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"No se resuelven los problemas cientfficos golpe&ndolos
en la cabeza, sino conducié&ndolos gradualmente
a un rincén del cual no tengan escape?

Henry Frank.



1.

2'

3.

INDICE

OBJETIVOS

INTRODUCCION

2.1
2.2

2.3

2.4

Actividad de agua

Estabilidad microbiol&Sgica

Preservaci6én de alimentos de

alta humedad

Nutrientes

2.4.1 Vitaminas

2.4.2 Tiamina

2.4.3 Estabilidad de la tiamina

2.4.3.1 Pre-tratamientos y procesamientos
propiamente dichos

2.4.3.2 Composici6n del sistema

2.4.3.3 pH y temperatura

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sistemas madelo

pagina

16
23
25
28

32

33
36
41

48

48

/17



4.

3.2 Reactivos utilizados
3.3 Preparacién de las soluciones
3.4 Medici6n de la actividad de agua
3.5 Tratamiento térmico
3.6 Determinacién de tiamina por el
método fluoromé&trico
3.6.1 Reactivos utilizados
3.6.2 Fluorfmetro
3.6.3 Técnica de medicién
3.6.4 Curva de calibracién
3.7 Determinacién de tiamina por el método

microbiolé&gico

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cinética de la reaccibén de degradacién
térmica de tiamina
4.1.1 Constante de la velocidad de
reaccién
4.1.2 Energfa de activacién

4.2 Influencia del pH

54
57
57

58

59

61

61

62

63

65

72

72

72

106

141

/17



5. CONCLUSIONES
6. REFERENCIAS

7. TABLA DE DATOS

. APENDICE A




1. OBJETIVOS

La alta cantidad de humectantes que debe agregarse a laos
alimentos de humedad intermedia para reducir su actividad de agua
(aw) a niveles que impidan el crecimiento microbiano puede oca-
sionar cambios adversos en sus caracteristicas organolépticas.
Para evitar este problema se han desarrollado recientemente ali-
mentos estabilizados microbiol6gicamente a altas humedades, los
cuales estdn preservados por una combinacién de factores de
"stress" microbianos. Estos factores pueden incluir, entre otros,
una moderada reduccién de la actividad de agua, control del pH,
agregado de aditivaes y tratamiento térmico suave. Dichos alimen-
tos se conservan a temperatura ambiente sin necesidad de esteri-
lizacibén o refrigeracién y pueden ser consumidos sin rehidrata-
cibén previa. La combinacién de factores de preservacifn permite
utilizar una menor concentracién de humectante para lograr la
estabilidad microbiolSgica de los mismos.

Lograda dicha estabilidad microbiol6gica, es necesario
considerar el valor nutritivo de estos alimentos de alta humedad.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto
de diversos humectantes (NaCl, KC1l, Na2504, glicerol, sorbitol,
propilenglicol, glucosa y sacarosa) en la cinética de degradacién

de la tiamina en sistemas modelo de actividad de agua reducida
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a 0,950, a valores de pH de 4,0 y 5,5 y a temperaturas de proce-
samiento (80°C, 90°C y 100°C).

Los sistemas modelo estdn compuestos por clorhidrato de
tiamina, buffer fosfato y el humectante estudiado. Los valores
de a, y de pH seleccionados son similares a los usualmente uti-

lizados para preservar alimentos de alta humedad.



2. INTRODUCCION

Los procesos de preservacién de alimentos tienen como
objetivo primario prolongar la vida dtil de los mismos para per-
mitir su almacenamiento y distribucién.

Las materias primas como tales o utilizadas en la ela-
boracién de alimentos pueden sufrir numerosos cambios adversos
hasta llegar al consumidor. La accién de enzimas, componentes
naturales de las mismas, el desarrollo de microorganismos conta-
minantes y una serie de reacciones ffsico-quimicas pueden produ-
cirle severas alteraciones.

Las caracteristicas organolépticas y el valor nutritivo
de los alimentos dependen, entre otros factores, de las opera-
ciones a que se someten las materias primas para su procesamientao
y de las condiciones de almacenamiento de las mismas o del pro-
ducto final.

La investigacién, en el &rea de tecnologfa de alimentos,
estd orientada al conocimiento de los fenémenos gue ocurren desde
la obtencién de la materia prima hasta su consumo, para lograr
la optimizacién de las diversas etapas de elaboracién en nuevos
y/o mejores métodos de preservacién. Con el fin de conseguir

este objetivo deben tomarse en cuenta tres aspectos fundamenta-
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les de la calidad de un alimento: el higiénico-sanitario (debe
ser inocuo para la salud humana), el nutritivo (relacionado con
los nutrientes y antinutrientes presentes en el mismo) y la acep-
tabilidad del producto (ligada a la percepcién psicosensorial)
(Tannenbaum, 1982).

Lograr la prolongacién de la vida Gtil de un alimento
involucra, en muchos de los métodos de preservacién, disminuir
el contenido de agua del mismo(ya sea por evaporacibn, como en
el secado o en la concentracién; por sublimacién, como en la lio-
filizacién; por inmovilizacién, como en la congelacibén; por aumen-
to de la concentracién de un determinado soluto en la fase acuosa
del alimento, como en el salado, etc.).

El estudio del agua presente en los alimentos y su
relacién con la estabilidad de los mismos ha sido enfocado a
través de distintos criterios: humedad del producto, concentra-
cién de solutos, presién osmética, humedad relativa de equili-
brio (HRE) y actividad de agua (aw) (Troller y Christian, 1978).
Algunos de ellos, por ejemplo, el contenido de agua y la con-
centracién de solutos no establecen la naturaleza o el estado
del agua en los alimentos, siendo justamente dicho estado el
relacionado con el deteriora microbiol6gico del producto (Reid,

1976). Se ha demostrado que la mejor expresién de la "disponi-
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bilidad" del agua para las reacciones microbiolbgicas de dete-
rioro en los alimentos es el parémetra a, (Scott, 1953, 1957).
En esta introduccién se analizard el concepto termodi-
nimico de actividad de agua y su relacién con la estabilidad
microbiol6gica del alimento, para luego describir brevemente las
tecnologias de preservacifén mediante el ajuste de la a, por el
agregado de solutos, y finalmente plantear la necesidad del es-

tudio de la degradacién de nutrientes en este tipo de productos.

2.1. Actividad de agua

El término "actividad" debe ser cuidadosamente definido
en cualquier aplicacién. Cuando se usa la frase "actividad de
agua", la palabra "actividad" tiene un significado termodin&mico.

En un sistema ligquido-vapor de un solo componente, la
tendencia de escape de las molé&culas se mide en términos de la
energia libre de Gibbs (G). En un sistema multicomponente, la
tendencia de escape del solvente (componente 1) estd dada por su

potencial qufimico, My

3¢ °
b= \ (2.1)
1 an1/'1',1>,n2,...,ni
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donde n;, = nimero de moles de la especie i.
El potencial quimico del solvente (agua, en nuestro
caso) estd dado por:

M, = RT 1n £, + A (2.2)

1 1

siendo f1 la fugacidad y Al una constante que depende de la
temperatura.

Para un cambio en la concentracién de agua a una dada

temperatura:

My - ui = Aul = RT 1ln (fl/fi) (2.3)

El concepto de actividad de agua se define como la
relaci6én, a una dada temperatura, de la fugacidad, f, de una
sustancia en algin estado dado y su fugacidad, fo, en algdn
estado que, por conveniencia, se ha elegido como el estado stan-

dard (Lewis y Randall, 1961). Luego, para el estado standard:
a® =1 (2.4)

Si referimos la ecuaciébn 2.3 al estado standard:
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My - ui = RT 1ln a, (2.5)

Eligiendo como estado standard el agua pura a presifn
atmosférica, la actividad de agua, a,, en cualquier solucibn es:

agua pura (2.6)

a, (o aw) = fl/f1

1

En soluciones acuosas y, en particular, en alimentos,

a temperatura normal:

agua pura _ b agua pura (2.7)

£ 1

pues la presi6én de vapor del agua, p,, se aproxima a la de un

gas ideal. Luego,
a, = pl/plagua pura (2.8)

donde P = presién de vapor del agua en la solucibén (o alimento).

2.2. Estabilidad microbiolégica

Como ya se mencioné, la a, es una medida de la disponi-
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bilidad del agua necesaria para el crecimiento y desarrollo de
las funciones met&bolicas de los microorganismos.
Scott (1957) resume las relaciones entre el crecimiento

de los microorganismos(m.o.)y la a, estableciendo que:

1. La a, determina el limite minimo de disponibilidad de agua
para el crecimiento de los m.o.. El valor de a, lfmite por
debajo del cual un dado m.o. no puede crecer, considerando
los demés factores que afectan el desarrollo en sus valores
6ptimos (pH, T, 02, nutrientes, agentes antimicrobianos, etc.)
se conoce como a_ minimo.

2. Existe cierta adaptacién de algunos m.o. a bajas actividades
de agua.

3. Cuando la a, se reduce por el agregado de solutos, estos pue-
den producir efectos "especificos", que modifican el efecto

propio de la a,-

Si la a, del medio se reduce por debajo de su valor
6ptimo, la curva de crecimiento del microorganismo varfa: gene-
ralmente aumenta la fase "lag", disminuye la pendiente de la fase
exponencial y disminuye también a veces el nimero mdximo en la
fase estacionaria.A a, muy bajas la fase "lag" puede hacerse
infinita, es decir, cesa el crecimiento (Scott, 1957) o puede

ocurrir la muerte del microorganismo.
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Cuando un microorganismo se encuentra con un medio
de a reducida se produce una deshidratacibn osmStica. La
magnitud de esta pérdida de agua es directamente proporcional
a la diferencia de actividad de agua intra y extracelular (Anag-
nostopoulos and Dhavises, 1982). Cuando la célula se deshidra-
ta, se detiene el crecimiento. Pero su proceso metab&Slico con-
tinGa, produciéndose una serie de reacciones de "osmoregulacién"
que dan lugar al incremento de la concentracién intracelular
de los llamados "solutos compatibles”, de tal forma de balancear
la osmolalidad externa (Christian y Waltho, 1962 y 1964). En
este momento, la célula se rehidrata y el crecimiento continda.
En este proceso de adecuacibén de la a, interna, las bacterias
acumulan principalmente &cido glut&mico, &cido y-aminobutirico,
prolina, Kkt y glucosa; las levaduras acumulan alcoholes poli-
hfdricos (algunas también etanol) (Brown, 1974; Gould y col.,
1983; Roller and Anagnostopoulos, 1982). Dichos solutos, a gran-
des concentraciones intracelulares, son compatibles con la acti-
vidad enzim&tica y no actdian como inhibidores de la misma; de
allf su denominacién.

El mecanismo de osmoregulacién celular, en el caso de
una reduccién de 1la a, externa, funciona para mantener la homeos-

tasis con respecto al contenido de agua (Gould y col., 1983).
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Este proceso de sintesis implica un consumo de energfa conside-
rable, disminuyendo en consecuencia la velocidad de crecimiento,
ya que la energfa disponible para la sintesis celular es menor;
este fenfmeno explica la menor pendiente de la fase exponencial.
Si la a, externa se reduce a un grado tal de sobrepasar la capa-
cidad de osmoregulacién celular, el crecimiento se inhibe.

En la tabla 2.1 se muestran los valores minimos de
a, para el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras asocia-
dos a alimentos,cuando las demds condiciones del medio son Spti-
mas. Cuando estos y otros factores ambientales se desvian de los
puntos 6ptimos para el crecimiento de un microorganismo determi-
nado, disminuye la resistencia del mismo frente a a, reducidas,
aumentando la a, minima que permite el crecimiento. Es importante
tener en cuenta que la inhibicién del desarrollo de los microor-
ganismos no es causada solamente por un decrecimiento en a, sino
también es influenciada por varios factores tales como el pH,
flora competitiva, temperatura, presencia o ausencia de oxigeno,
etc. (Leistner .y Rodel, 1975).

Los valores minimos de a, para el crecimiento y pro-

duccién de toxinas por los varios tipos de Cl. botulinum difieren

ligeramente siendo el tipo E menos tolerante (aw = 0,97) que los

tipos A y B (aw = 0,95). Para inhibir el crecimiento de S. aureus

/17



¥ SNDOD0003daa3g ¢ SNOD0D0TpPad

‘uNTI®300qOIDTW ‘sSnyTToeqojloe] v6‘0

OTIQTIA ‘eT3ieIIss ‘eTlsucuies

‘Seuowopnasg ‘snsjoxagd ‘eTyoTasyosyg

- T ‘Io30eqOI93 Uz ~Amvezﬂuﬂuum0ao
‘I930eqOoa3T) ‘snirToed ‘souabITeO TV S6°0

eTISDbTYS ‘ySeUOWOPNSSJ

_— xSN©301d ‘4Sn]lTIoeqozoer]
‘eTT9TsqaT ‘untTIajoeqoarTd 96°0
_—— _— (z) MO TPTIISOTD L6‘0
-_——— - xSeuowopnasdg ;AﬁvEdﬂvﬁuuonU 860
M
sobuoy seanpeas] seTasjoeq =}

(8L61 ‘uer3isTtayd & 1a[[0x]L) SO3JUSBUWITE UOD

SOpeTOOS® SOWSTURBIOOIOTW Sp OjUSTWIOSIO [0 eied ewrujw ®© ['z eIqel



12 -

_— seoXwoXreqaqg -— L8’0
stsdoTnioy,
umTIodsopey)
‘epTpued 880
efnuasuery
‘*sspluoxeydsses SNOD0D0TPad ‘SNODODOIOTH 060
SNOD0003dax]ls
Av“wsUOOOOﬂN:Qmum ‘unTI®j3doeqaulio)d 16’0
BTYS 14
‘eInIo3zopouyd Z6‘0
I00NK ¥OTIqQTA
‘sndozTyy ~msoooooumwuum ‘ySNITTORqO3OR] £€6‘0
SObUoOH seInpeaa] seTxajoed Me

1°Z eIdgel uQIOoeNUTIIUO)



13

00TqQIaY (§)

ootqgaseuy (y)

susbuTIyied umIpTI3sOoTd £ @ & ¥ odT3 wnuTTn3oq wWNIpIiI3solo (€)

suabuTayaad umTpTIISOTD °op sedeo seunbye & g odT3 UNUT[N3O] WNIPIX3ISOTD (Z)

D odT3 uNUTIN30q WMTPTIISOTD (1)

sedao seunbivyy

sSnii1bxedsy

_— 590
_— -— seTTJQTerY SseTaajoeq SL‘0
unTIToTUSqd -——- S8‘0
_— —— Amvmsoooooﬂ>£amum 980
sobuoy seanpeaan] a

seTaajoed e

T2 ©Tqel ugroenuTIUo)



se necesita una a, = 0,91 en condiciones anaerfSbicas y una

a, = 0,86 en condiciones aerfSbicas. Por debajo de a, = 0,86
ya no hay posibilidad de crecimiento de bacterias con excepcién
de las halé6filas. Hongos y levaduras pueden crecer a valores
de a, sensiblemente menores que las bacterias, por ejemplo, en
el rango 0,65-0,80.

Los lfimites de a, para la producci6n de toxinas son
sensiblemente superiores a los correspondientes al crecimiento
y la produccién de toxinas es muy afectada por otros factores,
tales como el pH. Por ejemplo, el -S. aureus tiene su limite de
crecimiento, en condiciones aer6bicas, a a, = 0,86, pero no pro-
duce toxina si la a, es menor a 0,89. Por otra parte, varios
hongos xerofilicos son capaces de producir toxinas. La produccién
de micotoxinas se produce a a, comprendidas entre 0,85-0,93
(Troller y Christian, 1978) y es improbable a valores menores
de 0,83 (Northolt y col., 1976).

Del andlisis de estos datos surge que, en la formula-
cién de mé&todos de preservacifn basados en el control de la aw,
un valor limite de seguridad para muchos alimentos es 0,95, ya que
por encima del mismo puede haber crecimiento y produccién de

toxina por el Clostridium botulinum. Otros microorganismos paté-

genos, por ejemplo, el Staphylococcus aureus pueden crecer a a,
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mucho mds bajas, pero el crecimiento de este microorganismo

es f4cilmente controlable por reduccién de pH, tratamiento tér-
mico suave y otros factores de preservacién (Notermans y Heuvel-
man, 1983; Robach y Stateler, 1980).

El primer objetivo de cualquier proceso de preserva-
ci6én de alimentos es lograr la estabilidad microbiolSgica de
los mismos. Una vez controlada esta forma de deterioro es nece-
sario considerar el desarrollo de otras reacciones adversas gque
pueden tener lugar tanto en las operaciones de pre-procesamiento
como en la de procesamiento propiamente dicho o de posterior
almacenamiento.

Es por lo tanto imprescindible tener en cuenta también
tanto la estabilidad enzim&tica como la fisico-quimica del ali-
mento en las etapas mencionadas. Los efectos del agua sobre
las reacciones quimicas y enzimfiticas en los alimentos son mis
complicados que sus efectos sobre el crecimiento microbiano.

La actividad de agua no es el Gnico par&metro que define los

limites de la actividad gqufimica. El1 agua puede actuar en una o
mé&s de las siguientes funciones: a) como solvente de reactivos
y productos; b) como un reactivo (por ejemplo en las reacciones
de hidr6lisis); c) como producto de reacciones (por ejemplo en

reacciones de condensacién, como en el pardeamiento no enzim&tico);
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y d) como un modificador de las actividades cataliticas o inhi-
bitorias de otras 'sustancias (por ejemplo el agua inactiva al-

gunos catalizadores metdlicos de la peroxidacifén de lipidos).

2.3. Preservaci6n de alimentos de alta a_,

Es cada vez mayor la necesidad de contar con alimentos
procesados y preservados, nutritivos y estables durante el alma-
cenamiento y que pueden ser distribuidos con seguridad hasta
llegar al consumidor en buenas condiciones.

Asf se ha producido una répida expansién de la indus-
tria de alimentos congelados, pero su &xito depende de la existen-
cia de una adecuada cadena de distribucién. Este problema no lo
presentan los alimentos deshidratados.

Sin embargo en estos iltimos se observan otros incon-
venientes, por ejemplo: falta de recuperacién de la textura del
material original, desarrollo de reacciones de deterioro durante
el procesamiento y almacenamiento (pardeamiento no-enzimdtico,
desarrollo de "off-flavors", oxidacién de lipidos, etc.) pérdi-
da del grado de rehidratacién en agua y pérdida del valor nutri-

tivo.

En la actualidad, en lugar de buscar productos estables

a través de una gran remocién de agua, se centra el interé&s en el
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desarrollo de alimentos en los que, con la mfnima disminucién
en su cantidad de agua "disponible", se evite el deterioro mi-
crobiano. Para disminuir el agua libre presente en los alimentos
se ha propuesto el agregado de solutos, también llamados humec-
tantes. Cuando los solutos se disuelven en agua, la entropia

del sistema disminuye porque las moléculas de agua se orientan
con respecto al soluto. El agua tiene menor libertad de escapar
a la fase vapor y a consecuencia de ello, disminuye la presién
de vapor. Este concepto es la base de la teorfa de disminucién
de la a, por agregado de humectantes.

