
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Efecto de diversos humectantes en
la cinética de pardeamiento no

enzimático en soluciones de
glucosa y lisina de alta actividad

de agua

Petriella, Claudio

1986

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Petriella, Claudio. (1986). Efecto de diversos humectantes en la cinética de pardeamiento no
enzimático en soluciones de glucosa y lisina de alta actividad de agua. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2002_Petriella.pdf

Cita tipo Chicago:
Petriella, Claudio. "Efecto de diversos humectantes en la cinética de pardeamiento no enzimático
en soluciones de glucosa y lisina de alta actividad de agua". Tesis de Doctor. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1986.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2002_Petriella.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2002_Petriella.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2002_Petriella.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

DEPARTAMENTO DE INDUSTRIAS

"EFECTO DE DIVERSOS HUMECTANTES EN LA CINETICA

DE PARDEAMIENTO NO ENZIMATICO EN SOLUCIONES DE

GLUCOSA Y LISINA DE ALTA ACTIVIDAD DE AGUA"

TESIS presentada por

CLAUDIO PETRIELLA

para optar al título de
Doctor en Ciencias Químicas

Director: Dr. Jorge Chirife

¿»a ZOOQ
- 1986- “e.

\.



AGRADECIMIENTOS

A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (UBA)por permi­

tirme la realización de esta tesis en su Departamentode Industrias.

Al Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas

(CONICET)por otorgarme una beca y a la Secretaría de Ciencia y Tec­

nología (SECYT)(Programa Nacional de Tecnología de Alimentos) por

el apoyo financiero brindado para la realización de esta tesis.

Al Dr. Jorge Chirife por su dirección y apoyo incondicional.

A la Dra. Silvia L. Resnik por su valiosa colaboración y es­

tímulo durante la realización de este trabajo.

Al Lic. Roberto D. Lozano por su consejo y guía en la medi­

ción del color.

A la División de Optica del Instituto Nacional de Tecnología

Industrial (INTI) por facilitar sus instalaciones para la medición
de color.

A todos mis compañeros y personal del Departamento de Indus­

///



trias (F.C.E.yN.) y de la División de Optica (INTI).

A Merck Química Argentina por donar algunas drogas utilizadas

en este trabajo.



INDICE

página

I. OBJETIVOS 1

II. INTRODUCCION 2

II.1. Alimentos de humedadintermedia y alta 2
II.1.1. Caracteristicas 2

II.1.2. Actividad de agua .6
II.1.3. Humectantes 11

II.2. Evaluación cuantitativa del color de los alimentos 15

11.1.1. La percepción del color 17
II.2.2. Medidacuantitativa del color 20

II.2.3. Aplicaciones de la colorimetría tries­
tímulo en alimentos 29

II.3. Pardeamiento no enzimático de alimentos 31

II.3.1. Características del pardeamientono en­
zimático de los alimentos 32

II.3.2. Caramelización de azúcares 34

II.3.3. Oxidación del ácido ascórbico 35



III.

II.3.4. Reacción de Maillard

II.3.4.1. Factores que afectan su de­
sarrollo

II.3.4.1a. Composicióndel sistema
II.3.4.1b. Humedad

II.3.5. Métodos de medición del pardeamiento no
enzimático

II.3.5.1. Modificacióndel espectro
visible

II.3.5.2. Modificacióndel espectro
ultravioleta

PARTE EXPERIMENTAL

III.1.

III.2.
III.3.
III.4.

Sistemas modelo

III.1.1. Descripción y preparación
III.1.2. Reactivos

III.1.3. Cálculo y medición de la actividad

de agua

III.1.4. Composición

Tratamiento térmico

Medición de viscosidad

Medición del color

página

36

39

39

40

44

47

51

55

55

55

56

56

59

60

67

67



III.5. Medición

III.4.1. El espectrofotómetro ZEISS DMC25

III.4.2. Técnica de la medición del color

III.4.3. El error en la medicióncolorimétrica

de la absorción ultravioleta

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1.

IV.2.

IV.3.

Color y cinética de las reacciones de pardea­
miento no enzimático

IV.1.1. Color

IV.1.2. cinética

Comparación del pardeamiento no enzimático en

sistemas modeloglucosa-lisina y fructosa-lisina
IV.2.1. Cinética
IV.2.2. Efecto de la concentración de reactivos

Efecto de polioles sobre el pardeamiento no
enzimático

IV.3.1. Cinética

IV.3.2. Efecto de la aw
IV.3.3. Efecto del pH

IV.3.4. Energía de activación

página

67

68

70

70

72

72

72

77

83

83

86

95

95

101

104

109



página

IV.3.5. Comparaciónentre diversos polioles 120

IV.4. Efecto de diversas sales inorgánicas sobre el

pardeamiento no enzimático 124

IV.4.1. Cinética 124

IV.4.2. Efecto de la aw 129
IV.4.3. Efecto del pH y de la sal 130

IV.4.4. Energía de activación 136

IV.5. Comparación entre humectantes: glicerol y KCl 139

IV.6. Cambiosen el espectro ultravioleta de sistemas

pardeados 142

IV.6.1. Características del espectro ultravioleta 142
IV.6.2. Cinética 144

IV.7. Comparación entre los cambios de color y de ab­
sorción ultravioleta 147

V. CONCLUSIONES 160

VI. BIBLIOGRAFIA 167

VII. TABLA DE DATOS 189



I. OBJETIVOS

El objeto del presente trabajo es estudiar el efecto del

agregado de humectantes y otros aspectos de la cinética de pardea­

miento no enzimático entre glucosa y lisina en soluciones de alta

actividad de agua (aw). En particular se estudiarán los siguientes
temas:

1) Influencia de varios humectantes usados en el ajuste de la aw
de soluciones glucosa-lisina en la cinética de reacción a distin­

tos valores de pH y temperatura.

2) Comparaciónentre los cambios de color y absorción ultravioleta

producidos en soluciones glucosa-lisina pardeadas.

3 Efecto de la concentración de reactivos en el pardeamiento de
V

soluciones glucosa-lisina y fructosa-lisina.



I I . INTRODUCCION

II.1. Alimentos de humedadintermedia Xialta

II.1.1. Características

La reducción de la actividad de agua (aw) de un alimento
constituye un eficaz medio de inhibir la proliferación microbiana y

lograr su preservación. Unabuena estabilidad microbiológica se lo­

gra en los alimentos deshidratados, cuya aw ha sido reducida a bajos
niveles, aunque generalmente con un alto costo energético y pérdida

de calidad organoléptica y nutricional.

Unaestabilidad microbiológica satisfactoria también se al­

canza mediante reducción moderada de la aw, en los llamados alimen­
tos de humedad intermedia. De acuerdo a la definición de Kaplow

(1970), los alimentos de humedad intermedia son aquéllos que pueden

ser consumidossin previa rehidratación, y sin embargo, son estables

al deterioro microbiano, aun sin haber sido sometidos a refrigeración

o proceso térmico. Los principales factores de esta estabilidad son

la reducción de aw y agregado de aditivos antimicrobianos.
El contenido acuoso de los alimentos de humedad intermedia

usualmente está comprendido entre 25-50% (base húmeda) mientras que

la aw está en el rango 0,70-0,90. Un gran número de autores recomien­
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dan que el límite de humedad intermedia debe ser 0,86 (Ledward,

1982). Este valor es el mínimoal cual es posible el crecimiento

aeróbico del Staphylococcus aureus. Otras bacterias patógenas solo

crecen a actividades de agua más altas.
Alimentos de humedad intermedia tradicionales son muchos

productos de panadería y confitería, embutidos y frutas desecadas.

La reducción de aw se logra mediante eliminación de agua y agregado
de solutos como sal o azúcar, denominados humectantes. No obstante,

las cantidades de humectante requeridas para reducir la aw de un
alimento por debajo del valor 0,86 son altas, por lo que a menudo

se afectan negativamante las propiedades organolépticas y funciona­

les del mismo.Esto explica la dificultad de desarrollar nuevos ali­

mentos de humedad intermedia para consumo humano. En este aspecto,

solamente se ha alcanzado éxito comercial en la formulación de ali­

mentos para animales domésticos (perros) o para aplicaciones muyes­

pecializadas (militares, vuelos espaciales) (Flink, 1978; Erickson,
1982).

Sin embargo, es posible lograr la estabilidad microbiológi­

ca de un alimento a actividades de agua más altas (0,90-0,95), me­

diante la adecuada combinación de reducción de aw, agregado de adi­
tivos antimicrobianos, tratamiento térmico moderadoy correcto enva­

sado (Leistner y col., 1981; Fox y Loncin, 1982). En esta forma se

puede obtener un alimento estable con características de "flavor"
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aceptables para su consumo.

Los alimentos de humedadintermedia están expuestos a dete­

rioro por reacciones de diversa naturaleza, en las cuales la activi­

dad de agua suele ser una variable de mucha importancia, según se

ejemplifica, en el llamado "mapade actividad de agua" (Fig. 1) (La­

buza, 1970). Desde luego, esta figura representa valores promedio ob­

tenidos de la literatura, estando en realidad cada reacción de dete­

rioro condicionada a la composición particular de cada alimento, co­

moser, por ejemplo, presencia de antioxidantes y otros aditivos o

pH. El pardeamiento no enzimático, la oxidación de lípidos y la des­

trucción de otros nutrientes (por ejemplo, vitaminas) son reacciones

de deterioro particularmente importantes (Erickson, 1982).

Se ha realizado mucha investigación sobre la velocidad y ex­

tención del deterioro causado por dichas reacciones en alimentos y

sistemas modelo de humedadintermedia. Por otra parte, han sido rea­

lizados pocos estudios en sistemas de más alta aw (0,90-0,95), pu­
diendo citarse, degradación de vitamina B1 (Fox y col., 1982; Fernán­

dez y col., 1986), pardeamiento no enzimático (Cerrutti y col., 1985;

Petriella y col., 1985) y degradación de nucleótidos (Fox y col.,

1983).
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Fig. 1 - Mapade estabilidad de los alimentos (Labuza y col.,1970)



II.1.2. Actividad de agua

El agua en un alimento no se encuentra en estado puro sino

actuando comodisolvente, atrapada en estructuras biológicas e inte­

ractuando con diversos tipos de macromoléculas. Sus propiedades fí­

sico-químicas no son, por consiguiente, las mismasque las del agua

pura. Una buena medida del estado físico-químico del agua en los ali­

mentos constituye la actividad de agua (aw) (Troller y Christian,

1978). La aw se define de la forma:

w
_ ILa _

po

siendo

p = presión de vapor de agua en el alimento

pO = presión de vapor de agua pura a la misma temperatura

La actividad de agua está relacionada con la humedadrelati­

va de equilibrio (HRE)a través de la ecuación:

ID ll ’JZ‘.Isa[11i
¡.n O o

El agua pura o libre tiene una aw = 1. Los diferentes fenó­
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menos de asociación o combinación del agua disminuyen la cantidad de

agua libre y por consiguiente, el valor de aw. La disminución de la

awpuede analizarse considerando la contribución de tres factores
principales:

- fenómenos de sorción

—fuerzas capilares
- disolución de solutos

A aw alta e intermedia la contribución predominante es la disolución
de solutos. En soluciones ideales, en las cuales se cumple la ley

de Raoult, la aw es igual a la fracción molar de agua. Para muchos
solutos comunesen alimentos (azúcares, polioles) es frecuente la va­

lidez de esta ley hasta valores de aw comprendidos entre 0,90-0,95,
por ejemplo, sacarosa: según Raoult 0,960, experimental 0,951; gli­

cerol: 0,909 (Raoult), 0,898 (experimental). A concentraciones mayo­

res de soluto, dependiendo de cada humectante, se presentan desvia­

ciones de la ley de Raoult, que hacen necesario aplicar un factor de

corrección en el cálculo de la aw. Unmodelo simple y satisfactorio
para soluciones de no electrólitos es el propuesto por Norrish (1966),
en el cual:

_ _ 2
aw — x1 exp( K X2)



siendo

x = fracción molar del agua

X = fracción molar del soluto

K = constante característica de cada soluto

Chirife y col.(1980a, 1980b); Chirife y Ferro Fontán (1980a, 1980b);

Alzamoray Chirife (1984), confirmaron en sus trabajos la validez de

la ecuación de Norrish, así comocalcularon el valor de la constante

K para numerososos compuestos no electrólitos encontrados en alimen­
tos.

La ley de Raoult puede aplicarse también a soluciones di­

luídas de electrólitos fuertes, en las cuales la disociación en iones

puede considerarse total. sin embargo, es frecuente que las solucio­

nes de electrólitospresenten desviaciones a dicha ley causadas por

disociación incompleta e interacciones entre sí de los iones y/o con
las moléculas del solvente.

Un modelo adecuado para el cálculo de la aw de la mayoría de
los electrólitos encontrados en alimentos es el desarrollado por

Pitzer (1973). Consiste en una modificación del modelo clásico de

Debye-Hückelque reconoce la influencia de la fuerza iónica en las

interacciones binarias. En este modeloel coeficiente osmótico, Ó,

está dado por la ecuación:
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ZvaX)B + m2 2(vM vx)3/2
\) MX \) MX45-1=|zMzX|f+m(

siendo

vM y vx = número de iones de M y de x

ZMy zx = cargas respectivas de los iones

v = vM + vx

m = molalidad

Además

[—;I%1f=-A
1 + bI

BMx = Bág) +Bái) exp(- aI%)

donde

A = 0,395 a 25°C (coeficiente de Debye-Hückel)

b = 1,2 (Pitzer y Mayorga, 1973)

2 (Pitzer y Mayorga, 1973)Q II

I = k mi ZÏ = fuerza iónica

Los valores B(0), B(1) y CMxfueron evaluados y tabulados por Pitzer
y Mayorga (1973) a partir de datos de literatura para una gran va­

riedad de electrolitos. Benmerguiy col. (1979) utilizaron estos da­

tos y la relación termodinámica que vincula aw y Óde la forma:

///
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aw = exp(-0,018 m o v)

para el cálculo de la activiadad de agua de diversas sales de uso

posible en alimentos. Es de notar que la gran mayoría de estas sales

así comolos no electrólitos más usados (azúcares, polioles) presen­

tan desviaciones negativas a la ley de Raoult. Debe tenerse en cuen­

ta que cuanto mayor es la desviación negativa causada por un soluto,

menor será la cantidad del mismoa emplear para bajar la aw, con el
consiguiente beneficio en el mantenimiento del "flavor".

Hasta aquí se consideraron sistemas binariosconstituídospor

un soluto y agua. Un alimento es en realidad un sistema multicompo­

nente, en el cual cada componente contribuye a la actividad de agua

final del mismo. Para los sistemas multicomponentes, Ross (1975) de­

sarrolló, a partir de la ecuación de Gibbs-Duhem,una ecuación muy

simple para estimar la actividad de agua

ni dln(ai) = 0

donde ni es el número de moles del componente i y ai la actividad
del componente i. Suponiendo que no hay interacción entre los distin­

tos solutos se llega a la expresión:

aw= (awï)(aw;)(aw;).....(aw;)
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La actividad de agua del sistema (aw), es el producto de la activi­

dad de agua de cada componente (aw°, awg, etc.) considerando que es­
tá disuelto en toda el agua del sistema, independientemente de los

otros. Esta ecuación se ha aplicado satisfactoriamente en alimentos

de humedadintermedia (Vigo y col., 1979). Aplicada a sistemas mode­

lo se cumplebien para no electrólitos, y no electrólitos y un elec­

trólito fuerte. Para dos o máselectrolitos fuertes pierde exactitud

a valores de aw inferiores a 0,95 (Ferro Fontán y col., 1980).

II.1.3. Humectantes

Troller (1983) enumera comocaracterísticas deseables de un

humectante las siguientes: seguro (no tóxico), efectivo a concentra­

ción razonable, compatible con el carácter del alimento, organolép­

ticamente neutro a la concentración de uso, incoloro y estar legal­

mente aprobada su utilización. Tres clases de compuestos químicos se

utilizan en la actualidad comohumectantes: azúcares, polioles y sa­

les (Sloan y Labuza, 1975).

Los azúcares son humectantes tradicionales, en particular,

la sacarosa, ha sido históricamente el azúcar más empleado. Otros

azúcares o productos que los contienen de utilización posible son:

glucosa, fructosa, azúcar invertido, miel, jarabe de maíz, melaza,

maltosa y lactulosa (Chirife, 1982). Tambiénla lactosa y el suero
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de quesería pueden usarse, con la limitación impuesta por 1a poca

solubilidad de la lactosa (Miracco y col., 1981). Dos inconvenien­

tes presenta el uso de azúcares comohumectantes, su participación

en reacciones de pardeamiento no enzimático y su sabor dulce, inade­

cuado para ciertos alimentos. Los azúcares reductores son particu­

larmente reactivos en el pardeamiento no enzimático, no así la saca­

rosa, que debe hidrolizarse previamente.

Los polioles son alcoholes polihidroxilados con dos o más

grupos hidroxilo en su molécula. Tienen más estabilidad química y

térmica que los azúcares pero también mayor costo. En general,son

solubles en agua, higroscópicos y dan soluciones acuosas de moderada

viscosidad. Aunquemuchospolioles se encuentran naturalmente en los

alimentos y varios miembros de la familia han sido investigados como

aditivos potenciales, solo cuatro tienen importancia comercial: pro­

pilenglicol, glicerol, sorbitol y manitol. Algunasde sus propieda­
des se listan en la Tabla 1. Comohumectante el manitol es el menos

útil dada su poca solubilidad. Otros polioles cuyo empleo ha sido

propuesto en alimentos son: butilenglicoles (Alzamoray Chirife,

1984), polietilengligoles (Chirife y Ferro Fontán, 1980b),poliglice—

roles (Cardello y col., 1984), xilitol (Voirol, 1985), Licasin (R)

(jarabe de glucosa y dextrinas hidrogenado) (Whitmore, 1985).

Los polioles tienen múltiples funciones comoaditivos ali­

mentarios. Griffin y Lynch (1972) enumeran doce aspectos a conside­

///



Tabla 1 Propiedades de polioles (Griffin y Lynch, 1972)

Propilenglicol Glicerol Sorbitol Manitol
Peso molecular 76 92 182 182

Punto de fusión (°C) subenfría 18,6 93 166
(metaestable)

Punto ebullición (°C) 187 290°C descompone descompone
0 mm (descompone)

Densidad, 25°C 1,036 1,261 1,49 1,49

Viscosidad cp., 25°C 44,0 954 sólido sólido

Viscosidad 70%solu- 10 17 110 insoluble
ción 25°C

Solvente (aceite) bueno poca pobre pobre
Solubilidad infinita infinita 71% 22%
(agua, 25°C)

Estabilidad térmica Estable, Estable, estable estable
volátil algo volátil

Sabor amargo dulce(leve) dulce, dulcefrío
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rar en lo referente al uso de polioles en alimentos: viscosidad, mo­

dificación de cristalización, sabor, acción humectante, acción sol­

vente (aromas), acción rehidratante, acción quelante, acción antioxi­

dante, acción antimicrobiana, acción plastizante, acción espesante,

poder dietético. Es interesante notar que siendo menosfermentables

que los azúcares se hacomprobadosu utilidad en la prevención de

caries dentales cuando reemplazan a estos últimos (Whitmore, 1985;

Voirol, 1985). Tambiénes posible su utilización en alimentos para

diabéticos, aunque en general, se prefiere la fructosa menoscosto­

sa y mejor tolerada por el organismo (Voirol, 1985). Tres factores

contribuyen a la acción antimicrobiana de un humectante (Sinskey,

1976): descenso de la actividad de agua, disminución de la cantidad

de agua disponible a una dada aw y efecto específico antimicrobiano.
Esto último se aplica en especial a los polioles y debe considerarse

al igual que las otras propiedades, al efectuar la elección de los
mismos.

Las dos sales comunes empleadas como humectantes son los clo­

ruros se sodio (NaCl) y potasio (KCl). A éstas hay que añadir algu­

nas sales de ácidos orgánicos (citratos, tartratos, etc.) o inorgá­
nicos (fosfatos), de limitado poder humectante a las concentraciones

de uso. El cloruro de sodio o sal común es con mucho la más usada

desde época inmemorial. La principal limitación en la utilización del
NaCl o KCl radica en el sabor salado del primero y amargo del segun­
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do. Debe destacarse que actualmente se procura por razones dietéti­

cas disminuir el contenido de sodio en muchos alimentos (Sebranek

y col., 1983). Una de las formas de conseguirlo es el reemplazo par­

cial de NaCl por KCl (Marsh, 1983).

II.2. Evaluación cuantitativa del color de los alimentos

Los caracteres organolépticos de los alimentos pueden anali­

zarse a través de las propiedades sensoriales de textura, apariencia

y "flavor" (conjunción de sabor y aroma). El color es en los alimen­

tos factor determinante de la apariencia.

Estos atributos sensoriales son los primeros en ser aprecia­

dos por el consumidor y ser considerados por éste al seleccionar pro­

ductos competitivos. Indudablemente, este hecho no excluye la impor­

tancia de la calidad nutricional y microbiológica, penocuya.evalua­
ción no es usualmente inmediata por el consumidor. El objetivo per­

seguido es, entonces, un alimento apto microbiológicamente, que posea

al mismotiempo la máximacalidad nutritiva y organoléptica posible.

El correcto diseño de equipamiento y procesos para la indus­

tria alimentaria requiere adecuada información cinética sobre el com­

portamiento de los parámetros que hacen a la calidad de los alimen­
tos. Se han hecho extensivos estudios cinéticos sobre la estabilidad

de muchosnutrientes. Esto se ha debido tanto a la importancia nutri­

///
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cional comoa la facilidad de su determinación analítica.

El estudio de los atributos sensoriales puede ser abordado

de dos formas, mediante análisis sensorial o empleo de métodos ins­

trumentales que puedan ser correlacionados con aquéllos. El análisis

sensorial mediante paneles entrenados califica a los alimentos con

una escala numérica, a la que usualmente se corresponde un juicio de

calidad, tal como, "aceptable", "bueno" o "excelente". Este tipo de

información no es la más apta para ser usada en el diseño ingenieril,

por lo que los métodos de prueba y error siempre fueron los más usa­

dos a la hora de optimizar un atributo de calidad de naturaleza sen­

sorial (Lund, 1982). Intentos favorables en este sentido son los rea­

lizados por Hayakawa y col. (1977) y Olhsson (1980) que lograron de­

rivar información cinética (parámetros Z, D) correspondientes a la

variación de diversos atributos de calidad en varios alimentos (car­
ne, pescado, verduras) evaluados mediante análisis sensorial.

Sin embargo, es de esperar que la medición instrumental de

las características organolépticas proporcione informaciónútil y
cuantitativa para la calificación de calidad y permita el diseño de

procesos más objetivamente, con datos reproducibles y de sencilla

obtención. En este aspecto se encuadra el uso de la determinación

espectrofotométrica del color comotécnica de análisis cuantitativo
de la apariencia.

///



II.2.1. Lagpercepcióndel color

El color es un importante atributo sensorial y factor princi­

pal en la apariencia de los alimentos. Su percepción suele constituir

el primer paso en la evaluación de la calidad de los mismos (Durán,

1971).

El ojo humanoes sensible a la radiación electromagnética en

el ámbito de 380 a 770 mm, la cual es comúnmente llamada "luz". Asi­

mismoel sistema visual tiene capacidad de discriminar entre radia­

ción de distinta longitud de onda determinando su "color" a través

de un complejo mecanismotrivariante.

Los principios fundamentales de la colorimetría están dados

por las tres leyes de Grassman, la principal de las cuales estable­

ce que cualquier color puede ser igualado por la sumade tres colo­

res primarios en cantidades convenientes. Estos colores primarios

deben ser elegidos de tal forma que sean independientes entre sí, va­

le decir, ninguno puede ser obtenido por alguna combinación de los

otros dos. En la práctica, los colores primarios utilizables en for­

ma aditiva son tres: rojo, verde y azul. La suma de todos ellos pro­
duce la sensación de luz blanca o acromática.

Los objetos son coloreados porque absorben selectivamente de­

terminada radiación electromagnética de la luz, usualmente blanca,

incidente sobre ellos. Por otra parte, 1a percepción del color no es

///
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un fenómenosimple e intervienen varios factores, a saber (Francis

y Clydesdale, 1975):

V
a La distribución de la energía espectral del iluminante, es decir,

la clase de luz que ilumina al objeto: solar, lámpara de tungste­
no o mercurio, etc.

b) Las características espectrales del objeto con respecto a la ab­

sorción, reflexión y transmisión de la luz.

c Las condiciones bajo las cuales el color es visto, tales comoel
V

ángulo de visión, el color del contorno y el nivel de iluminación.

d) La sensibilidad del observador.

Por otra parte, se puede clasificar la apariencia de los ob­

jetos según sean los denominados atributos geométricos de los mismos,

en:

a Opacos: si absorben y/o reflejan toda la luz.
V

b) Transparentes: la mayorparte de la luz se transmite sin reflejar­
se ni difundirse.

V
c Translücidos: parte de la luz es reflejada y parte transmitida,

dando lugar a una importante componentedifusa tanto transmitida

comoreflejada.

///



Si los objetos absorben toda la luz incidente sobre ellos,

su color será negro. Si absorben selectivamente en el espectro, se­

rán coloreados. A su vez, los atributos geométricos también deter­

minan que la reflexión sea especular, cuando el ángulo de la luz in­

cidente es igual al de la luz reflejada, o difusa, cuando el rayo

incidente se refleja en otras direcciones distintas de la especular.
Diferentes combinaciones de los casos anteriores dan origen a fenó­

menosde la apariencia tales comoel brillo y el lustre.

De todo lo dicho se puede apreciar la dificultad de reempla­

zar a la observación visual por una medida instrumental y cuantita­

tiva. La descripción cualitativa de un color puede darse en los tér­

minosde los llamados atributos del color, siendo éstos, la clari­

dad, el tono y la saturación (Durán, 1971; Lozano, 1978).

La claridad, luminosidad o visibilidad es el atributo que

hace corresponder a cada color una equivalencia con respecto a una

escala de grises. El tono o tipo de color es el atributo que adjudi­

ca al color una cualidad que se define comorojo, naranja, amarillo,

verde, azul, púrpura o cualquier combinación de ellos. La saturación

o pureza es el atributo que, fijado el tono, describe el color por
su similitud con un color espectral puro; cuanto más parecido a és­

te, tanto más saturado.

El mecanismopsicofïsico de visión del color da al observa­

dor humanola capacidad de apreciar estos tres atributos o caracte­
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rísticas sensoriales del color. El observador no puede, en cambio,

decir nada de la composición espectral del estimulo.

