos.

El factor de transmitancia o reflectancia espectral se
obtiene mediante un espectrofotémetro. La distribucién energética
de diversos iluminantes es conocida. El llamado iluminante C (CIE),
por ejemplo, tiene una distribucién energética similar a la luz
blanca solar. Los primarios elegidos por la CIE son tres colores
imaginarios, definidos por razones de conveniencia a partir del re-
sultado de experiencias realizadas con colores primarios reales
y diversos observadores.

Del producto del factor de transmitancia o reflectancia
espectral por la distribucién energética del iluminante se obtiene
la intensidad de la radiacién que recibirfa un observador a cada
longitud de onda. Luego, este valor es multiplicado por la contri-
bucién de cada primario, para finalmente integrar y obtener los va-
lores triestimulos X, Y, 2.

En los espectrofotémetros modernos este cdlculo se hace
autom&ticamente mediante un sistema de computacién acoplado al ins-
trumento. Asi el color queda determinado en un espacio tridimensio-
nal de coordenadas X, Y, 2.

La forma habitual de representacién del color es a través

de las llamadas coordenadas cromdticas, x e y definidas:
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El color definido por x, y se representa en el diagrama
cromdtico CIE donde s6lo tiene lugar la cromaticidad del color en
cuestién. Para que la especificacién del color sea completa es ne-
cesario agregar el valor de Y que por sus caracteristicas de cédlcu-
lo representa la propiedad de reflejar m&s o menos luz y es conoci-
do como la luminosidad o la claridad del color.

En la Figura 4 estd representado el llamado diagrama cro-
matico CIE, en el que se delimita el plano de las coordenadas cro-
mdticas con la linea de los célores espectrales, cerrada por una
linea recta que une los extremeos del espectro visible, conocida co-
mo linea de pflirpuras (Lozano, 1978).

La nomenclatura de las distintas &reas involucradas

propuesta por Kelly (1943).

Evaluaci6n de las diferencias crom&ticas

La diferencia entre dos colores (AE) viene dada por la

ecuacién de la distancia entre dos puntos del espacio:

E = [(0x)2 + (ay)2 + (az)2)7%
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Figura 4: Diagrama de cromaticidades (Kelly, 1943) y curva de
desplazamiento cromdtico para pardeamiento no enzimé-
tico (I; Buera y col., 1986). (Los nimeros del borde
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La diferencia de color asi calculada no suele ser de f4&-
cil aplicacién para estimar la diferencia entre dos colores debido
a que el espacio CIE no es homogéneo (distancias iguales no suelen
representar diferencias de color iguales en la percepcidén por el
o0jo humano).

-WPara subsanar este problema se han desarrollado una serie
de transformaciones del espacio CIE que permiten obtener mejores
resultados en la evaluacidén de la diferencia de color. Asi surgen
las transformaciones CIELAB y CIELUV (Lozano, 1979). El1 CIELUV es
una transformacién lineal del espacio cromdtico CIE. En cambio, 1li-
neas rectas en el espacio CIE corresponden a lineas curvas en el
espacio CIELAB. .

Dentro de estos nuevos espacios es posible a su vez defi-
nir otras funciones, que pueden ser indicativas de determinados
atributos del color, como la saturacién y el tono (Hunt, 1977).

Tono es el atributo que adjudica al color una cualidad
que se define como rojo, verde, azul, etc.

Saturacién es el atributo que, fijado el tono, describe
al color por su similitud con un color espectral puro, cuanto m&s
parecido a éste, tanto mds saturado.

A la propiedad psicolSgica tono le corresponde la propie-
dad psicofisica longitud de onda dominante. Esta se obtiene grafi-

camente, conocidas las coordenadas crométicas del color, uniendo
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el punto que las representa con el punto correspondiente a las coor
denadas crométicas del iluminante, prolongando esta recta hasta que
corte la linea de los colores espectrales; el punto en que la corta
representa la longitud de onda dominante.

Pureza es la propiedad psicofisica que corresponde a la
propiedad psicolégica saturacién.

Si el color esté@ situado sobre la linea de colores expec-
trales, su pureza es 1.

Se puede calcular la pureza de un color como:

X - X

Donde:
X = coordenada cromdtica del color
X, = coordenada crom&tica de la fuente
xp = coordenada cromdtica del color puro espectral

A partir del andlisis de muestras de diferente composi-
cién, tratadas térmicamente bajo diferentes condiciones (a tempe-
raturas entre 35 y 65°C), Buera y col. (1986) determinaron la cur-
va que describe el desplazamiento cromdtico que experimentan las

soluciones que se someten a pardeamiento. Dicha curva (I) estd re-
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presentada en la Figura 4. Desde el tiempo cero de tratamiento tér-
mico, en que las soluciones son transparentes e incoloras, van in-
crementando su coloracifén a medida que avanza el tiempo de trata-
miento térmico, hacia la zona del rojo. Eliminando los puntos que
corresponden a soluciones transparentes, (cuya pureza es menor gque
0,1), y los que son demasiado oscuros, (de pureza mayor que 0,9),
se puede determinar que el color marrén relacionado con las reac-
ciones de pardeamiento no enzimdtico es un color cuya longitud de
onda dominante estd entre 573 y 580 nm, y el trapezoide delimita-
do por estas caracteristicas contiene la curva que describe al fe-
némeno. Cualquier punto que caiga dentro de ese trapezoide perte-
necerd a una muestra de color pardo.

Por lo tanto conociendo esta curva de cromaticidad, es
posible hallar un indice de pureza, y la funcién correspondiente,
saturacién, es adecuada para el seguimiento del color en este tipo

de sistemas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

De todas las variables que afectan el desarrollo de las
reacciones de pardeamiento, una muy importante es la composicién
del sistema. Teniendo en cuenta esto, se partié de soluciones en
las que la formacién de color es debida Ginicamente a interacciones
entre un azlicar y el medio "buffer" en que se encuentra y luego se
fueron adicionando compuestos que podrian afectar dichas reacciones
(glicina, péptidos de glicina, sorbato de potasio), para estudiar
la incidencia relativa de cada uno de ellos.

Esquematicamente, sobre un sistema base formado por
"buffer" fosfato 0,35M y NaCl para ajustar la actividad de agua a
0,90, los sistemas a analizar fueron, en orden creciente de comple-

jidad:

a) Distintos azflcares
b) Distintos azlicares + glicina
¢c) Glucosa + péptidos de glicina

d) Glucosa + glicina + sorbato de potasio

3.1. Preparacidén de los sistemas modelo

Los reactivos se disolvieron en agua destilada y las so-
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luciones se hicieron llevando a volumen en matraces aforados. Para
evitar los cambios de pH que se producen durante el transcurso de
la reaccién (seccibén 2.2.4.) se utilizaron mezclas reguladoras
("buffers") de concentracién 0,35M en fosfatos, con cantidades va-
riables de KH2PO4 Y Na2HP04.2H20, seglin el pH requerido. Si bien
las canti&ades relativas de estas sales pueden ser determinadas
por cdlculo a partir de las constantes de equilibrio, la alta fuer
za ib6nica debido al agregado de NaCl (para ajustar la aw) hace que
el pH obtenido difiera del teSrico, por lo que dichas cantidades
fueron determinadas experimentalmente por Petriella (1983). El
ajuste final de pH se realizé con NaOH o HCl. En la Tabla 1 se in-

dica la composicién de los sistemas base. Para la determinacién de

pH se empleS un pH-metro Altronix modelo TMX.

Sistemas modelo

a) Para el estudio de la reactividad de azlicares en ausencia de

grupos amino (caramelizacién)

AZUCAR (0,27M) g/l de solucién
al glucosa (PM = 180) 49,36
a2 fructosa (PM = 180) 49,36
a3 sacarosa (PM = 342) 93,78

/17



-40-

Tabla 1

Composicién de los sistemas base

pH 2.85 4.0 5.0 6.0  7.75
KH, PO, (g/1) 50,0 47,0 38,4 19,9 1,0
Na,HPO . 2H,0 (g/1) 0,6 2,0 12,1 36,6 60,0

NaCl (g/1l) 120,0 120,0 120,0 120,0 120,0




a4 _ lactosa (monohidrato) 98,80

(PM = 360)

as maltosa (monohidrato) 98,80
(PM = 360)

a6 xilosa (PM = 150) 41,12

b) Para el estudio de la reaccién azdcar-glicina

AZUCAR 0,27 M (igual que en la parte a)

GLICINA (PM = 75,07) 0,067 M 5,15 g/1 solucién

c) Para el estudio de la interaccién de glucosa con glicina o pép-

tidos

Glucosa 0,27 M
Glicina o péptidos 0,067 M
Glicina (PM = 75,07)
Diglicina (PM = 132)

Triglicina (PM = 189)

En algunos ensayos se varié la concentracién del compues-

to nitrogenado para estudiar el efecto de la concentracién ani6-
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nica. Se trabaj6é con una concentracién de la forma aniénica del
aminodcido o péptido, de 1,671x10-5M, que corresponde a las si-

guientes concentraciones

pH Glicina Diglicina Triglicina
5 6,7x10_1M 2,3x10’2M 1,4x10‘2M
6 6,66x10 °M  2,27x10°°M  1,378x10 °M

d) Para el estudio del efecto del agregado de sorbato de potasio
en la cinética de formaci6n de color se agregS al sistema base
glucosa (0,27M), glicina (0,067M) y sorbato de potasio desde

1 g/1 hasta 3 g/1.

Las cantidades relativas azlcar (0,27M); compuesto nitro-
genado (0,067M) coresponde a una relacién 4:1 que es cercana a la
hallada en algunos jugos de fruta para azlGcares reductores: amino-
dcidos libres (Wolfrom y col., 1974), y, por otro lado la concen-
tracifén de azlcares utilizada se encuentra en el rango de la con-
centracifén de azGcares reductores en frutas, que oscila entre un 5

y un 10% (Paz y col., 1982).
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Ajuste de la actividad de agua

Se utilizé NaCl (agente humectante) para producir la re-
duccién de actividad de agua hasta 0,90.
La cantidad utilizada (120 g/l1) fue hallada partiendo de

la ecuacién de Ross (1975):

actividad de agua de la solucibn

[}
Il

actividad de agua de cada componente calculada como si estu-

V]
]

viera solo en la solucién

El valor de a, se obtiene de graficos y tablas en los
que la a, viene expresad; en funcién del porcentaje en peso del
compuesto (Ferro Fontén y col., 1979). La cantidad de NaCl se obtu-
vo despejando la a, vy usando la tabla correspondiente.

i

Medici6n de la actividad de agua

Las mediciones fueron realizadas usando un higrémetro
eléctrico Vaisala Humicap (HMI 33), de la firma Vaisala Oy (PL 26

SF-00421, Helsinski 42, Finland), con sensor modificado por Driesen
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y Kern (Post fach 1126, 2000 Tangstedt, West Germany) con un error
de medi;ién de : 0,005 a s de acuerdo con el procedimiento descrip-
to por Favetto y col. (1983).

Se calibra el higrémetro en el rango a usar con solucio-
nes salinas saturadas de a, conocida a 25°C. Se obtiene una recta
de calibracién por cuadrados minimos, con la cual se convierten los
datos leidos en la a, de las muestras.

Los valores de referencia de a, de las soluciones satura-

das a 25°C empleadas, se detallan a continuacién (Chirife y col.,

1983).

Sal a, (25°C)
(NH4)ZSO4 0,801
KC1 0,843
BaCl2 0,902
KNO 4 0,926
K2804 0,972

Las mediciones se realizaron en estufa de circulacién

forzada de aire (G.C.A. Corporation, U.S.A.).
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Reactivos utilizados

D-glucosa, D-fructosa, sacarosa, D-xilosa, lactosa, mal-

tosa y &cido s6rbico de la firma Mallinckrodt, calidad analfitica.
Na2HP04.2H20, KH2P04
..Glicina, diglicina y triglicina de Sigma Chemical Co.

y NaCl, de la firma Merck.

3.2. Tratamiento térmico

Las soluciones se envasaron en frascos cilindricos de po-
lietileno de alta densidad, dé 20 ml de capacidad.

Se colocd en cada frasquito la misma cantidad de muestra
(18 ml) para que la cdmara de aire en la parte superior (espacio
cabeza) fuera semejante.

Se almacenaron las soluciones envasaggs a temperaturas de
45, 55, 60 y 65°C durante distintos periodos de tiempo.

Para evitar gradientes de temperatura dentro de las estu-
fas donde se realiz6 el tratamiento, se utilizaron sistemas con cir-
culacién forzada de aire (Lab-line modelo Imperial III, Lab-line
Instruments, Inc., Melrose Park, Ill; Longhi Hnos. modelo DBO;
Memmert 854 Schabach, W. Germany) con un control de temperaturas de
I o,s°c.

Después del tratamiento térmico se retiraron las muestras
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y se mantuvieron a ~20°C para detener las reacciones de deterioro

hasta el momento de su anilisis.

3.3. Método de medicién del color

Esgéétrofotémetro

Se utilizd un espectrofotdémetro de la firma Carl Zeiss,
modelo DMC25, que consta de doble haz y esfera integradora. Dife-
rentes salidas laterales de esta Ultima permiten la ubicacién de
la muestra, el patré6n de referencia y el fototubo detector.

El equipo puede adap&arse a diferentes tipos de muestras
y eventualmente, a mediciones en el ultravioleta o infrarrojo. Per-
mite, a su vez mediciones por transmisién o reflexién (con o sin
componente especular). A su vez, tiene dos posibilidades de ilumi-
nacién: monocromdtica o policromdtica, con ajuste automitico de an-
cho de banda (2,5, 5 y 10 nm).

En el presente trabajo se mididé el factor de transmitan-
cia espectral en el &mbito visible (730-380 nm) utilizando ilumina-
cién monocromdtica. La fuente luminosa para mediciones en el espec-
tro visible es una lampara de tungsteno y el monocromador estd com-
puesto por un sistema doble de prismas.

A partir del valor de la transmitancia espectral a cier-
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tas longitudes de onda seleccionadas (treinta en total), un siste-
ma acoplado de integracién triestimulo (Davidson y Hemmendinger
Inc., Tatamy, P.A.), calcula los valores triestimulo X, Y y Z para

distintos iluminantes CIE (Lozano, 1978).

Técnica

Las soluciones a medir se colocaron en cubetas de 10 mm.
de ancho, especiamente disenadaspara muestras liquidas (Petriella,
1983) . La cubeta se coloca dentro del aparato en forma tal que el
haz de luz monocromatica la atraviese antes de penetrar en la es-

fera integradora.

Estimacién del error de la medicién de color

La diferencia entre dos mediciones de color sucesivas pa-
ra la misma muestra es muy baja (alrededor del 0.1%).

Esta diferencia es mayor para mediciones después de cali-
braciones sucesivas (Petriella, 1983). Sin embargo, si se mide to-
da una serie de muestras (corrida) después de una calibracién, dis-
minuye este error. Adem8s, el hecho de referir la variacién de co-
lor a la muestra sin tratamiento térmico disminuye el error que se

pueda cometer en la calibracién.
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Se calculé el error a partir de diez determinaciones suce-
sivas para la misma muestra, con una calibracién previa y otra in-
termedia. Se obtuvo la desviacién esté&ndar. para los valores tries-
timulo y luego con el factor t (para un grado de libertad) se hallé
el error absoluto para un intervalo de confianza del 95%.

Para una muestra con un grado de pardeamiento intermedio,
el error estimado fue del 1% para el valor triestimulo X y del 3%
para los valores triestimulo Y y 2.

3.4. Determinacién del grado de hidr6lisis de sacarosa

Para interpretar los resultados obtenidos en las muestras
que contenian sacarosa, fue necesario hacer consideraciones acerca
de la hidré6lisis que pudiera sufrir este azlicar durante el trata-
miento térmico. La cuantificacién de la hidr6lisis se realiz6 me-
diante cromatografia gas-liquido de los derivados trimetilsililéte-
res de sacarosa y los productos glucosa y fructosa. Se utilizé el
procedimiento de derivacién de Brobst y Lott (1966), con adicién

de fenil-B-D-glucopiranSsido como estandar interno.

Preparacién de la muestra

Este paso tiene por objeto eliminar productos del pardea-
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miento, &cidos orgénicos y otras moléculas ifénicas que pueden in-
terferir en el andlisis. Se realiz6 de acuerdo con el procedimien-
to de Heatherbell (1974).

Se colocaron 2 ml de la solucidén a ensayar por duplicado
en tubos de 20 cm3 con tapa de teflén. Se agreg6 a cada tubo 0,5 ml
de solucién saturada filtrada de acetato de plomo y 8 ml de alcohol.
Se agit6 con varillas y luego se lavaron éstas con 2 ml de alcohol.
Se centrifugé a 2000 rpm durante 10 minutos.

Los sobrenadantes claros se decantaron en matraces afora-
dos de 25 ml. Los residuos se lavaron 2 veces con prociones de 4
ml de alcohol y se centrifugé cada vez 10 min a 2000 rpm. Los li-
quidos de lavado se reunieron en los matraces de 25 ml y se lleva-
ron a volumen con etanol 80%. Alicuotas de estas soluciones se co-
locaron en tubos de 10 ml con tapa para la preparacién de los de-
rivados de los azlcares.

Simult&neamente se prepard una solucién de 6 mg/ml de fe-
nil-B-D-glucopiranésido en etanol 80% y se agregé 1 ml de esta so-
lucién a cada tubo como estdndar interno A

Para la obtencién de los factores de respuesta del detec-
tor se prepar$ una solucién que contenia fenil-g-D-glucopiranésido,
glucosa y fructosa (5 mg de cada uno) y 9 mg de sacarosa (pesados
con una precisién de 0,1 mg), 1 ml de solucién del estdndar interno

y 2 ml de alcohol B
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Se concentraron las soluciones A y B en evaporador rotatorio
en bano Maria a 60°C y los restos de humedad se eliminaron en una

estufa de vacfo en 30 minutos a 60°C.

Derivati zacidén

La derivatizacifn de azicares es un requisito previo al an&li-
sis por cromatograffa gas-lfquido debido a la naturaleza polar y a
la no volatilidad de los mismos. El andlisis de los trimetilsililéte-
res (una de las primera técnicas, Sweeley y col.,1963) es generalmen-
te complicado debido a la formacién de miltiples picos causados por
las varias formas anoméricas y estructurales de cada azicar. Esta des-
ventaja se obvia convirtiendo al adzicar en un derivado acfclico an-
tes de la formaci6n del derivado wlatil.

Las oximas se forman en la reaccién del azicar con clorhidrato
de hidroxilamina y los grupos oxhidrilo previamente impedidos esté&-
ricamente, quedan mejor dispuestos para la trimetilsislilacién (Stroz,
1979). La piridina es un buen solvente para ambas reacciones y, ade-
mds, por ser un aceptor de protones desplaza le reaccién. El trime-
tilsilil derivado del estdndar interno (fenil- ? -D-glucopiranSsido)

se eluye en una posicién en la gque no se detecta aningdn otro
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azlcar presente, y esto, sumado a su adecuado factor de respuesta
lo hace conveniente como patrén.

Se prepararon los trimetilsililderivados de acuerdo con el
procedimiento de Brobst y Lott (1966).