Toda esta metodologfa di¢ lugar al desarrollo de los
llamados "alimentos de humedad intermedia" (AHI). Por lo ante-
riormente expuesto resultan plésticos, fdcilmente masticables,
no se producen o son minimos los cambios estructurales que afec-
tan la textura, pueden ser consumidos sin rehidratacién previa,
no producen la sensacién bucal de secado y ademds son estables
sin refrigeracién o proceso térmico (Potter, 1970; Kaplow, 1970;
Brockman, 1970; Labuza y col., 1970). Estos alimentos, que tienen
una humedad expresada en base seca del 20 al 50% (lo que se
traduce en valores de a, en el rango 0,70-0,85), son considerados
como uno de los mds recientes avances en la preservacién de ali-

mentos (Davies y col., 1976).
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Sin embargo se debe reconocer que la elaboracién de
productos estables por la incorporacién de solutos y/o deshi-
dratacién parcial hasta esos niveles de a, ha sido practicada
por anos y es el método de preservacién aplicado para muchos
alimentos bien conocidos. Ellos son los que podriamos llamar
AHI hist6ricos o tradicionales. .Incluyen agquellos secados sin el
agregado de humectantes (ciruelas, damascos, higos, duraznos,
pasas de uva, ditiles, etc.), los preservados por adici6n de
azGcar (frutas confitadas o garrapinadas, compotas, jaleas, almi-
bares, pasteles rellenos), agquellos que han sido secados con el
agregado de azficar y/o sal (jamén de campo, pescados salados,
embutidos crudos) y productos de panaderfa (tortas de frutas,
pasteles rellenos con fruta). Pero es a partir de los anos sesenta
que se desarrolla la base cientifica de la formulacién de ali-
mentos a través del mezclado de ingredientes o incorporacién de
humectantes para conseguir una a, que permita un almacenamiento
seguro. Los modernos AHI tuvieron su mayor desarrollo inicial
con la produccién de alimentos blandos para animales y los formu-
lados para fines especiales, como los destinados al ejército o
vuelos espaciales.

Debe considerarse que la cantidad de soluto/s necesaria

para reducir la a, del alimento a los valores de los AHI es dema-
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siado grande (Benmergui y col., 1979; Chirife y col., 1980;
Chirife y Ferro Fontén, 1980). De allf surge~ uno de los princi-
pales problemas en los mismos: el cambio de las caracterfisticas
organolépticas del alimento original. Este cambio es el que

afecta negativamente el "flavor", lo que se traduce en una falta
de aceptaci6n a nivel de consumo humano. A pesar de su estabilidad
microbiol6gica, los AHI estén expuestos también a otras reacciones
de deterioro. Entre ellas: reacciones catalizadas por enzimas,
pardeamiento no-enzim&tico, pérdida de nutrientes, oxidacién de
lfpidos y otras reacciones producidas por radicales libres, etc.
Entonces se podrfia concluir que la pérdida de palatabilidad asf
como el desarrollo de cambios quimicos adversos, tanto desde el
punto de vista organoléptico como nutritivo, explica la razén

por la cual no ha tenido é&xito el desarrollo de nuevos A.H.I.
(Troller y Christian, 1978).

Dentro de esta nueva tecnologfa, la forma de evitar las
desventajas mencionadas se hall6 en la posibilidad de desarrollo
de un nuevo grupo de productos alimenticios de mayor a, Y conte-
nido de humedad que los tipicos A.H.I., los que fueron introdu-
cidos como "alimentos de alta humedad" (A.H.A.) (Sperber, 1983).
En dichos alimentos se logra estabilidad combinando una reduccién

moderada de la a,r en el rango 0,90 a 0,95, con el control de
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otros factores de "stress" microbianos (pH, agentes quimicos de
preservacifn permitidos, cantidad de oxigeno disponible, trata-
miento térmico suave, etc.). Es bien sabido que el mecanismo de
osmoregulacién celular involucra un costo considerable de energfa
para la sintesis o acumulacién de los llamados "solutos compati-
bles" cuando se disminuye la a, (Gould y col., 1983). Entonces
cualquier restriccién en el suministro de energfa tenderi a ser
especialmente sinergfistico con la reduccién de 1la a, cuando se
usa como método de preservacién.

Estos nuevos alimentos tienen como caracteristicas
principales, adem&s de la estabilidad microbiolégica, su buena
palatabilidad (Leistner y col., 1981).

Las técnicas en desarrollo para la produccién de este

tipo de productos pueden clasificarse en (Karel, 1976):

1- Infusi6n himeda, en la cual trozos s6lidos del alimento son
remojados y/o cocidos en una solucién apropiada para dar un pro-
ducto final que tenga el nivel deseado de a,-

2- Infusibn seca, en la que los trozos s6lidos del alimento son
deshidratados primero y seguidamente se realiza la infusién remo-
j&ndolos en una solucifn que contenga el o los humectantes deseados.
3- Mezclado, en la cual los componentes son pesados, mezclados,

cocidos y sometidos a extrusién o combinados de alguna otra manera
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para que den un producto final de a, deseada.
Estos procedimientos pueden incluir, ademés, otros tratamientos,
tales como: 1) ajuste de la a, en el producto terminado por des-
hidratacién o evaporacién, 2) estabilizacién microbiol6gica par-
cial por calentamiento o uso de aditivos quimicos, 3) inhibicién
del deterioro enzimitico por escaldado, 4) prevencién del dete-
rioro fisico y quimico por adicién de antioxidantes, quelantes,
emulsificantes o estabilizantes y 5) inclusién de nutrientes
apropiados.

Recientemente se ha reportado en la literatura (Fox,
1980; Sajur, 1985; Kanterewicz, 1985) el desarrollo de nuevos
procesos de conservacién de alimentos a partir de los siguientes
factores: 1) reduccién de la a, por agregado de alcoholes poli-
hfidricos, azlGcares y/o sal; 2) retardo del crecimiento microbiano
por adici6n de agentes antimicrobianos y fundamentalmente anti-
mic6ticos, como &cido s6rbico, benzoico, propibénico, etc y 3)
reduccién ligera del pH del alimento, que sea compatible con sus
caracteristicas organolépticas. Todos estos factores combinados,
con la inclusifén o no de un tratamiento térmico suave, permiten
la estabilidad microbiol6gica en el rango mencionado de a,
(0,90-0,95).

La calidad de un alimento en dicho rango de a, puede
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modificarse también por algunas reacciones de deterioro. En par-
ticular, a estas altas a tienen especial importancia el pardea-
miento no enzim&tico(p.e.reaccién de Maillard) y la .degradacién
de nutrientes. Las investigaciones publicadas sobre la relacién
de estas reacciones con los factores que las afectan estén refe-
ridas fundamentalmente al rango de a, de los A.H.I.. Reciente-
mente se han empezado a realizar algunos estudios sobre evalua-
cién de la calidad nutritiva y organoléptica de alimentos a valo-
res de a, mayores de 0,90 (Fox y col., 1982, 1983; Petriella y
col. 1985; Cerrutti y col., 1985; Buera, 1986), pero las inves-
tigaciones sobre este tema son todavia escasas.

Para encarar, entonces, el desarrollo de alimentos
microbiol&6gicamente estables en el rango de a, 0,90-0,95, es nece-
sario estudiar la estabilidad qufimica de los mismos. Uno de los
puntos a considerar en este tipo de evaluaci6n est§ referido al
aspecto nutricional, o sea al estudio de la degradacién de nu-
trientes, bajo diferentes condiciones de procesamiento y almace-
miento, en el rango de a, de interés.

El objeto de esta tesis, por los motivos expuestos en
esta primera parte de la introduccién, estd orientado al estu-
dio de la pérdida de nutrientes, y dentro de ellos, de una de las
vitaminas m4s inestables, la tiamina, en condiciones de procesa-

miento.
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2.4. Nutrientes

Las primitivas formas de vida eran presumiblemente
organismos simples del tipo de las bacterias, capaces de sinte-
tizar todas las moléculas necesarias para su crecimiento y repro-
duccién a partir de las sales, compuestos simples de carbono,
nitr6geno y agua (Munro, 1969).

Hace alrededor de un billén de ahos se desarrollaron
los primeros animales unicelulares, que diferfian de las células
vegetales en su necesidad de obtener varios compuestos de carbo-
no del entorno. Todos los animales necesitan digerir compuestos
orgénicos. En términos de sus requerimientos nutricionales, es
como si todos los animales sufrieran de un error en su metabolis-
mo, o una enfermedad hereditaria, a la cual las plantas son inmu-
nes.

Una serie de cambios genéticos, que produjeron una
dependencia de las fuentes de alimentos, han influenciado el curso
de la evolucién y desarrollo de los animales. Adem&s, en relacién
con las fuentes ex6genas de los nutrientes esenciales, se produ-
jo el desarrollo de deficiencias nutricionales especificas.

Tales deficiencias afectaron la salud de generaciones anteriores
y continfian afectando las vidas de muchas poblaciones en todo el

mundo actual (Beaton y Bengoa, 1976).
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En vista de la répida expansién de la poblacién y
de la importancia de mantener un balance entre ella y el sumi-
nistro de alimentos, tanto como de las tendencias en las regio-
nes técnicamente desarrolladas hacia el uso de alimentos altamente
procesados, es importante estudiar el mantenimiento y optimiza-
cién de los niveles de nutrientes en dichos alimentos.

El término "nutrientes" comprende, en el sentido qui-
mico, los componentes puros de la alimentacién, con los cuales
los seres vivos mantienen un funcionamiento celular normal.

Los nutrientes se utilizan asf en el crecimiento, mantenimiento,
reparacién tisular y reproduccién, y los alimentos son el vehiculo
para ellos. Un alimento en particular puede contener s6lo unos
pocos nutrientes, o puede aportar varios, pero ning(n alimento
solo provee todos los nutrientes en la cantidad y las proporciones
necesarias para mantener una adecuada salud (Hegsted y Ausman,
1973).

Los nutrientes comprenden: hidratos de carbono, lipidos,
proteinas, vitaminas y minerales. Las primeras tres clases sirven
como fuente de energia. Est&n relacionadas tanto con los procesos
de transformacién de energfa como con los de formacibén de estruc-
turas. El agua y las sustancias minerales pueden cumplir funciones

estructurales o actuar como cofactores o reguladores metab&licos.
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Las vitaminas no suministran energfa ni intervienen como unida-
des estructurales, pero son necesarias para el desarrollo de
ambos procesos.

Existen entre 45 y 50 nutrientes, entre los constitu-
yentes de la dieta, considerados "esenciales" para el hombre, da-
da su imcapacidad de sintetizarlos. Entre ellos una serie de
minerales, amino&cidos y &cidos grasos, asf como la mayorfa de

las vitaminas.

2.4.1. Vitaminas

Las vitaminas son nutrientes org&nicos imprescindibles
en pequenas cantidades para el normal funcionamiento celular,
siendo incapaces de ser sintetizadas por los seres humanos.

Antes de que se aislara en forma pura cualquier vitami-
na, se las clasific6 en "lipo-solubles A" y en "hidro-solubles B"
(Mc. Collum y Davis, 1913). El1 factor antiescorbuto, que se
detect6 después, se conoci6 como vitamina C, y a medida que se
conocfan nuevas vitaminas se las nombr6 con las letras del alfa-
beto. La "vitamina B" result6 ser una mezcla compleja de la que
se aislaron por 1o menos ocho compuestos. Para diferenciarlas se
usaron subfndices numéricos. Actualmente este sistema est& siendo

reemplazado por una nomenclatura que tiene como base la naturale-
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za del compuesto, o una descripcién de su origen o de las fun-
ciones en que intervienen. Se mantiene actualmente la divisién
de las vitaminas en dos grupos principales: vitaminas lipo-solu-

bles e hidro-solubles.

1- Vitaminas lipo-solubles:

Vitamina A Comprende: Vitamina A, aldehfdica (retinal)
Vitamina A, enflica (retinol)

Vitamina A2 (3-dehidroretinol)

Vitamina D Comprende: Vitamina D, (ergocalciferol)

Vitamina D, (colecalciferol)

w

Vitamina E Comprende: oa-tocoferol
B-y-8-tocoferoles

tocotrienoles

Vitamina K Comprende: Vitamina K, (fitonadiona)
Vitamina K, (menaguinona;
farnoquinona)

Vitamina K3 (menadiona, (sintética))
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2- Vitaminas hidro-solubles:

Vitamina C Comprende: &cido asc6rbico o su forma

oxidada, &cido dehidroasc6rbico

Vitamina B

Dentro de las vitaminas B reconocidas .como nutricionalmente

importantes se encuentran:

1- Tiamina (vitamina Bl)

2- Riboflavina (vitamina BZ)

3- Niacina (vitamina B5)

4- Vitamina B6 (piridoxina, piridoxal y piridoxamina)
5- Acido pantoténico (vitamina B3)

6- Biotina (vitamina H)

7- Folacina (grupo del &cido f6lico, vitamina M o Bc)

8- Vitamina B12 (cobalamina)

Adem&s de las vitaminas mencionadas existen otras
sustancias activas con propiedades afines como el &cido lipoico,
el inositol, la carnitina, los flavonoides y la colina, sobre
las cuales existen controversias en cuanto a su consideracién

como vitaminas.
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2.4.2. Tiamina

Esta vitamina ha recibido distintos nombres: vitamima
Bl' oryzamina, torulina, polyneuramina, vitamina F, vitamina
antineurftica, factor antiberiberi. Actualmente los nombres acep-
tados son: tiamina, en Estados Unidos y aneurina, en Europa.

La tiamina (C12H17N4OS) es la 2,5-dimetil-6-aminopiri-
dina, unida a través de un enlace metilénico con el 4-metil-5-

-hidroxietiltiazol:

(1)
S CHZ'CHon

NG
N N
7 * CH;

Puede existir en los alimentos en diversas formas, entre ellas,

como tiamina libre, como tiamina monofosfato [si (1) es -CH2-O-
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3 2], como tiamina pirofosfato o cocarboxylasa [si (1) es

-CH2-O-PO3H PO3

Esta vitamina fue obtenida en estado cristalino en

] y unida a la respectiva apoenzima.

1926 por Jansen y Donath. Generalmente se la aisla en la forma

de clorhidrato de cloruro de tiamina:

NH,CT CHy-CH,OH
T

El pirofosfato de tiamina participa como coenzima

en los siguientes sistemas (Metzler, 1960):

1- a-ceto8cido descarboxilasas
2- a-ceto&cido oxidasas
3- transcetolasa

4- fosfocetolasa
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Adem&s existen mltiples evidencias de que la tiami-
na tiene un papel especifico en neurofisiologfa, independiente
de su funcién como coenzima. De manera que es importante para la
evaluacién de los efectos fisiol6gicos de la vitamina considerar
sus miiltiples relaciones con el sistema neuroendocrino. La sin-
tomatologfa producida por deficiencia de tiamina afecta prime-
ramente al sistema nervioso, con distintos cuadros segfin la
edad y estado de la persona.

El beriberi, nombre de la enfermedad que desencadena
esta avitaminosis, presenta tres formas en el adulto: la forma
seca del beriberi, la forma hidrépica y la forma perniciosa agu-
da o beriberi fulminante, pudiendo ocurrir la muerte a través de
las dos Gltimas. Una forma menos frecuente del beriberi es la
encefalopatfa de Wernicke, que produce la muerte en sus fases
més tardias. Se debe mencionar también que existe una sintomato-
logfa caracterfstica por falta parcial o transitoria de la tia-
mina (hipovitaminosis). Los sintomas generales son: cansancio,
inapetencia, falta de fuerza muscular, pé&rdida de peso y de
memoria y trastornos gastrointestinales, ademis de sintomas neu-
riticos.

Por lo tanto el hombre necesita una fuente alimenticia

de tiamina para suplir sus necesidades diarias, que oscilan entre
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1,4mg (para hombres de 23 a 50 anos) y 1,0mg (para mujeres del
mismo rango de edad). Para mujeres embarazadas y en perfodo de
lactancia la ingesta debe aumentarse 0,3mg. Los ninos deben
recibir 0,3 a 0,5mg diarios, y cuando tienen mds de 10 afnos 0,7 a
1l,2mg diarios (Food and Nutrition Board, 1974). E1l requerimiento
diario depende de la edad, la situacién metab6lica, la magnitud
de la sintesis propia por las bacterias de la flora intestinal

y la presencia en la dieta de enzimas que la degradan, asi como
la ingesta de protefinas y carbohidratos o lipidos.

La tiamina no se acumula en el cuerpo humano en canti-
dades altas. Las mayores concentraciones se encuentran en el
misculo esquelético, corazén, higado, rinones y cerebro. Se
considera que aproximadamente el 50% de la tiamina total esté
distribuida en los m@isculos (Shimizono y col., 1965).

Los alimentos més ricos en esta vitamina son: levadu-
ra de cerveza y gérmenes de arroz, trigo, mafiz y centeno. Todos
los tipos de carne son buena fuente de tiamina, siendo la de
cerdo especialmente abundante. E1l hifigado y los rinones contienen
m&s tiamina que la carne. Otras fuentes importantes de esta vita-
mina son: mani, harina y pan integral, salvado de trigo, legum-
bres, frutas secas y yema de huevo. En los cereales aparecen

concentraciones relativamente altas en su forma libre, y como
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pirofosfato de tiamina o complejo proteico en levaduras y teji-
dos animales principalmente.

De acuerdo con datos de bibliograffa (U.S.D.A., 1963;
Documenta Geigy, 1965), la mayorfa de los alimentos tienen una
concentracién de tiamina entre 0,20 y lug/g, salvo los de mayor
contenido (=4-10pug/g). La concentracifén usada para el desarrollo
de este trabajo fue de 1lug/g.

La tiamina es una de las vitaminas hidrosolubles mé&s
inestables y son numerosos los factores gue afectan su estabili-

dad (Farrer, 1955).

2.4.3. Estabilidad de la tiamina

El efecto del procesamiento y almacenamiento de los
alimentos sobre la estabilidad de las vitaminas ha sido revisado
extensamente en afnos recientes (Labuza, 1972; Salunkhe, 1974;
Harris y Karmas, 1975; Lund, 1975; Tannenbaum, 1979; Kirk, 1981;
Schwartzberg, 1982; Thompson, 1982). Algunos autores han estu-
diado los mecanismos quimicos responsables de los cambios en el
contenido de vitaminas. Muchos trabajos incluyen s6lo informacién
cualitativa o semicuantitativa porque reportan Gnicamente valo-
res iniciales y finales de vitamina después de un dado proceso

y/o almacenamiento (Tannenbaum, 1979; Harris y Karmas, 1975).
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Por lo tanto, las predicciones a partir de estos datos son diff-
ciles o imposibles de hacer. Otros investigadores han realizado
una aproximacién cinética del fenSmeno de pérdida de vitaminas
(Labuza, 1972; Kirk, 1981; Thompson, 1982). Kirk (1981) y Labu-
za (1972) han recapitulado los parametros cinéticos que descri-
ben los cambios en tiamina durante el secado y almacenamiento de
alimentos y sistemas modelo de baja a (a,£0,70) .

El propSsito de este punto es recopilar la informacién
disponible sobre los aspectos quimicos y cinéticos de pérdida
de tiamina en alimentos de alta- humedad. Se mencionar& en primer
lugar la influencia de algunos pre-tratamientos y procesamientos
y en segundo lugar se tratar& en particular los efectos que tie-
nen la composicién del sistema, el pH, la temperatura y la a,
en la degradaci6én de la tiamina.

Estos Gltimos "paré&metros" nos interesan especialmente
desde el punto de vista del desarrollo de los A.H.A., ya que son
variables que se pueden controlar en la formulacién de los mis-

mos.

2.4.3.1. Pre-tratamientos y procesamientos propiamente dichos

La historia del alimento desde la cosecha o la muerte

hasta el momento del procesamiento, causa considerable variacién
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en su valor nutricional. Estas manipulaciones pueden ocasionar
pérdidas importantes de tiamina.

Una de las vfas m&s significativas de pérdida de nu-
trientes hidrosolubles es a través de la extraccién o difusién
al medio. Las operaciones en el procesado de alimentos que lle-
van a pérdidas de este tipo incluyen lavado, transporte a través
de canales, escaldado, coccifén, etc. La naturaleza y grado de
la pérdida dependerd del pH, la temperatura, la relacién agua-
-alimento, la relacién superficie-volumen del alimento, la agi-
tacién del medio, etc. De las operaciones mencionadas, el escal-
dado en agua es la que lleva a las pérdidas mds importantes.

