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1. OBJETIVO

El objeto del presente trabajo es estudiar la cinética de

las reacciones de pardeamiento no enzimático entre azúcares y gli

cina en soluciones de alta actividad de agua (aw). Se analizarán
los siguientes aspectos:

a) La velocidad relativa con que distintos azúcares desarrollan par
deamiento, en ausencia de aminoácidos.

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

c) La influencia de la sustitución de glicina por péptidos de gli
cina. o

d) La dependencia de la velocidad de desarrollo de color con la tem

peratura y con el pH en cada uno de los sistemas estudiados.

e) El efecto del agregado de sorbato de potasio sobre la velocidad

de pardeamiento del sistema glucosa-glicina.



2. INTRODUCCION

Los procesos de preservación de alimentos tienen como

principal objetivo extender la vida útil de los mismospara permi
tir su correcto almacenamientoy distribución. La limitación más

importante es la actividad microbiana, y por eso el primer objeti

vo en la elaboración y procesamiento es lograr la estabilidad micro

biológica.

Los microorganismos requieren abundante cantidad de agua

libre para su crecimiento. Según Troller y Christian (1978), la ma

yoría de las bacterias no halófilas tienen un máximode crecimien

to para aw 0,997-0,980. En términos generales, entre estas bacte
rias los bacilos Gramnegativos son los más sensibles a la reduc

ción de aw, con un mínimo de aw 0,96-0,94 en medios de cultivo.
Los hongos son los microorganismos más osmotolerantes, y la mayo

ría tiene un aw límite entre 0,80-0,95, y las levaduras 0,88-0,95
(Carry, 1971).

Se desarrollaron alimentos conocidos con el nombre de

alimentos de humedadintermedia (AHI)que se obtienen tradicional

mente mediante una disminución de la actividad de agua (aw), a ni
veles que impidan el desarrollo de microorganismos (generalmente

entre 0,70 y 0,86).

Estos alimentos pueden ser ingeridos sin previa rehidra
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taciónqy son estables con respecto al deterioro por microorganis
mos sin necesidad de refrigerarlos o de un procesamiento térmico

previo a su almacenamiento (Karplow, 1970). Por lo tanto su venta

ja consiste en el considerable ahorro de energía durante la ela

boración y almacenamiento, y en que se asemejan a los alimentos

frescos, sin producir sensación bucal de secado.

La mencionada reducción de aw se puede realizar por di
versos procedimientos, comodesecación y salado (pescado salado);

agregado de azúcares (mermelada); desecación (frutas, que ya con

tienen elevada concentración de azúcares); deshidratación y agre

gado de azúcar (leche condensada azucarada).
El desarrollo de nueyos alimentos de humedadintermedia

por agregado de solutos tales comoazúcar, sal o glicerol (Heidel

baugh y Karel, 1975; Flink, 1978), se puede traducir en una falta

de aceptación por el consumidor (Benmerguiy col., 1979; Chirife

y col., 1980; Chirife y Ferro Fontán, 1980) dado que la cantidad

de soluto/s necesaria para reducir la aw del alimento a los valo
res antes mencionados es tan grande que se produce un cambio en

las características organolépticas (principalmentede palatabili
dad).

La tendencia actual es lograr alimentos estables micro

biológicamente en un rango de aw entre 0,90 y 0,95. Si se tiene

en cuenta que el límite superior de aw para el crecimiento de bac
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terias es 0,86 (Ledward, 1982) (que corresponde al límite de aw
para el crecimiento aeróbico de Staphylococcus aureus), parecería

difícil obtener un producto microbiológicamente estable, a las tem

peraturas normales de almacenamiento, en ese rango de aw. Sin em
bargo, esto puede lograrse mediante el control de otras variables

que afecten el crecimiento microbiano, en forma tal que en conjun

to creen las condiciones no aptas para el desarrollo, ya que el lí

mite inferior de actividad de agua para el crecimiento de un dado

microorganismo aumenta si los otros factores, comoel pH, potencial

rédox, etc. no son los óptimos (Leistner y col., 1981; Fox y Loncin,

1982; Chirife y col., 1984).

El agregado de algún inhibidor químico permitido puede

colaborar en la inhibición del crecimiento de hongos, levaduras y

eventualmente de alguna bacteria. El ácido sórbico y su sal de po

tasio han sido usados comoagentes antimicrobianos en una gran va

riedad de productos alimenticios dadas sus características como

agentes antimicóticos (Gerschenson y col., 1986). De esta manera,

se amplía el rango de aw de los alimentos de humedad intermedia,
con la ventaja de que la cantidad de soluto requerida para obtener

los valores de 0,90-0,95 de aw es tal que no afecta la palatabili
dad del producto, a diferencia de lo que ocurre si se trata de
disminuirla hasta el valor de 0,86.

Unavez lograda la estabilidad microbiológica por una
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adecuada selección de aditivos y/o tratamientos, queda por resol
ver el problema de la estabilidad química, ya que es ahora deter

minante de la calidad del producto, por cuanto afecta tanto la

aceptabilidad comoel valor nutritivo.

La mayorparte de los estudios cinéticos sobre reaccio

nes de deterioro se han realizado en el rango de aw entre 0,60
0,90, pero Petriella y col. (1985) destacaron la necesidad de es

tudiar los cambios en la calidad de los alimentos a valores supe

riores de aw comopaso previo al desarrollo de productos microbio

lógicamente estables de aw entre 0,90 y 0,95.

Inactivadas las enzimas, los (AHI) de alto rango de aw
son más susceptibles al pardeamiento no enzimático que a la oxida

ción de lípidos.

Las reacciones que provocan el pardeamiento no enzimáti

co son la causa más importante de cambios de calidad durante el

almacenamientode estos alimentos, limitando su vida útil, y serán

analizadas en el presente trabajo.

2.1. Distintos tipos de reacciones de pardeamiento no enzimático

El tipo más frecuente de reacciones de pardeamiento es

el que involucra grupos carbonilo y grupos amino e incluye general

mente las reacciones de aldehidos, cetonas y azúcares reductores
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con amigas, aminoácidos, péptidos y proteínas. Otro tipo, llamado
caramelización, ocurre cuando compuestos polihidroxicarbonílicos

(azúcares, ácidos polihidroxicarbonílicos) se calientan en ausen
cia de aminoácidos. Este tipo de reacciones suele requerir más

energía para desarrollarse que las reacciones carbonilo-amina.

”_Untercer tipo de pardeamiento, frecuentemente encontra

do en alimentos es el grupo de reacciones oxidativas, que, por

ejemplo convierten el ácido ascórbico y polifenoles en compuestos

di o policarbonïlicos.
Se observa entonces-que los compuestos que provocan par

deamiento en todos los casos contienen un grupo carbonilo o éste

es potencialmente generado. Los compuestos polihidroxílicosyrazú

cares en los que la función carbonilo tiene un bloqueo permanente

no dan reacciones de pardeamiento (Schwimmery Olcott, 1953). Por

lo tanto, un azúcar no reductor comosacarosa Ïcomponente de gran

cantidad de alimentos) debe primero hidrolizarse para dar compues

tos reactivos y poder participar en las reacciones de pardeamiento.
En los sistemas a analizar en este trabajo, las reaccio

nes de pardeamiento no enzimático involucran tanto la descomposi

ción de azúcares provocada por el calentamiento (sin participación

de grupos amino) o "caramelización", y la reacción en la que los

grupos carbonilo de la forma acíclica de los azúcares reductores

se condensan con los grupos amino básicos de péptidos o aminoáci
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dos, que se llama reacción de Maillard (Hodge y Osman, 1976).

Cuando las reacciones de caramelización proceden en medio ácido

se forman aldehídos muy activos y por eso a este mecanismo de par

deamiento se lo estudia también bajo el nombrede "teoría del al

dehïdo activo" (Braverman, 1969).

Tanto la caramelización comola reacción de Maillard com

prenden un grupo complejo de varias reacciones que comienzan con

la apertura del anillo hemiacetálico de los azúcares reductores y
la enolización de los mismos, seguida de una serie de transforma

ciones (reacciones de isomerización, deshidratación, fragmentacio

nes, condensaciones y polimerizaciones) que conducen a la forma

ción de pigmentos amarillos, rojos y/o marrones de naturaleza co

loidal (Burton y col., 1963). En el caso de que el pigmento se for

me por reacciones de caramelización, toma el nombre de "caramelo"

y si contiene nitrógeno en su composición, se llama "melanoidina"

(Shallenberger y Birch, 1975).

Las reacciones iniciales de ambosgrupos generalmente

siguen la mismasecuencia, pero la principal diferencia es que en
la reacción de Maillard los aminoácidos y péptidos reaccionantes

se condensan con el azúcar y actúan como"catalizadores internos"

en las reacciones de enolización y deshidratación subsiguientes,

de manera que la reacción global de formación de pigmentos resul

ta acelerada. Debidoa esto, la tendencia general es considerar
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las reacciones de caramelización sólo durante el calentamiento de

azúcares de altas temperaturas o en soluciones muyconcentradas

(Sugisawa y Edo, 1966; Shaw y col., 1967; Theander, 1981). Sin em

bargo es necesario estudiar estas reacciones de caramelización en

sistemas de alta aw almacenados a temperaturas moderadas para com

probar si es efectivamente posible despreciar el efecto de las mig
mas sobre la formación de color en estas condiciones.

Paralelamente a la formación de sustancias coloreadas,

se forman otras, de bajo peso molecular (principalmente furanos,

furanonas, lactonas, aldehidos, cetonas, ácidos y ésteres, y, si
hay un aminoácidoinvolucrado, pirazinas, pirroles y piridinas;

por ejemplo el aroma a caramelo se debeeaenolonas cíclicas (Hodge

y Osman, 1976) que imparten al producto sabores y aromas caracte

rísticos, por lo que el cambio que producen las reacciones de par

deamiento no enzimático afecta no sólo el aspecto visual, sino tam

bién otras propiedades organolépticas (Sugisawa y Edo, 1966). El
valor nutritivo resulta ademásinvariablemente alterado.

Las etapas iniciales, que son comunesa las reacciones

de caramelización y Maillard (apertura del anillo y enolización),

están bien descriptas, pero la secuencia posterior es menosdefi
nida. Ambasestán afectadas no sólo por la naturaleza y concentra

ción de los reactivos, sino también por otros factores comopH,

temperatura y tiempo de calentamiento, etc., y, por lo tanto, la
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composipión y concentración de pigmentos y sustancias que impar
ten olores y sabores es función de todas las_variables mencionadas.

Comoademás todas estas variables están interrelacionadas, no es

posible discutir el efecto de una de ellas sin mencionar a las
otras.

M.Bspor esto que el empleo de sistemas modelo resulta par

ticularmente adecuado para proveer información sobre cada variable

involucrada independientemente de las demás, lo que permite inter

pretar el comportamiento de sistemas más complejos.

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

Se analizarán aquellos factores que se considera que pue

dan influir significativamente sobre la velocidad de pardeamiento

no enzimático en los alimentos de alta actividad de agua.

2.2.1. Temperatura

Es conocido el hecho de que el incremento de tempera

tura tiene un efecto acelerador sobre la formación de color. Esto

se debe a que el calor favorece cada una de las etapas de la reac

ción. En principio, induce la apertura de los anillos hemiacetá
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licos, que, comose vio (sección 2.1.) constituye el primer paso

para la formación de sustancias coloreadas. Por otro lado, ciertas

etapas que a bajas temperaturas pueden considerarse reversibles

por cuanto los reactivos son detectables en sus concentraciones

iniciales, al aumentar la temperatura dejan de serlo. Por ejemplo,

el complejo glucosa-glicina que se forma a 25°C se descompone en

glucosa y glicina al acidificar la solución, pero si la reacción

ocurre a 35°C,¡no es posible detectar esa reversión a las condi-'
ciones iniciales (Englis y Dykins, 1931).

Los dos parámetros generalmente utilizados para indi

car la dependencia de la velocidad de la reacción con la tempera

tura, son la energía de activación (Ea) y el Qlo.
La constante de velocidad de la reacción se expresa en

función de la temperatura a través de la ecuación de Arrhenius:

-Ea/RT

Siendo

k = Constante de velocidad de la reacción

E = Energía de activación (K J/mol)

T = Temperatura absoluta (°K)

c = Factor de Arrhenius (unidades de k)

R = Constante de los gases ideales (8,31 J/°K mol)
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? A mayor energía de activación mayor será la dependen

cia de la velocidad de la reacción con la temperatura.

El parámetro Q10 es el aumento de la velocidad que se
produce al aumentar en 10°C la temperatura.

= k(T + 10)

kT
Qlo

Este parámetro es dependiente de la temperatura y dis

minuye al aumentar ésta. Proporciona una forma rápida de visuali

zar el efecto de la temperatura.

En sistemas en cuya composición intervienen azúcares

y aminoácidos la energía de activación oscila generalmente entre

valores de 83 y 166 KJ/mol (20 y 40 Kcal/mol, respectivamente)

(Heiss y Eichner, 1984). Los valores de Q10 eStan graficados en
la Figura 1 en función de las energías de activación para distin
tas temperaturas. Se observa que para las energías de activación

correspondientes a la reacción de Maillard la velocidad de reac

ción aumenta entre 2 y 8 veces (en el rango 20-60°C) al aumentar

10°C la temperatura. Esto concuerda con los resultados obtenidos

por otros autores (Shallenberger y Birch, 1975; Song y col.,

1966; Petriella y col., 1985).

En cuanto a las reacciones de caramelización, si bien
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Figura l: Dependencia del Qlo con la energía de activación y la
temperatura



no hay_pna cuantificación apropiada sobre el efecto de la tempera

tura en la formación de color por debajo de 100°C, se puede dedu

cir, de acuerdo con lo discutido en este punto que dicho efecto

será también importante.
El calentamiento tiene ademásefecto sobre otras reac

ciones paralelas a las de pardeamiento, en las que se pueden gene

rar grupos reactivos en las reacciones de formación de color. Por

ejemplo, favorece la hidrólisis de disacáridos, en particular sa
carosa (azúcar no reductor), lo que conduce a la formación de gru

pos carbonilo reactivos. Las energías de activación informadas pa

ra esta reacción varían entre 105 y 110 KJ/mol (25 y 26 Kcal/mol)

(Lamble y col., 1915; Zhong y col., 1984; Schoebel y col., 1969),

tanto para sistemas diluïdos comopara soluciones saturadas.

La variación de pHda lugar a reacciones cualitativa
mentediferentes.

En medio alcalino ocurre una apertura instantánea del

anillo hemiacetálico de los azúcares, con posterior enolización e

interconversión de azúcares (epimerización, isomerización) y fi

sión del doble enlace. Las reacciones de deshidratación que ocu

rren luego están menosestudiadas pero se detectan productos de
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la condensación aldólica que son metilciclopentelononas con aroma

a caramelo (Hodge y Osman, 1976). Las reacciones de fragmentación

conducenaacetol, acetoïna, diacetilo y en general ácidos y otros

compuestos de bajo peso molecular (Hodge y Osman, 1976).

En medio neutro o ácido, también ocurre la enolización

e isomerización en presencia de algunos ácidos orgánicos comoca

talizadores, lo cual significa que existe una catálisis ácido-base

en la que los aniones de los ácidos orgánicos y los oxhidrilos del
agua son bases efectivas en medio ácido (aunque estén en bajas con

centraciones). Luegose produce la deshidratación, principalmente

con formación de S-hidroximetilfurfural (HMF)a partir de hexosas

y 2-furaldehïdo a partir de pentosas. Por la fragmentación de HMF

se forman los ácidos levulïnico y fórmico.
En resumen: en medio ácido la enolización de los azú

cares es lenta, las reacciones de deshidratación son rápidas, no

son afectadas por el oxígeno del aire y los productos de fragmen
tación son escasos.

En medio alcalino 1a enolización es rápida, las reac

ciones de deshidratación son más lentas que la enolizaciones, la

oxidación por el aire cambia la composición de los productos y

están favorecidas las fragmentaciones (Hodgey Osman, 1976).

El pH del medio también determina la concentración de

las formas en equilibrio de los compuestos con grupo amino, y co
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mo solamente la forma aniónica de éstos puede combinarse con azú

cares reductores, el grado de reacción depende marcadamente del pH

(Katchalsky y Sharon, 1953).

Finalmente, ciertas reacciones generadoras de grupos

reactivos en las reacciones de pardeamiento (comola hidrólisis de

disacáridos) están sujetas a catálisis ácida, y por lo tanto, el
grado en que se produzcan dependerá también de la acidez del medio.

De lo expuesto en este punto se desprende el signifi

cativo efecto lcuali y cuantitativo) del pHsobre las reacciones

de formación de color, por lo que será una de las variables que
se someterá a estudio.

2.2.3. Actividad de agua

Ya que en un alimento las propiedades fisicoquímicas

del agua están alteradas debido a las diversas interacciones con

los distintos componentes, la actividad de agua resulta una medi

da muchomás significativa del estado fisicoquímico del agua en

los alimentos que la utilización del parámetro de humedad (Troller

y Christian, 1978).
Está definida como:



Donde:7_

po = presión de vapor del agua pura
p = presión de vapor del agua en el alimento

(po y p tomadas a la misma temperatura). El agua pura tiene una aw
de 1. Los diferentes fenómenos de asociación o combinación del agua

disminuyen la cantidad de agua libre y esto se refleja en una dis

minución de la aw (Chirife, 1978).
En la mayor parte de las reacciones de deterioro que

experimentan los alimentos, el agua desempeñaun rol primordial,

ya sea comoreactivo, producto o medio de la reacción.
En las reacciones de pardeamiento el agua libre catali

za la enolización de azúcares reductores, de manera que la activi

dad de agua tiene un efecto marcado sobre la velocidad de las mis

mas.

En sistemas sólidos la velocidad de la reacción de par

deamiento no enzimático en función de la aw presenta un máximo a

valores de aw entre 0,6 y 0,8 (Labuza y Saltmarch, 1980) (Figura

g). A bajas awel factor limitante es la difícil movilidad, los
reactivos no pueden interaccionar entre ellos y la reacción no tie

ne lugar. A medida que aumenta la aw del sistema, ocurren dos fe
nómenos: disminución de la viscosidad de la fase acuosa y disolu

ción de los reactivos en esa fase (Warmbiery col., 1976; Labuza,
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)

Velocidaddereacción(ÜnidadeSarbitrarias)

Figura 2: Dependencia de la velocidad de pardeamiento no enzi
mático en función de la actividad de agua. I: alimentos

y sistemas sólidos (Labuza y Saltmarch, 1980). II: ali

mentos y sistemas líquidos (Loncin, 1965)



1980). Comoconsecuencia, se va produciendo un aumento gradual de

la concentración de los reactivos y de su velocidad de difusión en

la fase acuosa, lo cual se traduce en un aumento sostenido de la

velocidad de reacción al aumentar la aw. Llega un momentoen que
la fase acuosa se satura y un aumento del contenido acuoso no al

tera la concentración de reactivos, sino hasta el momentoen que

cesa la disponibilidad de los mismospara disolverse, y un aumento

del agua sólo provoca dilución. Este efecto, sumadoal hecho de

que el agua, por ser un producto de reacción tiene una acción inhi

bitoria sobre la misma, ocasiona una disminución de la velocidad

de reacción (Eichner y Karel, 1972; Labuza y Saltmarch, 1980, Labu

za y col., 1977).

En sistemas modelo líquidos se estudió el pardeamiento

en un amplio rango de a variando las proporciones relativas dew

agua y humectante (Loncin y col., 1965; Eichner y Karel, 1972).
Comoen estos sistemas ni la viscosidad ni la disolución de reac

tivos son factores limitantes, ocurre una gradual disminución de

la velocidad de reacción al aumentar la proporción de agua (Figura

g) ya que el agua es un producto de la reacción (reacciones de des

hidratación) y tiene un efecto inhibitorio sobre la misma.
Petriella y col. (1985) observaron la baja influencia

de la actividad de agua en la velocidad de desarrollo de color por

reacciones de pardeamiento en el rango 0,90-O,95 de aw, lo cual es
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consecuencia de la forma asintótica de la curva mencionada (Figura
g) en esa región de actividades de agua. Debido a esto, en el pre

sente trabajo, todos los análisis fueron efectuados a un nivel de

a de 0,90, con la certeza de que los resultados serán aplicables

en el rango 0,90-0,95.

2.2.4. Mezclas reguladoras de pH ("Buffers")

Si la solución no está regulada ocurre una disminución

del pHdurante el transcurso de las reacciones de pardeamiento. En

el caso de caramelización esto se debe a los compuestos de natura

leza ácida que se forman, y en el caso de la reacción de Maillard,

a este efecto se suma el producido por la remoción del grupo amino

básico. El resultado de esa disminución de pH es una autoinhibi
ción.

Saunders y Jervis (1966) señalaron que en condiciones

levemente alcalinas los "buffers" reducen la caída de pH causada

por productos de reacción de naturaleza ácida, colaborando para

mantener el pH en un nivel en el cual la reacción es más rápida,

pero en condiciones ácidas el cambio de pH es relativamente peque

ño y no es tan sensible al efecto de las mezclas reguladoras.

Comouna mezcla reguladora es por definición un siste

ma ácido-base, en el caso de las reacciones de caramelización 1a
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acción_aceleradora de un "buffer" se explica porque éstas son ca
talizadas tanto por ácidos comopor bases. En el caso de la reac

ción de Maillard, ademásde este importante efecto catalítico, es

tá el efecto de evitar el descenso de pH producido por la remoción

del grupo amino básico. Esto está de acuerdo con los resultados de

Hodge,(lgÉ3) que concluyó que los ácidos orgánicos y sus sales

promuevenla enolización de los azúcares.