II.2.2. Medidacuantitativa del color

La medida objetiva del color de un material puede obtenerse

del análisis de su espectro visible (transmisión o reflexión) obte­

nida con un espectrofotómetro. No obstante una especificación más

completa de la apariencia de un objeto puede requerir de medidas com­

plementarias que consideren la influencia de los atributos geométri­
cos, tales comomedición de brillo o turbidez.

De los sistemas propuestos para la especificación del color

el más completo y objetivo es el de la CIE (CommissionInternationale

de l'Eclairage), en el cual el color es indicado por tres variables

X, Y, Z, conocidas comolos valores triestímulos y que representan

a tres colores primarios imaginarios (Lozano, 1978).

Comose dijo anteriormente, el observador puede igualar el

color de un objeto mediante la suma de cantidades adecuadas de las

radiaciones correspondientes a tres colores primarios. El flujo ra­

diante que recibe el observador dependerá de la fracción de la luz

incidente sobre el objeto que es transmitida o reflejada por el mis­

moen su dirección. Por consiguiente, en la especificación de un co­
lor es necesario considerar el factordetransmitancia o reflectan­

///
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cia espectral, la distribución energética de la luz incidente o ilu­

minante y el análisis por elsistema visual de acuerdo a los tres pri­
marios elegidos.

El factor de transmitancia o reflectancia espectral se obtie­

ne mediante un espectrofotómetro. La distribución energética de diver­

sos iluminantes es conocida. Por ejemplo, el llamado iluminante C

(CIE) tiene una distribución energética similar a la luz blanca solar,

con una temperatura de color correlacionada de 6800°K. Los primarios

elegidos por la CIE son tres colores imaginarios, definidos por ra­

zones de conveniencia a partir del resultado de experiencias realiza­

das con colores primarios reales y diversos observadores. Además,uno

de ellos, Y, se ha definido de forma tal de representar toda la lumi­
nosidad del color.

El cálculo necesario para obtener los valores triestïmulo

CIE se esquematiza en la Fig. 2. Comoallí se observa, del producto

del factor de transmitancia o reflectancia espectral por la distribu­
ción energética del iluminante, se obtiene la intensidad de la radia­

ción que recibiría un observador a cada longitud de onda. Luego, es­

te valor es multiplicado por la contribución de cada primario, para

finalmente integrar y obtener los valores triestïmulos X, Y, Z. En

los espectrofotómetros modernos este cálculo es hecho automáticamen­

te por un sistema de computación acoplado al instrumento.

De esta manera el color queda determinado por un punto en un
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Fig. 2 - Representación csqucmática del cálculo de los valores
triestímulos CIE a partir del espectro de transmisión o
reflexión



espacio tridimensional de coordenadas X, Y, Z. Sin embargo, la forma

habitual de representación es calcular las llamadas coordenadas cro­

máticas x, y, definidas:

El color se acostumbra indicar en el plano "x,y" (Fig. 3) y
eventualmente la luminosidad Y se utiliza comotercera coordenada.

El plano x,y" está delimitado por una línea, en forma de herradura,

sobre la cual se encuentran los puntos correspondientes a los colo­

res espectrales puros. En este diagrama, la intersección de la pro­

longación del segmento que une el punto que representa el color con

el correspondiente al iluminante, y esta última línea, es la llamada

longitud de onda dominante correspondiente al color en cuestión. La

pureza es la relación entre la longitud de ese primer segmento men­

cionado y la distancia del iluminante a la periferia.
La diferencia entre dos colores viene dada por la distancia

entre dos puntos del espacio. La diferencia de color así calculada
no suele ser una buena medida de la diferencia entre dos colores, de­

bido a que el eSpacio CIB no es homogéneo. Es decir, de acuerdo a los
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colores, distancias iguales no representan diferencias de color igua­

les en la percepción por el ojo humano.

Para subsanar este problema se han desarrollado una serie de

transformaciones del espacio CIE que permiten obtener mejores resul­
tados en la evaluación de las diferencias de color.

De esta forma surgen los espacios de color CIELABy CIELUV

(Lozano, 1979). El CIELUVes una transformación lineal del espacio

cromático CIE. En cambio líneas rectas en el espacio CIE correspon­

den a líneas curvas en el espacio CIELAB.De este modo, las ecuacio­

nes de transformación de coordenadas CIE a CIELUVson (CIE, 1976)

L* = ll6(Y/Yn)l/3 - 16

u* = 13 L*(u' - u )
O

V* = 13 L*(V* - Vo)

siendo
u'=_—L_

X + 15Y + 3Z

V, 9Y= x + 15Y + 3Z

Y/Yn > 0,01



Comovalores de referencia se utilizan los correspondientes

al iluminante. Para el caso del iluminante C(CIE) son:

u = 0,2009 X = 98,041O n

Vo = 0,4610 Yn = 100,00

Zn = 118,03

Dentro de estos nuevos espacios es posible a su vez definir

otras funciones, que pueden ser indicativas de determinados atribu­

tos del color, comola saturación y el tono (Hunt, 1977). Así se

pueden calcular en el espacio CIELUVlas funciones SuV (saturación),

Huv (ángulo de tono) y Cuv (croma) (Fig. 4) definidas de la forma:

_ ._ 2 ._ 2%
Suv - 13[(u uo) + (V Vo) ]

H = tan_1(v*/u*)uv

2 ° k= =*
Cuv Suv L* (u + V*)

El sistema CIE y sus transformaciones CIELABy CIELUVson de

uso relativamente reciente en la determinación del color de los ali­
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Fig. 4 - Espacio de color CIELUV(Hunt, 1977)



mentos. Muchomás difundido ha sido el empleo de colorïmetros tries­

tímulos del tipo Hunter y similares (Francis y Clydesdele, 1975).

Los colorímetros triestímulos trabajan con sistemas de fil­

tros que reproducen más o menos bien un sistema de visión triestïmu­

lo. Son menos sensibles que un espectrofotómetro pero más sencillos

y económicos. En el colorímetro Hunter, un dispositivo electrónico

convierte las mediciones al espacio L,a,b. En este espacio, L re­

presenta la luminosidad; +b, amarillo; -b, azul; +a, rojo; —a, ver­
de.

En esta forma, una representación triestímulo del color se

obtiene rápidamente, lo cual resulta sumamenteútil en ausencia de

un sistema de computación que efectue el cálculo esquematizado en la

Fig. 2. Este hecho, junto a la fácil interpretación del espacio,
L,a,b difundieron muchoel uso del colorïmetro Hunter en la determi­

nación del color de los alimentos. Actualmente está disponible una

nueva generación de espectrofotómetros que permiten la obtención de

las curvas espectrofotométricas y derivan de ellas en forma automá­

tica los valores triestïmulos CIE. Noobstante,debido a la tradición

que tiene el uso del espacio Hunter, continua aún siendo bastante

empleado (Skrede, 1985).



II.2.3. Aplicaciones de la colorimetría triestïmulo en alimentos

En los alimentos en que el color se utiliza comocriterio pa­

ra evaluar la calidad del producto, se ha buscado correlacionar la
evaluación visual con los valores obtenidos en la medida instrumental.

Ejemplo de ello son los trabajos en tomate, en que el índice de cali­

dad del jugo (TCI = "tomato color index") puede ser hallado con la

siguiente ecuación, resultado de una medición de color (Hunter y

Yeatman, 1961)

TCI = - ( _ )
(y ¿5 mi; x Y

En jugo de naranja, el grado de color rojo (CR= "citrus rednessï)

puede expresarse c0mo (Hunter, 1967)

1,2777 x - 0,213 zCR = 200 Y - 1

y el grado de color amarillo (CY= "Citrus yellowness")

CY = 100 1 - 0,847 Z
Y

luego, la graduación de calidad (ECS= "equivalent orange juice co­
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lor scale") se expresa como

ECS = 22.51 + 0,165 CR + 0,111 CY

El principal inconveniente en desarrollar este tipo de ecuaciones

estriba en la dificultad de correlacionar con una evaluación visual,

subjetiva, que forzosamente considera el aspecto global del alimento.
Esta clase de estudios también ha conducido al desarrollo de colori­

metros triestímulos especialmente adaptados para determinado produc­
to.

Otro enfoque utilizado trata de correlacionar el color con

el contenido de pigmentos. De esta forma, la pérdida de clorofila en

arvejas procesadas térmicamente se puede expresar por la siguiente

ecuación (Gold y Weckel, 1959)

-a/b = 0,931 - 0,00747 (%de pérdida de clorofila)

La utilidad de emplear espacios de color más homogéneosy funciones

de color se manifiesta en la correlación hallada para hojas de pere­

jil deshidratadas, por Berset y Caniaux (1983) entre el ángulo de

tono Ha (CIELAB)y clorofila residual (r = 0,973) o califiación vi­b

sual (r = 0,979).

Los problemas que se presentan en general derivan en que el
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color no suele ser una función simple del contenido de pigmentos.

Esto puede deberse ya sea a una compleja composición de pigmentos,

al diferente estado físico que pueden tener los pigmentos en el pro­

ducto o a las propias características del color en estudio. Por otra

parte, el análisis químico de los pigmentos necesario para poder es­
tablecer la correlación, no deja de ser una dificultad muchasveces

insuperable.

Debe tenerse en cuenta que no existe una relación simple, del

tipo de ley de Beer, entre el color y la concentración o cantidad de

un pigmento puro. Las escalas habituales pueden no representar ade­

cuadamente la concentración de un determinado pigmento (Eagerman y

col., 1973a). No obstante en algunos casos pueden desarrollarse nue­

vas escalas o funciones de color a partir de las anteriores, que si

sean representativas de la concentración del mismo (Eagermany col.,

1973b).

A veces puede correlacionarse el color con factores no direc­

tamente involucrados en el mismo. Así, Bookwalter y Kwolek (1981)

hallaron en un alimento infantil a base de maíz y soja una relación

lineal entre la disminución de L (Hunter) y la pérdida de valor bio­

lógico de sus proteínas. Ambosparámetros son afectados por reaccio­

nes de pardeamiento no enzimático durante la preparación del alimen­
to.

Una nueva aplicación de la medición de color en alimentos
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constituye la realización de estudios cinéticos sobre las variacio­

nes de color (Skrede, 1985; Petriella y col., 1985). Así, Skrede

(1985) halló una cinética aparente de orden 1 para la disminución de

la variable a (Hunter) en el deterioro de jugo de moras almacenado.

Luego, se obtiene una variable objetiva apta para el diseño ingenie­
ril comomedida de un carácter sensorial.

II.3. Pardeamiento no enzimático de alimentos

II.3.1. Características del pardeamiento no enzimático de los ali­
mentos

Las reacciones de pardeamiento no enzimático que ocurren du­

rante el procesamiento y almacenamiento de numerosos alimentos, lle­

van a la formación de pigmentos pardos y diversos compuestos inter­

medios, que ocasionan notables alteraciones en sus características

nutricionales, organolépticas y funcionales.
Unagran variedad de alimentos son deterioradas por reaccio­

nes de pardeamiento no enzimático: jugosde fruta (Stadman, 1948),

alimentos deshidratados (huevos, lácteos, carnes, frutas y vegetales)

(Lea, 1958; Stadman, 1948; Patton, 1955) y en general alimentos de

humedad intermedia (Erickson, 1982).

Haytres rutas principales por las cuales puede ocurrir la
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reacción de pardeamiento no enzimático (Braverman, 1963): carameli­

zación de azúcares, oxidación del ácido ascórbico y la reacción de

Maillard. La composición y el pH del alimento junto a la temperatu­

ra a la que es sometido determinarán el tipo de reacción predominan­
te.

Los efectos del pardeamiento no enzimático sobre los alimen­

tossonnfiltiples. Entre ellos podemosnombrar:

cambios de color debidos a la producción de sustancias parduzcas y

destrucción de pigmentos del alimento (Meschter, 1953).

- producción de aromas y sabores (Pokorny, 1980)

pérdida de solubilidad de proteínas con los consiguientes cambios

en la textura y alteración en el poder de reconstitución de los

alimentos deshidratados (Labuza y col., 1977)

pérdida del valor nutritivo al dañarse aminoácidos esenciales como
la L-lisina (Mauron, 1981) o vitaminas comoel ácido ascórbico

(Clegg, 1964)

producción de metabolitos de potencial acción tóxica (Powrie y col.

1981)

- liberación de CO (Cole, 1967).
2
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- disminución del pH (Ellis, 1959).

En la mayoría de los casos estos efectos resultan perjudicia­
les, particularmente en el procesamiento y almacenamiento de alimen­

tos deshidratados (Lea, 1958) y de humedad intermedia (Erikson,

1982).

Sin embargo, en algunos casos las reacciones de pardeamien­

to no enzimático resultan beneficiosas, comoen la cocción de la

carne y el pan, o en la fabricación de caramelo, dulce de leche y

productos relacionados.

Dos propiedades novedosas y beneficiosas de la mezcla de

compuestos producida en las reacciones de pardeamiento no enzimáti­

co, son su acción antioxidante sobre los lípidos de ciertos alimen­

tos (Lingnert y Eriksson,1981) y su eventual acción antimicrobiana

(Lara y Gilliland, 1985).

II.3.2. Caramelización de azúcares

Cuando se calientan azúcares en forma anhidra o en solución,

éstos se descomponen formando un pigmento pardo, de naturaleza poli­

mérica, conocido como "caramelo". Esta descomposición es catalizada

por ácidos y bases. Los azúcares experimentan hidrólisis, enoliza­
ción, isomerización, deshidratación, fragmentación y oxidación. De



este modose forman compuestos carbonílicos altamente reactivos que

reaccionan entre si dando polímeros insaturados de color pardo

(Hodge y Osman, 1976). En medio ácido predomina la deshidratación

y los principales intermediarios son derivados del furfural. A par­

tir de pentosas se forma furfural mientras que la descomposición

de hexosmsproduce S-hidroximetilfurfural (HMF)según se indica en

la siguiente secuencia de reacciones:

H\E/OH HC-O nc-o HC-O HC-O

Héou HCOH ¿ou l I

má“ o 31-10ch ¿"L gn i. ("zu -_"-_°_.¿Iza I

HCIOH H<|ZOH raton HtIZOH o ¿H 0|HI neon HÉOH HI n

1:11.03 CH,0H CH.0H ¿mou (IZH,OH
D-glucosa nIdL-hído HMF

(Braverman, 1963)

En medio alcalino las reacciones de enolización ocurren rá­

pidamente, abundan los productosde fragmentación y oxidación, y co­

mo resultado el pardeamiento es muy rápido.

11.3.3. Oxidación del ácido ascórbico

El ácido ascórbico se degrada mediante similares mecanismos
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que los carbohidratos. Por lo tanto, su estabilidad decrece rápida­

mente a pH extremos y temperaturas elevadas. La degradación puede

ser anaerobia,o en presencia de oxígeno (oxidativa). En medio ácido

el furfural y sus productos de polimerización son importantes pro­

ductos finales. Se produce pardeamiento acompañadode la pérdida de
valor nutritivo fundamentalmenteal destruirse la actividad de vi­

tamina C (Braverman, 1963; Clegg, 1964).

11.3.4. Reacción de Maillard

Es la más frecuente causa del pardeamiento no enzimático en

alimentos y se origina en la condensación de un grupo carbonilo reac­

tivo, usualmente de un azúcar reductor, y un grupo amino provenien­

te, por ejemplo, de un aminoácido o proteína. Se ha demostrado su

especial importancia en el pardeamiento no enzimático de alimentos

deshidratados y alimentos de humedadintermedia.

La reacción es muy compleja y su secuencia se puedeesquema­

tizar en la siguiente forma (Hodge, 1953; Hodge y Osman, 1976):

1) Etapa inicial (productos incoloros sin absorción en el UVcercano)

a) condensación azúcar-amino

b) reordenamiento de Amadori



La secuencia de reacciones de esta etapa es:

RNH
¡(NH RN I

l é HHco CHOH H |
l +lNH. - I (CHOH).-.

( HO é l

HpH). = (CHOH).(cuoux ____

CH,0H ¿H.0H H.oH H “¡OH

aldnsa en forna aldehídn glitosilalina H-sustituida

RNH RNH * RNH RNH

"é CH ¿H éu.

(Hconx L F:2;_ Hcou 'H‘ ¿OH ¿1)
H¿—l (H ou). (HCOH). (chu).

(IIH,OH "¡OH CH.0H H.0H

l-anino 1-denxi-2-cetosa
N-sustituida

(Mauron, 1981)

O sea, partiendo de glucosa a través del reordenamiento de Amadori

se forma una fructosamina, la cual a su vez, puede reaccionar con

una segunda molécula de glucosa para dar una difructosamina (Bal­

tes, 1982). Por otra parte, la fructosa experimenta el reordena­

miento de Amadori, llamado en este caso de Heyns, formándose la

correspondiente glucosamina N-sustituïda.

2) Etapa intermedia (productos incoloros o amarillo pálido con fuer­

te absorción en el UV)

c) deshidratación de azúcares



d) fragmentación de azúcares

e) degradación de aminoácidos

3) Etapa final (productos coloreados)

f
V

condensación aldólica

Vg polimerización aldehído-amina con formación de compuestos hete­

rocíclicos conteniendo nitrógeno.

Un esquema simplificado de estas dos últimas etapas se mues­

tra en la siguiente secuencia de reacciones:

"(i-N: Ht':- N’: Hc - o m; - o ""F

—ou 2g]:-ou - o c - o Ücmom 3 cn, cn

/ 'émom'ï ¿momï ¿mom2'32. (F'H‘29.» HOCH2 CH'O
"¡ci-M: ¡[:WOHJ (¡mom 1:me (¡mom\ l ¿anna

‘Ï' ° . .
CHIOH) ¡elanoldlnas
mmm

¿mom ""Ï'N: "¿"2 (¡"3 (¡"3 / T 'laninal \ 9-0“_H_N:zc-OH___ (l:- o __¡ c - o
cunpuesto f'o" —> ' 0 P- ? =0 «—- g-ou
deAladori ?"‘°"' leOHl cmom f-ou \ “¡40.0.0

(¡mom (¡mom (¡mom (¡mom CHJ-CO-CO-CHg

CH20H-CO—CO—CH3
alt.

(Hodge y Osman, 1976)

Se debe destacar que también como consecuencia de la reacción de

Maillard se forma S-hidroximetilfurfural (HMF).

Durante la reacción se desprende CO2y en condiciones aero­
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bias puede consumirse 02, aunque éste no es un componente indispen­
sable para que ocurra la misma. Aunque la reacción es muy compleja,

puede considerarse en cierta forma comouna descomposición de azúca­

res catalizada por aminoácidos, aunque estos últimos se degradan en

la misma. Por otra parte, otros componentes de los alimentos pueden

participar, comobases nitrogenadas (tiamina, etanolamina, etc.) y

compuestoscarbonílicos provenientes de la oxidación de lípidos

(Suyama y Adachi, 1979; Doyon y Smyrl, 1983).

Los pigmentos pardos obtenidos en la etapa final de la reac­

ción se denominanmelanoidinas. Son polímeros insaturados y contienen

nitrógeno. Algunas melanoidinas son solubles en agua y soluciones a1­

cohólicas, otras en cambio son insolubles. Su composición y peso mo­

lecular depende de las sustancias reactivas y condiciones de la reac­

ción. La estructura química de las melanoidinas permanece oscura,

aunque se han hecho numerosos, y a menudocontradictorios hallazgos

parciales. Se ha identificado en sistemas modelodiversas estructu­

ras heterocïclicas y grupos funcionales, pero no ha sido encontrada

una secuencia homóloga (Kato y Tsuchida, 1981; Baltes, 1982).

II.3.4.1. Factores que afectan su desarrollo

II.3.4.1a. Composicióndel sistema

Las aldopentosas son más reactivas que las aldohexosas
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y los disacáridos reductores son aún menosreactivos que estos últi­

mos (Spark, 1969). Los disacáridos no reductores como la sacarosa de­

ben hidrolizarse previamente para participar en la reacción. Tal es

el caso de los sistemas proteína-sacarosa, en los cuales se produce

pardeamiento cuando existen condiciones que favorecen la hidrólisis

(bajo pHy alta humedad)(Hurrelv'Carpenter, 1977).
La L-lisina en los sistemas estudiados ha resultado el

más reactivo de los aminoácidos comúnmentepresentes en los alimen­

tos. El grupo amino situado en posición e es más reactivo que el

grupo amino en posición a (Dworschák, 1980).

Se ha comprobado que la presencia de oxoaniones incremen­

ta la velocidad de pardeamiento en sistemas modelos. Por consiguien­

te, la presencia de soluciones tampón (por ejemplo, fosfatos) modi­
fica la velocidad de reacción mediante dos mecanismos: efecto catali­

tico y mantenimiento constante del pH (Saunders y Jervis, 1966).

Los metales pesados pueden formar complejos con los ami­

noácidos y azúcares e influir en la velocidad de reacción en forma

positiva o negativa. Se ha descripto catálisis por parte de hierro

y cobre (Dworschák, 1980; Kato y col., 1981) e inhibición por parte

del estaño>re1 manganeso (Dworschák, 1980).

II.3.4.1b. Humedad

El agua proporciona un medio para la reacción y al mismo



tiempo es un producto de la misma. En un alimento sólido, deshidra­

tado a muybajo contenido acuoso, los reactivos interaccionan difi­

cilmente entre ellos y la reacción es muy lenta. A medida que aumen­

ta la humedad, y por consiguiente la aw del sistema, ocurren dos fe­
nómenos: disminución de la viscosidad de la fase acuosa y disolución

de los reactivos en esa fase. Comoconsecuencia, se va produciendo

un aumento gradual de la concentración de los reactivos y de su ve­

locidad de difusión en la fase acuosa, lo cual se traduce en un in­

cremento sostenido de la velocidad de reacción al aumentar la aw.
Eventualmente, la fase acuosa se satura y un aumento del

contenido acuoso no altera la concentración de reactivos sino hasta

el momentoen que cesa la disponibilidad de los mismospara disolver­

se, y un ulterior aumento del contenido acuoso sólo provoca su dilu­

ción. Este último efecto, sumado al hecho de que el agua por ser un

producto de la reacción tiene un efecto inhibitorio sobre la misma,
ocasiona una disminución de la velocidad de reacción que no es com­

pensada por la disminución de la viscosidad. Por consiguiente, se ob­

serva un máximoen la velocidad de pardeamiento para cierta aw del
sistema, según se representa en la Fig. 5. Dependiente del tipo de

alimento, el máximosuele ubicarse en el rango de aw comprendido en­

tre 0,60 y 0,80, coincidente con la aw de los alimentos de humedad
intermedia (Labuza y Saltmarch, 1981).

La importancia de los efectos viscosos en los alimentos
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Fig. 5 - Dependencia de la velocidad de pardeamiento no enzimático

en función de la aw.
I. Alimentos y sistemas sólidos (Labuza y Saltmarch, 1981)

II. Alimentos y sistemas líquidos (Loncin y col., 1965)



sólidos de humedad intermedia se pone de manifiesto en sistemas mo­

delos cuya aw se ha controlado mediante el agregado de polioles. Se
ha observado que el agregado de polioles líquidos, comoglicerol,

propilenglicol y 1,3-butilenglicol desplaza el máximode pardeamien­

to hacia zonas de menor aw. Esto se puede explicar suponiendo un
reemplazo parcial del agua por el humectante, ya sea como solvente

de las sustanciasreactivas o provocando una disminución de la visco­

sidad de la fase acuosa (efecto plastizante)a bajos contenidos de

agua. En cambio el sorbitol, poliol sólido, agregado comohumectante

en sistemas modelo sólidos de aw inferior a 0,85 provoca una nota­
ble inhibición del pardeamiento a medida que ésta disminuye. Se atri­

buye este efecto al característico aumentode viscosidad originado

por la disolución del sorbitol (Warmbiery col., 1976; Labuza, 1980).

El proceso de concentrar jugos de fruta en el rango de

aplicación comercial (hasta 60-70° Brix) aumenta la tendencia a expe­

rimentar el pardeamiento no enzimático. No sólo se produce una elimi­

nación de agua sino que se concentran las sustancias reactivas. El

aumentode viscosidad no es suficiente para compensar estos factores

y la velocidad de reacción se incrementa con el grado de concentra­

ción (Saguy y col., 1978; Toribio y Lozano, 1984). Sin embargo,al

concentrar aún más jugo de manzana Toribio y col.(1984) han encontra­

do la presencia de un máximode pardeamiento en jugo concentrado a

aw entre 0,53 y 0,55 (aproximadamente 81-83° Brix) con poca disminu­
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ción del mismoa mayor concentración. En forma coincidente, esta a
W

marca el inicio de drásticos incrementos en la viscosidad del jugo
(105-106 cp) al aumentarse más su concentración.

En algunos sistemas modelo líquido binarios formulados

con agua y otro solvente, en los cuales los reactivos están disuel­

tos en concentración constante, se ha encontrado una gradual disminu­

ción de la velocidad de reacción al aumentar la proporción de agua,

atribuible a la inhibición por producto causada por ésta. Por consi­

guiente, no se observa un máximo de pardeamiento en zonas de humedad

intermedia (Fig. 5) (Loncin y col., 1965; Eichner y Karel, 1972).

II.3.5. Métodos de medición del pardeamiento no enzimático

Unade las consecuencias resultante de la complejidad de las

reacciones de pardeamiento no enzimático y de la multiplicidad de

sus efectos sobre los alimentos es la diversidad de medios que han

sido utilizados para estudiar su progreso.
Los métodos espectrofotométricos han sido extensamente emplea­

dos. Así, mientras que los cambios en el espectro visible son repre­

sentativosde la formación de pigmentos, aquéllos en la región ultra­

violeta se corresponden con la formación de furfurales y otros com­

puestos carbonílicos capaces de absorber en dicha zona. Amboscam­
bios serán discutidos en detalle más adelante. Máslimitado es el
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empleode espectrofluorometría, aunque las sustancias fluorógenas

responsables de la fluorescencia no han sido aún mayormenteidenti­

ficadas, es una técnica de gran sensibilidad capaz de brindar valio­

sa información (Adhikari y Tappel, 1983; Cerrutti y col., 1985).

También el avance del pardeamiento no enzimático ha sido se­

guido midiendo la liberación de CO2 (Cole, 1967), descenso del pH
(Resnik y col., 1981), formación y descomposición de compuestos de

Amadori (Lee y col., 1984), evolución de acción antioxidante (Park y

Kim, 1983) y disminución de la concentración de azúcares (Cerrutti y
col., 1985).