Una revisién sobre este tema, incluyendo los métodos de escal-
dado y la influencia del tiempo y la temperatura a las gque se
realiza, fue publicado por Lee (1958). Hough y Alzamora (1984)

y Alzamora, Hough y Chirife (1985) estudiaron la pé&rdida de
tiamina durante el escaldado de arvejas a distintas temperaturas
y en diferentes condiciones externas de transferencia de calor
(vapor, agua en conveccién natural o forzada). Concluyeron que
las pérdidas debido a destruccién té&rmica son despreciables y
que fundamentalmente las mismas deben atribuirse a difusién en
el medio de escaldado. Adem&s, encontraron que la retencién es

mayor a altas temperaturas en agua "est&tica" y que las pérdidas
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son menores cuando el tamano de la arveja se incrementa: a
mayor tamanho mayor es la retencién.

El di6xido de azufre, sulfitos o bisulfitos, emplea-
dos para evitar fundamentalmente el pardeamiento no enzim&tico
pero también el enzim&tico de frutas y vegetales, escinden la
molécula de tiamina (Metzler, 1960), debido a la alta nucleo-
filicidad del anidn HSO,

la misma en los vegetales asi tratados. La quimica de la ruptu-

, provocando importantes pérdidas de

ra por sulfito ha sido extensamente estudiada por Leichter y
Joslyn (1969).

Los 6xidos de etileno y propileno, usados en la indus-
tria alimentaria como esterilizantes de especias principalmente,
pueden dar compuestos gue reaccionan con la tiamina ocasionando
su pérdida (Tannenbaum, 1982).

En el caso de los granos, debe mencionarse la opera-
cién de molienda, dado que el mayor contenido de esta vitamina
se encuentra en las capas externas y en el germen. Las harinas
tienen menor contenido de tiamina, asi como de otras vitaminas
y minerales, cuanto mayor es el grado de extraccién (Aykroyd y
Doughty, 1970).

Aquellos procesamientos que incluyen tratamientos térmi-

cos (pasteurizacibn, esterilizacién) llevan asociados pérdidas
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de tiamina, que dependerén de la relacién tiempo-temperatura
empleada en los mismos y, dependiendo del proceso, pérdidas
importantes en el lfquido de coccién. Estas consideraciones no
pueden estar disociadas del anflisis del efecto de la tempera-
tura sobre la pérdida de tiamina, el cual ser8 considerado en

el punto 2.4.3.3. de esta introduccién.

2.4.3.2. Composicién del sistema

Existen distintos compuestos, presentes en el alimento
o agregados al mismo, que modifican la estabilidad de la tiamina.

Entre los mismos se encuentran:

-Protefnas y aminodcidos. Mc Intire y Frost (1944) han informado
que los a y B-aminodcidos parecen ejercer un efecto protector
sobre la tiamina. Sin embargo, bajo condiciones alcalinas,
algunos amino&cidos, como glicina, a-alanina, B-alanina, etc.,
inducirfan la ruptura de la tiamina (Kurata y col., 1968).

Se conoce gue las protefinas aumentan la estabilidad de esta
vitamina (Dwivedi y Arnold, 1973).

-Aldehidos, aminas, ésteres. Algunos de estos compuestos reac-
cionan con la tiamina, pero la forma en que se producen estas
reacciones en productos alimenticios es diffcil de dilucidar,

dada la complejidad de los mismos. Oka y col. (1970) han infor-
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mado en particular que la tiamina y sus homélogos son destrui-
dos por aldehidos aromé&ticos.

-Hidratos de carbono. Lhoest (1957) y Lhoest y col. (1958) han
descripto la reaccién de la tiamina con glucosa como una reac-
cibén del tipo Maillard. Van der Poel (1956) ha reportado que,
al calentar una solucién de tiamina y glucosa, se produce color
marrén y fluorescencia. Este comportamiento es an&logo a las
reacciones de Maillard entre azficares y amino&cidos, y puede
ser importante en la pérdida de vitamina durante el procesamien-
to. Wai y col. (1962) encontraron reduccién de la actividad de
la tiamina en preparaciones vitamfnicas que contienen dextrosa,
mientras que las pérdidas de tiamina en presencia de sustancias
tales como sacarosa y manitol (no reductoras) no son notables
durante cierto perfodo de almacenamiento. Doyon y Smyrl (1983)
demostraron el incremento que produce la presencia de azficares
reductores (xilosa, glucosa, maltosa) sobre la velocidad de
degradaci6én de esta vitamina en solucién.

-Compuestos inorgé&nicos. De acuerdo con datos de literatura
parece importante la influencia de ciertas sustancias inorgé&ni-
cas sobre la velocidad de degradacién de la tiamina.

Esta vitamina es inactivada por el nitrito, posible-

mente a través de la reaccién con el grupo amino del anillo
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pirimidfnico (Beadle y col., 1943). El nitrito se usa como
agente preservador en carnes y puede agregarse como tal o
formarse como reduccién microbiana del nitrato. Algunos vege-
tales que contienen alta concentracifén de nitrato, como espi-
naca y remolacha, también pueden contener nitritos a causa de
la actividad microbiana.

Booth (1943) fue el primero en reconocer la influencia
de los iones Cu®™™ en la destruccién de la tiamina. Farrer
(1947) mostr6 que los metales pesados aceleran esa destruccién
formando iones complejos con los constituyentes del medio.
Otros compuestos inorgdnicos, como bicarbonato de sodio, borato,
tiosulfato, acetato, fosfato mono&cido y fosfato di&cido de po-
tasio, parecen actuar como aceleradores de la destruccién de
la tiamina (Watanabe y Marui, 1949).

-Factores antitiaminicos. Existen en los alimentos enzimas especi-
ficas, cuya accifn reduce la actividad biol6gica de la tiamina.
Ellas son la tiaminasa I (presente en las visceras de pescados

de agua dulce y mariscos, en el Bacillus thiaminolyticus y en

el Clostridium thiaminolyticus) y la tiaminasa II (presente en

microorganismos como el Bacillus aneurinolyticus y la Candida

aneurinolytica). También pueden encontrarse compuestos antitia-

minicos termoestables, relacionados con el &cido t&nico y el
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cafeico (en verduras y otros productos vegetales), y con la
mioglobina, hemoglobina y hemina (en tejidos animales) (Wood,
1984).

-Compuestos resultantes de reacciones de alteracifn. Los productos
de oxidacibn de l1lipidos, como los hidroper6xidos, y las reac-
ciones de pardeamiento no enzim&tico originan compuestos carbo-
nilo altamente reactivos que dan lugar a posteriores pérdidas
de tiamina (Archer y Tannenbaum, 1976).

-Forma en que se encuentra la vitamina. Se mencioné que la tia-
mina puede estar presente como tiamina libre, éster pirofosfé6-
rico o unida a proteinas. Estas formas presentan diferente esta-
bilidad, como la menciona Farrer (1955). Por otra parte, distin-
tas sales de esta vitamina (por ejemplo cloruro, nitrato), pre-
sentan tambié&n diferencias en su reactividad (Hollenbeck y
Obermeyer, 1952; Labuza y Kamman, 1982).

-Humectantes. Corrientemente, se usan tres clases generales de
compuestos como humectantes en la industria alimentaria: los
polioles (propilenglicol, polietilenglicol 400,
glicerol y sorbitol), los azficares (glucosa, fructosa,

sacarosa y jarabe de maiz) y las sales (NaCl y KCl).

Los datos cinéticos existentes en literatura sobre la

influencia de estas sustancias en la pérdida de tiamina son es-
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casos. Fox y col. (1982) determinaron las constantes de degra-
dacién a temperaturas de procesamiento (84°C y 94 °C) en sis-
temas modelo de pH 3,0; 5,0 yv 7,0, a distintos valores de a,
(0,90; 0,93; 0,96 y 1,00), ajustado mediante el agregado de gli-
cerol. De sus resultados se desprende la marcada influencia del
pH, asf como de la temperatura. Asimismo se concluye que el
efecto de la a, sobre la estabilidad de la tiamina es desprecia-
ble en el rango estudiado durante el proceso té&rmico.

Recientemente Arabshahi y Lund (1988) estudiaron 1la
estabilidad de la tiamina en alimentos simulados de humedad
intermedia. Lo hicieron en funcién de la temperatura (25°C a
60 °C) y de la a, (0,15 a 0,85), ajustada con el agregado de pro-
pilenglicol, glicerol o polietilenglicol 400. Analizaron también
la influencia del -exfgeno, 1la riboflavina y la niacina sobre
la velocidad de degradacién, comprobando que dichos compuestos
no afectan la misma. Respecto del efecto de los humectantes ana-
lizados, encontraron que la velocidad de pérdida de tiamina en
sistemas conteniendo polietilenglicol 400 es significativamente
mayor que en sistemas con glicerol y atribuyeron dicho efecto
al cambio de polaridad del medio de reaccién.

La seleccién del o de los humectantes a usar es uno

de los puntos m&s importantes a tener en cuenta en la formulacién

de los A.H.A.. En esa eleccibn de soluto/s m&s adecuados para
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lograr la estabilidad del alimento, ademés del factor a,r deberé&n
considerarse solubilidad, estabilidad, textura, impacto al sabor,
costo, limite fisiolbgico, etc., asi como su influencia en la
calidad nutricional del mismo.

De los trabajos existentes no se puede establecer si
la presencia de determinados humectantes tiene efecto sobre la
retencién de tiamina en el rango de a, que interesa en este estu-
dio. Asf, se propone realizar una evaluacién de alguno de los
solutos mencionados desde el punto de vista de su incidencia en
la degradacibén de la tiamina. De acuerdo con lo expuesto, los
humectantes elegidos han sido: glucosa, sacarosa, glicerol, propi-
lenglicol, cloruro de sodio, cloruro de potasio y sulfato de
sodio (este ltimo con fines de comparacifén con las otras dos

sales empleadas).

2.4.3.3. pH y temperatura

Estos son los principales factores estudiados en la
literatura en relacién a la destruccién de la vitamina. Su in-
fluencia ha sido reportada tanto en alimentos como en sistemas
modelo y dentro de una amplia variedad de condiciones operativas
(Farrer, 1941; Mulley y col., 1975a y b; Fox y col., 1982; Mauri,

1984; Arabshahi y Lund, 1988).

/17



- 42 -

La disminucién de ‘'la estabilidad de la tiamina al
aumentar el pH fue planteada por Jansen (1926) al introducir
el método del tiocromo para su determinacién. Metzler (1960)

y Dwivedi y Arnold (1972) han identificado diversos compuestos
de degradacib6n de la tiamina, seglin sean los valores de pH y
temperatura.

Booth (1943) estudi6 la influencia del pH sobre la
degradaci6n de tiamina, en soluciones de distintos buffers
(ftalato, fosfato y ftalato-fosfato) a 100 °c, sin realizar un
tratamiento cinético de los datos. A través de sus resultados
concluy6 que la destruccibén de la tiamina a dicha temperatura
se debe a un proceso de degradacibén térmica, afectado por el
pH, aumentando la estabilidad de la vitamina al disminuir dicho
pardmetro dentro del rango estudiado (2,4-7,4).

Farrer (1945, 1947) estudi6 la velocidad de degradacién
t8rmica de la tiamina en los siguientes buffers: fosfato-&cido
citrico, fosfato-borato, borato-&cido succfnico, fosfatos y
fosfato-ftalato, trabajando también a 100°C. Interpretando los
resultados obtenidos a través de una cinética de primer orden,
demostr6 en primer lugar que los valores de las constantes de
velocidad en todos los casos son inversamente proporcionales a

la concentracién de H+, y en segundo lugar que la magnitud de
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este efecto depende de la naturaleza de las sales de buffer pre-
sentes. Es decir .que para predecir el comportamiento de la tia-

mina al someterla a ebullicién en una dada solucién, es necesa-

rio conocer no sdlo el pH sino también las sales del buffer que

lo controlan.

Feliciotti y Esselen (1957) estudiaron la influencia
del pH (entre 3,5 y 7,0) sobre la velocidad de pérdida de tia-
mina a altas temperaturas (109°C a 149°C), en soluciones acuosas
de buffer fosfato y en purés de carnes y de vegetales. En todos
los casos hallaron un incremento de la constante de velocidad
con el aumento del pH del sistema.

Mulley y col. (1975b) obtuvieron las constantes de
velocidad para la degradacién de tiamina a 129 °C en buffer fosfa-
to de pH 4,5 a 6,5. Encontraron tambié&n una disminucién de la
velocidad de la reaccifn cuanto menor era el pH del sistema.

Fox y col. (1982) mostraron el mismo efecto del pH,
entre 3,0 y 7,0, trabajando en sistemas modelo de buffer fosfato
con a, controlada por el agregado de glicerol, a temperaturas de
g84°C y 94°C.

Bendix y col. (1951) observaron el efecto de reduccién
de la velocidad de pérdida de tiamina en tomates y porotos a los

gue se agregaba buffer citrato para bajar el pH del alimento

/17



- 44 -

aproximadamente en dos unidades respecto del pH normal del pro-
ducto. Los procesamientos se efectuaron a 118°y 126,5 °C.

Farrer (1955) estudif6 la estabilidad de la tiamina en
farina del pH modificado por el agregado de diferentes cantida-
des de fosfato mono&cido de sodio. Trabajando a 100 %, la velo-
cidad de pérdida de la vitamina aumenta significativamente entre
PH 5,8 vy 7,5.

Briozzo y col. (1987) estudiaron el efecto del ajuste
de pH, en el rango 5,0-6,9, en la retencién de tiamina en el
procesamiento térmico de purés de arvejas, choclo, cerdo e hfgado.
En todos los alimentos estudiados, la ligera reduccién de pH
incrementa dramiticamente la retencién de tiamina después del
procesamiento. Por ejemplo, la retencifn en purés de arvejas y
de choclo ajustados a pH 5,6 se increment§ en un 95% y un 63%
respectivamente, comparada a la de muestras de pH normal (6,9 para
la arveja y 6,5 para choclo).

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de
pérdida de la tiamina ha sido estudiado, desde el punto de vista
cinético, en diferentes condiciones por diversos autores. Asi,
trabajando con sistemas de buffer fosfato, Feliciotti y Esselen
(1957) analizan la accién de este parémetro en el rango de 109 °¢C

a 149°C a valores de pH entre 4,5y 7,0 Mulley y col. (1975b)
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entre 121 °Cy 138°Ca pH 6,0 y Fox y col. (1982) entre 84°Cy
94°Ca pH 5,0 y 7,0. En sistemas modelo de pH 5,0 Y 7,0 conte-
niendo glicerol como humectante Fox y col. (1982) investigaron
el efecto de la temperatura entre 84°Cy 94°C. Este efecto fue
también estudiado en varios puré&s de carnes y vegetales (aw = 0,99)
por Feliciotti y Esselen (1957) en el rango 109°C~ 149°C; en
carne vacuna picada por Skj6ldebrand y col. (1983) entre 70 °C
y 98°Cy por Mulley y col. (1975a) entre 121 °Cy 138°C en leche
entera por Bayoumi y Reuter (1980) entre 120°C y 150 °C; en puré
de arvejas por Mulley y col. (1975a) entre 121°C y 138°C y en
arvejas en salmuera por Bendix y col. (1951) entre 104°C y 138 °C.
En todos los casos considerados (buffers, sistemas modelo y
alimentos) es notable el efecto acelerador de la temperatura en
la velocidad de degradacifn térmica de la tiamina. Precisamente
esta sensibilidad de la reaccién de deterioro con la temperatura
ha permitido proponer a la tiamina como un fndice quimico de 1la
eficacia del proceso de esterilizaci6én (Mulley y col., 1975c).
Esto eliminarfa las limitaciones inherentes de los métodos micro-
biol6gicos utilizados tradicionalmente en dicha evaluaci6bn.
Con la misma finalidad, se ha propuesto recientemente al grado
de destruccién de tiamina agregada durante la extrusifn de ali-
mentos como un indicador de la intensidad del proceso (Guzm&n-
-Tello y Cheftel, 1987).
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A pesar de la existencia de los datos cinéticos pre-
sentados respecto del efecto del pH y de la temperatura, hay
pocas evaluaciones realizadas en las condiciones de procesamiento
caracterfsticas de los A.H.A.. Por este motivo se estudia la
cinética de degradacién de la tiamina en sistemas modelo de
pH 4,0 vy 5,5 a 80°C, 90°C y 100°C.

Se eligieron como valores de pH 4,0 y 5,5 por ser el
primero representativo de la mayorfa de las frutas frescas y el
segundo considerando que, en la tecnologfa de los A.H.A., muchas
carnes y hortalizas (pH natural = 6) se ajustan a dicho valor de
PH, ya que esa ligera reduccién no altera apreciablemente las
caracterfsticas organolépticas del alimento.

El rango de temperaturas de trabajo seleccionado fue
el correspondiente a condiciones de procesamiento: entre 80°C y
100°C. Se ha mencionado que en la metodologfa de produccién de
los A.H.A. pueden incluirse tratamientos térmicos suaves.

Una posibilidad es gque los alimentos reciban una pasteurizacién
(hasta 100°C) para matar las células vegetativas y que las espo-
ras sobrevivientes se iniban por el control de la a,y el pH
(Sperber, 1983). Por ejemplo, Mastrocola y col. (1987) aplicaron
la 6smosis directa a alta temperatura (70°C-90°C) y tiempos

cortos (1-20 minutos) para obtener cubos de zanahoria de aw dentro

del rango 0,90-0,95, con lo cual combinaban el efecto deshidra-
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Sistemas modelo

Con el fin de evaluar en forma independiente los distin-
tos pardmetros que afectan la estabilidad de la tiamina en los ali-
mentos se trabajé con sistemas modelo gque presentaron menor com-
plejidad que los anteriores.

Los sistemas modelo utilizados estuvieron compuestos
por clorhidrato de tiamina, un buffer de fosfatos, agua, y el hu-
mectante -variable~ para fijar el valor deseado de actividad de
agua.

La concentraci6én de clorhidrato de tiamina en todos
los sistemas fue de aproximadamente lpg/ml.

La concentraci6én del buffer empleado, expresado como la
suma de moles agregados de KHZPO4 Yy NazHPO4 por litro de solucién,
fue de M/15. Las soluciones se ajustaron a distintos valores de
pH, trabaj&ndose prirncipalmente a pH 4,0 y 5,5. Con la concentra-
cién mencionada de buffer, el pH inicial no vari6 durante el tra-
tamiento té&rmico aplicado en los ensayos.

Los valores de a, de las soluciones fueron de 0,950y

0,99. Los solutos seleccionados para reducir el parémetro-aw fueron:
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no-electrolitos electrolitos
glicerina NaCl
sorbitol KC1
propilenglicol Nazso4
glucosa

sacarosa

La cantidad de humectante requerida en los sistemas

modelo de aw =0,950 se calcul6 mediante la ecuacién de Ross (1975):

(-]

(-]
w i = @ tiamina * 2 KH, PO Na,HPO 2 humectante (3.1)

donde:
a, = actividad de agua de la solucién
ag = actividad de agua de cada componente calculado

a la misma molalidad que en la mezcla.

Esta ecuacifn supone gque en la solucién no hay interaccién entre
los distintos solutos. Por lo tanto, la actividad de agua de la
mezcla,'aw, es el producto de las actividades de agua de cada
componente, calculada considerando que cada uno de ellos esté
disuelto en todo el agua del sistema.
PO

Los valores de a} para KH y Na,HPO, fueron obtenidos

2774 2 4
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a partir de los datos experimentales reportados por Ferro Fonté&n

y col. (1979). Dichos valores resultaron:
pPH 5,5: a°® X a° = 0,9979
KH2P04 NaZHPO4

. (-] =

pH 4,0: a°YH. PO 0,9978
2774
El valor a°,_, __.
tiamina

se consider6 igual a uno, debido a

su baja concentracién de los sistemas modelo.