Este efecto acelerador del pardeamiento de los siste

mas "buffer", es importante debido a que en muchos alimentos se

encuentran iones tales comocitrato, fosfato o malato, que tienen

un demostrado efecto catalítico (Bobbio y col., 1973; Hodge, 1953).

Ademáshay que tener en cuenta que las distintas sales tienen dis

tintos efectos catalïticos, y por lo tanto la velocidad de pardea
miento dependerá no sólo del pH al cual esté regulada la solución,

sino de la mezcla de sales, ácidos o bases que se haya utilizado

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

2.2.5. Azúcares

Cuandoun azúcar se disuelve en agua, se establece un

equilibrio entre las formas iónicas y solvatadas de las forma cí

clicas (piranosa o furanosa) y formas acíclicas del azúcar que son

las reactivas. El comportamiento subsecuente del azúcar depende
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en gran manera de la posición de este equilibrio y la velocidad

con que las distintas formas se interconvierten.

Isbell y col. (1969) sugirieron que en la reacción de

mutarrotación (pasaje de forma a a B) el anillo del azúcar se abre

momentáneamenteformando un intermediario acíclico, de conforma

ción similar a la del azúcar del que proviene, seguido por la for

mación de un enediol, que es un compuesto muy activo en las reac

ciones siguientes, que conducen a la formación de sustancias colo

readas. Comolos cambios estructurales iniciales son importantes

para el desarrollo de las reacciones que llevarán a la formación
de estas sustancias,varios autores buscaron correlaciones entre la

reactividad de los azúcares y la proporción de forma acíclica, ve

locidad de mutarrotación (Traitteur, 1951), o proporción de forma

aldehïdica (Cantor y Peniston, 1940; Katchalsky, 1941; Burton y Mc

Weeny, 1963).

Existe una regla general y es que las pentosas son más

reactivas que las hexosas y éstas más reactivas que los disacári

dos reductores (Shallenberger y Birch, 1975; Mauron, 1981). Los di

sacáridos no reductores deben primero hidrolizarse y se consideran

menosreactivos. Pocos autores hay definido todas las condiciones

a las que trabajaron, por lo tanto estas afirmaciones tienen un

valor meramenteorientativo y puede haber alguna alteración en el

orden establecido al variar las condiciones de pH, temperatura,



awy/o al cambiar la concentración de los reactivos (Shallenberger
y Birch, 1975).

2.2.6. Amino comguestos

En presencia de amoniaco o de aminas primarias o secun

darias, el pardeamiento de azúcares reductores se acelera. Las al

dosas o cetosas reaccionan con estos compuestos para formar glico

silaminas, y esta reacción es reversible (Reynolds, 1963). Si hay

presente un catalizador ácido-base ocurre un reordenamiento (lla

mado de Amadori, si se trata de una aldosa y de Heyns, si se trata

de una cetosa), análogo a la enolización o isomerización de un azú
car no sustituido.

Si está presente un aminoácido, o un péptido, actúan

tanto de fuente de amina comode catalizador ácido y el reordena

miento se produce inmediatamente (Shallenberger y Birch, 1975;

Reynolds, 1970).

En resumen, la función de un amino-compuesto sería es
tabilizar o retener al azúcar en su conformación de intermediario

seudo-acïclico (mencionadoen el punto 2.2.5.), que es el necesario

para que tengan lugar las reacciones que llevan a la formación de
macromoléculas coloreadas.

El esquema de la Figura 3 muestra algunos de los caminos
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pardeamiento



posibles que conducen la reacción de un azúcar (aldosa) y un compues

to amino a melanoidinas (Hodge, 1953).

De igual manera que la posibilidad de producir pardea

miento o de reaccionar con amino-compuestos varía considerablemente

con el azúcar usado, éstos últimos también difieren en la facilidad

con que reaccionan con un determinado azúcar.

A partir de un estudio de pardeamiento de varios amino

ácidos con glucosa (a 60°C), Beacham y Dull (1951) concluyeron que

el grado de pardeamiento era proporcional a la fuerza básica del

aminoácido, pero Ashoor y Zent (1984) observaron que esta afirma

ción no es siempre válida ya que el aminoácido neutro glicina da

una intensidad de pardeamiento similar a la del aminoácido básico

L-lisina y muchomayor pardeamiento que el producido por el amino

ácido básico L-arginina, a pH entre 6 y 12, a 121°C y tanto en pre

sencia de glucosa comodefructosao lactosa; por lo tanto, la basi

cidad del amino-compuesto es sólo uno de los muchos factores que

afectan el pardeamiento.

Aunque se considera que los péptidos son unos de los

más importantes compuestos potencialmente generadores de pardeamien

to (Okuhara y col., 1970, 1971), los estudios de la reacción de Mai

llard se han centrado en aminoácidos, aminas o proteínas pero no en

péptidos (Chuyeny col., 1973; Hashiba, 1975). En produótos tales

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



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

1975).

El pardeamiento de sistemas que contienen péptidos y com

puestos carbonílicos tiene un significado especial en el área ali
mentaria ya que tanto los péptidos naturales comohidrolizados de

proteínas están ampliamentedistribuidos en alimentos.

2.3. Evaluación del grado de pardeamiento

Desde que Maillard, en 1912 estudió las reacciones que

tienen lugar entre los grupos amino de aminoácidos, péptidos o pro

teínas y los grupos carbonilo de azúcares reductores, diversos auto

res trataron de interpretar los mecanismos, debido a sus importan

tes aplicaciones en fisiología o en el área de preservación de ali
mentos.

Los resultados de Maillard no fueron estrictamente cuanti

tativos, ya que él basó sus datos en observaciones visuales. A par

tir de sus publicaciones se obtuvieron datos más precisos sobre la

reactividad relativa de varios azúcares y aminoácidos, pero el méto

do usado para medir el grado de avance puede tener un efecto impor
tante sobre el resultado.
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Además,gran cantidad de bibliografía concerniente a la

cinética de la reacción y sus mecanismoses contradictoria debido

a las diferentes condiciones de acidez, temperatura, aw y concen
traciones empleadaspor los distintos investigadores.

.wEl grado de avance de la reacción que conduce a pardea
miento fue seguido de diversas maneras y en distintas etapas de la

misma, desde las iniciales, en que las soluciones son todavía in

coloras, hasta las finales, en las que se determina directamente el

grado de pardeamiento por la evolución de color o la pérdida de
transmitancia.

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

Los métodos utilizados por los diversos autores que serán

citados en este trabajo son sólo algunos ejemplos de los muchosque

es posible hallar en literatura.
a) Etapas iniciales de la reacción.

Cantor y Peniston (1940); Delahay y Strassner (1952) y Overend

y col. (1961), estudiaron la cinética de la transición de la for
ma hemiacetálica a la forma acïclica de varias aldosas, por mé

todos polarimétricos utilizando un electrodo de mercurio.

Stepanenko y Serdyus (1950) determinaron las cantidades relati
vas de forma aldehïdica de varios azúcares con el reactivo de
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Schiff.

Comoal formarse la base de Schiff en la reacción de una

aldosa con un aminoácido aumenta la acidez porque disminuye la

concentración de grupos amino, y además la base de Schiff es un

ácido más fuerte que el correspondiente aminoácido,se desarrolla

ron algunos métodos basados en la determinación del aumento de

acidez. Frankel y Katchalsky (1937, 1938, 1941 a y b), utiliza

ron un método potenciométrico para seguir el mencionado cambio

de pH y en l953 Katchalsky y Sharon midieron el curso de esta

reacción por la cantidad de álcali que era necesario agregar a

una solución de azúcar y aminoácido para mantener el pH constan

te. Lingnert y Eriksson (1980) correlacionaron la disminución

de pH con el aumento de absorbancia a 490 nm.

Haugaard y col. (1951) y Haugaard y Tumerman (1956) des

cribieron un método en el que determinaban los cambios de ni

trógeno soluble en una solución de aldosa saturada con un amino

ácido, en equilibrio con cristales del aminoácido en exceso. A

medida que el aminoácido se combinaba con el azúcar se disolvía

una porción nueva de aminoácido. En consecuencia, la velocidad

con que aumentaba el nitrógeno soluble en estos sistemas fue

una técnica adecuada para estudiar la cinética de la reacción.

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

lización de azúcares en medio alcalino, midieron la incorpora

///



b
V

-28

ción de tritio a las moléculas de azúcar, llevando a cabo la

reaóción en agua tritiada. La incorporación de tritio depende

de la velocidad a la cual el enediol se forma y se convierte en

productos que contienen tritio.

Otra forma de conocer el grado en que avanza una reacción

es a través de la determinación de la velocidad con que desapa
recen los reactivos.

Se han aplicado numerosas metodologías que utilizan cro

matografía en placa (Spark, 1969), métodos enzimáticos (Lingnert

y Eriksson, 1980), analizador de aminoácidos (Hashiba, 1982;
Talley y Eppley, 1985), cromatografía en fase gaseosa (Cerrutti,

1985; Wolfromy col., 1974;'Kato y col., 1982),cromatografía

líquida de alta presión (McGinnis y col., 1984).
Concentración de intermediarios

Se les da el nombre de intermediarios»a compuestos que se

forman durante la descomposición de azúcares y no son colorea

dos, pero se polimerizan fácilmente para(iar macromoléculas de

pigmentación marrón. Entre estos compuestos se encuentra el

S-hidroximetilfurfural que se forma en las reacciones que ocu

rren en medio ácido. Generalmente se determina por su banda de

absorción característica en el ultravioleta (alrededor de 280

1945; Singh y col., 1948; Song ynm) (Scallet y Gardner,

Chichester, 1966; Kato y col., 1969; Resnik y Chirife, 1979)
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aunque puede determinarse por cromatografía líquida de alta pre
siónï(Sallenberger y Mattick, 1983).

Otros intermediarios, que se forman en solventes no acuo

sos o en medios deshidratados, se llaman "reductonas". Tienen

la estructura de la reductona, HOCHZCOCHOy son fuertes agen
tes reductores. Es probable que tengan la estructura del furfu

ral pero abierta (Hodge, 1953). Ledl y col. (1983) y Kito y col.

(1981) determinaron la concentración de reductonas a través de

reacciones basadas en su poder reductor.

Hashiba (1982) determinó que el poder reductor (reacción

con ferrocianuro) era proporcional a la intensidad de pardea
miento.

Tambiénexisten intermediarios fluorescentes, que contie
nen sistemas cromofóricos con seis electrones fl.

Muchosautores llevaron a cabo mediciones de fluorescen

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

Chio y Tappel, 1969).

Medición del grado de pardeamiento

El efecto visual conocido como "pardeamiento" es causado

por absorciones selectivas espectrales.
Durante mucho tiempo fueron los métodos puramente subje

tivos (comparación visual) los únicos empleados para determinar
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el grado de pardeamiento de productos alimenticios.

Con el avance de la instrumentación, se intentó evaluar

dicha sensación con algún parámetro cuantificable,desde la me

dición de absorbancia en una o más longitudes de onda a la me

dición completa de la transmisión/reflexión de la muestra en to

do el ámbito visible (380-770 nm) y la posterior evaluación

del color observado en términos de algún sistema aceptado inter
nacionalmente.

La variable más frecuentemente usada para medir el desa

rrollo de reacciones de pardeamiento no enzimátiCo en alimentos

o sistemas modelo es la densidad óptica de las soluciones par

deadas a una longitud de onda particular (generalmente entre

390-500 nm) (Ellis, 1959; Lee y col., 1979; Reyes y col.,

1982; Rooney y col., 1967).

Sin embargo, la absorbancia de estasnsoluciones pardea

das no puede ser considerada una medida correcta del grado de

reacción, debido a que la absorbancia depende de los coeficien

tes de extinción de los distintos polímeros, y puede aumentar

sin que haya formación de pigmento, por un incremento en las

insaturaciones y conjugaciones (Spark, 1969).

Por otro lado, para el mismogrado de pardeamiento (vi

sual) la absorbancia a una longitud de onda fija puede diferir

debido por ejemplo a la presencia de alguna sustancia que a1
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tere la curva de transmitancia espectral (Spark, 1969).

Si el efecto visual es el que se desea evaluar, ya que

el mismose correlaciona con la pérdida de aceptabilidad, una

medición del color convencional, puede ser representativa del

fenómenoque se quiere estudiar. Esta medición se realiza con

un instrumento que cubre todo el ámbito visibha(380—770 nm) y

que tiene una sensibilidad parecida a la del ojo humano. Esto

no implica desechar la posibilidad de que algún parámetro físi

co relacionado con la absorción/transmisión/reflectancia espec
tral de la muestra pueda ser conveniente para describir indirec

tamente el pardeamiento.

Medidacuantitativa del color

De los sistemas propuestos para la especificación del co
lor el más difundido universalmente es el de la CIE (Comisión In

ternationale de l'Eclairage) en el cual el color es indicado por
tres variables, X, Y, Z conocidas comolos valores triestímulo y

que representan a tres colores primarios imaginarios (Lozano, 1978).

En la especificación de un color es necesario considerar:
a) el factor de transmitancia o reflectancia espectral, b) la dis

tribución energética de la luz incidente o iluminante y c) el aná

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

El factor de transmitancia o reflectancia espectral se

obtiene mediante un espectrofotómetro. La distribución energética

de diversos iluminantes es conocida. El llamado iluminante C (CIE),

por ejemplo, tiene una distribución energética similar a la luz

blanca solar. Los primarios elegidos por la CIE son tres colores

imaginarios, definidos por razones de conveniencia a partir del re

sultado de experiencias realizadas con colores primarios reales
y diversos observadores.

Del producto del factor de transmitancia o reflectancia

espectral por la distribución energética del iluminante se obtiene
la intensidad de la radiación que recibiría un observador a cada

longitud de onda. Luego, este valor es multiplicado por la contri

bución de cada primario, para finalmente integrar y obtener los va

lores triestïmulos X, Y, Z.

En los espectrofotómetros modernos este cálculo se hace

automáticamente mediante un sistema de computación acoplado al ins

trumento. Así el color queda determinado en un espacio tridimensio

nal de coordenadas x, Y, Z.

La forma habitual de representación del color es a través

de las llamadas coordenadas cromáticas, x e y definidas:
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El color definido por x, y se representa en el diagrama

cromático CIE donde sólo tiene lugar la cromaticidad del color en

cuestión. Para que la especificación del color sea completa es ne

cesario agregar el valor de Y que por sus características de cálcu

lo representa la propiedad de reflejar más o menos luz y es conoci
do comola luminosidad o la claridad del color.

En la Figura 4 está representado el llamado diagrama cro

mático CIE, en el que se delimita el plano de las coordenadas cro

máticas con la línea de los colores espectrales, cerrada por una

línea recta que une los extremos del espectro visible, conocida co

mo línea de púrpuras (Lozano, 1978).

La nomenclatura de las distintas áreas involucradas

propuesta por Kelly (1943).

Evaluación de las diferencias cromáticas

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

ecuación de la distancia entre dos puntos del espacio:

E = [(AX)2 + (Ay)2 + (132)21;í
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La diferencia de color así calculada no suele ser de fá

cil aplicación para estimar la diferencia entre dos colores debido

a que el espacio CIE no es homogéneo (distancias iguales no suelen

representar diferencias de color iguales en la percepción por el

ojo humano).

-uPara subsanar este problema se han desarrollado una serie

de transformaciones del espacio CIE que permiten obtener mejores

resultados en la evaluación de la diferencia de color. Así surgen

las transformaciones CIELABy CIELUV (Lozano, 1979). El CIELUVes

una transformación lineal del.espacio cromático CIE. En cambio, lí

neas rectas en el espacio CIE corresponden a líneas curvas en el

espacio CIELAB. .

Dentro de estos nuevos espacios es posible a su vez defi

nir otras funciones, que pueden ser indicativas de determinados

atributos del color, comola saturación y el tono (Hunt, 1977).

Tono es el atributo que adjudica al color una cualidad

que se define comorojo, verde, azul, etc.
Saturación es el atributo que, fijado el tono, describe

al color por su similitud con un color espectral puro, cuanto más

parecido a éste, tanto más saturado.
A la propiedad psicológica tono le corresponde la propie

dad psicofïsica longitud de onda dominante. Esta se obtiene gráfi

camente, conocidas las coordenadas cromáticas del color, uniendo
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el punto que las representa con el punto correspondiente a las coo;

denadas cromáticas del iluminante, prolongando esta recta hasta que

corte la línea de los colores espectrales; el punto en que la corta

representa la longitud de onda dominante.

Pureza es la propiedad psicofisica que corresponde a la

propiedad psicológica saturación.

Si el color está situado sobre la línea de colores expec

trales, su pureza es 1.

Se puede calcular la pureza de un color como:

x - xwP:
x - x

p w

Donde:

x = coordenada cromática del color

xw = coordenada cromática de la fuente

xp = coordenada cromática del color puro espectral

A partir del análisis de muestras de diferente composi

ción, tratadas térmicamente bajo diferentes condiciones (a tempe

raturas entre 35 y 65°C), Buera y col. (1986) determinaron la cur

va que describe el desplazamiento cromático que experimentan las

soluciones que se someten a pardeamiento. Dicha curva (I) está re
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presentada en la Figura 4. Desde el tiempo cero de tratamiento tér

mico, en que las soluciones son transparentes e incoloras, van in

crementando su coloración a medida que avanza el tiempo de trata

miento térmico, hacia la zona del rojo. Eliminando los puntos que

corresponden a soluciones transparentes, (cuya pureza es menor que

0,1), y los que son demasiado oscuros, (de pureza mayor que 0,9),

se puede determinar que el color marrón relacionado con las reac

ciones de pardeamiento no enzimático es un color cuya longitud de

onda dominante está entre 573 y 580 nm, y el trapezoide delimita

do por estas características contiene la curva que describe al fe

nómeno. Cualquier punto que caiga dentro de ese trapezoide perte

necerá a una muestra de color pardo.

Por lo tanto conociendo esta curva de cromaticidad, es

posible hallar un índice de pureza, y la función correspondiente,

saturación, es adecuada para el seguimiento del color en este tipo
de sistemas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

De todas las variables que afectan el desarrollo de las

reacciones de pardeamiento, una muy importante es la composición

del sistema. Teniendo en cuenta esto, se partió de soluciones en

las que la formación de color es debida únicamente a interacciones

entre un azúcar y el medio "buffer" en que se encuentra y luego se

fueron adicionando compuestos que podrían afectar dichas reacciones

(glicina, péptidos de glicina, sorbato de potasio), para estudiar
la incidencia relativa de cada uno de ellos.

Esquemáticamente, sobre un sistema base formado por

"buffer" fosfato 0,3SMy NaCl para ajustar la actividad de agua a

0,90, los sistemas a analizar fueron, en orden creciente de comple

jidad:

a) Distintos azúcares

b) Distintos azúcares + glicina

c) Glucosa + péptidos de glicina

d) Glucosa + glicina + sorbato de potasio

3.1. Preparación de los sistemas modelo

Los reactivos se disolvieron en agua destilada y las so
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luciones se hicieron llevando a volumen en matraces aforados. Para

evitar los cambios de pHque se producen durante el transcurso de

la reacción (sección 2.2.4.) se utilizaron mezclas reguladoras
("buffers") de concentración 0,35Men fosfatos, con cantidades va

4

las cantidades relativas de estas sales pueden ser determinadas
riables de KHZPO4y Na2HPO.2H20, según el pH requerido. Si bien

por cálculo a partir de las constantes de equilibrio, la alta fue;

za iónica debido al agregado de NaCl (para ajustar la aw) hace que
el pHobtenido difiera del teórico, por lo que dichas cantidades

fueron determinadas experimentalmente por Petriella (1983). El

ajuste final de pH se realizó con NaOHo HCl. En la Tabla 1 se in

dica la composición de los sistemas base. Para la determinación de

pH se empleó un pH-metro Altronix modelo TMX.

Sistemas modelo

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

grupos amino (caramelización)

AZUCAR(0,27M) g/l de solución

a1 glucosa (PM= 180) 49,36

a2 fructosa (PM= 180) 49,36

a3 sacarosa (PM= 342) 93,78
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Tabla 1

Composición de los sistemas base

pH 2.85 4.0 5.0 6.0 7.75

KH2904 (g/l) 50,0 47,0 38,4 19,9 1,0

Na2HP04.2H20 (¿/1) 0,6 2,0 12,1 36,6 60,0

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



a4 7 lactosa (monohidrato) 98,80
(PM = 360)

a5 maltosa (monohidrato) 98,80

(PM = 360)

a6 xilosa (PM= 150) 41,12

b) Para el estudio de la reacción azúcar-glicina

AZUCAR0,27 M (igual que en la parte a)

GLICINA (PM= 75,07) 0,067 M 5,15 g/l solución

c) Para el estudio de la interacción de glucosa con glicina o pép
tidos

Glucosa 0,27 M

Glicina o péptidos 0,067 M

Glicina (PM= 75,07)

Diglicina (PM= 132)

Triglicina (PM= 189)

En algunos ensayos se varió la concentración del compues

to nitrogenado para estudiar el efecto de la concentración anió

///



-42

nica. Se trabajó con una concentración de la forma aniónica del

aminoácido o péptido, de 1,671x10_5M, que corresponde a las si

guientes concentraciones

pH Glicina Diglicina Triglicina

5 6,7x1o'1M 2,3x1o‘2M 1,4x10'2M

6 6,66x10_2M 2,27x1o'3M 1,378x1o‘3M

d) Para el estudio del efecto del agregado de sorbato de potasio

en la cinética de formación de color se agregó al sistema base

glucosa (0,27M), glicina (0,067M) y sorbato de potasio desde

1 g/l hasta 3 g/l.