Luego del secado, a cada tubo se agreg6 1 ml de una solu-
cién de ﬁaNHz.ClH (Clorhidrato de hidroxilamina en piridina (25 mg/
ml))y se colocaron 30 minutos en bano a 70°C. Después se dejaron
enfriar y se agreg6 a cada tubo 1 ml de hexametildisilazano. Se
agitd y se agregb cuidadosamente por las paredes 0,1 ml de &cido
trifluoracético. Se tapé y agitd durante 1 minuto. Se dejaron los

tubos en reposo 30 minutos. Luego se decantaron y cromatografiaron.

Reactivos utilizados

Acetato de plomo: Mallinckrodt

Etanol de grado analitico (Cicarelli)
Fenil-B-D-glucopiranfésido: Sigma Chem. Co.
HONHZ.HCl: Mallinckrodt

Piridina: Merck

Hexametildizilano Merck

Acido trifluoracético: Merck
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Cromatograffa

Se utilizé un cromat6grafo Hewlett Packard modelo 5840A,
equipado con una columna de vidrio de 6 pies (1,83 m) de largo y
1/8 de pulgada (0,3 cm) de didmetro interno, con una fase fija de
OovV17 2% ésbre Chromosorb W (malla 100-120) como soporte.

Se utilizé N2 como gas transportador y un detector de io-
nizacibén con llama de hidrégeno.

El aparato consta de un integrador automitico de datos.

Para la inyeccién de las muestras se utilizé una jeringa

Hamilton de 10 microlitros.

Condiciones de la corrida

Flujo de N 30 ml/min

2

~ Flujo de H 30 ml/min

2
- Flujo de aire 60 ml/min

- Temperatura del inyector: 325°C

- Temperatura del detector: 325°C

- Temperatura del horno: Programada para aumentar de 150 a 300°C

a una velocidad de 6°C/min.

- Volumen de inyeccifén =1 microlitro
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3.5. Anilisis de la descomposicién de péptidos por cromatografia

en capa delgada

La cromatografia en placa delgada generalmente se aconse-
ja para separar sustancias lipofflicas y para los compuestos hidro-
filicos,>;omo aminodcidos o péptidos, se sugiere desarrollar croma-
grafia en papel.

Sin embargo, la sflica gel o la celulosa pueden contener
un considerable contenido de agua y de esta forma son soportes tam-
bién adecuados para éstos Gltimos (Stahl, 1965). Como hay una simi-
litud bdsica entre ambos métodos, se pueden utilizar los solventes,
reveladores y métodos de prepaéacién de muestras que se publicaron
para cromatografia en papel.

Se probaron ambas técnicas, utilizando papel Whatman N° 1
en el caso de cromatograffa en papel y sflica gel G analitica de
250 um de porosidad, comprobdndose que por este segundo método se
obtenia menor difusi6n de las muestras sembradas, lo que redundaba
en una mayor nitidez, adem8s de requerir menor tiempo, con lo que
se decidié adoptar la té&cnica de cromatografia en capa delgada.

Para muchos de los solventes normalmente usados en la cro-
matografia de aminodcidos (el mds comGn butanol: acético:agua
4:1:1) glicina (y por lo tanto sus péptidos) dan valores de Rf muy

bajos. Seglin se observa en los grdficos de Stahl (1965) donde se
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muestrajel valor de Rf vs distintos sistemas de solventes, los que
dan Rf méds altos para glicina son etanol-agua 70:30 y, n-propanol-
hidr6xido de amonio 34% 70:30. De ellos se eligié el primero porque
daba mejor resolucién.

Se sembrd 1 ul de cada muestra (5 ug de glicina) y se co-
locaron igs placas por aproximadamente 2 h en una célmara saturada
con el solvente de desarrollo.

Para el revelado de los cromatogramas se utilizé una solu-
cién de ninhidrina al 0,2% en etanol (Patton y Chism, 1951).

Este es el agente revelador mds comin para aminodcidos y
péptidos pequenos. La reaccién se basa en la formacién de un com-
puesto de color azul o violeta.con la mayoria de los amino&cidos
(excepto con prolina e hidroxiprolina que da amarillo).

La minima cantidad requerida de glicina para la deteccién
en la cromatograffa en capa delgada es 0,001 ug (Stahl, 1965).

Resumen de las condiciones de operacién:

Adsorbente: Sifilica Gel G de 250 pym de porosidad, analitica
(sobre soporte de vidrio) Merck Chemical Co.

Solvente de desarrollo: Etanol (Merck)-agua 70:30

Agente revelador: 0,2% Ninhidrina (BDH) en etanol

Materiales: Micropipeta de 1 yul
Cémara de desarrollo de vidrio
Atomizador
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3.6. Determinacién de &cido s&rbico

Para verificar el grado de destruccién de &cido s&rbico
durante el tratamiento térmico de los sistemas, se procedi§ a la
determinacién del mismo en algunas de las muestras.

Para su aislamiento se utilizé el método de destilacién
por arrastre con vapor, previa acidificacién de la muestra, con 1lo
que se desplaza el equilibrio hacia la forma no disociada del &cido
que es vol&atil y se arrastra con el vapor generado en un balén.

Se destilaron 200 ml de cada muestra y se diluyeron con
agua destilada.

La determinacién colorimétrica se realizé con el método
del acido tiobarbitidrico, que forma un pigmento rojo en presencia
de malonaldehido (producto de oxidacidn del &cido sérbico con
K2Cr207).

El método de destilacifén por arrastre y el de la determi-
nacién colorimétrica estdn detallados en AOAC (1980).

La reproducibilidad del método fue determinada por
Gerschenson y col. (1986) y oscila entre 5 y 7% para un nivel de
confianza de 95%. Ademds estos autores descartaron la posibilidad
de interferencias provenientes de la degradacibén de az(cares en la
determinacién de &cido s8rbico, en sistemas de concentracién de

azlGcares mis elevadas que las de este trabajo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cinética de la formacién de color por reacciones de carameli-

zaci6én de diferentes azlcares

Como informaron Petriella y col. (1985) la saturacién mé-
trica (suv) es una funcién de color adecuada para describir los
cambios de coler durante el pardeamiento no enzimdtico. La satura-

cién métrica fue calculada segln la siguiente ecuacién:

Suv = 13[ (u' - uo) o

donde:

B 4X
- X + 15Y + 32

9Y
T X + 15Y + 32

Como valores de referencia u, v v, se utilizaron los co-
rrespondientes al tiempo cero que representa el punto acrom&tico
(Lozano, 1978).

La Figura 5 muestra un grdfico de S,y Como funcién del

tiempo de calentamiento a 55°C para las soluciones de distintos
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azlicares. Puede observarse que tanto a pH = 5 como pH = 6 fructosa
y xilosa muestran la mayor velocidad de desarrollo de color. Por
ejemplo, a pH = 5 una solucién de fructosa alcanza un valor de

Suv de 0,3, que corresponde a una coloracién amarillo-parda, luego
de 85 h de calentamiento, mientras sacarosa necesita 1050 h para
alcanzar el mismo color. Todos los azldcares se pardearon mis répi-
do a pH = 6 que a pH = 5, aunque este aumento de velocidad fue re-
lativamente m5§ importante para glucosa, maltosa y lactosa que para
el resto de los azlicares. En este aspecto, el comportamiento de glu-
cosa es notable: a pH = 5 la formacién de color es despreciable,
pero aumenta sensiblemente a pH = 6.

En la fotograffia de la Figura 6 se observa la diferente
velocidad de pardeamiento que presentan las soluciones de fructosa
y xilosa, seglGn lo visto en la Figura 5. Para el mismo tiempo de
tratamiento térmico, las soluciones que contienen fructosa muestran
un mayor grado de pardeamiento. Esta fotograffa sirve para orientar

sobre los colores que corresponden a los distintos puntos de la

escala de valores de Suv sobre la cual se trabaja.

4.1.1. Modelos cinéticos propuestos

El comportamiento de las funciones de color en funcién
del tiempo de tratamiento térmico se caracteriza por presentar tres

fases: una inicial, en que el crecimiento es lento o casi impercep-
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Figura 6: Aspecto que presentan las soluciones de xilosa y fructosa
de pH = 5, tratadas por distintos periodos de tiempo a

55°C
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tible, luego una fase lineal, en que se puede suponer que el color
aumenta linealmente en funcién del tiempo, y otra final en que la

velocidad de formacién de color disminuye apreciablemente . (Petrie-

lla, 1983).
En la Fiqura 5 se puede observar este comportamiento pa-
ra el sistema gue contenia sacarosa a pH = 6, en que se pueden de-

limitar bien las tres zonas. En el resto de los sistemas no se al-
canz6 la fase ginal, y en algunos la fase inicial fue apreciablef
mente corta (fructosa, xilosa).

A pesar de que para la reaccién de Maillard hay muchos
estudios realizados y se dispone de datos sobre la misma existen
pocas referencias bibliogr&ficas sobre la reaccién de carameliza-
cién a temperaturas moderadas, y menos alin sobre su cinética.

Shallenberger y Mattick (1983) siguieron el curso de la
degradacién de fructosa y glucosa tratadas a 100°C, mediante la
cuantificacién del 5-hidroximetilfurfural que se forma durante la
reaccifén. Concluyeron que se trata de reacciones autocataliticas de
segundo orden y propusieron un modelo complejo, en el que le dieron
expresién aritmética a cada una de las fases mencionadas anterior-
mente. Al segmento de curva inicial, lo caracterizaron por la ex-
presién y = k t2; a la porcién cuasi-lineal, le dieron la forma
y = k /Yt y a la fase final en que la velocidad de formacién de

producto disminuye, y = k 9£.
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Si bien este modelo podria describir la formacién de
color en funcién del tiempo, su aplicacién no resulta de interés
practico ya que: a) la delimitacién entre las distintas zonas no
es nitida y los tiempos de iniciacién de las mismas son variables
para cada curva y b) el modelo supone la existencia de tres cons-
tantes péfa cada curva, y de esta forma los resultados pueden no
ser fécilmente interpretados y es mis dificil manejarlos cuantita-
tivamente.

Varios autores concluyeron que el modelo mds simple pa-
ra la predicién matemdtica del pardeamiento debido a la reaccién
de Maillard es aquel de una reaccién de orden cero (Mizrahi y col.,
1970; Warmbier y col., 1976b; iabuza y Saltmarch, 1980). Un anéa-
lisis de la Figura 5 sugiere que el pardeamiento por caramelizacién
de fructosa, xilosa y también maltosa puede describirse mediante
un modelo de orden cero. Sin embargo, para el résto de los azfca-
res esta aproximacifn describe los datos experimentales s6lo des-
pués del periodo inicial, que es usualmente conocido en literatura
como "periodo lag" y en algunos casos corresponde a un verdadero
periodo lag, en el sentido que el desarrollo de color estd ausen-
te, pero en otros casos existe una cierta formacién a velocidad
creciente (Song y col., 1966).

Petriella y col. (1985) resolvieron en parte este pro-

blema proponiendo un modelo cinético de "orden mixto" para el sis-
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tema glucosa-lisina en el cual la velocidad de formacién de color

estd dada por:

ds
uv _ n
at - X Suy (1)
donde n es el orden de reaccién.
Si se integra (1)
Suv = [(1 - n) k t]l/(l_n) (para n # 1)
- _ 1
y log Swv = T -7 log[ (1 n). k] + Y log t

Graficando log s vs log t, de la pendiente se puede

uv
obtener n.

Se halld que el orden de reaccién n para el pardeamien-
to estaba entre 0 y 1. Puede considerarse que este orden fracciona-
rio es el resultado de dos contribuciones independientes, una co-
rrespondiente a reaccién de orden cero y otra correspondiente a una
reaccién de orden uno.

De acuerdo con la ecuacién (1)
dsuv

Para n = 0 3t = ko (2)

11/



dsuv
- Para n = 1 - roali kl(suv) (3)

Petriella y col. (1985) propusieron que la velocidad de

formacién de color puede ser descripta por:

1 1 1

= ) At ) (4)
dsuv/dt dsuv/dt n=0 dsuv/dt n=1

Reemplazando (2) y (3) en (4),

1 1
Is_7at ~k, Tk s (3)

1 Tuv
Para encontrar una ecuacifn que permita representar ma-
temdticamente el comportamiento de los datos experimentales , la

eucacién (5) se reordené de la siguiente manera:

dt

ds
uv

+ (6)

Jrh*
.
0

La ecuacién (6) puede integrarse para dar:

= 1
t = s + k1 1n (suv) + c (7)

1
k uv
o)
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Luego de evaluar la constante de integracién c, se obtu-

vVO:

_ 1 _ 1 Suv
t = X (SUV 0,005) + " 1n ———0’005 (8)
o i
Para t = 0, la ecuacidén (8) da un valor de s = 0,005

uv
que es diferente de cero (que es el valor experimental), pero es
cercano al mismo, ya que es un orden de magnitud menor que el error
experimental en la medici6n de Suv*

Los paré&metros ko y k1 fueron determinados por medio de

un programa de computacifn que minimiza:

N

2
P = ;&) [texp. ~ tprea.! (9)
donde:
texp. : valor de tiempo experimental
tpred.: valor de tiempo predicho

Para estimar la bondad del ajuste la desviacién media

relativa porcentual (DR) fue calculada segin:

-t
exp. pred.| (10)

1 exp.
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Donde:ly = nimero de datos

Para las soluciones de fructosa, xilosa o maltosa el or-
den de reaccifén fue directamente considerado como cero, segfin suge-
ria la linealidad de los datos mostrados en la Figura 1.

Entonces los datos experimentales fueron ajustados por:

s =k _ t (11)

en cuyo caso la desviacién relativa estd definida:

_ 100 N | sy exp. _ Suv pred.I
PR = SF- ik : (12)
uv exp.
donde:
Suv pred. : valor de saturacién predicho
Suv exp. : valor de saturacidén experimental

Para las soluciones de glucosa, lactosa o sacarosa el
orden de reaccidn era distinto de cero y se usd el modelo de orden
mixto.

La Figura 7 muestra la aplicacién de las ecuaciones (8)

y (11) para ajustar los datos de desarrollo de color durante el par-

deamiento debido a las reacciones de caramelizacién de varios azfica-
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b - &
uv 55°C
06 Fructosa pH=60
t Lactosa .
5 Sacarosa
O)AS

Glucosa o

0.2

e,a,0,s Observado
predicho

800
Tiempo, horas

Figura 7: Comparacién entre los valores experimentales y predichos,

0 700

para la formacién de color en soluciones de azlicares

de a, = 0,90 y pH = 6, a 55°C




res a 55°C. Puede verse que los modelos cinéticos ajustan bien los
datos en la regién de interés préctico. En el caso de glucosa, lac-
tosa, maltosa y sacarosa los datos se desvian de la prediccibn para
largos periodos de tratamiento.

Fueron calculadas las constantes de velocidad ko Y k1 pa-
ra el desarrollo de color en soluciones de varios azficares simples
a varios pH y calentadas a varias temperaturas. La desviacién rela-
tiva porcentual DR (ecuacién (10)) estuvo entre el 4 y el 10% y pa-
ra los sistemas en que se utilizé el modelo lineal, DR (ec. (12))
fue en general mayor.

En la Tabla 2 estin incluidos los valores de kO Yy kl pa-

ra los distintos sistemas, junto con la DR.

4.1.2. Efecto de la temperatura

Las constantes de velocidad ko Yy k1 a pH 6 se graficaron
en escala semilogaritmica en funcién de la inversa de la temperatu-
ra absoluta (1/T), de acuerdo con la ecuacién de Arrhenius (seccién

2.2.1.)

-E_/RT
k = c e a
Ea
lIn k = 1n c - RT (13)
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Tabla 2

Constantes de velocidad (ecuacién (8)) y orden de reaccidén (obteni-
do por integracién de la ecuacién (1)) para el desarrollo de color

de las soluciones de azfQcar de a, = 0,90

x.x103 pr'a)

AzGcar pH T n koxlo. 1 %
(°C) (un.s /h) (h~1)

Glucosa 4 55 0,47 0,057 0,70 4,3
5 55 0,43 0,084 1,6 6,5
6 55 0,35 1,5 64,6 13,0
6 45 0,44 0,020 1,7 12,0
6 65 0,48 10,2 99,9 3,2

Fructosa'® 4 55 0 1,13 - 8,8
5 55 0 3,6 ——— 9,7
6 55 0 5,4 c——— 13,0
6 45 0 1,8 -—- 10,0
6 65 0 17 13,0
6 50 0 2,4 -— 10,0

Sacarosa 4 55 0,54 0,82 4,7 4,4
5 55 0,55 1,5 5,2 7,3
6 55 0,49 1,4 8,9 12,0
6 45 0,39 0,042 0,55 5,1
6 65 0,25 3,6 120 11,7
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Tabla 2 (continuacién)

Xilosa(b) 5 55
6 55
6 45
6 65
Maltosa(b) 5 55
‘6 55
6 45
6 65
Lactosa 5 55
6 55
6 45
6 65

(a) Desviacién relativa del ajuste

-69-

1,57
4,8
1,18

18,7

(b) Se asumi6 orden de reaccibn cero

196

11,0
20,2
12,1

10,0
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La Figura 8 muestra el comportamiento para algunos de
los azlicares. Excepto para los sistemas que contenfan glucosa o sa-
carosa, las constantes ko (y k1, para lactosa) cumplen con la rela-
cidén de Arrhenius.

La Tabla 3 muestra las energias de activacién (Ea) ha-
lladas para las constantes ko' calculadas por anflisis de regresién
lineal, junto con los coeficientes de correlacidén correspondientes.

Puede observarse que las energias de activacién de los
monosacdridos fructosa y xilosa estén en el rango 105-125 KJ/mol
(25-30 Kcal/mol), mientras que para los disacdridos lactosa y mal-
tosa, son algo mds elevadas (150-170 KJ/mol) (36-41 Kcal/mol).

El hecho de que para los disacdridos las energias de ac-
tivacién calculadas sean mayores que para los monosacdridos puede
atribuirse a que por ser moléculas mds grandes tengan que atravesar
una barrera superior de energia para reaccionar.

Se observS que las constantes ko y k1 para glucosa y ko
para sacarosa no se alinean al representar la ecuacién de Arrhenius.
Adem&s Cantor y Peniston (1940) estudiaron el equilibrio de la for-
ma piranosa a la forma aldehido a través de mediciones polarimétri-
cas para glucosa a pH = 6,95 y a concentraciones 0,25 My 0,50 M
en glucosa y obtuvieron que no habia una correspondencia lineal en-
tre el logaritmo de la constante de ese equilibrio y la inversa de

la temperatura absoluta, y por lo tanto no calcularon la energia
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Figura 8: Representacién de la ecuacién de Arrhenius para el

desarrollo de color en soluciones de varios azdcares

de a_ = 0,90
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Tabla 3

Energias de activacién para el desarrollo de color en soluciones

de azficar tratadas térmicamente (aw = 0,90; pH = 6)

AzGcar Energia de activacién (KJ/mol)
. 5 (2)
Para ko r Para k1
Fructosa 193,8 0,989
Xilosa 123,8 0,999 -
Glucosa (1) (1)
Lactosa 147,7 0,999 202,5 0,949
Maltosa 168,2 0,989
Sacarosa (1) 240,9 0,999

(1) Las energias de activacién no fueron evaluadas porque los da-

tos se desviaban mucho de la ecuacién de Arrhenius.

(2) Coeficientes de correlacién para la ecuacién de Arrhenius.

/17



de activacién de esta reaccién.