Los aminoácidos se destruyen en la reacción de Maillard, por

lo tanto la pérdida de nitrógeno amídico y la disminución de su con­

centración fueron muyutilizadas para seguir esta descomposición

(Ellis, 1959). Actualmente se prefiere determinar la disponibilidad

de aminoácidos esenciales (en especial lisina), en forma química o

biológica, y conocer así la pérdida de valor nutritivo experimenta­

do por el alimento (Mauron, 1981).

Otro enfoque, más reciente, propone la utilización de cier­

tos compuestos químicos formados durante el pardeamiento como indi­

cativos de los cambios sufridos por el alimento. Estos compuestos de­

ben ser de fácil análisis y relativamente estables una vez formados.

Luego, su concentración puede eventualmente correlacionarse con el

deterioro experimentado por el alimento, y por consiguiente su cali­
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dad, o con otros parámetros útiles. En esta forma, el nivel observa­

do de 5-hidroximetilfurfural (HMF)durante el deshidratado de manza­

nas, se correlaciona bien con la densidad, desintegración, rehidra­
tación y color, pudiendo ser utilizado en predecir las condiciones

de operación óptimas (Sullivan, 1981). El mismo compuesto ha sido

relacionado con el contenido de triptófano (Trp) en un alimento in­

fantil almacenado: Trp = - 0,59 log(HMF) + 0,46 (Dworschák, 1980).

Otros compuestos "indicadores" propuestos son: furfural, en

jugo de naranjas (Nagyy Randall, 1973); furosina y piridosina en

productos lácteos (Burton, 1984) e isovaleraldehído, en tomates y

zanahorias deshidratadas (Eichner y Ciner-Doruk, 1981).

Estos compuestos no pueden considerarse comoproductos fina­

les de la reacción, sino más bien intermediarios. No obstante, en

determinados sistemas y alimentos resultan los suficientemente esta­

bles o su acumulación lo bastante significativa, para poder ser em­

pleados con aquel fin.

II.3.5.1. Modificacióndel espectro visible

Los pigmentos pardos producidos por las reacciones de par­

deamiento no enzimático se caracterizan por absorber radiación elec­

tromagnética en la zona visible del espectro, sin presentar máximos
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ni mínimascaracterísticos, sino un gradual aumentode la absorban­

cia a medida que disminuye la longitud de onda (Clark y Tannenbaum,

1970). Luego, en alimentos que han experimentado estas reacciones su

presencia altera las características espectrales, y por consiguiente,
el color natural de los mismos.

El métodomás usado para estudiar la coloración resultan­

te de las reacciones de pardeamiento no enzimático ha sido la aisla­

ción de los pigmentos y su posterior análisis colorimétrico.

Los métodos habituales utilizados en la separación de los

pigmentos constan de tres etapas principales (Meydavy col., 1977):

1) Extracción de las sustancias coloreadas solubles en los alimentos
sólidos.

2) Clarificación del extracto resultante. Los alimentos líquidos se
clarifican directamente.

3) Colorimetrïa del extracto clarificado.

El análisis colorimétrico suele consistir en medir la ab­

sorbancia a una longitud de onda determinada, usualmente entre 400­

500 nm. Tomandola precaución de trabajar en un rango de dilución

adecuado se puede considerar la existencia de una relación lineal en­

///



-48­

tre la absorbancia y la cantidad de pigmento en acuerdo a la ley de

Beer (Maier y Schiller, 1959).

Debe tenerse en cuenta que esto implica considerar que el

pigmento formado en todo el transcurso de la reacción es el mismo, o

al menossus características espectrales. Esto no es necesariamente

cierto en las reacciones de pardeamiento donde el pigmento se forma

en múltiples reacciones de adición, eliminación y deshidratación, al­

tamente dependientes de las condiciones de reacción. Este problema

se agrava en alimentos por sersistemasnmy complejos.

Otra fuente de error puede provenir de insuficiente extrac­

ción o extracción de otros pigmentos; Por este motivo, los resultados

son altamente dependientes de la técnica y solventes usados.

Por otra parte, la absorbancia del extracto no proporciona

una idea correcta del aspecto visual del alimento pardeado, comola

da, en cambio, la medida de su color. Por ejemplo, muestras con la

misma absorbancia a 450 nmtienen diferente grado visual de pardea­

miento, segün se observa en la comparación de sistemas sulfitados

con respecto a los no inhibidos. El SO2produce una modificación del
espectro no detectable a 450 nm (Spark, 1969). No obstante en algu­

nos casos se puede establecer una correlación entre la absorbancia

del extracto y el color del alimento, según se ha comprobadoen jugo

de naranja reconstituído (Robertson y Reeves, 1981).

De lo dicho se infiere que la simple medición de la absor­
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bancia de un extracto a una única longitud de onda dista de ser una

técnica perfecta. En consecuencia es de esperar que arroje utilidad
el estudio, por un lado, de las características espectrales de los
pigmentosextraídos, y por otro, de la colorimetría directa del ali­

mento pardeado.

En este aspecto, Clark y Tannembaum(1970) purificaron los

pigmentos provenientes de la reacción glucosa-caseína y de la polime­

rización de furfural. Examinandosus espectros visibles encontraron

una relación lineal entre el logaritmo de la absorbancia y el loga­

ritmo de la longitud de onda correspondiente. Las rectas obtenidas

con ambos pigmentos tuvieron la misma pendiente.

Motai (1973), con el objeto de caracterizar las melanoidi­

nas obtenidas en sistemas modeloxilosa-glicina, introduce el valor

AA,variación en el logaritmo de la absorbancia por 100 nm, en el tra­

model espectro visible, que aproxima por medio de una recta, compren­

dida entre 450 y 650 nm.

Recientemente, Buera y col. (1986) analizaron las caracte­
rísticas cromáticas de una diversidad de sistemas modelo acuosos azú­

car-aminoácido con diferente grado de pardeamiento, en términos de su

longitud de onda dominante, pureza y luminosidad. De esta forma, ha­

llaron una curva en el espacio x,y con puntos de longitud de onda do­

minante entre 573 y 580 nm y pureza entre 0,1 y 0,9.

Por otra parte, la colorimetría directa en alimentos par­
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deados se inicia con las determinaciones efectuadas mediante compa­

ración visual con patrones adecuados (Nichols y col., 1938), utili­

zación de discos Munsell (Moore y col., 1944) y tintómetro Lovibond

(Joslyn y Marsh, 1935). Posteriormente se emplearon métodos de colo­

rimetría triestïmulo (Francis y Clydesdale, 1975). El propósito prin­
cipal de estos estudios ha sido establecer correlaciones entre el

color y la aceptabilidad, durabilidad y calidad del alimento.

El color resultante del alimento es frecuentemente produc­

to no sólo del pardeamiento, sino de la degradación de otros pigmen­

tos eventualmentepresentes (clorofila, carotenoides, etc.). La medi­

ción exclusiva del pardeamiento debe entonces involucrar la utiliza­
ción de una selección o transformación adecuada de las variables de

color. En esta forma, Ramakrishnan y Francis (1970) estudiaron el co­

lor del pimentón tratado térmicamente, el cual es resultado de dos

contribuciones: degradación de carotenoides y pardeamiento no enzi­

mático. De este modohallaron que mientras que la concentración de

carotenoideses proporcional al parámetro a (Hunter), el logaritmo de

la absorbancia (450 nm) de un extracto de los pigmentos pardos decre­

ce linealmente con el aumento de L (Hunter).

En su trabajo sobre diferentes métodos de evaluar el par­

deamiento de dátiles,Maier y Schiller (1959) prepararon mezclas con

diferentes proporciones de tejido de dátil muypardeado y sin pardear.

La absorbancia (400 nm) del extracto de estas mezclas es linealmente
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proporcional a la cantidad de dátil pardeado empleado. En cambio, la

luminosidad (fotómetro Photovolt) del puré preparado con las mismas

mezclas aproxima a una relación logaritmica. Es de notar la gran

sensibilidad del valor de luminosidad para variaciones en mezclas

que contienen poco dátil pardeado.

Otros trabajos en que se han usado variables de color para

seguir el pardeamiento no enzimático son: L (Hunter) en jugo de pera

concentrado (Cornwell y Wrolstad, 1981); reflectancia(colorïmetro

Agtron F) en manzana deshidratada (Singh y col., 1983); AE (Hunter)

en queso fundido (Bley y col., 1985).

Por último, el uso de la colorimetría triestïmulo en el es­

pacio CIE (Resnik y col., 1981) y en los espacios CIELABy CIELUV

(Petriella, 1983; Petriella y col., 1985) fue aplicada al estudio del

pardeamiento no enzimático en sistemas modelo acuosos azúcar-amino­

ácido. En estos trabajos se demostró la factibilidad de usar funcio­

nes de color derivadas de los valores triestïmulos CIE comoparáme­

tros cinéticos indicativos del pardeamiento.

II.3.5.2. Modificacióndel espectro ultravioleta

La mezcla de productos resultantes de las reacciones de

pardeamiento no enzimático se caracteriza por presentar fuerte absor­

ción en la zona ultravioleta del espectro de radiación electromagné­
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tica. Es característica la existencia de un máximode absorbancia en

el rango 280-300 nm, tanto en alimentos (Hass y col., 1948; Clegg,

1964) como en sistemas modelo (Friedman y Kline, 1950). Aunque menos

empleadaque la medición en el espectro visible, la absorbancia a

una longitud de onda dada en ese rango del espectro ultravioleta ha

sido considerada indicativa de la reacción de pardeamiento no enzi­

mático en sistemas modelo y alimentos, por ejemplo: A300, sistemas

modelo alanina-glucosa (Loncin y col., 1965); A285, sistemas modelo

azúcar-glicina (Burton y col., 1963); A282, manzanadeshidratada

(Resnik y Chirife, 1979); A280, sacarosa liofilizada (Flink, 1983).
Los pigmentos y melanoidinas absorben en el ultravioleta

-sin rasgos notables (Clark y Tannenbaum, 1970; Feather y Nelson,

1984), atribuyéndose la existencia del máximode absorbancia a la

presencia de furfurales, en particular en sistemas que contienen

hexosas, del S-hidroximetilfurfural (HMF)(Wolfromy col., 1948;

Hodge, 1953; Hodge y Osman, 1976; Resnik y Chirife, 1979;Feather y

Nelson, 1984).

Se caracteriza el espectro de absorción ultravioleta del

HMFen solución acuosa por poseer un máximo a 285 nm con coeficiente

de extinción molar e = 16500 y un segundo máximo de menor importancia

a 228 nm, e = 3620, situándose el mínimo de absorbancia a 245 nm

(Wolfromy col., 1948).

En la Fig. 6 se ilustra el espectro de absorción ultravio­
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Fig. 6 - Espectro de absorción ultravioleta de los productos de

reacción (A) de glucosa y glicina en solución acuosa (di­

lución 1:2000) y de un pigmento polimérico (B) producido

en las mismas condiciones (Feather y Nelson, 1984)
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leta obtenido por Feather y Nelson (1984) de los productos de reacción

de un sistema modelo glucosa-glicina pardeado, antes y después de so­
meter el mismoa diálisis exhaustiva. Es notable la disminución de la

absorbancia y la desaparición del máximoal eliminarse los compuestos

de bajo peso molecular (donde se incluye el HMF)y quedar solamente

los pigmentos poliméricos.

///



III. PARTE EXPERIMENTAL

III.1. Sistemas modelo

III.1.1. Descripción y preparación

Los sistemas modelo fueron soluciones acuosas de un azúcar

reductor, D-glucosa o D-fructosa, y un aminoácido, L-lisina, con aw
ajustada mediante el agregado de un humectante y pH controlado a tra­
vés de una mezcla de sales de fosfato.

Los humectantes empleados fueron polioles: glicerol, sorbi­

tol, propilenglicol, polietilenglicol (PEG)200, polietilenglicol

(PEG) 400 y 1,3-butilenglicol; o sales: KCl, NaCl y NaZSO4.
Lasreacciones depardeamiento noenzimáthuaproducen descenso

del pH, debido a la formación de ácidos y consumo de bases (grupos

amino). A fin de mantener constante el pH se utilizó una solución re­

guladora de sales de fosfato en alta concentración (0,35Men fosfato),

próxima al límite de solubilidad en los sistemas modelo. De esta for­

ma la disminución de pH que acompaña al pardeamiento se redujo al mí­

nimo (< 0,1). En la preparación de las soluciones se utilizaron

KHZPO4y NaZHPO4.2H20cuyasproporciones relativas debieron determinar­
se experimentalmente para cada pH y humectante. El ajuste final del

pH se realizó con solución concentrada de HCl o HONa,según corres­
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pondiera. La medición del pH (Ï 0,02) se efectuó con un pHmetro

Metrhom, modelo E 632 y el electrodo de vidrio EA 120.

Las soluciones fueron preparadas disolviendo todos los reac­

tivos en agua destilada y llevando a volumen en matraz aforado. Lue­

go se midió y ajustó el pH en la forma ya descripta. Finalmente, cada

solución se envasó en envases de polietileno de alta densidad (capa­

cidad nominal 20 cm3) provistos de tapa a rosca del mismomaterial,

a razón de 18 ml por frasco.

III.1.2. Reactivos

Se utilizó D-glucosa, D-fructosa, glicerol, propilenglicol,

sorbitol,polietilenglicol 400 (PEG400), NaZSO4y CsCl marca

Mallinckrodt (St. Louis, MO, USA). El NaCl, KCl, LiCl, N02HP04.2H20,
HONay HCl (c) fueron de Merck (Darmstadt, Alemania.R.F.). Los res­

tantes reactivos se adquirieron: l,3—butilenglicol a BDH(Poole,

Gran Bretaña), polietilenglicol 200 (PEG200) a FLUKA(Buchs, Suiza)

y L-lisina a SIGMA(St. Louis, MO, USA).

III.1.3. Cálculo y medición de la actividad de agua

Comoprimer paso en la formulación de los sistemas modelo

fue necesario determinar las cantidades de humectante, poliol o sal,
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requeridas para lograr los niveles de aw deseados. Esto se efectuó
mediante el procedimiento que se describe a continuación. Para cada

humectante se prepararon soluciones conteniendo diferentes cantida­

des, calculadas aproximadamente según los métodos descriptos en la

sección II.1.3. Conocida por gravimetría la cantidad de reactivos y

de agua de cada solución, se pudo calcular la correspondiente aw. Co­
mo la ley de Raoult presenta desviaciones en soluciones de los humec­

tantes usados por debajo de aw 0,95 se aplicó la ecuación de Norrish
(1966) para los polioles o el modelo de Pitzer (1973) para las sales

y la ecuación de Ross (1975). Para ello se utilizaron los datos de

bibliografía que se detallan en la Tabla 2. Luego se midió, según se

describe más adelante, la aw de cada solución. De este modo se obtu­

vieron curvas de concentración de humectante versus aw calculada y

de aw calculada versus aw medida, de las cuales fue posible interpo­

lar la cantidad de cada humectante requerido para cada nivel de aw
estudiado.

La aw de las diferentes soluciones (excepto aquellas que
contienen propilenglicol o 1,3-butilenglicol) fue medida usando el

higrómetro eléctrico VAISALAHMI33, (Vaisala, Finlandia) con la mo­

dificación de Driesden y Kern (Tangstadt, Alemania R.F.), de acuerdo

al procedimiento descripto por Favetto y col.(1983). Para ello se

calibró el higrómetro a 25°C, utilizando soluciones salinas satura­

das de aw conocida (NH4)ZSO4: 0,802; KCl: 0,843; BaC12: 0,902; KNO3:
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Tabla 2 - Constantes de Norrish (1966) y parámetros del modelo de

Pitzer (1973)

Compuesto K(Norrish)

Glucosaa 2.25

Glicerola 1,16

Propilenglicola 1,0
Sorbitola 1,65

1,3-buti1englicolb 3,47
PEG 200c 6,10

PEG 400C 26,6

L-lisinad 9,3

a Chirife y col. (1980a)

b Alzamora y Chirife (1984)

c Chirife y Ferro Fontán (1980b)

d Chirife y col. (1980b)

Compuesto Bág) Bái) CMx

KCl 0,04835 0,2122 -0,00084

NaCl 0,0765 0,2664 0,00127

Na2804 0,0196 1,113 0,00497

KZHPO4 -0,0678 -0,1042

NaH2P04 -0,0583 1,466 0,0294

Pitzer y Mayorga (1973)



0,926; K2804: 0,974). Se obtuvo una recta de calibración por cuadra­

dos mínimos con la cual se conviertieron los datos leídos en la aw

de las muestras medidas. La aw de las muestras que contienen propi­
lenglicol o 1,3-butilenglicol no fue medida con el higrómetro ya que

se sabe que dichos polioles pueden contaminar el sensor dando origen

a resultados erróneos (Favetto y col., 1984).Dada la buena concor­

dancia observada entre aw calculada y aw medida en las soluciones de
los otros polioles no se consideró indispensable la medición de la

aw de los sistemas modelo conteniendo propilenglicol o 1,3-butilen­
glicol.

Por otra parte, la variación de las cantidades relativas de

KHZPO4y Na2HP0.2H20entre los distintos niveles de pH estudiados no4

modifica significativamente la aw de las soluciones. Luego, se uso
la mismacantidad de humectante en los tres niveles de pH estudiados.

Aplicando estos procedimientos se prepararon soluciones de

tres niveles de aw: 0,900; 0,925; 0,950, habiéndose hallado su exac­
titud en el rango Ï0,005 (en la mayoría de los casos)-0,01.

III.1.4. Composición

El estudio comparativo de la cinética de pardeamiento no en­

zimático en sistemas modeloglucosa-lisina y fructosa-lisina se rea­

lizó utilizando concentraciones de hexosa comprendidas entre 0,0684­
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0,410My de lisina 0,0343-0,205M. Estos sistemas modelo se ajustaron

a pH = 6. Asimismo se agregó a todas las soluciones 50,00 g/l de

NaCl de forma tal de obtener aw = 0,95. La composición de estos sis­
temas modelo se indica en las Tablas 3 y 4.

El efecto especifico de los humectantes se estudió en sis­

temas modelo con concentración inicial de glucosa 0,274My lisina

0,00684M (0,1%). El glicerol y el KCl fueron los humectantes más es­

tudiados. La composición de estos sistemas modelo se indica en la

Tabla 5.

III.2. Tratamiento térmico

Se almacenaron las soluciones envasadas a cuatro niveles de

temperatura (45, 55, 60 y 65°C) durante distintos períodos de tiempo.

Para evitar gradientes de temperatura se utilizaron estufas de circu­
lación forzada. Los estudios a 45, 60 y 65°C se realizaron en estufas

LONGHI,con control de temperatura i0,5°C. Una estufa LAB-LINE,mode­

los Imperial III (Melrose Park, Ill., USA)capaz de controlar la tem­

peratura con una variación no mayor de ÏO,2°C, se empleó en el alma­

cenamiento de las muestras a 55°C.

Hasta el momentodel tratamiento térmico y luego del mismo

hasta que su color fuese medido, las soluciones se mantuvieron conge­
ladas a -30°C. De este modo se inhibe fuertemente el avance de las
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Tabla3 -Composicióndesistemasmodeloglucosa-lisinayfructosa-lisinaconcon­

centraciónincicialdeglucosaofructosa0,274MyNaCl50,00g/l.

GLUCOSA-LISINAFRUCTOSA-LISINA

[LISINA]KHzPO4NaZHPO4.2H20KHZPO4NaZHPO4.2H20 moles/litrog/lg/lg/lg/l

0,034332,0020,4435,4515.90 0,051434,3617,3637,5013,30 0,068434,3617,3638,3812,10 0,10336,5814,4441,158,50 0,15438,4012,0844,204,50 0,20538,4012,08



Tabla4 -Composicióndesistemasmodeloglucosa-lisinayfructosa-lisinaconcon­

centracióninicialdelisina0,0684Myaajustadacon50,00g/ldeNaCl

w

[GLUCOSA]GLUCOSA-LISINAFRUCTOSA-LISINA

KHPONa2HPO4.2H20KHPO4NaHPO.2HO

o

[FRUCTOSA]24224 moles/litrog/lg/lg/lg/l

2

0,068434,3617,3637,5013,30 0,13734,3617,3637,5013,30 0,20534,3617,3637,4813,28 0,27434,3617,3638,3812,10 0,34234,3617,36 0,41034,3617,3635,4515,90



Tabla5 -Comppsicióndesistemasmodeloglucosa(0,274M)—lisina(0,00684M) Humectante

g/lpH

KHPO

2
g/l

4
Na

2HPO.2H

4
g/l

2ODensidad(25°C)

g/ml

adere­
w ferencia

acal­
w

culada

Glicerol

289,06 288,85 289,24

39,14 47,34 47,64

11,10

0,362

1,116 1,115 1,114

0,900

0,902 0,903 0,903

220,46 220,55 220,44

39,14 47,34 47,64

1,101 1,099 1,098

0,925

0,925 0,926 0,926

133,16 133,15 133,14

39,92 47,34 47,64

1,080 1,078 1,078

0,950

0,951 0,952 0,952



Tabla5(Continuación) Sorbitol

468,5

32,02

1,208

0,902

393,8 393,8 393,8

33,42 45,65 47,65

1,183 1,178 1,176

0,925

0,920 0,921 0,921

268,4

35,70

1,141

0,950

0,951

110,0

41,60

1,058

0,950

0,951

Propilen­

glicol

176,0 176,1 176,2

41,84 47,63 47,63

1,062 1,059 1,059

0,925

0,928 0,928 0,928

236,0

42,58

1,067

0,900

0,903

1,3-butileg

glicol

190,0

42,30

1,054

0,925

0,926

PEG200

340,4

44,20

1,102

0,925

0,923

PEG400

400,1

44,20

1,103

0,925

0,925

-64­



Tabla5(continuación)

180,0631,7420,781,1530,894 180,0545,342,991,1510,9000,895 180,0447,64---1,1520,896 150,0632,7219,51,1360,915

KCl150,0545,342,991,1350,9250,916

150,0447,64---1,1360,917

84,0633,9017,961,0990,943 84,0545,342,991,0960,9500,944 84,0447,64---1,0980,945

248,0632,2420,121,2430,9250,919 248,0544,491,651,2410,920

40,925

248,0447,63--1,2390,920

NaSO

152,0633,9017,961,1720,9500,944



Tabla5(Continuación)

85,006

NaCl85,005

85,004

26,28 44,20 47,64

27,94 4,48

1,107 1,109 1,104

0,925

0,929 0,931 0,931

50,006

32,00

1,086

0,950

0,950

Sinhumectante5

41,16 47,65

1,049 1,047 1,047

0,983 0,984 0,984



reacciones de pardeamiento no enzimático.

III.3. Mediciónde viscosidad

La viscosidad de soluciones preparadas con los diferentes

humectantes a pH = 6 y aw = 0,925 fue medida a 55°C utilizando un
viscosímetro capilar de vidrio tipo Ubbelohde. El viscosïmetro fue

inmerso en un baño de agua a temperatura constante (55:0,1°C) y fue­

ron registrados los tiempos de escurrimiento de las diferentes solu­

ciones (rango 3-13 minutos).

La densidad de las soluciones fue medida por picnometría y

calculadas las viscosidades relativas al agua destilada (u/uHO).
2

III.4. Medicióndel color

III.4.1. El espectrofotómetro ZEISS DMC25

El espectrofotómetro ZEISSDMC25, utilizado en la medición

del color, está provisto de doble haz y esfera integradora. Diferen­
tes salidas laterales de esta última permiten la ubicación de la

muestra, el patrón de referencia y el fototubo detector. La fuente

luminosa para mediciones en el espectro visible es una lámpara de

tungsteno y el monocromadorestá compuesto por un sistema doble de

///



prismas.

El instrumento puede adaptarse a diferentes tipos de muestra

y permite mediciones por transmisión o reflexión (con o sin compo­

nente especular).

En el presente trabajo se midió el factor de transmitancia

espectral (espectro de transmitancia) de las soluciones en el rango

visible utilizando iluminación monocromática.A partir del espectro

un sistema acoplado de integración triestïmulo DAVIDSONy'HEMMENDIGER

(Tatamy, PA., USA)calcula los valores triestímulos x, Y, Z para dis­

tintos iluminantes CIE por el método de las ordenadas seleccionadas

(Lozano, 1978).

III.4.2. Técnica de la medición del color

Las soluciones se colocaron con la ayuda de una jeringa en

una cubeta especialmente diseñada para muestras líquidas viscosas,

fabricada con cuerpo de acrílico y ventanas de vidrio de calidad 6p­

tica (Fig. 7). Unacubeta similar que contenía agua destilada se uti­

lizó comoreferencia. Ambascubetas se dispusieron dentro del apara­

to de forma tal que el haz de luz monocromática las atravesase antes

de penetrar en la esfera integradora.
El 100%de transmitancia se adjudicó a ambas cubetas llenas

con agua destilada y la calibración se hizo en todo el rango del es­
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Fig. 7 - Cubeta empleada en la medición de la transmitancia de

muestras líquidas viscosas



pectro visible (380-730 nm) mediante el ajuste de 30 potenciómetros.

El monocromador se ajustó en un ancho de banda de 10 nm y

las muestras fueron iluminadas con un haz de diámetro 1,5 cm. El es­

pectro fue registrado en papel en la escala 10 nm/cma una velocidad

de barrido de 3,5 nm/seg.

Finalizado el barrido del espectro los valores X, Y, Z, ilu­

minante C (CIE), fueron leídos en la pantalla digital del integrador
triestímulo.

III.4.3. El error en la medicióncolorimétrica

Una vez calibrado el espectrofotómetro ZBISSDMC25 la re­

petibilidad para mediciones sucesivas de la mismamuestra es muybue­

na, obteniéndose diferencias despreciables en los valores triestïmu­

los (< 0,1%).

En cambio, mediciones de la misma muestra efectuados luego

de distintas calibraciones permiten la estimación del error en a1­
rededor del 1%de los valores triestïmulos.

III.S. Mediciónde la absorción ultravioleta

La transmitancia de las soluciones en el rango de 220-330

nm fue medida con un espectrofotómetro Spectronic 21 (Bausch & Lomb).
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La absorbancia de las muestras fue calculada referida a la correspon­
diente solución sin tratamiento térmico. Tanto las muestras calenta­

das comolas soluciones de referencia fueron diluídas con agua des­

tilada en forma tal de obtener valores de absorbancia comprendidos

entre 0,1-0,9. Las lecturas de transmitancia se efectuaron en forma

regular cada 10 nm, excepto en aquellas zonas del espectro con máxi­

mos o mínimos, donde la lectura fue hecha cada 2 nm. Todas las medi­

das se realizaron en celdas de quarzo Beckmande 10 mmde espesor.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Color y cinética de las reacciones de pardeamiento no enzimá­
tico

La primera etapa en el estudio emprendido sobre el pardeamien­

to no enzimático en sistemas modelo azúcar-aminoácido de alta aw, con­
sistió en un análisis de las características cromáticas del color for­

mado en los mismos dirigido a la búsqueda de un modelo cinético apto

a representar los datos espectrofotométricos obtenidos.