Las cantidades relativas azúcar (0,27M); compuesto nitro

genado (0,067M) coresponde a una relación 4:1 que es cercana a la

hallada en algunos jugos de fruta para azúcares reductores: amino

ácidos libres (Wolfromy col., 1974), y, por otro lado la concen

tración de azúcares utilizada se encuentra en el rango de la con

centración de azúcares reductores en frutas, que oscila entre un 5

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

Se utilizó NaCl (agente humectante) para producir la re

ducción de actividad de agua hasta 0,90.

La cantidad utilizada (120 g/l) fue hallada partiendo de
la ecuación de Ross (1975):

= F
aw i aw.l

aw = actividad de agua de la solución

aw = actividad de agua de cada componente calculada como si estui
viera solo en la solución

El valor de aw se obtiene de gráficos y tablas en losi
que la aw viene expresada en función del porcentaje en peso del
compuesto (Ferro Fontán y col., 1979). La cantidad de NaCl se obtu

vo despejando la aw y usando la tabla correspondiente.i

Medición de la actividad de agua

Las mediciones fueron realizadas usando un higrómetro

eléctrico Vaisala Humicap (HMI33), de la firma Vaisala Oy (PL 26

SF-00421, Helsinski 42, Finland), con sensor modificado por Driesen
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y Kern (Post fach 1126, 2000 Tangstedt, West Germany) con un error

de medición de Ï 0,005 aw, de acuerdo con el procedimiento descrip
to por Favetto y col. (1983).

Se calibra el higrómetro en el rango a usar con solucio

nes salinas saturadas de aw conocida a 25°C. Se obtiene una recta
de calibración por cuadrados mínimos, con la cual se convierten los

datos leídos en la aw de las muestras.

Los valores de referencia de aw de las soluciones satura
das a 25°C empleadas, se detallan a continuación (Chirife y col.,

1983).

O

Sal aw (25 C)

(NH4)2804 0,801
KCl 0,843

Bac12 0,902

KNo3 0,926

K2504 0,972

Las mediciones se realizaron en estufa de circulación

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

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

tosa y ácido sórbico de la firma Mallinckrodt, calidad analítica.

NazHP04. 2 2 4

“uGlicina, diglicina y triglicina de SigmaChemical Co.

2H O, KH PO y NaCl, de la firma Merck.

3.2. Tratamiento térmico

Las soluciones se envasaron en frascos cilíndricos de po

lietileno de alta densidad, de 20 ml de capacidad.

Se colocó en cada frasquito la misma cantidad de muestra

(18 ml) para que la cámara de aire en la parte superior (espacio

cabeza) fuera semejante.

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

Para evitar gradientes de temperatura dentro de las estu
fas donde se realizó el tratamiento, se utilizaron sistemas con cir

culación forzada de aire (Lab-line modelo Imperial III, Lab-line

Instruments, Inc., Melrose Park, Ill; Longhi Hnos. modelo DBO;

Memmert854 Schabach, W. Germany) con un control de temperaturas de

Ï 0,5°c.
Despuésdel tratamiento térmico se retiraron las muestras
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y se mantuvieron a -20°C para detener las reacciones de deterioro
hasta el momentode su análisis.

3.3. Método de medición del color

Espectrofotómetro

Se utilizó un espectrofotómetro de la firma Carl Zeiss,

modelo DMC25,que consta de doble haz y esfera integradora. Dife

rentes salidas laterales de esta última permiten la ubicación de

la muestra, el patrón de referencia y el fototubo detector.

El equipo puede adaptarse a diferentes tipos de muestras

y eventualmente, a mediciones en el ultravioleta o infrarrojo. Per

mite, a su vez mediciones por transmisión o reflexión (con o sin

componenteespecular). A su vez, tiene dos posibilidades de ilumi

nación: monocromáticao policromática, con ajuste automático de an

cho de banda (2,5, 5 y 10 nm).

En el presente trabajo se midió el factor de transmitan

cia espectral en el ámbito visible (730-380 nm) utilizando ilumina

ción monocromática. La fuente luminosa para mediciones en el espec

tro visible es una lámpara de tungsteno y el monocromadorestá com

puesto por un sistema doble de prismas.

A partir del valor de la transmitancia espectral a cier
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tas longitudes de onda seleccionadas (treinta en total), un siste

ma acoplado de integración triestïmulo (Davidson y Hemmendinger

Inc., Tatamy, P.A.), calcula los valores triestímulo X, Y y Z para
distintos iluminantes CIE (Lozano, 1978).

Técnica

Las soluciones a medir se colocaron en cubetas de 10 mm.

de ancho, especiamente diseñadaSpara muestras líquidas (Petriella,

1983). La cubeta se coloca dentro del aparato en forma tal que el

haz de luz monocromática la atraviese antes de penetrar en la es

fera integradora.

Estimación del error de la medición de color

La diferencia entre dos mediciones de color sucesivas pa

ra la misma muestra es muy baja (alrededor del 0.1%).

Esta diferencia es mayor para mediciones después de cali

braciones sucesivas (Petriella, 1983). Sin embargo, si se mide to

da una serie de muestras (corrida) después de una calibración, dis

minuye este error. Además,el hecho de referir la variación de co

lor a la muestra sin tratamiento térmico disminuye el error que se

pueda cometer en la calibración.
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Se calculó el error a partir de diez determinaciones suce

sivas para la mismamuestra, con una calibración previa y otra in

termedia. Se obtuvo la desviación estándar.para los valores tries

tïmulo y luego con el factor t (para un grado de libertad) se halló

el error absoluto para un intervalo de confianza del 95%.

Para una muestra con un grado de pardeamiento intermedio,

el error estimado fue del 1%para el valor triestímulo X y del 3%

para los valores triestímulo Y y Z.

3.4. Determinación del grado de hidrólisis de sacarosa

Para interpretar los resultados obtenidos en las muestras

que contenían sacarosa, fue necesario hacer consideraciones acerca

de la hidrólisis que pudiera sufrir este azúcar durante el trata
miento térmico. La cuantificación de la hidrólisis se realizó me

diante cromatografïagas-líquido de los derivados trimetilsililéte
res de sacarosa y los productos glucosa y fructosa. Se utilizó el

procedimiento de derivación de Brobst y Lott (1966), con adición

de fenil-B-D-glucopiranósido comoestándar interno.

Preparación de la muestra

Este paso tiene por objeto eliminar productos del pardea
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miento, ácidos orgánicos y otras moléculas iónicas que pueden in

terferir en el análisis. Se realizó de acuerdo con el procedimien
to de Heatherbell (1974).

Se colocaron 2 ml de la solución a ensayar por duplicado

en tubos de 20 cm3 con tapa de teflón. Se agregó a cada tubo 0,5 ml

de solución saturada filtrada de acetato de plomo y 8 ml de alcohol.

Se agitó con varillas y luego se lavaron éstas con 2 ml de alcohol.

Se centrifugó a 2000 rpm durante 10 minutos.

Los sobrenadantes claros se decantaron en matraces afora

dos de 25 ml. Los residuos se lavaron 2 veces con prociones de 4

ml de alcohol y se centrifugó cada vez 10 min a 2000 rpm. Los lí

quidos de lavado se reunieron en los matraces de 25 ml y se lleva
ron a volumen con etanol 80%. Alïcuotas de estas soluciones se co

locaron en tubos de 10 ml con tapa para la preparación de los de

rivados de los azúcares.

Simultáneamente se preparó una solución de 6 mg/ml de fe

nil‘B-D-glucopiranósido en etanol 80%y se agregó 1 ml de esta so

lución a cada tubo comoestándar interno A

Para la obtención de los factores de respuesta del detec

tor se preparó una solución que contenía fenil-B-D-glucopiranósido,

glucosa y fructosa (5 mg de cada uno) y 9 mg de sacarosa (pesados

con una precisión de 0,1 mg), 1 ml de solución del estándar interno

y 2 m1 de alcohol B
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Se concentraron las soluciones A y B en evaporador rotatorio

en baño María a 60°C y los restos de hmnedad se elüninaron en una

estufa de vacío en 30 minutos a 60°C.

Derivati ación

La derivati ación de azúcares es un requisito previo al análi
sis por cromatografía gas-líquido debido a la naturaleza polar y a

la no volatilidad de los mismos.El análisis de los trhnetilsililéte
res (una de las primera técnicas, Sweeley y col.,1963) es generabnen

te complicado debido a la formación de múltiples picos causados por

las varias fonnas ananéricas y estructurales de cada azúcar. Esta des

ventaja se obvia convirtiendo al azúcar en un derivado acIclico an
tes de la formación del derivado volátil.

Las oxhnas se fonnan en la reacción del azúcar con clorhidrato

de hidroxilamina y los grupos oxhidrilo previanente hnpedidos esté

ricamente, quedanmejor dispuestos para la trhnetilsislilación (Stroz,
1979). La piridina es un buen solvente para anbas reacciones y, ade

más, por ser un aceptor de protones desplaza la reacción. El trhne

tilsilil derivado del estándar interno (fenil-:3-D-glucopiranósido)
se eluye en una posición en la que no se detecta ningún otro
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azúcar presente, y esto, sumadoa su adecuado factor de respuesta

lo hace conveniente comopatrón.

Se prepararon los trimetilsililderivados de acuerdo con el

procedimiento deBrobst.y Lott (1966).

Luego del secado, a cada tubo se agregó 1 ml de una solu

ción de H6NH2.C1H(Clorhidrato de hidroxilamina en piridina (25 mg/
m1))y se colocaron 30 minutos en baño a 70°C. Después se dejaron

enfriar y se agregó a cada tubo 1 ml de hexametildisilazano. Se

agitó y se agregó cuidadosamente por las paredes 0,; ml de ácido
trifluoracético. Se tapó y agitó durante l minuto. Se dejaron los

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

Reactivos utilizados

Acetato de plomo: Mallinckrodt

Etanol de grado analítico (Cicarelli)

Fenil-B-D-g1ucopiranósido: Sigma Chem. Co.

HONH2.HC1:Mallinckrodt
Piridina: Merck

Hexametildizilano Merck

Acido trifluoracético: Merck
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Cromatografía

Se utilizó un cromatógrafo Hewlett Packard modelo 5840A,

equipado con una columna de vidrio de 6 pies (1)83 m) de largo y

1/8 de pulgada (0,3 cm) de diámetro interno, con una fase fija de

OV17 2% ¿obre Chromosorb w (malla 100-120) como soporte.

Se utilizó N2 comogas transportador y un detector de io
nización con llama de hidrógeno.

El aparato consta de un integrador automático de datos.
Para la inyección de las muestras se utilizó una jeringa

Hamilton de 10 microlitros.

Condiciones de la corrida

- Flujo de N 30 ml/min2

- Flujo de H 30 ml/min2

- Flujo de aire 60 ml/min

- Temperatura del inyector: 325°C

- Temperatura del detector: 325°C

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

a una velocidad de 6°C/min.

—Volumen de inyección =1 microlitro
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3.5. Análisis de la descomposición de péptidos por cromatografía

en capa delgada

La cromatografía en placa delgada generalmente se aconse

ja para separar sustancias lipofílicas y para los compuestoshidro
fílicos, comoaminoácidós o péptidos, se sugiere desarrollar croma

grafía en papel.

Sin embargo, la sílica gel o la celulosa pueden contener

un considerable contenido de agua y de esta forma son soportes tam

bién adecuados para éstos últimos (Stahl, 1965). Comohay una simi

litud básica entre ambosmétodos, se pueden utilizar los solventes,

reveladores y métodos de preparación de muestras que se publicaron

para cromatografía en papel.

Se probaron ambas técnicas, utilizando papel WhatmanN° 1

en el caso de cromatografía en papel y sílica ¿El G analítica de

250 um de porosidad, comprobándose que por este segundo método se

obtenía menor difusión de las muestras sembradas, lo que redundaba

en una mayor nitidez, además de requerir menor tiempo, con lo que

se decidió adoptar la técnica de cromatografía en capa delgada.
Para muchos de los solventes normalmente usados en la cro

matografía de aminoácidos (el más comúnbutanol: acético:agua

4:1:1) glicina (y por lo tanto sus péptidos) dan valores de Rf muy
bajos. Según se observa en los gráficos de Stahl (1965) donde se
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muestraïel valor de Rf vs distintos sistemas de solventes, los que
dan Rf más altos para glicina son etanol-agua 70:30 y, n-propanol
hidróxido de amonio 34%70:30. De ellos se eligió el primero porque

daba mejor resolución.

Se sembró 1 ul de cada muestra (5 Hg de glicina) y se co

locaron las placas por aproximadamente 2 h en una cámara saturada
con el solvente de desarrollo.

Para el revelado de los cromatogramasse utilizó una solu

ción de ninhidrina al 0,2% en etanol (Patton y Chism, 1951).

Este es el agente revelador más comúnpara aminoácidos y

péptidos pequeños. La reacción se basa en la formación de un com

puesto de color azul o violeta con la mayoría de los aminoácidos

(excepto con prolina e hidroxiprolina que da amarillo).

La mínimacantidad requerida de glicina para la detección

en la cromatografía en capa delgada es 0,001 ugü(Stahl, 1965).

Resumende las condiciones de operación:

Adsorbente: Sílica Gel G de 250 umde porosidad, analítica

(sobre soporte de vidrio) Merck Chemical Co.

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

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

Materiales: Micropipeta de 1 pl

Cámarade desarrollp de vidrio
Atomizador
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3.6. Determinación de ácido sórbico

Para verificar el grado de destrucción de ácido sórbico

durante el tratamiento térmico de los sistemas, se procedió a la

determinación del mismoen algunas de las muestras.

Para su aislamiento se utilizó el métodode destilación

por arrastre con vapor, previa acidificación de la muestra, con lo

que se desplaza el equilibrio hacia 1a forma no disociada del ácido

que es volátil y se arrastra con el vapor generado en un balón.

Se destilaron 200 ml de cada muestra y se diluyeron con

agua destilada.
La determinación colorimétrica se realizó con el método

del ácido tiobarbitürico, que forma un pigmento rojo en presencia

de malonaldehído (producto de oxidación del ácido sórbico con

K2Cr207).
El métodode destilación por arrastre y el de la determi

nación colorimétrica están detallados en AOAC(1980).

La reproducibilidad del método fue determinada por

Gerschenson y col. (1986) y oscila entre 5 y 7%para un nivel de

confianza de 95%.Ademásestos autores descartaron la posibilidad

de interferencias provenientes de la degradación de azúcares en la
determinación de ácido sórbico, en sistemas de concentración de

azúcares más elevadas que las de este trabajo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. cinética de la formación de color por reacciones de carameli
zación de diferentes azúcares

Comoinformaron Petriella y col. (1985) la saturación mé

trica (suv) es una función de color adecuada para describir los
cambios de color durante el pardeamiento no enzimático. La satura

ción métrica fue calculada según la siguiente ecuación:

— |_ 2 |_ 2%
suV — l3[(u uo) + (V V0) ]

donde:

, 4X
u=—

x + 15Y + 3Z

, 9Yv:
x + 15Y + 3Z

Comovalores de referencia uO y vo se utilizaron los co
rrespondientes al tiempo cero que representa el punto acromático

(Lozano, 1978).

La Figura 5 muestra un gráfico de suv como función del
tiempo de calentamiento a 55°Cpara las soluciones de distintos
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azúcares. Puede observarse que tanto a pH = 5 como pH = 6 fructosa

y xilosa muestran la mayorvelocidad de desarrollo de color. Por

ejemplo, a pH = 5 una solución de fructosa alcanza un valor de

suV de 0,3, que corresponde a una coloración amarillo-parda, luego
de 85 h de calentamiento, mientras sacarosa necesita 1050 h para

alcanzar el mismocolor; Todos los azúcares se pardearon más rápi

do a pH = 6 que a pH = 5, aunque este aumento de velocidad fue re

lativamente más importante para glucosa, maltosa y lactosa que para
el resto de los azúcares. En este aspecto, el comportamiento de glu

cosa es notable: a pH = 5 la formación de color es despreciable,

pero aumenta sensiblemente a pH = 6.

En la fotografía de la Figura 6 se observa la diferente
velocidad de pardeamiento que presentan las soluciones de fructosa

y xilosa, según lo visto en la Figura 5. Para el mismotiempo de

tratamiento térmico, las soluciones que contienen fructosa muestran

un mayorgrado de pardeamiento. Esta fotografía sirve para orientar

sobre los colores que corresponden a los distintos puntos de la

escala de valores de Suv sobre la cual se trabaja.

4.1.1. Modeloscinéticos propuestos

El comportamiento de las funciones de color en función

del tiempo de tratamiento térmico se caracteriza por presentar tres
fases: una inicial, en que el crecimiento es lento o casi impercep
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Figura 6: Aspecto que presentan las soluciones de xilosa y fructosa
de pH= 5, tratadas por distintos períodos de tiempo a

.55°C
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tible, luego una fase lineal, en que se puede suponer que el color

aumenta linealmente en función del tiempo, y otra final en que la

velocidad de formación de color disminuye apreciablemente.(Petrie
lla, 1983).

En la Figura 5 se puede observar este comportamiento pa

ra el sistema que contenía sacarosa a pH = 6, en que se pueden de;
limitar bien las tres zonas. En el resto de los sistemas no se al

canzó la fase final, y en algunos la fase inicial fue apreciablef
mente corta (fructosa, xilosa).

A pesar de que para la reacción de Maillard hay muchos

estudios realizados y se dispone de datos sobre la mismaexisten

pocas referencias bibliográficas sobre la reacción de carameliza
ción a temperaturas moderadas, y menos aün sobre su cinética.

Shallenberger y Mattick (1983) siguieron el curso de la

degradación de fructosa y glucosa tratadas a 100°C, mediante la

cuantificación del 5-hidroximetilfurfural que se forma durante la

reacción. Concluyeronque se trata de reacciones autocatalíticas de

segundo orden y propusieron un modelo complejo, en el que le dieron

expresión aritmética a cada una de las fases mencionadas anterior

mente. A1 segmento de curva inicial, lo caracterizaron por la ex

presión y = k tz; a la porción cuasi-lineal, le dieron la forma

y = k /t y a la fase final en que la velocidad de formación de

producto disminuye, y = k 9t.

///
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Si bien este modelo podría describir la formación de

color en función del tiempo, su aplicación no resulta de interés
práctico ya que: a) la delimitación entre las distintas zonas no

es nítida y los tiempos de iniciación de las mismas son variables

para cada curva y b) el modelo supone la existencia de tres cons

tantes para cada curva, y de esta forma los resultados pueden no

ser fácilmente interpretados y es más difícil manejarlos cuantita
tivamente.

Varios autores concluyeron que el modelo más simple pa

ra la predición matemática del pardeamiento debido a la reacción

de Maillard es aquel de una reacción de orden cero (Mizrahi y col.,

1970; Warmbier y col., 1976b; Labuza y Saltmarch, 1980). Un aná

lisis de la Figura 5 sugiere que el pardeamiento por caramelización

de fructosa, xilosa y también maltosa puede describirse mediante

un modelo de orden cero. Sin embargo, para el resto de los azúca

res esta aproximación describe los datos experimentales sólo des

pués del período inicial, que es usualmente conocido en literatura

como "período lag" y en algunos casos corresponde a un verdadero

período lag, en el sentido que el desarrollo de color está ausen

te, pero en otros casos existe una cierta formación a velocidad

creciente (Songy col., 1966).

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

blema proponiendo un modelo cinético de "orden mixto" para el sis

///



tema glucosa-lisina en el cual la velocidad de formación de color

está dada por:

—.:ks

donde 2 es el orden de reacción.

Si se integra (1)

s = [(1 - n) k tJI/(l_n)uv (para n # 1)

y log s = 1 log[(1 - n).k] + log tuv 1 - n 1 - n

Graficando log s vs log t, de la pendiente se puedeuv
obtener n.

Se halló que el orden de reacción n para el pardeamien

to estaba entre 0 y 1. Puede considerarse que este orden fracciona
rio es el resultado de dos contribuciones independientes, una co

rrespondiente a reacción de orden cero y otra correspondiente a una
reacción de orden uno.

De acuerdo con la ecuación (1)

Paran=0 T=k (2)
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T. Para n = —aï—= k1(suv) (3)

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

formación de color puede ser descripta por:

1 1 1= ) _ + ---—) _ (4)
dsuv/dt dsuV/dt n-O dsuv/dt n-l

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

1 _ 1 1
ds dt “ k + k s (5)uv o 1 uv

Para encontrar una ecuación que permita representar ma

temáticamente el comportamiento de los datos experimentales , la

eucación (5) se reordenó de la siguiente manera:

—=—+—— (6)

s + É- ln (s ) + c (7)
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Luegode evaluar la constante de integración c, se obtu

1 1 suv
t = í;(suv - 0,005) + —- ln (8)

Para t = 0, la ecuación (8) da un valor de suV = 0,005
que es diferente de cero (que es el valor experimental), pero es

cercano al mismo, ya que es un orden de magnitud menor que el error

experimental en la medición de suv.

Los parámetros ko y k1 fueron determinados por medio de
un programa de computación que minimiza:

N 2

m = igl [texp. _ tpred.] (9)

donde:

texp. : valor de tiempo experimental

tpred : valor de tiempo predicho

Para estimar la bondad del ajuste la desviación media

relativa porcentual (DR)fue calculada según:

lt -t I
100 N exp. pred. (lo)t

DR = [ N 1=1 exp.

///



Donde:_y = número de datos

- Para las soluciones de fructosa, xilosa o maltosa el or

den de reacción fue directamente considerado comocero, según suge

ría la linealidad de los datos mostrados en la Eigura_l.
Entonces los datos experimentales fueron ajustados por:

s = k t (11)

en cuyo caso la desviación relativa está definida:

_ 100 N lsuv exp. _ suv pred.I
DR - -N— 121 s (12)uv exp.

donde:

suv pred. : valor de saturaCión predicho

suv exp. valor de saturaCión experimental

Para las soluciones de glucosa, lactosa o sacarosa el

orden de reacción era distinto de cero y se usó el modelo de orden
mixto.