Con los valores de a°

humectante

despejados a partir de

la ecuacié6n 3.1 se determinaron las cantidades necesarias de cada

soluto (en g/100g de soluci6én binaria) para alcanzar la a,

deseada.

Los valores de concentracifn de electrolitos para llegar

[-]
alaa humectante

deseada fueron calculadas de acuerdo a la expre-

sifn de Pitzer y Mayorga.(1973). Estos autores desarrollaron un

sistema de ecuaciones para las propiedades termodin&micas de los

electrolitos en base a un andlisis del modelo de Debye-Hiickel.

En dichas ecuaciones el coeficiente osmético (¢) estd expresado

como (Pitzer y Mayorga, 1973):

3/2
m? 2 S V)T C (3.2)
MX .

\'4

donde VM y Vx son el nfmero de iones M y X de la f&6rmula del
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son sus respectivas cargas en unidades elec-

electrolito y ZM Yy Zx

tr6nicas; ademds V =V, + V_,. Los otros pardmetros son:

M X
f=-A —m8M8m— (3.3)
l1+b 11/2
B, = 80 4 81 yp (-a1l’/? (3.4)
(0) (1) : . .. .
] Yy B definen el primer y seqgundo coeficiente virial, C
MX MX MX

define el tercer coeficiente virial e I es la fuerza i6nica dada
por 1/2 ?n& Zi, donde m, es la molalidad de la especie i. A es

el coeficiente de Debye-Hlickel para la funci6én ¢ y tiene un valor
de 0,392 a 25°C. La constante b estd tomada igual a 1,2 para todos
los solutos y @ = 2 (Pitzer y Mayorga, 1973). Los mejores valores

de B(O), B(l) y C para NaCl, KC1l y Na250 fueron evaluados por

4
Pitzer y Mayorga (1973):

5(0) g(1) c
NaCl 0,0765 0,2664 0,00127
KCl 0,04835 0,2122 -0,00084
Na,S0, 0,0261 1,484 0,00938
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Con los valores de los coeficientes osm6ticos molares

3 <]
(¢) hallados tal como se ha referido, la a humectante Parad las
soluciones de electrolitos se calculé de la ecuacién:
-vmg¢
1ln a° = —_— (3.5)
humectante 55,51

donde v es el nGmero de iones generados por la molécula y m es
la concentracién molal.

Para los no electrolitos, el c8lculo de la a°

humectante
se realizé6 a través de la ecuacién de Norrish (1966):
a° = x, exp (-K x2) (3.6)
humectante 1 2 °
donde:
X, = fracci6n molar de agua
X, = fraccién molar de soluto
= constante de Norrish
Los valores de K utilizados fueron (Chirife y col.,
1980):
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- propilenglicol K=1,00

- glicerol K=1,16
- sorbitol K=1,65
- glucosa K = 2,25
- sacarosa K= 6,47

En todos los casos la concentracién de soluto calculado
a partir de las ecuaciones 3.5 y 3.6 estuvo expresado en % (pP/pP).
El pasaje a g soluto/100ml de solucién se hizo mediante los datos
de densidad de las respectiwas soluciones reportadas en el
Handbook of Chemistry and Physics (1977), despreci&ndose en dichos
valores de densidad la contribucién del buffer y la tiamina, pre-
sentes en el sistema en concentraciones mucho menores.

La concentraci6n de fosfatos en los sistemas de pH 5,5
fue la que corresponde al buffer de S6rensen (M/15). Para los
sistemas de pH 4,0 se utilizé6 KH, PO, (M/15) . Luego de agregar el
humectante, los sistemas se ajustaron con agregado de HCl1l (= 4N)
o NaOH ( =4N) al pH correspondiente.

Con las cantidades asfi calculadas se prepararon los
distintos sistemas modelo de a, reducida (0,950) ,verific&ndose
luego en forma experimental gque la a, predicha coincidiera con la

a _ real.
Y
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Los sistemas modelo de a, = 0,99 se prepararon de la
misma forma que los anteriores pero sin el agregado de humectante.
La composicifn de los sistemas modelo se detalla en

la tabla 3.1.

3.2. Reactivos utilizados

En la formulaci6n de los distintos sistemas se utili-

zaron las siguientes drogas de calidad analitica:

KH2P04....................Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA

NazHPO4.2H20..............Mallinckrodt.Chem. Works. St. Louis, USA

Clorhidrato de tiamina....Sigma Chem. Co. St. Louis, USA

Glicerol...eeeeeeeeeeee...Merck. Darmstadt, Alemania Occidental

SaCaArOSaA.cecececccss eee...Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA
GlUuCOSA.:cceerecenccoesnsnse Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA
Sorbitol......cecveeeee....Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA
Propilenglicol............Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA
NaCl..ceeeeeeeeeeaaseseass.Merck. Darmstadt, Alemania Occidental
KCl...ooteeveeeeceaeassasss.Merck. Darmstadt, Alemania Occidental

Mallinckrodt Chem. Works. St. Louis, USA
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Tabla 3.1 Composicibén de los sistemas modelo de a . = 0,950

Sistemas modelo de pH 5,5. Composicifn del buffer.

ce0+..0,8719 g/100ml

2H, 0. vieennens .0,0463 g/100ml

Sistemas modelo de pH 4,0. Composicién del buffer.

KH2PO4.... ....... e e 0,9073 g/100ml
(ajustado con HC1l)
Concentracisén de humectante
Concentracién Concentracién
Soluto pH
g/100g solucibn g/100ml solucién
KC1l 5,5 10,12 10,7687
4,0 10,10 10,7474
NaCl 5,5 7,71 8,1262
4,0 7,70 8,1153
Na2804 5,5 17,16 19,8833

4,0 17,15 19,8717



Continuaci6n Tabla 3.1

Concentracién Concentracién
Soluto pH
: g/100g solucién g/100ml solucién
Sorbitol 5,5 32,20 35,9642
4,0 32,16 35,9195
Glicerol 5,5 19,67 23,6344
4,0 19,64 23,5954
Glucosa 5,5 31,47 36,0741
4,0 31,43 36,0125
Sacarosa 5,5 43,37 51,7794
4,0 43,33 51,7230
Propilenglicol 5,5 16,92 17,2863
4,0 16,90 17,2655




3.3. Preparacién de las soluciones

Para la preparacién de los sistemas modelo se disolvieron
las sales del buffer y el humectante en agua destilada. Previo a
completar el volumen final de la solucién se controlé el pH con
un equipo marca Metrohm modelo E. 632, calibrado con buffers,
ajustédndose a los valores deseados con HCl (= 4N) o NaOH (= 4N).
Luego se agreg$ la cantidad requerida de una solucién concentra-
da de tiamina (250 ug/ml) preparada en el momento para lograr una
concentracién final de clorhidrato de tiamina en todos los siste-
mas modelo de = 1 ug/ml. Finalmente se llev6 a volumen, verifi-
cé&ndose nuevamente el pH.

Las soluciones se envasaron en tubos de vidrio con tapa
a rosca de 9 ml. de volumen total, dosific&ndose 4 ml. en cada

uno.

3.4. Medicibn de la actividad de agua

Para la determinacién del valor de actividad de agua
de las muestras se utiliz6 un equipo Novasina Thermoconstanter
Humidat TH2 (Novasina AG, C - 8050 Zurich, Suiza). El mismo con-
siste en una clmara de medicién con temperatura controlada y un

sensor de humedad relativa y temperatura modelo BS-3. El sensor

/17



- 58 -

de humedad est4 basado en los cambios de conductividad de un
electrolito higroscépico.

Las determinaciones de a, se realizaron a una tempera-
tura constante de 25°C. Las muestras se mantuvieron a 25°C du-
rante dos horas antes de la medicién para lograr un rédpido equi-
librio térmico. El1 procedimiento para calibrar el equipo Novasina
fue el descripto por Kitic y col. (1986). Para cada serie de
mediciones se obtuvo una curva de calibracién con soluciones sali-
nas saturadas de a, conocida en el rango de a, de las muestras a
medir. Los valores de a, a 25°C de dichas soluciones tomadas

como referencia, son los indicados a continuacién (Resnik y col.,

1984):
- KC1l a, = 0,843
- BaCl2 a_ = 0,902
- KNO3 a, = 0,925
- KZSO4 a, = 0,972

3.5. Tratamiento t&rmico

Para evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo
de tratamiento térmico en la estabilidad de la tiamina, los sis-

temas modelo se calentaron durante distintos tiempos a 100°C,
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90°C y 80°C en un bafio termostitico de glicerina (con la tempe-
ratura controlada en *0,1°C), con agitacién permanente de los
tubos.

Para tratamientos térmicos a menor temperatura (55 °C)
se utiliz6 una estufa de circulacién forzada (Lab Line Imperial III,
Lab-Line Instruments Inc., Melrose Park, Ill., USAa).

Antes del tratamiento térmico y después del mismo,
hasta el momento de medicién de vitamina Bl’ las muestras se
mantuvieron en una congeladora a =-30°C. Ensayos realizados
para analizar una posible degradacién de la vitamina en el esta-
do congelado durante perifiodos prolongados mostraron que no habfa

pérdida detectable de la misma en dichas condiciones.

3.6. Determinacién de tiamina por el método fluorométrico

Existen numerosos procedimientos para el andlisis de
la tiamina (Strobecker y Henning, 1965). Uno de los m&s usados
para los alimentos es el mé&todo quimico fluorométrico. El1 mismo
involucra la oxidacién de la tiamina en forma cuantitativa a tio-
cromo en medio alcalino. Esta reaccién da un producto fluorescente,
que es proporcional a la tiamina presente en la muestra.

La reaccifn gue tiene lugar es:
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tiamina tiocromo
H CH CH OH
H C \Ji/‘\‘ I : H c-l/\H/ij/N :CHZCHzOH
3

Si se analiza un sistema libre de sustancias interfe-

rentes, la determinacién consta de los siguientes pasos:

a- Oxidacién

Se agrega a la muestra el agente oxidante, us&ndose en
este caso HgCl2 (Edwin, 1979 y Ryan e Ingle, 1980). A continua-
cién se agrega NaOH para llevar el medio al pH 6ptimo de la reac-

cién permitiendo que la fluorescencia sea méxima.

b- Extraccién

Después de un lapso adecuado para gque se complete la
reaccién de oxidacién, el tiocromo formado se extrae con isobuta-
nol para separarlo de otras sustancias fluorescentes y del agente

oxidante, que puede también modificar la medicién.
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c- Medici6n de fluorescencia

Se toman alfcuotas de la fase alcohblica, midié&ndose
su fluorescencia. Se realizan mediciones de blancos y patrones
de tiamina para finalmente hallar la concentracién de vitamina

en la muestra.

3.6.1. Reactivos utilizados

-HgCl, (Merck-Darmstadt, Alemania Occidental).......... 5 x 10 " M

2
-Na (OH) (Mallinckrodt, Chem. Works, St. Louis, USA).....30% p/V

-Isobutanol (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina).

3.6.2. Fluorémetro

Para la medicién de la tiamina se utiliz6 un espectro-
fotofluorémetro marca Aminco-Bowman, con una l&mpara de xenén
como fuente de excitacién, la cual tiene una salida espectral
comprendida entre 150 nm y 1500 nm operando en el rango visible
y ultravioleta. Cuenta con monocromadores de excitacién y emisién
independientes, un tubo fotomultiplicador. (detector) apropiado
y una clmara de temperatura constante. Puede detectar desde micro-
gramos a nanogramos del compuesto org&nico, dependiendo de la
intensidad de fluorescencia del mismo.

El equipo tiene una respuesta lineal dentro del rango

/17



- 62 -

de 0 a 10 yg/ml de tiamina. Las mediciones se realizaron con
celdas de cuarzo de lcm. y 0,lcm. de paso de luz.

Para evitar ruidos en el equipo y obtener una adecuada
resolucién y sensibilidad, se utiliz6 el siguiente arreglo de

slits en el espectrofotofluorémetro:

SLIT 1 (Monocromador) = 3
SLIT 2 (Celda) = 2
SLIT 3 (Celda) = 3
SLIT 4 (Celda) = 3
SLIT 5 (Celda) = 2
SLIT 6 (Monocromador) =1

]
N

SLIT 7 (Fotomultiplicador)

3.6.3. Técnica de medicibn

Se pipetearon 0,4 ml de la muestra, se agregaron
0,15 ml de HgCl2 y 0,8 ml. de NaOH. La mezcla se agit6 durante
30 segundos, se dej6 reaccionar 10 minutos y luego se agregaron
2 ml. de isobutanol. Se extrajo mediante agitacién (Vortex) duran-
te 2 minutos. Se centrifugf a 2.500 rpm durante 5 minutos. Se
midié la fluorescencia del tiocromo extrafdo en la :fase orgénica,
ajustando los monocromadores de excitacién y emisién a 361 nm y
426 nm respectivamente. Todas las mediciones se hicieron por du-

plicado, siendo en este caso el error involucrado menor del 3%.
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Pruebas realizadas con los sistemas modelo sin agre-
gado de tiamina mostraron luego del tratamiento térmico valores
de fluorescencia despreciables. Se consider§ como blanco de
medicién al isobutanol, que puede presentar fluorescencia por
sus impurezas. En todas las mediciones realizadas los valores
de lectura para el isobutanol fueron como miximo un orden menor

qgue el menor valor lefdo para las muestras.

3.6.4. Curva de calibracién

Se verific6 el funcionamiento del equipo midiendo
soluciones de sulfato de quinina en &cido sulfdGrico 0,1N.

Se obtuvo la respuesta del espectrofotofluorSmetro en el rango
de 0 a 10 ug/ml. de concentracifén, comprob&ndose su linealidad
(Mosteller, 1946). Las longitudes de onda seleccionadas para
esta medici6én fueron 338 nm. y 449 nm. para el monocromador de
excitacién y emisibn respectivamente.

Para realizar la curva de calibracifn se prepararon
soluciones de distintas concentraciones entre 0 y 1,5ug/ml. a
partir de la solucifn patrén de clorhidrato de tiamina. Se obser-
v6 una corrélacién lineal entre las lecturas de fluorescencia y
las concentraciones de tiamina presente en el rango estudiado.

Previo a la medicién de las muestras correspondientes
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a una corrida se determiné la curva de calibracién con soluciones
frescas preparadas a partir de la solucién patrén.
Los datos de concentracién de tiamina calculados a
partir de los valores de fluorescencia se expresaron como:
[tiaminalt

$Tiamina remanente (TR%) = x 100 (3.7)
[tiamina]t0

t = tiempo
t0 = tiempo inicial
La medicién por el método fluorométrico se utilizé

para todos los sistemas modelo estudiados, con excepcién de
agquellos que contenfan glucosa o sacarosa como humectantes, pues
se comprob6 que tanto los azficares como sus productos de degra-
dacifn constituyen una interferencia a este método quimico de
determinacién de la tiamina, teniéndose como resultado wvalores
menores de concentracién de la vitamina que los reales. Se veri-
fic6 que si se usaban mayores concentraciones de HgCl2 para evi-
tar este inconveniente, las mismas estaban asociadas con la for-
macién de precipitados que pueden ocluir tiocromo. Por lo tanto,
los sistemas con glucosa o sacarosa fueron analizados empleando

el método microbiolSgico explicado en el punto siguiente.
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3.7. Determinacién de tiamina por el método microbiol&gico

Los métodos microbiol6gicos para la cuantificacién de
vitaminas se basan en el hecho de que un microorganismo puede
reproducirse s6lo en la presencia de una vitamina especffica.
Cuando una alfcuota de la muestra, que contiene la vitamina a ser
determinada, se agrega al medio de ensayo seguida por la inocula-
cién del organismo de prueba, el crecimiento del mismo es propor-
cional al contenido de vitamina (Voigt y col., 1978). Dentro de
un cierto rango de concentracién, la respuesta medida serd direc-
tamente proporcional a la cantidad de vitamina presente, y, den-
tro de este rango, la muestra y las soluciones de referencia pue-
den compararse con exactitud. Como grupo, los lactobacilos son
los empleados m&s ampliamente como organismos de prueba. A pesar
de gue las levaduras, los hongos y los protozoarios también se
usan, sus caracterfisticas de crecimiento son menos adecuadas.

Un ensayo cuantitativo de vitamina a través de este tipo
de método depende de la relacibn entre el dosaje de vitamina y
la respuesta del organismo a prueba. A medida que la dosis se
aumenta desde la que no da efecto hasta aquella que da un efecto
m&ximo, la respuesta aumenta continuamente en una curva sigmoidea
dosaje-respuesta.

Sarett y Cheldelin (1944) introdujeron el m&todo de
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cuantificacién de tiamina en el gue como microorganismo de ensa-

yo se utiliza el Lactabacillus fermenti 36 (ATCC 9338). Este

microorganismo posee una alta sensibilidad a la vitamina, cercana
a 1 ng (Strobecker y Henning, 1965) y, en condiciones de cultivo
controladas, es especifico para la molécula intacta de tiamina.
Como se mencion6 en el punto anterior, frente a la
interferencia que representan los azlcares y sus productos de
de degradacién para el andlisis de tiamina por el método fluoro-
métrico, para usarlo hubiera sido necesario adoptar complejos
procedimientos de purificacifn tendientes a eliminar dichas inter-
ferencias. Estas etapas no harfan sino incorporar nuevas fuentes
de error y ademds el método perderfa las caracteristicas de prac-
ticidad y exactitud necesarias.
Por tales motivos, y con el objeto de poder analizar
a través de un método apropiado los sistemas modelo conteniendo
glucosa y sacarosa como solutos, en esta parte del trabajo se
aplicS el método de Sarett y Cheldelin (1944) de acuerdo con
las modificaciones introducidas por Carrera (1974). Las
mismas se refieren a los volGmenes empleados en la determinacién,
tanto de muestra como de solucifn standard. En ambos casos se
utilizan vol@imenes méximos de 0,20 ml en lugar de 5,0 ml usados

en el mé&todo original, con lo cual se simplifica la metodologfa
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a la vez que se descartan otras fuentes de error.
A continuaci6n se describe el método de andlisis:

a- Medio Basal: Se utiliza el Bacto-Thiamine Assay Medium (DIFCO),

tanto para mantener el microorganismo como para hacer la deter-
minacién de tiamina.

b- Solucién standard: Se prepara en el momento de la determina-

ci6én una solucibn de 200ug/ml de clorhidrato de tiamina, la cual
se diluye hasta una concentraci6én de 240ng/ml.

c- InSculo: Se prepara a partir de un cultivo stock de Lactobacillus

fermenti ATCC 9338, realizando la siembra 20-24 horas antes de
la determinacién en Bacto-Micro Inoculum Broth (DIFCO). Una vez
transcurrido ese tiempo se procede al lavado de la cepa, utili-
zando para ello 5-6 porciones de 10ml de solucién fisiol6gica
estéril, prepar&ndose finalmente, a través de una resuspensién,
el inSéculo que va a ser empleado en la determinacién.

d- Procedimiento analftico: Se prepara la curva de referencia

trabajando en un rango de concentracién comprendido entre 0,0 y
48,0 ng de clorhidrato de tiamina.

Para ello se dispone de una serie de tubos de ensayo,
en los cuales, por triplicado, se adicionan los siguientes volG-
menes crecientes de solucibn standard de trabajo: 0,03ml, 0,06ml,

0,10ml, 0,12ml, 0,15ml y 0,20ml.
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Paralelamente, y también por triplicado, se ensaya
la muestra incorporando en la correspondiente serie de tubos de
ensayo los siguientes volfimenes: 0,06ml, 0,10ml, 0,12ml y 0,15ml.

El conjunto se completa con dos puntos de concentracién
cero y de los cuales uno sin sembrar constituye el blanco no
inoculado, mientras que el restante, sembrado,representa el tes-
tigo o blanco inoculado.