IV.1.1. Color

En la Fig. 8 se observan los espectros de transmitancia en

la zona visible (380-730 nm) correspondientes a soluciones glucosa

(0,274M)-lisina (0,00684M), pH = 6 y aw = 0,950, ajustada con NaCl,
almacenadas a 55°C durante diferentes períodos de tiempo. Las curvas

espectrales no presentan máximosni mínimos siendo su característica

más notable el rápido descenso de la transmitancia en la zona de me­

nor longitud de onda. Esta disminución de la transmitancia está

acompañadade un cambio en la forma de las curvas espectrales en el

intervalo 380-500 nm, precisamente el más empleado en el seguimiento

del pardeamiento a través de la medición espectrofotométrica a una
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sola longitud de onda. Bspectros similares se registraron en todos
los casos estudiados.

Los cambios espectrales se corresponden a cambios en el color

de las soluciones almacenadas. Estas pasan del incoloro al amarillo,

luego de naranja hasta marrón, donde los cambios cromáticos disminu­

yen y comienza un gradual oscurecimiento (Fig. 9).

De acuerdo a lo discutido previamente, una forma de evalua­

ción cuantitativa de los cambios espectrales en todo el espectro vi­

sible, superando además las limitaciones impuestas a una sola longi­

tud de onda, constituye la medición triestímulo del color. Por con­

siguiente, se calcularon en forma automática los valores triestímu­

los (CIE) x, Y, Z, iluminante C, correspondientes a la curva espec­

tral de cada solución pardeada. Considerando los inconvenientes del

espacio CIE, se transformaron estos valores en las correspondientes

coordenadas del espacio CIELUV,uno de los actualmente recomendados

por esta comisión internacional, por ser mejor representativo de las
diferencias de color.

En la Fig. 10 se observa el movimiento en el espacio tridi­

mencional CIELUVconforme progresa el pardeamiento no enzimático del

sistema modelo. La luminosidad, L*, disminuye en forma monótona, mien­

tras que aumentan los componentes cromáticos u* (rojo) y v* (amari­

llo). E1 incremento de u* y v* va lentamente decreciendo hasta casi

detenerse, en correspondencia a la poca variación cromática de las
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Fig. 9 —Soluciones glucosa-lisina (pH = 6, aw = 0,950) luego del
almacenamiento a 55°C



10 - Variación de las coordenadas CIELUVde soluciones glucosa­Fig.

0,950) luego del almacenamiento aw...= 6, alisina (pH
55°C. Los números sobre la curva indican las horas de

tratamiento térmico



soluciones muypardeadas. Este tipo de representación tridimensional

y que además no incluye una coordenada para la variable tiempo, di­

ficulta la interpretación y manejode los resultados. Por este moti­

vo se buscó una función de color que representara adecuadamente los

cambios cromáticos debidos al pardeamiento de los sistemas modelo y

que pudiera emplearse además en los estudios cinéticos. Además, al

combinarse la variación de los tres parámetros cromáticos se obtiene

una información más completa que al utilizar sólo uno de ellos, por

ejemplo, la luminosidad. Coneste propósito se eligió en el espacio

CIELUVla función de color saturación Suv. En la misma se combinan
la disminución de luminosidad y aumento cromático característicos del

pardeamiento no enzimático (Suv = CuV/L*). La función Suv tiene un
significado mayorque la simple diferencia total de color. La varia­

ción de saturación (S - SO)uVrefleja, en el espacio CIELUV,el ale­
jamiento del punto cromático o incoloro inicial, siendo que el valor

So usualmente es muy pequeño.

IV.1.2. Cinética

El desarrollo de las reacciones de pardeamiento no enzimáti­

co ha sido objeto de numerosos estudios cinéticos tanto en alimentos

como en sistemas modelo (Labuza y Saltmarch, 1981). La observación

de estos trabajos señala la ausencia de un modelo cinético simple y
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único aplicable a todos los sistemas y alimentos. Esto se debe indu­

dablemente a la gran complejidad de la reacción estudiada en una gran
variedad de condiciones.

En general, la formación de pigmentos pardos que lleva a los

cambios de color se incrementa en forma sostenida luego de un período

de inducción o lag. En acuerdo con este hecho, el modelo cinético más

simple aplicado al pardeamiento no enzimático de los alimentos, divi­

de la cinética en dos etapas: un período de inducción o lag seguido

de una fase de desarrollo de color que puede considerarse lineal con

más o menos acierto. Muchosautores aplicaron este modelo en estu­

dios cinéticos del pardeamiento no enzimático (Cole, 1965; Warmbier

y col., 1976; Waletzko y Labuza, 1976; Singh y col., 1983). El período

de inducción puede no observarse o ser de duración despreciable. En­

tonces queda la cinética únicamente caracterizada por una constante

de reacción, de orden aparente cero,cuyo valor es el de la pendiente

de la mejor recta (calculada mediante regresión) que describe el con­

siderado período lineal. Por su simplicidad, este modelocinético tie­

ne amplia aceptación y uso (Labuza y Saltmarch, 1981). Sin embargo,

presenta dos defectos. Primero, el error que puede conllevar el des­

precio del peródo lag, sobre todo en las extrapolaciones a condicio­

nes distintas de las estudiadas. En segundo lugar,puede ocurrir que

la diferenciación marcada entre período de inducción sin formación de

color y posterior desarrollo lineal no se ajuste al avance del par­
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deamiento en muchos sistemas modelo y alimentos. Por tal causa otros

modelos han sido propuestos.

Haugaard y col. (1951) hallaron que la velocidad de pardea­

miento en sistemas modelo acuosos glucosa-glicina puede considerarse

proporcional al tiempo de calentamiento (100°C). Esto es equivalente

a un orden de reacción 0,5 e implica que el grado de pardeamiento es

proporcional al cuadrado del tiempo. Saguy y col. (1978) analizaron

el pardeamiento no enzimático de jugo de pomelo concentrado dividien­

do el mismoen dos períodos de cinética diferente. El primero o lag,

con poco desarrollo de color, sigue una cinética exponencial, o sea,

de orden 1, mientras que en el período subsiguiente el desarrollo de

color es lineal o de orden cero. Toribio y Lozano (1984) ajustan los

valores de absorbancia de jugo de manzana concentrado con la ecua­

ción empírica: B = a - b exp(-K t), donde B es la absorbancia a 420

nm, a y b son parámetros de ajuste, K es la constante de reacción y

t el tiempo de calentamiento. Esta ecuación se cumple en el rango de

temperaturas 5-37°C, cambiando únicamente el valor de la cOnstante

K. Por otra parte, la variación de esta última con la temperatura se

ajusta al modelo de Arrhenius. Lee y col. (1984) hallaron en siste­

mas modelo glucosa-lisina un comportamiento lineal del logaritmo de

la absorbancia a 420 nm en función del tiempo de calentamiento

(90-110°C). No observaron período de inducción. Luego el incremento

de absorbancia sigue un orden aparente uno. El denominador común en
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estos modelos es un orden de reacción aparente comprendido entre O y

1. Una cinética de orden mixto, dB/dt =an,n comprendido entre 0 y

1, fue propuesta por Petriella y col. (1985) en el seguimiento del

pardeamiento de sistemas modelo glucosa-lisina almacenados a 35°C,

donde B es la variación de saturación, k y n la constante y el orden

de reacción respectivamente. Aplicando la expresión equivalente

1/(dB/dt) = l/ko + l/k1 B se pueden calcular los valores de k0 y k1
(constantes de ordencero y uno). De este modoes posible conocer la

contribución de cada tipo de cinética (cero o uno) al desarrollo del

color en una corrida cinética particular.

En la Fig. 11 se observa el incremento de saturación en fun­

ción del tiempo de calentamiento a 55°C en las soluciones del siste­

mamodeloglucosa-lisina antes considerado (Figs. 8-10), indicándose

en el mismográfico la aplicación del modelocinético lineal. El in­

cremento de la saturación presenta un período de inducción, seguido

por un período de coloración creciente, hasta que finalmente la ve­

locidad de pardeamiento disminuye. Este último tramo de la reacción

involucra muestras muypardeadas, o sea, correspondientes a un gran

deterioro, por lo que es de menor interés el estudio de su cinética

siendo de ordinario no alcanzado en la mayoría de las corridas. La

fase principal de desarrollo del color puede considerarse lineal con

el tiempo, por lo cual, luego de ensayarse la aplicación de distin­
tos modelos cinéticos, se decidió 1a aplicación del modelo lineal,
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Fig. 11 - Aplicación del modelo cinético lineal al incremento de

saturación CIELUVen función del tiempo de calentamiento
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siendo el mejor al cual se ajustan todos los resultados. De esta for­
ma:

B=0 si tSI

B=k(t-I)81t>I
dBY áï=k

siendo

B = variaciónde saturación CIELUV, (S - SO)uv
t = tiempo de calentamiento

I = período de inducción
k = constante de reacción

El procedimiento empleado en la aplicación de este modelo ci­

nético lineal a los sistemas modelo en estudio se observa en la Fig.

11. Mediante regresión lineal se obtiene el valor de la pendiente de

la recta representativa de la variación de color durante el período
lineal. De este modose obtiene la constante de reacción k. La in­

tersección de la prolongación de dicha recta y el eje de abscisas

determina el valor del período de inducción I (Song y col., 1966).
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IV.2. Comparación del pardeamiento no enzimático en sistemas modelo

glucosa-lisinaAXÍfructosa-lisina

Varios autores han señalado las diferentes características

cinéticas del pardeamiento no enzimático en sistemas que contienen

fructosa, con respecto a aquéllos con glucosa, avanzando la hipóte­

sis de diferentes mecanismosde reacción (Spark, 1969; Kato y col.,

1969; Shallenberger y Mattick, 1983).

Por otra parte, recientes avances tecnológicos en el campo

de las enzimas inmovilizadas trajeroncomo consecuencia una creciente

disponibilidad comercial de fructosa cristalina y de jarabes de glu­

cosa-fructosa, aptos para la formulación de numerososproductos ali­
menticios.

Por consiguiente, existe un interés tanto teórico comoprác­
tico en conocer la reactividad relativa de ambosazúcares en las

reacciones de pardeamiento no enzimático en sistemas de alta activi­

dad de agua.

IV.2.1. Cinética

El análisis de las características cinéticas que adopta el

desarrollo del pardeamiento no enzimático debido a la presencia de
uno u otro azúcar fue abordado estudiando la reacción en sistemas

///
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modelocon distinta concentración inicial de glucosa o fructosa y

lisina en un medio acuoso de alta aw = 0,95.
El esquemaexperimental adoptado consistió en preparar series

de sistemas modelo semejantes en la concentración inicial de uno de

los reactivos, hexosa o lisina, y diferente en la del otro. Deesta

forma, en una serie de experimentos la concentración de glucosa y

fructosa fue fijada en 0,274M,mientrasque la concentración de lisina

se varió entre 0,0343-0,205M. En otro grupo de experimentos la con­

centración de lisina fue 0,0684My la de glucosa o fructosa estuvo

comprendida entre 0,0684-0,410M. La composición detallada de estos

sistemas modelo se encuentra en las tablas 3 y 4. Se ajustaron todas

las soluciones a pH = 6 y se redujo la aw agregando una cantidad fi­
ja de NaCl. El tratamiento térmico se efectuó a 55°C.

En la Fig. 12 se observa la variación de saturación en fun­

ción del tiempo de calentamiento de soluciones conteniendo glucosa o

fructosa y lisina a una concentración inicial 0,274My 0,0512Mres­

pectivamente. Las soluciones que contienen fructosa se pardean pri­

mero debido a que presentan un período de inducción más breve y mar­

cado. No obstante, luego de un corto tiempo el pardeamiento de los

sistemas modeloglucosa-lisina sobrepasa el de aquéllos con fructosa.

Un comportamiento idéntico se repite siempre al comparar todos los

sistemas modelo con glucosa o fructosa con igual concentración de

reactivos. Este entrecruzamiento de ambascurvas cinéticas ya fue

observado por otros autores en sistemas semejantes (Kato y col.,

///
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Fig 12 - Incremento de la saturación en función del tiempo de tra­
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cambios de color predichos



-86­

1969; Reyes y col., 1982) y es posiblemente la causa de cierta con­

fusión en la literatura al compararse el poder de pardeamiento de

ambos azúcares (Ellis, 1959; Dworschak, 1980).

Aunque el pardeamiento no enzimático en los sistemas modelo

tiene características propias según este presente uno u otro de los

azúcares, todas las curvas cinéticas obtenidas pudieron analizarse

aplicando el modelocinético lineal ya descripto en la sec. IV.1.2.

Así se calcularon las constantesde reacción kG y kF y los períodos

de inducción IG y IF (G-= glucosa; F = fructosa) (Tablas 6 y 7).

IV.2.2. Efecto de la concentración de reactivos

Al aumentar la concentración de hexosa o lisina en los siste­

mas modelo aumenta el valor de las constantes de reacción y disminu­

ye la duración de los períodos de inducción (Tablas 6 y 7). Además,

cuando kG y kF son representados en una gráfica log-log versus la
concentración inicial del reactivo en concentración variable, se ob­

tiene un buen comportamiento lineal (Fig. 13) proporcionando así un

métodoque permite cuantificar esta influencia. Mediante un simple

cálculo pueden obtenerse (Laidler, 1965; Suyamay Adachi, 1979) las

siguientes ecuaciones:

kG = 0,29 [glucosa10'49[lisina]0’58 (l)

///



Tabla6 -Valoresdelaconstantesdereacción(1)yperíodosdeinducciónpara

sistemasmodeloglucosa-lisinaofructosa-lisinaconconcentración inicialdelisina0,0684M,calentadosa55°C

[GLUCOSA]Glucosa-lisinaFructosa-lisinaS —So

O

_3—1_

[FRUCTOSA],Mka103,h1IhkFX10rhIhInterseCCión

0,068416,4510,468.023,980,10 0,13724,649,0310,802,060,13 0,20529,608,1312,531,390,15 0,27435,128,4213,891,400,16 0,34236,377,89 0,41039,357,9215,780,0840,21

(1)Coeficientesderegresión(r)>0,99



Tabla7 —Valoresdelaconstantesdereacción(1)4yperíodoscfleinducciónparasis­

temasmodelo;g1ucosa—lisinayfructosa-lisinaconconcentracióninicial deglucosaofructosa0,274M,calentadosa55°C

Glucosa-lisinaFructosa-lisinaS -SO

[LISINA],M

3-13-1

kalo,hIhkFxlo,hI

hIntersección

0,034319,949,1612,171,810,23

-83­

0,051427,148,9813,162,010,18 0,068435,128,4213,891,400,16 0,103039,818,0714,851,720,15 0,15449,796,4215,791,070,12 0,20559,126,43

(1)Coeficientesderegresión(r)>0,99
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Fig. 13 - Relación entre las constantes de reacción y las concentra­
ciones de hexosa o lisina
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kp = 0¡035 [fructosa10'38[1isina]0,17 (2)

También se comprobóque este procedimiento podía aplicarse

a los períodos de inducción correspondientes a las soluciones gluco­
sa-lisina:

I = 3,7 [glucosa1-0’16 [liSina]—o'22 (3)
G

En cambio, los cortos períodos de inducción observados al pardearse

las soluciones fructosa-lisina impidieron aplicar un cálculo similar

para IF. La bondad de estas ecuaciones fue probada en la predicción
del pardeamiento no enzimático de los respectivos sistemas modelo,

obteniéndose un buen ajuste de los datos experimentales, según se

ejemplifica en la Fig. 12. En el caso de los sistemas modelo fructo­

sa-lisina se adoptó un valor promedio de 1,70 para los períodos de

inducción IF.
Aplicando este procedimiento analítico Suyamay Adachi (1979)

encontraron la siguiente ecuación para el pardeamiento no enzimáti­
co de un sistema modelo acetaldehído (AcH)-fosfatidil etanolamina

(PE):

= A49o

K = constante
dB/dt = K[AcH][PE]2

///



Haugaardycol. (1951) derivaron la siguiente ecuación para

el pardeamiento de soluciones glucosa-glicina:

B = A490

K' = constante
dB/dt = K'[glucosa][glicina]2t

Kato y col. (1969) refirmaron la validez de esta ecuación en

sistemas modeloglucosa-glicina, derivando para el pardeamiento no

enzimático de soluciones fructosa-glicina la ecuación:

B = A47oB = K"[fructosa][glicina] t
K" = constante

Song y col. (1966) propusieron una ecuación más compleja pa­

ra el pardeamiento no enzimático de soluciones glucosa-glicina:

_ . 35 _ _dB/dt - [k2(k1 Go/k2 I) + k3(go B)] (I B)

siendo Goy go las concentraciones iniciales de glucosa y glicina

respectivamente, I la concentración de intermediarios, k1, k2, k3,
constantes de reacción y B la absorbancia a 490 nm.

El denominador comúnde estas ecuaciones es que el orden de

reacción aparente de la glucosa o compuesto carbonïlico tiene la mi­

tad del valor del observado para la glicina o amino compuesto.

La excepción se encuentra en el sistema que contiene fructosa. Ba­
///



sándose enestos hechos Kato y col. (1969) propusieron que la secuen­

cia de reacciones del pardeamiento no enzimático consta de una con­

densación inicial de glucosa y glicina que conduce a intermediarios

reactivos, los cuales a su vez reaccionarïan con un segundo mol de

glicina conduciendo finalmente a la formación de melanoidinas.

Ala luz de esta interpretación debe juzgarse que la obtención

en este trabajo de órdenes de reacción muysimilares para ambos

reactivos, glucosa y lisina (ecuación (1)),implica descartar o dismi­

nuir la importancia en este caso de esta segunda combinación del ami­

noácido. Por otra parte, la duración de los períodos de inducción IG
es menosdependiente de la concentración de los reactivos (ecuación

(3)) que las respectivas kG, sugiriendo una mayor participación de
los reactivos en la evolución posterior de los pigmentos luego de la

aparición del color, probablemente a través de la reacción con pro­

ductos de descomposición de los mismos. En este aspecto, Spark

(1969) observó en soluciones glicina-glucosa que este aminoácido se

destruye en forma paralela al incremento del pardeamiento, mientras

que otros autores (Labuza y Saltmarch, 1981) informan que en diver­

sos sistemas se hallaron notables pérdidas de lisina antes de la apa­

rición de coloración. Lee y col. (1984) encontraron que en sistemas

modelo glucosa-lisina, más del 50%del aminoácido se encuentra como

fructosamina y difructosamina antes siquiera que el pardeamiento co­
mienze o sea detectable.



Al observar los parámetros cinéticos para el pardeamiento no

enzimático de las soluciones fructosa-lisina, se puedenresaltar tres
aspectos con respecto a los sistemas con glucosa: la corta duración

de los períodos de inducción, el menor valor de las constantes de

reacción y la menor dependencia que tiene el pardeamiento con respec­

to a la concentración inicial de lisina. En la interpretación de es­

tos hechos es útil considerar algunas características del pardeamien­

to no enzimático en los sistemas que contienen fructosa.

La fructosa es más lábil que la glucosa, en particular, a

pH = 6, se descompone cinco veces más rápido que esta última, tanto

en lo que respecta a la formación de 5-HMF(Shallenberger y Mattick,

1983) o caramelización (Buera y col., 1986). También comoresultado

del reordenamiento de Amadori, la fructosa forma glucosaminas más es­

tables que las correspondientes fructosaminas. Además, la glucosa es

capaz de formar difructosaminas aun más inestables (Reynolds, 1969;

Baltes, 1982). Spark (1969) informa mucho menor c0nsumo de aminoáci­

do en soluciones fructosa-glicina que en aquéllas con glucosa, a igual

grado de pardeamiento; incluso hay una estabilización en la concen­

tración del aminoácido a pesar de proseguir el pardeamiento.

En base a estos hechos se puede sostener que en el pardeamien­
to no enzimático en los sistemas modelo glucosa-lisina predomina una

ruta diferente que en los sistemas modeloglucosa-lisina. La fructosa,

más inestable que la glucosa, se descompondrïa rápidamente, sin con­

densación previa con el aminoácido. En una etapa posterior, secunda­

///
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ria, compuestos carbonílicos provenientes de la descomposición del

azúcar reaccionarían con el aminoácido. Así quedarían explicados en

los sistemas modelofructosa-lisina los cortos períodos de inducción

y la menor dependencia en el pardeamiento ejercida por la concen­

tración del aminoácido. Compárenseen este sentido, los resultados

de Kato y col. (1969).y los aquí encontrados (coeficiente 0,17 en

ecuación (2)).

Por otra parte,la mayorfacilidad de formación y labilidad

de los compuestos de Amadori en los sistemas glucosa-lisina da origen

a las mayores constantes de reacción. Comoconsecuencia se origina

el punto de intersección entre las curvas cinéticas de ambossistemas,
el cual se encuentra a valores de saturación menor cuando la concen­

tración de hexosa disminuye o la concentración de lisina aumenta (Ta­

blas 6 y 7). Ambascondiciones favorecen más el pardeamiento de las

soluciones que contienen glucosa con respecto a aquéllas con fructosa.

Desdeel punto de vista práctico, la aplicación de este re­
sultado a la elección de fructosa o glucosa en la formulación de un

alimento, dependerá de la naturaleza de éste. Si la aparición de par­
deamiento es crítica, deberá indudablemente evitarse el uso de fruc­

tosa. En cambio, si en el alimento ya sea por la presencia de otros

pigmentos o por su carácter, consiente un nivel mayor de avance del

pardeamiento no enzimático sin desmedro de su calidad, podría conve­

nir el empleo de fructosa. A favor de esta última elección también

///



estaría, una menor destrucción de aminoácidos y por consiguiente, me­
nor pérdida de valor nutritivo.

IV.3. Efecto de polioles sobre el pardeamiento no enzimático

IV.3.1. Cinética

La investigación del efecto de las variables aw, pH, tempe­
ratura y tipo de humectante en la cinética del pardeamiento no enzi­

mático requiere contar con parámetros cinéticos comparables entre si.

Luegose realizó el análisis de las características adoptadas por el

modelocinético lineal (Sec. IV.1.2.) cuando es utilizado para des­

cribir el pardeamiento no enzimático de los sistemas modelo glucosa­

lisina, cuyo aw fue ajustada con polioles.
La Fig. 14 muestra el incremento de saturación en función del

tiempo de tratamiento térmico a 45°C y 65°C de soluciones glucosa­

lisina, que contienen glicerol, y pH = 6 o pH = 4 respectivamente.

En el gráfico se puede apreciar, en ambascorridas, la fase lineal

de desarrollo de color y el período de inducción. Desarrollos de co­

lor semejantes se obtuvieron en el resto de los sistemas modelo con

polioles comohumectantes. La aplicación del modelo cinético lineal

permitió obtener los valores de las constantes de reacción (k) y pe­

ríodos de inducción (I) (Tabla 8). Se observa que un desarrollo len­

///



n

Glicerol
a =O,925

1,0- W

> ' 65°C,pH=4
3 _.

ano _

I 0,5­
w ——

V _ 45°C, pH=6

h o, ,

o 4’ A1 z’ 1 1 l 1 1 i

9 200 400 600
Ï TIEMPO,horas

Fig. 14 - Efecto del tiempo de calentamiento en el incremento de

saturación de soluciones glucosa-lisina, a = 0,925,w

ajustada con glicerol



Tabla8 -Valoresdelasconstantesdereacción(k)yperíodosdeinducción(I) Humectante

correspondientesa1pardeamientonoenzimáticodesistemasmodelo glucosa-lisinacuyaa”fueajustadaconpolioles

pH

temp.
(°C)

0,900

3-l

kxlO,hI,h

aw

0,925

kx1o3,h’1

I,h

0,950

3-l

kx10,h

Glicerol

45 55 60 65

0,392(0,997)579 1,04(0,996)160 2,64(0,998)92,0 4,50(0,997)57,9

0,373(0,994)

(0,999) (0,998) (0,996)

631

0,326 0,826

(0,989) (0,996) (0,998) (0,995)

702 221 118
58,8

45 55 60 65

0,762(0,998)305 2,33(0,999)95,8

(0,999)52,3 (0,996)28,2

(0,999) (0,996) (0,997) (0,999)

(0,999) (0,995) (0,998) (0,999)

45 55 60 65

(0,997)143 (0,996)29,2 (0,999)12,1 (0,994)9,05

(0,997) (0,996) (0,997) (0,995)

8,68

(0,996) (0,996) (0,999) (0,997)

125

27,9 18,7 8,22
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Tabla8

(continuación)

(0,999)

350

(0,999)

118

45

Propilen­ glicol55

60 65

(0,993)147(0,994) (0,999)32,9(0,999) (0,999)12,2(0,999) (0,987)11,1(0,996)

140
33,5 12,0 12,1

(0,991) (0,998) (0,999) (0,988)

124
35,8 11,8 9,98

(0,999)

133

(0,999)

57,2

Sorbitol

45 65

(0,992)96,4(0,999) (0,994)13,3(0,996) (0,995)7,31(0,993)

99,7 15,1 7,48

(0,998) (0,994) (0,989)

1,3Butilen­

glicol655

(0.997)

37,5

PEG200655

(0,997)

30,3

PEG400655

(0,999)

33,5

Entreparéntesisse

indicaelcoeficientedecorrelación

1ineal(r)

-98­



to o rápido del color, está precedido respectivamente, de un largo o
corto período de inducción. En sistemas en los cuales existe un de­

sarrollo lineal del pardeamiento no enzimático precedido de un perío­

do de inducción, las correspondientes constantes de reacción por si
solas describen en forma insuficiente el mismo. Noobstante han si­

do bastante empleadas en sistemas modelo con el propósito de estudiar

el efecto de diversas variables, por ejemplo, temperatura (Cole,

1967), pH (Wolfromy col., 1953), influencia de la concentración de

reactivos (Suyama y Adachi, 1979) y aw (Warmbier y col., 1976). Pa­
ra que los resultados encontrados sean de completa validez, debe es­

tar implícita una consideración sobre el comportamientode los pe­

ríodos de inducción. Sin embargo, sólo ocasionalmente se la ha hecho.