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

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

deamiento debido a las reacciones de caramelización de varios azúca
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Figura 7: Comparaciónentre los valores experimentales y predichos,
para la formación de color en soluciones de azúcares

de aw = 0,90 y pH = 6, a 55°C



res a 55°C. Puede verse que los modelos cinéticos ajustan bien los

datos en la región de interés práctico. En el caso de glucosa, lac

tosa, maltosa y sacarosa los datos se desvïan de la predicción para
largos períodos de tratamiento.

Fueron calculadas las constantes de velocidad ko y k1 pa
ra el desarrollo de color en soluciones de varios azúcares simples

a varios pHy calentadas a varias temperaturas. La desviación rela

tiva porcentual DR (ecuación (10)) estuvo entre el 4 y el 10%y pa

ra los sistemas en que se utilizó el modelo lineal, DR (ec. (12))

fue en general mayor.

En la Tabla 2 están incluídos los valores de kO y k1 pa
ra los distintos sistemas, junto con la DR.

4.1.2. Efecto de la temperatura

Las constantes de velocidad ko y kl a pH 6 se graficaron
en escala semilogarítmica en función de la inversa de la temperatu

ra absoluta (1/T), de acuerdo con la ecuación de Arrhenius (sección

2.2.1.)

-E /RT
k = c e a

Ea
ln k = ln c - ¡í (13)
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Tabla 2

Constantes de velocidad (ecuación (8)) y orden de reacción (obteni

do por integración de la ecuación (1)) para el desarrollo de color

de las soluciones de azúcar de aw = 0,90

Azúcar pH T n koxlos klxlo3 DR(a) %

<°c> (un.suV/h) (h‘l)

Glucosa 4 55 0,47 0,057 0,70 4,3

5 55 0,43' 0,084 1,6 6,5

6 55 0,35‘ 1,5 64,6 13,0

6 45 0,44 0,020 1,7 12,0

6 65 0,48 10,2 99,9 3,2

Fructosa (b) 4 55 o 1 , 13 .«-—-- 8 , 8

5 55 0 3,6 ---- 9,7

6 _55 0 5,4 ---- 13,0
6 45 0 1,8 --- 10,0

6 65 0 17 13,0

6 50 0 2,4 --- 10,0

Sacarosa 4 55 0,54 0,82 4,7 4,4

5 55 0,55 1,5 5,2 7,3

6 55 0,49 1,4 8,9 12,0

6 45 0,39 0,042 0,55 5,1

6 65 0,25 3,6 120 11,7

///
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Tabla 2 (continuación)

Xilosa(b) 5 55 0 1,57

6 55 0 4,8

6 45 0 1,18

6 65 0 18,7

Maltosa(b) 5 55 0 0,36

le 55 0 1,3

6 45 0 0,31

6 65 0 13

Lactosa 5 55 0,50 0,35

6 55 0,53 2,6

6 45 0,53 0,54

(a) Desviación relativa del ajuste
(b) Se asumió orden de reacción cero

11,0

20,2

12,1

10,0

///
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La Figura 8 muestra el comportamiento para algunos de

los azúcares. Excepto para los sistemas que contenían glucosa o sa

carosa, las constantes ko (y k1, para lactosa) cumplen con la rela
ción de Arrhenius.

La Tabla 3 muestra las energías de activación (Ea) ha

lladas para las constantes ko, calculadas por análisis de regresión
lineal, junto con los coeficientes de correlación correspondientes.

Puede observarse que las energías de activación de los

monosacáridos fructosa y xilosa están en el rango 105-125 KJ/mol

(25-30 Kcal/mol), mientras que para los disacáridos lactosa y mal

tosa, son algo más elevadas (150-170 KJ/mol) (36-41 Kcal/mol).

El hecho de que para los disacáridos las energías de ac

tivación calculadas sean mayores que para los monosacáridos puede

atribuirse a que por ser moléculas más grandes tengan que atravesar

una barrera superior de energía para reaccionar.

Se observó que las constantes ko y k1 para glucosa y ko
para sacarosa no se alinean al representar la ecuación de Arrhenius.
AdemásCantor y Peniston (1940) estudiaron el equilibrio de la for

ma piranosa a la forma aldehïdo a través de mediciones polarimétri

cas para glucosa a pH = 6,95 y a concentraciones 0,25 M y 0,50 M

en glucosa y obtuvieron que no había una correspondencia lineal en

tre el logaritmo de la constante de ese equilibrio y la inversa de

la temperatura absoluta, y por lo tanto no calcularon la energía

///
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' Figura 8: Representación de la ecuación de Arrhenius para el
desarrollo de color en soluciones de varios azúcares

de a = 0,90
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Tabla 3

Energías de activación para el desarrollo de color en soluciones

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

Azúcar Energía de activación (KJ/mol)

l 2(2)
Para ko r Para k1

Fructosa 103,8 0,989

xilosa 123,8 0,999 -—

Glucosa (1) (1)

Lactosa 147,7 0,999 202,5 0,949

Maltosa 168,2 0,989

Sacarosa (1) 240,9 0,999

(1) Las energías de activación no fueron evaluadas porque los da
tos se desviaban muchode 1a ecuación de Arrhenius.

(2) Coeficientes de correlación para la ecuación de Arrhenius.



de activación de esta reacción.

Por lo tanto si en esta etapa inicial no fue posible pa

ra los mencionadosautores aplicar la ecuación de Arrhenius, para

la reacción de formación de color en sistemas que contengan gluco

sa (o sacarosa, a partir de la cual se obtiene glucosa por hidró

lisis), no era de esperar el cumplimiento de dicha ecuación ya que

la reacción global es aún más compleja. A pesar de esto,si se com

paran las constantes de velocidad para las distintas temperaturas,
se observa que tanto para glucosa comopara sacarosa la dependen

cia con la temperatura es mayor que para los otros azúcares. Por

ejemplo, al aumentar de 55 a 65°C la constante de velocidad ko para
glucosa(a pH = 6) aumenta siete veces, mientras que para xilosa y
fructosa aumenta cuatro veces en las mismas condiciones.

4.1.3. Efecto del pH

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

constantes de velocidad ko y k1; puede verse que a excepción de sa
carosa (que se discutirá aparte), el aumento de pH en el rango en

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

dad (ko o k1) tanto para los monosacáridos comopara los disacá
ridos.

En la Tabla 4 están resumidos los resultados de diversos

///
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Tabla4

Reactividadrelativadediferentesazúcaresenreaccionesinvolucradasenlacarameli zación(Referidasaglucosa=1) AzúcarMétodo<haseguimientopHBufferConc.deawT(°C)ReactividadReferencia*

de1areacciónazúcarrelativa

Formacióndereduc-6.5—-0,25M0,99801,5Kitoycol., nas1981 Incorporaciónde11CO30,5M0,2M0,9625°C10,7Isbellycol,

FRUCTOSAtritio1969

HMF1-60,17M0,99100°C40-5Shallenberger

yMattick,1983

Des'de°°1°r4“6P-°40,35M0,270,9045-65°c2-90Estetrabajo Destrucciónde60,56M0,961714QMcGinnisy azúcar-col.,1984 Abs.a500nm5,5Aco’0,5M0,2M0,97952Rooneyycol.,

XILOSA

1967

Incorporaciónde11C00,5M0,2M0,96257ISbellYC01-, tritio1969



Tabla4(continuación)

Formaacíclica3,70,25M0,99251,8Stepanenko

XJSerdyus,l950

Formaacíclica6,50,25M0,99256,3CantoryPeníá

ton,1940

XILOSAFormaacíclica70,25M0,99207,1Traitteur,1951

Mutorrotación70,25M0,99203,3Traitteur,1951 Formaciónde70,250,99205,5Traitteur,1951
melanoidinas

Des.decolor5-6PO4

0,35M.0,27M0,9045-652-60Estetrabajo

Formaciónde6,5-—0,25M0,96801,1Kitoycol., redudtonas1981 Abs.a490nm60,12M0,9540-501Burtonycol,,

SACAROSA

1963

Incorporaciónde4-6PO4

0,35M0,27M0,9045-650,3-18Estetrabajo

tritio



Tabla4(continuación) MALTOSA

Abs.a500nm Incorporaciónde tritio Formaacíclica Des.decolor

5,5ACO 11CO

3

5-6PO4

-0,5M0,2M =0,5M0,2M

0,25M

=0,35M0,27M

0,9625 0,9725 0,9045-65

Rooneyyml., 1967 Isbellycol., 1969 Stepanenkoy Serdyus,

1950

Estetrabajo

LACTOSA

Incorporaciónde tritio Formaacíclica Des.decolor

11CO3 5-6PO4

=0,5M0,2M

0,25M

=O,35M0,27M

0,9625 0,9045-65

Isbellycol., 1969 Stepanenkoy Serdyus,

1950

Estetrabajo

*Versección2.3. Abs.:absorbancia
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trabajos hallados en bibliografía, en los que se desarrollan reac
ciones involucradasen lacaramelización, Para normalizar los resul

tados para diferentes métodos y condiciones experimentales, las

constantes de velocidad fueron referidas a la correspondiente a

glucosa. Se calcularon las aw de los sistemas de acuerdo con su
composición utilizando la ecuación de Ross (1975). Se observa que

los valores de velocidades relativas hallados en el presente traba
jo caen dentro;del rango de los obtenidos por los distintos auto?

res. Se puede observar que, excepto en el caso de sacarosa, que se

discutirá en la próxima sección las velocidades relativas son mayo

res que 1, lo que indica que los azúcares comparados son más reac

tivos que glucosa a cualquier pHestudiado.

El primer cambio estructural necesario para comenzar la

compleja serie de reacciones que llevan a la caramelización, es la

apertura del anillo hemiacetálico. La D-glucosa y la D-xilosa tie
nen una conformación piranósica más estable que D-fructoSa

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

ciones de pHy aw constantes, la estabilidad de la conformación pi
ranósica puede explicar la menorvelocidad de desarrollo de color

de D-xilosa y D-glucosa comparada con D-fructosa. Por otro lado,

D-xilosa tiene la mismaconfiguración que D-glucosa, pero tiene un

mayor porcentaje de forma aldehïdo acïclica que la D-glucosa

(Overend y col., 1961; Cantor y Peniston, 1940), y esto está de

///
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acuerdoficon que el aumento de color sea más rápido en las solucio

nes de xilosa que en las de glucosa. Las velocidades comparativas
de desarrollo de color durante la caramelización de azúcares reduc

tores (Figs. 9 y 10) fue, en orden decreciente: fructosa 5 xilosa >

lactosa > maltosa a glucosa.

Este ordenamiento es en general paralelo al de la veloci

dad de las reacciones involucradas en los primeros pasos de la ca

ramelización:mutarrotación (Traitteur, 1951); apertura del anillo

hemiacetálico (Stepanenko y Serdyus, 1950) y enolización (Isbell,

1969). El efecto del pH sobre.estas reacciones está también refle

jado en la velocidad de pardeamiento; la velocidad de la transfor

mación de la forma cíclica a la forma abierta aumenta rápidamente

con el pH debido a que el enlace entre el oxígeno y el hidrógeno

en el carbono C1 es débilmente iónico y se debilita a medida que el
pH aumenta (Delahay y Strassner, 1952). Kroner”? Kotha (1939) y

Mathewsy Jackson (1933) hallaron que el pH de óptima estabilidad

para glucosa y fructosa, respectivamente,era cercano a 3 para am
bos azúcares.

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

la velocidad de pardeamiento (ko, k1) para las soluciones de saca
rosa es notablemente distinto del hallado para los otros azúcares.

Esto es atribuible a 1a hidrólisis de sacarosa catalizada por áci

dos, a partir de la cual se forman fructosa y glucosa (sección

///



4.1.4.)4

4.1.4. Hidrólisis de sacarosa durante la caramelización

La Figura 11 muestra los cromatogramas de dos muestras

de pH 4.; 6, tratadas térmicamente a 55°C durante 506 y 530 horas,

respectivamente. Comose observa, mientras que para la muestra de

pH= 4 se produjo la hidrólisis casi completa, para la muestra de

pH = 6 queda la mayor parte de sacarosa sin hidrolizar, comparando

la intensidad relativa de los picos correspondientes.

La Figura 12 muestra la aparición de fructosa y glucosa

paralela a la reducción de la concentración de sacarosa, a lo lar

go del curso de la reacción, a 55°C, a pH = 4 y pH =6.

Vukov(1965)estudió la hidrólisis de sacarosa en agua y

observó que esta reacción podía ser descripta por una cinética de

primer orden.

Según los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo

comprobar que en estas soluciones "buffer" de aw controlada, se
cumplió un comportamiento similar, dado por:

o —lnï - kHt

DondeSo es la concentración inicial de sacarosa, g es la concen

///



Figura11
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traciónïal tiempo E y kHes la constante de velocidad para la reac
ción de hidrólisis.

La Figura 13 muestra los datos experimentales de las

soluciones tratadas térmicamente, graficadas según la ecuación (14).

Se obtienen líneas rectas y las pendientes de las mismas son las
constantes de velocidad de primer orden, que aumentan cuando el pH

disminuye de 6 a 4.

De esta forma, unareducción de pH produce dos efectos

opuestos, que inciden en el desarrollo de color en las soluciones

de sacarosa tratadas térmicamente. La generación de fructosa

(producidapor hidrólisis) facilita el desarrollo de color, pero
al mismotiempo la disminución de pH inhibe fuertemente el pardea

miento por caramelización.

La Figura 14 muestra la relación entre formación de co

lor (Suv) y grado de hidrólisis en las soluciones de sacarosa de
varios pH tratados a 55°C. A pH 6 un pequeño grado de hidrólisis

es suficiente para producir una solución coloreada; a pH = 4 las

soluciones están sólo débilmente coloreadas a pesar del sustancial

grado de hidrólisis.

4.2. cinética de formación de color por la reacción de Maillard

La Figura 15 muestra un gráfico.de suv en función del

///
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Figura 13: Representación de la cinética de orden uno para la

hidrólisis de sacarosa en muestras de aw = 0,90 y de
diferentes valores de pH tratadas a 55°C
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tiempo de tratamiento a 55°C para las diferentes soluciones de
azúcar-glicina, a pH = 5 y a pH = 6. A ambos pH las soluciones

de xilosa-glicina tienen la más alta velocidad de desarrollo de co

lor, mientras sacarosa muestra ser el azúcar menos reactivo, como

se evidencia por la baja velocidad de pardeamiento.

-ÁpH = 6 glucoSa, fructosa, lactosa y maltosa muestran un

comportamiento similar pero a pH = 5 hay una diferencia notable en

tre los distintos azúcares, ya que las velocidades de desarrollo

de color están en orden decreciente: fructosa > glucosa > lactosa >

sacarosa. En la fotografia de la Figura 16 se observa la diferente
velocidad de pardeamiento de las soluciones de fructosa y glucosa

a pH = 5. Comola de la Figura 6 orienta además sobre los colores

correspondientes a la escala de suv que se utiliza.
Es interesante comparar las curvas de la Figura 15 con

las mostradas en la sección 4.1. para las reacciones de carameli

zación, para los mismosazúcares, en idénticas condiciones de aw,
temperatura y pH. Por ejemplo, a pH = 6 una solución de glucosa

tratada térmicamente a 55°C durante 50 horas tiene una suv de 0,05

(incolora) (Figura 5) pero en presencia de glicina, con el mismo

tiempo de tratamiento desarrolla una suv de 0,6 (visiblemente par
deada) (Figura 15).

Comoera de esperarse, la velocidad de desarrollo de color

para las soluciones azúcar-glicina es muchomayor que para los mis

///



#89

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

rentes períodos de tiempo
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mosazúcares calentados solos; sin embargo, la contribución relati

va de la caramelización en la reacción de Maillard, parece depen

der del tipo de azúcar y además del pH, lo cual será posteriormen
te analizado.

Durante la caramelización la sacarosa era el azúcar menos

reactivo a pH 6, pero a pH 5 pardea más rápido que lactosa y gluco

sa. Sin embargo, durante el pardeamiento debido a la reacción de

Maillard, la sacarosa muestra la menor velocidad de formación de_

color tanto a pH = 6 como a pH = 5.

El sistema xilosa-glicina se pardeó más rápido que el res

to de los azúcares (en presencia de glicina),pero en ausencia de

aminoácidos era la fructosa la que generaba color con mayor velo

cidad.

4.2.1. Modeloscinéticos propuestos

A diferencia de lo que ocurre con las reacciones de ca

ramelización, la reacción de Maillard fue ampliamente estudiada

bajo muydiversas condiciones, y se han propuesto una gran diver
sidad de modelos cinéticos.

Haugaard y col. (1951) obtuvieron que la absorbancia

(490 nm) era proporcional al cuadrado del tiempo en sistemas for

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

///



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

pardeamiento (y) en función del tiempo t estaría dada por:

y = k t2

donde k es una constante.

Pero la mayoría de los autores obtienen que sus datos

se ajustan a cinéticas de orden cero, en que

o a cinéticas de orden uno, en cuyo caso

ln y = k1 t

En la Tabla 5 se resumen los resultados hallados por diversos auto

res y las condiciones en las que trabajaron.

Comose dijo anteriormente la curva de desarrollo de par
deamiento en función del tiempo presenta un período de inducción ini

cialmente que no es fácilmente determinable. Por esta razón la mayoríe

de los autores no tienen en cuenta este primer tramo de las curvas y

trabajan con la fase de crecimiento lineal, semejandouna cinética de

orden cero a partir de la finalización del tiempo lag (Labuzay Salt

march, 1980).

Si se observa la Figura 15 se puede inferir que el par
deamiento de 1a solución de fructosa debido a la reacción de Mai

llard puede ser descripto por un modelo de reacción de orden cero.
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ModeloscinéticospropuestosparalareaccióndeMaillard

Sistema

pH

T(°C)Métododese

guimientode lareacción

Ordende reacción

Ea(KJ/mol)

Referencia

xilosa(0,25M) Glicina(0,25M) Glucosa(1M) Glicina(0,25M) Glucosa(0,27M) Lisina(0,067M) Glucosa8M Glicina1M Variosazúcares

(1,25M)
Glicina(0,66M)

1,7-9,7

5,5 5-7

6,2y2,2

65-100 53-99 35-55

50

47y57

Abs. Abs. Color

a490nm a490nm

Intermediario Abs.

a450nm

1

84,5
109,2

110,9-149,4

108,8 104,6

Wolfromycol., 1953 Songycol., 1966
Petriella,l983 Reynolds, 1963 Bobbioycol., 1973
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Tabla5(continuación) Glucosa(0,27M)

5-735ColorMixto

Glicina(0,067M)

Petriellay col.,

1985

Abs.=absorbancia

-93



pero esto no es aplicable a los otros azúcares. El modelo cinético

de "orden mixto" usado por Petriella y col. (1985), se utilizó pa
ra describir la cinética del desarrollo de color (ecuación (8)).

La Figura17 muestra la aplicación de la ecuación (8) para

ajustar los datos de desarrollo de color para distintos azúcares.
En el caso de fructosa, se usó directamente un modelo de reacción de

orden cero (ecuación (11)), debido a la linealidad de los datos.

La Tabla 6 muestra los valores de los parámetros n (ha

llados comoen 4.1.1.), ko y k1 para todos los sistemas estudiados,
comotambién la desviación estándar porcentual relativa (DR) (ecua

ciones (10) y (12)). Esta última indica la buena concordancia entre

las predicciones y la realidad:
Puede observarse que para la mayoría de los casos (con

excepción de fructosa para la cual fue directamente propuesto un

orden cero), el orden de reacción calculado esrsercano a 0,5.

En la Figura 18 están representadas las constantes de ve

locidad ko en función de las k1 para todos los sistemas analizados
en esta sección. Se observa que existe una correlación directa entre

ambasconstantes. Esta observación permite simplificar el análisis de

los datos, ya que para estudiar el efecto de las distintas variables
sobre dichas constantes, basta observar lo que ocurre con una de ellas

Si, por ejemplo en función de una dada variable se observara para las

dos constantes una dependencia diferente, sería más difícil extraer

///
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55°C
pH=60

Xilosa
Fructosa o
Glucosa
Maltosa

GOOD

experimental
predicho

¿3,0,0

l 1 l

3o sb
Tiempo de calentamiento, horos

Figura 17: Comparaciónde los valores experimentales y predichos
para la formación de color en soluciones de azúcares

y glicina de aw = 0,90
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Tabla 6

Constantes de velocidad (ecuación (8)) Y orden de reacción (obte

nido por la integración de la ecuación (1)) para el desarrollo de

color de soluciones azúcar-glicina de aw = 0,90 tratadas térmica
mente

Azúcar pH T n k0x102 k1x102 DR (a)

(5C) (un.su /h) (h-l)

Glucosa 4 55 0,54 0,27 1,79 2,6

5 55 0,43 0,82 5,4 5,6

6 55 0,52 2,95 13,77 2,7

6 45 0,60 0,86 3,7 3,9

6 50 0,30 1,2 31 9,7

6 60 0,56 6,8 35 5,1

6 65 0,51 8,6 56 7,7

Fructosa
55 0 0,54 11,9

5 55 0 0,80 13,8

6 55 0 0,99 5,8

6 45 0 0,17 --- 5,1

6 50 0 0,55 -—- 6,3

6 65 0 2,9 21



Tabla Qr(continuación)

Xilosa
5 55

6 55

Sacarosa-.
55

5 55

6 55

6 45

6 65

Maltosa
55

6 55

Lactosa
55

6 55

-97

47

141

15,5

15

14

(a) Desviación relativa del ajuste
(b) Se asumió el orden de reacción cero

///
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er

15

Glucosa-glicina

8 A Sacarosa-glicina
c1Lactosa-glicina

n Xilosa-glicína

<>Maltosa-glicina

C) 1 1' 1 l 1 1 1 14::

o 80 2 _1 160
k1x10 , h

Figura 18: Constante de velocidad ko en función de k1 para los
sistemas de azúcar-glicina bajo distintas condiciones

de pH y temperatura
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conclusiones sobre los efectos de dicha variable sobre la velocidad

de la reacción y habría que hacer una evaluación para cada caso par
ticular.