Por lo tanto si en esta etapa inicial no fue posible pa-
ra los mencionados autores aplicar la ecuacién de Arrhenius, para
la reaccién de formacién de color en sistemas que contengan gluco-
sa (o sacarosa, a partir de la cual se obtiene glucosa por hidr6-
lisis), no era de esperar el cumplimiento de dicha ecuacién ya que
la reaccién global es alin mads compleja. A pesar de esto,si se com-
paran las constantes de velocidad para las distintas temperaturas,
se observa que tanto para glucosa como para sacarosa la dependen-
cia con la temperatura es mayor que para los otros azlcares. Por
ejemplo, al aumentar de 55 a 65°C la constante de velocidad ko para
glucosa(a pH = 6) aumenta siete veces, mientras que para xilosa y

fructosa aumenta cuatro veces en las mismas condiciones.

4.1.3. Efecto del pH

Las Figuras 9 y 10 muestran el efecto del pH sobre las

constantes de velocidad ko y kl; puede verse que a excepcién de sa-
carosa (que se discutird aparte), el aumento de pH en el rango en-

tre 4 y 6 produce un notable aumento en las constantes de veloci-

dad (kO o kl) tanto para los monosacdridos como para los disaca-

ridos.

En la Tabla 4 estdn resumidos los resultados de diversos
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Figura 9: Efecto del pH sobre las constantes ko para soluciones

de azlcares de A = 0,90
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trabajos hallados en bibliografia, en los que se desarrollan reac-
ciones involucradasen lacaramelizacién. Para normalizar los resul-
tados para diferentes métodos y condiciones experimentales, las
constantes de velocidad fueron referidas a la correspondiente a
glucosa. Se calcularon las a, de los sistemas de acuerdo con su
composicién utilizando la ecuacién de Ross (1975). Se observa que
los valores de velocidades relativas hallados en el presente traba-
jo caen dentro;del rango de los obtenidos por los distintos auto-
res. Se puede observar que, excepto en el caso de sacarosa, que se
discutird en la pr6xima seccifn las velocidades relativas son mayo-
res que 1, lo que indica que los azlcares comparados son mis reac-
tivos gque glucosa a cualgquier pH estudiado.

El primer cambio estructural necesario para comenzar la
compleja serie de reacciones que llevan a la caramelizacién, es la
apertura del anillo hemiacetdlico. La D-glucosa y la D-xilosa tie-
nen una conformacién piranésica m&s estable que D-fructosa

(Hodge y Osman, 1976). En este trabajo (Figs. 9 y 10), con condi-

ciones de pH y a, constantes, la estabilidad de la conformacién pi-
ran6sica puede explicar la menor velocidad de desarrollo de color
de D-xilosa y D-glucosa comparada con D-fructosa. Por otro lado,
D-xilosa tiene la misma configuracién que D-glucosa, pero tiene un
mayor porcentaje de forma aldehido aciclica que la D-glucosa

(Overend y col., 1961; Cantor y Peniston, 1940), y esto estd de
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acuerdo_con que el aumento de color sea mis r&pido en las solucio-
nes de xilosa que en las de glucosa. Las velocidades comparativas
de desarrollo de color durante la caramelizaci6én de azlcares reduc-

tores (Figs. 9 y 10) fue, en orden decreciente:- fructosa > xilosa >

lactosa > maltosa > glucosa.

Este ordenamiento es en general paralelo al de la veloci-
dad de las reacciones involucradas en los primeros pasos de la ca-
ramelizacidn:mutarrotacién (Traitteur, 1951); apertura del anillo
hemiacetdlico (Stepanenko y Serdyus, 1950) y enolizacién (Isbell,
1969). El1 efecto del pH sobre estas reacciones esti también refle-
jado en la velocidad de pardeamiento; la velocidad de la transfor-
macién de la forma ciclica a lé forma abierta aumenta ripidamente
con el pH debido a que el enlace entre el oxigeno y el hidr&geno
en el carbono C, es débilmente ibnico y se debilita a medida que el
pH aumenta (Delahay y Strassner, 1952). KrSner y Kotha (1939) y
Mathews y Jackson (1933) hallaron que el pH de Sptima estabilidad
para glucosa y fructosa, respectivamente,era cercano a 3 para am-

bos azficares.

Como se ve en las Figuras 9 y 10, el efecto del pH en

la velocidad de pardeamiento (ko, kl) para las soluciones de saca-
rosa es notablemente distinto del hallado para los otros azlcares.
Esto es atribuible a la hidr8lisis de sacarosa catalizada por &ci-

dos, a partir de la cual se forman fructosa y glucosa (seccibn
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4.1.4.),

4.1.4. Hidr6lisis de sacarosa durante la caramelizacidén

La Figura 11 muestra los cromatogramas de dos muestras
de pH 4 y 6, tratadas térmicamente a 55°C durante 506 y 530 horas,
respectivamente. Como se observa, mientras que para la muestra de

pPH = 4 se produjo la hidré6lisis casi completa, para la muestra de

pH 6 queda la mayor parte de sacarosa sin hidrolizar, comparando
la intensidad relativa de los picos correspondientes.

La Figura 12 muestra la aparicién de fructosa y glucosa
paralela a la reduccién de la éoncentracidn de sacarosa, a lo lar-
go del curso de la reaccién, a 55°C, a pH = 4 y pH =6.

Vukov(1965) estudié la hidr6lisis de sacarosa en agua y
observé que esta reaccién podia ser descripta por una cinética de
primer orden.

Segin los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo
comprobar que en estas soluciones "buffer" de a, controlada, se
cumplié un comportamiento similar, dado por:

So

1n 5 = kH t (14)

Donde So es la concentracién inicial de -sacarosa, S es la concen-

——
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tracién-al tiempo t y kH es la constante de velocidad para la reac-
cién de hidré6lisis.

La Figura 13 muestra los datos experimentales de las
soluciones tratadas térmicamente, graficadas segln la ecuacién (14).
Se obtiqun lineas rectas y las pendientes de las mismas son las
constantes de velocidad de primer orden, que aumentan cuando el pH
disminuye de 6 a 4.

De esta forma, unareducci6n de pH produce dos efectos
opuestos, que inciden en el desarrollo de color en las soluciones
de sacarosa tratadas térmicamente. La generacién de fructosa
(producida por hidr6lisis) facilita el desarrollo de color, pero
al mismo tiempo la disminucién de pH inhibe fuertemente el pardea-
miento por caramelizacién.

La Figura 14 muestra la relacién entre formacién de co-
lor (suv) y grado de hidr6lisis en las solucio;;s de sacarosa de
varios pH tratados a 55°C. A pH 6 un pequeno grado de hidr6lisis
es suficiente para producir una solucién coloreada; a pH = 4 las

soluciones estén s6lo d&bilmente coloreadas a pesar del sustancial

grado de hidrélisis.

4.2. Cinética de formacifn de color por la reaccién de Maillard

La Figura 15 muestra un grédfico. de Syv ©n funcién del
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Figura 13: Representacién de la cinética de orden uno para la

hidr6lisis de sacarosa en muestras de W 0,90 y de

diferentes valores de pH tratadas a 55°C
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tiempo ge tratamiento a 55°C para las diferentes soluciones de
azficar-glicina, a pH = 5 y a pH = 6. A ambos pH las soluciones

de xilosa-glicina tienen la mds alta velocidad de desarrollo de co-
lor, mientras sacarosa muestra ser el azlcar menos reactivo, como
se evidencia por la baja velocidad de pardeamiento.

'A pH = 6 glucosa, fructosa, lactosa y maltosa muestran un
comportamiento similar pero a pH = 5 hay una diferencia notable en-
tre los distintos azilcares, ya que las velocidades de desarrollo
de color estén en orden decreciente: fructosa > glucosa > lactosa >
sacarosa. En la fotografia de la Figura 16 se observa la diferente
velocidad de pardeamiento de las soluciones de fructosa y glucosa
a pH = 5. Como la de la Pigura‘G orienta ademds sobre los colores
correspondientes a la escala de S,y que se utiliza.

Es interesante comparar las curvas de la Figura 15 con
las mostradas en la seccién 4.1. para las reacciones de carameli-
zacién, para los mismos azficares, en idénticas condiciones de a
temperatura y pH. Por ejemplo, a pH = 6 una solucién de glucosa
tratada t&rmicamente a 55°C durante 50 horas tiene una Suv de 0,05
(incolora) (Figura 5) pero en presencia de glicina, con el mismo

tiempo de tratamiento desarrolla una Suv de 0,6 (visiblemente par-

deada) (Figura 15).

Como era de esperarse, la velocidad de desarrollo de color

para las soluciones azficar-glicina es mucho mayor que para los mis-

/1/
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Figura 16: Aspecto que presentan las soluciones de glucosa o fruc-
tosa con glicina de pH = 5 tratadas a 55°C durante dife-

rentes periodos de tiempo
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mos azficares calentados solos; sin embargo, la contribucién relati-
va de la caramelizacifén en la reaccién de Maillard, parece depen-
der del tipo de azlcar y ademds del pH, lo cual serd posteriormen-
te analizado.

Durante la caramelizacién la sacarosa era el azlcar menos
reactivo a pH 6, pero a pH 5 pardea m&s r§pido que lactosa y gluco-
sa. Sin embargo, durante el pardeamiento debido a la reaccién de
Maillard, la sacarosa muestra la menor velocidad de formacidén de.
color tanto a pH = 6 como a pH = 5.

El sistema xilosa-glicina se parded6 mds rdpido que el res-
to de los azlcares (en presencia de glicina),pero en ausencia de
amino&cidos era la fructosa la que generaba color con mayor velo-

cidad.

4.2.1. Modelos cinéticos propuestos

A diferencia de lo que ocurre con las reacciones de ca-
ramelizacién, la reaccién de Maillard fue ampliamente estudiada
bajo muy diversas condiciones, y se han propuesto una gran diver-
sidad de modelos cinéticos.

Haugaard y col. (1951) obtuvieron que la absorbancia
(490 nm) era proporcional al cuadrado del tiempo en sistemas for-

mados por glucosa (0,5-1M)-glicina (0,2-0,4M) a pH 6,1 tratados

11/



térmicamente a 100°C, de manera que la expresién aritmética del

pardeamiento (y) en funcién del tiempo t estarfa dada por:

y = k t2

donde k es una constante.
Pero la mayoria de los autores obtienen que sus datos

se ajustan a cinéticas de orden cero, en que

0 a cinéticas de orden uno, en cuyo caso

ln y = kl t

En la Tabla 5 se resumen los resultados hallados por diversos auto-
res y las condiciones en las que trabajaron.

Como se dijo anteriormente la curva de desarrollo de par-
deamiento en funcién del tiempo presenta un periodo de induccién ini-
cialmente que no es facilmente determinable. Por esta razén la mayori:
de los autores no tienen en cuenta este primer tramo de las curvas y
trabajan con la fase de crecimiento lineal, semejando una ciné&tica de
orden cero a partir de la finalizacién del tiempo lag (Labuza y Salt-
march, 1980).

Si se observa la Figura 15 se puede inferir que el par-
deamiento de la solucién de fructosa debido a la reaccién de Mai-

llard puede ser descripto por un modelo de reaccién de orden cero.

/17
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pero esto no es aplicable a los otros azlcares. El modelo cinético
de "ord;n mixto" usado por Petriella y col. (1985), se utilizé pa-
ra describir la cinética del desarrollo de color (ecuacién (8)).

La Figural7 muestra la aplicacién de la ecuacién (8) para
ajustar los datos de desarrollo de color para distintos azfcares.

En el cas6c de fructosa, se us6 directamente un modelo de reaccidén de
orden cero (ecuacién (11)), debido a la linealidad de los datos.

La Tabla 6 muestra los valores de los par&metros n (ha-
llados como en 4.1.1.), kO y k1 para todos los sistemas estudiados,
como también la desviacién estﬁndar porcentual relativa (DR) (ecua-
ciones (10) y (12)). Esta Gltima indica la buena concordancia entre
las predicciones y la realidad.

Puede observarse que para la mayorfa de los casos (con
excepcibn de fructosa para la cual fue directamente propuesto un
orden cero), el orden de reacciébn calculado es -zercano a 0,5.

En la Figura 18 estdn representadas las constantes de ve-
locidad kO en funcién de las kl para todos los sistemas analizados
en esta seccifn. Se observa que existe una correlacién directa entre
ambas constantes. Esta observacifén permite simplificar el anflisis de
los datos, ya que para estudiar el efecto de las distintas variables
sobre dichas constantes, basta observar 1o que ocurre con una de ellas
Si, por ejemplo en funcién de una dada variable se observara para las

dos constantes una dependencia diferente, serfa mis dificil extraer

/1/
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Tabla 6

Constantes de velocidad (ecuacidén (8)) y orden de reaccién (obte-
nido por la integracién de la ecuacién (1)) para el desarrollo de

color de soluciones azficar-glicina de a, = 0,90 tratadas té&rmica-

mente
AzGcar pH T n kox102 k1x102 pr (@)
, -1
o
(°C) (un.suvlh) (h 7)
Glucosa 4 55 0,54 0,27 1,79 2,6
5 55 0,43 0,82 5,4 5,6
6 55 0,52 2,95 13,77 2,7
6 45 0,60 0,86 3,7 3,9
6 50 0,30 1,2 31 9,7
6 60 0,56 6,8 35 5,1
6 65 0,51 8,6 56 7,7
Fructosa(b)
4 55 0 0,54 11,9
5 55 0 0,80 13,8
6 55 0 0,99 5,8
6 45 0] 0,17 -— 5,1
6 50 0 0,55 -—— 6,3
6 65 0 2,9 21

/17



Tabla 6_(continuacién)

Xilosa
5 55
6 55
Sacarosa --
4 55
5 55
6 55
6 45
6 65
Maltosa
5 55
6 55
Lactosa
5 55
6 55

0,10

0,44

-97-

0,52
0,17
0,14
0,036

1,25

0,10

1,20

0,56

2,3

47
141

15,5

15

14

(a) Desviacibn relativa del ajuste

(b) Se asumié el orden de reaccién cero

/17
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conclusiones sobre los efectos de dicha variable sobre la velocidad

de la reaccién y habria que hacer una evaluacidén para cada caso par-

ticular.

4.2.2. Efecto de la temperatura

Las Fiquras 19 y 20 muestran que al graficar el logarit-

mo de las constantes ko de glucosa, fructosa y sacarosa (en presen-
cia de glicina) en funcién de la inversa de las temperaturas abso-
lutas, se obtienen rectas, por lo cual, se puede decir que los sis-
temas mencionados cumplen con la ecuacibén de Arrhenius (ecuacién
(13)). Las energias de activacién fueron obtenidas por andlisis

de regresién lineal de los datos y estdn tabulados en la Tabla 7.
Como se observa en esta tabla, el valor obtenido para fructosa es
similar al hallado para el pardeamiento debido a caramelizacién
(seccibén 4.1.2.). Aunque para la reaccién de éééamelizacién no se
calcularon las energias de activacién para glucosa y sacarosa debido
a la gran desviacién observada en el grdfico de Arrhenius se puede
observar en la Figura 20 que en ausencia de glicina la dependencia
con la temperatura es significativamente mayor que en presencia

del aminodcido, y esto es atribuible al hecho de que los compues-
tos con grupo amino pueden considerarse agentes cataliticos (Sha-

llenberger y Birch, 1975). En el caso de fructosa, que contiene

mayor concentracién de forma aciclica, el efecto catalitico del

/17
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Figura 19: Representacidén de la ecuacidn de Arrhenius para las so-

luciones de fructosa y sacarosa con glicina, de a. = 0,90
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Tabla 7

Energias de activacién para el desarrollo de color en soluciones

de az(Gcar y glicina tratadas térmicamente (aw = 0,900; pH = 6)

Energfa de activacién (KJ/mol)

Azlcar Para ko r2 Para k1 r2
]

Glucosa 107,4 0,980 133,8 0,993

Fructosa 122,4 0,984 ————— —————

Sacarosa 153,0 0,973 140,8 0,997

/17
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aminodcido es menos importante ya que la forma reactiva del azGcar
es mds estable de por si, y por otro lado los intermediarios que
forma en presencia de glicina son menos reactivos, y esto conduce
a un cambio pequeno en la energia de activacién cuando se agrega
glicina.

Los valores de energias de activacién obtenidos en este
trabajo para los sistemasglucosa-glicina y fructosa-glicina
(107,4 y 122,5 KJ/mol, o sea 26 y 29 Kcal/mol) esté&n en concordan-
cia con los valores hallados en literatura para composicidén y pH
similares.

En la Tabla 5 se muestran los resultados de diversos
autores, junto con las condiciones en las que trabajaron. Se obser-
va que todos los valores caen en el rango 85-150 KJ/mol (20-35
Kcal/mol). A su vez, si se compara la energia de activacién de es-
tos sistemas modelo con la de sistemas reales-é; alta actividad
de agua, que difieren notablemente en su composicién y propiedades,
y alin en otro rango de temperaturas de trabajo, como jugo de man-
zana, leche, queso, papas (Labuza y Saltmarch, 1980), se observa
que también caen dentro del mismo rango de variacién, lo que indi-
ca que las reacciones de pardeamiento no enzimitico debido a la
reaccién de Maillard se pueden caracterizar por una energia de ac-
tivacién de 85 a 150 KJ/mol (20-35 Kcal/mol), lo cual tiene cier-

ta aplicacién predictiva.

/77
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Este rango de valores también estd en concordancia con
el propuesto por Heiss y Eichner (1984), aunque los mismos toman
como limite superior un valor de 166 KJ/mol (40 Kcal/mol) sin acla-
rar la fuente de informacién ni las condiciones a las que se re-

fieren.

4.2.3. Efecto del pH

La Figura 21 ilustra el comportamiento de las constan-
tes de velocidad ko y k1 con el pH en el rango de 4-6 para gluco-
sa, sacarosa y fructosa. Para glucosa ocurre un aumento muy nota-
ble de las constantes ko Yy k1 entre pH = 5 y pH = 6, mientras que
para sacarosa el efecto del pH es distinto al observado para los
otros azficares (ver tambié&n Tabla 6), ya que kO Yy k1 disminuyen
cuando el pH aumenta de 4 a 6. Este comportamiento serd discutido
en la seccifén que trata sobre hidr6lisis de sacarosa.

En la seccién 4.1.3. se informé que las velocidades com-
parativas de formacién de color durante el pardeamiento debido a
reacciones de caramelizacién de azGcares reductores, guardaba un
paralelismo con la estabilidad estructural de los azicares (muta-
rotacién, apertura del anillo hemiacetdlico y enolizacién). Para
los sistemas az(car-glicina el orden decreciente de reactividad

en cuanto a la formacién de color a pH menor que 6 es: xilosa >

/71
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fructosa > glucosa > lactosa > maltosa y a pH 6 el orden es
xilosa75 glucosa > fructosa > lactosa > maltosa.

Esto sugiere que en el pardeamiento debido a la reaccién
de Maillard la velocidad de formacién de color no estd directamen-
te relacionada con la estabilidad estructural del azficar, lo cual
indica que este no es un paso limitante en el curso de la reaccién,
y que hay otros factores que deben tenerse en cuenta.