Para estudiar la relación entre k e I se realizó una repre­

sentación en escala doble logaritmica de ambasvariables, de la cual

resulta una buena relación lineal (Fig. 15) y mediante aplicación de

regresión lineal se puede derivar la siguiente ecuación (coeficiente
de correlación 0,978)

Esta ecuación indica que la duración del período de inducción
está relacionada en forma inversa con el valor de la constante de
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reacción, en forma tal que a mayor constante de reacción, menor pe­

ríodo de inducción y viceversa.

Cole (1967) y Warmber y col. (1976) mencionan en forma cuali­

tativa la relación inversa que existe en sus sistemas modeloentre

la duración de los períodos de inducción y el valor de las constan­

tes de reacción, dando validez a las comparaciones que efectúan pos­

teriormente empleandosolamente estas últimas. En este trabajo se ha

verificado esta relación en forma cuantitativa, pudiéndose de este

modoestudiar con mayor seguridad las variables que afectan el par­

deamiento no enzimático en los sistemas modelo formulados con polio­

les con el solo empleo de las constantes de reacción.

IV.3.2. Efecto de la aw_

En el rango de aw baja e intermedia tanto en sistemas sólidos

comolíquidos las variaciones de aw influencian notablemente la velo­
cidad del pardeamiento no enzimático (Sec. II.3.4.1b.).

En la Fig. 16 se puede observar el incremento de saturación

en soluciones de distinta aw ajustada c0n sorbitol.Al disminuir la

aw se incrementa ligeramente el pardeamiento. Esta tendencia fue ob­

servada en todos los sistemas modelo cuya aw fue ajustada con polio­
les en distintas condiciones de pH y temperatura (Tabla 8).

En general, siempre se halló un incremento en la intensidad
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del pardeamiento no enzimático al disminuir la cantidad de agua en

sistemas modelo líquidos formulados con igual concentración de sus­

tancias reactivas, pero diferente proporción de agua y otro solvente:

glicerol-agua (Eichner y Karel, 1972), etilenglicol-agua (Lonciny
col., 1965), alcohol-agua (Kawashimay col., 1980), ácido acético­

agua (Nyhammary Pernemalm, 1983). Se considera como probable causa

de este efecto la inhibición causada por el agua comoproducto de la

reacción. En particular, Eichner y Karel (1972) estudiaron el pardea­

miento de sistemas modeloglucosa-glicina en mezclas glicerol-agua,

de aw comprendida entre 0,40 y 0,86, encontrando una marcada dismi­
nución del pardeamiento al aumentar la proporción de agua. A su vez,

esta disminución va gradualmente decreciendo a medida que se alcanza

el límite superior de aw estudiado, en acuerdo al resultado obtenido
en este trabajo. TambiénLoncin y col. (1965) hallaron que a altas

aw, las variaciones de este parámetro afectaban el pardeamiento no
enzimático de sistemas líquidos etilenglicol-agua en forma desprecia­
ble.

Luego, se puede eSperar una variación poco significativa en

la intensidad del pardeamiento no enzimático de un alimento comodi­

recta consecuencia de variaciones en su aw en el rango 0,90-O,95 con­
seguidas mediante el agregado de polioles.

///
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IV.3.3. Efecto del pH

El pH incide en la velocidad de las reacciones de pardeamien­

to no enzimático en diversas formas. A pH alcalino, aumentos en el

mismooriginan bruscos incrementos en el pardeamiento, ocasionados

por acción combinada de caramelización y reacción de Maillard. En el

otro extremo de la escala, a pH 2-4, el pardeamiento es lento debido

a la inhibición de ambas reacciones y sólo vuelve a incrementarse al

disminuir aun más el pH y reanudarse la caramelización de los azúca­

res (Wolfromy col., 1953; Ellis, 1959; Braverman, 1963). A pH ácido

moderado, o sea, en el rango de la mayoría de los alimentos, el par­

deamiento seincrementaal aumentar el pHen sistemas azúcar reductor­

aminoácido, en distinto grado de acuerdo a la composición de los mis­

mos.

En la Fig. 17 se muestran las variaciones en función del pH

de las constantes de reacción correspondientes a soluciones glucosa­

lisina, cuya aw fue ajustada con glicerol y calentadas a distintas
temperaturas. Siguiendo una práctica usual se ha graficado el logarit­

mode las constantes de reacción versus el pH. Se observa un incre­

mento de dos y tres veces en la velocidad de reacción por cada aumen­

to en una unidad de pH, siendo mayor el aumento entre pH 5 y 6 que

entre 4 y 5. Un resultado semejante fue observado por otros autores

en sistemas modeloglucosa-lisina, tanto en presencia de "buffer"

///



Glicerol

-1,5 — aw= 0,925 65°

-2,0*x '
-2,5­

E? _

‘ í
-3 ot 45°C

’ 3,5 _ l 1 l _

4 5 6

pH

Fig. 17 —Efecto del pH y temperatura de almacenamiento sobre las

constantes de reacción de sistemas modeloglucosa-lisina,
aw = 0,925, ajustada con glicerol



-106­

(Kawashimay col., 1980) o en su ausencia (Lee y col., 1984).

El aumento observado en el pardeamiento no enzimático al au­

mentar el pH en el rango 4-6 se puede atribuir a dos factores: aumen­

to en la concentración de la forma acíclica del carbohidrato (Burton

y Mc Weeny, 1963a) y en el caracter básico del aminoácido (Hodge y

Osman, 1976). El aumento del pH determina la existencia en solución

de una mayor proporción de la forma acíclica de la glucosa, con la

consiguiente mayor facilidad de enolización y de reacción con el gru­

po amino de la lisina. Tambiencontribuye a este hecho la presencia

de fosfatos, a la vez que actuando de catalizador ácido-base acelera

las distintas etapas de la reacción (Dworschak,1980).

En base a lo anterior puede esperarse una variación en la

intensidad del pardeamiento producto de la modificación de los equi­

librios ácido-base por acción del tipo y cantidad de poliol empleado
en la formulación de los sistemas modelo. En este sentido las varia­

ciones con el pHde las soluciones con sorbitol o propilenglicol son

más pronunciadas, indicando un pardeamiento proporcionalmente menor

a pH = 4 en estos sistemas (Fig. 18). Por otra parte las variaciones

de aw en las soluciones con glicerol no ocasionan apreciables modi­
ficaciones en la influencia del pH (Fig. 19).

Luego se comprueba que el pardeamiento no enzimático se puede

controlar perfectamente disminuyendo el pHen los sistemas de alta

aw ajustada con polioles.
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Efecto del poliol usado en el ajuste de la aw sobre las
constantes de reacción de sistemas modeloglucosa-lisina
calentados a 55°C
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Fig. 19 - Efecto de la aw, ajustada con glicerol, sobre las cons­
tantes de reacción de sistemas modeloglucosa-lisina
calentados a 55°C
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IV.3.4. Energia de activación

De las reacciones deteriorativas que ocurren en los alimen­

tos, las reacciones de pardeamiento no enzimático están entre las más

afectadas por variaciones en la temperatura. Se ha comprobadoque en

la mayoría de los casos la magnitud de este efecto puede ser evalua­

da, al menos enforma aproximada, mediante la aplicación de la ecua­

ción de Arrhenius y el cálculo de la energía de activación (Labuza

y Riboh, 1982).

De acuerdo al modelo de Arrhenius se puede expresar la cons­

tante de reacción como

-E /RT
k=koe a

siendo

k = constante de velocidad de reacción (hora-1)

Ea = energía de activación (Kcal/mol)
T = temperatura absoluta (°K)

ko = constante absoluta de velocidad de reacción o factor pre­
exponencial (hora-1)

k = constante de los gases ideales (1,986x10_3 Kcal/mol°K)

Del valor de la energía de activación puede derivarse el ter­

///
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mino Qlo. Se define como el aumento en la velocidad de reacción que
se produce al incrementarse en 10°C la temperatura de reacción

2189 E_M_ . _a_
Q1o ‘ v ' antllog T(T + 10)T

Al contrario que la energía de activación, el valor de Qlo es depen­
diente de la temperatura y disminuye al aumentar ésta. Su ventaja ra­

dica en que proporciona una forma rápida de visualizar el efecto de

la temperatura, permitiendo efectuar comparaciones con respecto a la

influencia de este parámetro en las reacciones de deterioro.

En la Fig. 20 se encuentran graficados el logaritmo de las

constantes de reacción versus la inversa de la temperatura absoluta

para sistemas modelo de pH = 6, aw = 0,925 y uno u otro de los humec­
tantes: glicerol, sorbitol y propilenglicol. Se observa la existen­
cia de un buen comportamiento lineal que también se reproduce en las

otras condiciones estudiadas. Luegotrazando las rectas, de la pen­

diente de las mismasse derivan los valores de las correspondientes

energías de activación y términos Q10 (Tabla 9). En esta obtención
de las energías de activación fue usado el métodotradicional, cal­

culando primero las constantes de reacción y efectuando luego la re­

gresión del logaritmo de las mismasversus la recíproca de la tempe­

ratura absoluta (Lund, 1983).
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Fig. 20 - Gráfica de Arrhenius para constantes de reacción de solu­

ciones glucosa-lisina, pH = 6 y aw = 0,925, ajustada con
diferentes polioles



Tabla9 -Energiasdeactivación(E5)ytérminosQlo,correspondientesalpardeamientono

enzimáticodesistemasmodeloglucosa-lisinacuyaa"fueajustadaconpolioles

aW

0,9000,9250,950

PoliolpH

Ea(kcal/mol)Q10(1)Q10(2)Ea(kca1/mol)Q10(1)(2’Ea(kcal/mol)Q10(1)

426,5(2,6)3,63,325,5(2,4)3,43,226,0(2,8)3,53,3

Glicerol5

28,7(2,6) 33,1(2,3)

29,3(3,4) 32,6(2,8)

27,7(3,2) 32,6(3,3)

Propilen­ glicol

29,6(2,3)

30,0(2,6)

30,4(3,4)

Sorbitol

6

30,7(3,4)

33,3(3,3)

35,1(3,4)

(1)45-55 (2)55-65
Entreparéntesisseindicaladesviaciónstandarddelasenergíasdeactivación.

°C °C
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Los valores de Ea obtenidos son altos y están en buen acuer­
do a los encontrados en la literatura para el pardeamiento no enzi­

mático de muchos sistemas modelo y alimentos de humedad alta e inter­

media (Tabla 10).

En el caso de alimentos deshidratados y de humedad interme­

dia numerosos autores han señalado un aumento de la Ea a1 disminuir

la aw en ese rango, según se ejemplifica en algunos casos listados
en la Tabla 10.

La disminución de la aw con frecuencia está acompañada de
aumentos en la viscosidad de la fase acuosa de un alimento con las

consiguientes restricciones en la movilidad de los reactivos. Luego,

el aumentode la Ea al disminuir la aw se puede atribuir a la exis­
tencia de etapas controlantes dependientes de la difusión de los
reactivos, de conformidada la teoría de la cinética de reacciones

que predice una mayor Ea a mayor impedimento en la reacción. De cual­
quier forma, esto no ha sido aún elucidado en el caso de las reaccio­

nes de pardeamiento no enzimático. Noobstante, según esta teoría,

las variaciones de Ea en el rango de alta aw, donde se presume un me­
nor rol de los efectos viscosos, no se deberían,-por lo tanto, ob­

servar. En este trabajo las variaciones encontradas de la Ea en el

rango de aw estudiado son despreciables en el caso de sistemas mode­
lo que contienen glicerol o propilenglicol. Igual resultado obtuvie­

ron Saguy y col. (1978) a alta aw en jugo de pomelo concentrado (Ta­
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Tabla10 -Energiasdeactivación(Ea)correspondientesalpardeamientono

enzimáticodealimentosysistemasmodelodeactividaddeagua
(an)altaeintermedia

temperatura(°C)

Sistemaaw(rango)

Ea

(kcal/mol)

Referencia

Higos0,6-0,8

19,8

Labuza

Y
Saltmarch

(1981)

Pasasdeuva
(v.gold)

0,6-0,8

27,5

Labuza

Y
Saltmarch

(1981)

Pasasdeuva
(v.regular)

0,6-0,8

23,9

Labuza

Y
Saltmarch

(1981)

Sueroenpolvo

—higroscópico

25-45

—nohigroscópico

30,3 28,8

Labuza Labuza

Y Y
Saltmarch Saltmarch

(1981) (1981)
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Tabla10(continuación) Manzana deshidratada0,6232,3Singhycol.(1983)

0,7028,5

25-55

0,8023,7 0,8919,1

Fideosalhuevo0,7525-5520,1Labuzaycol.(1982) Jugodemanzana0,77a19,3

5-3717,5ToribioyLozano(1984)

0,8716,4
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Sistemamodelo sólidodehumedadintermedia

-aire30

0,8425-45WaletzkoyLabuza(1976)
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Tabla10(continuación) Jugodepomelo0,88 11-62°Brixa

60-100

23,8 19,7 17,2 15,1 15,2

Saguyycol.(1978)

Sistemamodelo acuoso glucosa-lisina

0,90-0,95

35-55

25-37

Petriellaycol.(1985)

Slstemamodelo0,99a acuoso glucosa-glicina

57-99

22,1

Songycol.(1966)

Lechedecabra0,99a

93-121

27

LabuzaySaltmarch(1981)

Jugodemanzana0,98a

37-130

27

LabuzaySaltmarch(1981)

Sistemamodelo0,98a acuosa
(variasmezclas deglicina,a. glutámicoyazú­ caresreductores

80-95

19-27

Cole(1967)

a Estimadas
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bla 10).

En los sistemas con sorbitol se observa un aumento de la Ea

al aumentar la aw. Este efecto, en sentido contrario al esperado su­
poniendo la existencia de efectos viscosos, debe entonces más bien

atribuirse a cambios en el equilibrio ácido-base. Además,consideran­

do que el sorbitol es un notorio agente viscosante, contribuye este

resultado a descartar influencias difusionales en el pardeamientoa

altas aw.
Muypocos estudios se han efectuado sobre el efecto del pH

en la energía de activación de las reacciones de pardeamiento no en­

zimático. Cole (1967) encontró en soluciones de azúcares y aminoáci­

dos que la Ea entre 80 y 95°C es independiente del aminoácido y del
pH (4-7), siendo sólo función del azúcar presente (lactosa, glucosa

o xilosa). A cada azúcar correspondería un mecanismo de descomposi­

ción diferente, y de allí, distintas energías de activación. En cam­

bio Lee y col. (1984) en sistemas modelo glucosa-lisina en metanol

(80%), encontraron en el rango 90-110°C un aumento desde 5,1 Kcal/mol

(pH = 7) a 18,0 Kcal/mol (pH = 5). En los sistemas aquí estudiados,

la energía de activación disminuye al decrecer el pH (Fig. 21).

De acuerdo a la Tabla 9, las energías de activación de siste­

mas con glicerol, sorbitol o propilenglicol a pH = 6 no difieren mu­

cho entre sí. Sin embargo, se observa una tendencia hacia menores va­

lores de energías de activación en las soluciones que contienen pro­
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Fig. 21 —Efecto del pH en la energía de activación de la reacción

de pardeamiento no enzimático en soluciones glucosa-lisina

de diferente aw ajustada con glicerol



pilenglicol, reflejando una menor dependencia de la temperatura en el
pardeamiento de estos sistemas.

Hasta el presente muypoco es lo que se conoce sobre la rela­

ción que vincula composición de un alimento o sistema modelo y la

energía de activación hallada en el pardeamiento no enzimático del

mismo. Según se desprende de la observación de los ejemplos de la Ta­

bla 10, sistemas modelo y alimentos que difieren en su composición,

estado físico, pHo rango de temperatura de trabajo, y se pardean pre­

sumiblemente por mecanismos diferentes, pueden tener Ea muy semejan­
te. A menudolos estudios arrojan resultados contradictorios, como

los vistos al discutir el efecto del pH. Esto también se corrobora es­

tudiando el efecto de la atmósfera. Mientras que Waletzko y Labuza

(1977) hallan mayor Ea en un sistema modelo de humedad intermedia ex­
puesto al aire que aquel en atmósfera de nitrógeno, Kopelmany col.

(1977) encuentran el resultado opuesto en jugo de limón deshidratado.

Obviamente la presencia de oxígeno puede cambiar la ruta de la reac­

ción, más si se considera que ambos sistemas contienen ácido ascórbi­

co. Además, este cambio de mecanismo estará a su vez influenciado por

la velocidad de difusión de oxígeno en el alimento, introduciéndose

de este modouna dificultad adicional en la interpretación de los re­
sultados.

Aunquelas investigaciones sobre el efecto de la temperatura

en las reacciones de pardeamiento no enzimático han resultado hasta
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el momentopoco fértiles en la elucidación de mecanismosde reacción

o en la determinación de etapas controlantes, han aportado informa­

ción muyútil al diseño de procesos en la industria alimentaria. Los

resultados hallados en este trabajo confirmanel valor de la utiliza­

ción de bajas temperaturas en la prevención del pardeamiento no enzi­
mático.

IV.3.5. Comparaciónentre diversos polioles

Se ha descripto que el agregado de polioles en alimentos y

sistemas modelo de humedadbaja e intermedia ocasiona notables cam­

bios en el efecto de la aw sobre el pardeamiento no enzimático que
pueden experimentar los mismos (sec. II.3.4.1b.).

En la Fig. 22 se muestra el incremento de saturación experi­

mentado por sistemas modelo de pH = 6 y aw = 0,925, ajustada con uno
u otro de los polioles estudiados, al ser calentados a 55°C. En un

primer análisis, a ninguno de los polioles puede adjudicársele una

significativa acción inhibitoria o promotora del pardeamiento no en­
zimático.

En alimentos y sistemas modelo de humedad baja e intermedia

los efectos viscosos juegan un rol importante en el pardeamiento no

enzimático. En un intento de clarificar su función a altas aw, se mi­

dió la viscosidad (u/uH o) a 55°C de las soluciones arriba menciona­
2
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v Glicerol
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Ó
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Efecto del poliol usado en el ajuste de la aw en el in­
cremento de saturación de soluciones glucosa-lisina

(pH = 6, aw = 0,925) almacenadas a 55°C



das, según se indica en la Tabla 11.

Se puede observar que la solución con sorbitol a pesar de su

mayor viscosidad se pardea más que las otras. En igual forma, las so­

luciones de glicerol se pardean más que aquélla con 1,3-butilenglicol,

teniendo ambas igual viscosidad, y las soluciones con glicerol y PEG

400 se pardean igualmente, siendo la viscosidad de esta última más

del doble que la de aquélla. Luego, según este experimento, los efec­

tos viscosos no desempeñanun rol significativo en estas soluciones

de alta aw. En particular, no se encuentra el efecto inhibitorio
atribuido al sorbitol. Por otra parte, tampocoel grado de pardeamien­

to de las diferentes soluciones de polioles se puede correlacionar
con el contenido acuoso de las mismas.

Cuandola comparación de las constantes de reacción en sis­

temas modelocon glicerol, sorbitol o propilenglicol se efectúa a

tres diferentes temperatura (45, 55 y 65°C) (Fig. 23), se puede ob­

servar que mientras casi no existen diferencias a 45°C, a 65°C las

soluciones con propilenglicol se pardean algo más lentamente. Este

fenómeno está reflejado en el ya mencionado menor valor de sus ener­

gías de activación.
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pH = 6

A Sorbiiol
° Glicerol

¿.0- 0 Propilenglicoloh A

20‘

' 55°C

o 45°C

l l l A

0,900 0,925 0,950
aw

Fig. 23 —Efecto de la aw, poliol y temperatura de almacenamiento
sobre las constantes de reacción de soluciones glucosa­

lisina (pH= 6). Las líneas rectas trazadas mediante re­

gresión lineal corresponden a la variación con la aw
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Tabla 11 - viscosidad relativa (55°C) de soluciones glucosa-lisina,

a” = 0,925, ajustada con polioles

Poliol u/uH o
2

propilenglicol 1,99

glicerol 2,21
1,3-butilen­

glicol 2,25
PEG 200 3,73

sorbitol 4,46

PEG 400 5,35

IV.4.Efecto de diversas sales inorqánicas sobre el pardeamiento
no enzimático

IV.4.1.Cinética

El desarrollo del color en función del tiempo de reacción en
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sistemas modelo cuya a fue ajustada con sales, también presenta unaw

fase lineal de incremento delcolor precedida por un período de induc­

ción. Luego, cada corrida cinética fue analizada aplicando el mode­

lo cinético lineal ya descripto. De este modose calcularon los pe­

ríodos de inducción (I) y constantes de reacción (k) correspondientes

(Tabla 12). Al igual que en los sistemas modelo cuya aw fue ajustada
con polioles, se estudió la relación entre los períodos de inducción

y las constantes de reacción (Fig. 24). Por un procedimiento análogo

se comprobótambién una relación inversa entre ambosparámetros, re­

presentada por la ecuación

“¿,1
k0,79

El coeficiente de regresión correspondiente fue 0,967. En la correla­
ción fueron incluídos los valores de I y k correspondientes a corri­

das (55°C) de sistemas modelo glucosa-lisina preparados sin agregar

3h’1, I = 30,9 h; pH = 5,

3h_1, I = 269 h.

humectante: pH = 6, k = 5,30x10­

k = 1,45x10_3h_1, I = 56,7 h; pH = 4, k = 0,650x10­

Luego con ambos parámetros se obtienen resultados aproxima­

damenteequivalentes en el estudio del efecto de las distintas va­

riables (pH, temperatura, aw, humectante).
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Tabla12—Valoresdelasconstantesdereacción(k)yperíodosdeinducción(I) Humectante

correspondientesalpardeamientonoenzimáticodesistemasmodelo glucosa-lisinacgyg.anfueajustadaconsales

pHtemp.

(°C)

0,900

kx1o3,h’1

I,h

aw

0,925

kxlo3,h‘1

I,h

0,950 3-1

kxlO,h

I,h

KCl

45 55 60 65

0,0314(0,986) 0,142(0,999) 0,383(0,995) 0,789(0,994)

1884

711 353 233

0,0329(0,996) 0,162(0,999) 0,424(0,998)

(0,995)

1065

662 332 245

0,0733(0,984) 0,218 0,582

(0,998) (0,994) (0,992)

1580

430 200 168

45 55 60 65

0,140(0,998) 0,504(0,999)

(0,997) (0,999)

885 169
69,1 62,6

0,151(0,999) 0,563(0,999)

(0,996) (0,999)

774 158
71,0 61,8

(0,999) (0,998) (0,999) (0,999)

580 106
36,7 33,0

45 55 60 65

0,454(0,980)

(0,999) (0,996) (0,985)

197

61,1 13,8 13,7

0,531(0,997)

(0,993)

15,7(0,995) 19,5(0,993)

40,4 16,016,3 10,423,9

(0,999) (0,993) (0,999) (0,995)
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Tabla12

(continuación)

NaZSO

4

555

1,3l(0,997) 2,28(0,999)

201
58,0

45 55 60 65

1,30(0,987) 5,36(0,995)

12,0(0,995) 17,8(0,993)

103
31,9 17,8 12,4

1,13(0,997) 5,71(0,995)

12,7(0,996) 16,2(0,995)

120
30,5 13,3 10,2

NaCl

455 555

0,250(0,999) 2,85(0,999)

45 55 60 65

2,48(0,992) 7,74(0,998)

13,2(0,996) 22,8(0,998)

6,81(0,996)

22,6

Entreparéntesisse

indicaelcoeficientedecorrelaciónlineal

(r)
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IV.4.2. Efecto de la aw_

Las variaciones en la intensidad del pardeamiento debidas

a cambios en la aw de los sistemas modelo fueron relativamente pe­
queñas en todas las condiciones de pH y temperaturas estudiadas

(Tabla 12). Igual resultado fue obtenido por Petriella y col.

(1985) en soluciones glucosa-lisina cuya aw había sido ajustada
con NaCl en el rango 0,90-0,95. No obstante, se observa en los sis­

temas modelo que contienen KCl que a más baja aw, o sea, mayor con­
centración de la sal, la velocidad de la reacción de pardeamiento

tiende a ser menor. Este comportamiento contrasta con el aumento

del pardeamiento que se verifica al disminuir la aw en sistemas

modelo cuya aw fue ajustada agregando polioles, lo cual sugiere
una cierta acción inhibitoria por parte del KCl.
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IV.4.3. Efecto del pH y de la sal

En la Fig. 25 se comparan las constantes de reacción corres­

pondientes a sistemas modelo de aw = 0,925, ajustada con KCl, NaCl o

NaZSO4y temperatura de reacción 55°C. También se incluyen con pro­
pósito de comparación las constantes de reacción obtenidas en sis­

temas modelo sin humectante agregado, vale decir, solo contienen glu­

cosa, lisina y fosfatos (aw = 0,985). A pH = 6 las constantes de reac­

ción de los sistemas con KCl, NaZSO4o sin humectante son muy simila­

res. En cambio a pH más ácido las soluciones que contienen NaZSO4
exhiben mayor velocidad de pardeamiento, mientras que el KCl tiene

una significativa acción inhibitoria sobre el mismo.El agregado de

NaCl incrementa el grado de pardeamiento a pH = 5 y pH = 6, respecto

al sistema sin humectante; sin embargo, tiene efecto inhibitorio a

pH = 4.

El efecto promotor del pardeamiento del Na SO4puede atribuir­2

se a una acción catalítica del anión H2804_(Saunders y Jervis, 1966).
La variación en la velocidad de pardeamiento producida por

las diferentes sales empleadas en el ajuste de la aw tampoco puede
atribuirse a efectos viscosos, ya que en sistemas líquidos de alta

aw la difusión de los reactantes no es un factor controlante. La vis­

cosidad relativa (u/uH o, 55°C) de soluciones que utilizan sales co­
2

mo humectante (pH = 6, aw = 0,925) se indica en la Tabla 13. Así,

///
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4 55°C

o KCl
A NaCl

-2JO_ D Na2504
--o-I sin humectanie
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-4,0 l l l 4
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Fig. 25 - Efecto del pH y sal agregada sobre las constantes de reac­

ción de soluciones glucosa-lisina almacenadas a 55°C



Tabla 13 - Viscosidad relativa (55°C) de soluciones glucosa-lisina,

a” ajustada con sales inorgánicas (an = 0,925) o sin

agregado de humectante

sal u/uH o

NaZSO4 2,86

KCl 1,40

NaCl 1,52

Sin humectante 1,25

la viscosidad de la solución que contiene NaZSO4es el doble que
aquélla que contiene KCl, sin embargo el pardeamiento es igual en
ambas.