4.2.2. Efecto de la temperatura

Las Figuras 19 X 20 muestran que al graficar el logarit

mode las constantes ko de glucosa, fructosa y sacarosa (en presen
cia de glicina) en función de la inversa de las temperaturas abso

lutas, se obtienen rectas, por lo cual, se puede decir que los sis

temas mencionados cumplen con la ecuación de Arrhenius (ecuación

(13)). Las energías de activación fueron obtenidas por análisis
de regresión lineal de los datos y están tabulados en la Tabla 7.
Comose observa en esta tabla, el valor obtenido para fructosa es

similar al hallado para el pardeamiento debido a caramelización

(sección 4.1.2.). Aunquepara la reacción de caramelización no se

calcularon las energías de activación para glucosa y sacarosa debido

a la gran desviación observada en el gráfico de Arrhenius se puede

observar en la Figura 20 que en ausencia de glicina la dependencia

con la temperatura es significativamente mayor que en presencia

del aminoácido, y esto es atribuible al hecho de que los compues

tos con grupo amino pueden considerarse agentes catalíticos (Sha

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

mayorconcentración de forma acíclica, el efecto catalítico del

///
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ES

ko,unidadesSUV/h

__> C)i
o.)

2,95 3,00 3,05 _1 3,10 3,15 ¡
1/Tx1O3,°K ' . l

Figura 19: Representación de la ecuación de Arrhenius para las so

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

activación para el desarrollo de color en soluciones

glicina tratadas térmicamente (aw = 0,900; pH = 6)

Energia de activación (KJ/mol)

Azúcar Para ko r2 Para k1 r2
I

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

Fructosa 122,4 0,984 ----- ----—

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

///
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aminoácido es menos importante ya que la forma reactiva del azúcar

es más estable de por sí, y por otro lado los intermediarios que

forma en presencia de glicina son menos reactivos, y esto conduce

a un cambio pequeño en la energía de activación cuando se agrega

glicina.
Los valores de energías de activación obtenidos en este

trabajo para los sistemasglucosa-glicina y fructosa-glicina
(107,4 y 122,5 KJ/mol, o sea 26 y 29 Kcal/mol) están en concordan

cia con los valores hallados en literatura para composición y pH
similares.

En la Tabla 5 se muestran los resultados de diversos
autores, junto con las condiciones en las que trabajaron. Se obser

va que todos los valores caen en el rango 85-150 KJ/mol (20-35

Kcal/mol). A su vez, si se compara la energía de activación de es
tos sistemas modelocon la de sistemas reales de alta actividad

de agua, que difieren notablemente en su composición y propiedades,

y aún en otro rango de temperaturas de trabajo, como jugo de man

zana, leche, queso, papas (Labuza y Saltmarch, 1980), se observa

que también caen dentro del mismorango de variación, lo que indi

ca que las reacciones de pardeamiento no enzimático debido a la

reacción de Maillard se pueden caracterizar por una energía de ac
tivación de 85 a 150 KJ/mol (20-35 Kcal/mol), lo cual tiene cier

ta aplicación predictiva.

///
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Este rango de valores también está en concordancia con

el propuesto por Heiss y Eichner (1984), aunque los mismos toman

comolímite superior un valor de 166 KJ/mol (40 Kcal/mol) sin acla

rar la fuente de información ni las condiciones a las que se re
fieren.

4.2.3. Efecto del pH

La Figura 21 ilustra el comportamiento de las constan

tes de velocidad ko y k1 con el pH en el rango de 4-6 para gluco
sa, sacarosa y fructosa. Para glucosa ocurre un aumento muynota

ble de las constantes ko y k1 entre pH = 5 y pH = 6, mientras que
para sacarosa el efecto del pHes distinto al observado para los

otros azúcares (ver también Tabla 6), ya que ko y k1 disminuyen
cuando el pH aumenta de 4 a 6. Este comportamiento será discutido

en la sección que trata sobre hidrólisis de sacarosa.

En la sección 4.1.3. se informó que las velocidades com

parativas de formación de color durante el pardeamiento debido a

reacciones de caramelización de azúcares reductores, guardaba un

paralelismo con la estabilidad estructural de los azúcares (muta
rotación, apertura del anillo hemiacetálico y enolización). Para
los sistemas azúcar-glicina el orden decreciente de reactividad
en cuanto a la formación de color a pH menor que 6 es: xilosa >
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fructosa > glucosa > lactosa > maltosa y a pH 6 el orden es

xilosaT5 glucosa > fructosa > lactosa > maltosa.

Esto sugiere que en el pardeamiento debido a la reacción

de Maillard la velocidad de formación de color no está directamen

te relacionada con la estabilidad estructural del azúcar, lo cual
indica que este no es un paso limitante en el curso de la reacción,

y que hay otros factores que deben tenerse en cuenta.

A pesar de que 1a forma acíclica está en mayor propor

ción para la D-fructosa, y ésta se enoliza a una velocidad mayor

que D-xilosa y D-gluCOSa(Isbell, 1969), no forma aminas disusti

tuídas reactivas comoxilosa o glucosa, y esto explica que las so

luciones glucosa-glicina y xilbsa-glicina desarrollan color más

rápidamente que fructosa-glicina a pH=o.A pHmenores, D-fructosa

es más reactiva que D-glucosa debido a que la primera es fácilmen

te deshidratada a intermediarios que llevan a.bidroximetilfurfu

ral (Kato y col., 1969; Reynolds, 1963).

Tal comose discutió para las reacciones de carameliza

ción para los azúcares reductores, la velocidad de desarrollo de

color disminuye a medida que el pH disminuye; en el caso de saca

rosa, sin embargo, la situación está de algún modocomplicada por

la hidrólisis de la misma, catalizada por ácidos y que lleva a la

formación de fructosa y glucosa. Comose ve en la Figura 21 las

constantes de velocidad para el desarrollo de color en las solu
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cionesqde sacarosa son muydistintas de las observadas para gluco

sa, principalmente a pH 6 y son algo más cercanas a las de fructo
sa.

La Tabla 8 resume los rangos de conStantes de velocidad

halladas por diferentes autores, en comparación con las obtenidas

en este trabajo. Para normalizar los resultados para diferentes
métodos y condiciones de tratamiento, se refirió a los valores de

las constantes a los correspondientes a glucosa, es decir se tomó
el cociente entre la constante de velocidad de un determinado azú

car, y la correspondiente a glucosa, para las mismas condiciones.

Comose observa, se puede establecer el mismo.orden de reactivi

dad en los trabajos citados y en los encontrados en este trabajo,

para un dado pH. A diferencia de lo que ocurre en caramelización,

no todas las velocidades relativas son mayores que 1, debido al

efecto catalïtico del aminoácidoque contrarrestra la alta estabi
lidad de la forma cíclica de la glucosa.

4.2.4. Hidrólisis de sacarosa durante la reacción de Maillard

El análisis de los datos experimentales de las solucio

nes de sacarosa-glicina tratadas a 55°C, de aw 0,90 y a distintos
valores de pH, mostró que la hidrólisis de la sacarosa sigue el

comportamiento indicado por la ecuación (14), es decir que se ajus
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Tabla8

Valorescomparativosdelasconstantesdevelocidaddepardeamientodebidoalareac cióndeMaillard AzúcarrangodepHRangodeT(°C)Rangodekr*ReferenciaRangodekr(Estetrabajo)

6,2-645-650,2-0,91-2-3-40,2-0,3

Fructosa

5-2,245-1002-7,21-4-5-6-7-81,0-2,0

6,2-624-651,2-151-3-4-9-109

-108

xilosa

5,5-245-1202-521-4-11-1210 6,7-645-6510-0,52-3-4-8-140,04-0,2

Sacarosa

5-3,845-1452-3,180,2-2,0

6,2-630-654x10'3-o,83-90,4-1

Maltosa

5,5-445-950,14-0,3130,1-3,0 6,7-624-650,5-O,89-151

Lactosa

5-445-1200,3120,7



Tabla8(continuación)

(1
A
Bobbioycol.,1973

(2
A
Wolfromycol.,1974

(3
A
Spark,1969

(4
A
Haugaardycol.,1951

(5
A
Katoycol;,1969

(6
A
SchwimmeryOlcott,1953

(7
A
Reyesycol.,1982

(8
A
Singhycol.,1948

*kr=velocidadrelativaaglucosa

(9)
(10) (11) (12) (13) (14) (15)

FrankelyKatchalsky,1937 Hashiba,«1976 Motai,1973 Hashiba,1982 Rooneyycol.,1967 Burtonycol.,1963 KatchalskyySharon,1953

-109
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tan a ¿pa cinética de orden uno.
La Figura 22 muestra el efecto del pH sobre las constan

tes de primer orden para la hidrólisis de la sacarosa en las solu

ciones de sacarosa-glicina tratadas a 55°C, y, para comparar se in

cluyen las de las soluciones de sacarosa (sección 4.1.4.) en ausen

cia de glicina. La correlación semilogarítmica entre la constante

de velocidad de primer orden para la hidrólisis de sacarosa y el

pH fue observada por otros autores para distintos tipos de sistemas

y varias condiciones (Vukov, 1965; Bunton y col., 1957; Zhong,

1984), A medida que el pH aumenta, la constante disminuye (catáli

sis ácida).

Sin embargo, la dependencia de la misma con el pH no

puede ser descripta por la ecuación desarrollada por Vukov (1965),
en la cual:

log10 k = 16,91 + log10 WH

Donde:

constante de velocidad para la hidrólisis (h-l)w

concentración inicial de agua (moles de agua/100 g de2

sólido)

T : temperatura absoluta (°K)
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55°C

. o Socoroso-Glicinc
_ o Soccrosc

II-TI

I

10:

4 5 6

Figura 22: Efecto del pH sobre la velocidad de hidrólisis de
sacarosa en presencia y ausencia de glicina‘



Aunque se halló una dependencia lineal de log10 kH vs.
pH, en el presente trabajo los valores experimentales hallados son

cerca de diez veces mayores que los predichos por la ecuación de

Vukov (1965). Esto puede deberse al efecto catalítico que ejerce
el ion cloruro (incorporado en estos sistemas comocloruro de so

dio) sobre la hidrólisis de la sacarosa (Hammety col., 1934), o
al buffer usado.

En la misma Figura 22 se puede observar además que la
hidrólisis de sacarosa se produce más rápidamente en presencia de

glicina, hecho atribuible en parte al consumode los productos de

la reacción de hidrólisis en la reacción de Maillard, por un des

plazamiento del equilibrio, y ademásal efecto catalítico de los

aminoácidos sobre la hidrólisis de la sacarosa (Shallenberger y
Birch, 1975).

En la Figura 23 se muestran dos cromatogramas que ilus

tran el mencionado efecto del pH en dos muestras en las que tiene

lugar la reacción de Maillard.En la muestra de pH = 4 se produjo

un alto grado de hidrólisis en 303 h a 55°C, mientras que a pH = 6

el grado de hidrólisis fue muy bajo en 341 h a 55°C, como puede

deducirse de la intensidad relativa de los picos respectivos.

En la Figura 24 se observan los valores de color (suv)
en función del grado de hidrólisis en las soluciones de sacarosa,

de distintos pH , tratadas a 55°C. Puede observarse que se requiere

un grado de hidrólisis relativamente elevado para que las muestras

///
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‘ tidas a tratamiento térmico a 55°C

a: pH = 4; tiempo de tratamiento = 303 h

b: pH = 6; tiempo de tratamiento = 341 h
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de pHeï4 desarrollen soluciones coloreadas; al aumentar el pH el

grado de hidrólisis que da el mismocolor se reduce. Por ejemplo,

para el tiempo en que una solución sacarosa-glicina de pH = 6 ca

lentada a 55°C alcanza un suv = 0,3 (coloración amarillo-parda),
sólo ocurre un 10%de la hidrólisis de sacarosa. Sin embargo, si la

muestra es calentada a pH= 4, la hidrólisis de la sacarosa aumenta

hasta un 48%para el tiempo en que la función de color (Suv) alcan
za el mismovalor. La presencia de glicina marca una diferencia con

respecto al pardeamiento de soluciones tratadas térmicamente en au

sencia de aminoácidos. Comose vio en 1a sección 4.1.4., las solu

ciones de sacarosa calentadas a pH = 4 estaban sólo débilmente co

loreadas a pesar del alto grado de hidrólisis.

El grado de hidrólisis que experimenta un azúcar duran

te el procesamiento depende de la acidez del medio, la forma anomé

rica y la posición de los enlaces interglicosídicos, la forma cí
clica de las unidades de azúcares y el grado de uniones puente de

hidrógeno entre las moléculas (suponiendo que las hidrolasas están

inactivadas). En general, los compuestos con enlace B-Dson menos

susceptibles a hidrólisis que los a-D y los enlaces a(l-6)-D más

estables que los enlaces a(1-4), a(1—3)o a(1-2). La forma pirano

sa de las unidades glicosídicas es más estable que la forma furano

sa, la cual es muyfácilmente hidrolizable.

Por todo lo expuesto, el enlace s-D fructofuranosil de

///
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la sacarosa es lábil bajo condiciones ácidas moderadas a bajas tem

peraturas e incluso a bajos contenidos de humedad (Hodge y Osman,

1976). Y, por otro lado, las hidrólisis de lactosa (enlace B(1-4)

D-galactopiranosil) o maltosa con enlace (a(1-4) D-glucopiranosil),

no se ha considerado debido a que dichas reacciones ocurren a ve

locidades muybajas (cerca de mil veces menores que la hidrólisis

de sacarosa) (Overend, 1952).

4.3. Comparaciónentre la cinética de la reacción de Maillard y la
de caramelización

Cuando una solución de azúcar y aminoácido se somete a

tratamiento térmico o a un almacenamiento prolongado, el pardeamien

to resultante es debido a la contribución de dos reacciones, la de

caramelización y la de Maillard. Por esta razón es interesante vi

sualizar, por lo menosestimativamente, la contribución de cada

reacción para los diferentes azúcares y en las distintas condicio
nes de tratamiento.

Esto se muestran en las Figuras 25L 26 1427, en las que

se compara la curva de desarrollo de color en soluciones de fruc

tosa, glucosa y sacarosa tratadas a 55°C, solas o en presencia de

glicina. Puede verse que 1a contribución relativa de la carameli

zación al pardeamiento total depende del tipo de azúcar, del pH

///
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y de laïtemperatura; para todos los azúcares esta contribución es
más importante a pH = 6 que a pH = 4. Sobre todo, la caramelización

parece contribuir notablemente al pardeamiento en las soluciones

de fructosa-glicina o sacarosa-glicina de pH = 6. Sin embargo, en

el caso de los sistemas compuestos por glucosa y glicina, la cara

melización puede despreciarse como un mecanismo que produzca un

pardeamiento significativo a todos los pH estudiados, y lo mismo

sucede con las soluciones de sacarosa-glicina de pH = 5.

Este resultado es similar al obtenido por Resnik (1982) a

90°C que observó que la reacción de caramelización se hace prepon

derante a medida que aumenta el pH, y a partir de pH:6. A pH in

feriores domina la reacción de Maillard cuando el sistema es gluco

sa (0,04M)-alanina (0,04M).

En la sección 4.2.2. se discutió que la dependencia con la

temperatura para el pardeamiento de las soluciones de sacarosa o

glucosa tratadas térmicamente en ausencia de aminoácidos es mayor

que la de los sistemas que contienen glicina, y de esta forma se

espera que a temperaturas mayores, la contribución relativa de la
caramelización esté acentuada.

En la Tabla 9 está representado el aumento de la constan

te de velocidad de formación de color,para las soluciones que con

tienen glicina respecto de los correspondientes sistemas en los

que la formación de color es debida a reacciones de caramelización.

///
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Tabla 9

Aumentode la constante de velocidad de formación de color por el

agregado de glicina (kMaillard/kcaramelización)

Azúcar pH T(°C) kOM/koC klM/k1C

Glucosa 4 55 48 26

? 55 98 33
6 55 20 2

6 45 441 19

6 65 8 '6

xilosa 5 55 52 -

6 55 58 -

Fructosa 4 55 5

5 55 2 -—

6 55 2 -

6 45 1 -

6 50 2 -

6 65 2 -

Sacarosa 4 55 6 9

5 55 1 5

6 55 1 3

///



Tabla QT(continuación)

Sacarosa 6

6

Maltosa 5

6

Lactosa 5

45

65

55

55

55

55

16

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

acíclica es pequeña (por lo que la caramelización está menos favo

recida) y el efecto catalítico de la condensación con un aminoáci

dos es grande debido a los intermediarios reactivos que se forman,

y por lo tanto la velocidad de reacción se ve notablemente incre

mentada por el agregado de un aminoácido.

Fructosa, por otro lado tiene mayor proporción de forma

acïclica y no forma aminas sustituidas tan reactivas, por lo tanto
el agregado de un aminoácido no produce un aumento tan notable en

la velocidad de formación de color, comoen el caso de las aldosas.

Para los disacáridos reductores el efecto acelerador de

la glicina es mayorque para fructosa, pero no es tan importante
comoen el caso de las aldosas.

Para las muestras que contienen sacarosa, el efecto del

agregado de glicina es en general de poco peso (comparado con las

aldosas o aún con los disacáridos reductores), pero la interpreta
ción no es tan directa debido a que, por un lado el aminoácido fa

vorece la hidrólisis, pero por otro existe un efecto del cambiode

pHsobre la velocidad de hidrólisis, y una influencia diferente
del agregado de glicina sobre cada uno de los productos de hidróli
sis.

En las Figuras 28 X 29 están representadas las constantes

de velocidad (ko) para la reacción de pardeamiento junto con las

///
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corresppndientes a la hidrólisis de sacarosa, en los sistemas que
no contenían aminoácido, y en los que contenían glicina, respecti

vamente estos resultados son similares a los obtenidos al comparar

las kH con las constantes de pardeamiento k1. se puede observar que
en ausencia de glicina (Figura 28) ambas reacciones no se dan para

lelamente; y que el efecto de disminuir el pHhasta 4 tiene una

gran influencia inhibitoria sobre el pardeamiento, teniendo en cuen

ta la alta velocidad de hidrólisis. En cambio, en presencia de gli

cina (Figura 29) el pardeamiento procede en forma bastante parale
la a la hidrólisis de la sacarosa.

Estas observaciones pueden explicar lo visto anteriormen

te en las Figuras 14 1 24 (secciones 4.1.4. y 4.2.4.), en las que
se representaba la saturación en función del grado de hidrólisis

de sacarosa. En ausencia de glicina (Figura 14) a pH = 4 a un ele

vado grado de hidrólisis correspondía poco pardeamiento, y a pH=6,

se daba la situación inversa: a una muestra muypardeada corresponv

día un bajo grado de hidrólisis. En presencia de glicina (Figura

gg), se cumple a todos los pH que a un alto grado de hidrólisis
corresponde un color oscuro, lo que es reflejo del paralelismo en

tre ambas reacciones observado en la Figura 29.

De estas observaciones se puede concluir que en ausencia

de aminoácidos el hecho de reducir el pH es más efectivo para dis"

minuir la velocidad de pardeamiento, que en presencia de glicina.

///
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Esto seïpuede comprobar tomandola relación entre las constantes
de velocidad de pardeamiento de los productos de hidrólisis para

pH 6 y 4 para ambos casos (con y sin glicina). En la Tabla 10 se

observan los resultados obtenidos.

En ausencia de glicina la constante de velocidad para

fructosa disminuye 5 veces cuando el pH disminuye de 6 a 4 y en

presencia de glicina disminuye sólo a la mitad, y para glucosa, en
ausencia de aminoácidos ocurre una disminución de 26 veces al dis

minuir el pH de 6 a 4, mientras que en presencia de glicina la cons

tante k0 disminuye 11 veces para la misma disminución de pH (el mis

moanálisis puede hacerse con la constante k1).

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

Para describir la cinética del desarrollo de color se uti

lizó el modelo cinético de orden mixto, cuya expresión aritmética
es la ecuación (8).

La Figura 30 compara el pardeamiento observado y el predi

cho en soluciones de glicina o péptidos (diglicina y triglicina)

con glucosa, tratadas a 55°C y pH = 5.

Se observa que la ecuación (8) describe bien la formación

de color en los sistemas que contienen glucosa y péptidos de gli

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

Efecto de la disminución de pH sobre la velocidad de pardeamiento

no enzimático para los sistemas que contenían glucosa y fructosa

Fructosa 'Glucosa

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

ko pH=4 ko pH=4 k1 pH=4

CON GLICINA 2 11 7,7

SIN GLICINA 5 26 91
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tidos es mayor que la del aminoácido (glicina) a la misma concen
tración molar. En estas condiciones el orden de creciente de par

deamientoes: triglicina > diglicina > glicina.

En la Tabla 11 se muestran las constantes ko y k1 obteni
das con la ecuación (8) tal comose hizo anteriormente junto con

el orden n hallado con la ecuación (l) y la desviación standard

porcentual relativa (DR) (ecuación (10)). Los órdenes de reacción
n hallados para la reacción de pardeamiento en presencia de pépti

dos son similares a los obtenidos en presencia de glicina (Tabla 6),

y las constantes de velocidad ko y k1 son del mismoorden que las
correspondientes a la reacción con glicina. Los valores pequeños de

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

que predice la ecuación empleada y los obtenidos experimentalmente.