A pesar de que la forma aciclica estd en mayor propor-
cién para la D-fructosa, y &sta se enoliza a una velocidad mayor
que D-xilosa y D-glucosa (Isbell, 1969), no forma aminas disusti-
tuidas reactivas como xilosa o glucosa, y esto explica que las so-
luciones glucosa-glicina y xilosa-glicina desarrollan color mé&s
rdpidamente que fructosa-glicina a pH =6.A pH menores, D-fructosa
es mds reactiva que D-glucosa debido a que la primera es facilmen-
te deshidratada a intermediarios que llevan a hidroximetilfurfu-
ral (Kato y col., 1969; Reynolds, 1963).

Tal como se discutié para las reacciones de carameliza-
cidén para los azGcares reductores, la velocidad de desarrollo de
color disminuye a medida que el pH disminuye; en el caso de saca-
rosa, sin embargo, la situacién estd de algln modo complicada por
la hidrdélisis de la misma, catalizada por &cidos y que lleva a la
formacién de fructosa y glucosa. Como se ve en la Figura 21 las

constantes de velocidad para el desarrollo de color en las solu-

/17
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cionesTde sacarosa son muy distintas de las observadas para gluco-
sa, principalmente a pH 6 y son algo mids cercanas a las de fructo-
sa.

La Tabla 8 resume los rangos de constantes de velocidad
halladas por diferentes autores, en comparacién con las obtenidas
en este éfabajo. Para normalizar los resultados para diferentes
métodos y condiciones de tratamiento, se refirié a los valores de
las constantes a los correspondientes a glucosa, es decir se tomé
el cociente entre la constante de velocidad de un determinado azG-
car, y la correspondiente a glucosa, para las mismas condiciones.
Como se observa, se puede establecer el mismo orden de reactivi-
dad en los trabajos citados y én los encontrados en este trabajo,
para un dado pH. A diferencia de lo que ocurre en caramelizacién,
no todas las velocidades relativas son mayores que 1, debido al
efecto catalfitico del amino&cido que contrarrestra la alta estabi-

lidad de la forma ciclica de la glucosa.

4.2.4. Hidr8lisis de sacarosa durante la reaccibén de Maillard

El anilisis de los datos experimentales de las solucio-
nes de sacarosa-glicina tratadas a 55°C, de a, 0,90 y a distintos
valores de pH, mostrd que la hidr8lisis de la sacarosa sigue el

comportamiento indicado por la ecuacidn_(14), es decir gque se ajus-
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tan a una cinética de orden uno.

La Figura 22 muestra el efecto del pH sobre las constan-
tes de primer orden para la hidr6lisis de la sacarosa en las solu-
ciones de sacarosa-glicina tratadas a 55°C, y, para comparar se in-
cluyen las de las soluciones de sacarosa (seccifén 4.1.4.) en ausen-
cia de giicina. La correlacién semilogaritmica entre la constante
de velocidad de primer orden para la hidr6lisis de sacarosa y el
pH fue observada por otros autores para distintos tipos de sistemas
y varias condiciones (Vukov, 1965; Bunton y col., 1957; 2Zhong,
1984), A medida gque el pH aumenta, la constante disminuye (catdli-
sis &cida).

Sin embargo, la depéndencia de la misma con el pH no
puede ser descripta por la ecuacidén desarrollada por Vukov (1965),

en la cual:

log,, ky = 16,91 + log,, W, - 2572

Donde:

k.. : constante de velocidad para la hidr&lisis (h™1)

W_ : concentracién inicial de agua (moles de agua/l1l00 g de
s61ido)

T : temperatura absoluta (°K)

/17
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Figura 22: Efecto del pH sobre la velocidad de hidrb6lisis de
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Aunque se hallé una dependencia lineal de 1og10 kH vs.
PH, en el presente trabajo los valores experimentales hallados son
cerca de diez veces mayores que los predichos por la ecuacién de
Vukov (1965). Esto puede deberse al efecto catalfitico que ejerce
el ion cloruro (incorporado en estos sistemas como cloruro de so-
dio) sobre la hidr6lisis de la sacarosa (Hammet y col., 1934), o
al buffer usado.

En }a misma Figura 22 se puede observar ademds que la
hidr6lisis de sacarosa se produce mis rdpidamente en presencia de
glicina, hecho atribuible en parte al consumo de los productos de
la reaccibn de hidr6lisis en la reaccién de Maillard, por un des-
plazamiento del equilibrio, y ademds al efecto catalitico de los
aminodcidos sobre la hidr6lisis de la sacarosa (Shallenberger y
Birch, 1975).

En la Figura 23 se muestran dos cromatogramas que ilus-
tran el mencionado efecto del pH en dos muestras en las que tiene
lugar la reaccién de Maillard. En la muestra de pH = 4 se produjo
un alto grado de hidrélisis en 303 h a 55°C, mientras que a pH = 6
el grado de hidr6lisis fue muy bajo en 341 h a 55°C, como puede
deducirse de la intensidad relativa de los picos respectivos.

En la Figura 24 se observan los valores de color (suv)
en funcién del grado de hidr6lisis en las soluciones de sacarosa,
de distintos pH , tratadas a 55°C. Puede observarse que se requiere

un grado de hidrd6lisis relativamente elevado para que las muestras
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de pH ;14 desarrollen soluciones coloreadas; al aumentar el pH el
grado de hidr6lisis que da el mismo color se reduce. Por ejemplo,
para el tiempo en que una solucién sacarosa-glicina de pH = 6 ca-
lentada a 55°C alcanza un Suv - 0,3 (coloracibén amarillo-parda),
s6lo ocurre un 10% de la hidr6lisis de sacarosa. Sin embargo, si la
muestra é; calentada a pH = 4, la hidr6lisis de la sacarosa aumenta
hasta un 48% para el tiempo en que la funcién de color (suv) alcan-
za el mismo valor. La presencia de glicina marca una diferencia con
respecto al pardeamiento de soluciones tratadas t&rmicamente en au-
sencia de aminodcidos. Como se vio en la seccién 4.1.4., las solu-
ciones de sacarosa calentadas a pH = 4 estaban s6lo débilmente co-
loreadas a pesar del alto gradé de hidré6lisis.

El grado de hidr6lisis que experimenta un azlcar duran-
te el procesamiento depende de la acidez del medio, la forma anomé-
rica y la posicién de los enlaces interglicosf&icos, la forma ci-
clica de las unidades de azficares y el grado de uniones puente de
hidr6égeno entre las molé&culas (suponiendo que las hidrolasas esté&n
inactivadas). En general, los compuestos con enlace 8-D son menos
susceptibles a hidr6lisis que los a-D y los enlaces a(l-6)-D més
estables que los enlaces a(l1-4), a(l-3) o a(l-2). La forma pirano-
sa de las unidades glicosidicas es m&s estable que la forma furano-
sa, la cual es muy facilmente hidrolizable.

Por todo lo expuesto, el enlace g-D fructofuranosil de
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la sacarosa es 18bil bajo condiciones &cidas moderadas a bajas tem-
peraturas e incluso a bajos contenidos de humedad (Hodge y Osman,
1976). ¥, por otro lado, las hidr6lisis de lactosa (enlace B(1-4)
D-galactopiranosil) o maltosa con enlace (a(l1-4) D-glucopiranosil),
no se ha considerado debido a que dichas reacciones ocurren a ve-
locidades muy bajas (cerca de mil veces menores que la hidrélisis

de sacarosa) (Overend, 1952).

4.3. Comparacién entre la cinética de la reaccién de Maillard y la

de caramelizacién

Cuando una solucién de azGcar y aminodcido se somete a
tratamiento térmico o a un almacenamiento prolongado, el pardeamien-
to resultante es debido a la contribucién de dos reacciones, la de
caramelizacién y la de Maillard. Por esta razén es interesante vi-
sualizar, por lo menos estimativamente, la contribucién de cada
reaccién para los diferentes azlGcares y en las distintas condicio-
nes de tratamiento.

Esto se muestran en las Figuras 25, 26 y 27, en las que

se compara la curva de desarrollo de color en soluciones de fruc-
tosa, glucosa y sacarosa tratadas a 55°C, solas o en presencia de
glicina. Puede verse que la contribucién relativa de la carameli-

zacién al pardeamiento total depende del tipo de azficar, del pH
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y de l;ftemperatura; para todos los azlcares esta contribucién es
m&s importante a pH = 6 que a pH = 4. Sobre todo, la caramelizacién
parece contribuir notablemente al pardeamiento en las soluciones

de fructosa-glicina o sacarosa-glicina de pH = 6. Sin embargo, en
el caso de los sistemas compuestos por glucosa y glicina, la cara-
melizacié£ puede despreciarse como un mecanismo que produzca un
pardeamiento significativo a todos los pH estudiados, y lo mismo
sucede con las soluciones de sacarosa-glicina de pH = 5.

Este resultado es similar al obtenido por Resnik (1982) a
90°C que observ6 que la reaccién de caramelizacién se hace prepon-
derante a medida que aumenta el pH, y a partir de pH=6. A pH in-
feriores domina la reaccibn de‘Maillard cuando el sistema es gluco-
sa (0,04M)-alanina (0,04M).

En la seccifén 4.2.2. se discuti6 que la dependencia con la
temperatura para el pardeamiento de las soluciones de sacarosa o
glucosa tratadas térmicamente en ausencia de amino&dcidos es mayor
que la de los sistemas que contienen glicina, y de esta forma se
espera que a temperaturas mayores, la contribucién relativa de la
caramelizacién esté acentuada.

En la Tabla 9 estd representado el aumento de la constan-
te de velocidad de formacién de color,para las soluciones que con-
tienen glicina respecto de los correspondientes sistemas en los

que la formacibén de color es debida a reacciones de caramelizacibn.
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Tabla 9

Aumento de la constante de velocidad de formacién de color por el

agregado de glicina (kMaillard/kcaramelizacién)
Az(Qcar pPH T(°C) koM/koC klM/klc
Glucosa 4 55 48 26
? 55 98 33
6 55 20 2
6 45 441 19
6 65 8 6
Xilosa 5 55 52 --
6 55 58 -
Fructosa 4 55 5
5 55 2 --
6 55 2 -
6 45 1 -
6 50 2 -
6 65 2 --
Sacarosa 4 55 6 9
5 55 1 5
6 55 1 3
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Tabla 9_ (continuacién)

Sacarosa 6
6
Maltosa 5
6
Lactosa 5

45

65

55

55

55

55

16

16
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En el caso de aldosas (glucosa, xilosa) la concentracién de forma

aciclica es pequefa (por lo que la caramelizacién esti menos favo-
recida) y el efecto catalitico de la condensacién con un amino&ci-
dos es grande debido a los intermediarios reactivos que se forman,
y por lo tanto la velocidad de reaccifn se ve notablemente incre-

mentada por el agregado de un amino&dcido.

Fructosa, por otro lado tiene mayor proporcién de forma
aciclica y no forma aminas sustituidas tan reactivas, por lo tanto
el agregado de un amino&cido no produce un aumento tan notable en
la Vélocidad de formacién de color, como en el caso de las aldosas.

Para los disacdridos reductores el efecto acelerador de
la glicina es mayor que para fructosa, pero no es tan importante
como en el caso de las aldosas.

Para las muestras que contienen sacarosa, el efecto del
agregado de glicina es en general de poco peso (comparado con las
aldosas o aldn con los disaclridos reductores), pero la interpreta-
cién no es tan directa debido a que, por un lado el amino&cido fa-
vorece la hidr6lisis, pero por otro existe un efecto del cambio de
pH sobre la velocidad de hidr6lisis, y una influencia diferente
del agregado de glicina sobre cada uno de los productos de hidr6li-
sis.

En las Figuras 28 y 29 est8n representadas las constantes

de velocidad (ko) para la reaccifn de pardeamiento junto con las
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corresgpndientes a la hidr6lisis de sacarosa, en los sistemas qgue
no contenian amino&cido, y en los que contenian glicina, respecti-
vamente estos resultados son similares a los obtenidos al comparar
las kH con las constantes de pardeamiento kl. Se puede observar que
en ausencia de glicina (Figura 28) ambas reacciones no se dan para-
lelamenté; Y que el efecto de disminuir el pH hasta 4 tiene una
gran influencia inhibitoria sobre el pardeamiento, teniendo en cuen-
ta la alta velocidad de hidrdlisis. En cambio, en presencia de gli-
cina (Figura 29) el pardeamiento procede en forma bastante parale-
la a la hidr6lisis de la sacarosa.

Estas observaciones pueden explicar lo visto anteriormen-

te en las Figuras 14 y 24 (secciones 4.1.4. y 4.2.4.), en las que

se representaba la saturacién en funcién del grado de hidrélisis
de sacarosa. En ausencia de glicina (Figura 14) a pH = 4 a un ele-
vado grado de hidrélisis correspondfia poco pardeamiento, y a pH=6,
se daba la situacién inversa: a una muestra muy pardeada correspon-
dia un bajo grado de hidrdlisis. En presencia de glicina (Figura
24), se cumple a todos los pH que a un alto grado de hidr6lisis
corresponde un color oscuro, lo que es reflejo del paralelismo en-
tre ambas reacciones observado en la Figura 29.

De estas observaciones se puede concluir que en ausencia
de amino&cidos el hecho de reducir el pH es m&as efectivo para dis--

minuir la velocidad de pardeamiento, que en presencia de glicina.
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Esto sgipuede comprobar tomando la relacifén entre las constantes

de velocidad de pardeamiento de los productos de hidr8lisis para

pPH 6 y 4 para ambos casos (con y sin glicina). En la Tabla 10 se
observan los resultados obtenidos.

En ausencia de glicina la constante de velocidad para
fructosahéisminuye 5 veces cuando el pH disminuye de 6 a 4 y en
presencia de glicina disminuye s6lo a la mitad, y para glucosa, en
ausencia de aminodcidos ocurre una disminucién de 26 veces al dis-
minuir el pH de 6 a 4, mientras que en presencia de glicina la cons-
tante kO disminuye 11 veces para la misma disminucién de pH (el mis-

mo andlisis puede hacerse con la constante kl)'

4.4. Cinética de la reacci6n de péptidos de glicina con glucosa

Para describir la cinética del desarrollo de color se uti-
1iz6 el modelo cinético de orden mixto, cuya expresifn aritmética
es la ecuacién (8).

La Figura 30 compara el pardeamiento observado y el predi-
cho en soluciones de glicina o pé&ptidos (diglicina y triglicina)
con glucosa, tratadas a 55°C y pH = 5.

Se observa que la ecuaci6én (8) describe bien la formaci6n
de color en los sistemas que contienen glucosa y péptidos de gli-

cina y que la intensidad de pardeamiento en las soluciones de pép-
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Tabla 10

Efecto de la disminucién de pH sobre la velocidad de pardeamiento

no enzimdtico para los sistemas que contenfan glucosa y fructosa

Fructosa ‘Glucosa

ko pH=6 ko pPH=6 k1 pPH=6

ko pH=4 ko pH=4 k1 pH=4
CON GLICINA 2 11 7,7
SIN GLICINA ) 26 91
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tidos es mayor que la del amino&cido (glicina) a la misma concen-
tracién molar. En estas condiciones el orden de creciente de par-
deamiento es: triglicina > diglicina > glicina.

En la Tabla 11 se muestran las constantes k0 Y kl obteni-
das con la ecuacién (8) tal como se hizo anteriormente junto con
el ordenh; hallado con la ecuacién (1) y la desviacién standard
porcentual relativa (DR) (ecuacién (10)). Los Srdenes de reaccidn
n hallados para la reaccién de pardeamiento en presencia de pépti-
dos son similares a los obtenidos en presencia de glicina (Tabla 6),
y las constantes de velocidad ko Yy k1 son del mismo orden que las
correspondientes a la reaccién con glicina. Los valores pequenos de

DR (2-9%) muestran que existe buena concordancia entre los valores

que predice la ecuacién empleada y los obtenidos experimentalmente.

4.4.1. Efecto de la temperatura

La Figura 31 muestra que las constantes de velocidad ko Y
k1 para las soluciones que contienen péptidos se pueden ajustar a
la ecuacién de Arrhenius (ecuacién (13)). Por andlisis de regresién
lineal de estos datos se obtuvieron las energias de activacién y
los resultados se observan en la Tabla 12. Los valores de energia
de activacién para las constantes ko para diglicina y triglicina

son similares (aunque algo mayores) a las halladas para glicina.
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Tabla 11

Constantes de velocidad (ecuacién (8)) y orden de reaccién (obteni-
do por integraci6n de la ecuacién (1)) para el desarrollo de color

en soluciones glucosa-péptidos sometidas a tratamiento térmico

(aw= 0,90)
oy 2 2
Péptidos pH T(°C) n kO 10 k1 10 DR
. -1
(unid. Suv/h) (h ™) $

Diglicina 2,85 55 0,58 0,51 1,8 3,4
4 55 0,48 0,49 2,8 2,1
5 55 0,56 2,0 12 5,0
6 55 0,47 3,2 18 3,3
6 45 0,46 1,17 8,1 4,4
6 65 0,64 17 43 4,4
7,75 55 0,51 3,4 18 0,6

Triglicina 2,85 55 0,58 0,63 2,0 3,2
4 55 0,55 0,66 2,5 1,6
5 55 0,48 2,1 14 2,5
6 55 0,48 2,7 20 7,2
6 45 0,38 0,64 12,6 1,2
6 65 0,64 12 51 3,2

7,75 55 0,50 3,2 19 1,1
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Tabla 12

Energias de activacién para el desarrollo de color en la reaccién

de Maillard producida por glicina y sus péptidos (y glucosa) a pH=6

Ea(a)(KJ/mol) r? Ea(b)(KJ/mol) r?
Glicina 107,5 0,980 135,7 0,993
Diglicina 120,9 0,975 74,9 0,998
Triglicina 130,5 0,999 62,8 0,979

r = coeficiente de correlacibén para la relacién de Arrhenius

(a) Energias de activacién para las constantes-k

(b) Energias de activacién para las constantes k1
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Sin embgrgo, las energias de activacidén obtenidas con las constan-
tes k1 éon significativamente menores para los péptidos. E1 hecho

de que para ko se obtengan energias de activacién mayores para los
péptidos que para glicina y que para las constantes kl ocurra 1lo
contrario, hace que sea dificil predecir qué tipo de compuesto (ami-
nodcido 6upéptido) mostrard8 una dependencia mayor con la tempera-

tura de acuerdo Gnicamente con este parimetro. En las Figuras 32 y

33 se grafican las curvas de desarrollo de color en funcién del
tiempo de tratamiento a 45°C y 65°C para los sistemas que contenian
glicina (Figura 32) y péptidos (Figura 33). Se puede ver que las cur-
vas de ambas temperaturas presentan mayor separacidén para el siste-
ma glicina que en los que contienen péptidos, lo que indicaria que
el sistema con aminodcido es md8s dependiente de la temperatura que

los que contienen péptidos.

4.4.2, Efecto del pH

La Figura 34 muestra la dependencia de las constantes
ko Y kl con el pH, para los péptidos y para glicina. A pH por deba-
jo de 6, las- constantes de velocidad para el pardeamiento de
las soluciones de péptidos son mayores que las de glicina. A pH
cercano a 7 se observa lo contrario: las constantes de velocidad

para el pardeamiento de péptidos son menores que agquellas de las
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soluciones de glicina.

Generalmente se aceptS que el orden de velocidad de par-
deamiento en los amino-compuestos era amino&cido > péptido > pro-
teina (Chuyen y col., 1973). Sin embargo, Motai (1973) observé que
en general, a pH = 5 los péptidos causaban mayor pardeamiento que
los aminodcidos. Los aminodcidos y péptidos reaccionan con 1los
compuestos carbonilicos en su forma aniénica (Chuyen y col., 1973;
Reynolds, 1969?.