Hasta aquí los resultados muestran una inhibición en el par­

deamiento no enzimático a bajo pH por el agregado de NaCl o KCl. Con

el objeto de verificar una eventual acción específica del catión en

la reacción se comparó el efecto en el pardeamiento no enzimático de

distintos cloruros alcalinos presentes en igual concentración. En

la Fig. 26 se compara el incremento de saturación de soluciones glu­

cosa-lisina (pH = 4,75; T = 55°C) a las cuales fue agregado a una
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Fig. 26 - Efecto del agregado de cloruros alcalinos en el incremento

de saturación de soluciones glucosa-lisina (pH= 4,75)
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concentración 1Malgunos de los siguientes cloruros alcalinos: LiCl,

NaCl, KCl y CsCl. En la Tabla 14 se indican los valores de las cons­

tantes de reacción y periodos de inducción correspondientes. El gra­

do de pardeamiento resultante sigue el orden Li > Na > K,Cs. Es in­

teresante notar que el efecto relativo de estos cationes sobre la

velocidad de pardeamiento se corresponde con el radio iónico hidra­

tado de los mismos en solución: Li+(3,40 Á), Na+(2,76 Á), K+(2,32 Á),

Cs+(2,28 Á) (Cotton y Wilkinson, 1966).

Conel propósito de prevenir o disminuir el deterioro de los

alimentos causado por reacciones de pardeamiento no enzimático han

sido propuestos y utilizados varios métodos (Eskin y col., 1971): ba­

ja temperatura de almacenamiento, bajo pH, control de la humedad, ex­

clusión del oxigeno, remoción enzimática de azúcares y agregado de

compuestosquímicos inhibidores. En este último caso, tres aditivos

se mencionanen la literatura: sulfitos, tioles y sales de calcio.
Mientras que el agregado de sulfitos constituye el procedimiento más

empleado, se ha encontrado que el ClZCa actua, por si solo o en pre­

sencia de 802, comoeficaz inhibidor del pardeamiento en vegetales
deshidratados (Simony col., 1955; Eskin y col., 1971) y soluciones

azúcar-aminoácido (Burton y Mc Weeny, 1963b).

Se ha postulado que el efecto inhibidor del calcio es debido

a la formación de complejos con aminoácidos (Simon y col., 1955).

Sin embargo, el calcio es capaz de complejarse con azúcares en solu­
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Tabla 14 - ComEosición y valores de las constantes de reacción (k)

y periodos de inducción (I) correspondientes a sistemas

modelo glucosa-lisina con agregado de 1 mol/litro de di­

versos cloruros alcalinos, pH = 4,75, calentados a 55°C

LiCl NaCl KCl CsCl

KH2PO4(g/l) 40,83 40,83 40,83 40,83

NaZHPO4.2H20(g/l) 8,90 8,90 8,90 8,90

k , h'lxlo3 3,10 0,656 0,403 0,389

I, h 73,1 198 268 297

coeficiente de 0,999 0,997 0,999 0,999
correlación (r)



ción (Angyal, 1973), lo cual hace suponer un mecanismo de inhibición

diferente que involucrarïa una mayorestabilidad de los azúcares

complejados con el catión.

Los resultados de este trabajo sugieren que el KClpodría em­

plearse también comoun inhibidor del pardeamiento no enzimático de

los alimentos. De cualquier manera, la factibilidad de este procedi­

miento deberá confirmarse experimentalmente y en sistemas reales.

IV.4.4. Energía de activación

En la Fig. 27 se ejemplifica la aplicación de la ecuación de
Arrhenius a las constantes de reacción obtenidas en sistemas modelo

de diferente pH y aw = 0,925, ajustada con KCl. En forma semejante,

su aplicación a los restantes sistemas con KCl, NaZSO4o NaCl permi­
tió calcular a partir de las pendientes de las rectas obtenidas me­
diante regresión lineal, los valores de las energías de activación

correspondientes (Tabla 15).

Se puede observar que la Ea correspondiente a los sistemas
que contienen KCl es mayor que la de aquéllos con otra sal (NaCl o

Na 504). Esto significa que el efecto inhibitorio del KCl al compa­2

rarlo con el pardeamiento de los otros sistemas modelo, se incre­

menta al disminuir la temperatura. Además, también es mayor que

la hallada para sistemas idénticos, cuya aw fue ajustada mediante

///
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Tabla15-Energíasdeactivación(Ea)ytérminosQ1ncorrespondientesal

pardeamientonoenzimáticodesistemasmodeloglucosa-lisina cgyaanfueajustadaconsales

KCl

aW

pH0,9000,925

0,950

Ea(kcal/mol)Qlo(1)Q10(2)Ea(kcal/mol)Qlo(1)

34,7(l,5) 37,7(6,6) 41,7(6,1)

38,4(2,6) 38,9(6,4) 40,4(5,5)

33,1(4,7) 39,0(5,6) 38,5(4,5)

(1)

Ea(kcal/mol)QloQlo

(2)

NaZSO4

628,7(1,8)

29,6(3,3)

NaCl

623,6(0,13)3,1

(1)45-55°C (2)55-65°C
Entreparéntesisseindicaladesviación

standarddelasenergíasdeactivación.
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polioles. Al igual que en estos últimos, la variación de aw no pro­

duce variaciones significativas de 1a Ea y se mantiene la tendencia
de menores energías de activación al decrecer el pH.

IV.5. Comparación entre humectantes: glicerol y KCl

Es interesante comparar la velocidad del pardeamiento no en­

zimático en sistemas modelo glucosa-lisina cuya aw fue ajustada me­
diante el agregado de una sal, el KCl, o bien, de un poliol, comoel

glicerol. Si el carácter de un dado alimento lo consiente, la elec­

ción de cualquiera de estos humectantes es una alternativa válida

para controlar la aw. Asimismo,la posibilidad de lograr inhibición
del pardeamiento mediante el agregado de KCl, le otorga a esta compa­

ración un significativo valor práctico.
En la Fig. 28 se muestran las variaciones de las constantes

de reacción a 55°Cen funcióntmelpH de sistemas modelo de diferente

aw, ajustada con glicerol o KCl y en la Fig. 29 se observan las grá­
ficas de Arrhenius correspondientes a soluciones de ambos humectan­

tes de pH = 4, 5 y 6 y aw = 0,900. De la observación de ambas figu­
ras se concluye que el efecto inhibitorio del KCl se acentúa al de­

crecer el pH, la aw y la temperatura. El agregado de KCl potencia
notablemente la reducción del pardeamiento, tradicionalmente efeg
tuada mediante la disminución del pHy la temperatura.
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IV.6. Cambiosen el espectro ultravioleta de sistemas pardeados

Comoresultado de las reacciones de pardeamiento no enzimáti­

co se forman compuestos de fuerte absorción ultravioleta con los con­

siguientes cambios en las correspondientes curvas espectrales (sec.

II.3.5.2.). Conel propósito de investigar este hecho y su relación
con los cambiosde color se consideraron corridas cinéticas seleccio­

nadas correspondientes a soluciones glucosa (0,274M)-lisina (0,00684M)

en que previamente fue estudiado el efecto del agregado de humectan­

tes en el pardeamiento.

IV.6.1. Características del espectro ultravioleta

En la Fig. 30 se observan los espectros de absorción ultravio­

leta de soluciones glicina-lisina pardeadas de diferente pH (4, 5 y

6), que han sido diluïdas en forma conveniente. Además, comoreferen­

cia, se encuentra graficado el espectro correspondiente a una solución

diluída (7,5 ppm) de 5-hidroximetilfurfural (HMF).Dichas soluciones

se caracterizan por tener casi el mismocolor, sin embargo, su absor­

ción ultravioleta crece notablemente al disminuir el pH, obligando

a efectuar una mayor dilución para su medición. Todas las soluciones

presentan en sus curvas espectrales los características máximasy mí­

nimoshalladas en los espectros ultravioletas de los furfurales en
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solución acuosa. La solución de pH = 6 presenta un máximo de absor­

bancia centrado a 290 nm, mientras que aquéllas de pH = 4 y pH = 5

tienen los respectivos máximosmás marcados y desplazados hacia 285

nm. En conjunto, a medida que disminuye el pH, más parecido es el es­

pectro ultravioleta de las soluciones pardeadas al correspondiente

al del HMF.Este hecho, sumado al aumento de la absorción, sugiere

que la presencia de HMFcrece al descender el pH de las soluciones

en muestras de igual coloración.

La diferencia más significativa en la forma de las curvas es­

pectrales se observa entre sistemas de diferente pH. Solamente en

las soluciones de pH = 6, cualquiera sea el humectante presente, se

observa un pequeño, pero paulatino achatamiento de las curvas espec­

trales al progresar el pardeamiento.

IV.6.2. cinética

En la Fig. 31 se observa el desarrollo de la absorbancia a

290 nm en función del tiempo de calentamiento a 55°C, de diversos

sistemas modelo glucosa-lisina. La longitud de onda elegida, 290 nm,

corresponde a la ubicación del máximode absorbancia en los sistemas

modelo de pH = 6.

En la literatura se encuentra que cuando la medición de la

absorbancia en el rango 280-300 nmha sido usada en el seguimiento

///
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de la reacción, las curvas obtenidas de absorbancia en función del

tiempo, son en general de forma semejante a las que describen el de­

sarrollo del color. Usualmente, se observa un período de inducción

o lag, de duración variable, seguido de otro de rápido incremento

en la absorbancia (Burton y col., 1963; Cole, 1967; Barbetti, 1977;

Resnik y Chirife, 1979; Flink, 1983). Lo mismo se ha observado para

la formación de 5-hidroximetilfurfural (Drilleau y Prioult, 1971;

Shallenberger y Mattick, 1983; Cerrutti y col., 1985) y furfural

(Nagy y Randall, 1973).

Sin embargo, muypocos estudios cinéticos cuantitativos han
sido realizados estudiando el incremento de la absorción ultraviole­

ta o la acumulación de furfurales que se verifica comoconsecuencia

de las reacciones de pardeamiento no enzimático. En pocos casos se

aplicó un modelolineal, similar al descripto para el desarrollo de

color, y se evaluaron las constantes de reacción y energías de ac­

tivación correspondientes (Cole, 1965; Resnik y Chirife, 1979;

Cerrutti y col., 1985). Por otra parte, recientemente Shallenberger

y Mattick (1983) estudiaron detalladamente la cinética de formación

de HMFproveniente de la descomposición de glucosa o fructosa en

solución acuosa a 100°C. Encontraron que de acuerdo al pH, grado de

avance de la reacción y azúcar involucrado, la acumulación de HMF

puede ser considerado proporcional al cuadrado del tiempo de reac­

ción, a su raíz cuadrada o a su raíz cúbica.

///
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Luegode considerar los modelos cinéticos precedentes y otros

de aplicación posible a los datos obtenidos, se comprobóque los me­

jores resultados se obtenían con un modelocinético lineal, igual al
descripto para el desarrollo del color. En esta forma se calcularon

mediante regresión lineal las respectivas constantes de reacción

(kA ) y períodos de inducción (1290) (Tabla 16).290

La correlac1ón entre kA290 y IA290 no es buena (1290 =
= 0,74 kA _1'3; r = 0,82) al contrario de la que existe entre las290
respectivas variables de color para las mismascorridas cinéticas
(I = 0,46 k'0'83; r = 0,96).

IV.7. Comparaciónentre los cambios de color y de absorción ultra­
violeta

Los cambios de color y de absorción ultravioleta caracterís­

ticos de los productos de las reacciones de pardeamiento no enzimá­

tico son también indicativos de alteraciones organolépticas, funcio­

nales y nutritivas. Ambosson "índices" del pardeamiento no enzimá­

tico y es oportuna la comparación entre ellos con dos objetivos: co­

nocer si ambos parámetros son de empleo indistinto como "índices" de

la reacción y aportar información sobre los mecanismos de la misma.

Considerando que tanto la cinética de formación de color como

la de incremento de A290 han sido analizadas con el mismomodelo ci­

///
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Tabla 16 —Valores de las constantes de reacción (kA ) y períodos

de inducción (1290) correspondientes al aifignto de absor­
ción ultravioleta de sistemas modeloglucosa-lisina, sin
agregado de humectantes o agregado de polioles o sales

(an = 0,925), calentados a 55°C.

3 -l Coeficiente de
HumeCtante pH k290Xlo ’h I290’h correlación (r)

4 32,0 223 0,998

Glicerol 5 58,9 137 0,993

6 74,1 19,9 0,999

Propilen- 6 67,1 30,2 0,998
glicol

Sorbitol 6 75,2 13,3 0,994

4 7,66 616 0,999

KCl 5 10,1 208 0,997

6 39,6 36,8 0,998

NaZSO4 6 36,2 27,4 0,996

NaCl 6 58,0 24,0 0,999

4 13,3 290 0,996

Sinhumectante 5 18,5 68,9 0,996

6 43,7 20,6 0,999

///
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nético, la comparaciónentre ambosparámetros, en particular, lo re­

ferente a pHy tipo de humectante, puede hacerse entre las respecti­

vas constantes de reacción y períodos de inducción.

En la Fig. 32 se compara la variación con el pH de las cons­

tantes de reacción k y kA290y períodos de inducción I e 1290 de sis­
temas modelo glucosa-lisina cuya aw fue ajustada con glicerol o KCl.

Los períodos de inducción I e 1290 son bastante semejantes y las di­
ferencias entre las respectivas variaciones con el pHy el humectante

(KClo glicerol) no son significativas. El aspecto más sobresaliente

a destacar es la menor variación que tienen las constante kAzgocon
el pH, comparadas con las constantes k, en los sistemas formulados

con cualquiera de las dos humectantes, comose aprecia observando la

Fig. 32 y la Tabla 17.

Tabla 17 - Relación entre las constantes de reacción (55°C) k y k290_
de soluciones glucosa-lisina a pH = 6 y DH= 4

k(pH = 6) kA290 (pH = 6)

Humectante k(pH = 4) kA (pH = 4)290

Glicerol 8,3 2,3

KCl 33 5,2

sin humectante 8,2 3,3

///
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Además,la inhibición causada en el desarrollo del color por

el KCl respecto del glicerol, también se encuentra en la absorción

ultravioleta (Tabla 18).

Tabla 18 - Relación entre las constantes de reacción (55°C) k y

E290de soluciones glucosa-lisina, a, = 0,925, ajusta­v

da con glicerol o KCl

pH = 6 pH = 5 pH = 4

k(glicerol)
—-————————— 1,6 3,5 6,2
k(KCl)

kA (glicerol)290 1,9 5,8 4,2
k (KCl)

A29o

Muypocas comparaciones se encuentran en la literatura sobre el com­

portamiento simultáneo de estos dos parámetros indicativos del par­
deamiento no enzimático, color y absorción ultravioleta. Se sostiene

en algunos estudios, sin mayores precisiones, la equivalencia de am­

bos (Cole, 1965; Barbetti, 1977). Sin embargo, Saunders y Jervis

(1966), hallan menores variaciones en el parámetro A285que en el
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parámetro A490al variar las concentraciones de los reactivos del
sistema modelo glucosa-glicina a pH = 3. No obstante, ambos paráme­

tros resultan totalmente equivalentes a pH= 7,5-8,0.

El resultado de la comparación A290 y color implica que los
sistemas modelo de menor pH absorben proporcionalmente más en la re­

gión ultravioleta al progresar la reacción de pardeamiento. Esto se

comprueba al observar la Fig. 33 donde se ha representado A ver­290

sus variación de saturación de soluciones pardeadas correspondientes

a sistemas modelo formulados con KCl y pH = 4, 5 o 6. Se desta­

ca como para un mismo grado de coloración aumenta la A a medida290

que decrece el pH, de donde puede deducirse la existencia de una ma­

yor relación HMF/pigmentoa menor pH. Este tipo de gráfico también

señala diferencias significativas a pH= 4 entre las soluciones con

KCly glicerol.

Por otra parte y comoya se discutió anteriormente la absor­

bancia en un solo punto del espectro brinda información incompleta

del mismo. Una solución en el espectro visible constituyó el uso del

color. En el espectro ultravioleta la solución elegida fue conside­

rar la diferencia entre el máximoy el mínimo de absorbancia (AD)en
las curvas espectrales. En esta forma se extrae mayor información

del espectro ultravioleta al considerar dos longitudes de onda. Te­
niendo en cuenta las características espectrales de los pigmentos

poliméricos dicha diferencia A puede considerarse reflejo del con­
D
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tenido de HMF,y eventualmente de otros intermediarios(sec. IL3.5.2).

En este sentido Braverman (1963) considera en jarabe de glucosa la

la diferencia A284 - A245 equivalente a la concentración de HMF.
En la Fig. 34 se observa el comportamiento de A en función

D

de la diferencia de saturación de soluciones pardeadas que contienen

o no humectante (KCl, glicerol) a tres diferentes pH (4, 5 y 6). Va­

rios aspectos pueden destacarse de la observación de este gráfico.

Primero, el gran aumento en ADrelativo al color al disminuir
el pH, en forma similar al ya visto al estudiar el comportamiento de

290'

En segundo lugar, este aumento en ADes diferente de acuerdo
a cual sea el humectante del sistema. Así, a pH = 6 las soluciones

con KCl tienen los valores más bajos de AD, mientras que a pH = 4
la situación se invierte, siendo éstos los más altos.

Por último, mientras que a pH = 4 y pH = 5 la relación entre

ADy (S - S ) puede considerarse lineal, a pH= 6, y ya a partiro uv

de bajos niveles de pardeamiento, ADse incrementa más lentamente
hasta estabilizarse, sin que pueda correlacionarse su valor con el

grado de coloración alcanzado por los sistemas. En este aspecto,

Clarke (1982) no halló correlación entre el nivel de HMFy el color

de diferentes azúcares sin refinar almacenadosdurante distintos

períodos de tiempo. Por el contrario, Sánchez-Penichet y Pino (1981)

hallaron una relación lineal entre el aumentode furfural y el par­

///
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deamiento de jugo de naranja concentrado. Considerando la acidez del

jugo de naranja y el pH más cercano a la neutralidad de los azúcares,

estos resultados están de acuerdo a los aquí obtenidos. Sin embargo,

Cerrutti y col. (1985) hallaron que el contenido de HMFse incremen­

ta con el pardeamiento, aun en muestras muycoloreadas, en solucio­

nes glucosa-lisina de pH = 7 pero con mayor contenido de aminoácido

(1%). Indudablemente, tanto el pH comola concentración de los reac­

tivos desempeñaun rol en la acumulación de los furfurales.

Al intentar la interpretación de estos hechos se debe tener

presente el origen del HMFen las soluciones pardeadas. Dos rutas

originan el HMFa partir de glucosa: descomposición directa (sec.

II.3.2.) o con la participación de aminoácido a través de la descom­

posición del compuesto de Amadori (sec. II.3.4.). El HMFno es un

producto final, sino un intermediario que también puede destruirse.

En sistemas modelo, se han identificado productos de oxidación, hi­

drólisis (ac. levulïnico) y numerosos productos de condensación, que

por rutas semejantes a la caramelización, o en presencia de aminoáci­

dos, a la reacción de Maillard, conducen finalmente a la formación

de polímeros pardos (Olsson y col., 1981; Rice y col., 1947).

Rice y col. (1947) hallaron que la polimerización del fur­

fural a 80°C, medida por formación de color, no es afectada por el

pH entre 3,3 y 6,8, pero sI se incrementa notablemente al aumentar

el pH en ese mismo rango en presencia de aminoácidos. Shallenberger
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y Mattick (1983) encontraron que la velocidad de acumulación de HMF

a partir de glucosa en solución acuosa a 100°C, no es afectada por

el pH entre 2 y 6. Aunque, por otra parte, la caramelización de la

glucosa sí se incrementa con el pH en el rango 4-6 estudiado en es­

te trabajo (Kroner y Kothe, 1939), implicando que aun a pH moderada­

mente ácido parte de la glucosa se carameliza sin ser HMFinterme­
diario.

Por otra parte el incremento de pH entre 4 y 6 favorece la

formación de los compuestos de Amadori y por ende, incrementa el va­

lor de esta ruta como formadora de HMFy pigmentos poliméricos. Sin

embargo, también favorece la condensación del HMFcon aminocompues­

tos presentes contribuyendo así a su desaparición. De acuerdo a es­

to último puede explicarse que en las soluciones estudiadas de pH=6

las velocidades de formación y destrucción de HMFtienden a igualar­
se estabilizándose su contenido de HMF.

De la discusión precedente puede inferirse que cualquier sea

la ruta de formación de HMFo color ya sea caramelización o reacción

de Maillard, un aumento de pH entre 4 y 6 incrementará más el pardea­

miento que la acumulación de HMF.Por lo tanto, mientras se alcanza

un determinado nivel de coloración se producirá una mayor acumulación

de HMFen las soluciones de menor pH que tienen pardeamiento más len­

to. De este modoquedaría explicado el diferente aumento relativo de

A en función del grado de pardeamiento al disminuir el pH de 6 a 4.
D
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Además, la formación de HMFcomprende una serie de deshidrataciones

sucesivas, por lo que es de esperar que su formación se favorecerá

en los sistemas de menor contenido acuoso. Así puede explicarse como

a cada nivel de pH tienen mayores valores de ADlas soluciones con
glicerol frente a aquéllas sin humectante. Por otra parte, la posi­

ción relativa a cada nivel de pH de las curvas de ADen función del
pH correspondientes a soluciones con KCl, glicerol y sin humectante,

permite deducir que la presencia de KCl también ejerce cierta acción
inhibitoria sobre la acumulación de HMF.

Desde el punto de vista de la tecnología de alimentos la con­

clusión más importante radica en que no se pueden considerar comoín­

dices equivalentes de la reacción de pardeamiento no enzimático a la

formación de color y de HMF.El contenido de HMFen las soluciones de

pH = 4 y pH = 5 puede eventualmente correlacionarse con el grado de

pardeamiento de estos sistemas modelo. En cambio, en las soluciones

de pH = 6 el contenido de HMFrefleja muy poco el avance de la reac­

ción. De acuerdo con esto podrían explicarse algunos resultados con­

tradictorios que se han obtenido al usar el HMFcomoíndice de dete­

rioro en leches esterilizadas (Burton, 1984); comoser, menor pre­

sencia de HMFen leches procesadas que en aquéllas que no lo han si­

do o disminución del contenido de HMFen el almacenamiento. Este ti­

po de resultados ha sido hallado con otros parámetros indicativos

del pardeamiento. Así Spark (1969) halla estabilización en el consu­
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mode glicina en sistemas modelo fructosa-glicina, a pesar de prose­

guir el pardeamiento, y lo mismosucede con el poder antioxidante

medido por Park y Kim (1983) en sistemas modelo glucosa-glicina.

Los furfurales, al contrario del pardeamiento, no causan por

sí mismos, en las concentraciones en que se hallan en los alimentos,

efectos deletéreos (Nagyy Randall, 1973). Antes bien, son "índices

de deterioro" que correlacionan con la pérdida de otros atributos

de calidad (Nagy y Randall, 1973; Dworschack, 1980; Sullivan, 1981;

Burton, 1984). Según se concluye de este trabajo, la elección en

este sentido del HMFen un alimento dado debe hacerse con la debida

precaución, considerando la influencia que pueden tener su composi­

ción y pH.
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V. CONCLUSIONES

1) Las reacciones de pardeamiento no enzimático en una variedad

de sistemas modeloglucosa-lisina y fructosa-lisina de alta aw
producen cambios de color similares. Las respectivas curvas es­

pectrales obtenidas en el rango visible (380-770 nm) para dis­

tintos grados de avance de la reacción se caracterizan por la

ausencia de máximos, mínimos o entrecruzamientos. Su caracte­

rística más notable es la rápida disminución de la transmitan­

cia en la zona de menor longitud de onda. Estos cambios espec­

trales se reflejan en un aumentode la cromaticidad y disminu­

ción de la luminosidad de las soluciones, los cuales pueden

ser convenientemente representados por la función de color sa­

turac1ón (Suv).

2) El incremento de la saturación (Suv) indicativo del pardeamien­
to puede ser descripto mediante la aplicación de un modelo ci­

nético lineal. En este modelo, el pardeamiento es dividido en

dos etapas: un período de inducción (I) y un período de desa­

rrollo lineal de color caracterizado por una constante de reac­
ción (k).

3) Al aumentar la concentración de glucosa, fructosa o lisina en

los sistemas estudiados, aumenta el valor de las constantes de

reacción y disminuye la duración de los períodos de inducción.
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En las soluciones fructosa-lisina los períodos de inducción

son más cortos y marcados, comparados con aquéllos encontrados

en soluciones glucosa-lisina. En cambio, en estas últimas, las

constantes de reacción son mayores. Comoconsecuencia, los sis­

temas fructosa-lisina se pardean primero, pero a igual concen­

tración de reactivos, el grado de pardeamiento final es mayor

en los sistemas glucosa-lisina.

La dependencia de las constantes de reacción en función de la

concentración de reactivos en sistemas de pH = 6, calentados

a 55°C y aw = 0,95 ajustada con NaCl, puede indicarse con las
siguientes ecuaciones:

9 8- 0,29[glucosa]0'4 [lisinaJO’5 (soluciones glucosa-lisina)

70,035[fructosa]0’38[1isina]o'1 (soluciones fructosa-lisina)

En igual forma, los períodos de inducción en las soluciones glu­
cosa-lisina:

-0,16 -0,22I = 3,7[glucosa] [lisina]

No se puede hallar una ecuación semejante para los cortos pe­
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rïodos de inducción de las soluciones fructosa-lisina. Adoptan­

do un valor promedio de 1,70 horas para estos últimos, con las

ecuaciones precedentes se puede predecir satisfactoriamente el

incremento de saturación en función del tiempo de calentamien­

to. Además,se puede inferir que la interacción glucosa-lisina

es una etapa primordial del pardeamiento en los sistemas glu­

cosa-lisina, mientras que lo es la descomposición de la

fructosa, antes de reaccionar con el aminoácido, en los siste­
masfructosa-lisina.

En el pardeamiento de sistemas modelo glucosa-lisina con dife­

rente humectante, aw, pHy temperatura de reacción, los perío­
dos de inducción disminuyen al aumentar las respectivas cons­

tantes de reacción. Esta relación inversa se cumple tanto en

presencia de polioles comode sales. Luego, la comparación del
efecto relativo de las variables estudiadas da resultados

aproximadamenteequivalentes, según se empleen las constantes

de reacción o los períodos de inducción.

La variación del pardeamiento no enzimático de sistemas modelo

glucosa-lisina es pequeña al modificarse la a en el rango dew

0,90-0,95. No obstante, se observó disminución del pardeamien­

to al aumentar la aw en sistemas cuya a fue ajustada con po­w
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lioles. En cambio, cuando el humectante es KCl se observa el

efecto inverso.

Las energias de activación correspondientes a la variación de

las constantes de reacción con la temperatura son relativamen­

te altas. En los sistemas con polioles son menores (26-35 Kcal/

mol) comparando con aquéllos que contienen KCl (33-42 Kcal/mol).