Los tubos asi preparados son cubiertos con tapas, luego
de habé&rseles adicionado 10ml del medio de cultivo (punto a).
La totalidad del material se esteriliza 15 minutos en vapor,
enfriando luego répidamente. Una vez frios los tubos se siembran
asépticamente, a excepcién del blanco no inoculado, con una gota
del in6culo (punto c). Se incuba luego el conjunto de tubos duran-
te 16-18 horas a 37°C, manteniendo constante la temperatura entre
t0,5°C. Posteriormente se realiza la evaluacifn turbidimétrica
en un espectrofotSmetro Spectronic Bausch y Lomb a 580 nanémetros.

e- Método de cdlculo: Se aplica el método estadistico segfin se

halla descripto en A.0.A.C. (1980). Para cada nivel de solucién
de ensayo utilizado se calcula un contenido 'de vitamina/ml de
solucibén de ensayo. Se calcula el promedio de los valores obte-
nidos de los tubos que no varfan en mds de *10% de este promedio.

Si el nGmero de valores aceptables obtenidos es menor que 2/3 del
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nlmero original de tubos usados en los 4 niveles de sélucibn de
ensayo, los datos son insuficientes para calcular la potencia de
la muestra. Si el nfmero de valores aceptables remanentes es mayor
o igual que los 2/3 del nGmero original de tubos, se calcula el

contenido de vitamina de la muestra del promedio de los mismos.

Como una forma de verificar la equivalencia entre los
resultados obtenidos por el método microbiolégico y el mé&todo
fluorométrico se hicieron algunas determinaciones de retencién
de tiamina por ambos métodos en sistemas conteniendo diversos
humectantes (no azGcares). Esos resultados se ven en la figura I;
se aprecia que la concordancia es razonablemente buena, especial-
mente si tenemos en cuenta que ambos m&todos analiticos se basan

en principios enteramente diferentes.
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Figura I

Retencién de tiamina en sistemas modelo de a, = 0,950 vy

en el sistema de a_ = 1 (buffer), a pH 4,0 y 100°C
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cinética de la reacci6bn de degradacibn térmica de tiamina

4.1.1. Constante de la velocidad de reaccién

Se analiz6 la retencién de tiamina en funcién del tiempo
de tratamjento té&rmico a 80°C, 90°C y 100°C en los sistemas mode-
lo de a, 0,950 (ajustada con KCl, NacCl, Na2804, glicerol, propi-
lenglicol, sorbitol, glucosa o sacarosa) asf como en sistemas
modelo de a, = 1, a valores de pH 4,0 y 5,5. En la figura 1 se
representa la variaci6én de la concentracibén de la vitamina con
el tiempo de calentamiento en dos de los sistemas modelo utiliza-
dos, conteniendo NaCl o propilenglicol como humectantes, a pH 5,5
y a 80°C. Puede observarse que las curvas son similares y estén
influenciadas por la presencia del humectante. Un efecto similar
se encontré para los demds sistemas y condiciones de trabajo es-
tudiados.

Teniendo en cuenta el objeto de realizar el an&lisis
cinético de los datos experimentales, es conveniente recordar el
concepto de "velocidad de reaccién".

Si se considera un sistema homogéneo de composicién

-uniforme, cerrado, isotérmico a presién constante, en el cual estd
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ocurriendo una reaccién quimica simple, se puede definir la velo-

cidad de esa reaccién quimica (r) como:

=1 4d¢
r =g 3t (4.1)
donde
V = volumen del sistema
n. - n,

£ = extensién de la reaccibn = = 5 10

i
t = tiempo
n, = nGmero de moles de la especie i
n.,o = ntGmero de moles iniciales de la especie i

v, = coeficiente estequiomé&trico de la especie 1

Diferenciando la expresibén para £ y reemplazando en 4.1

resulta:
dn,
-1 1 _3
=3,V at (4.2)
i
Si se define la velocidad de reaccién para la especie i
como:
dn,
-1 i
i TV & (4.3)
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entonces:

r. = v, r (4.4)

En términos de concentraciones molares, c, = ni/V, la
ecuacién 4.4 gqueda:

dc.

_ i
i T adac (4.5)

y esta expresifn es la que se utilizarid en el tratamiento siguien-
te.

Los datos cinéticos experimentales se analizaron apli-
cando el método integral. En todos los casos se hallé que el mejor
ajuste de los mismos se lograba considerando una cinética de pri-
mer orden para la velocidad de reaccibén. Luego la ecuacibn 4.5

se puede expresar CoOmo:

donde k es la constante de velocidad de la reaccién (h:-l) y ¢ la

concentracién de tiamina (pg/ml) .al tiempo t.
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Integrando esta expresién resulta:

1n-c2 = -kt (4.7)
o]

siendo cb la concentracif6n inicial de tiamina.

En la figura 2 se representa el primer término de la
ecuacién 4.7 en funcifn del tiempo para sistemas modelo de pH 4,0
con NaCl o KC1l como humectantes a las tres temperaturas de tra-
bajo. Puede observarse en la misma el cumplimiento del comporta-
miento de primer orden. Asimismo puede notarse que a medida que
se incrementa la temperatura, la velocidad de reaccién aumenta.
Para iguales condiciones de trabajo, la retencién de tiamina en
el sistema modelo con NaCl como soluto es similar a la obtenida
en el sistema modelo ajustado .con KCl.

La figura 3 muestra los datos experimentales para los
mismos sistemas pero a pH 5,5.

Puede verse que las retenciones son menores gque las co-
rrespondientes para iguales sistemas a pH 4,0 (figura 2).

Las figuras 4.y 5 representan las variaciones de concen-
tracién de la vitamina en el sistema modelo con NaZSO4 como
humectante y en el sistema modelo de a, =z 1(buffer), a valores

de pH 4,0 y 5,5 respectivamente. Las figuras 6 y 7 lo hacen para
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Figura 2

Retencifn de tiamina en sistemas modelo de a, 0,950

ajustada con NaCl o KCl, v pH 4,0
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Figura 3

Retencifn de tiamina en sistemas modelo de a, 0,950

ajustada con NaCl o KCl, vy pH 5,5
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Figura 4

Retencién de tiamina en el sistema modelo de awungso

ajustada con Na2§g4gyfen el sistema modelo

de-aw = 1 (buffer), a pH 4,0
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Figura 5

Retencifn de tiamina en el sistema modelo de a . 0,950

ajustada con NastA y en el sistema modelo

de a_ = 1 (buffer), a pH 5,5
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Figura 6

Retencién de tiamina en sistemas modelo de a, 0,950

ajustada con glicerol, propilenglicol

o sorbitol, v pH 4,0
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Figura 7

Retencién de tiamina en sistemas modelo de a_ 0,950

ajustada con glicerol, propilenglicol

o sorbitol, v pH 5,5
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los sistemas modelo conteniendo glicerol, propilenglicol o sor-
bitol a ambos pH. Las retenciones para sistemas modelo con gluco-
sa O sacarosa se muestran en las figuras 8 y 9. En todos los casos
hay una buena concordancia entre los datos experimentales y la
cinética de orden uno. La presencia de los diferentes humectantes
tiene influencia sobre la velocidad de reaccién. Por otra parte,
al igual que el efecto mencionado a través de las figuras 2 y 3,
la disminucién del pH incrementa la retencifén de la vitamina, a
iguales condiciones de tratamiento.

El valor de la constante de velocidad de reaccién se
calcul6 aplicando el método propuesto por Bogquet (1984) detallado
en el Apéndice A, para los distintos sistemas y condiciones de
trabajo.

En la tabla 4.1 figuran los valores de k, asf como los
de desviacién standard (Sk), error absoluto de la constante de
velocidad (Ak) y error porcentual de k (e%) cuya forma de eva-
luacién figura también en el Apé&ndice A. El €% varié entre el
1l v el 15% para los sistemas modelo en gque las concentraciones
de tiamina se midieron por el método fluorométrico (sistemas mo-
delo de a, ajustada por la adicién de NaCl, KC1, Na2504, glicerol,
propilenglicol, sorbitol y el sistema modelo control conteniendo

s6lo buffer). En cambio el €% resultSl entre 9 y 29% para los sis-
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Figura 8

Retencién de tiamina en sistemas modelo de a, 0,950

ajustada con glucosa o sacarosa, v pH 4,0
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Figura 9

Retencién de tiamina en sistemas modelo de a _ 0,950

ajustada con glucosa o sacarosa, v pH 5,5
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Tabla 4.1 Constantes de velocidad para la reaccién de pérdida

de tiamina en sistemas modelo de a _ 0,950

1- Humectante: NaCl

T k Sk Ak

pH -1 4 -1 £%
(°C) (h ™) x10 (h )

4,0 100 0,024 11,43 0,001 5
90 0,0107 3,01 0,0003 3
80 0,0031 0,57 0,0001 3

5,5 100 0,065 35,55 0,004 6
90 0,027 25,59 0,003 9
80 0,0087 6,01 0,0005 5

2- Humectante: KC1l

pH T k Sk Ak é%
(°C) (1) x104 (1)

4,0 100 0,0281 7,61 0,0009 3
90 0,0098 5,26 0,0005 5

80 0,0030 1,27 0,0001 5



Continuacién tabla 4.1

T k Sk Ak
PH -1 : -1 €%
(°C) (h™) x104 (h™")
5,5 100 0,067 32,76 '0,004. 6
90 0,021 12,55 0,001 7
80 0,0080 6,80 0,0008 8
3- Humectante: Na,s0,
T k Sk Ak
pH -1 -1 €%
(°C) (h™ ") x104 (h™")
4,0 100 0,044 43,01 0,005 10
90 0,0170 7,59 0,0008 5
80 0,0052 2,75 0,0002 5
5,5 100 0,069 61,46 0,006 9
90 0,0262 8,57 0,0009 3
80 0,0081 3,64 0,0004 5
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Continuacibén tabla 4.1

4~ Sin humectante (a_ = 1)
T k Sy Ak
pH -1 -1 €%
(°C) (h™") x104 (b1
4,0 100 0,047 21,49 0,002 4
90 0,018 21,45 0,003 15
80 0,0065 4,27 0,0005 8
5,5 100 0,093 43,08 0,004 4
90 0,035 23,72 0,003 8
80 0,014 9,49 0,001 8
5~ Humectante: glicerol
T k Sk Ak
(°C) (h™7) x104 (h™")
4,0 100 0,069 17,43 0,002 3
90 0,0232 3,19 0,0003 1
80 0,0087 4,52 0,0004 5
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Continuacién tabla 4.1
T k Sy Ak
pH -1 -1 et
(°c) (h™ %) x104 (h™ %)
5,5 100 0,106 43,94 0,005 4
90 0,047 27,01 0,003 5
80 0,017 20,21 0,002 11
6- Humectante: sorbitol
T k Sy Ak
pH -1 -1 £%
(°c) (h™™) x104 (h™*)
4,0 100 0,078 88,16 0,009 12
90 0,0249 3,89 0,0004 1
80 0,0075 8,38 0,0008 10
5,5 100 0,122 39,61 0,004 3
90 0,060 40,73 0,004 7
80 0,021 18,21 0,002 8
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Continuacién tabla 4.1

7- Humectante: propilenglicol
T k Sk Ak
pPH -1 -1 €%
(°C) (h™") x104 (h™7)
4,0 100 0,066 20,52 0,002 3
90 0,025 11,24 0,001 4
80 0,0085 2,51 0,0002 3
5,5 100 0,097 53,20 0,005 S
90 0,036 24,71 0,002 6
80 0,015 13,19 0,001 9
8- Humectante: glucosa
T k Sk Ak
pH -1 -1 €%
(°C) (h™ ™) x104 (h™)
4,0 100 0,09 219,99 0,02 24
90 0,044 52,48 0,006 12
80 0,014 12,53 0,001 9
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Continuacién tabla 4.1

T k Sk Ak
pH -1 -1 €%
(°C) (h™") x104 (h™")
5,5 100 0,13 129,68 0,01 10
90 0,08 82,75 0,01 11
80 0,017 17,51 0,002 14
9- Humectante: sacarosa
T k Sk Ak
pH -1 -1 £%
(°C) (h™") x104 (h™)
4,0 100 0,084 74,21 0,009 11
90 0,027 64,28 0,006 29
80 0,014 18,19 0,002 14
5,5 100 0,19 303,8 0,03 17
90 0,050 73,87 0,007 14
80 0,020 30,43 0,003 16




temas modelo en los que las determinaciones de vitamina se efec-
tuaron por el método microbiolSgico (sistemas modelo de a, ajus-
tada por el agregado de glucosa y de sacarosa), que al ser un
mé&todo biol6Sgico acarrea mayor error en la evaluacién de las cons-
tantes de velocidad.

Puede observarse que en todos los casos, tanto para
sistemas con electrolitos o con no-electrolitos, las constantes
de velocidad estén influenciadas por la temperatura, el pH y el
soluto empleado en la reduccibn de la a . Estos efectos serén
considerados en detalle en los siguientes items.

Las figuras 10 y 11 resumen datos de retencifén de tia-
mina en varios alimentos y sistemas modelo de acuerdo con lo
reportado por diversos autores. En estos gr&ficos se incluyen
distintas carnes, vegetéles, soluciones buffer y sistemas modelo
cuya actividad de agua se controld por adicién de diferentes so-
lutos. Adem8s, los mismos cubren un amplio rango de temperaturas
(35°C - 138°C) y valores de pH (4 - 7). Puede verse a pesar de
la diversidad de sistemas y condiciones que el gré&fico de loga-
ritmo de retencidén de tiamina versus tiempo da, en todos los casos
una buena relacién lineal, lo que indica gque la velocidad de de-
gradacién de tiamina puede ser representada por un modelo de
primer orden, al igual que lo hallado con los datos del presente

trabajo.

/77
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Figura 10

Cinética de degradacién de tiamina en alimentos

v sistemas modelos calentados a

altas temperaturas

Referencias:

¢ D OO O m 0 P o 0O P ¢

carne picada; 70°C (Skjodldebrand y col., 1983)
carne picada; 98°C (Skj6ldebrand y col., 1983)
cerdo; 82°C (Rice y Beuk, 1945)

cerdo; 99°C (Rice y Beuk, 1945)

buffer fosfato + glicerol; a, 0,96; 84°C (Fox y col., 1982)

buffer fosfato + glicerol; a, = 0,90; 94°C (Fox y col., 1982)
puré de hfgado vacuno; 109°C (Feliciotti y Esselen, 1957)
buffer fosfato; 109°C (Feliciotti y Esselen, 1957)

puré de zanahorias; 129°C (Feliciotti y Esselen, 1957)
buffer fosfato; 121°C (Mulley y col., 1975b)

puré de arvejas en salmuera; 138°C (Mulley y col., 1975a)

puré de arvejas; 127°C (Mulley y col., 1975a)
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Figura 11

Cinética de degradacién de tiamina en alimentos

y sistemas modelos calentados a temperatura

de almacenamiento acelerado

Referencias:

buffer fosfato + Na SO4; a

2 w = 0,95; 65°C (Fern&ndez, 1984)

8

A Dbuffer fosfato + glicerol; a, = 0,95; 55°C (Fern&ndez, 1984)
® cerdo; 54°C (Rice y Beuk, 1945)
O

cerdo; 63°C (Rice y Beuk, 1945)
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Se sabe que las vitaminas est&n sujetas a degradacién
a través de una variedad de mecanismos y gue muchos factores
pueden influenciar la contribucibén de cada mecanismo al proceso
de degradacién (Thompson, 1982). Entre estos factores estén la
temperatura, la concentracién de sal o azGcar, el pH, el oxfgeno
Y los catalizadores. De todas maneras, es notable que la cinética
de degradacién de tiamina en situaciones ampliamente variables
tales como las mostradas en las figuras 10 y 11, sean todas de
primer orden. Esto es estrictamente v&lido solamente para casos
donde la retencién de tiamina se mide para conversiones mayores
del 50%, ya que un modelo de orden cero podrfa también apli-
carse para describir los datos de destruccién para valores de

retencién m&s altos.

4.1.2. Energfa de activacién

En el punto 4.1.1. se ha observado que la temperatura es
un pardmetro que afecta significativamente la velocidad de de-
gradacif6n de la tiamina en los sistemas estudiados en este trabajo.
El aumento de la temperatura de procesamiento tiene un efecto ace-
lerante sobre las constantes de velocidad, de acuerdo con los
valores presentados en la tabla 4.1 a 80°C, 90°C y 100°C para

sistemas modelo de a, 0,950 y para todos los humectantes estudia-

/17
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dos, como asf también para el sistema modelo control (buffer)
sin agregado de humectante.

El efecto de la temperatura en la cinética de pérdida
de nutrientes ha sido revisado por Labuza y Riboh (1982). En
particular, si la constante de degradacién cumple con la ecua-

cién de Arrhenius, dicho efecto puede expresarse a través de:

-E_/RT
k = ko e (4.8)
donde:
k, = factor de frecuencia (hr~ 1)
E, = energfa de activacién (kcal/mol)
T = temperatura absoluta (K)
R = constante de los gases ideales (1,987 x 10-3 kcal/mol K).

En todos los casos estudiados se hallé que la ecuaci6n 4.8 ajusta
la dependencia de la constante de velocidad de reaccién con la
temperatura.

Para el cdlculo de los valores de energia de activacién
se siguié el procedimiento propuesto por Boquet (1984) tal como
figura en el Apéndice B.

En las figuras 12 y 13 se representa gré&ficamente el

/17



Figura 12

Efecto de la temperatura en las constantes de velocidad

en sistemas modelo de pH 5,5 v 4,0 con

propilenglicol como humectante
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Figura 13

Efecto de la temperatura en las constantes de velocidad

en sistemas modelo de pH 5,5 v 4,0 con

sorbitol como humectante
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1n de las constantes de velocidad en funcién de la inversa de
la ‘temperatura absoluta para los sistemas modelo de pH 5,5 y
4,0 con propilenglicol y sorbitol como humectantes respectiva-

mente. Los valores calculados para los mismos de E desviacién

a’
standard (SEa), error absoluto (AEa) y error porcentual (e%)

se reportan en la tabla 4.2. En el caso de estos sistemas modelo,
las energfas de activacién de la reaccién estén comprendidas
entre 22 y 31 kcal/mol y el €% asociado entre 5 y 17%. La ta-
bla 4.2 incluye otro parémetro, el factor QlO’ que es una forma
m&s pré&ctica de visualizar el efecto de la temperatura en la
velocidad de una reaccibén. Este factor se define como el aumento

producido en la velocidad de la reaccién al incrementarse 10 gra-

dos la temperatura. Su expresién matem&tica resulta:

2,189 E,
QlO = antilog — (4.9)
T(T + 10)
E, = energfa de activacién (cal/mol)
T = temperatura absoluta (K)

En el caso de los sistemas modelo con propilenglicol
como humectante, los factores Q10 est&n comprendidos entre 2,4 y

2,9 y para los sistemas conteniendo sorbitol, dichos valores varfan

entre 2,3 y 3,4 (tabla 4.2).

/17
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Las figuras 14, 15 y 16 representan la variacién del
1n de las constantes de velocidad en funcién de la inversa de
la temperatura absoluta para sistemas modelo sin humectante
(aw g 1) y conteniendo KCl y NaCl respectivamente, a valores de
PH 4,0 y 5,5. En estas figuras se representa también el valor
de las k a 55°C (para sistemas modelo de pH 5,5) halladas en
este trabajo para evaluar el efecto de la temperatura en un ran-
go mds amplio, desde 100°C hasta temperaturas de almacenamiento
acelerado. Dichos valores se reportan en la tabla 4.3.

Como puede observarse en estos grdficos, la ecuacién de
Arrhenius se cumple para estos sistemas en todo el rango de tempe-
raturas considerado (55°C a 100°C a pH 5,5 y 80°C-100°C a pH 4,0).