4.4.1. Efecto de la temperatura

La Figura 31 muestra que las constantes de velocidad ko y

k1 para las soluciones que contienen péptidos se pueden ajustar a
la ecuación de Arrhenius (ecuación (13)). Por análisis de regresión

lineal de estos datos se obtuvieron las energías de activación y
los resultados se observan en la Tabla 12. Los valores de energía

de activación para las constantes k0 para diglicina y triglicina
son similares (aunque algo mayores) a las halladas para glicina.

///
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Tabla 11

Constantes de velocidad (ecuación (8)) y orden de reacción (obteni

do por integración de la ecuación (1)) para el desarrollo de color

en soluciones glucosa-péptidos sometidas a tratamiento térmico

(aw= 0,90)

, . 2 2
Peptldos pH T(°C) n ko 10 k1 10 DR

. -1
(unld. Suv/h) (h ) %

Diglicina 2,85 55 0,58 0,51 1,8 3,4

4 55 0,48 0,49 2,8 2,1

5 55 0,56 2,0 12 5,0

6 55 0,47 3,2 18 3,3

6 45 0,46 1,17 8,1 4,4

6 65 0,64 17 43 4,4

7,75 55 0,51 3,4 18 0,6

Triglicina 2,85 55 0,58 0,63 2,0 3,2

4 55 0,55 0,66 2,5 1,6

5 55 0,48 2,1 14 2,5

6 55 0,48 2,7 20 7,2

6 45 0,38 0,64 12,6 1,2

6 65 0,64 12 51 3,2
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Tabla 12

Energías de activación para el desarrollo de color en la reacción

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

Ea(a)(KJ/mol) r2 Ea(b)(KJ/mol) r2

Glicina 107,5 0,980 135,7 0,993

Diglicina 120,9 0,975 74,9 0,998

Triglicina 130,5 0,999 62,8 0,979

r = coeficiente de correlación para 1a relación de Arrhenius

(a) Energías de activación para las constantes-w}:o

(b) Energías de activación para las constantes kl

///
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Sin emoargo, las energías de activación obtenidas con las constan

tes k1 son significativamente menores para los péptidos. El hecho

de que para ko se obtengan energías de activación mayores para los

péptidos que para glicina y que para las constantes k1 ocurra lo
contrario, hace que sea difícil predecir qué tipo de compuesto (ami

noácido o péptido) mostrará una dependencia mayor con la tempera

tura de acuerdo únicamente con este parámetro. En las Figuras 32 y

_; se grafican las curvas de desarrollo de color en función del
tiempo de tratamiento a 45°C y 65°C para los sistemas que contenían

glicina(Figura 32) y péptidos (Figura 33). Se puede ver que las cur

vas de ambas temperaturas presentan mayor separación para el siste

ma glicina que en los que contienen péptidos, lo que indicarïa que

el sistema con aminoácido es más dependiente de la temperatura que

los que contienen péptidos.

4.4.2. Efecto del pH

La Figura 34 muestra la dependencia de las constantes

ko y k1 con el pH, para los péptidos y para glicina. A pH por deba
jo de 6, las-constantes de velocidad para el pardeamiento de
las soluciones de péptidos son mayores que las de glicina. A pH

cercano a 7 se observa lo contrario: las constantes de velocidad

para el pardeamiento de péptidos son menores que aquellas de las

///
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soluciones de glicina.

Generalmente se aceptó que el orden de velocidad de par

deamiento en los amino-compuestos era aminoácido > péptido > pro

teína (Chuyen y col., 1973). Sin embargo, Motai (1973) observó que

en general, a pH = 5 los péptidos causaban mayor pardeamiento que

los aminoácidos. Los aminoácidos y péptidos reaccionan con los

compuestos carbonïlicos en su forma aniónica (Chuyeny col., 1973;

Reynolds, 1969?.
Cuando un aminoácido o péptido se disuelve en agua, se

establecen los siguientes equilibrios:

__.> + +NH - c - coo" + H
. 3

K1 R

+ HNH - c - COOH
3 R

+ H - x
NH3 - c —coo i:_l_ NH2

R K

- g - coo' + H+
R

Predominará una u otra especie de acuerdo con los valo

res de K1 y K2, y además de acuerdo con el pH del medio.

En la Tabla 13 se muestran los valores de pKl (-log K1)

y pK2 (-log K2) de glicina, diglicina y triglicina, así comotam
bién el valor de pH del punto isoeléctrico (pHi) que corresponde

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

///
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7 Tabla 13

Valores de pKl, pK2 y pHi para glicina y sus péptidos (Lehninger,
1972)

PKl pK2 PHi

Glicina 2,34 9,6 5,97

Diglicina 3,06 8,13 5,59

Triglicina 3,26 7,91 5,58
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se desplaza en un campoeléctrico (El pHi puede calcularse a partir

de los valores de pK1 y pK2: pHi = 35(pK1+ pK2)) (Lehninger, 1972)).
A valores de pHpor debajo del punto isoeléctrico, los

amino compuestos que tengan menor valor de pK2 tendrán mayor con
centración de especies reactivas y promoverán más pardeamiento y

por lo tanto el orden de reactividad sería coincidente con el obte

nido para la velocidad de pardeamiento.al comparar glicina con los

péptidos a pH menor que 6 (Figura 34).

Conociendo los valores de Kl y K2 para los equilibrios
citados, se puede hallar el valor de la concentración de 1a especie

aniónica (que es la reactiva en la etapa inicial) a un determinado

pH, mediante el siguiente razonamiento:

Si se esquematiza a los equilibrios

AH2 x.__-_ AH + H
K1

+ .___> — +
-AH T__ A + H

K 2

t i _
c= [AHZ] + [AH]+ [A]

donde C es la concentración molar del compuesto aminoácido o pépti

do que se incorporó a la solución.

///
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+ — +

A-H = [A 1 [H 1

' [A-H] 2

= [A'] [H+]
+

[A'J [H+]2 + = [A‘J [H+]2
+

[A H2]

Reemplazando

= A’[H+12 + [A’J [H+]

K1.K2 K2

+ A

de donde:

[A']

La Figura 35 muestra que si se tiene en cuenta 1a concen

tración de la forma iónica [A-], que comose dijo juega un papel

muyimportante en los primeros pasos de la reacción, la relación

kO/[A_] disminuye al aumentar el número de unidades de glicina.

Para la relación kl/[A-1 se obtiene el mismotipo de gráfico.
Este efecto fue verificado experimentalmente llevando a

///
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cabo experimentos a una concentración aniónica constante, [A-J =

1,67x10-5M. Los datos figuran en la Tabla 14.

La Figura 36 muestra que a igual concentración aniónica

del péptido o glicina a pH = 5 o a pH = 6 la constante de velocidad

ko decrece al aumentar el número de unidades de glicina. Esto puede

atribuirse al tamañode la molécula. Para las constantes k1 se ve
rifica el mismoefecto (Ver Tabla 14).

Por,otra parte, algunos autores han informado que duran

te la reacción de péptidos con compuestos carbonïlicos, ocurre una

ruptura del enlace peptídico a través de una reacción iónica (Chu

yen y col., 1973), llevando a la liberación de aminoácidos (Hashi

ba, 1975).

Es de hacer notar que a semejanza de un grupo amido

simple, el enlace peptídico muestra un elevado grado de estabili

zación por resonancia, y por lo tanto es difícil que se produzca

la ruptura del enlace peptïdico en condiciones moderadas (Lehnin

ger, 1972). Hashiba (1975) observó que cuando una solución que

contenía diglicina (a pH = 5) se conservaba a 50°C por 1 mes, no

se detectaba después de ese tiempo ningún otro compuesto aparte

del péptido, y sólo ocurría la degradación después de tres meses.

Pero si agregaba glucosa a la solución, en dos semanas a 37°C

se producía la liberación de glicina (detectada por medio de
un analizador de aminoácidos) por la ruptura del enlace peptí

///
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Tabla 14

Constantes de velocidad (según ecuación (8)) para el desarrollo de
color en soluciones de glucosaglicina o glucosa-péptidos, de con

5centración aniónica del amino-compuesto = 1,67x10- Men todos los

sistemas (T = 55°C; aw = 0,90)

2 2
Compuesto pH koxlo k1x10

I

'Glicina 5 6,57 30,6

6 2,95 13,8

Diglicina 5 1,42 13,9

6 0,54 11,7

Triglicina 5 0,97 12,0

6 0,20 11,7

///
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dico durante la reacción de pardeamiento.

La Figura 37 muestra una cromatografía en placa delgada

de algunas de las muestras analizadas. Los péptidos tienen un Rf
menorque el de glicina, pero a medida que se desarrolla el pardea

miento en las soluciones de glicina y triglicina, aparece un pro

ducto de Rf más cercano al de glicina, lo que sugiere que existiría
una ruptura del enlace peptídico. Esto ocurre tanto a pH=4comoa

7,75.

Para pH por encima del punto isoeléctrico del amino

compuesto, la concentración de la forma aniónica no es un factor

limitante, pero la forma salina (protonada) del mismo, que es re

querida en una etapa posterior de la reacción (Reynolds, 1969),

puede convertirse en el factor limitante. Esto solapa el efecto de

la ruptura del enlace peptídico que tiene lugar aún a estos pH

En síntesis, a pH por debajo del punto isoeléctrico los

péptidos desarrollan mayor velocidad de pardeamiento que el amino

ácido porque:

a) Tienen mayor concentración de forma aniónica (a un dado pH) de

bido a que tienen menor pK2.
b) La escisión del enlace peptídico aumentaría la concentración de

grupos reactivos.

Y a pH por encima del punto isoeléctrico el aminoácido

///
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Figura 37: Cromatogramaen placa delgada de soluciones de glucosa
glicina, glucosa-diglicina y glucosa-triglicina, bajo
distintas condiciones

v(l) Glucosa-glicina a tiempo = 0 (pH = 4,0)
(2) Glucosa-glicina tratada a 55°C (pH = 4,0)
(3) Glucosa-diglicina a tiempo = O (pH = 4,0)
(4) Glucosa-diglicina tratada a 55°C (pH = 4,0)
(5) Glucosa-diglicina tratada a 55°C (pH = 7,75)
(6) Glucosa-triglicina a tiempo = O (pH = 4,0)
(7) Glacosa-triglicina tratada a 55°C (pH= 4,0)
(8) Glucosa-triglicina tratada a 55°C (pH= 7,75)
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desarrolla mayor velocidad de pardeamiento porque:

a) La concentración de forma aniónica ya no es un factor limitante

y sí lo es la concentración de forma salina, que es mayor para

glicina, que tiene mayor K1.
b) Probablemente hay un efecto del tamaño de la molécula que se su

maal efecto anterior.

Ambpsefectos solaparïan el hecho de que a pH por enci
madel punto isoeléctrico también se produce ruptura del enlace

peptídico.

El efecto probable del tamaño de la molécula se pone de

manifiesto al trabajar a pHconstante y a concentración aniónica

constante, con lo cual se observa que al aumentar el tamaño de la

molécula disminuye la velocidad de pardeamiento.

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

glucosa-glicina

Los sorbatos tienen una participación importante en el de
sarrollo de alimentos estables de humedadalta o intermedia. La ac

tividad acuosa de estos alimentos es lo suficientemente baja como

para controlar el crecimiento bacteriano, pero no el de hongos y

levaduras, por lo tanto el sorbato se usa comoun agente antimicó
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tico muyefectivo (Enicksson, 1982). Se lo utiliza en una gran va

riedad de alimentos (quesos, vinos, jugos de fruta, mayonesa), en

concentraciones de 0,02 a 0,3% de sorbato de potasio (Sofos y Bus

ta, 1981).

Algunas publicaciones recientes, sugirieron que el ácido

sórbico podría participar en las reacciones de pardeamiento no en

zimático (Seowy Cheah, 1985; Vidyasagar y Arya, 1984), por lo tan

to se encaró el estudio del efecto del agregado de sorbato de po

tasio sobre la velocidad de pardeamiento de soluciones de glucosa

glicina tratadas a 55°Cen el.rango de altas aw.
El ácido sórbico (trans-trans-2-4 hexadienoico) y su sal

de potasio son las formas más utilizadas de los compuestos que re

ciben colectivamente el nombrede sorbatos. La baja solubilidad

en agua es una desventaja del ácido sórbico. A 25°C la solubilidad

del ácido en agua es 0,16% y la del sorbato denpotasio es mayor

del 50%, de ahí la mayor aplicabilidad de este último compuesto

(Sofos y Busta, 1981).

A pesar de que la forma disociada (aniónica) del ácido

sórbico presenta efecto antimicrobiano, (Eklund, 1983), la concen

tración de la forma no disociada es la que tiene mayor actividad

inhibitoria (un orden mayor), y ésta depende fuertemente del pH.

El ácido sórbico es más efectivo a valores de pH próximos a su cons

tante de disociación (pKa), que es 4,75, y por lo tanto tiene mayor
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actividad en alimentos de bajos pH , y el pH-máximoen que puede

actuar es alrededor de 6,0-6,5 (Sofos y Busta, 1981).

Las concentraciones de sorbato de potasio empleadas en es

te trabajo oscilaron entre 0,1 y 0,3% (p/vol), que corresponde a
2 y 8,2x10-2%, respectivamente, de la forma no disociada2,74x10'

del ácido, calculada a través de su constante de disociación, para

pH = 5,0.

La Figura 38 muestra el efecto de la adición de diferenú

tes cantidades de sorbato de potasio sobre el desarrollo de color

en muestras de glucosa-glicina de pH = 5 tratadas a 55°C. El agre

gado de sorbato de potasio aumenta la velocidad de desarrollo de

color y este efecto es particularmente importante en el nivel de

0,3% (p/v) de sorbato de potasio, que es cercano al límite superior

de las concentraciones típicamente usadas en alimentos.
Se les dio el mismotratamiento térmico a muestras del

mismopH que contenían sólo 0,3% de sorbato de potasio (sin gluco

sa ni glicina) pero no se observó pardeamiento luego de 500 h de
calentamiento.

Sin embargo, si se agregaban glucosa o glicina (separada

mente) se detectaba pardeamiento (Figura 38) pero sólo después de

tiempos relativamente prolongados. El efecto acelerador del sorba

to sobre la caramelización de glucosa podría explicarse por el efec
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to catalïtico que producen ciertos aniones en las reacciones de

caramelización (Saunders y Jervis, 1966).

Por ser un ácido diinsaturado, el ácido sórbico puede de

gradarse por autooxidación para dar compuestos carbonílicos, como

malonaldehído, que puede entrar en la reacción de Maillard (Arya,

1980; Seow y Cheah, 1985).

La determinación cuantitativa de ácido sórbico en siste

mas modelo glucosa-glicina tratados a 55°C durante 140 h reveló

que habían ocurrido importantes pérdidas.

Las muestras que contenían 0,3 y 0,1% de sorbato inicial

mente, perdieron 47 y 35%de su contenido en ácido sórbico, respec

tivamente, lo que indica que paralelamente al desarrollo del color

ocurre una notoria degradación de ácido sórbico, por lo que puede

hacerse inefectivo a medida que progresa el tiempo de almacenamien
to.

De acuerdo con el esquema de la reacción de Maillard, el

efecto acelerador del sorbato sobre la reacción de pardeamiento

de glucosa-glicina, puede deberse a la formación de compuestos car

bonílicos que reaccionan con grupos amino. Sin embargo, esto no es

suficiente para explicar el fuerte efecto acelerador del sorbato

de potasio. Comose muestra en la Figura 38, la moderada intensi

dad de pardeamiento que se desarrolla en las soluciones de sorba

to-glicina no justifica el efecto observado cuando el sorbato se
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calienta junto con glucosa y glicina (muynotorio en la concentra

ción de 0,3% de sorbato de potasio), lo que hace suponer un efec
to acelerador intrínseco.
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5. CONCLUSIONES

A partir del estudio cinético del pardeamiento (seguido por

el aumento de saturación métrica (Suv) en sistemas líquidos de

aw = 0,90 y bajo distintas condiciones de almacenamiento, en los
que la formación de color se produjo a causa de dos tipos de reac

ciones complejas (caramelización y Maillard), se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

- En la mayoría de los casos los datos experimentales se ajustaron

a un modelo cinético de orden mixto, en el que se consideraron

las contribuciones independientes de órdenes 0 y 1, y por lo tan

to se obtuvieron dos constantes de velocidad para cada una de

estas curvas. En los casos restantes se aplicó satisfactoriamen
te un modelo más sencillo de orden cero.

- Las soluciones de azúcares diluidos (5-10%) tratados a tempera

turas que corresponden a condiciones de almacenamiento acelera

do (45-65°C) se pardean significativamente, aún en ausencia de

aminoácidos u otros portadores de grupos amino.

En esas condiciones, fructosa y xilosa se pardean muchomás rá

pidamente que maltosa, glucosa o lactosa. Estas observaciones

sugieren que la velocidaide desarrollo de color en estos siste
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masestá relacionada con la estabilidad estructural relativa de

los azúcares, ya que la velocidad de las primeras etapas (muta

rrotación, apertura del anillo hemiacetálico y enolización) son
proporcionales a la velocidad con que se desarrolla el color.

Sin embargo, para los sistemas azúcar-glicina la velocidad de
formación de color no está directamente relacionada con la esta

bilidad estructural de los azúcares. Esto se debe a que los int

termediarios reactivos que forman las aldosas alteran la secuen

cia de reacción acelerando mucholas primeras etapas, y esto de

termina su alta velocidad de pardeamiento. A pH menor que 5

la velocidad de formación de color es mayor para la fructosa que

para la glucosa, probablemente debido a que está favorecida la

formaciónde 5-hidroximetilfurfural a partir de la primera.

La disminución de pH inhibe fuertemente el pardeamiento de azúca

res reductores, tanto el debido a reacciones de caramelización,

comoel producido durante la reacción de Maillard, ya que
la transformación del azúcar de la forma cíclica a la abierta

(que es la reactiva) se incrementa a medida que aumenta el pH.

El grado de disminución de la velocidad de pardeamiento al decre

cer el pH fue mayor para las reacciones de caramelización.
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- Durante ambostipos de reacciones de pardeamiento estudiadas, se
produáo la hidrólisis de sacarosa, que en los dos casos siguió
una cinética de orden uno. Las constantes de hidrólisis aumentan

a medida que el pH disminuye de 6 a 4, y por eso en los sistemas

que contienen sacarosa la reducción de pH tiene dos efectos su

perpueStos: la generación de fructosa por hidrólisis facilita el
desarrollo de color pero al mismotiempo la disminución de pH

inhibe fuertemente el pardeamiento.

- Comolas reacciones que conducen a pardeamiento no enzimático re

quieren la presencia de grupos carbonilo libres en los azúcares,

se considera que en ciertos casos es posible prevenir el pardea

miento de productos alimenticios usando sacarosa, en vez de azú

cares reductores, siempre que las condiciones no favorezcan la

inversión en el producto durante su almacenamiento (Hodge y Osman,

1976; Braverman, 1969). Según los resultados obtenidos en el pre

sente trabajo, en ausencia de aminoácidos la sacarosa se muestra

menos reactiva que el resto de los azúcares a partir de pH 6 en

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

—A pH menor. que 6 en ausencia de aminoácidos y menor que 4,5

en presencia de glicina, de los azúcares analizados la glucosa

fue el que mostró menor velocidad de formación de color.
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- En los sistemas que contenían glicina la velocidad de hidrólisis

de sacarosa fue mayor, probablemente debido al consumo de los

productos de esta reacción en la reacción de Maillard y al efec
to intrínseco del aminoácidosobre la hidrólisis.

La temperatura tiene un efecto muymarcado en ambos tipos de par

deamiento estudiados, pero es más notorio aún en las reacciones

de caramelización, debido a que los amino-compuestos pueden con

siderarse agentes catalïticos, por estabilizar la formareactiva
del azúcar. En el caso de fructosa esta acción catalítica es me

nos notoria (porque este azúcar de por sí tiene mayor concentra

ción de forma reactiva (lo que favorece su caramelización), y

además porque sus intermediarios aminados no son tan reactivos

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

en la energía de activación cuando se agrega glicina.

En el caso de las soluciones glucosa-péptidos las energías de ac

tivación para las constantes ko fueron similares, aunque algo
mayores que las correspondientes a glicina, pero para las cons

tantes k1 fueron significativamente menores para los péptidos,
sin embargo, pudo establecerse que la velocidad de desarrollo

de color para el sistema glucosa-glicina fue algo más dependien

te de la temperatura que los sistemas glucosa-péptidos.
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- La coptribución relativa de la caramelización al pardeamiento to
tal en las soluciones azúcar-glicina depende del tipo de azúcar,
del pHy de la temperatura. Para todos los azúcares esta contri

bución es mayor a pH = 6 que a pH = 4. Es importante sobre todo

en las soluciones fructosa-glicina y también en las de sacarosa

glicinaÏ pero puede despreciarse en el caso de las soluciones

glucosa-glicina.
A temperaturas elevadas la contribución relativa de la carameli

zación está acentuada debido a que la dependencia con la tempe

ratura es mayorpara las soluciones de azúcares solos.