Cuahdo un aminodcido o péptido se disuelve en agua, se

establecen los siguientes equilibrios:

H H

*NH, - C - COOH ——==*NH, - Cc - coo” + H'
3 : 3
R K, R
NH, - C - COOT ZT= NH, - C - COO™ + H

R K2 R

Predominard una u otra especie de acuerdo con los valo-
res de K, vy Ky, ¥ ademds de acuerdo con el pH del medio.

En la Tabla 13 se muestran los valores de PK, (-log Kl)
3% pK2 (-log K2) de glicina, diglicina y triglicina, asi como tam-
bién el valor de pH del punto isoeléctrico (pHi) que corresponde

al pH para el cual la molécula no posee carga eléctrica neta y no
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- Tabla 13

Valores de pKl, pK2 y pHi para glicina y sus péptidos (Lehninger,

1972)

PKl PK, PHi
Glicina 2,34 9,6 5,97
Diglicina 3,06 8,13 5,59
Triglicina 3,26 7,91 5,58
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se desp}aza en un campo eléctrico (El PH; puede calcularse a partir
de los valores de PK, ¥ PK,: PH; = %(pKl + pKZ)) (Lehninger, 1972)).

A valores de pH por debajo del punto isoeléctrico, los
amino compuestos que tengan menor valor de pK2 tendré&n mayor con-
centracién de especies reactivas y promoverdn mds pardeamiento y
por lo té;to el orden de reactividad serfa coincidente con el obte-
nido para la velocidad de pardeamiento al comparar glicina con los
péptidos a pH menor que 6 (Figura 34).

Conociendo los valores de K1 y K2 para los equilibrios
citados, se puede hallar el valor de la concentracién de la especie
ani6énica (que es la reactiva en la etapa inicial) a un determinado
pH, mediante el siguiente razohamiento:

Si se esquematiza a los equilibrios

*aH, ___ AH + H'
K
1
+ — T - +
-AH " A +H
K,
* * -
C=[AH2]+[AH]+ (A ]

donde C es la concentracién molar del compuesto amino&cido o pépti-

do que se incorpor$ a la solucién.
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- + + - +
k, = 1271 (] Ay = A7) (H']
"[ATH] !
- +.2 - +.2
K;-K, = [A ] [H] A+H2 - [A] [H]
[a7H,) K1-%5
Reemplazando
-+, 2 - +
c =2 (H ] + 1A ] [H ] + A
Kl.K2 K2
de donde:
(A7) = <
Ly 0%
Kl'K2 K2

La Figura 35 muestra que si se tiene en cuenta la concen-
tracién de la forma ibnica [A ], que como se dijo juega un papel
muy importante en los primeros pasos de la reaccifén, la relacién
ko/[A-] disminuye al aumentar el nGmero de unidades de glicina.
Para la relacién kl/[A_] se obtiene el mismo tipo de gré&fico.

Este efecto fue verificado experimentalmente llevando a
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cabo experimentos a una concentracién anibnica constante, [A ] =
1,67x10-5M. Los datos figuran en la Tabla 14.

La Figura 36 muestra que a igual concentracifn aniénica
del péptido o glicina a pH = 5 0 a pH = 6 la constante de velocidad
ko decrece al aumentar el ndmero de unidades de glicina. Esto puede
atribuirse al tamano de la molécula. Para las constantes k1 se ve-
rifica el mismo efecto (Ver Tabla 14).

Por,otra parte, algunos autores han informado que duran-
te la reaccién de péptidos con compuestos carbonilicos, ocurre una
ruptura del enlace peptidico a través de una reaccién iénica (Chu-
yen y col., 1973), llevando a la liberacifén de aminodcidos (Hashi-
ba, 1975).

Es de hacer notar que a semejanza de un grupo amido
simple, el enlace peptidico muestra un elevado grado de estabili-
zacién por resonancia, y por lo tanto es dificil que se produzca
la ruptura del enlace peptidico en condiciones moderadas (Lehnin-
ger, 1972). Hashiba (1975) observ6 que cuando una solucién que
contenia diglicina (a pH = 5) se conservaba a 50°C por 1 mes, no
se detectaba después de ese tiempo ningfin otro compuesto aparte
del péptido, y s6lo ocurria la degradacién después de tres meses.
Pero si agregaba glucosa a la solucién, en dos semanas a 37°C
se producia la liberacién de glicina (detectada por medio de

un analizador de amino&cidos) por la ruptura del enlace pepti-
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Figdra 36: Efecto del nimero de unidades de glicina de la cadena

peptidica sobre la constante ko’ en soluciones de con-

centracidén anidnica 1,67x10_5M
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Tabla 14

Constantes de velocidad (segln ecuacién (8)) para el desarrollo de
color en soluciones de glucosaglicina o glucosa-péptidos, de con-
centracién anifnica del amino-compuesto = 1,67x10-5M en todos los

sistemas (T = 55°C; a, = 0,90)

Compuesto pPH koxlo2 klxlo2
!

Glicina 5 6,57 30,6
6 2,95 13,8

Diglicina 5 1,42 13,9
6 0,54 11,7

Triglicina 5 0,97 12,0
6 0,20 11,7
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dico durante la reaccién de pardeamiento.

La Figgra 37 muestra una cromatografia en placa delgada
de algunas de las muestras analizadas. Los péptidos tienen un Re
menor que el de glicina, pero a medida que se desarrolla el pardea-
miento en las soluciones de glicina y triglicina, aparece un pro-
ducto de Re mids cercano al de glicina, lo que sugiere que existiria
una ruptura del enlace peptidico. Esto ocurre tanto a pHs=4 como a
7,75.

Para pH por encima del punto isoeléctrico del amino-
compuesto, la concentracién de la forma aniénica no es un factor
limitante, pero la forma salina (protonada) del mismo, que es re-
querida en una etapa posterior de la reaccién (Reynolds, 1969),
puede convertirse en el factor limitante. Esto solapa el efecto de
la ruptura del enlace peptidico que tiene lugar aGn a estos pH .

En sintesis, a pH por debajo del punto isoeléctrico 1los

péptidos desarrollan mayor velocidad de pardeamiento que el amino-

dcido porque:

a) Tienen mayor concentracién de forma aniénica (a un dado pH) de-
bido a gque tienen menor PK, .
b) La escisi6n del enlace peptidico aumentaria la concentracién de

grupos reactivos.

Y a pH por encima del punto isoeléctrico el amino&cido
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Figura 37: Cromatograma en placa delgada de soluciones de glucosa-
glicina, glucosa-diglicina y glucosa-triglicina, bajo

distintas condiciones

'(1) Glucosa-glicina a tiempo = 0 (pH = 4,0)

4,0)

(3) Glucosa-diglicina a tiempo = 0 (pH = 4,0)

(4) Glucosa-diglicina tratada a 55°C (pH = 4,0)
(S) Glucosa-diglicina tratada a 55°C (pH = 7,75)
(6) Glucosa-triglicina a tiempo = 0 (pH = 4,0)
(7) Glucosa-triglicina tratada a 55°C (pH = 4,0)
(8) Glucosa-triglicina tratada a 55°C (pH = 7,75)

(2) Glucosa-glicina tratada a 55°C (pH
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desarrolla mayor velocidad de pardeamiento porque:

a) La concentracién de forma anifnica ya no es un factor limitante
y si lo es la concentracién de forma salina, que es mayor para
glicina, que tiene mayor Kl‘

b) Probablemente hay un efecto del tamano de la molécula que se su-

ma al efecto anterior.

Ambps efectos solaparian el hecho de que a pH por enci-
ma del punto isoeléctrico también se produce ruptura del enlace
peptidico.

El efecto probable del tamano de la molécula se pone de
manifiesto al trabajar a pH constante y a concentracién aniénica
constante, con lo cual se observa que al aumentar el tamano de la

molécula disminuye la velocidad de pardeamiento.

4.5. Efecto del sorbato de potasio sobre la cinética de la reaccién

glucosa-glicina

Los sorbatos tienen una participacién importante en el de-
sarrollo de alimentos estables de humedad alta o intermedia. La ac-
tividad acuosa de estos alimentos es lo suficientemente baja como
para controlar el crecimiento bacteriano, pero no el de hongos y

levaduras, por lo tanto el sorbato se usa como un agente antimicé6-
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tico muy efectivo (Ericksson, 1982). Se lo utiliza en una gran va-
riedad de alimentos (quesos, vinos, jugos de fruta, mayonesa), en

concentraciones de 0,02 a 0,3% de sorbato de potasio (Sofos y Bus-
ta, 1981).

Algunas publicaciones recientes, sugirieron que el &cido
s6rbico éédria participar en las reacciones de pardeamiento no en-
zimdtico (Seow y Cheah, 1985; Vvidyasagar y Arya, 1984), por lo tan-
to se encarS el estudio del efecto del agregado de sorbato de po-
tasio sobre la velocidad de pardeamiento de soluciones de glucosa-
glicina tratadas a 55°C en el rango de altas a,-

El &cido s6rbico (trans-trans-2-4 hexadienoico) y su sal
de potasio son las formas més ;tilizadas de los compuestos que re-
ciben colectivamente el nombre de sorbatos. La baja solubilidad
en agua es una desventaja del &cido sérbico. A 25°C la solubilidad
del &cido en agua es 0,16% y la del sorbato de potasio es mayor
del 50%, de ahi la mayor aplicabilidad de este dltimo compuesto
(Sofos y Busta, 1981).

A pesar de que la forma disociada (aniénica) del &cido
s6rbico presenta efecto antimicrobiano, (Eklund, 1983), la concen-
tracién de la forma no disociada es la que tiene mayor actividad
inhibitoria (un orden mayor), y &sta depende fuertemente del pH.
El &cido sbérbico es mds efectivo a valores de pH pr6ximos a su cons-

tante de disociacién (pKa), que es 4,75, y por lo tanto tiene mayor
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actividad en alimentos de bajos pH , y el pH miximo en que puede
actuar es alrededor de 6,0-6,5 (Sofos y Busta, 1981).

Las concentraciones de sorbato de potasio empleadas en es-
te trabajo oscilaron entre 0,1 y 0,3% (p/vol), que corresponde a

2 Y 8,2x10-2%, respectivamente, de la forma no disociada

2,74x10°
del &cido, calculada a través de su constante de disociacién, para
pH = 5,0.

La Fijura 38 muestra el efecto de la adicién de diferen-
tes cantidades de sorbato de potasio sobre el desarrollo de color
en muestras de glucosa-glicina de pH = 5 tratadas a 55°C. El agre-
gado de sorbato de potasio aumenta la velocidad de desarrollo de
color y este efecto es particularmente importante en el nivel de
0,3% (p/v) de sorbato de potasio, que es cercano al limite superior
de las concentraciones tipicamente usadas en alimentos.

Se les dio el mismo tratamiento térmico a muestras del
mismo pH que contenian s&6lo 0,3% de sorbato de potasio (sin gluco-
sa ni glicina) pero no se observS pardeamiento luego de 500 h de
calentamiento.

Sin embargo, si se agregaban glucosa o glicina (separada-
mente) se detectaba pardeamiento (Figura 38) pero s68lo después de

tiempos relativamente prolongados. El efecto acelerador del sorba-

to sobre la caramelizacién de glucosa podria explicarse por el efec-

/17



-151-

|
Suv | 0,3% SK ' 01%SK
1,91 ‘ 0,2%SK
K i Control
i ) °
' / .. 55°C
10 . pH=50
0,5f
! SKIO.3)+Glicing
4 SK(0,3) +Glucosa
P . i v o Glucosa
[ ] ‘/
O : i 1 1 1 e
0 200 400

Tiempo, horas

Figura 38: Efecto del sorbato de potasio (SK) sobre la velocidad

de formacidén de color en un sistema glucosa-glicina
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to catalitico que producen ciertos aniones en las reacciones de
caramelizacién (Saunders y Jervis, 1966).

Por ser un &dcido diinsaturado, el &cido s6rbico puede de-
gradarse por autooxidacién para dar compuestos carbonilicos, como
malonaldehido, que puede entrar en la reaccién de Maillard (Arya,
1980; Seow y Cheah, 1985).

La determinacién cuantitativa de dcido sérbico en siste-
mas modelo glucosa-glicina tratados a 55°C durante 140 h reveléd

!
que habian ocurrido importantes pérdidas.

Las muestras que contenian 0,3 y 0,1% de sorbato inicial-
mente, perdieron 47 y 35% de su contenido en &cido s6rbico, respec-
tivamente, lo que indica que paralelamente al desarrollo del color
ocurre una notoria degradaci6n de &cido s6rbico, por lo que puede
hacerse inefectivo a medida que progresa el tiempo de almacenamien-
to.

De acuerdo con el esquema de la reaccién de Maillard, el
efecto acelerador del sorbato sobre la reaccifn de pardeamiento
de glucosa-glicina, puede deberse a la formacién de compuestos car-
bonilicos que reaccionan c¢on grupos amino. Sin embargo, esto no es
suficiente para explicar el fuerte efecto acelerador del sorbato
de potasio. Como se muestra en la Figura 38, la moderada intensi-
dad de pardeamiento que se desarrolla en las soluciones de sorba-

to-glicina no justifica el efecto observado cuando el sorbato se
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calienta junto con glucosa y glicina (muy notorio en la concentra-
ci6én de 0,3% de sorbato de potasio), lo que hace suponer un efec-

to acelerador intrinseco.
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5. CONCLUSIONES

A partir del estudio cinético del pardeamiento (seguido por
el aumento de saturacibén métrica (suv) en sistemas liquidos de
a, = 0,90 y bajo distintas condiciones de almacenamiento, en los
que la formacifén de color se produjo a causa de dos tipos de reac-

ciones complejas (caramelizacién y Maillard), se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

- En la mayoria de los casos los datos experimentales se ajustaron
a un modelo cinético de orden mixto, en el gue se consideraron
las contribuciones independientes de 6rdenes 0 y 1, y por lo tan-
to se obtuvieron dos constantes de velocidad para cada una de
estas curvas. En los casos restantes se aplicd satisfactoriamen-

te un modelo md4s sencillo de orden cero.

- Las soluciones de azficares diluidos (5-10%) tratados a tempera-
turas que corresponden a condiciones de almacenamiento acelera-
do (45-65°C) se pardean significativamente, ain en ausencia de
aminodcidos u otros portadores de grupos amino.

En esas condiciones, fructosa y xilosa se pardean mucho mds réa-
pidamente que maltosa, glucosa o lactosa. Estas observaciones

sugieren que la velocidad de desarrollo de color en estos siste-
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mas estd relacionada con la estabilidad estructural relativa de
los azficares, ya que la velocidad de las primeras etapas (muta-
rrotacién, apertura del anillo hemiacetdlico y enolizacién) son

proporcionales a la velocidad con que se desarrolla el color.

Sin embargo, para los sistemas azlcar-glicina la velocidad de
formacién de color no estd directamente relacionada con la esta-
bilidad estructural de los azfcares. Esto se debe a que los in-
termediarios reactivos que forman las aldosas alteran la secuen-
cia de reaccién acelerando mucho las primeras etapas, y esto de-
termina su alta velocidad de pardeamiento. A pH menor que 5
la velocidad de formacién de color es mayor para la fructosa que
para la glucosa, probablemente debido a que estd favorecida la

formacién de 5-hidroximetilfurfural a partir de la primera.

La disminucién de pH inhibe fuertemente el pardeamiento de azlca-
res reductores, tanto el debido a reacciones de caramelizacidn,
como el producido durante la reaccién de Maillard, ya que

la transformacién del azGcar de la forma ciclica a la abierta
(que es la reactiva) se incrementa a medida que aumenta el pH.

El grado de disminucién de la velocidad de pardeamiento al decre-

cer el pH fue mayor para las reacciones de caramelizacifn.
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-~ Durante ambos tipos de reacciones de pardeamiento estudiadas, se
produ&o la hidr6lisis de sacarosa, que en los dos casos siguid
una cinética de orden uno. Las constantes de hidr6lisis aumentan
a medida que el pH disminuye de 6 a 4, y por eso en los sistemas
que contienen sacarosa la reduccién de pH tiene dos efectos su-
perpuestos: la generacién de fructosa por hidr6lisis facilita el

desarrollo de color pero al mismo tiempo la disminucién de pH

inhibe fuertemente el pardeamiento.

- Como las reacciones que conducen a pardeamiento no enzim&tico re-
quieren la presencia de grupos carbonilo libres en los azicares,
se considera que en ciertos casos es posible prevenir el pardea-
miento de productos alimenticios usando sacarosa, en vez de azi-
cares reductores, siempre que las condiciones no favorezcan la
inversién en el producto durante su almacenamiento (Hodge y Osman,
1976; Braverman, 1969). Segln los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo, en ausencia de aminodcidos la sacarosa se muestra
menos reactiva que el resto de los azilcares a partir de pH 6 en

adelante, y en presencia de glicina a pH mayor que 4,5.

- A pH menor que 6 en ausencia de amino&cidos y menor que 4,5
en presencia de glicina, de los azlcares analizados la glucosa

fue el que mostr6 menor velocidad de formacién de color.
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- En los sistemas que contenian glicina la velocidad de hidr6lisis
de sacarosa fue mayor, probablemente debido al consumo de los
productos de esta reaccién en la reaccién de Maillard y al efec-

to intrinseco del aminodcido sobre la hidrélisis.

- La temperatura tiene un efecto muy marcado en ambos tipos de par-
deamiento estudiados, pero es mds notorio afin en las reacciones
de caramelizacién, debido a gue los amino-compuestos pueden con-
siderarse ag;ntes cataliticos, por estabilizar la forma reactiva
del azlicar. En el caso de fructosa esta accibn catalfitica es me-
nos notoria (porque este azlicar de por si tiene mayor concentra-
cién de forma reactiva (lo que favorece su caramelizacién), y
ademds porque sus intermediarios aminados no son tan reactivos

como los de las aldosas), y esto lleva a un cambio muy pequeno

en la energia de activacién cuando se agrega glicina.

- En el caso de las soluciones glucosa-péptidos las energias de ac-
tivacién para las constantes kO fueron similares, aungue algo
mayores que las correspondientes a glicina, pero para las cons-
tantes k1 fueron significativamente menores para los péptidos,
sin embargo, pudo establecerse que la velocidad de desarrollo
de color para el sistema glucosa-glicina fue algo m&s dependien-

te de la temperatura que los sistemas glucosa-péptidos.
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- La cqptribucidn relativa de la caramelizacién al pardeamiento to-
tal éﬁ las soluciones azGcar-glicina depende del tipo de azficar,
del pH y de la temperatura. Para todos los azdcares esta contri-
bucién es mayor a pH = 6 que a pH = 4. Es importante sobre todo
en las soluciones fructosa-glicina y también en las de sacarosa-
glicina, pero puede despreciarse en el caso de las soluciones
glucosa-glicina.

A temperaturas elevadas la contribucién relativa de la carameli-

zaci6n estd acentuada debido a que la dependencia con la tempe-

ratura es mayor para las soluciones de azficares solos.