La tabla 4.4 reporta los valores de Ea y su €%, asi
como los Q10 derivados para los sistemas modelo descriptos a
pH 5,5 y a pH 4,0. Los valores de Ea para los sistemas de pH 4,0,
que fueron evaluados en el rango 80°C - 100°C son de 29 kcal/mol,
con un error asociado que varfa entre 4 y 6%. En el caso de los
mismos sistemas modelo, pero de pH 5,5, las energias de activa-
cién, calculadas entre 55°C y 100°C, varfan entre 27 y 28 kcal/mol,
con un error del 1 al 2%. Los factores QlO’ calculados entre
80°C y 100°C oscilaron entre 2,8 y 3,1 teniendo en cuenta todos

los sistemas considerados en la tabla 4.4.
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Figura 14

Efecto de la temperatura en las constantes de velocidad

en sistemas modelo con buffer fosfato

{(sin humectante)
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Figura 15

Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad

en sistemas modelo con KCl como humectante




- 118 -

~
T

lﬂ(kx'lOL)

2N

S T '4 30
1/Tx 10" (K")



Figura 16

Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad

en sistemas modelo con NaCl como humectante
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Tabla 4.3 Constantes de velocidad a 55°C para sistemas

modelo de pH 5,5

k x 10° S, Ak x 10°
Sistema -1 5 -1 €S
(h ™) x10 (h )
Sin humectante 0,60 2,62 0,02 4
(aw = 1)
NaCl 0,43 3,04 0,02 3

KCl 0,383 0,84 0,006 2
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Por otra parte, en las figuras 17 y 18 se representa
gréficamente el efecto de la temperatura en las constantes de
velocidad en sistemas modelo de pH 5,5 con glicerina y Na2804
como humectantes (aw = 0,950) entre 100°C y 45°C. Algunos datos
de constantes de velocidad para estos sistemas, a pH 5,5 y a 45°C,
55°C, 60°C y 65°C, corresponden al trabajo de Ferndndez (1984).
Puede verse que entre las temperaturas m&s altas y las m&s bajas
la dependencia de la velocidad de la reaccibén con este parédmetro
es la misma, con lo cual se pudieron calcular los valores de
Ea en todo el rango de temperaturas estudiado. Dichos valores se
muestran en la tabla 4.5, que incluye también los correspondien-
tes a los mismos sistemas modedo pero de pH 4,0, en los cuales
la evaluaci6n se hizo sb6lo en el rango de procesamiento (80°C -
- 100°C). En este Gltimo caso las energfas de activacién estu-
vieron comprendidas entre 28 y 29 kcal/mol, con errores entre
6 v 11%. Para los sistemas de pH 5,5, en el rango de temperaturas
de 45°C a 100°C, la energfa de activacidén resulté de 28 kcal/mol
con errores del 1%.

Los factores QlO' evaluados para temperaturas entre
80°C y 100°C varfan entre 2,8 y 3,1.

En las figuras 19 y 20 se representa el ln de las cons-

tantes de velocidad en funcién de la inversa de la temperatura
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Fiqura 17

Efecto de la temperatura en las constantes de velocidad

en sistemas modelo con glicerol como humectante

Referencias:

@ Fern&ndez (1984)

o Este trabajo
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Figura 18

Efecto de la temperatura en las constantes de velocidad

en sistemas modelo con Na,SO, como humectante

Referencias:

® Fernindez (1984)

O Este trabajo
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Figura 19

Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad

en sistemas modelo de pH 4,0 v 5,5

con glucosa como humectante
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Figura 20

Efecto de la temperatura sobre las constantes de velocidad

en sistemas modelo de pH 4,0 y 5,5

con sacarosa como humectante
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absoluta para sistemas modelo de a, 0,950 ajustada con glucosa
o sacarosa, de pH 4,0 y 5,5,en el rango de temperaturas de 80°C
a 100°C. En estas condiciones, a pesar de los errores involucra-
dos en la determinacién de las constantes de velocidad (punto
4.1.1), se verifica la ley de Arrhenius para la dependencia con
la temperatura. Los valores de Ea y Q10 derivados se reportan en
la tabla 4.6. Los valores de Ea varian entre 24 y 29 kcal/mol,
con errores del 17 al 27%. Los mismos son mayores qgue los co-
rrespondientes al resto de sistemas estudiados, debido a gue en
su cédlculo intervienen los errores asociados a las k, determi-
nadas en estos casos a través del método microbiolégico de anéli-
sis de la vitamina. AlGn asi estos errores estdn dentro de los
establecidos por Labuza y Riboh (1982) para el valor de la E, en
la reaccién de pérdida de nutrientes; dichos autores mencionan
errores del 25% asociados a estos c8lculos en alimentos. Los
factores Q10 derivados  varfan en estos casos entre 2,4 y
3,1.

Los resultados presentados en las tablas 4.3, 4.4, 4.5
y 4.6 indican que los valores de las energfias de activacién y
de Q10 son bastante independientes del humectante presente en el
sistema, asfi como del pH, en el rango de temperaturas de estudio

(desde almacenamiento acelerado a procesamiento). Las Ea varfan
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entre 22 y 31 kcal/mol; los errores asociados al cdlculo de las
mismas lo hacen entre el 1% y el 17% llegando al 27% para sistemas
modelo con azlGcares como humectante, por las razones anteriormente
expuestas. Los factores Q10 de la reaccibén, evaluados entre

80°C y 100°C varfan entre 2,4 y 3,4.

A través de ambos valores (Ea Yy Qlo) puede decirse que
la reaccién de degradaci6n térmica de tiamina estd influenciada
significativamente por variaciones de temperatura. El aumento
de la temperatura de procesamiento produce un aumento considera-
ble en la velocidad de reaccién.

La tabla 4.7 compara los valores de energfa de activa-
cibén para la pérdida de tiamina en una amplia variedad de alimen-
tos, soluciones buffer y sistemas modelo. Los valores de activi-
dad de agua indicados en la tabla 4.7 para carnes, leche y vege-
tales fueron estimados de acuerdo a Chirife y Ferro Font&n (1982).
Las a de sistemas modelo son valores medidos y las a, de los bu-
ffers se calcularon de datos de Pitzer y Mayorga (1973). Los
datos muestran que todos los valores de E, varfan entre 22 kcal/mol
y 32 kcal/mol, estando la mayorfa de ellos entre 26 kcal/mol y
30 kcal/mol. Estos valores concuerdan con los hallados en este
trabajo. Ademds resultan bastante similares entre si a pesar de

la variada naturaleza y composicién quimica de los sistemas (carnes,

/17
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vegetales, leche, soluciones buffer y sistemas modelo), y del
amplio rango de temperaturas, desde estudios de almacenamiento
acelerado (35°C - 55°C) hasta esterilizacién (109°C - 149°C).
Los lfmites de confianza para la E_, no estdn dados aquf porque
en muchos casos no se conoce el error de los datos de literatura.
Como se mencioné anteriormente, el error en el cdlculo de Ea
para la pérdida de nutrientes en alimentos es usualmente de 25%
o afin mayor (Labuza y Riboh, 1982). Asi, la concordancia obser-
vada en la tabla 4.7 es de alguna manera sorprendente.

A pesar de que es bien sabido que los paré&metros cinéti-
cos determinados en sistemas modelo o soluciones buffer deben
ser verificados en los sistemas alimenticios sujetos a procesos
reales, de este andlisis puede concluirse que las soluciones bu-
ffer o los sistemas modelo se comportan en forma similar a los
alimentos en términos de valores de energfa de activacién. Asf,
el pegqueno rango de variacién en Ea para varios tipos de alimen-
tos y soluciones buffer o modelo, permite la estimacién del efec-
to de cambio de temperatura sobre la pérdida de tiamina en ali-
mentos para los cuales la exacta dependencia con la temperatura

no ha sido determinada previamente.
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4.2. Influencia del pH

En la figura 21 se representa gré&ficamente el porcentaje
de tiamina remanente en funcién del tiempo de calentamiento a
90°C, para sistemas modelo de a 0,950 gque contienen sorbitol,
un no-electrolito, como humectante, a pH 4,0 y 5,5. A través de
la misma puede observarse que el pH influye significativamente
sobre la velocidad de destruccién de tiamina. Un aumento del pH
del sistema produce un incremento en la degradacifén de la vita-
mina. En la figura 22 se representa la retencifn de tiamina a
80°C para sistemas modelo de a, 0,950 gque contienen un electro-
lito, Na2804,

observa un comportamiento similar de la velocidad de degradacién

como humectante a pH 4,0 y 5,5. En la misma se

con el pH que el ya descripto para el sistema modelo con sorbi-
tol, o sea la mayor inestabilidad de la tiamina al aumentar el
PH.

Para el resto de los sistemas modelo estudiados y a todos
los valores de temperatura se encuentra un comportamiento similar
de k con la variaci6n de pH, de acuerdo con los valores de cons-
tantes de velocidad presentados en la tabla 4.1.

La influencia del pH sobre la velocidad de degradacién
térmica de la tiamina, es decir el incremento de su destruccién

al aumentar la alcalinidad del sistema, se reconocié précticamente
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Figura 21

Retencifn de tiamina para sistemas modelo

de a,_ = 0,950, ajustada con sorbitol,

a pH 4,0y 5,5




(4)odwsar)

3.06-1
1041QJ0S

(9%)2}UdUDWaJ DUIWDI |



- 144 -

Figura 22

Retencién de tiamina para sistemas modelo

de a, = 0,950, ajustada con Na2§g4,

a pH 4,0y 5,5
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desde el comienzo de los estudios sobre la estabilidad de la
misma (Farrer, 1955).

Haciendo una recapitulacién sobre los datos obtenidos
con anterioridad a este trabajo, asf como de otros autores que
trabajaron también con sistemas modelo, podemos ver la influencia
del pH sobre las constantes de velocidad en las figuras 23 y 24.
En la primera se presenta el efecto del pH a temperaturas de
almacenamiento acelerado (45°C - 65°C) y en la segunda a tempe-
raturas elevadas (94°C - 109°C). En todos los casos de soluciones
buffer de diferentes a, calentadas a diversas temperaturas, el
efecto acelerante de altos valores de pH es mds significativo
por encima de pH = 6,0. Esta diferencia de comportamiento puede
explicarse a través de las consideraciones de Dwivedi y Arnold
(1972, 1973). Estos autores, estudiando los productos de degrada-
cién de la tiamina en soluciones acuosas, encontraron gue a pH
superiores o inferiores a aproximadamente 6,0 se producfan di-
ferentes rupturas de la molécula. Asf, el calentamiento de solu-
ciones de tiamina a pH 6,0 o mds bajos producfa la ruptura del
"puente" metileno entre las molé&culas de pirimidina y tiazol de
la tiamina, dando lugar a la formacién del 4-metil-5-(B-hidroxi-
etil) tiazol, como el principal compuesto que contenfa azufre,

y un derivado de la pirimidina, probablemente la 2-metil-4-amino-
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Figura 23

Efecto del pH en las constantes de velocidad

de degradacién térmica de tiamina a

temperaturas de almacenamiento

acelerado

Referencias:

O Dbuffer fosfato + glicerol, a, = 0,90 (Fern&ndez, 1984)

® buffer fosfato + glicerol, a 0,95 (Fern&ndez, 1984)

w
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3,69
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Figura 24

Efecto del pH en las constantes de velocidad

de degradacifn t&rmica de tiamina a

temperaturas elevadas

Referencias:

O buffer fosfato, 109°C (Feliciotti y Esselen, 1957)

A buffer fosfato, 100°C (Farrer, 1945)

A buffer fosfato + &cido citrico, 100°C (Farrer, 1945)

® buffer fosfato, 94°C (Fox y col., 1982)

B buffer fosfato + glicerol, a, = 0,90, 94°C (Fox y col.,
1982)

0O farina, 100°C (Farrer, 1955)

©® buffer fosfato + propilenglicol, a, = 0,95; 80°C
(este trabajo)

O buffer fosfato + NaCl, a,_ = 0,95; 80°C (este trabajo)

w
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~5-hidroximetil pirimidina, tal como se observa en la figura 25
via "a". Bajo condiciones neutras o levemente alcalinas, el sul-
furo de hidr6geno es probablemente el mayor producto de degra-
dacién a partir de la molécula de tiazol de la tiamina, junto
con menores cantidades de otros productos azufrados (figura 25,
vfas "b" y/o "c"). La secuencia de la reaccién de formacién de
estos compuestos vol&tiles a partir de la tiamina (productos
"IV" en la figura 25) no se conocen.

Dwivedi y Arnold (1972) plantearon gque las uniones N-C o
C-S se rompen tal como est& indicado por la lfnea punteada, se-
guido por un reordenamiento y ciclacién. Por otra parte, también
informaron la formacién del compuesto "III" por pérdida de
sulfuro de hidrdgeno al calentar la sal s6dica de tiamina en agua.
Dwivedi y Arnold concluyeron que las pequenas cantidades de las
formas pseudo base "I" y/o tiol ‘"II" de la tiamina que coexis-
ten con tiamina libre por encima de pH 6,0 son responsables de
estos productos de degradacifn. Ellos sostienen que la energia
de activacién involucrada en el desprendimiento de sulfuro de
hidr6geno de la tiamina a pH 7,0 y 8,0 es menor gue la energia
de activacién para la ruptura del puente metileno de la tiamina.
Esto explica la ausencia de 4-metil-5-(B-hidroxietil) tiazol en

sus soluciones calentadas de tiamina, y su menor concentracién
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a pH 7,0 respecto de las obtenidas para el mismo derivado a pH
dcidos. Teniendo en cuenta el rango de pH elegido para el pre-
sente estudio (4,0 - 5,5) se debe considerar el equilibrio &cido-
-base de la tiamina en dicha zona. Las propiedades quimicas de
esta vitamina en relacién al pH han sido recopiladas por Metzler
(1960). Este autor describe el comportamiento de diversas sales
de tiamina al ser tituladas con una base. El primer paso de esta
titulacién con pK1 de alrededor de 4,8 representa la titulacién

del grupo amino protonado de la pirimidina:

CH CHOH
CHy N NHZ(S a/) GQ(N\ S Hy
CCCLECC,
HN{ _~# Hy NN N Ha
Tiamina I’ Tiamina IT

El segundo paso de la titulacién, con un punto medio a pH 9,2,
involucra el equilibrio con las formas pseudo-base y tiol descrip-

tas en la figura 25.
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Luego la tiamina, en condiciones &cidas estar§ presente
como I' y/o II' dependiendo del pH de la solucién.

Dwivedi y Arnold (1972) observaron que a pH 3,5 ocurre
menor ruptura de la molécula de tiamina que a pH 5,0 o 6,0, lo
cual sugiere gue la forma protonada de la tiamina, tiamina I°',
gue predomina a pH 3,5, es menos propensa a la destruccién térmi-
ca que la tiamina II'. El modo en gue ocurre la destruccién de
la vitamina parece ser el mismo para ambas formas, con la for-
macién de los derivados ya mencionados. Todas estas considera-
ciones esclarecen, en parte, la diversidad de productos obtenidos
por degradacién térmica de esta vitamina y explican las diferen-
cias de las constantes de velocidad con el pH encontradas en este
trabajo asf como en los trabajos de diversos autores aquf recopi-
lados.

Hay muy poca informacién concerniente al efecto del pH
sobre la estabilidad de tiamina en alimentos. Farrer (1955) re-
porté6 datos sobre la pérdida de tiamina en farina con pH modifi-
cado con diversas cantidades de Na,HPO, (figura 24) .y el efecto
del pH en la velocidad de degradacién es similar al encontrado
en buffer y sistemas modelo. Bendix y col. (1951) mostraron el
efecto acelerante de altos pH sobre la destruccién de tiamina en
tomates y porotos usando agentes reguladores de pH para obtener

un rango de aproximadamente 2 unidades en las cercanfas del pH
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normal del producto.

Briozzo y col. (1987) trabajaron en el procesamiento
térmico de puré de arvejas, choclo, carne de cerdo, carne vacu-
na e hfgado, cuyos valores de pH inicial (comprendidos entre 5,2
y 6,2) fueron reducidos aproximadamente a pH 5,0, de forma tal
de no alterar apreciablemente el gusto del alimento. En todos
los casos la ligera reduccién de pH aumentd significativamente
la retencién de tiamina después del procesamiento.

Puede concluirse que, a pesar de gque la informacién
disponible es limitada, parece que ocurre un comportamiento simi-
lar en la cinética de pérdida de esta vitamina por cambios de pH
tanto en alimentos como en sistemas modelo.

Estos resultados sugieren, por un lado, gque durante el
procesamiento térmico de ciertos alimentos de baja acidez pueden
obtenerse significativas mejoras en la retencifn de tiamina me-
diante una moderada reduccién del pH compatible con la acepta-
bilidad del alimento. Ademds, y desde el punto de vista de la
preservacién de alimentos por combinacién de factores de stress
antimicrobianos, tal como se ha explicado en la introduccién, la
reduccién del pH forma parte de la metodologfa empleada. Luego,
de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo

y con los datos recopilados de literatura, esta disminucién del
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PH resulta altamente favorable para la conservacién de un nutriente

esencial, la tiamina, en este nuevo tipo de alimentos.

4.3. Influencia de la composicién del sistema

A partir de los resultados reportados en la tabla 4.1,
se observa que el humectante utilizado para ajustar la a, de los
sistemas modelo a 0,950 tiene influencia en la velocidad de de-
gradacién de la tiamina.

En la figura 26 se representa con fines comparativos la
retencién de la vitamina en funcién del tiempo de tratamiento tér-
mico a 100°C y pH 4,0 para todos los sistemas modelo estudiados.
Los valores de retenci6n han sido determinados a partir de las
constantes de velocidad informadas en la tabla 4.1. Puede verse
gue en el caso de los sistemas conteniendo no-electrolitos (gli-
cerol, sorbitol, propilenglicol, glucosa y sacarosa) las pé&rdidas
de tiamina son ligeramente mayores que en el sistema modelo de
a, = 1l (sin humectante). En cambio, con el agregado de electroli-
tos (NaCl, KC1l y Na2504) se verifica un efecto inverso.

Para tratar de explicar las diferencias observadas en la
velocidad de pérdida de esta vitamina en presencia de los distin-
tos humectantes, es conveniente considerar qué tipo de reaccién

se produce. La tipica via de degradacién (figura 25) parece
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involucrar un desplazamiento nucleofflico en el carbono metilé-

nico que une los dos anillos de la molécula (Tannenbaum, 1979).
Las reacciones de sustitucién nucleofflica pueden ocurrir

a través de dos mecanismos diferentes: SNl y SN2 (Morrison y

Boyd, 1966).

Una reaccién SNZ puede esquematizarse:

§- §-
Y + R—X , (Y ————- R--——- X]) , Y—R + X
Reactivos Estado de transicién Productos

donde Y es el reactivo nucleofflico. En la misma el estado de
transicién puede visualizarse como una estructura en la cual el
dtomo de C esté parcialmente unido tanto a -Y como a -X; la unién
C-Y no se ha formado completamente y la unién C-X todavia no se
ha roto. Al mismo tiempo, por supuesto, las uniones ién-dipolo
entre el nucléofilo Y vy el solvente se esti&n rompiendo y uniones
i6n-dipolo entre el ién X y el solvente se est&n formando. El

~-Y v el-X estan localizados lo mis lejos posible entre sf. Este
es el mecanismo llamado "sustitucibén nucleofiflica bimolecular", en
la que el término bimolecular indica que el paso limitante invo-
lucra la colisién de dos particulas. En general, una reaccién SNZ

sigue una cinética de segundo orden y se produce con una inversién
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completa de configuracién.
Una reaccién SNl ocurre a travé€s del siguiente mecanismo:
(1) R—X __, R+ + X Lenta

(2) R+ + Y __, BR—Y R&pida

La velocidad de la reaccién global est&d determinada por
la ruptura lenta de la unién R-X. Este paso limitante es un pro-
ceso que demanda energfa, la cual es aportada por la formacién
de muchas uniones ién-dipolo entre las dos clases de iones y el
solvente. Este mecanismo se llama "sustitucién nucleofflica uni-
molecular" pues el paso limitante involucra s6lo una molécula.