- En el caso del pardeamiento de las soluciones glucosa-péptidos,

comparadocon el de las soluciones glucosa-glicina,juegan un pa

pel muyimportante las constantes de disociación de los amino

compuestosque determinan la concentración de"especie reactiva

(aniónica). A pH. menor que el punto isoeléctrico (que es cer

cano a seis tanto para el aminoácido comopara los péptidos) las

constantes de velocidad ko y k1 para el pardeamiento de péptidos
son mayores que las correspondientes a glicina y a pH mayor

que 6 se observa el efecto opuesto. Por lo tanto, a los pH más

normalmente hallados en alimentos (> 6), se podría decir que los

péptidos son más reactivos que el aminoácido.
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- A concentración de forma aniónica constante y pH constante las

constantes de velocidad disminuyen al aumentar el número de uni

dades de glicina de la cadena peptídica, probablemente debido al

efecto del tamaño de la molécula. Otro factor que influye en la

mayor reactividad de los péptidos con respecto a glicina es la

generación de grupos reactivos por la ruptura del enlace peptí

dico que ocurre durante el pardeamiento, como se determinó por

cromatografía en capa delgada, lo que ocurre tanto a pH = 4 co?

mo a pH = 7,75.

- La adición de sorbato de potasio aumenta la velocidad de forma

ción de color en el sistema glucosa-glicina, probablemente debi

do a 1a formación de compuestos carbonïlicos, por degradación

del ácido sórbico, que reaccionan con grupos amino.

Este efecto acelerante es particularmente importante en el nivel

de 0,3% de sorbato de potasio (que es cercano al nivel máximo de

incorporación permitido en alimentos). Paralelamente a la forma

ción de color hay importantes pérdidas de ácido sórbico (debidas

a su degradación), que podrían determinar su inefectividad como

agente antimicrobiano a largos tiempos de almacenamiento.

La tendencia al pardeamiento es uno de los muchos aspectos

a tener en cuenta en la selección del azúcar empleado en la formu
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lación de un alimento (ademásde otros comodulzura relativa, sa

bor específico, solubilidad, densidad de los jarabes, etc.). La ca
lidad del producto final dependerá también en forma significativa

de otras variables, comoacidez del medio, a presencia de otroswl

componentes y temperaturas y tiempos a los que deba estar sometido.

Las resultados hallados permiten establecer ciertas pautas

para seleccionar las condiciones operativas durante la formulación,

procesamiento y almacenamiento de alimentos de altas actividades

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

QQQK
Dr. Jorge Chirife Lic. María del Pilar Buera
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7L.9u
7¿.2n
09.2n
79.42
65.7l
61.94
60.5d
SA.On
55.56
¿6.26
58.54

-185

87.25
HH.52
h7.55
¿7.5!
30.1“
85.93
¡46.115
36.27
¡5.94
hZ.A0
51.51

86.09
55.21
00.13,:
52.45
61.91
31.52
¡8.62
72.k1
71.50
63.7L
53.6h

¿7.59
37.51
87.45
86.¿9
H6.5¡
Bo.l9
85.36
79.30
75.55
72.61

38.71
87.82
86.21
50.5“
77,39
77.0fl
72.21
75.2t
00.10
05.80
02.22
59.h5
56.52
¿7.39
55.6]

9A.17
05,0!
92.3W
06.21
9i).llí)
H7.?¿
45.2“
85.20
{9.9Ú
75.56
04.77

99.71
51.74
99.05
75.”5
7€.u7
70.87
09.95
52.95
k9.60
¿6.06

.23.SU

97.uh
94.52
96.25
95.10
92.0?
92.00
76.6!
01.46
56.50
5".03

03.53
92.2L
93.3"
¡2.47
hk.3k
65.52
51.06
56.90
5°.ó1
57.75
55.6L
28.i5
22.1J
16.n¿
5.92

aUV

“.01'“)
fl,fl¿h?
“.05Ha
“.01n2
“¿uma
Ú.flo|n
u,u693
|I.{lh2nl
u.153H
“,11n9
“.PAIS

0,41Ufl
u.ü?52
“¡"297
H.11u?
U.|L7i
0.1573
u.2usa
0,4226
|I.Lhzll
n.¿°jü
n.kk34

II.Ü10II“JH”;
0.0568
0.fl074
0,h503
0.055!)
".21fll
0.5026
0,6flhd
U.k02h

u,n1nn
n_nu57
0.03au
0.1huh
0.2¿21
0,29H3
0,6342
n,2965
“.562!
0.522n
0.5Ll9
“.72n5
n.n5¡1
",9010
0,000”
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Corridas No. 23, 2k, 25, 26 LACTUSA

23 tiempo (h)
0.0!)

¡"-5 197.63
1.550.; 295.29

325.29
hu1.9|
633.15
799.25

1017.50
1158.50
1293.30
4‘28.&"

y 1547.30
1939.3
2325,nu

2k
0.01

"ha pou.25
r.g5qc 050.06

79u.>0
866.50

115()_|'.()
151?.50
1774.00
2155.73

# 2205.75
¿“89.75
2915.00
3410.00
3755.00
621k.00

25

“¿la 0.10
T.55°t

fio.fi0
167.50
216.U0
2h0.?8

x
57.35
ao.78
66.47
55.31
55.57

65.33

67.19
87.20
87.05
67.00
86.95

85.19
85.70
31.56
79.24
78.05
72.55
69.15
53.76
65.30
¿4.61

Y

39.77
89.31
39.00
38.50
80.13
86."!3
65.66
85.11
E|.52
80.45
60.45
78.60
70.?9
66.05

¿9.18
.“¡a

59 . UU
65.?!
au.11
67.08
61.0)

5.32
02.35
80.65
hU . 35)
7L . ¡99
69.51
63.15
65.13

39.ao
89.1o
39.04
88.93
88.90
88.33
87.67
56.38
H2.HS
81.5“
81.1o
75.19
71.77
55.90
¿4.53
43.07

i02.ó1
lfi?.\'H)
102.00
99.35
9d.bfl
9L.¿9
v1.34
85.21
?7.27
75.61
73.aó
60.11
47.55
«3.3L
39.68

10L.6?
105.60
102.91
102.!7
102.15
03.55
95.25
92"”
85.59
80.25
75.F7
5H.52
53.35
22.29
14.33
11.91

10a.fi8
90.16
¡9.16
64.01

uv
D.L0Ju
0.u172
0.6203
0.0440
0.ü55/
0.402?
0.115%
0.1670
0.?u97
0.2693
J.269a
u.527/
¡'I.Sl'li‘Ó
3.5559

U.fihun
0.90}?
0.I:l36
u.u2k1
0.02L2
0.060)
0.0755
0.1Lnn
(1.2099
0.2116
0.2598
0.3007
0.4907
0.55/0)
0.5909

0.0000
0.0130
0.0177
0.0159
0.01hh
0.0554
0.0317
0.0979
0.1A56
0.1902
0.2665
0.6129
0.6525
0.5810
1.0500
1.0988

0.0000
0,1135
0.2143
0.3366
0.L5I6
0.5579
0,6390
0.8723
1.3277
¡,sarfi
1.623l



Corridas No. 27, 28, 29, JD XILGSA

tiempo(h)
27 0.00

"bs “.(H)25.33
1-55“: ¿9. H

?9.SS
56.75

191.41
275.9“
504.35

fi 514.9?
575.!!!)
7GU.53

«¿9.25
# «73.50

29
0.1“

FH-s 11.50
ï-ss°t 2a.42

2v.nfl
34,00
¿5.11
56.25
¡“.09

fi 50.?51uu.52
140.25
2nS./h
393./5

JO

"hs 0.1021.1!
T-Ssab 23,00

33.0”
LN.IS

y 57.00
75.15
96.50

X

34.5n

¿{.02
Hs.u2
32.60
81.81
uu.l?
79.u5
7/.h1
7s_u9
75.H1
66.17
61.77
Sn.ll
¿8.05

H¿.H7
7¿.¿5
67.2“

5?.5U

Y

87.19

“5.64
85.61

8k.7H
55.92

95,v4
96.05
&/.H1
BH.SS
Hn.Lñ
h7.9U
uu,nn
78.25
71.6'i
71.5n
hU.kh
ou_¿u
h”.52
nh.24
sn.nn
kn.ón
25.7h
16.?1
11.4!

Zl.ih
h.H/

35.68
55.5?
39.06
29.1“
10.3)
9.3ah6.?6
¡.55

').l'.'h"ru
II.II(;:)5
¡IN-¡69]
“.Ü, ‘lo
ü.ñ7sh
¡MQ/n19
“.071h
“.1AH7
H.?san
0.? SSi
0.?5H/
‘l.)SA5
“.555?
II. 4‘; 540.;hsl
Uo‘) I‘J')
Ü.F17h
lI.Gh|H.
¡_U?n?

o.wnLj
(“06:33
3.17?)
0.195!
0.2229
0.2559
¿.5759
0,3965
5.56v7

d‘Onuu
0.00/4
H,07hfl
u,fl505
n_nvhn
“.155!
4.19€)”
U.75i5
Ü. 52““!
n.H515
fl, 71H“)
n.hu7¡
2,6“?k

0.0000
0.3869
0.5394
0.6614
0.9050
¡.0586
1.2300
1.L21«



31

¡ii-2,85
T-ss°t

32

pum,o
T-ss°c

33

#üó,0
T-ss°c

39

pH-6,D
T-u5°c

¡t

-188

Cnrridln No. 31, 32, JJ, 3k GLUCOSA+ GLICINA

tienpo (h)

0.01
35|.17
472.25
659.17
718.1]
956.U0

1056.50
1235.25
1361.55
17Hó."0
1500.00
1658.50

n.n1
¿9.00

'145.10
139.55
231.20
511.1!
360.55
355.7»
¿10.00
506.25
552.25
676.25

a:

0.01
50.85
56.85
80.00

100.0u
122.50
122.50
15(|.u0
149.63
149.33
191.61
197.53
295.50
323.00
346.75
461.90
460.25

HE

(1.01
76.15

171.0”
215.42
267.u0
341.25
365.25
612.6!
437.07

ñ

X

88.10
87.41
66.63
Ha.53
85.05
78.98
75.06
[0.0k
«9.a!
¿».45
62.27
62.2]

87.05
HI.59
BI.Un
80.60
85.34
HI.HU
¡7.3"
75.94
72.31ó?.ll
65.64
62.92

87.79
85.5?
no.06
35.2!
81.15
78.50
73.29
75.80
75.U1
75.25
nl.25
64.50
56.?!
66.85
¿5.20
51.28
23.00

90.1o
87.99
80.99
¡2.25
60.5“
49.29
65.62
32.80
29.21

90.28
59.32
H9.US
67.25
80.17
62.28
¡6.31
73.10
72.64
h2.53
04.50
ou.55

89.79
89.00
59.51
39.09
56.59
55.05
hU.kS
79.25
77.5]
70.37
6/.86
64.IH

90.15
88.15
38.05
Bb.k1
86.25
81.53
H1.kd
79.47
70.9?
75.65
(0,85
67.52
55.33
42.62
«0.39
20.56
23.55

92.51
90.7!
65.57
70.9?
¡“.20
«7.36
¿2.51
26.6“
22.H2

l

106.17
103.08
94.09
91.03
87.2h
lá.L7
04.59

1H5.49
1|)S.(;1
1u|.00
95.95
90.45
75.5?
09.93
05.00
55.95
42.53
50.78
32.?!

106.31
96.07
07.4%
911.56
76.59
66.56
69.25
57.90
55.15
52.?)
56.12
30.66
|1.9¿
3.57
5.5”
1.a;
¡.05

10/.(¡4

C
UV

n,uunu
".UZÏS
0.0065
".1258
¡1.1625
".2755
0.5n35
0.5805
".5554
0.6‘45
".¡820
U.IZ¿9

t|.¡ll)l)|
n.hnai
".055k
“.1036
().150?
“.257?
“.315?
0.5855
H.L?2|
“.óZHe
“.093?
“.75n7

0.0001
H.Ü8?o
0.05nh
".1511
U.?h02
u.3uu9
0.2085
“05755
0.5176
“.5283
ú.75¡h
n.huna
1.1515
1.3501
1.5598
1.6%¿5
1.7320

(¡.(uyn1
0.0459
n.2v|n
H.o¿36
U.E¿62
1.3¿1u
1.4019
1.7511
1.56h5
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Corridas No. 35, 35, 37, se Guncán + GLICINA

3“
(cont.)

¡Ii-6,0
'r-so°c

33

pH-s,a
1.55%

tiempcKh)
227.UU
297.00
569.5U

167.0d

fi '9 O C N m

132.00
159.50

0.01
13.75
24.un
8.00

10.00
23.17

y 26.67
31.00

0.01

16.96

X

70.55
62.27
40.63

90.16
84.61
76.25

62.44
59.18
03.01
61.a1
55.15
59.50
47.39
66.81

87.15
77.72
69.15
35.22
84.66
69.54
64.78
55.91

87.98
35.51
79.54
76.72
05.62

Y

75.5"
65.51
56.80

92.51
87.55

¡0.75
q5.25
61.01
00.60
63.95
55.06
48.H5
45.68
47.00

90,09
90.u5
89.4?
36.65
36.01

¿2.92
67.66
63.99
32.46
26.59
19.03

89.30
61.]?
73.2¿
57.90
Bl.hu
73.50
68.uo
55.5?

90.05
Bh.?o
85.0?
TI.UH
?|.5b

Z

18.!”
1.7L

107.04
95.10
65.14
35.50
20.06
16.61
20.62
¿2.15
11.60
0.1|
5.99
5.Ü#

105.90
105.64
106.13
96.35
8?.A0
50.6ü
70.2“
59.62
57.53
63.28
54.74
20.01
19.29

1U5.1ñ
0?.25
69.57
95.51
94.55
61.15

106.23
95.7!
75.03
52.LS
37.26

auv
0.68?!
1.0“23
¡.5071

u__unuu
0.1090
“.¡f¿3
“.7502
0.3025
1,uu?a
U.H?hd
0.0L52
1.155b
1.31H2
¡.3212
1.1«h2

“.010”
h,uuju
U.H1xó

1.¿>n3
0.7940
1.3967
1.6451
1.5754
2.nkon

0,000”
u. ¡049
0.69Ld
".0808
U.u9h6
0.60h5
".845!
1.157?

u,nnu1
“.0936
u.5usv
".5583
“.7256



33

(cont.)

39

¡JH-7.75
T-55°c

tiempo (h)

‘Au

-190

Corrida No. 39 (¡LLEGAo GLICIM

20.62
26.00
29.92
35.92
37.17
39.92
61.25
52.92

0.01
12.50
24.17
55.00
¿5.6?
¿7.o?
5h.1?
55.1!
56.92
62.1?
66.50
71.1?
7L.17
95.25
9?.50

X

65.¿0
¿(.05
63.16
35.!2
35.90
29.20
19.06
10.66

88.L5
76.21
68.95
56.94
5?.15
¿5.10
62.41
41.15
3?.70

52.71
32.09
30.80
17.04
15.61

Y

05.71
65.66
59.13
23.83
2/.38
22.15
12.42
10.66

90.n3
79.35
72.9h
SI.03
66.02
59.12
57.20
56.59
32.32
29.55
20.11
25.10
¿3.90
10.8?
9.12

Z

25.08
3.01
2.0?
0.62
".62
0.55
0.15
0.14

106.7L
56.36
47.56
17.!“

5.5“
2.70

'uv
0.9055
|.l-lo1|
1.5509
1.7952
1.7599
1.9059
2.10599
2.555?

u_unu1
“.355!
Ü.SOUÏ
1.0?ün
1.5501
1.4609
1.5611
1.5|H5
1.5331.
1.7021
1.AU?6
1.Hó¿2
1.8701
2.5205
2.01"?



'40

FH.“ lo
T-55°c

1.1

#‘I-S ¡Ü
1-55“:

1.2

¡1-1-5.o

1.55%

1.3

pH-s,a
1.55%

&

i:

R:

-191

Corridas No. un, L1, 1.2, 1.3 SACARCEA+ GLICINA

tiempo (h)

0.10
121.13
1k1.00
165.75
¡92.00
213.10
250.55
281.07
302.83
512.00
359.75
38L.75

0.01
122.55
169.85
191.k1
19?.55
295.60
3 2:5 . 50
515.1“
641.89
511.41
592.50
661.92

0.01
56.25

1un.uu
143.50
179.17
201.17
338.50
610.50
¿19.6?
540.00
672,hu
730.60
795.30
814.00

1029.50

Íl.()1

180.25

X

89.56

85.12
76.29
69.51
71.2k
65.?6
60.01
50.15
56.06
54.55
51./k

90.52
67.2¿
8?.42
35.34
81.14
75.56
70.43
01.58
60.59
34.41
¿5.66

Y

91.46

56.54
79.55
(3.12
¡6.07
ofl.¿¿
01.71
56.H1
55.15
52.86
51.73

n9.90
68.53
bl.93
87.65
80.92
64.90
32.95
hU.77
76.96
Z6.ln
06.65
07.55

90.40
90.25
90.13
90.01
69.55
59.70
65.55
35.?”
50.95
75.49
75.55
69.09
05.91
bl.53
¿5.89

92.k6
9|.35
V1.i5
67.51
86.55
79.8]
75.60
65.51
62.30
29.93
ho.NJ

l

1n¡.52
87.0?
52.55
65.2“
¿9.uf
46.n2
55.52
27.20
19.89
19.45
17.20
15.75

105.94
96.16
95.41
91.?h
59.“!
79.5d
72.46
63.27
55.LA
51.18
3u.UZ
51.11

106.22
1Uó.1n
102.07
99.4¿
90.39
93.92
(6.8n
71.35
65.67
59.45
¿2.4d

6.05

108.66
105.2A
100.!6
85.22
dH.29
61.HÜ
63.5D
27.?k
20.72
2.!5
5.35

B
UV

n_uuuu
0.1585
“.225K
“.3955
un!" 501
h;5n1¿
U.7(n>
h.h?HH
“.9590
1.“”?1
1.1“21
'I.l751l)

II.(HIflú
Íl.flf|5b
U.u915
0.1310
0,1475
“.2hav
U.J1h2
H.LU?5
“.45/3
h.5k23
“.7569
“.7949

ll,(l1(H)
U.UULH
0.9545
ugnáuz
lI.1h'll.
0.1¿62
0.?55U
u.5263
0.5111
l!.h1')2
0.6591
0.6700
3.5529
¡.0160
1.25n/

h,ÜuUh
0.Hó15
U.H701
“.225”
u.?265
".4 IUÍ
u,h3hL
U.F529

1.1unn
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Corridas No. kk, k5 SACARUSA+ GLICINA

u.
¡"-5,0
1.2.5“:

Ü

ns
msm
T.so°c

tlampo (h)

0.01
560.25
672.45
7?}.55

1098.35
1‘38.35
1099.60
1944.10
2602.60

0.01
116.00
132.00

, 310.5u

i:

JkO.Un
452.75
548.33
643.75
72?.53
856.00

83.53
B?.an
86.60
85.59
3k.55
84.51
82.6k
81.6!
80.65
73.7!

Y

89.69
HB.IS
H8.75
88.56
37.95
85.52
63.92
¿2.1?
¡7.39

90.33
59.30
89.27
53.52
ua.u2
56.91
66.05
85.59
54.62
62.86

Z

104.04
99.95
96.0?
95.55
69.65
80.55
7.5.2U
bk.5¿
51.2u

107.nn
102.85
99.62
94.90
91.61
H?.3I
32.11
¡8.4%
74.90
61.81

I
UV

u.onu1
U.v593
H.uïbó
0.0504
0,11.!“
0.2??1
0,2994
0.395k
0.5550

n,nu1o
u.nxu1
0.0601
u.1u°o
0.15nb
0.177"
0.2224
".207o
¡1.5024
".3745



hs

pri-6.o
1-55“:

k7

pH-s.a
1.55%

¡ii-6,0
ï-losnï:

1.9

pH-s .o
1.50%

i

i

-193

Corridas No. k6, #7, k8,k9 FRUCTOSA5 GLICINA

tiempo(h)
0.10

22.90
¿9.00
75.75

121.13

0.01
23.35
25.33
29.33
¿9.33
41.00
56.85
72.33
(2.55

122.5“
122.50
149.83
149.55
191.41
191.41
197.65
197.55
293.40
293.40
362.60

6.75

0.01
23.75
48.75
74.75

101.08
171.00
247.00
ih1.00
¿37.67
560.07

36.92

x.
90.16
87.10
85.25
82.62
69.21
66.35
66.31
61.k6
ou.ld
52.?"
52.05
¿6.54
75.62
06.0!

88.00
35.53
85.k9
dH.dú
HO.H¿
74.25
71.55
03.50
68.Ho
66.70
64.75
59.01
59.0?
56.30
56.58
52.15
52.11
45.36
¿5.2!
Jd.ó¿
57.1)

87.93
87.41
55.95
Hll.l)o
81.72
77.98
72.59
70.60
65.6a
51.96

B7.h1
86.36
8k.60
63.31
60.76

90.17
50.40
Bo.kb

-aa.n1
66.5“
¿”.19
¡7.92
75.05
75.85
67.06
67.05
ol]. 15
00.19
ba.1u
54.20
51.95
51.31
42.IH
42.?”
36.60
8°.«n

89.75
m.
87.36
86.31
835%

Z

1U8.71
“¡1.85
91.55
73.16
42.55
55.7"
3¿.16
¿5:29
22.95
1Á.bi
15,0“
9.7!