- En el caso del pardeamiento de las soluciones glucosa-péptidos,
comparado con el de las soluciones glucosa-glicina, juegan un pa-
pel muy importante las constantes de disociacién de los amino-
compuestos que determinan la concentracién de-especie reactiva
(aniSnica). A pH. menor que el punto isoeléctrico (que es cer-
cano a seis tanto para el amino&dcido como para los péptidos) las
constantes de velocidad ko Y k1 para el pardeamiento de péptidos
son mayores que las correspondientes a glicina y a pH mayor
que 6 se observa el efecto opuesto. Por lo tanto, a los pH mé&s
normalmente hallados en alimentos (> 6), se podria decir que los

péptidos son mds reactivos que el amino&cido.
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- A concentraci6n de forma aniénica constante y pH constante las
constantes de velocidad disminuyen al aumentar el ndmero de uni-
dades de glicina de la cadena peptidica, probablemente debido al
efecto del tamano de la molé&cula. Otro factor que influye en la
mayor reactividad de los péptidos con respecto a glicina es la
generacién de grupos reactivos por la ruptura del enlace pepti-
dico que ocurre durante el pardeamiento, como se determiné por
cromatografia en capa delgada, lo que ocurre tanto a pH = 4 co-

mo a pH = 7,75.

- La adiciSn de sorbato de potasio aumenta la velocidad de forma-
ci6én de color en el sistema glucosa-glicina, probablemente debi-
do a la formacién de compuestos carbonilicos, por degradacibn
del &cido s6rbico, que reaccionan con grupos amino.

Este efecto acelerante es particularmente importante en el nivel
de 0,3% de sorbato de potasio (que es cercano al nivel maximo de
incorporacién permitido en alimentos). Paralelamente a 1la forma-
cién de color hay importantes pérdidas de &cido s6rbico (debidas
a su degradacién), que podrian determinar su inefectividad como

agente antimicrobiano a largos tiempos de almacenamiento.

La tendencia al pardeamiento es uno de los muchos aspectos

a tener en cuenta en la selecci6én del azlGcar empleado en la formu-
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laci6én de un alimento (ademis de otros como dulzura relativa, sa-
bor eségcifico, solubilidad, densidad de los jarabes, etc.). La ca-
lidad del producto final dependerd también en forma significativa
de otras variables, como acidez del medio, ar presencia de otros
componentes y temperaturas y tiempos a los que deba estar sometido.
Los resultados hallados permiten establecer ciertas pautas
para seleccionar las condiciones operativas durante la formulacidén,

procesamiento y almacenamiento de alimentos de altas actividades

de agua con el fin de minimizar el pardeamiento no enzimdtico.

Qe

Dr. Jorge Chirife Lic. Marifia del Pilar Buera
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097.75
785,73

12

oHeg " 001
pHed L73.33
T=50°C 312,33
118.33
130,09
140,50
#160.33
183.067
191,67

3 0.1

9.79%
2).8¢%
21,17
264.17
23.00
33.00
u8.79

# 57-90
75.75
96.5G

130.29
16/7.50

214,00

260.79

T=65%C

X Y
87.46 89.60
87.47 29.7D
a7.33 2Y.04
87 .14 £9.05
36 .04 $9.55
85.45 .61
82.85 26.18
20,64 B4.26
?73.07 R2.98
77.46 81.87
79 .05 76.70Q
Va8 78.77
3.7 7.9
75.15 77.26
7247 77.5%
69.4Y 75,77
~% .23 (I
59.79% 81.99
55.63 60 .40
$72.17 56.90
§7.85 89.97
36,52 85,31
R2,4H 54,25
79,99 83.60
79.40 53.22
T3.19 2,10
77.5% K1 ,62
77.00 81,.%
795.56 79,71
R? .44 49 .40
43.16 Bh.2S
1.76 .24
?77.37 vz.3¢9
80.54 84.25
75.1% 73.54
71.0% 75.357
A6.24 70.9%90
nt1.13% 64 .31
54.22 53.40
LR.29 L?7.4€
@3.16 5.09
39.0% 35.30
30.37 25.58
2%.70 21.76

z

105,91
155,57
192 .51
10,66
98.56
93.8?7
w7.17
73.21
74.13
49.%4
&43.47
&)V . 9a
57 .4L¢
S5 .89
$5.37
L4 .07
38.16
27.98%
26.34
23.77

105,12
92.16
RS .42
77.5¢
764.99
70,74
68,31
65.13
062,94

105 .51
4d.37
“«2.95
79.15
.78
59.9¢6
47 .34
34.05
22.63
12.53

7.08
5.05
1.83
1.154
Q.66

(-]
uv

0.000C
w0226
0.0337
0.2857
0.0751
0.1454
0.1647
0.2508
0.2877
0.3297
0.3932
0.4043
G.a591
0.47%0
0.4E801
0.553%
NV.A7RS
0.813%1
0, 6361
0,891

0NNy
n, 1172
(1,175
N,25n4%
0,281%
10,3225
ilg 84503
N, 3802
Ng6022

0.08000
0.1528
N, 2604
n,2241
G.23v8
G.43598
3.5£59
D,7603
J.¢326
1.7199
1.2658
1.3033
1.8197
1.406272
1,780



-183-~

Corrides No. 1, 15, 16, 17 . SACAROSA

tiempo(h)

1%
. 0,01
pHa3 1649.83

293,29
Tes55C 293,29

523.30
Jab. 31
68B3%.32
798.82
10172.07
1206.82
1265.80
1274 .32
1294 .45
1503.82
1350.29
,1520.82
#1650,45

15 0,01
a6 794.50

i 6657.00
Teks’c 613n6.00

10334.00
# 11557.00
13526.,00
164942.00

16 .10
pH=6 56,25
148,50

Te55%C 320-%0
412,50
369.25
930,25
574,00
591.25
604,50
756G.25

4 822.25
960,50
1315.16
1630,00

17
U.10
pHab 28.00
Tes5C  48.75
75475
96,50
150,00
167.50
216,00
4 e4l.25
285,42

X

A7.76
87,36
a7,.30
87.70
86,77
87,02
B6.76
41,38
79.89
73.83
7i).58
71.01
68.81
a9 .02
63.51
56,42
52.02

B7.66
87.55
Ro, 74
85.99
A2.67
82.00
H1.82

79.76°

87.67
87.24
47.05%
B6,97
Ré .81
86,82
84.24
81.74
81.35
800,25
76.32
72.46
74.13
72.47
69.14

87.89
86,82
85.5u
82,75
77.04
75,24
69Y.91
65.9%
59.75
Sh.606

BY .90
89.57
89.65
8Y.95
89.15
BY.61
87.67
84,97
&3.56
77.68
75.97
74,75
12.22
72.52
66,31
57.84
52.34

89.76
9,73
89.14
H8.02
35,95
85.25
85,10
R3. 3V

89.79
69,04
89.69
86,59
K7 99
B7.94
87,66
84.87
89,42
B5.57
79.84
75,74
77.68
764,506
72.11

90,0N3
89.17
HR,11
85.75
80,55
76.65
72,94
66,47
61,67
55./74

z

105.94
Te. $7
104,.5)
193,34
102.9%
102,44
39,54
82.5%4
77.18
56.352
53.31
51.9%7
w?,7?
h6.25
5.4
2%.10
164,74

106 .48
196. 4K
102,34
9H. K82
HO AN
Ha .40
4,57
r6,.A1

109 .84
106,00
105,79
99.36
99,52
100,26
84,48
84,54
814,33
?d.15
64 .45
58.14
8.4
SU.uh
Q6,07

106006
102,64
97.52
KRB 1)2
’1.2n
61,40
54.067%
L RY
32.99
25442

-]
uv

N, N100
0O,012%
(h,022n
1) gnN29t
N Nn272
W 1298
lhia1747
1,244
0,250/
Ueutt?
D, 46819
i1g514%4
11,5512
1,57H2
0, 7080
O RARY
1.tud2

J N0
u.0n72
n.,0s7v
V693
0,1760
(1,19%6
0,1915
N,2698

G100
0,609
V,N149
VA4
W a3/
01,0565
D.14h4
h.1420
N 13890)
11,2463
Vednan
0,429
0,6435
0.5439
0.5691

N 0100
0257
V. 01097
0,150¢
1,2964
N, 4K99
N, Lb06Y
0u,6090
0,7138
1,38197
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Corrida MO, 18: SACAROSA

tiempo(h)

17(¢:u1t.3“ .08

" 18
0,019
PHsb  is0.75
Ta55%  s06.25
676.25
772.38
895,48
1251.30
1393.90
1613.460
1516.57
1544.07
1947.82
# 1684,07

X
61.05

89,42
88,70
a7.31
86.46
86.07
83.90
80,05
78,05
r6.0/¢
T6a4?
’3.70
72,79
72,22

Y
390,59

91.77
21.%2
yn.12
49,98
49,33
B7,57
83,93
42,35
80,30
78,73
17.89
75,98
76,32

10,09

107.74
109,37
1M ,.7a
YH, 25
95.07
87.84
764,73
67,12
61.86
S7.80)
$5.90
52.6%
50,94

uv

[ ]
1417

1.

V,0000
O 196
Dottt 86
W ORGS
0,101
Hel697
N, 28480
0N, 35690
N o191
01,4595
D,4/ldS
WeH1684
1,5302



Corridas No. 19, 20, 21, 22: MALTCSA

19 tiempo(h)

pHa5 0.0t
Tesst  0.01
25,55

29.33%

56,05

191,41

191,41

265,17

L0000

LAd . Uv)

# o3k.00

20

M N1
24,17

T=55%C PR
45,75

79.07

2£N.75

4 140,95
L5417

450,74

525.74
1906.42

21 0.U1
pH=6 5C.00
95.62

Tab5T 405075
195,00
257.75
an3. 00
1086.00
H 1286.45
168087

22
0,01

pH=b6 5.90
Ta65%C 10.00
19,33

24.25

2617

32.00

2RLS0

56.00

40} ,50

47.50

¥ 43.75

57 .00

759.7%

94,50

X

R& Y2
83.95
35.91
Bae 0/
83.27

A2.95

81,32
82,56
R0, 69
/9,16
7/.05%

36,51
Ry.2%
RYAI YA
",.IOS
74,32
78.95
76,25
69.94
63.72
bn,27
57.65

R4L20)
84.18
84,18
83.36
45.72
85.9%
8,64
75.9¢4
71).89
69.67

35.65
84,52
84,84
TP467
74,70
TLo2x
69.20
70,42
6%.71
Al .96
61,54
S3.00
53.56
La.26
53.5¢4

-185-

Y

87.24
MR, 82
b7 65
a7.57
dea,10
£95,93
He 01
46,27
K3 94
LY AR
81,9591

8d.09
85.21
66 NWE
82,65
41,91
81,642
/8.42
72,61
71.50
bR 74
58,44

87,59
87.51
87.65
86.L9
LT3 1
86.19
85,48
79.%6
73.3%
72.41

88,71
H7., 22
86,21
80,50
77.89
77.00
72.21
73.2¢
66,10
63,10
n2,22
59.45
564,52
7 .R9
356/

z

94,17
V5,617
92.31
26,21
Qi) o)
ar.7¢
45.24
B9 .20
7,90
75.5964
04,77

9V, 71
81,74
99 .69
79.195
T4.07
70,487
09.75
52.74
49,69
Lo.Nb6

. 23.30

97 oile
94,52
94,25
95.10
92.67
92 .06
76.67
01,45
54,50
5Nn,03

93.33
92.24
93,30
12.47
6b, 36
65.32
51.04
56,99
Jo, a1
37.75
35 .64
23 .45
22.1)
16,02
$5.92

8
uv

1,040
0,0467
[IGETTR
1,010
() g Y4AY
N, Nolon
H 498
Velinee
0,133
(1,1759
N,24705

Q1100
O 1:7%2
0,0°297
0,110¢
1679
N,1673
Ue2654
01,4223
Y. ral
N.67350
N x4 34

0.0100
0348
0.0343
N,N674
N,0503
0,550
0,212
0.5624
0, 600408
Nebnde

0,018
N, 0647
0 N3A4
0,1404
,2621
}1.,2903%
N, 4a342
11,2964
heS5a2/
H,4%220
0,54/7¢9
N 7205
N Rs$71
0.9910
0,000
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Carridas No. 23, 24, 25, 26 LACTOSA

23 tiempa (h)
Q.un
=5 4147 43
Tes59Cc 295,29
325.29
Gud, 91
683.75
799.25
1017.50
1156.5¢
1298.80
4328.4
# 1647.50
1989.26
2%25.00

24
0.1
PH=6 5.yl 2s

Tat5%C  65%G.LG
7964.50
866.50

115060
1512.50
1774.00
213%.7Y
B 2205.7
26489.75
2913.00
35410.00
3785.00
6216 .00

25

- 0.10
PH=6 11.50
Te55C  54-00
54,25

BOL?YS

148.50
179,17
193,15
203,17
250.00
276,00
399,50

4 419.2%
496,67
582,50
65%1.60

26

0Nn.10

pH=6 28.00
T=65T  33.00
LR.75

57.00

87.31%

76.75

y%6.50

167.50
216,00
26).29

X

87.35%
85.78
86.47
3%.81
B5.47
83.76
84.12
81.21
78.52
77.48
77.44
75.3%0
7.7

45.79

8/.54
0,04
87.10
Bo.lh
uY .62
Ko b2
Hé.oOU
B2.4(
?9.4)
77.94
78.04
7¢.30
ofl.()6
65.45
65.33

87.19
87.20
87.05
87.00
R86.95
Ro.18
85.19
83.71
81.56
79,264
74,093
72,55
h9.15
$3.74
45.40
L4061

87.35
R3%.11
79.49
764.49
71.77
47 .05
AL 30
5%.%¢«
38.58
30.56
27 AN

Y

8o.77
g9.31
BY .00
29.90
50.18
86"} b
65.¢8
€4.11
g1.52
BO.4S
80.45
78.60
20.29
6%.035

EY.0¢
89 ik
89.00
db. (/7
Hg.11
ar.08
87.UY
85,32
0?.3
80,65
»0 .30
74,79
69.31
68.15
65.13

89,406
89.10
89,064
88,95
#8.90
88,33
A7,.47
a6,38
H2.89
”1 .s‘
81,16
75.19
71.77
55.90
464,84
L3.,07

89.77
A%.M8
82.69
77.57
7TH5.00
70.64
66.07
57.11
35.80
0.0
23.25

2
104 88
102,74
101.386
99.41

Qa. 20
92.16
[ XL
Bh, s
7937
r2.40
7?..-\'1
Y
49.21
G4 .55

112 .61
1G2 .00
102 .00
9% .3h
9d.¢:)
946 .26
v1.36
8h.21
7727
75.01
73%.45
60,11
47.85
“3. 34
39.68

106,62
103,60
1N2,.91
102477
102,73
9d .5
95.2%
92,49
85.39
8025
T3.07
54,52
53, 54
22.29
14,33
11,91

106.08
90.16
79.16
h4 .01
56.84
«5.87
37.10
23.34

5.5%2
2.7%
1.71

8
uv

ND.cuv
d.ulT2
0.52¢3%
(VIR A
0.55%/
0.1022
0.1154
0.1679
0.2u%7?7
0.26%38
RINXA Y
v.327/
D506

th.595Y9

(UM LTIV
UL DUF2
0,136
U.0241
0.h242
Q.26
0.Uy3S
N, 1460
(1.2099
n.2114
0.2598
U.3007
V.4907
9945
0.59u9

n.,0000
n,N130
0.01?77
N,0189
N,N1kA
0.,0554
0,087
0.,0979
N,1458
0.1902
N.2645
00,6129
0.,46523
0.,8810
1.0300
1.U9A88

0. 0000
0.1185
0.2149)
0.3566
0.645%16
0.55¢9
“,6390
N.4723
1.3277
1.5475
1.6231



27

pHaS
T=55C

¥

#

29

pH=6
Tas5°C

Corridas No. 27, 28, 29, 30 XILOSA

tiempo(h)

.00

0n.0n
235.133
29.4%
29,54
S6.75
S6.75
Rl.17
122.950
122.50
14984
1649 .88
191,41
1v1.61
275,40
LY R
"14,92
575.ul)
760,33

190.00
193.00
257.1¢8
360.25
649.25%
473.50

d.10
11.50
24,462
2y .0
34,00
49 .17
Sh.24
.09

# LAY
100,42
140,25
208,746
493,75

.10
21.17
28,00
33.0u0
La /s

# 97.00

75.75
96.50

X

a4.5n
Hé, .01
%2,21
84,12
®y,09
K2 .41
52.41
HI'. 53
4. P 1Y)
78,14
(lalb
77,80
74.91
Tho%b
/1,15
A?.41)
54,39
S4an1
S0, 71

te.87
L IR R
le.07
7?.56
76.73%
76.01
¢2.08
¢1.75
66.4b

A3 N2
K$,u2
R2.401
K1.41
su,07
79,08
7.6
75.09
75.41
66.17
h 17
Se.1/
L48.0Y

B2.87
72.4%
67,20
43,50
54,97
32.42
6Y9.7%
3?.50

Y

R7.19
“7.2n
5. 11
H6.15
Bh 09
kRS, 42
RS .44
a83%.9%
¥2.01
s1.84
81,00
LAY
7Hh.KR
IR A4
76.H/
[ RS
6u 02
§4,47
5N0.66

49.75
b4 .0
3200
ol.a4%
tn.él
B .2°
75.24
71.48
(9.96

HS .40
HH, 41
R7.27
86,78
#iy.v2
d42.%6
81,17
‘v, 8¢
a1,
SK (1Y
60,93
S58.u9%
ChHoH

R5.75
76.16
71.357
67.01
SR, v
54, 4%
“5.,94
33.61

V4

94 ,.v4
Dh 018
Al A1
AN _9Y
Kabh
A7.90
KX 00
7%.25
71.6%
21.54
L3 YA
69,69

an, 327

CHIYE]
). 1)n
L1 AQ
28.74
14.21
1.7

38.¢3
e1.¢%
r1.1¢
&5 .
66.%5
08.44
5¢.22
L1 .77
36.75

ar.b?
47,068
AN ITA
A1.e9
7R, O4
72.17
AR, $Y
a2 17
Sh . 4M
29.71
27,46
19,71

L. ¥4

HE.AN
S59.57
39.04
29.10
16.31
9.34,

Lh,26

1.45%

f) 100
n he)y
N 0A9
hon2 44
G,079%h
N 0 lay
NH,0710
N 1ANR7
iV, 2440
D.2944
0,29n/
De29nYh
e §8 97
,4544
D ,4AN1
1,95799
D K174
Ho%ALIL
1.002n¢

[ IR O
[TPRTY .
9.37%¢)
0.1951
0.2229
0.255Y
0. 3759
0L 9965
S.30v?