En general una reaccibn SNl sigue una cinética de primer orden.

Las sustituciones nucleofflicas que siguen una cinética
de primer orden muestran racemizacién y reacomodamiento y la
secuencia de reactividad: 3°>2°>1°>CH3X. Las reacciones que siguen
cinética de segundo orden muestran una inversién estereoquimica
completa y ningfin reacomodamiento y siguen la secuencia: CH3X >
> 1°>2°>3°,

Debido a que hay dos secuencias de reaccién opuestas, ra-
ramente se encuentra alguno de los dos mecanismos en forma pura,
sino una combinacién de los dos. La reaccién de ruptura de la

tiamina involucra un carbono secundario, luego es factible pensar
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gue ocurre a través de una mezcla de ambos mecanismos.

El cambio en las condiciones experimentales afecta la
importancia relativa de los dos mecanismos. Una alta concentracién
del reactivo nucleofflico favorece la reaccifn SN2. La naturaleza
del reactivo nucleofflico también juega un papel importante. Final-
mente, la polaridad del solvente puede determinar el mecanismo
a través del cual ocurre la reaccifén. Cuanto méds polar es el sol-
vente, mds fuertes serdn las fuerzas de solvatacién y mé&s répida
la ionizacién. En la reaccibn SNl el estado de transicibén es mis
polar que el reactivo y se estabiliza m&s por solvatacién. En la
reaccién SN2 la carga negativa estd dispersa sobre el -Y y el
-X, luego este estado de transicibn est& menos solvatado que los
reactivos. Estos tienen cargas concentradas y se estabilizan més
que el estado de transicibén por solvatacién.

Un cambio en las propiedades del solvente puede afectar
considerablemente la velocidad e incluso el orden de las reacciones
guimicas homogéneas (Reichardt, 1979).

La tabla 3.1 permite visualizar las cantidades relati-
vas de soluto, tiamina y agua en los distintos sistemas modelo
utilizados. Las cantidades agregadas de humectantes son los sufi-
cientemente elevadas como para provocar modificaciones en las pro-

piedades del agua.
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Los efectos del solvente en las reacciones gquimicas
orgénicas han sido ampliamente estudiados. Usualmente los qufmi-
cos orgénicos tratan de interpretar estos efectos en términos de
la -"polaridad" del solvente,definiendo a la misma como la capa-
cidad de &ste para solvatar las especies dipolares o cargadas
disueltas. Si bien las teorfas ideales han propuesto como medida
cuantitativa de la polaridad del solvente a la constante dieléc-
trica, €, del mismo, esta hip6tesis no es siempre adecuada. Estas
teorfas consideran al solvente como un medio contfnuo, no com-
puesto por molé&culas individuales, y no toman en cuenta las in-
teracciones especfficas entre el solvente y el soluto, a saber:
interacciones culémbicas entre iones, interacciones direccionales
entre dipolos, unién hidr6geno, uniones inductivas y de disper-
si6n, transferencia de carga e interacciones solvof6bicas. As{i,
ningGn paré&metro fisico macroscS6pico puede tener en cuenta la
gran cantidad de interacciones soluto-solvente a nivel microscé6-
pico molecular. La complejidad de las interacciones mencionadas
no ha permitido encontrar expresiones matemdticas de aplicacién
general que permitan predecir las velocidades de reaccifn en
distintos solventes. Se han buscado, entonces, otros fndices de
polaridad del solventey se han introducido escalas empiricas ba-

sadas en procesos de referencia, bien conocidos y muy sensibles
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al solvente. Dimroth y colaboradores (Reichardt, 1979) han pro-

puesto el pardmetro de polaridad del solvente E_ (30), que puede

T
definirse como la energfa de transicibén del colorante 2,6-difenil-
-4-(2,4,6-trifenil-l1-piridinio) fen6xido (colorante N° 30 en Dimroth
y col., 1963) en la banda de absorcifn solvatocrémica de mayor
longitud de onda, medida en kcal/mol. Debido al gran desplazamien-
to de la banda de absorcién solvatocrémica que puede obtenerse

a partir de este colorante, los valores de ET (30) proveen una
caracterizacidn excelente y muy sensible de la polaridad de los

solventes. A mayor valor de E_  (30), mis alta es la polaridad del

T
solvente.

En la tabla 4.8 se reportan los valores de E_, (30) para

T
algunos solventes puros utilizados en la formulaci6én de los sis-
temas modelo estudiados. Como no existen datos del valor de este
parémetro para todos los medios de reaccién analizados, en la
tabla 4.9 se representan los valores de la constante dieléctrica,
e,de algunos de ellos, si bien, como antes se mencioné, no es una
buena medida de la polaridad del solvente.

De acuerdo a los valores de ET (30) presentados en la
tabla 4.8, tanto el agua como el glicerol y el propilenglicol
pertenecen al grupo de solventes "préticos" (cuyos valores de

E., (30) est&n comprendidos entre 47 y 63 kcal/mol). El solvente

T

/17



- 166 -

Tabla 4.8 Pard@metro empfrico de polaridad del solvente, ET (30),

medido a 25°C y 1 atm (Reichardt, 1979)

ET (30)
Solvente
(kcal/mol)
Agua 63,1
Glicerol 57,0

Propilenglicol 54,1
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Tabla 4.9 Constante dieléctrica,

€, del agua y de soluciones

de a_ = 0,950

w

Sistema

Agua

Solucién de
Solucién de
Solucién de
Solucién de

Soluci6n de

NaCl
KCl
Nazso4

glicerol

sacarosa

78,3(25°C)2
60,6(80°C)°
63,0(25°C)

63,9(25°C)

o o U

47,5 (25°C)
56,0(80°C)°

50,5 (80°C)°

(a) Robinson y Stokes, 1968

(b) Evaluado a partir de la ecuacibn ¢ = ¢ + 28c, siendo

€ la constante dielé&ctrica del agua; & la depresién

molar de €, Por los electrolitos y ¢ la concentracién

molar (Robinson y Stokes,

(c) Akerlsf,

1932.

1968).
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més "polar" de acuerdo a la escala E_ (30) es el agua (ET (30) =

T
63 kcal/mol). En cambio, los solventes "apr6ticos dipolares" pre-
sentan ET (30) en el rango 40-47 y los solventes "aprSticos apo-
lares" en el rango 30-40.

Si bien los valores de ET (30) de mezclas binarias de
solventes no esté&n relacionados a su composicién de una manera
simple, puede suponerse que para las soluciones de glicerol y pro-
pilenglicol empleadas en este estudio, los valores de ET (30)
estardn comprendidos entre los correspondientes a los solventes
puros, ya que son solventes de propiedades similares (Reichardt,

1979). Por lo tanto los valores de E, (30) de dichas soluciones

T
seré&n ligeramente menores al del agua pura, indicando esto una
leve disminucibén de su polaridad.

Por otra parte, si bien no hay datos de constantes dieléc-
tricas para todas las soluciones de estudio, los valoredas de ¢
reportados en la tabla 4.9 para sistemas de a, 0,950 conteniendo
glicerol o sacarosa muestran también una leve disminucién de este
pardmetro respecto del agua pura. La tabla 4.9 también muestra
los valores calculados de & para las soluciones de los electroli-
tos de a, 0,950, siendo similares las de NaCl y KCl y un poco

menor el valor de € para el NaZSO4.

En general, el cambio a un solvente m&s polar aumentari
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o disminuir& la velocidad de reaccién de sustitucién nucleofflica
dependiendo de si el complejo activado de la reaccién es més o
menos polar gque los reactivos iniciales. Asociando el término
"polaridad 'del solvente" con el poder de solvatar cargas (de
reactivos o del complejo activado), la teorfa de Hughes e Ingold
predice para las reacciones SNl Yy SNZ y distintos estados de carga
de los reactivos iniciales, los efectos del solvente en la velo-
cidad de reacci6n. Considerando los casos en los que podrfa in-
cluirse la degradacién de tiamina, estos efectos se muestran en

la tabla 4.10 (Reichardt, 1979). Cualgquiera sea el tipo de meca-
nismo (SNl o SN2), teniendo en cuenta que la molécula de tiamina
estd cargada positivamente, el aumento de la polaridad del solven-
te se traduce en todos los casos en una disminucién de la veloci-
dad de reaccién.

Si se analizan las constantes de reaccién para el siste-
ma sin humectante (agua + fosfato) y los sistemas que contienen
no-electrolitos (tabla 4.1), se observan mayores valores de velo-
cidad de reaccifén en estas filtimas a los dos pH estudiados. Este
aumento, en el caso de los sistemas con glicerol, propilenglicol
y sorbitol, es pequeno pero para los sistemas con azficares es mas
significativo. Como ya se ha mostrado en la tabla 4.8 la presencia

de no electrolitos (glicerol y propilenglicol) en los sistemas
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modelo de a, 0,950 disminuye levemente la polaridad del solvente.
De acuerdo a Hughes e Ingold, esta disminucién en la polaridad
explica el pequefo aumento en la velocidad de degradacién de tia-
mina. Para los sistemas conteniendo sorbitol, no hay datos en 1la
literatura que permitan evaluar su polaridad, pero dada su natu-
raleza similar, la misma no debe ser muy diferente de la de los
otros dos polioles estudiados. Por lo tanto, puede justificarse
de igual forma la diferencia entre los valores de constantes de
velocidad para estos sistemas y el buffer.

Las mayores constantes de velocidad para los sistemas
con azficares podrian explicarse a travé&s de la consideracién de
dos factores. Por un lado, si bien no se han encontrado valores
de ET (30) para estas soluciones, el dato de € reportado en la
tabla 4.9 indicarfa que la polaridad de estas soluciones serfan
ligeramente menores que la de los dem&s no-electrolitos. Por otra
parte, los sistemas con glucosa y sacarosa experimentaron durante
el tratamiento té&rmico desarrollo apreciable de color, lo que
indica que ocurrieron reacciones de pardeamiento no enzimdtico.
Estas podrfan involucrar tanto la descomposicibén de los az(cares
provocado por el calentamiento (sin participacifén de grupos amino)
o "caramelizacién", como la reaccién en la que los grupos carbo-

nilo de la forma acilica de los azfcares reductores (glucosa o
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sacarosa hidrolizada) se condensa con grupos amino b&sicos, en
este caso de la tiamina, si es que esta vitamina participa de la
reaccibén de Maillard (Mauron, 1981; Labuza y col., 1970). Esta
Gltima posibilidad ha sido planteada por diversos autores (Lange
y col., 1954; Lhoest y col., 1958)y.justificaria los valores ma-
yores de velocidad observados. Sin embargo, el rol de la tiamina
en la reaccién de Maillard no puede inferirse de las investiga-
ciones hechas en este trabajo y necesitarfa ser estudiada espe-
cfficamente. Adem&s, debe tenerse en cuenta gque estas constantes
de velocidad han sido determinadas empleando el método microbio-
16gico de determinacién de tiamina y sus errores son apreciables
(tal como se refleja en la tabla 4.1), lo gue no permite sacar
demasiadas conclusiones en base a sus valores.

Otro fen6meno a tener en cuenta en el andlisis del efecto
de los no electrolitos es que la disociacibébn &cido/base y el po-
tencial de 6xido-reduccién del agua varian con la presencia de
un co-solvente y es probable que esta modificacién sea, al menos
parcialmente, responsable del efecto del medio en la velocidad
de reaccién (Franks, 1983). En particular, la constante de diso-
ciacién del agua se incrementa en presencia de aditivos orgé&nicos.
Este hecho aumentard, por ejemplo, la concentracién del nucle6filo

(considerando que la base desplazante es el HO ) aumentando la
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velocidad de reaccidn respecto de la velocidad en agua pura.

En los sistemas cuya a, se ajust6 con el agregado de
electrolitos, las velocidades de reaccién son menores que para
el sistema sin humectante. Sin embargo, los valores de € repor-
tados en la tabla 4.9 para estos sistemas son menores que para
el agua. Al respecto, debe tenerse en cuenta que la teorfa de
Hughes-Ingold tiene la limitaci6én de no considerar los cambios
en la estructura del solvente, justamente modificado por la pre-
sencia de sales.

Para tratar de interpretar estos resultados se analizara
el efecto de la presencia de electrolitos en el medio de reaccién.

Ya que los iones simples tienen dimensiones y cargas
comparables a los de la molécula de agua, es de esperar que la
estructura del agua se modifique considerablemente en soluciones
i6nicas (Robinson y Stokes, 1968). A bajas concentraciones las
propiedades de transporte del agua pueden ser explicadas adecua-
damente teniendo en cuenta s6lo la magnitud de la carga iénica,
la concentraci6n y la constante dieléctrica del solvente (ley de
Debye-Hilickel). Los efectos de los electrolitos en ciertos procesos
no son especificos hasta concentraciones de aproximadamente 0,1 mo-
lal y pueden expresarse en té&rminos de la fuerza ibnica. A altas

concentraciones (como es el caso de este estudio) los efectos
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especificos i6n-solvente dominan la conducta de la solucibn y
la misma no puede explicarse a través de consideraciones pura-
mente electrosté&ticas.

Como resultado de las interacciones ién-dipolo, las mo-
léculas de solvente se reorganizan en la esfera de solvatacién
i6nica. En este aspecto es importante recordar que existen dos
tipos de iones: los destructores de estructura ("structure-breaker
ions") y los promotores de estructura ("structure-maker ions")
(Franks, 1983). El grado de ordenamiento de las molé&culas de agua
en la vecindad de un i6n depende en primera instancia de la den-
sidad de carga superficial de &ste. Esto estd determinado por la
carga y el radio i6nico: iones chicos y/o altamente cargados ten-
drén esferas de hidrataci6n bien ordenadas, mientras que iones
grandes, con cargas simples, no podr&n alinear los dipolos del
agua y sobrepasar hasta un cierto grado las interacciones por
puente de hidrSgeno que existen en el seno de la misma. Tales
iones se clasifican como destructores de estructura, y los del pri-
mer tipo como promotores de estructura. Los iones c1l, Na+ Yy

+ . . . .
K son destructores de estructura, mientras que existe evidencia

experimental de que los iones SO, act@an como promotores de

estructura.

Esta diferencia de comportamiento entre los distintos

iones justificarfa los resultados encontrados en los sistemas que
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contienen electrolitos a pH 4,0. No solamente se observa gue
estos presentan menores velocidades de degradacién que en el
sistema sin humectante, sino gque existen diferencias apreciables
entre el sistema con Na2504 como soluto y los sistemas con NaCl
o KCl. A igualdad de tratamiento té&rmico las pérdidas de tiamina
son mucho menores en estos filtimos.

La comparacién de los coeficientes de actividad del NaCl
y KCl con el del Nazso4 es otra manera de indicar la diferencia
de la interaccién i6n-agua. A continuacién se muestran los valo-

res de coeficientes de actividad para los electrolitos estudia-

dos, en soluciones acuosas de a, 0,950 (Robinson y Stokes, 1968):

Coeficiente de actividad

Soluto
aa._ = 0,950
w
NaCl 0,655
KC1l 0,586
Nazso4 0,164

Puede observarse que es notable la diferencia entre los coeficien-
tes de los cloruros (similares entre sf) y el correspondiente al

Na2804.



Los coeficientes de actividad del soluto est&n afectados tanto
por las fuerzas interifnicas de largo alcance, como por las inter-
acciones de corto alcance entre los iones y las molé&culas de sol-
vente, siendo &stas mi&s importantes en soluciones concentradas.
Cuanto mayor es el grado de hidratacién del i6n, mayor es el
coeficiente de actividad.

Luego los valores de NaCl y KCl son altos y parecidos
entre si y la pequena diferencia se debe a que el coeficiente
de actividad del Na+ es mayor que el de Kt (Robinson y Stokes,
1968). En cambio el coeficiente de actividad del Nast4 es mucho
menor pues aniones polivalentes grandes presentan menor grado de
hidratacién.

De estas consideraciones puede concluirse que, dada la
diferente afinidad que tienen las sales estudiadas por el agua
asf como la forma en que &stas perturban la estructura de la mis-
ma, las constantes de velocidad de la reaccifn en sistemas con

Na,SO, sean distintas a las halladas en los sistemas con NaCl y

2774
KCl.

A pH 5,5 sin embargo, si bien la presencia de las sales

consideradas tiene un efecto protector respecto del sistema sin

humectante, no hay diferencias significativas entre las constantes

de velocidad de la reaccién para los diferentes electrolitos.
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La influencia de los distintos humectantes en la ciné-
tica de degradacién de tiamina puede visualizarse mejor a través
del tiempo de vida media (61/2), gue para una reaccién de primer

orden resulta:

6 -
172 = 0.633/k (4.10)

En las tablas 4.11 y 4.12 se muestran los valores de
61/2 para los distintos sistemas estudiados en este trabajo, a
80°C, 90°C y 100°C. Se reporta también, a continuacién del pro-
medio calculado, el rango de variacién del mismo, evaluado a
partir del error en el c&lculo de las constantes de velocidad
(4.1) .

Resulta de interé&s comparar los resultados de este tra-
bajo con los datos cinéticos encontrados en la literatura sobre
la pérdida de tiamina en diferentes sistemas y alimentos. Con
este propSsito, la tabla 4.13 muestra los 91/2 de la degradacién
de tiamina a 100°C para soluciones buffers (aw = 0,99; pH 6,0),
sistemas modelo (aw = 0,950; pH 6,0) y alimentos: carnes, vege-
tales y leche a su pH natural (= 6). El tipo y concentracién de
la sal del buffer en los sistemas modelo tiene una gran influencia

sobre la estabilidad de la tiamina, produciendo un cambio en los
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Tabla 4.11 Tiempo de vida media para la degradacién de tiamina

en los sistemas modelo de a . 0,950 v en el sistema

de a =1 a pH 4,0

Tiempo de vida media (h)

Humectante

100°C so0°cC goe°cC
Glucosa 8(6-10) 16(14-18) 49 (46-53)
Sacarosa 8(7-9) 26(21-33) 49 (43-58)
Sorbitol 9(8-10) 28(27-28) 92(83-103)
Glicerol 10(10-10) 30(29-30) 80(76-83)
Propilenglicol 10(10-11) 28(27-29) 82(80-83)
Buffer (a, 6 =1) 15(14-15) 38(33-46) 107 (99-115)
Na2804 16(14-18) 41 (39-43) 133(128-139)
KC1 25(24-26) 71(67-74) 231(223-239)
NacCl 29(28-30) 65(63-67) 223(217-231)
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Tabla 4.12 Tiempo de vida media para la deqradacifn de tiamina

en los sistemas modelo de a . 0,950 v en el sistema

de a =1 a pH 5,5

Tiempo de vida media (h)

Humectante
100°C 90°cC 80°C

Glucosa 5(5-6) 9(8-10) 41 (36-46)
Sacarosa 4(3-4) 14 (12-16) 35(30-41)
Sorbitol 6(5-6) 12(11-12) 33(30-36)
Glicerol 7(6-7) 15(14-16) 41 (36-46)
Propilenglicol 7(7=-7) 19(18-20) 46 (43-49)
Buffer (a, = 1) 7(7-8) 20(18-22) 49 (46-53)
Na,So, 10(9-11) 26(26-27) 86 (81-90)
KCl 10(10-11) 31(30-33) 87 (79-96)
NaCl 11(10-11) 26(23-29) 80(75-84)
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valores de 6 a través de un factor de hasta 8 aGln consideran-

1/2
do que la a,y el pH fueron los mismos. De todos modos, la esta-
bilidad de la tiamina en los alimentos parece estar menos influen-
ciada por el tipo de alimento considerado, ya que los valores

de son similares. En carne (vaca, cerdo, cordero), vegetales

®1/2
(espinaca, zanahoria, arveja) o leche se encontr6 una variacién
méxima de 1,5 veces. Una excepcibn a esto son los altos valores
reportados por Mulley y col., (1975a) gue usaron alimentos forti-
ficados con tiamina. Este hecho puede explicar las diferencias
observadas, ya que se ha demostrado que la estabilidad de las
vitaminas agregadas para fortificar el alimento es diferente a
la de las vitaminas nativas (Thompson, 1982).