Noexiste variación significativa entre sistemas de distinta

aw. En cambio, la energía de activación disminuye al decrecer
el pH.

El pardeamiento en soluciones glucosa-lisina de pH = 6 y alta

a no es afectado en forma notable por el agregado de uno uw,

otro poliol. No se encontraron los efectos promotores o inhi­

bidores hallados por otros autores en sistemas de aw baja e
intermedia, en particular el efecto inhibidor del sorbitol. El

pardeamiento tampoco está relacionado con la viscosidad de las
soluciones. Luego, se descarta un control difusional en el par­

deamiento no enzimático a alta aw.

En soluciones cuya aw fue ajustada con polioles, el pardeamien­
to se incrementa entre dos y tres veces porcadaaumento en una

Esta variación no es influencia­unidad de pH en el rango 4-6.
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da significativamente por la aw, aunque lo es por el poliol
usado. Noobstante, esta última influencia es de considerable

menor importancia que aquélla ejercida por el agregado de dife­
rentes sales.

El pardeamiento de soluciones glucosa-lisina de pH = 6 cuya aw

fue ajustada con Na2804, NaCl o KCl no difiere mucho del obser­
vado en el correspondiente sistema sin agregado de humectan­

te. A pH = 5 y pH = 4 las soluciones con NaZSO4se pardean re­

lativamente más que sus correspondientes sin humectante. En

cambio, con referencia a estas últimas, las soluciones con NaCl
tienen acción inhibitoria a pH = 5 y aquéllas con KCl la tienen

a pH = 5 y pH = 4. La magnitud de la variación del pardeamien­

to no enzimático con el pH crece notablemente cuando se ajusta

la aw agregando NaCl o KCl.

Existe un efecto específico del catión en la serie de los meta­

les alcalinos sobre la velocidad de pardeamiento. A pH = 4,75

se observa la secuencia de mayor a menor intensidad:

Li > Na > K, Cs, que se supone relacionada a1 radio iónico de

estos cationes.

Debidoa la diferente influencia quetienen poliolesy salesusadas
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en el ajuste de la aw, en el pardeamiento no enzimático de so­
luciones glucosa-lisina, diferencias notorias en la velocidad

de la reacción se encuentran en sistemas con glicerol o KCl.

En este aspecto,el KCltiene una acción inhibitoria específica
la cual se incrementa notablemente alsobre el pardeamiento,

disminuir el pH, y en menor grado, la temperatura y la aw.

Las soluciones glucosa-lisina pardeadas absorben fuertemente

radiación ultravioleta. Las curvas espectrales resultantes

(220-330 nm) conforme el pH de los sistemas decrece, se aseme­

jan más a la del 5-hidroximetilfurfural (HMF)en solución acuo­

sa, con máximocaracterístico entre 285-290 nm. El incremento

de la absorbancia a esta longitud de onda puede analizarse

aplicando el mismomodelo cinético lineal empleado en el segui­
miento del color.

Las variaciones con el pHde las constantes de reacción corres­

pondientes al incremento de la absorbancia a 290 nm son compa­

rativamente menores que las observadas en sus equivalentes de

color. En cambio, son poco significativas las diferencias en

los períodos de inducción. Se concluye que la relación entre

la acumulación de HMFy pigmentos debe hacerse mayor conforme

el efecto inhibidorel pH decrece de 6 a 4. Por otra parte,
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del KCl en el pardeamiento también se observa en la absorción
ultravioleta.

El análisis de las curvas espectrales en la región ultraviole­

ta hace suponer un mayor contenido de HMF, a un mismo grado de

pardeamiento, en las soluciones de menor pH. Menores diferen­

cias también existirían a cada nivel de pH de acuerdo al humec­

tante presente. Este presunto contenido de HMFse incrementa

linelamente con la saturación de las soluciones a pH = 5 y

pH = 4, mientras que a pH = 6 hay un incremento inicial que va

gradualmente decayendo hasta detenerse. Estos fenómenos pueden

parcialmente explicarse suponiendo una menor dependencia con

el pH de la acumulación de HMFcon respecto a la formación de

pigmento y al alcance de un balance a pH = 6 entre la forma­

ción y destrucción del mismo. Se concluye que la formación de

color y de HMFno son índices equivalentes de las reacciones

de pardeamiento no enzimático, ya que están influenciadas en

distinta forma por el pH y composición de los sistemas.

Dr. Lic. Claudio PetriellaJorge Chirife
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VII. TABLA DE DATOS

SOLUCIONES SLUCDSfl-LISINA

-189­

. SLUCÜSN = VARIABLE ; LlSlNA = 0.0634 H

Nro Suv (S'Soluv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-Soluv Horas

0 .0104 I) 0 o :0117 0 0 0 .0181 . 0

l .0442 .0333 8.55 1 .067! .0554 8.55 l .1021 .084 8.55

3 -1009 .0905 14 2 .1287 .217 12.5 2 .1864 .1683 12.5
3 .1736 .1632 19.58 3 .203! .1914 16.5 3 .2974 .2793 16.5

4 .227 .2166 24.25 4 .2897 .278 20.5 4 .4202 .402! 20.5
5 .3975 .3871 34.67 5 .3969 .3752 24.65 5 .5603 .5422 24.25

6 .611 .6006 46.5 6 .6334 .62l7 34.67 b .S‘SSB .9377 34.67
7 .B .7883 40.59 7 1.1393 1.1212 40.59

ELUCOSA0.0684 H B .9347 .923 46.5 8 1.3108 1.2927 46.5

GLUCÜSA 0.137 H GLUCOSA 0.274 H

Nro Suv (S-Soluv Horas Nro Suv (S-SODuv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 .0107 0 0 0 .0122 0 0 0 .0123 0 0

1 .0794 .0687 0.5 1 .1017 .0395 8.55 l .HIS .1012 8.55
2 .1493 .1386 [2.5 2 .2021 .189? 12.5 2 .2089 .1966 [2.5
3 .2491 .2384 16.5 3 .3111 .298? 16.5 3 .3417 .3294 [6.5
4 .3726 .3619 20.5 4 .4547 .4425 20.5 4 .4928 .4805 20.5
5 .498? .4782 24.25 5 .6049 .5927 24.25 5 .6494 .6371 24.25
6 .794 .7833 34.67 6 .996] .9839 34.67 6 1.0732 1.0609 34.67
7 .9737 .963 40.58 7 1.1941 1.1819 40.5 7 1.2797 1.2674 40.5
B 1.1234 1.1127 46.5 B 1.387 1.3748 46.5 8 1.4575 1.4452 46.5

ELUCOSA 0. 205 H GLUCOSA 0.342 H GLUCOSA 0.410 I'.



SOLUCIONES FRUCÏUSA-LISINA. FRUCIDSA = VARIABLE 3 LISINA = 0.0684 H

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 ?.BE-03 0 0

1 .0444 7.5

2 .095 14.75
3 .13? 20.5
4 .1906 27

5 .2432 33.25
6 .313 41.75
7 .3706 4?.5
B .4214 54.5

FRUCIOSA 0.0684 H

Nro Suv 15-Soiuv Horas

0 .0125 0

l .0962 7.5
2 .1924 14.75

3 .2728 20.5
4 .36? 27

5 .463? 33.25
6 .5816 41.75
7 .692 4?.5
B .7365 54.5

FRUCÏÜSh 0.274 H

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 .0106 0 0

1 .0645 .053? 7.5
2 .1435 .132? 14.75
3 .2826 .2722 27
4 .3568 .3462 33.25

5 .4531 .4425 41.75
6 .510? .5003 4?.5
7 .571? .5613 54.5

FRUCÏOSA 0.137 H

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 .0114 0 0

1 .1168 .1054 7.5

2 .2352 .2238 14.75

3 .3264 .315 20.5
4 .4446 .4332 27
5 .5746 .5632 33.25
6 .6752 .663? 41.75
7 .7798 .7684 49.5
B .853? .8425 54.5

FRUCÏOSA 0.410 H

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 .0106 0 0

1 .001? .0713 7.5

2 .1697 .15?1 14.75

3 .2584 .2473 20.5

4 .3451 .3345 27

5 .4164 .4058 33.25
6 .5026 .492 41.75
7 .605? .5953 4?.5
B .683 .6724 54.5

FRUCÏOSA 0.205 H



SOLUCIONES BLUCÜSA-LlSlNh. BLUCDSA = 0.274 H ; LlSlNfl = VARIABLE

Hro Suv (S-So)uv Horas

0 8.8E-03 0 0
l .0562 .0474 8.55

2 .1249 .116! 14

3 .2121 .2033 19.50

4 .293 .2942 24.25
5 .5103 .5015 34.67
6 .627l .6183 40.58
7 .7714 .7626 46.5

LXSIHA 0.0343 H

Hro Suv lS-So)uv Horas

0 .026 0 0

l .1662 .l402 8.55
2 .303 .277 12.5
3 .5014 .4754 16.5
4 .7215 .6955 20.5
S .9382 .9122 24.25
6 1.437 1.411 34.67
7 |.6348 1.6088 40.58
B l.8492 1.8232 46.5

LlSlHA 0.154 H

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 9.8E-03 0 0

l .069 .0592 0.55
2 .1292 .1194 12.5
3 .2097 .1999 16.5
4 .3042 .2944 20.5
5 .4118 .402 24.25

6 .7093 .6995 34.67
7 .8786 .869 40.58

B 1.0265 1.0167 46.5

LlSlNA 0.0514 H

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 .0382 0 0

l .2035 .1653 9.55
2 .3626 .3244 12.5
3 .5961 .5579 16.5
4 .334 .6458 20.5
5 1.107 1.0606 24.25
6 1.6347 1.5965 34.67
7 1.9049 ¡.8667 40.58
B 2.1596 2.1244 46.5

LISINA 0.205 H

Hro SUV (S-Soluv Hora!

0 .0163 0 0

l .llBl .l013 8.55
2 .2064 .1896 12.5

3 .3456 .3288 16.5

4 .5023 .4855 20.5
S .6605 .6437 24.25
6 1.081 1.0642 34.67
7 1.2866 1.2698 40.58
B 1.4597 1.4429 46.5

LlSlHA 0.1030 H
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SOLUCIONES FRUCÏÜSH-LISINA. FRUCÏDSA = 0.774 H ; LISINA = VARIABLE

Nro Suv (S-Squv Horas Hro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

O 5.6E-03 0 0 0 9.7E-03 0 0 0 .0l77 0 0

l .0703 .0647 7.5 l .0748 .065! 7.5 l .1109 .0932 7.5
2 .1563 .1512 14.75 2 .1647 .l55 14.75 2 .2082 .1905 14.75
3 .241! .2355 20.5 3 .2532 .2435 20.5 3 .370! .3527 27
4 ,2995 ,2939 27 4 .3469 .3372 27 4 .495? .4782 33.25

5 .llbb .4ll 33.25 5 .4505 .4408 33.25 5 .6387 .621 41.75
6 .l847 .479! 41.75 6 .5325 .5223 41.75 6 .6952 .6775 49.5
7 .5929 .537} 49.5 7 .628? .6192 49.5 7 .015 .7973 54.5
B .6347 .629] 54.5 B .688 .6783 54.5

LISINA 0.1030 H

LISINA 0.03.3 H LlSlNA 0.0514 H

Hro Suv (S-Soluv Horas

0 .022? 0 0

| .1263 .1034 7.5
2 .2472 .2243 14.75
3 .314! .2915 20.5
4 .4235 .4006 27

5 .5633 .5404 33.25
6 .6417 .6133 4!.75
7 .7794 .7565 49.5
B .8802 .8573 54.5

LISIHA 0.154 H
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SOLUCIONESSLUEDSA (0.274 H) - LlSINA (0.00684 H)

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uy Hor¡s

0 6.6E-03 0 o 0 6.4E-03 0 0 0 7.8E-03 0 0

l .0215 .0149 4.5 l .0207 .0143 4.5 1 .0214 .0136 4.5
2 .0637 .0571 9.5 2 .063l .0567 9.5 2 .059) .05]. 9.5
3 .1968 .1902 14.75 3 .1896 .1832 14.75 3 ,1912 ,¡334 ¡4_75
4 .2999 .2923 19.5 4 .2973 .2909 19.5 4 .3259 .318! ¡9.5
5 .4302 .4236 24 5 .447 .4406 24 5 .492 .434; 2;
6 .6069 .6003 29.5 6 .6352 .6288 29.5. 6 .7138 .706 29.5
7 .766 .7594 34.25 7 .8099 .8035 34.25 7 .9083 .9005 34.25

BLICEROL pH=6 65€ Au=0.950 ELlCERDL pH=6 650 An=0.925 5LxcEROL pH:5 ¿sc A¡=o.9

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 7.1E-03 0 0 0 6E-03 0 0 o 7.25-03 o o
l .0242 .0171 9.02 1 .0216 .0156 9.02 1 .033 ,0253 9.02
2 .2182 .211! 2B 2 .1249 .1189 19.3 2 ,1912 .184 19.3
3 .2799 .2729 32.35 3 .2542 .2482 23 3 .3464 .3392 28
4 .595 .5779 46 4 .6558 .6498 46 4 .7892 .782 46

5 .7701 .763 54.58 5 .8667 .8607 54.58 5 .936 .9788 54.58

GLICERÜL pH=6 60D An=0.950 BLICEROL pH=6 60€ AI=0.925 sLycgnnL pH=5 ¿oc n¡=o_w

Nro Suv lS-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6.6E-03 0 0 0 6.4E-03 0 0 0 7.8E-03 0 0

l .0194 .0128 19 l .026 .0196 l9 1 .031 .0232 19

2 .0736 .067 33 2 .0754 .069 33 2 .0794 .0716 33

3 .1625 .l559 5| 3 1697 .l623 Sl 3 .1867 .1789 5|
4 .292 .2854 6B 4 .3075 .301l 6B 4 .3397 .3319 68

5 .4223 .4157 B3 5 .4565 .4501 83 5 .518 .5102 B3

6 .6028 .5962 102 6 .637B .6314 102 6 .7049 .697! 102
7 .6796 .673 H6 7 .7415 .735] ll6 7 .8334 .9256 “6

SLICERDL pH=6 SSC Au=0.950 BLICEROL pH=6 55D Au=0.925 SLICERÜL pH:5 55: 6.:o.9
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Nro Suv (S-So)uv Horas

0 3.8E-03 0 0

l .0362 .0324 92.5
2 .llSl .1113 187
3 .2076 .2038 264

4 .3323 .3285 356.62

5 .4895 .4857 456.2
6 .634l .6303 523.67

ELICEROL pH=6 450 AI=0.950

Nro Suv (S-Soiuv Horas

0 6E-03 0 0

l .0392 .0332 lB
2 .1577 .1517 44

3 .3607 .3547 67
4 .582 .576 91

S .8054 .7994 ¡[5.75
6 1.4044 1.0934 162.37

GLICERDL pH=5 65€ 44:0.950

Nro Suv (S-Sobuv Horas

0 6E-03 0 0

l .0464 .0404 39.5
2 .llBl .ll2l 71.5
3 .2666 .2606 111.83
4 .5225 .5165 160

5 .6319 .6259 184

6 .7672 .7612 208.5

SLICERUL pH=S 600 Au=0.950

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6E-03 0 0

l .0319 .0259 92.5
2 .1052 .0992 137

3 .1968 .1908 264

4 .3386 .3326 356.62
5 .5086 .5026 456.2
6 .6482 .6422 528.67

6LICEROL pH=6 4SC Au=0.925

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 .0271 0 0

l .0366 9.5E-03 IB

2 .1293 .1022 44
3 .3656 .3385 67
4 .6156 .SBBS 91

5 .8665 .8394 ll5.75
6 1.l959 ¡.1688 162.37

BLICERÜL pH=S 65€ 94:0.925

Nro Suv lS-Soluv Horas

0 .0271 0 0

l .0479 .0208 39.5
2 .125 .0979 71.5
3 .3002 .273l 111.83
4 .6413 .5842 160

5 .7579 .7303 ¡B4
6 .8996 .8725 208.5

ELICERUL pH=S 60C Au=0.925

Nro Suv lS-Soluv Horas

0 7.2E-03 0 0

l .0478 .0406 92.5
2 .1443 .137] 187

3 .2553 .248! 264

4 .4IBB .4116 356.62

S .6378 .6306 456.2
6 .7BB7 .7815 528.67

BLICERÜL pH=6 4SC ¡“0.91

Nro Suv lS-So)uv Horas

0 8.8E-03 0 0

l .0372 .0284 IB

2 .2012 .1924 44

3 .3742 .3654 67

4 .6556 .6468 91

5 .9362 .9274 ¡15.75
6 1.269 1.2602 162.37

GLICERÜL pH=5 656 AI=0.9

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 8.8E-03 0 0
l .0534 .0446 39.5
2 .1534 .1446 71.5
3 .373 .3642 111.83

4 .7103 .70l5 160
S .8831 .8743 164

6 1.039 1.0302 208.5

BLlCERÜL pH=5 60C 4u=0.9
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Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv lS-Soluv Horas

0 33-03 o 0 0 .0271 0 0 o 3.33-03 0 0

1 .051 .045 90.5 1 .0525 .0254 90.5 1 .0532 .0494 90.5

2 .1335 .1325 135 2 .1973 .1705 135 2 .2122 .2034 135

3 .4335 .4575 311 3 .4739 .4513 311 3 .5117 .5029 311

4 .3333 .3303 423 4 .7297 .7023 423 4 .7939 .7331 423

5 .3032 .3002 503 s .3537 .3313 503 s .9454 .9333 503
3 .9197 .9137 593.5 3 .9323 .9555 593.5 3 1.0351 1.0533 593.5

mmmm wá ücnnmüo GUHWL 3*55ï MWJH muum Wü 533n09

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv lS-Soluv Horas Nro Suv l5-So)uv Horas

o 35-03 o o 0 .0271 0 0 0 3.33-03 o 0

1 .0334 .0324 203 1 .0333 .0117 203 1 .0413 .0325 203

2 .1755 .1395 503.5 2 .1905 .1334 503.5 2 .1741 .1353 503.5
3 .3152 .3092 717 3 .3135 .2914 717 3 .3155 .3037 717

4 .4029 .3939 355.5 4 .4144 .3373 355.5 4 .412 .4032 355.5
5 .5535 .5475 1054.5 s .5325 .5354 1054.5 5 .5333 .5745 1054.5

3 .3351 .3791 1241 3 .7031 .373 1241 3 .731 .7222 1241

aman Wá ucnpmfio 3uum1 pm54ï «won mmmm M5 monumq

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 7.33-03 o 0 0 5-9E-03 0 0 o 7.43-03 o 0
1 .0733 .0335 37 1 -°795 -°736 67 1 .0337 .0733 37

2 .1344 .1771 115.75 2 -715 -?‘°' 115-75 2 .2413 .2339 115.75
3 .35 .3427 132.37 3 .402? .397 162.37 3 .443 .4403 132 37

4 .4315 .4742 193.5 4 .544! .5392 193-5 4 .315 .3073 193.5
s .3393 .3323 235 5 .7333 .7307 235 5 .3073 .3002 235
3 .7554 .7431 230.5 3 .3445 .3333 230.5 3 .9333 .9312 230.5

SLICERDL pH=4 65€ Au=0.950 GLlCERDL pH=4 ¿SC AI=0.925 GLICERÜL pH=4 ¿SC AI=0.9
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Nro Suv 15-So)uv Horas

0 7.3E-03 0 0

1 .0345 .0272 70.5

2 .0?01 .0820 14?.5
3 .197? .1?06 222.5
4 .40?7 .4024 315.5
5 .6210 .6145 407

6 .8014 .7?41 503.5

SLICERÜL pH=4 60€ Au=0.?50

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 7.3E-03 0 0

1 .0416 .0343 192.5

2 .0?72 .089? 316.5
3 .1572 .14?? 407
4 .226? .21?6 503.5
5 .303? .2966 582
6 .3?42 .306? 676.5

SLICEROL pH=4 55€ ha=0.?50

Nro Suv (S‘So1uv Horas

0 7.3E-03 0 0
1 .05?l .0518 744.5
2 .116? .10?6 1000
3 .2305 .2232 1510.25
4 .372 .3647 1875

S .4823 .475 215?
6 .5920 .5855 23?5.75

ELICERÜL pH=4 45€ Au=0.?50

Nro Suv 15-501uv Horas

0 7.3E-03 0 0

1 .03?4 .0321 70.5

2 .1234 .1161 14?.5
3 .2767 .26?4 222.5
4 .5693 .562 315.5
5 .781 .7737 407

6 .?B?3 .982 503.5

GLICEROL pH=4 600 Au=0.?25

Nro Suv 18-Soluv Horas

0 7.3E-03 0 0
1 .0518 .0445 192.5
2 .1316 .1243 316.5
3 .2143 .207 407

4 .310? .3036 503.5
5 .3?4B .3075 582

6 .4?14 .4341 676.5

SLICERDL pH=4 SSC Au=0.?25

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 7.3E-03 0 0
1 .0828 .0755 744.5
2 .1611 .1530 1000

3 .3027 .2954 1510.25
4 .4521 .4448 1075

5 .5871 .5790 2l5?
6 .6884 .6011 2395.75

SLICEROL pH=4 45€ Au=0.?25

Nro Suv 19-5o1uv Horas

0 7.4E-03 0 0
1 .045? .0385 78.5
2 .143 .1356 14?.5
3 .3418 .3344 222.5
4 .6311 .6237 315.5
S .3563 .840? 407

6 1.0642 1.0568 503.5

SLICEROL pH=4 60€ hn=0.?

Nro Suv 16-Soluv Horas

0 7.4E-03 0 0

1 .0627 .0553 192.5
2 .1591 .1517 316.5
3 .245? .2385 407
4 .3597 .3523 503.5
5 .560? .5535 676.5

SLICERDL pH=4 55€ Au=0.?(

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 7.4E-03 0 0
1 .0986 .0?12 744.5
2 .1?17 .1843 1080
3 .348? .3415 1510.25
4 .504b .4972 1075

5 .6285 .6211 215?
6 .740? .7335 2395.75

ELICEROL pH=4 45€ Au=0.?(



Nro Suv lS-Soluv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 7.2E-03 0 0 0 7.2E-03 0 0

4 .0394 .0322 7.5 l .0359 .0237 7.5
2 .1066 .l794 16.25 2 .1356 .1284 16.25
3 .2916 .2844 23.75 3 .2843 .2771 23.75

4 .3864 .3792 31.5 4 .4221 .4149 31.5
5 .7647 .7575 48 S .6928 .6356 40.5

6 .9397 .9825 54.5 6 .8378 .8306 4B
7 [.0458 1.0386 54.5

PRDPILENGLICOL pH=6 65€ Au=0.950

PROPILENBLICÜL pH=6 6SC An=0.925

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6.8E-03 0 0 0 4.7E-03 0 0

l .0784 .0716 IS l .07Bl .0734 15

2 .2l96 .2128 25 2 .2467 .242 25
3 .436l .4293 39.55 3 .5103 .5136 39.55
4 .6628 .656 51 4 .979B .975! 63.63

5 .BBO4 .8736 63.63 5 1.1946 l.lB99 73.5

6 4.0278 1.021 73.5

PROPILENBLICOL pH=6 60€ An=0.925

PRUPILENBLICDL pH=6 600 flu=0.950

Nro Suv lS-So)uv Horas Nro Suv (S-Soluv Horas

0 7.2E-03 0 0 0 7.2E-03 0 0

l .0403 .0336 26.5 1 .0513 .044] 26.5
2 .1252 .118 50 2 .1453 .138! 50
3 .2409 .2337 74.5 3 .2997 .292‘ 74.5
4 .4049 .3977 99 4 .4578 .4506 99

S .5708 .5636 123.5 S .67l2 .664 123.5
6 .7474 .7402 147 6 .351! .8439 |47
7 .0989 .8917 171.5 7 ¡.0135 1.0063 171.5

PROPILENBLICÜL pH=6 SSC Au=0.950 PROPILENGLICÜL pH=6 55€ Au=0.925

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 4.6E-03 0 0
l .0347 .027! 7.5
2 .1855 .lBO9 16.25
3 .2716 .267 23.75
4 .4393 .4347 31.5
5 .7519 .7473 40.5
6 .9lSB .9112 4B

PROPILENSLICOL pH=6 65€ hu=0.9

Nro Suv lS-So)uv Horas

0 7.7E-03 0 0

l .069! .06l4 15
2 .2657 .258 25
3 .SIBS .5408 39.55
4 1.0219 1.0l42 63.63
5 1.2732 1.2705 73.5

PROPILENBLICÜL pH=6 60€ fiu=0.9

Nro Suv lS-So)uv Horas

0 4.6E-03 0 0
l .044 .0394 26.5
2 .1629 .1583 50
3 .336 .33l4 74.5
4 .5484 .5438 99

5 .7778 .7732 ¡23.5
6 .96ll .9565 l47
7 1.1155 l.llO9 171.5

PRDPILENSLlCÜL pH=6 SSC Au=0.9
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Nro Suv (S-Soluv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6.EE-03 0 0 0 4.7E-03 0 0

l .0432 .0364 92.5 l .0388 .034l 92.5
2 .1169 .110] 187 2 .1046 .0999 187

3 .193 .1862 264 3 .2039 .1992 264

4 .2935 .2867 356.62 4 .327 .3223 356.62
5 .4458 .439 456.2 5 .5142 .5095 456.2
6 .5915 .5847 528.67 6 .6677 .663 528.67

PROPILENGLICOL pH=6 45€ Au=0.950 PRGPILENSLICOL pH=6 4SC Au=0.925

Nro Suv 45-Soluv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6.9E-03 0 0 0 6.2E-03 0 0

l .0267 .02lB 65 l 9.4E-03 3.2E-03 69.5
2 .0568 .0499 ¡13.5 2 .0155 9.3E-03 136.5
3 .9W .9Ml M0 3 .OMS .0N3 N5
4 .1774 .1705 235 4 .0632 .057 401

5 .2768 .2699 306 5 .1317 .l255 618.25
6 .4206 .4137 401 6 .2572 .251 954

7 .5672 .5603 497 7 .4145 .4033 1307

B .7303 .7234 618.25 9 .5833 .577| 1664.5

PROPILENGLICUL pH=S SSC Au=0.925 PROPILEHGLICÜL pH=4 SSE Au=0.925

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Haras

0 .0125 0 0 o ¡0229 o

l .0386 .026] 4.5 l .071? '0433 .'5
2 '°°3 '°7°5 9'5 2 .1292 .l063 9.5
3 .1901 .l776 [4.75 3 ,2512 .233: 14.75
4 J" 3915 19.5 4 .391 .353! 19.5
5 .430? .4134 24 s .5236 .5007 24
6 -6?‘4 -61|9 29.5 6 .7315 .7086 29.5
7 .8359 .8233 34.25 7 ,9472 .9243 34.25

SURBIÏUL pH=6 65€ Au=0.950 songlïgL pH=6 ¿5C A.=o.925

Suv (S-Soluv Horas

0 7.7E-03 0 0

l .035 .0279 92.5
2 .1035 .0958 187

3 .l972 .1895 264

4 .3363 .3286 356.62
S .5214 .5137 456.2

6 .6944 .6867 528.67

PRUPILENSLICOL pH=6 45€ Au=0.900

Nro Suv 45-So)uv Horas

0 .0243 0 0

l .0738 .0495 4.5
2 .1318 .1075 9.5
3 .2589 .2346 [4.75
4 .3824 .358! ¡9.5
5 .S3l7 .5074 24
6 .7426 .7183 29.5
7 .9235 .8992 34.25

pH=6 65€ An=0.900



-199­

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 .0125 0 0

l .025 .0125 1?