VI
NGl
NN Y|
0 (149
1I_N9YAs
0,155/
d. 12000
1a72%49
e 420y
Nn_ 4914
e 710%
DahlIT
2 A012¢6

0.0000
N,.3%49
0.5494
0.6614
0.9203%0
1.0984
1.2309
1.47274



N

pH=2,85
T=55°C

32

pHat,0
Ta55°C

33

pHa5 ,0
T=55°C

34
pHa6,0
Tats%C

-188-

Carridas No. 31, 32, 33, 34

tiempo (h)

0,01
351,17
472.25
639.17
718.17
956 .00

10%6.50
128%.25
1341.83
178600
1%00,00
1658.9%0

N,01

, 49,00
145,10
189.59
237,20
311,77
360,35
355.7%
410,00
506,29
582.25
676.29

.01
Sa.83
S56.83
80,00

100,00
122.5¢10
122.50
150,00
149,83

# 149.8%

191,41
197.83
295,50
323.00
346.75
461.20
466,25

0,01
74?5
171.00
215.42

# 247,10

341,25
365.25
L12.67
437.07

X

88.110
47,461
86,48
84,.3%
85,05
78,98
75.04
70.04
69,0l
61049
62.27
62.27

H?7.05
R7.89
87.00
8o,81)
BY,.354
N).8U
77.30
75.94
72.31
67,77
65,44
62.92

87.79
85.%7
Bo.lll
85.27
81.15
78.50
78.29
75.8t
75.01
79.29
n!.29
646,50
56,77
L85
&L5.20
$1.23
23.00

.16
87.99
A1) 9V
72.23
60, 50
49,29
45.02
32.8Y
29.21

90,238
89.42
R9 U5
87.25
86,17
82,28
74,31
73.10
22,44
n2 3%
66, 51
64,33

89,79
89,00
§9.51
H9,09
¥o.59
8BS D4
bUL65
79.235
77.57
087
6/.36
66,78

90,15
88,15
88,65
By ,61
54,25
81,58
H1,.63
79,67
?(1.97
75.45
.85
67,92
55.33
42,42
L0, 39
2o, 36
23.43

92.951
QU 7?
85,47
76,97
n,2e
“?7.36
L2.951
26,68
¢2.H82

GLUCOSA + GLICINA

1
1

4

e .17
0ny,08
94,69
¥v1,.,63
B7.2n
Taqb?
04,45Y
LY HS
47.75
27.22
$8.72
33.72

105,49

1

S .01

10 ,9i)

-

-

95.725
Y465
75.57
6Y.93
03.00
955,95
42.53%
$0.72
2.77

N6.41
26,07
U X AN
Qi) g 34
76,59
6d. 34
69,28
S7.90
535.14
92.2Y
56,92
.66
11,92
2437
L,.54
VTad>
1,038

V.04
)9S
74,37
X ¥4
2v.2/?
S.bn
$e75
070
1)e 389

.I.I\I

O, 00u0i)
00275
0, 00665
0n,1233
D162y
11,2755
0,.5037%
05205
1.,9534
O,8345
17229
0,7229

AN
N 01063
H,0354
H,103%6
0.,1507
1,2572
VD,3157
(M 5KSy
n.6721
N, 6202
N, 6982
b.74a7

00,0001
Nen&20
0,0806
Ne1511
U.,2n02
U.3009
11,2989
Hea?5%5
01,9170
0,5283
elitn
0, 80RE
1.15%15
1.3%5uU1
1.3498
1.68540
1.7320

U, 00N
0,0439
0,291
H,621%6
(ehen2
1.3210
16019
1.7511
1.85644
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Corridas No. 35, 36, 37, 38 GLLCOSA + GLICINA

3
(cont.)

35
pHe6,0
T=50%C

36

pH=6,0
Tw55%

37

pHe6,0
T=60°C

38
pH=6,0
T=65°C

tiempo(h)

227,00
297.00
389,51

0.N1
22,43
42.33
73.33
# 00913
125.00
112.33
113,33
140,50
160,43
167.04
1535.67

0.01
S.un
10.0v
23.75
29,42
32.5%0
39.00
48.75
S, U0
55.0:)
6040
4 66,25
74,75
77.50
83.00
9675
59.00
101.08
125.25
132.00
139.30

0.01
1“.75
24 U0

8,00
10,00
23,17

B 26.67
J1.060

0,01
7.67
9.83
13.75
16.94

X

7153
62,27
LU,68

U116
84,061
76.25
67.1d
62.46
S59.18
635,01
61.41
55.19
49,50
L7.39
44,81

83.28
38.28
88,22
B8S5.89
83.36
81.55
79.53%
75.39
75.94
69.357
66,79
b2.V4
od. 00
5/.55
50,21
46,80
65,35
46.31
38.09%
30,01

26,28

82.15
rr.72
69.13
85.22
84,664
69,54
64,78
53,91

87.98
45,51
79.5%4
76,72
68.62

Y

75.50
65,31
3o.80

92,51
87,38
79.8%
70,75
65,28
61,01
600.60
63.93
55.66
48,15
45.88
47.00

90,09
Y003
Ry .47
88,68
56,01
84,50
B1.63
79.53
77.24
73,44
69.21
65,14
61.96
S56.92
7,74
42,92
67 .08
L35,99
32,48
26.49
19.04

89,30
81,77
735.2¢
87,90
B0V
73.50
68,00
535,47

Q0,05
Bu,206
85,07
77,08
71.5b

Z

39,56
18,709
1.7¢6

107,064
93%.10
69,16
35.%50
20.00
14.61
26.42
22.14
11.60

6.1
5.99
YSellde

1US .90
105,44
106,12
V.39
87.40
80,64
T0.20
59,62
57.33
43,28
54,74
20.01
19.29
19.05%
6,26
.82
J1.39
dolld
1,14
1,09
NyBe

15,14
ol.,25
$9.57
95,51
94,53
41,15
28,72
1,02

106,27
95,71
73,0y
52.45
37.24

Suv
O,687¢
1.10028
1,571

g uouy
0,1090
n,3723
01,7392
D, Ra2S5
1,007
U RT6J4
0,9652
1.15%%
1.5102
143212
1.3402

n 0109
D 030
(USR]
b,0d%0
,154%9
01,2225
N 3INN9
Y'Y X
the&558
H,6286
h,745%0
N ®651
11,9943
n,9v67
1,325
1.4%03
Na7940)
1.49967
1.6631
1.5754
21600

0,0000
Ve 649
Va4
N, 0803
(7YY
Q6605
N 8647
1.,1877

n Nl
0,093y
e 3057
N,5583
1,725



38
(cont.)

39
pH=?,75
Te55°C
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Corrida No. 39 GLUCOSA + GLICINA

tiempo (h)
20,42
26.0\)
29.92
35.92
37.17
39.92
47.25
52.92

0,01
12.50
26.17
35,00
b 67
L7.07

# 50,17

53.17
56.92
02.1/7
66450
71,12
74,17
93.25
§7.50

X

63,40
YT
b3.74
35,72
33.90
29.20
19.U4
T0.68

hE 'S
76.21
68,93
S6.%4
47.15
L3.10
62,61
61,15
37.706
35,61
2.7
32.09
3u.80
17.046
15.61

Y

05,71
43,464
39.13
28,83
2/.38
22.14
12.42
10.64

Q0.63
7v.35
72.90
57.03
YN Y4
3y 12
7,20
56.5Y
32.3%2
29.95
26411
25%.10
23.96
10,47
9.72

z
25.u8
3.01
2.07
eH2
.62
V.33
0,15
Ue14

106,74
66,35
4r. 36
17.70

5'70
5.30
2.70
2-06
'-01
1.20
[ 1
Jeo?
Y
0.20
Del9

Suv
(Ha909%
14611
1.9 %69
1.793%2
1.7899
1.9089
2eh599
2.9347

v ipu
0,354
Ua5a0uU7
1.0200
1.5601
14009
1.5611
1.5185%
1623
1.7021
126
1.8442
1.8761
2.,%208
2.,010U7
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Corrides No. 40, 41, 42, L3 SACARDSA + GLICINA

tiempo (h)

40 ‘o
D¢

PH=b,0 429,93
Ta5s%C 141.00
165,75

192.00

213.10

250,35

281,67

4 302.63
312.00

359,75

366,75

b 0.01

=S .0 122.33
P sc',c 149.8%
T=55 191,41

192,83
295,60
323%.30
615,10
441,89
511,61
# 592.50
661.92

42
0.01
PH=6,0 56425
T=55% 100,00
145,50
179.17
201,17
338.50
41050
# L19.47
940,00
672010
730,80
795.30
814,00
1029.50

L3

w.s'g a0
29.92

T=65C 33.92
SU.25

56.92

A 16,92
103.92

128.3¢

133.09

205,09

180,25

X

89,46
83,12
176,29
69.81
71.24
65,76
60,01
56.15
%6.18
54.8Y
51474

R7.76
85.75
85,15
83,75
81,27
79,12
76.25
75.08
72.8%
65.79
64,31

89,51
89.19
88.53%
88,01
47,18
a6.79
82.04
79.90
7700
74,27
692,77
66,68
63.15
S6.91
L7.79

U, 32
87.22
87.42
RS B4
81.14
75.56
7U.63
01,58
6,59
Ja, b
45,46

91,46
86,56
79,55
73,12
T6,07
oA 24
o1.71
956.481
953.75
52.864
51.73

9,90
LK)
/.93
87.55
86,72
84,90

82,95

LTUMY &4
78.96
76,70
od .85
o7.38

90,49
90,25
90,13
LATINIR
89,56
sy .70
85.59
45,70
8O, 95
75,49
75.55
69,09
65.91
57,93
49 BY

92,48
91.395
Y1.143
67,31
86,93
9,27
75.60
63.%1
62.50
29.98
Lo M3

l

107.52
R7,07
82,359
63,24
49,0 ¢
48,02
3,52
27.26
1v.89
19.45
17.20
15.73%

105.94
98,16
99561
91,76
89,4/
79,54
72,44
63,27
58,44
51.18
J6 02
$1.11

106,22
100,148
102,07
LAY Y4
96,39
93,92
78.88
71.35
65.A7
59.45
L2.44
34,27
27,99
17.34
d.U5

108.68
105,24
100,76
83.22
800,29
61,40
43,50
27,76
20.72
2.79
LI

8
uv

v, oun
O 1885
gl luA
11,3959
(LR Y 0]
05412
Ue7¢0Y
[ ¥ TH
Le%S5Y%0
1.0m21
1.0e21
Tol:310

(I TTTalY]
(h,N65b
V119 1Y
H.1%10
V1475
VDe2L6Y
UeS1002
N,64073
Net5?¢3
(145423
7549
(o7949

e 110}
[IINYIITAS
De1365
O lien?
Wo10014
00,1262
0,2%%u
U.32643
U 3711
(R K ¥4
O.6591
V67606
G852
10149
1.25n/

g UG
0.t615
U,1'72061
22450
u,226%
n L/
n,A3ING
(U BV
Wo™651
1.,92%2
1.1800
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Corridas No. 44, 45 SACAROSA + GLICINA

bl
PH=6,

tiempo (h)

N.01
0 560425
672.45

TabsT 375005

1094,.35
16438.35
1099.60
1944,10

§ 2602.60

45
PHa6,0
T=50°%C

0.01
116.00
132.00

, 310.50
340,00
452.7%
S4H.33
663,75
727.33

? 836.00

X

87,62
86.12
85.83
85.41
84.53
B1.5¢/
79.89
17.93
73.24

83.33
87.408
86.60
85.59
84,85
84,51
82.44
81.467
80,63
78.71

89,64
H8,75
H8,79
88,36
87,95
85,32
83,92
82.17
17.39

%0.38
39 86
89,27
X, P14
s ,02
A6 91
66,V
85,469
86,62
82.84

104,04
99 ,.9%
94,07
95,443
B).08
8,585
73.29
0b, 8¢
51.24

107 .00
102.85
99,62
964,90
91,481
H7.,37
82,71
f8.417
746,90
67.81

8
uv

L QN
(PR LK
v,0?7606
Ve nedh
1 YT
h,2271
11,2994
H,3944
1,54506

0,10
H.0381
VU601
W,11)90
(,15H6
N.,1770
(1 2224
N,2070
0,5024
Ne3745



L6
I-H-" 10
T=55C

1Y)

pHa5,0
Ta55°C

L8
pHe6,0
T=45%

49
FHa6,0
T=50%C
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Corridas No. 46, 47, 48,49 FRUCTOSA + GLICINA

tiempa(h)

.10
22.90
49,00
75.75

121.13
141.00
165.795
192.60
215,10
281,67
302.85
312.00
100,79
180,75

e01
23.33
23433
29.33
29.33%
41,00
56,83
72.33
72.54%
122.50
122.50
149,83
169.8%
191,61
191,41
197.83
197.8%
293.40
293.40
362.40
6.75

0,01
23.75
LB, (S
74,75

101.08
171.00
247,00
341,00
37,67
560,067

0.01
8.58
19.17
28.92
36.92

X

90.18
87.10
84,293
82.62
69,21
66,31
66.31
61,46
ol 14
52.70
952.0Y
L6.54
75.82
64,0/

8a.00
Bi.68
83,649
81 44d1)
H)H2
74,25
71,85
ald.b0
63 .1lo
64,70
64.75
59.01
59.07
54.30
S4.58
52.15
52.11
45.36
LS5.2%
33,62
B7.15

87.93
A7.41
843.94
Hi 6
81,72
77.v48
72.%9
70.40
65.464
51.%4

87.41
86.36
84.60
83.31
80.76

Y

92,564
87,52
87,407
$H,12
72.14
oV, 74
6y . N2
02.97
61,50
52,43
51,41
L&, /0
79,07
66.5%8

Q017
B8O, 40
80,45

wh 01

36,50
80,19
17.92
?5.09
73.85
67.06
67,08
ol 15
60,19
S4.10
54,20
$1.95
51.31
L2.78
L2.70
S4.60
KO, 68

90,15
QU 03
HE .80
LEPRK-)
45,00
81,06
75,79
73.37
68,61
51.00

Z

108,71
101,88
91,35
816
42,55
$5.70
52.106
25,29
22479
14,618
15,08
9., 77
SH, 80
27.175

106,48
88,67
88,59
74,57
75,34
70,25
65.2/¢
61, 1S
53,29
52.29
$2.40
21,07
21,09
146,44
14,68
11,92
11.90

[ I,
bl
J.4%
102,93

105,29
99,21
9N 1Y
82.920
81.99
710
59.92
9,462
3u.56
110,43

142,89
98.99
93.61
87.61
80.34

e
uv

IR |
0,087
1269
Uea2745
et s7?
D.7327
N 7960
Hadn&9
(11,9253
1.,1742
1.19M)
1.1499
Ty X
H,x61n

[TINIDIE!
141591
01,1562
01,2674
(1e2545
ve.3106
Ha951)3
0,99353
N,46032
V7779
Ng?77n2
V,94060)
devL6?
1.0912
1.0005
1.1426
1,191}
1.3165
1.31466
1,464%4
0, 02na/¢

U NN
U N84 4
0.128¢
17004
i1g21141)
Ve3196
Ma451Yy
N,5945
N.RN063
1.17938

0.0V10
0.U324
0.0742
0.13%¢4
0.1914
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Corridas No. S0, 51 FRUCTOSA + GLICINA

tiempa (h)

43 44,00
(cont.) g $52.25
6§4.33

11.66

117,335

S0

pH=6,0 0,01
5,00

Tas59C 5.50
9.00

11,50

23.75

26,42

28,73

36.U0

40,00

“8.75

50.0N

56,25

(!3-50

73,00

A 14,75

80,75

100,00

101,17

124,30

51
0,01
PH=6,0 3,42
7.67
T=65°C 9.90
15,25
20,42
# 25,12
29.92
33,92
38,00
40.00
59,92

X

80.05
78.60
75.29
73.21
65.94

88.25
H7.06
86,77
86.37
85,264
81,59
31429
79.87
78.U¢
74,89
75.038
72,47
69,75
67.21
6%.29
b6.0Y
61,61
55.84
59,67
52.54

88.13
87.10
84.81
82.50
77.25
72.4%
67.27
62.18
57.32
51.19
50.91
53,49

Y

a83.33
81.96
78.73
76,54
68.68

Y0NS
89,39
89,15
Bb,02
El.b06
ha70
86,10
42,74
81,11
79.20
78.55
75.58
72.48
70,03
67,638
69,01
63,10
9%.4b
61, %64
49,46

90.26
89,99
u7.n2
85,68
71,99
76,358
71,064
64,30
%8.17
Su,1é
49,77
el.54

Z

76.75
7.76
61.60
55,77
35.97

lilo N2
12,05
101.84
9290
V6,32
81,71
79,06
75.47
6v,.42
0l.%4
oil.%2
92.48¢
64,93
L), 39
33,948
37,55
26.481%
15,89
21.74

9,54

16,41
1102 .49
94,29
84,351
0s.27
5174
35.57
24 .36
15.74

8,91

8.458

Dedv

Buy
0.2296
0.2784
0.3809
0.4624
06,6896

00,0001
O 1550
(1,044
v, 0712
D 0996
0.21%6
h,255u
W,26v/
Ne3314
u,4129
04227
Uedna?
[ YTEY]
N.6521
N, 76h6b6
7006
(1,992%
1.00415
U 941y
1.25%4

0,00001%
0,034«
01,1133
0.1949
eb?7V4
Neb422
n,a7626
00,9103
1.,068%
1,2416
1.2400
1,7275



52
-, pHs=5,0
Te55%C

53

pHe6,0
Te55°C

-195-

Carridas No. 52, 53 XILOSA + GLICINA

tieapa (h)
0,00
6.lY
6,75

1Mm.17
13.0)
25.433

PEIL

40,10
35.17
LA 66
Sa.hy
$46.59
122.5%0 -
14V.44$
149,583
191,41
191,41

010
S.hin
j.a%
Y N
lui)D)
# 9.00
11.50
24,42
/.40
FL. LB}
32.00
6. 000

X

82,72
al, 31
R1.29
75,99
71.53
5%.58
$5.60
be.62
§$7.%6
e7.9¢
21,08
21.02
4,02

1.59
1.58
0.97
Dobs

53,02
LU R ¥4
74HheRS
704
A2y
63,25
hi.on
19.5%%
17.74
19.5%5
15.09
13.91

Y

RS.41
B4.00
K .50
T5.5%4
75.52
55.54.
5%.9%h
48,98
32.1n
21.10
14,24
14.21
2.0M
Y X1
(%2
0,354
“.ZH

AS .5y
X &
79.%4
72.%4
at.2?}
Ah o1
$7.15%
1213
1Hh.04
9.4
H, 5%
7.7

HA.19
L% ISA
51,42
62.5¢
52.24
o944
G6
.22
1.24
Nei}d
0.4
11 q 90
.29
[H PR
.23
1.2 %
.11

Al.63
th Tl
Sl.nf
DY X4
20,42
j.on
1.74
.27
HWell)
11.?20
n,2n
Hel%

a
uv

1) o 1in)
O lakn
NeNans
d,295Y
13964
LI Y A2
1,087
1.9925
To9m2
180618
2.2147
2.2119Y
$.724/n
4,010
$.03482
1./577
2.82%2

RS THY ]
Nn.1u7s
No81ny
H WA Il
NG,y
Tal26%
1.9%196
2.548A8
7 afhut
?t.lln
2.0
aviva



pH=5,0
T=55°%C

55

pHs6,0
T=55°C
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Corridas No. Sk, 55 LACTOSA + GLICINA

tiempo (h) X Y z

0,00 H2.95 892,77 106 R4
235.49 HAa 7R A, 20 100§.,29
%6.8% R3,65 Ro, 82 95,99

122.50 81,27 abalh st 000
149.89 TH1? A2, 02 .14
191,61 73.06 17.57 $K.22
197.43 74.01 (2,44 Sh.nH
245.00 AR LS 61,42 60,27
293.40) N by an, 14 $i.11
$2%.3%0 LY YL 6l.92 2579
YY1 54,84 57.97 1.6
420,00 L47.94 Lo nD 19,25
Ll8 0N LA 2 45,44 JoHr
497.10 4Lb S huodl A.HA4
!