Si bien el pH de los sistemas considerados en la tabla
4.13 es ligeramente diferente del pH mi&s alto de este estudio

(5,5), los © de la tabla 4.12 son similares a los de otros

1/2
sistemas modelo de a, reducida y son iguales 0 mayores que los
encontrados en alimentos. De acuerdo a estos resultados, podria
esperarse una mayor retencién de tiamina en alimentos de alta
humedad preservados, por ejemplo, por reduccibén de la a r con-
trol del pH y un tratamiento de pasteurizaci6n, que en alimentos
esterilizados. Sin embargo, esta suposicibén debe ser confirmada

a través de la evaluacién de las pérdidas de tiamina en alimentos

reales, conservados por esta combinacién de factores.
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5- CONCLUSIONES

l1- La degradacifn térmica de la tiamina en sistemas
modelo de a, 0,950, ajustada con distintos humectantes (NacCl,
KC1l, Nazso4, glicerol, sorbitol, propilenglicol, glucosa o
sacarosa) asi como en el sistema modelo sin humectante (aw = 1),

puede describirse a través de una cinética de primer orden.

2- La dependencia de las constantes de velocidad de
reaccién con la temperatura de tratamiento se puede expresar
a través de la ecuacién de Arrehnius. Este comportamiento es
v8lido para los sistemas modelo con diferentes solutos tratados
en el rango B80°C-100°C, tanto como para otros sistemas reporta-
dos en la literatura (incluyendo alimentos) y para rangos de
temperatura m&s amplios que el mencionado. Para la diversidad
de sistemas y condiciones estudiados en este trabajo o recopi-
lados de la literatura los valores de E, observados varfan en
el estrecho rango 21 - 32 kcal/mol. Estos valores indican
la importancia considerable del control de la temperatura para

reducir las pérdidas de tiamina.

3- Se verifica en todos los sistemas modelo la gran

influencia del pH en la velocidad de destruccién de la tiamina.
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Independientemente del soluto utilizado en ajustar la a. s de

la temperatura, de la composicién del sistema (modelo o alimen-
to) y del tipo de buffer utilizado, se verifica que la disminu-
cién del pH constituye un parémetro de singular importancia a

los efectos de reducir la velocidad de destruccidén de la tiamina.

4- Se encuentra que el agregado de no-electrolitos
tales como polioles o azficares facilita la destruccién de tia-
mina respecto de la gue se observa en un sistema buffer (sin
agregado de solutos). En cambio el ajuste de la a, con electro-
litos ,particularmente NaCl o KCl, ejerce un efecto protector

sobre la tiamina.

5- La capacidad de promover o disminuir la velocidad
de destruccidén de tiamina evidenciada por los diferentes solu-
tos se atribuye a diversos factores que pueden actuar en forma
independiente o simult&nea. Entre ellos: polaridad del solvente,
alteracién de la estructura del agua por interaccién idnica y

cambios en el equilibrio &cido-base.

6- Los resultados expuestos en el presente trabajo
son de utilidad a fin de predecir el comportamiento de la tiamina

durante el tratamiento té&rmico de diversos sistemas, en funcién
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de la variacibén de parémetros tales como la temperatura, el

PH y el agregado de soluto/s.

Dra. STELLA M. ALZAMORA
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7. TABLAS DE DATOS

.Humectante: NaCl

.Corrida N° 1 .Corrida N° 2
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
7,5 64,87 9,2 75,61
9,5 55,28 23,5 52,16
13,0 44,20 51,7 24,70
16,0 35,23
24,0 ‘16,21

.Corrida N° 3

T = 80°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)
0 100
20,0 86,17
44,2 72,24
69,2 55,62

119,2 35,89 /17




.Corrida N°® 4

- 208 -

.Corrida N° 5

T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente

(%) (%)

0 100 0 100
7,5 86,08 51,7 59,68
16,0 64,68 77,3 43,50
24,0 54,98 125,0 23,78
30,7 49,42 149,0 20,76
48,4 30,35 173,7 16,00

.Corrida N° 6

T = 80°C; pH = 4,0; a_ = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
142,0 64,14
176,3 57,61
228,3 49,79
296,8 38,70
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.Humectante: KC1l

.Corrida N° 7 .Corrida N° 8
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
100 0 100
7,5 63,90 9,2 90,64
9,5 50,42 23,5 67,07
13,0 41,15 29,0 60,54
24,0 21,02 50,0 37,60
125,0 7,71

.Corrida N° 9

T = 80°C; pH = 5,5; a_ = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
20,0 89,60
44,2 75,96

119,2 38,92
116,7 27,22
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.Corrida N° 10 .Corrida N° 11

T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina

(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)

0 100 0 100
16,0 65,58 23,5 84,35
31,0 40,02 51,7 61,06
48,6 26,07 74,2 51,33
50,0 24,6 125,0 31,79

149,0 21,85
173,7 13,77

.Corrida N° 12

T = 80°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
62,2 86,80
142,0 69,63
296,8 41,71
300,0 40,80
368,4 32,01
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-Humectante: Na,SO,
.Corrida N° 13 .Corrida N° 14
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
3,0 82,81 9,2 74,89
7,5 61,11 23,5 53,92
9,5 50,10 29,0 46,94
13,0 38,54 74,2 14,13
16,0 31,60 125,0 3,66
24,0 19,79

.Corrida N° 15

T = 80°C; pH = 5,5; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
51,0 70,50
93,2 55,10
117,5 43,33
132,8 38,19
176,3 24,23
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.Corrida N° 16 .Corrida N° 17

T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente

(%) (%)

0 100 0 100
6,0 65,43 17,5 78,85
11,5 55,49 34,8 53,58
16,0 48,84 51,7 40,48
24,0 36,48 74,0 29,36
48,5 11,84 125,0 12,70

.Corrida N° 18

T = 80°C; pH = 4,0; a_= 0,95

"
Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
62,2 74,52
142,0 44,75
166,5 36,71
228,3 31,53
296,8 24,36
368,4 16,88
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.Buffer fosfato (sin humectante, a_ = 1)

.Corrida n® 19

T = 100°C; pH = 5,5

Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
3,0 75,32
7,5 45,39
9,5 37,78
13,0 32,84
16,0 24,43
24,0 11,00

.Corrida N° 20

T = 90°C; pH = 5,5

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100

9,2 68,06
23,5 44,54
29,0 31,50
51,7 18,82

.Corrida N° 21

T = 80°C;

pH = 5,5

Tiempo

Tiamina

(horas) remanente

(%)

0 100
25,5 63,26
50,0 49,10
93,2 26,60

142,0 15,73
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.Corrida N° 22 .Corrida N° 23
T = 100°C; pH = 4,0 T = 90°C; pH = 4,0
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
7,5 66,61 23,5 73,84
13,0 58,50 51,7 40,93
24,2 32,87 74,2 19,99
31,0 22,87 125,0 9,84
43,0 11,82
48,6 8,97

.Corrida N° 24

T = 80°C; pH = 4,0

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100

62,2 72,03
166,5 31,78
228,3 23,73
296,8 - 16,53
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.Humectante: Sorbitol

.Corrida N° 25 .Corrida N° 26
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
2,0 77,04 5,0 64,98
6,0 46,43 10,0 53,83
7,5 42,59 17,5 35,02
9,5 29,34 24,6 22,61
13,0 20,53 29,0 18,56

.Corrida N° 27

T = 80°C; pH = 5,5; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
17,5 58,27
41,5 35,40
62,2 24,89
93,2 17,51

117,5 11,59
142,0 8,02
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.Corrida N° 28 .Corrida N° 29
T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95
Tiempa Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
3,0 89,61 9,2 79,33
7,5 51,13 23,5 56,85
9,5 43,03 29,0 49,54
16,0 30,76 34,8 40,70
24,0 19,88 51,7 27,37
74,2 15,42

.Corrida N° 30

T = 80°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
25,5 86,08
62,2 75,78
94,0 47,95

132,8 38,87
142,0 31,48

200,3 19,71
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.Humectante: Glicerol

.Corrida N° 31 .Corrida N° 32
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
2,0 83,55 5,0 82,85
4,5 65,27 10,0 67,69
6,0 50,82 17,5 45,85
7,5 45,27 24,6 32,94
13,0 25,55 29,0 21,12
51,7 7,58

.Corrida N° 33

T = 80°C; pH = 5,5; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
17,5 80,18
41,5 55,09
62,2 31,14
93,2 15,61

117,5 8,68
142,0 6,93
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.Corrida N° 34 .Corrida N° 35
T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
3,0 83,21 9,2 80,83
7,5 59,85 23,5 58,42
9,5 51,17 29,0 51,82
13,0 39,84 34,8 43,51
24,0 20,71 74,2 17,81

.Corrida N° 36

T = 80°C; pH = 4,0; a_ = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
25,5 75,00
62,2 62,50
94,0 42,86

132,8 31,25
142,0 27,68
200,3 15,71
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.Humectante: Propilenglicol

.Corrida N° 37 .Corrida N° 38
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
2,0 88,27 5,0 90,22
4,5 70,29 10,0 75,89
6,0 56,95 17,5 53,12
7.5 50,90 24,6 42,31
9,5 38,51 29,0 36,90
13,0 27,25 61,7 10,91

.Corrida N° 39

T = 80°C; pd = 5,5; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
17,5 86,50
41,5 55,28
93,25 21,27

117,5 15,36
142,0 11,31

/17



- 220 -

.Corrida N° 40 .Corrida N° 41
T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
3,0 80,15 9,2 86,90
7,5 60,39 23,5 56,42
9,5 51,47 29,0 49,02
13,0 41,73 34,8 43,82
16,0 32,63 51,7 27,76
24,0 23,35 74,2 17,71

.Corrida N° 42

T = 80°C; pH = 4,0; a_ = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
) (%)

0 100
25,5 77,38
62,2 60,56
94,0 44,83

132,8 31,40
142,0 30,47
200,3 16,26
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.Humectante: Glucosa

.Corrida N° 43 .Corrida N° 44
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
2,0 77,24 5,0 67,30
4,0 67,90 10,0 37,47
6,0 43,11 17,5 23,46
9,5 24,45 24,6 20,18
13,0 15,71

.Corrida N° 45

T = 80°C; pH = 5,5; a_ = 0,95

w

T iempo Tiamina

(horas) remanente
(%)

0 100
17,5 76,04
41,5 66,60
62,2 43,14
93,2 19,78

117,5 18,59
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.Corrida N° 46 .Corrida N° 47
T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
3,0 53,85 9,2 56,41
4,0 51,11 23,5 25,21
6,0 45,33 34,8 24,36
8,8 29,90 51,7 11,79
13,0 14,27 74,2 7,44
16,0 . 13,42

.Corrida N° 48

T = 80°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
62,2 48,29
94,0 22,56
117,5 13,67
142,0 10,85
190,5 8,29

i
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.Humectante: Sacarosa

.Corrida N° 49 .Corrida N° 50
T = 100°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
2,0 52,39 5,0 56,52
4,5 29,35 10,0 62,32
6,0 28,41 23,5 27,75
9,5 17,97 24,6 24,27
13,0 16,23 29,0 26,09
51,7 9,42

.Corrida N° 51

T = 80°C; pH = 5,5; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente
(%)

0 100
17,5 52,9
41,5 36,96
62,2 35,22
93,2 14,57

117,5 10,15

/17



- 224 -

.Corrida N° 52 .Corrida N° 53
T = 100°C; pH = 4,0; a, = 0,95 T = 90°C; pH = 4,0; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)
0 100 0 100
7,5 60,13 9,2 54,38
13,0 32,81 34,8 41,83
16,0 21,96 51,7 24,18
24,2 11,03 74,2 9,54

.Corrida N° 54

T = 80°C; pH = 4,0; a, = 0,95

Tiempo Tiamina
(horas) remanente

(%)

0 100
25,5 59,61
62,2 49,15
117,5 14,77
142,0 10,85
190,5 7,19
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.Humectante: NaCl .Humectante: KC1l

.Corrida N° 55* Corrida N° 56*
T = 55°C; pH = 5,5; a, = 0,95 T = 55°C; pH =5,5; a, = 0,95
Tiempo Tiamina Tiempo Tiamina
(horas) .remanente (horas) remanente
(%) (%)

0 100 0 100
43,7 98,27 43,7 98, 31
66,5 99,07 66,5 95,43

171,5 93,50 95,7 96,08
219,0 91,33 171,5 94,45
219,0 92,17
313,5 89,24
486,5 83,03
697,0 75,86
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.Buffer fosfato (sin humectante)

.Corrida N° 57%*
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.Humectante: Glicerol

.Corrida N° 58%

T = 55°C; pH = 5,5; a, = 1,00 T = 55°C; pH 5,5; a, = 0,95

Td empo Tiamina Tiempo Tiamina

(horas) remanente (horas) remanente
(%) (%)

0 100 0 100
66,5 97,96 94,5 94,70
95,75 95,91 237,7 88,42

171,5 92,17 334,5 81,40
219,0 89,46 507,5 71,80
313,5 80,27 718,0 62,60
486,5 76,87 1004,5 51,90

*A pesar de que en estas cuatro corridas a 55°C se lleg6 a altos

porcentajes de tiamina remanente (>50%)

se calcularon las cons-

tantes de primer orden dado los resultados obtenidos en el resto

-de las condiciones de trabajo.
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APENDICE A

CALCULO DE LA CONSTANTE DE VELOCIDAD

El c&lculo de las constantes de velocidad (k) y la
estimacidén de su error se realizé a travé€s del método propuesto
por Boquet (1984). En el mismo se parte de una serie de puntos
{ci,ti}, que para esta reaccién se distribuyen a lo largo de
una recta al correlacionar 1ln cy; © 1n ci/c0 en funcién del tiempo.
La ecuacién que representa dicha correlacién, en el caso de de-

gradacifn térmica de tiamina, tal como ya se ha discutido, es:

1n ci/cO = =k ty (A.1)
donde c; = concentracién de tiamina a tiempo ty
Co = concentracién inicial de tiamina
ti = tiempo

La ecuacién A.l se puede expresar en la forma:

. ] = 1
1ln c; = 1n c0 + k't a+k ti (A.2)

donde: k' = -k
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En el andlisis propuesto se supone que los t; se
midieron sin error y que los valores de cy tienen una misma dis-
tribuci6én normal de Gauss alrededor de cada punto, con la misma
dispersién (Oci). La variable 1n c; no presenta dispersifn cons-

tante y la misma puede expresarse COmo:

Q
n

1n c, C. C. (A.3)

donde Oc =0

En estas condiciones debe usarse el mé&todo de cuadrados minimos
ponderados. Al aplicar el mismo, el peso de una observacién (wi)

es:

2
i (A.4)
2
c

con lo cual la funcién "Chi cuadrado" seré&:

2

2 ,ﬁm.c. - a - k't.)

X = 1 ? § 1 1

l\ 1l/c.

1

=S (A.5)
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Esta es una funcién tal que el minimo de la misma corresponde
al m&ximo de probabilidad de que un conjunto de n datos esté
acotado en el intervalo (ci, ci+dci).

Es decir, derivando respecto de la variable a cuando
k' es constante y respecto de k cuando a es constante (A.6) se
obtienen dos ecuaciones (A.7 y A.8) que permiten despejar los

valores m&s probables de a (&8) y de k' (ﬁ')-

2 2
BS) =BS) =0 (A.6)
Ja ak'/s
k' a
[c2] a + [c2t] k' = [c2 1ln c] (A.7)
(c?t] & + [c®t?] k' = [c? t 1n c] (A.8)
donde:
n
[c2] =1z cg
i=1 1
n
[czt] =T c? t.
i=1 1 1
[c2 lnc ] = E c? t. 1ln c.
i=1 1 1 Py
n
[c2t lInc]) =1 c? t. 1n c.
i=1 1 1 1

El sistema de las ecuaciones A.7 y A.8 puede escri-

birse como:
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2 2 A 2
[c€] [c“t] . ia _ [c® 1n c] (A.9)
[c2t] [c2t2] iﬁ' [c2 t 1n c]
I
A
Resolviendo por la regla de Cramer queda:
[c2 ln c] [c2t]
[c2t 1n c] [c2t2]
a-= (A.10)
(c?) [(c%t?] - [c%t)?
[c2] [c2 1n c)
. (c2t]  [ct 1n c]
k' = (A.11)
(c?) [c2t?] - (%412

Para evaluar el error (Ak) en el cé&lculo de las cons-
tantes se procedié de la siguiente manera.

En primer lugar la dispersifn de los valores de cy
puede calcularse a través del estimador Sé (desviacién standard

de la concentracién elevada al cuadrado), cuya expresién es:
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n A 2
- a3 '
c r— iil[ci exp (& + k ti)] (A.12)

Luego la desviacién standard de las constantes de velocidad

(Si') resulta del célculo:

2 _ .2
s2,= Sg - B(2,2) (A.13)

donde B(2,2) es el elemento (2,2) de la matriz B. La matriz B

es:

1 . [c?t?] -[c?t)
B=A" = (A.14)
= = [c?] [c?t?] - [c%t)? -1c?t]  [e?)
luego,
[c?)
B(2,2) = c (A.15)

[c?] [c?t?) - [c?t)?

Utilizando una calculadora programable (Texas, TI59)
se calcularon los valores mé&s probables de las constantes de
velocidad (ﬁ = =k') y sus desviaciones standard (Sk).

El error porcentual (e%) se calculs§ como:

€% = * X 100 (A.16)
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siendo Sk el equivalente al Ak para un nmero infinito de datos;
para un nGmero finito de pares de valores y para un intervalo de

confianza de 0,95, el Ak se puede expresar como:

Ak = X 0,05 (A.17)

donde t0 o5 ©S el valor t de "Student" (Steel y Torrie, 1960)

y n es el nfimero de mediciones.
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APENDICE B

CALCULO DE LA ENERGIA DE ACTIVACION

Para el célculo de los valores de energfa de activa-
cién se siguié también el procedimiento propuesto por Boguet
(1984).

El mismo supone las mediciones de temperatura con un
error insignificante. La dependencia de la constante de velo-
cidad con la temperatura, como se desarrolls$ en el punto 4.2,
se expresa a través de la ecuacién de Arrhenius:

k = kg - e Ea/RT (B
Tomando los valores de k tal como fueron calculados

en el apéndice A, la ecuacion B.1l puede ser linealizada como:

.1)

= - —a 1_ b
ln k = 1n k - T a + T (B.2)

o . 1 On o 1 S~ (B.3)

o
~

1n k.
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Luego, se debe hacer mfinima la expresifn:

2
bl
n ln k- - a - —I"l
i§1f/ - o et
it S, /k; i
\ kg4
:
LLamando w., = —5 resulta
S
k
w a
(w] - [F] & _ [w 1n k] (B.5)
w w w
A
siendo E, = -R.b, si B =a"! (B. 6)
s? = -B(2,2) y S_. = R.Sg (B.7)
b~ ' b § E_ *°h .

A través del programa correspondiente para la TI59, se calcula-

p. Ppara todos los sistemas modelo en
a

estudio. Los valores de AE; y €% se estimaron de la misma forma

ron los valores de Ea y S

gue la explicada para las constantes de velocidad en el apéndice A.
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