2 .1252 .1127 33

3 .2251 .2126 51

4 .3574 .344? 68

5 .45?S .447 83

6 .6H4 .6%? NZ
7 .781? .76?4 1l6

SORBIÏÜL pH=6 SSC Au=0.?50

Nro Suv 15-901uv Horas

0 .0215 0 0

1 .036? .0154 67

2 .058? .0374 11?.5
3 .1008 .07?3 188

4 .1473 .1258 240

5 .217? .1?64 305.5
6 .2?S2 .2737 360.5
7 .3M8 .363 H6

SDRBIÏOL pH=6 458 Au=0.?50

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 .0168 0 0

1 .061 .0442 45

2 .1487 .131? 114

3 .236? .2201 160
4 .3338 .317 206.5
5 .4??? .4831 27?
6 .628 .6112 327.5
7 .708 .6?12 374

8 .870? .8541 44?

SORBIIÜL pH=5 SSC Au=0.?25

Nro Suv (S-Soluv Horas Hro Suv 15-501uv Horas

0 .022? 0 0 0 .0243 0 0

1 .0?84 .07SS 1? 1 .10? .0847 l?

2 .180? .158 33 2 .2022 .177? 33

3 .3117 .2888 51 3 .3526 .3283 S1

4 .4766 .4537 68 4 .546 .5217 68

S .S?7S .5746 83 S .72S8 .7015 83

6 .8101 .7872 102 6 .9166 .8923 102

7 .9516 .?287 116 7 1.016? .??26 116

SDRBIÏDL pH=6 SSC Au=0.?25 SURBIÏDL pH=6 SSC Au=0.?00

Nro SUV ‘5'5°’"V “0'35 Hro Suv 15-So)uv Horas

0 -°229 0 0 o .0243 o o

1 .0783 .0554 67 1 _oglg _0575 57

2 .106S .0836 11?.5 2 _2¡¡9 ,¡375 133
3 .1761 -1532 189 3 .2322 .2579 24o

4 1459 J??? 24° 4 .3792 .3549 305.5
5 3407 3179 305-5 5 .4921 .4678 360.5
6 .4336 .4107 360.5 5 _6493 _¿255 425
7 .5433 .5204 426.5

SORBIÏOL pH=6 458 Au=0.?00
SORBIÏUL pH=6 458 Au=0.?2S

Hro Suv 15-Soluv Horas

0 .0157 0 0

1 .0532 .0375 114

2 .0801 .0644 184.5
3 .1188 .1031 27?

4 .2006 .184? 44?

S .2347 .21? 520

6 .2868 .2711 615

7 .38?8 .3741 782.5

SDRBIÏÜL pH=4 SSC Hu=0.?25
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Nro Suv 15-So)uv Horas

0 6.1E-03 0 0

1 .0194 .0133 20.5

2 .0755 .0694 44

3 .2115 .2054 71

4 .3603 .3542 92

5 .5544 .5483 117

6 .7432 .7371 143.5

1;3 BUTlLENGLlCÜLpH=6 SSC Au=0.925

Hro Suv (S-So1uv Horas

0 SE-03 0 0

1 .0407 .0357 7.5

2 .1736 .1686 16.25

3 .2725 .2675 23.75
4 .4553 .4503 31.5
5 .7268 .7210 40.5
6 .9138 .9088 4B

7 1.0365 1.0315 54.5

KCL pH=6 ¿SC Au=0.950

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 5E-03 0 0

1 .1262 .1212 19.5

2 .4443 .4393 40.05
3 .5795 .5745 47

4 1.0623 1.0573 73.25
S 1.2761 1.2711 91.5

KCL pH=6 60€ Au=0.950

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 .021 0 0

1 .0514 .0304 20.5

2 .1386 .1176 44

3 .2778 .2563 71

4 .4099 .3BB9 92

5 .6115 .5905 117

6 .7972 .7762 143.5

PES 200 pH=6 SSC Au=0.925

Hro Suv lS-So1uv Horas

0 3.8E-03 0 0

1 .0274 .0236 7.5

2 .1579 .1541 16.25

3 .2233 .2195 23.75
4 .7027 .6999 4B

5 .9004 .8966 54.5

KCL pH=b 65D Au=0.925

Hro Suv (S-Soluv Horas

0 3.8E-03 0 0

1 .0378 .084 19.5

2 .3337 .3299 40.05
3 .4896 .4858 47
4 .9206 .9160 73.25
5 1.0720 1.069 91.5

KCL pH=6 60€ Au=0.925

Hro Suv 15-So1uv Horas

0 7.9E-03 0 0

l .0234 .0155 20.5
2 .1145 .1066 44

3 .3149 .307 7|

4 .4957 .4878 92

S .726 .718] 117

6 .959 .9511 143.5

PEB 400 pH=6 SSC Au=0.925

Nro Suv (S-So1uv Horas

0 4.6E-03 0 0

l .0205 .0239 7.5
2 .113 .1084 16.25
3 .1609 .1643 23.75
4 .309 .3044 .31.5
5 .5876 .503 40.5
6 .774 .7694 4B

7 .8236 .919 54.5

KCL pH=6 65€ hu=0.900

Mo üv (Siohv Hmas

0 4.6E-03 0 0

l .0978 .0932 19.5
2 .3106 .306 40.05

3 .4172 .4126 47

4 .8157 .8111 73.25
5 .9837 .979! 91.5

KCL pH=b soc n.=o.9oo
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Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv IS-So)uv Horas

0 SE-03 0 0 0 3.8E-03 0 0 0 4.6E-03 0 0

l .0313 .0263 26.5 l .0295 .0257 26.5 l .0178 .0132 26.5
2 .09 .085 50 2 .0786 .0748 50 2 .0505 .0459 50

3 .1976 .l926 74.5 3 .1384 .1346 74.5 3 .1023 .097] 74.5
4 .3743 .3693 99 4 .3387 .3349 99 4 .2518 .2472 99

5 =6283 .6233 123.5 5 .4216 .4178 123.5 5 .4008 .3962 123.5

6 .7484 .7434 147 6 .5858 .582 147 6 .5773 .5727 l47

7 .3325 .3776 17|,5 7 .6894 .6856 171.5 7 .7401 .7355 ¡71.5

¡EL pH=5 ssc Au=o.950 KCL pH=6 SSC Au=0.925 KCL pH=6 SSC nu=0.900

Nro Suv (S-Soluv Horas Nro Suv (S-Soluv Horas Nro Suv (S-Soluv Horas

0 7E-03 O 0 0 3.8E-03 0 0 0 4.6E-03 0 0

l .0534 .0464 211 l .0218 .018 92.5 l .0166 .012 92.5
2 .1699 .1629 404.5 2 .0726 .0688 262 2 .055 .0504 262
3 .355! .3481 640 3 .141 .1372 456.2 3 .1156 .lll 456.2
4 .5298 .5228 883 4 .3001 .2963 697.5 4 .1923 .1877 697.5

5 .4377 .4339 1005.5 5 .3963 .3917 [005.5

KCL pH=6 4SC Au=0.950 6 .6016 .5978 1266
KCL pH=6 45€ nu=0.900

KCL pH=6 458 Au=0.925

Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-So)uv Horas Nro Suv (S-Soluv Horas

0 7.3E-03 0 0 0 6.4E-03 0 0 o 8.6E-03 0 0
l .0789 .0716 44 l .0559 .0495 44 l .0382 .0295 44
2 .3846 .3773 91 2 .2044 .l98 91 2 .1784 .1698 91
3 .874 .8667 162.37 3 .6757 .6693 162.37 3 .5582 .5496 162.37
4 1.0433 1.035 192.5 4 .9034 .897 192.5 4 .7663 .7577 192.5
5 1.2872 1.2799 235 5 1.0419 1.0355 216.5 S .8754 .8668 216.5

6 1.005 .9964 235

KEL pH=5 ¿SC An=0.950 KCL pH=S 658 Au=0.925

KCL pH=5 ¿SC HI=0.9OO
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Hro Suv 15-So)uv Horas

0 7.3E-03 0 0

1 .0242 .0169 39.5

2 .0612 .0539 71.5

3 .1444 .1371 111.83

4 .3976 .3903 264

¡CL pH=5 60€ Au=0.950

Hro Suv 15-So)uv Horas

0 7.3E-03 0 0

1 .0407 .0334 146

2 .1169 .1096 312.5
3 .2299 .2226 480
4 .3177 .3104 643.5
5 .4057 .3984 816

KCL pH=5 55€ Au=0.950

Hro Suv (S-So)uv Horas

0 7.3E-03 0 0
1 .0484 .0411 667.5

2 .1288 .1215 1388.5

3 .2573 .25 2179.5
4 .3632 .3559 2843.5
5 .4716 .4643 3568.75
6 .5708 .5635 4236

KCL pH=5 458 An=0.950

Nro Suv 18-Soluv Horas

0 6.4E-03 0 0

1 .0219 .0155 39.5

2 .0421 .0357 71.5
3 .0723 .0659 111.83
4 .1314 .125 160.5

5 .2062 .1998 214.5
6 .2948 .2884 264

KCL pH=5 60D Au=0.925

Hro Suv (S-So1uv Horas

0 6.4E-03 0 0

1 .0335 .0271 146

2 .0959 .0895 312.5
3 .1801 .1737 480
4 .287 .2806 643.5
5 .3744 .368 816

KCL pH=5 558 Au=0.925

Hro Suv 19-Soluv Horas

0 6.4E-03 0 0
l .0395 .0331 667.5
2 .1054 .099 1388.5
3 .2145 .2081 2179.5
4 .3124 .306 2843.5
5 .4329 .4265 3568.75
6 .5324 .526 4236

KCL pH=5 456 flu=0.925

Hro Suv (S-So)uv Horas

0 8.6E-03 0 0

1 .0175 8.9E-03 39.5

2 .0311 .0225 71.5
3 .057 .0484 111.83

4 .1226 .114 160.5
5 .1725 .1639 214.5
6 .241 .2324 264

KCL pH=5 608 hu=0.900

Hro Suv 15-Soluv Horas

0 8.6E-03 0 0

1 .0311 .0225 146

2 .0865 .0779 312.5
3 .HM .1H8 wo
4 .2444 .2358 643.5
5 .3373 .3287 816

6 .4324 .4238 1009

KCL pH=5 SSC Au=0.900

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 8.6E-03 0 0
1 .0373 .0287 667.5
2 .0917 .0831 1388.5

3 .1781 .1695 2179.5
4 .2758 .2672 2843.5
5 .3857 .3771 3568.75
6 .4857 .4771 4236

KCL pH=5 45C An=0.900
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Nro Suv 15-So)uv Horas

o ' 7.45-03 o o

1 .0423 .034? 115.75

2 .1074 .1 216.5

3 .2427 .2353 328.5
4 .4402 .4328 411

5 .624 .6166 499.5

6 .7322 .7248 597.75

NEL pH=4 658 Au=0.950

Nro Suv 15-So1uv Horas

0 7.4E-03 0 0
1 .0868 .0794 368

2 .2322 .2248 606.5
3 .3788 .3714 800.12
4 .5054 .498 1013

5 .6105 .6031 1205.5
6 .7105 .7031 1468.5

KCL pH=4 608 AI=0.950

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 7.4E-03 0 0

1 .0557 .0483 617
2 J6ü .1W4 1H65
3 .2917 .2843 1694.75
4 .3729 .3655 2178
5 .5025 .4951 2634.5
6 .5724 .565 3040.5

KCL pH=4 55€ Au=0.950

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 6.7E-03 0 0

1 .024 .0173 115.75
2 .0554 .0487 216.5
3 .1265 .1198 328.5
4 .1966 .189? 411

5 .3262 .3195 499.5
6 .4588 .4521 597.75

KCL pH=4 65€ flu=0.?25

Nro Suv 19-So)uv Horas

0 6.7E-03 0 0
1 .0462 .0395 368

2 .1161 .1094 608.5
3 .2047 .198 800 12

4 .3094 .3027 .1013
5 .377? .3712 1205.5
6 .4806 .473? 1468.5

KCL pH=4 60C Au=0.?25

Nro Suv (S-So)uv Horas

0 6.7E-03 0 0

1 .0346 .027? 617
2 .0984 .0917 1216.5
3 .169? .1632 1694.5
4 .2552 .2485 2178
5 .3286 .321? 2634.5
6 .3913 .3846 3040.5

KCL pH=4 55€ Au=0.?25

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 6.9E-03 0 0
1 .0184 .0115 115.75

2 .0447 .0378 216.5
3 .091? .085 328.5
4 .136? .13 411

5 .210? .204 499.5
6 .3021 .2952 597.75

KCL pH=4 658 Au=0.900

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 6.9E-03 0 0
1 .0404 .0335 368

2 .0994 .0925 608.5
3 .1753 .1684 800.12
4 .263 .2561 1013

5 .3525 .3456 1205.5
6 .4198 .412? 1468.5

KCL pH=4 60€ Au=0.?00

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 6.?E-03 0 0
l .0266 .0197 617
2 .081 .0741 1216.5

3 .1411 .1342 1694.75

4 .2167 .2098 2178

5 .2848 .277? 2634.5
6 .3346 .3277 3040.5

KCL pH=4 55€ Au=0.900
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Nro Suv 15-So)uv Horas Nro Suv 15-Soluv Horas

0 7E-03 0 0 0 5.9E-03 0 0

1 .0395 .0325 1366 1 .0245 .0186 1366

2 .1 .093 2634.5 2 .059 .0531 2634.5
3 .175 .168 4019 3 .099 .0931 4019

4 .238? .2512 5469 4 .1557 .1498 5469

5 .3617 .3547 6190 5 .l949 .189 7082

6 .4003 .3933 6768.75 6 .2254 .2195 7560.75

KCL pH=4 45€ Au=0.950 KCL pH=4 458 Au=0.925

Nro Suv 15-So)uv Horas Nro Suv 19-So)uv Horas

0 6E-03 0 0 0 7.1E-03 0 0

1 .0418 .0358 7.5 1 .0328 .0257 7.5

2 .1322 .1262 16.25 2 .1199 .1128 16.25
3 .2193 .2133 23.75 3 .1821 .175 23.75

4 .3124 .3064 31.5 4 .3083 .3012 31.5
5 -6|22 -6062 40 S .5126 .5055 40.5

6 .7447 .1387 54.5 5 .55“, ,¿495 49
7 .7674 .7603 54.5

SULFATO DE Na pH=6 658 Au=0.950

SULFATO DE Na pH=6 650 Au=0.925

Nro Suv 15-So)uv Horas Nro Suv 19'501uv "0'35

0 6.7E-03 0 0 0 6E-03 0 0

1 .0467 .04 15 1 .0492 .0432 26.5

2 .1136 .1069 25 2 .1372 .1312 50
3 .2513 .2446 39.55 3 .2588 .2528 74.5
4 .3905 .3838 51 4 .3593 .3533 99

5 .534 .5273 63.63 5 .526 .52 123.5
6 .7009 .6942 73.5 6 .7079 .7019 147

7 .8057 .7997 171.5
SULFAÏD DE Na pH=6 60€ Au=0.925

SULFAÏD DE Na pH=6 ssc Au=0.950

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 7E-03 0 0

1 .0163 9.3E-03 [366
2 .0437 .0367 2634.5

3 .078 .071 4019

4 .1151 .1081 5469

5 .1612 .1542 7082
6 .1951 .1881 7560.75

KCL pH=4 458 Au=0.900

Nro Suv 15-So1uv Horas

0 5.7E-03 0 0
1 .0577 .052 15

2 .1478 .1421 25

3 .2985 .2928 39.55
4 .6425 .6368 63.63
5 .7906. .7849 73.5

SULFAÏD DE Na pH=6 60€ Au=0.950

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 7.lE-03 0 0
1 .046 .0389 26.5

2 .1243 .1172 50
3 .2293 .2222 74.5

4 .3401 .333 99

5 .4875 .4804 123.5
6 .6464 .6393 147

7 .7673 .7602 171.5

SULFAÏO DE Na pH=6 551: ¡“0.925



Nro Suv 15-501uv Horas

0 8.6E-03 0 0

1 .0457 .0371 65

2 .1254 .1168 113.5
3 .2383 .2297 160

4 .408 .3994 235

5 .543 .5344 280.5
6 .6253 .6167 328.5
7 .7945 .7859 401

8 .8924 .8838 452.5

SULFATO DE Na pH=5 SSC AI=0.925

Nro Suv 15-So1uv Horas

0 5.7E-03 0 0

1 .038! .0324 92.5

2 .0952 .0895 187

3 .1514 .1457 264

4 .4727 .467 528.67

SULFAÏD DE Na pH=6 45€ Au=0.950

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 7.5E-03 0 0
1 .0139 6.4E-03 69.5
2 .0304 .0229 136.5
3 .0809 .0734 235

4 .1706 .1631 335.5
5 .307! .2996 449
6 .4843 .4768 568.5
7 .6169 .6094 668.5
8 .7923 .7848 788

SULFAÏD DE Na pH=4 SSC An=0.925

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 4.4E-03 0 0

1 .0429 .0385 22

2 .1465 .1421 46.58
3 .3212 .3168 72.5
4 .4451 .4407 93.5
5 .6658 .6614 116.17
6 1.0029 .9985 167.25
7 1.0944 1.09 189.5
B 1.2456 1.2412 214
9 1.306 1.3016 238.25

NaCL pH=6 55D Au=0.950

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 6.7E-03 0 0

1 .0357 .029 92.5

2 .1377 .131 187

3 .2219 .2152 264

4 .2951 .2884 356.62

5 .4516 .4449 456.2
6 .5942 .5875 528.67

SULFAIU DE Na pH=6 45€ Au=0.925

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 5.9E-03 0 0

1 .0621 .0562 8.75
2 .1722 .1663 14.83
3 .3199 .314 21.75
4 .5115 .5056 30.25
5 .8777 .8718 44.75

NaCL pH=6 65D Au=0. 925

Nro Suv 15-Soluv Horas

0 5.9E-03 0 0

1 .0345 .0286 20.5
2 .1328 .1269 44

3 .2988 .2929 71

4 .459 .4531 92

5 .6697 .6638 117

6 .8957 .8898 143.5

NaCL pH=6 SSC 4u=0.925

Nro Suv (S-So1uv Horas

0 5.9E-03 0 0

1 .0228 .0169 9

2 .0972 .0913 22

3 .1611 .1552 29.33
4 .3632 .3573 41.75
5 .434 .4281 49
6 .4605 .4546 50.25

NaCL pH=6 60D Hu=0.925

Nro Suv 15-So1uv Horas

0 5.9E-03 0 0

1 .0629 .057 121

2 .1405 .1346 193
3 .5769 .571 380.5
4 .9012 .8953 475.62
S 1.0413 1.0354 524.75

NaCL pH=6 45€ Au=0.925
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Nro Suv 15-So1uv Horas

0 5.8E-03 0 0

1 .1554 .1496 137.5

2 .3578 .352 210.92

3 .6128 .607 305

4 .9008 .895 397.5

NaCL pH=5 558 Au=0.925

Nro Suv 15-So1uv Horas

0 7.4E-03 0 0

1 .0819 .0745 111.5

2 .1976 .1902 194

3 .3525 .3451 282.5

4 .4085 .4011 331.83
5 .4832 .4758 380.75
6 .5997 .5923 473.75

SlN HUNECTANIE pH=5 558

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 2.7E-03 0 0

1 .0183 .0156 163.5

2 .0892 .0865 332
3 .1903 .1876 477

4 .2877 .285 656

5 .4337 .431 823

6 .5131 .5104 991

NaCL 1N pH=4.75 558

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 5.8E-03 0 0

1 .0233 .0175 331.5

2 .0551 .0493 597.5
3 .1127 .1069 904.25

4 .2233 .2175 1343.5

5 .3249 .3191 1738

6 .449 .4432 2187.5

NaCL pH=4 SSC An=0.925

Nro Suv 15-So)uv Horas

0 4.8E-03 0 0

1 .0169 .0121 111.5

2 .0307 .0259 194

3 .0916 .0868 380.75
4 .1504 .1456 499.5
5 .2355 .2307 647.5
6 .3592 .3544 816
7 .4811 .4763 1003.5
8 .6281 .6233 1219

SIN HUNECTANTE pH=4 558

Nro Suv (S-Soluv Horas

0 2E-03 0 0

1 .0156 .0136 237

2 .0826 .0806 470
3 .1842 .1822 731.5
4 .2688 .2668 919

5 .3693 .3673 1159.5
6 .464 .462 1428.5

KCL lN pH=4.75 558

Nro Suv (S-So1uv Horas

0 4.4E-03 0 0 _
1 .0248 .0204 20.5

2 .0932 .0888 44
3 .2048 .2004 71

4 .302 .2976 92
5 .4698 .4654 117

6 .6096 .6052 143.5

SIN HUNECÏANIE pH= SSC

Nro Suv 15-501uv Horas

0 5E-04 0 0

1 .06 .0595 93.5
2 .2812 .2807 163.5
3 .5116 .5111 237

4 .7549 .7544 313.5
5 1.0205 1.02 404
6 1.1752 1.1747 470

LiCL 1N pH=4.75 558

Nro Suv (S-So1uv Horas

0 3.2E-03 0 0

1 .0124 9.2E-03 237
2 .0725 .0693 470
3 .1667 .1635 731.5
4 .2486 .2454 919

5 .3395 .3363 1159.5

b .4432 .44 1428.5

CsEL 1N pH=4.75 SSC
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oPSEFClDH L'L'. SOLUCIONES BLUCÜSA (0.274 H) - LISINA (0.00684 H)

Nro Abs290 I di]. AbsD x dí]. Horas

l 1.19 .82 192.5
2 3.3| 2.36 3|6.5
3 5.6| 4.03 407
4 8.67 6.35 503.5
5 “.5? 8.38 532
6 14.67 ¡0.82 676.5

ELICEROL pN=4 SSC An=0.925

Nro Ab5290 x di]. flbsD x dil. Horas Nro Ab5290 x dil. AbsD l dil. Horas

l .1 .54 90.5 l .45 .25 l?
2 3.72 2 ¡85 2 l.l .53 33
3 9.25 5.25 311 3 2.22 .86 5|
4 16.44 l0.ll 428 4 3.44 l.|B 68
5 21.74 13.46 503 5 4.66 ¡.46 BS
6 27.42 17.63 593.5 6 6.22 |.63 102

7 7.1 [.66 “6
GLIEERÜL pH=5 550 Au=0.925

BLICERUL pH=6 SSC Au=0.925

Nro Abs290 I dil. Absl) x dil. Horas Nro Ab5290 n dil. AbsD I dil. Horas Nro Ab5290 x dil. AbsD x dil. Horas

l .57 .21 26.5 l .77 .25 19 1 1.3 .95 617
2 1.53 .54 50 2 ¡.53 .53 33 2 4.43 3.39 l2|6.5
3 2.9 .93 74.5 3 2.61 .88 51 3 8.3| 5.94 1694.5
4 4.32 l.07 99 4 3.93 1.17 69 4 [2.2| 9.2 2178
5 6.2 ¡.31 123.5 5 4.94 1.28 83 5 15.54 “.65 2634.5
6 7.85 LSB ¡47 6 6.71 1.59 102 6 18.38 14.11 3040.5
7 9.63 1.34 171.5 7 3.13 1.76 116

KCL pH=4 SSC Au=0.925

PRUPILENBLICUL pH=6 SSD Au=0.925 SORBIIUL pH=6 SSC Au=0.925

Nro Ab5290 x dil. AbsD r dil. Horas Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas Nro ¡1,5290 ¡ un, “bso ¡ un, Horas

l .33 .12 146 l .23 .07 26.5 1 .34 .09 26.5

2 1.2 .49 312.5 2 .69 .19 50 2 .96 .22 50
3 2.54 1.19 490 3 1.36 .3 74.5 3 1-72 3‘ "-5
4 4.32 2.19 643.5 4 2.35 .38 99 4 2.37 .3 99

5 6.22 3.2 BIB 5 3.36 .41 ¡23.5 5 3.33 .39 ¡23.5
6 4.47 .43 147 6 4.47 .43 147

¡(EL pH=5 55€ Au=0.925 7 5.35 .39 171.5 7 5.27 .46 171.5

¡(EL pH=6 55 Au=0.925 SULFAÏO DE Ha pH=6 SSC ñl=0.925
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Nro Ah5290 l dil. AbsD I dil. Horas Nro Ab5290 l dil. AhsD l dil. Horas Nro Abs290 I dil. AbsD I dil. Horas

l .33 .ll 20.5 l .lB .12 111.5 l 1.0| .44 111.5
2 1.3 .4 44 2 .49 .28 194 2 2.19 .Bl 194

3 2.6| .6 71 3 1.68 .93 380.75 3 3.96 1.49 282.5
4 3.95 .75 92 4 2.79 [.57 499.5 4 4.62 1.70 331.83

5 5.35 .a 117 5 4.35 2.54 647.5 5 5.66 2.33 380.75
6 7.03 .77 143.5 6 6.67 3.87 916 b 7.77 3.5 473.75

7 9.42 5.38 1003.5

NaEL pH=6 SSC Au=0.925 B [2.72 7.41 1219 SIN HUHECIANÏE pH=5 55€

SIN HUHECÏANÏE pH=4 55€

Nro Ahé290 a dil. AbsD I dil. Horas

l .26 .12 20.5
2 1.07 .42 44

3 2.18 .72 71

4 3.02 .87 92

5 4.29 1.1 ¡17

6 5.38 1.17 143.5

SlN HUHECÏANÏE pH=6 55€
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