0,10 8l.19 n% .40 108.n7
11.%0 LY I LI WA 102,04
26,47 85,52 KT X Y411
26.13 He .82 LI Iy ARa19
36000 81,44 Ru b 74,5~
LU 1 77,48 R2.74 nl, 97
Yy, 00 ’7.3%1 LIV hia 2%
901 e DY 79.29 79,064 57.14
50.7% 264 04 f8.16 82.h40
63.30 68,24 lh .04 43,27
f5.00 45,86 63,04 i1, 24

100,00 57.96 Y ,29 V.29
124.50 47.35 951.47 15.8

148,50 61,45 $6.79 2.10

'uv

0,000
O 3104
D.55¢
2144
Na.39211
N,4573
1YY 5]
0, 7AAA
ol41)
-I.Nn')‘l
N,eli?
1.19%46
1,160/
1.7229

NGl
.61 ¢4
Ngliay:,
(I PNTY ]
.24
1a8732
Ve 8RS
TR YY)
(LN FAT]
D_oATN
T.vtiy ¢
Vel la
NH.97a1
1.522%
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Corridas No. 56, 57 MALTOSA + GLICINA

tiempo (h)

56
a1
pHe6,0 10.00
24,062
T-SSOC 3‘."0
50,010
56.25
65.00
75.00
100,00
124.00
148.00

57

pH=5,0 0.00
T=55% 0.00
23.33

23.33

29.33

27.353

56.83

.56.83%

110.84

191,461

191,41

197.83%

265.10

481.83

550,00

B 632,47
840.25

1220, 33
19517.83

B86.32
86.29
84 .08
81,24
78,01
76.25
735.48
?71.56
60,56
58,24
56.11

335.97
H3.99
K3.,97
835.72
H3.40
83.64
835,31
42.97
81,98
8,06
H0,09
BO,45
7v.02
73,649
7657
68,17
67.92
67.25
61,18

88,09
BH.%6
AH,09
846,20
41,43
(9,64
16,49
74 83
63.18
60,45
So.n2

Bo,79
a7.0%
Bh hi
ny .92
86,71
BA,54
86,37
86,42
84 K7
B3 80
84,62
84,47
B3.49
77.81
76,97
71,064
69,55
67.77
63,10

P4

99,70
VR L7
90.14
i1, ?03
68,41
62.38
535,24
43 .06
2724
2. 18
160,389

93,60
93.?29
91,41
Qi 9%
9,20
90.5¢
BR, G/
&7.56
81,92
75,49
70.56
77.384
(3.K3
S4.03
66,25
3R.97
36,59
Ju. 2/
24 .60

aI..I\I

h,nunn
olitdn
H,NHY3
ND,16H0
00,2942
o850 3
Hebk597
N,5%216
e 7804
n,o152
Hn,5929

., 0000
72
U, N24k
VW, (P95
0.03%15
o181y
v 5Ny
o va4()
N,1167
(,1R14
(.17648
0,154/
01,1943
0N.4100
G.5724
(5917
0,b63820
Ve 7“.,"7
0. 7994
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Corridas No. 58, 59, 60, 61 GLUCOSA + OIGLICINA

fHe2,85
Tas5%C

59
PH=4,0
T=55°%

60

pHs5,0
Te55°C

61

pH=6,0
T=5%

tiempa(h)
[USS A |
15u.vN)
187.15
2HG . hY
331.1%
39%.15
IR2. S
135,17
073,272V
5G3.vY

o.M
158.u0
198,42
267,25
od .42
LTI
313.9»
S«2.25
SRY .U
Inv.2s
6h7.88
581e42Y

U]
rL 1]
2t .03
34,014
£9.42
53,42
T2.0:0
79.67
101.5%8
103.91
167.75
191.9¢
135%5.46

DINYA]
3410
av. 1/
79,42
Trr1a %9

17,50
192.57
221.353
24/(.4)
253,17
CYATINLY
365.4
565 .00
13%.0>

X
’8.25
BleS0
AY.25
(9.08
l9.65
/2.5%
71.0%
LY. 1Y)
63.Y6
52.1a

er. 9
My il
772,49
5.7
71.5%
Ak P
LY.L
03eh Y
9574 %Y
FLR )
S1.5%
PR

al.90
EbdouS
35.3%7
82.5)
77.m7
78.09%
68.61
67.5%2
52.95
59.00
36.54
27,79
4707

2,54
LR
[ ]
I PRI
77.14
LY TN
519
b,
XraY
Lr.5¢
2 iy
PP XYL
21,993
LAY T4

Y
90,41
R, 06
nM,26
LRI )
fn.52
(fo.04
75434
6Y 90
AS. 07
52 .10

0,05
a6 i)
R YA
/9.h4
?'0.97
69.62
A LTS
NS 7y
.~.|-.2°
Y gtim

LY

aloin

89.5%2
82,5y
87.92
#5.40
83.17
81.47
?1,.358
Thetu
58,62
60.15
31.22
21.27
w8.42

Vi 82
¥, 54
ol gl
[V PRI |
17,92
23755
29,11
“rand
3%.1¢
LI Y'4
2ie79
21,54
21,0
€r.26

Z
106,74
10l. 32

Vé 25
75,560
SA 8
%2.12
Y96
54,74
31.2
19%.7%

Tay 2
n7.2n
(3.7¢
[ 1 ]
L%.e5
Y .h1
35/.bn
32440
2%.2"%
21,7~
12,2

fel s

166,87
v8.59Y
Y ,.he
fu.bu
Te.9)>
68.34
319.51
35.92
o, bn
17.95

1.73
0,44
6.09

108,34
v, 1¥
Q1,954
75,71
25,45
lweg/a

Nl
.70
1.7,
1.%

Wed
'.l..)-‘
[ |
VilgHhD

.UV

[VVITI VD]
eN1411
Jel1llle
Ia72941
Ueeh 86
1,574 3
(LI S5a61
JeBMH5 3
de?7v2s
L ITPAL ¥

O (il
'.3.1‘),’0
de?2=%a
Noaley
deh4 )
Jet 96 S
ety
Daelbue
Je7110N
oG &y
Va12¢7
1.270Y

0.0000
O0.0%06
u,0816
0.1780
00,2744
0.34%4
0.6745
Q.728%
1.0474
1.014a
l.6LAG
1.790%2
1.¢5%15

11, 0000
Vgt ful
11,1420
Neradu
(iegSurd
Totive™
1.2¢4¢
1eb%eY
1.,9977
Pt 107
TeWrild
e rth?n
PN A4
Do Ztne



Corridas No. 62, 63, 64 GLUCOSA + DIGLICINA

pH= 6,0
T=55%

63
0
presee

pHa7,75
T=55%

tiempo (h)
G001
B.03

24.50
2bosd
36,42
49.42
LR PR
57.v¢
Ve ol
77,07
79.¢7

101,54

105.v1

167.25

0.01
“.67
617
(.67
fao/d
Vo0l
10,42
11.%2
12.97
.62
15,45
18.00

0.0
4.7
hia 67
30.17
h6.52
66 .50
75.17
76.17
82.17
v3.29

X
8/7.9%4
87,57
42,41
41,26
7d.03
69,06
bhoh?
52,10
r”o. )"4
PR T
52.65
6').{”
37.9%0
1.9

A7.%0
LY %Il
8/e71Y
A2
LR Ay
T o8n
73,8
77.u?

05.21

bv.hid
67.0L0
65.74d

85.53
83.71
71.67
&7 .00
ol.ol,
57.19%
55.54
CE.79
47 .84
31.54%
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Y
9v,32
LY |
89,57
Beed9
52,15
72.95
AY 20
6y a9
S8.69
92,41
Sa,09
$3.0n
$3.11
16,47

90,352
nYy,9v
QU7
L P )
YT
Ryl
el i)Y
tald
78,84
72,05
&9 5T
c#.01

93,53
Lo.%0
?5.39
70,40
fh.02
57,09
95.23
45.4h0
44.164
25.97

b4
103,44
104.79
g3.71
T9.7%
64.79%
N, 67
Y1.v?
21,50
Vel
’1. /6
[ PR ]
b Y
1,10
L

108, 3%
102,52
100,52
wi.eon
LYY B
Yv.nd
OYend
6H .Y
S 1Y
49,69
31,52
¢3¥.1 5

tWis . 7
27.7¢
4h.93
3%.¢08
22.8Y
12.3Y
10.29

w.bY
3.7%
J.&D

8

v.od%o
G019/
N1y 22
N.¢clU
Uetla30
0.,6949
V7944
Uoya?id
1.,2204
1.2400
1.5171
1.4216
1.6547
2.%73%0

() o VIV
[N IYY, ]
ML L
oveys
e17 3¢
[ KT
1.8990
D 8744
.uS551
0W.9375
[$ R TR X
[T EYA

2 0v
M,1082
C.60Y7
(),.1‘7'7'-’
D.9421
1.154%7
1.2041
4.387%
1.439%
1.5842
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Corridas No. 64, 65, 66, 67 GLUCOSA + TRIGLICINA

ti!ﬂw'(h) X Y 2 .uv
64 132.21 :r._s’s 90.03 105.68 0.0000
.90 6.7 89,395 Tuv.30 0.0499
PH=2,85 187.15 Ba,6Y 87,41 91.61 o.$2an
Te55%C  272.65  7e.02  79.98 61.25  0.42ab
531,15 72.99 76.d48 52.54 G.51%6
55.19 a6 V¢ 70.03 AT 0.6900
Sae. 95 53415 65.54 30,01 0.800v
£ 41317 b N6 n2.n1) 24,7/ 0.8561
6?5.,2v 95,57 SA. 20 17,494 1.0159
S5N05.v5 45,474 47.19 YoMl 1,190
65 0.1 47.87 90 .G 136.6% .0G00
158.0% 59,69 L) 2,48 0.15¢y
P=bD - pl0ie2 7698 Eo.v8 63.46  D.a13)
Ta55C 2¢nm.62 74.07 77 .84 56.97 N.beho
268,04 67,90 71.11 41,54 0.6492
340,92 62.76 64.98 23,77 0.%520
# 325.01 43,73 66.17 39,48 0.5060
369.25 55,97 §6.54% 18.3% 1,0065¢
457,10 49.03 W7,/ 11.31 1.1612
.53%1.25 39.45 35.94 4.69 1,4047
66 0.91 LYER-Y4 YU U 1Jo.03 GeuiGuO
249V 86.70 3a.20 ‘y6.B5 G.0850
=50 ;5.2 a4.66 57,34 935.52 9.1125
TaS5S%C  34.wié 30.53 83.50 o167 ve20UT2
49 .4¢ 77.65 &u.v? 64 .00 v.4162
53.42 ?75.85 7v.42 ou.¢g7 Uevdud
$7.9¢ 72.464 76.04 4y .9p .5623
72.00 67.41 76.50 35.17 0.7051
# 11.67 64.95 671.4q 21.06 v.tes?
1017.58 5550 §55.26 14.1% 1.18¢8
103.92 53.14 £3.50 45.°%2 1.4207
167.65 33.41 27.49 0.79 1.7¢08%
191.92 23.65 17.48 0.3%0 2.0761
67 .04 87.47 90.04 106.63 0.0000
pHe6,0 34.17 8S.nt 88.2> 96.92 0.0846
' 49.17 84,16 87.08 90.51 V.1425
T=45°C 80.52 83.98 83.98 76.39 0.3110
# 101.33 7a.16 79.85 61.84 U.6261
167.50 64.52 66.99 32.65% 0.7745
221.%% 60.7% 62.98 18.45 1.0276
268.42 50.99 49,04 6.24 1.3291

316.67 3%.65 28.85 v.82 1.7827



tiempo (h

68 Ge01 )
pH=6,0 29.92
. 4,50
T-SSOC 28.42
34,62
49.42
B 95.4¢
57.9¢2
r2..0
?9.67
105.91

69 0.01
w,67

pHe6,0 6.17
Te65%C  7.67
A 67

.67

10.92

12.92

# 14,42

70 0.0V
26,17

PH=7,75 44.67
=55  50.17
# S6.92
62.17

66.50

78,17

93.2%

97.50

X

7.87
46.21
§2.5»
81 .20
T8.66
68.68
67.24
65,35y
58.5%6
56.93
«8.05

87.87
8o.0Y
86.25
85,02
83.99
83%.1¢
61.93%
ra.29
73.64

¥6.90
84.03
72.06
68.23
64.72
61.37
S§.97
55¢35
34.41
33.306

Y
90.04
Yh.51
8Y5.69
B6.67
62.36
71.87
70.27
67.n%
52,99
55.45
44,23

©0.04
49.746
gH.v8
85.238
87.09
86.54
63.58
78,15
77.59

91,09
57 .49
16.38
72.00
67 .69
63.19
59.83
%4 .60
26.69
25.42

z
1V6.63
101,08

86.05
79.90
7u.8¢6
58.43
353.86
27 .09
14,73
.69
3.54

100.63
101,194
98.14
90.54
87.01
43.55
75.5Y
53.5Y
50.93

107.°07
83.35%
45.72
33.99
24.76
18.23
13.86
9.3v
0.71
0.68

Carridas No, 68, 69, 70 GLUCOSA + TRIGLICINA

a8

uv
0.0uu0
De415
02721
0.2440
V.331v
0.7036
W l770
0.8572
1.1062
1.,2586
1.4571

0.0020
31,0490
0.079%
0.1594
J.165U0
J.21935
0.3231
0.5267
0.5605

0.60060
v.,17:0
V.6259
0.743¢
GU.y243
1.0374
14.1262
1.27358
1.69ce
1.93¢3
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Corridas No. 71, 72, 73, 74, 75 GLUCOSA + GLICINA (G),

A~ cte. DIGLICINA (D) O TRIGLICINA (T)
tiempo (h) X v l 8,,
7 0.01 88.11 9u.29 105 .80 0.,0000
pH=5,0 6.92 H7.40 89,69 103,65 V0157
P 1n.92 86.75 B9, 49 98,97 N.0682
T=557C 22.90 71,87 74.9% 46,01 0,804
G 25.92 68,52 71,467 57.5K 0.70v5
28.92 65.54 LR ) 50,5y 1en142
30,00 66,00 Ak, 94 32,38 0,7802
B 63.25 41,81 3704 2.0% 1.5640
L7 .Un 41,08 §6.20 1.90 1.55%77
72
0.01 87,95 90,03 10%.12 1) NGY
pH=5,0 22.50 85.07 bb.62 26,97 w7202
T=55°C 29.42 8S.00 80 .a0 75.83 0.19y2
47.90 80,45 83,94 75.91 0.26R7
0 70,17 73.45 77.2% 52tk 0.5258
4 95.83 66.14 6w, 2/ s, 46 HeR14H
118,67 53.36 59,2% 15,40 1.07242
126,00 55,25 $5.50 11.23 1.147%
150.83 50,03 47,42 6.58 1.8107
172.08 45.9% “2,87 4,39 1.3922
191,75 39.07 36,23 1.98 1.5617
225.795 34,50 28,83 1 T 1.,6%00
73
0.01 B7.54 89,78 105.24 U, 0000
pH=5,0 24,08 45,70 63,22 93,27 N,u57a
Tass%C 47.353 H2.99 86,13 46.95 U.1425
70,83 78.4% 62,26 63.69 Ne3uen
T 96.25 71.62 70,948 4/t eSH3Y
#4118.67 67,28 70.98 35,61 N.7558
n 0.01 87.55 89,92 104,71 0,0000
pH=6,0 23.83 86.32 dd. 64 99,69 0, uiko
67.67 86,60 a7/, 50 V5,75 0.0904
T=55% 70,33 74,05 81,07 74.85 1, 2AN0
D 96.2% 77.69 80 %1 6951 H.5096
144,00 75.45 76.864 57.01 AT X
118,67 70,47¢ 73,54 54,54 Debb71
150,83 6o.70 69,49 43,465 0,5404
17300 60,33 02.2% $1.68 el 520
191.50 66,94 69,75 41.55 T YEY
215.70 59 .8 01,99 30,23 w7566
237.21 63.80 60,11 3. 75 0, A902
75 0,01 87.54 89.78 108,24 00060
pHab 22.51 Rb.458 LL I IT] 101,31 0,310
'2 47.00 R5,01 H7 .04 95.82 D8
Ta55°C 70.17 83.90 ab A0 91,99 N.1242
141.50 77.92 K1, 34 71.39 0.3014
T 93.83% Ty b5.29 770N W,2619
126.00 ’8.87 A2.50 73.70¢ H,2K12

195,00 76,19 719,65 65.47 N,35nH



s 214,50 735.51
(cont.) 238.67 71,97
260,06 71.56

# 286,17 69,18
352,17 64,99
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T6.67
72,20
f6.81
72.14
o7.53

9.0
54.60
ss.,b
L4?7.,99
3a.65

#: Gl1timo punto consideredo en el sjuste

V46274
0,471
N 6?94
No%446
YY)



%

pHa5,0
T1=55%C
0, ™% Sk

77
pH=5,0
T=55DC
0, SK

78
pH=5,0
=55%
0,3% SK
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Corridas No. 76, 77, 78 GUCOSA +

tilempa(h)

0,01
49,25
2,83

122,83
1%1,50
168,50
192,50
218,50
261,00

0,01
23,17
69,83
91,33

115,33
140,33
17,50
186,17

0,01
21,33
55,33
76,16
81,66
84,66
93,66
98,00

104,66
113,00
137,00

X

88,13
85,64
82,59
75,48
72,16
68,71
61,55
60,30
51,65

86,21
6,0t
78,98
76,81
73,63
66,09
61,51
59,67

88,14
82,91
71,61
61,67
58,94
57,11
52,7
52,21
49,31
47,69
31,79

90,35
£5,57
75,68
63,4l
59,82
57,38
50,93
50,25
46,12
42,87
24,29

GLICINA &+

V4

106,14
95,93
84,18
57,36
46,77
36,86
21,70
18,62

6,79

103,61
100,23
71,81
64,38
53,27
31,23
21,39
16,95

SORBATC OE POTASIO
(5K)
-
uv
0,0000
0,0865
0, 1949
0,4765
0,6013
0,7297
0,962
1,0150
1,2912

0.0000
0,0373
0,3080
0,3673
0,516
0,636
0,039
C,%10

0,0000
0,248
0.6665
1,0753
1,1722
1,?7~9
1,-:4C6
1,3622
1,4297
1,5064
15290
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—.Corridas No. 79, 80 SORBATO DE POTASIO (0,X)

tiempo (h) X Y 2 L

79 0.00 88.14 90.35 106.3%  0.0000

5 0 %8.91 84,90 86.51 97.29  0.,0591
pHa3, 218,65 8,58 86.21 93,38  0.1007
T=55%C 318,10 80.83 82.43 81,54 0.1985
368,00 77,75 79.33 72.50  0.2793

(+ GLICINA)  3c°0g 76.22 77.80 67.02  0.3358
386.60 2.71 7%6.10 63.44 0,369

) 0.00 88.14 90,35 106,34  0.0000
s 0 14891 85.36 87.7 99,28  0.0451
5,0 248.65 83.24 86.10 90.20  0.1395
Te55°%C  318.10 83,12 85.71 93,31 0.1045
469.00 85.98 85.49 85.48  0.1643

(+ GLUCOSAY  g3c°nn 78.68 81.92 7.00  0.2112

711.00 7754 80.86 TR.77 0.2067
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