5H.5a
27.15

106.16
88.47
88.59
74.5!
75.54
ÏU.¿5
65.2!
¿“,09
53.25
52.29
52.ifl
21.07
21.09
1h.kL
16.48
11.9?
11.9"
ó.kh
6.45
5.L5

102.95

105.25
99.2!
90.19
u¿.0n
51.99
70.1o
55.92
¿5.a?
30.50
1u.43

292.89

8uv
I’_H|J|l|
“.051;
u.1?¿3
U.2(55
“.657?
0.752?
n.loan
“¡354°
U.9¿55
1.H76¿
1.H9HU
1.1A90
“.4h55
H,Hhïb

u.flUh1
“.1551
".1542
“.2h7L
h.?565
0.31nb
“.SSIS
0.5053
n.Ln32
H.I?l9
“.77HZ
H.9LOÜ
d.9402
¡.0912
1 .fi)0115¡üüzó
1.151|
1.3165

U.HZnI

u,nun1
U.Hñbk
".128h
“.17H4
“.2nan
“.5156
U.L519
0.5955
n,un¿a
1.1793

0.0010
0.0526
0.07.2
0.151“
0.191k
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Corridas No. 50, 51 FÍUCTUSA+ GLICINA

kg tiempo (h) X V Z auv
A«.oo ¿0.05 _ 0.2296

(cont.) y 52.25 73.50 g: :2 0.2784O O

“43 75.29 78.73 s1 50 °'3“°°
71-66 73.21 75 54. ' °-““

111 33 ° 55'77 ° 6396' 65.9“ 58.68 35.97 '

50

¡“.543 0.01 33.25 90.05 100.02 0.0001
5.00 87.no 89.39 102.05 ü.b55U

1.55% 5.50 36.77 59.15 101.54 (“mu
9.00 36.37 Hb.o2 9¡.9u u.ur1¿

11.50 55.2a 6/.04 95.32 Ü.U996
23.75 81.55 50.70 51.71 “.2I14
24.42 51.29 84.10 79.66 “.255”
2n.75 79.3? 52.74 75.4? 0.269!
34.00 78.0! 51.11 69.32 ".3514
40.00 74.39 79.2“ 01.54 u.4129
43.75 75.05 78.55 00.52 n.aza7
so,nn 72.6? 75.53 52.“! u.>ua7
56.25 69.75 72.45 “¿.55 u,hu31
63.50 67.21 70.03 ¿".30 “.6521
73.0o 65.2) 67.63 33.9" 0.7khó

fi 7a.?5 66.09 69.01 37.55 n.7uua
80.75 61.61 63.10 26.35 0.a525

100.00 55.34 55.4h 15.39 1.ua1s
101.17 59.50 ¿“.34 21.7k “.9619
124.30 52.54 a9.aó 9.54 1.2533

51

0.01 83.13 90.26 1nó.41 n.nun1
"fiávo 3.62 87.16 "9.95 1n2.ao u.uxs«

7.o? 34.31 «7.a2 95.25 0.1153
7'55qc 9.90 32.50 85.68 34.51 0.1049

15.25 77.25 ¡".95 05.2? u.a79u
20.52 22.33 76.53 51.74 n,5s22

fi 25.1! 67.2! ¡1.04 35.57 “.7426
29.92 62.18 64.30 2k.36 “.91n3
33.92 57.32 58.17 15.74 1.0633
33.00 51.19 SU.1ó 6.51 1.2416
40.00 50.91 49.77 3.55 1.2Lon
59.92 33.59 ¿{.56 0.69 1.7275
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Carrión! No. 52, 53 XILCEA«oGLICINA

timo (h)
0.00

7]“.an h' Is
o 75

1.55": 10.1?
13.0)
25.55

y 95.13
50.10
35.1?
46.66
Sn.59
56.59

122.5“
169.KS
140.h5
191.k1
191.61 Ü.kd

¿5.02
¡0.5!
7H.Uk
hJ-¿Ü
64.25
65.6”
19.55
17.!6
15.55
15.09
15.91

Y .

NS.A1
36.k6
u¿.sn
76.56
75.52
55.5“
55.5h
18.95
52.1n
21.10
14.25
16.21
2,0»
n,ns
0.a?
0.55
".23

h5.h)
¡4,50
79.04
72.36hl.?i
¡010.11sl.1s
19313
1h.h¿
9.n¿
N.6H
7.17

¿7.65
Ih,7h
5/.Nl
6a.}!
20.52

5.?“
1.?ú
0.??
",2"
U.?h
".2h
II.1G

l
Ü.dnhfl
0.40hn
".flnH5
0.?559
“.35Ci,
1.UIVL1.“!!!
1.5925
1.a9n?
1.an15
2.?157
2.2I55
i.lL/n
S.ü1nl
5.0i'fi?
1.!Sl7
).5I52

.).I:“ÍH'
0.1071
Él. 51n(
“¡13'11
Ú./H¿5
1.1255
1.5100
2.55AS
?.óhun
?.LULH
2.9n11
9.9795



51.

¡»5.o
1555":

55

¡14.5.0
1.55%
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Corrida. No. 5k, 55 LACTGA 0 GLICINR

tienpo (h)

0.0”

¿(5.65
49/.10

0.10
11.5“
¿G.L?
2ñ.n3
.“.|"IÍI
¿“Lun
h5.nfl
'H'Iu'h.)
50.?5
«5.50
{5.Un

1I)I).Ílfl
126.50
145.5"

X

nl.i5
N6.YH
85.65
81.27
78.1?
75.!6
75.01
AA.L5
06.69
¿(1.06
56.HH
1.7.56
Ah.”?
kh.nS

HI.19

75.29
76.03

Y

"9.60
59.25
3/.h3
'56,“?
nn.50
82.7h
80.93
7°.UA
lk.uo
¡6.84
03.0%
65.29
51.47
56.!9

Z

10-..K'4
¡05.¿9
95.05
51.Hh
{0.15
WR.¿2
56.0!
bfl.2?
53.11
P5.)u
2|.6)
IW.25
9.5!
3.54

1”\.h/
11,2.h‘1

auv

0.uunn
nun”!

".(Zf'dfl)
n,fi1(q
H_h173
“.15uf
0.7131
'I. 5?)?
U.‘lh€
|I.L5H¡)
¡1.51uu
".6156
ï.”(u,/
I). No!)
0,9/51
1.“??5
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Corridas No. 56, 57 MLTGA + GLICINR

56

[li-6,0
T.55°c

57

lil-5 , Ü
T-55°c

fi

tiempo (h)

0.01
10.00
2L.62
34.00
50.00
56.25
05.00
75.00

100.00
126.00
148.00

0.00
0.00

23.55
25.33
29.55
29.35

.5o.us

.56.55
110.88
191.41
191.61
197.85
265.10
¿81.63
550.00
632.L7
8k0.25

1220.53
1517.85

X

36.32
86.29
84.08
81.26
78.01
76.25
75.46
71.56
Ó“. .56
SH.Z¿
56.11

85.97
85.99
H¡.97
85.72
83.30
85.66
85.51
82.97
81.98
H(l.(ló
no.09
80.45
79.62
73.69
76.57
68.12
67.92
67.25
61.18

88.09
88.56
86.09
8h.zu
81.45
(9.64
76.49
76.H5
65.18
60.65
bo.n2

30.79
67.03
60.84
05.92
60.71
86.56
¿0.57
66.62
6«.87
33.8”
84.62
86.47
53.49
¡7.51
¡6.97
71.6L
69.55
67.77
63.10

l

99.7"
98.47
90.14
óü.ls
66.41
02.53
55.23
¿8.04
27.2!
20.13
10.39

36.50
50.2!
26.60

H.
H,
U.
n.
0.
u.
H,
U.
U.
n_
u.

u,
U,
u,
n,
0.
h.
u.
n.
n,
(l.
Ü,
U.
n_
0,
U,
U.
U.

.lfifi?u,

auv

nunfl
hïïh
uns}
ybno
2042
5565
¿597
5216
Tuna
9152
gopq

nunn
LHTZ
nzau
ü?95
0315
U5!)
nsnv
nhan
116!
1814
1705
15d!
1933
¿100
5724
5917
6520

79va
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Corridas No. 58, 59. 60, 61 GLUCOSA+ DIGLICINA

¡fl-2,65
7.55“:

59

Risk , CI

1.55%

su

¡fin-5,0
T-SSUB

6.1

¡me ,o
T.t.5°c

E

tianpdh)
mm

1Ju.vu
16/.15
2Ho.n5
551.15
JS>.IS
162.55
415.17
475.10
505.V5

0.01
158.no
19:1..L?
247.3)
3205.52
suü.92
315.95
5u¿.25
3h).05
3nv.25
557.3;
bsl.25

191.9e
135.66

0.0|
36.1?
49.1!
7ü.h¿le.51

1u7.5U
192.0?
221.55
26/.0025‘.|/
JLU,hI
36}.d>
305.”Ü
155.05

X
88.25
¿(.35
¡(5.2.5
{9.08
{0.65

Y

90.41
89.06
F5.¿6
85.65
(5.52
lo.nu
75.5k
69.00
65.0?
S¿.=‘m

90.05
“6.a”
h'S.-J"
71.nn

69.52
b".59

Z1.UU
¿(.26

1ca.u?

0).!u.
th.bU

1H5.id
v7,|0
91.i;
¡3.51
19.45
lb./-)

B
UV

Ü.\HHI-)
“.0L11
J.11Ufl
1-1.?UL1
0.1.5 5!)
¡7,5,103
¡HSMGI
J.6455
4.?vao
1.|'H}3d

KJ.ÜIH;!"

0.0000
0.0506
Ú.OB|6
0.1760
0.274h
0.5h1h
0.6745
0.7283
1.0475
1.0156
l.6089
1.705a
I.Z515

!:.Í'r-ÜU
D.r7n5
'I.1¿)I)
¡ur-".5"
fi.€«r1
1.HVkW
1.2¿Aï
1.k5?b
1.5V77
1.L1h7
1_v}nh
¿.ufi'ln
2.a ¿al
h.-u-r
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Corridas No. 62, 63, 6k GLLCCER+ DIGLICIM

pH- 5.o
1-55“:

63

¡Ii-6 o
7.65%

¡»7,75
7.55%

#

R:

timo (h)
0.0|
6.53

26.50
Zh.¿2
34.42
«9.42
55.«2
57.9¿
7?,I'li
77.07
79.67

1U1.bd
105.91
167.25

9.07
10.92
11.92
12.9)
10.11?
15.85
¡8.00

0.01
74.17
{th-67
50.17
56.92
66.5Ü
7‘5, |7
76.17
82.|7
95.25

X

6/.56
87.5?
«¿O'ÓH
HI.¿«
7d.ói
69.96
hó.h1
b¿.1fl
51.. )"4
Si.á4
5¿.b5
ü').¿¡l
"¡.3II
2|.V1

87.10
nl.bü
h/c'l)
Á¿.1|
H1.¿\¡
7';.H')
¡5.VJ
77.u7
-/5.¿1
6v.5n
ó?_hU
65.76

V

9ü.JP
69.“1
65.57
60.39
53.15
72.00
69.2h
¿1.59
55.00
52.41
5n,u9
s5.un
55.11
1h.67

«musa.
n9.9v
9u.17
6n.55
¿a.95
n>.?3
€8.05
:b.ub
78.!“
72."5
69.57
68.U1

Z
105.1H
105.79
¿3.Ï1
79.7'1
64.75
3M.ó?
3|.v?
21 . ij
V.ïo
H./(I
6.75
'l.'5l¡
1.-)“
¡“j-I

1¡)'_1."'.
1u2.52
1hu.52
95.64
5a.s¿
YV,¿S
O‘I.uï
I\5."5
56.“)
«4.53
51.52
23.15

lü-i .7“

¿5.93

a
0.0330
0.019!
0.1994
0.RZIU
u.!«30
0.6950
0.7955
0.90?“
1.??0L
1.?ána
1.5!!!
1.ñ¡1a
1,LVAY
2.5950

u_nunu
(“Lina
Hul‘Hi
I|.U055
0.175(
I).?'lll'o
0.355”
“.37bv
Ü.H551
".5575
l).an¡3h
ú."b)h

0,3500
¿1.1652
0.6097
0.779?
0.9a31
1.1557
1.2041
1.3673
1.5395
1.aauz
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Corridas No. 6k, ES, 66, 67 GLLL'CEA+ ÏRIGLICINA

tiempo'Ch) X V Z auv

5“ 132.01 87.86 90.03 105.68 0.000085 .90 36.71 09.35 1ÚÚ.‘O 0.0L99
"heáz 187.15 nu.65 87.h1 91.61 0.1253Ï-55 272.65 70.02 79.96 6|.23 0.aa-h

331.15 72.99 70.43 52.54 0.51!o
¡55-15 66.U¿ 7o.u3 51.90 0.0900
5h?.55 65.1) 65.56 jn.u1 0.8009

l LI3.17 ou.xa n¿.nn 2a.?! 0.a:ofl
675.2U 55.37 So.¿u 17.ss 1.015)
5n5.v> ¿5.¿a 47.n9 v.u/ 1.1903

55 0.01 ¿7.a? 90.0L 106.63 0.0000
pH_¿o 155.03 55.69 66.90 9?.ú5 0.14€»

á gao.a2 76.95 80.78 ¿3.aó 0.4152
T355c 2én.h2 74.01 77.56 55.97 q.Leao

253.03 67.90 71.11 61.56 0.6492
340,9? 62.74 66.96 23.77 o,nszo

# 5¿S.G! 65.73 66.1? 1n.ua 0.6090
sn9.25 55.97 56.95 13.35 1.0059
452.30 «9.05 47.7/ 11.31 1.1612

.551.es 39.;5 35.95 4.60 !_¿Ub7

55 0.01 37.97 vu.uú ¡00.05 G.uúuo2a.5o 6.70 36.86 ‘76.&5 6.0556
FH-SJJ ¿5...2 a4.“ 5/.31 95.s¿ aun/s
1.550c 31.42 50.53 33.50 01.67 ú.2ü72

k9.4¿ 77.65 ¿0.9? ¿4.06 u.41óZ
53.42 75.85 79.42 66.27 u.€¿n5
Ï7.1¿ 72.64 75.0ü ¿9.96 0.5623
72.00 ¿7.41 76.30 35.17 0.725;

fi 71.67 64.93 67.46 27.06 0.aasv
101.58 55.55 55.26 11.15 1.1868
103 92 53.13 53.50 13.°2 1.1261
167.65 3;.¿í 27.49 0.79 1.7¿95
491.92 23.95 11.46 0.30 2.0767

67 0.01 37.47 90.04 106.65 0.0000
"ha g 34.17 ¿5.47 33.2» 96.92 0.03kó’ 49.11 64.16 ¿7.06 90.51 u.1azs

Thu5°t 30.52 35.95 as.vu 7o.;9 0.3110
y 101.35 70.16 79.35 61.0u 0.626!

157.50 64.á¿ 66.59 32.63 0.7r45
221.15 60.¡a 62.93 1ó.L5 1.0276
266.ñ2 50.99 ¿9.04 6.2ó 4.3291
316.67 55.65 28.85 0.32 1.7827



Corridas ND. 68, 69, 70 GLUCCEA+ TRIGLICINA

_ ¡un-5.a
1’.55°c

59

¡HI6 , Ü
mas":

70

¡fl-7,75
r-ss":

#

tiempo (h)
0.01
8.92

24.50
28.62
3L.h2

105.91

0.01
h_ó7

14.42

86.90

Y90.04
55.51
85.69
65.67

25.42

Z
1Uó.63

3.54

100.63
101 .ÚÜ
93.|L

107.77
b3.33
h5.72
33.99
23.76

Buv
0.00110
0.0415
0.1721
0.26¿o
0.3310
0.7036
u.l77fl
0.8b72
1.1062
1.2586
1.4571

0.0000
0.0490
0.079s
0.159“
0.1550
0.2195
0.3231
0.5267
0.5605

0.0000
¡1.1720
0.6259
0.79}!ú.v¿¿5
1.0578
1.1262
1-2358
1.6990
1.95q3
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Corridas No. 71, 72, 73, 7k, 75 GLUCOSR+ GLICINA (G),
A ete. DIGLICINA (D) o TRIGLICINA (T)

tiempo (h) x v l suv

71 0.01 88.11 90.29 105.30 0.0000
#fi5.0 6.92 87.60 89.69 103.65 u.n1sl

o 10.92 86.75 89.59 95.9! 0,0012
7'55 c 22.50 ¡1.37 74.95 ¿6.01 n_son¿

G 25.92 63.52 71.67 57.5H u.7uvs
28.92 65.55 «3.05 SH.59 u.h11¿
30.0“ 66.00 65.9h 52.58 0.7KH2

y ¿3.25 ¿1.81 5/.0h 2.05 1.544”
¿7.0" ¿1.05 56.2" 1.9“ 1.15/7

72
0.01 67.55 9n.ns 105.12 d'unnn

¡“'510 22.50 85.07 55.42 96.97 “.0702
T.55°c 29.42 35.01. «1.aa 95.55 0,u992

¿7.90 80.1.5 ¡15.910 75.91 0.26K7
° 70.17 73.45 77.25 sz.na 0.5255

y 95.33 66.14 ¿9.2! 50.44 “.3143
118.67 53.36 59.25 15.40 1.0742
126.00 55.25 55.50 11.93 1,1475
150.65 50.05 47.52 o.5n 1.51n7
172.08 ¿5.91 a2.37 ¿.59 1.1922
191.75 19.0? 54.25 1.93 1.501!
225.75 36.50 28.83 1.u0 1.6660

73
0.01 87.56 39.73 105.26 u,nnno

fih5.0 24.03 35.70 «¿.22 03.2! 0.0570
T.55°c ¿7.35 ¡42.99 86.13 66.95 ll,1A25

70.63 73.41 62.26 63.69 n.saoa
ï 90.25 71.62 {0.96 4/.41 n.sn3u

# 118.67 67.25 70.93 35.6” 0.7553

7k 0.01 37.55 39.92 104.71 u,unnu
"4,5,0 23.85 86.6.! 66.04. 99.60 11.111.11947.67 86.60 31.50 91.75 u,n9u¿
7'55nt ¡0.33 7n.us ¿1.o? 71.55 II,?hÜh

o 96.25 77.69 50.41 69.5” 5.5096
1aa.nn 75.45 76.64 57.01 0.4563
115.6? 70.4! ¡5.55 51.54 “.4511

¡150.63 60.?” 09.69 43.65 ".5Hus
175.uu 60.53 o¿.¿n 51.0» u.¡120
191.50 66.9h 09.75 41.55 u.b?5?
215.70 59.H0 n1.55 50.25 n.756n
237.20 65.6” 60.11 55.75 “.6902

75 0.01 37.53 59.7a 1ns.2n u.uunn
22.5" 86.65 hK.su 1H1.51 n.n31n

"hú'g ¿7.00 85.01 H7.oh 95.n2 u.nl8n
T-55 C 70.17 35.9" 56,3" 9n,99 ¡1.1252

141.50 77.93 51.56 71.59 0.3n1q
T 93.35 .HU.UI ¿5.29 77.15 u.2a1o

126.00 ¡3.a! ¿2.5u ¡1.1! “.2n12
195.00 76.19 ¡9.0) 65.87 ".SSnH



75 215.50 75.51
(cant,) zsn.ar 71.9:

260.00 71.56
y 286.17 69.15

552.17 «¿.99

-203

76.07
¡2.20
Ik.6t
72.14
07.53

53.00
56.00

¿7.90
36.65

#z último punto cunaiderodg un el ajuste

fl.5276
"¡‘671
0,6795
",5656
n.n5A9
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Corridas No. ’76, 77, 7B GLLCCEA + GLICINA + SCRBMÜ DE PUTASID
(SH)

tiempa(h) x v z auv

75; 0,01 00,10 90,33 105,15 0,0000
pHas o 59,25 05,55 00,23 95,93 0,0055' 75,03 02,59 05,09 05,10 0,1959
T=55°t 122,03 75,50 79,55 57,35 0,5755
o 1%SH 151,50 72,15 75,20 55,77 0,5013

' 150,50 50,71 72,55 35,05 0,7297
192,50 51,55 53,57 21,70 0,0552
210,50 50,30 51,05 10,52 1,0150
251,00 51,55 50,55 5,79 1,2912

Q

77 0,01 05,21 00,25 103,51 0.0000
pfibs Ü 23,17 05,05 00,21 100,23 0,0373

¿ 59,03 70,90 02,29 71,01 0,3000
T=55 c 91,33 75,01 00,52 55,30 0,3073
o 2%SH 115,33 73,53 77,75 53,27 0,5155

' 150,33 55,09 59,30 31,23 0,5351
157,50 51,51 53,75 21,39 0,0039
105,17 59,57 51,31 15,95 0,9510

70 .0,01 00,15 90,35 105,35 0,0000
pH=5a 31,33 02,91 03,57 03,31 0,2150' 55,33 71,51 75,50 52,37 0,5505
=55°t 75,15 51,57 _ 53,55 15,2 1,0753

o 3%SK 01,55 50,95 59,02 11,51 1,1722
' 05,55 57,11 57,30 9,77 1,2155

93,55 52,75 50,93 5,55 1,-505
90,00 52,21 50,25 5,95 1,3522

105,55 59,31 55,12 3,50 1,5297
113,00 57,09 52,07 2,35 1,5055
137 00 31,79 25,29 0,50 1,5290
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T.Corr1ma No. 79, en smaaïo DE PUTASIÜ(0.319

timo (h) X Y Z .auv
79 0.00 58.14. 90.35 106.» uma
5 o 11.6.91 atan 66.51 97.29 0.0591V“ v 215.55 “.53 ¿5.21 93.33 0.1m7

1.55": 315.10 60.83 32.1.3 61.51. 0.1965
368.00 77.75 79.33 72.50 0.2793

(’ Guam“) 375413 75.22 77.30 67.02 0.3355
386.60 7:..71 76.10 53.1.1. 0.3691,

en 0.00 es.“ 90.35 105.3I. momo

¡hs o 11.3.91 35.35 37.71. 99.23 0.ou51
1.55% 313.10 33.12 85.71 93.31 0.1055

4.59.00 35.95 35.1.9 35.1.3 0.154.;
(* 5mm“) 636.00 78.66 31.92 77.00 0.2112

711.00 77.510 60.86 72.77 0.21.67
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