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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 enzimdtico entre glucosa y lisina en soluciones de alta
actividad de agua (aw). En particular se estudiaré@n los siguientes

temas:

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

tos valores de pH y temperatura.

2) Comparacién entre los cambios de color y absorcién ultravioleta

producidos en soluciones glucosa-lisina pardeadas.

3) Efecto de la concentracidn de reactivos en el pardeamiento de

soluciones glucosa-lisina y fructosa-lisina.



IT. INTRODUCCION

II.1. Alimentos de humedad intermedia y alta

II.1.1. Caracteristicas

La reducci6n de la actividad de agua (aw) de un alimento
constituye un eficaz medio de inhibir la proliferacién microbiana y
lograr su preservacién. Una buena estabilidad microbiol8gica se lo-
gra en los alimentos deshidratados, cuya a, ha sido reducida a bajos
niveles, aunque generalmente con un alto costo energético y pérdida
de calidad organoléptica y nutricional.

Una estabilidad microbiol&gica satisfactoria tambi&n se al-
canza mediante reducci6én moderada de la a , en los llamados alimen-
tos de humedad intermedia. De acuerdo a la definicién de Kaplow
(1970), los alimentos de humedad intermedia son aquéllos que pueden
ser consumidos sin previa rehidratacién, y sin embargo, son estables
al deterioro microbiano, aun sin haber sido sometidos a refrigeracién
o proceso térmico. Los principales factores de esta estabilidad son
la reduccibn de a,y agregado de aditivos antimicrobianos.

El contenido acuoso de los alimentos de humedad intermedia
usualmente estd comprendido entre 25-50% (base himeda) mientras que

la a, estd en el rango 0,70-0,90. Un gran nimero de autores recomien-
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dan que el limite de humedad intermedia debe ser 0,86 (Ledward,
1982). Este valor es el minimo al cual es posible el crecimiento

aerb6bico del Staphylococcus aureus. Otras bacterias pat6genas solo

crecen a actividades de agua mis altas.

Alimentos de humedad intermedia tradicionales son muchos
productos de panaderfa y confiterfa, embutidos y frutas desecadas.
La reduccibén de a  se logra mediante eliminacién de agua y agregado
de solutos como sal o azGcar, denominados humectantes. No obstante,
las cantidades de humectante requeridas para reducir la a, 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 formulacién de ali-
mentos para animales domé&sticos (perros) o para aplicaciones muy es-
pecializadas (militares, vuelos espaciales) (Flink, 1978; Erickson,
1982).

Sin embargo, es posible lograr la estabilidad microbiol&gi-
ca de un alimento a actividades de agua mas altas (0,90-0,95), me-
diante la adecuada combinacién de reduccién de a s agregado de adi-
tivos antimicrobianos, tratamiento térmico moderado y correcto enva-
sado (Leistner y col., 1981; Fox y Loncin, 1982). En esta forma se

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

Los alimentos de humedad intermedia est&n expuestos a dete-
rioro por reacciones de diversa naturaleza, en las cuales la activi-
dad de agua suele ser una variable de mucha importancia, segfin se
ejemplifica, en el llamado "mapa de actividad de agua" (Fig. 1) (La-
buza, 1970). Desde luego, esta figura representa valores promedio ob
tenidos de la literatura, estando en realidad cada reaccién de dete-
rioro condicionada a la composicién particular de cada alimento, co-
mo ser, por ejemplo, presencia de antioxidantes y otros aditivos o
pH. El pardeamiento no enzim&tico, la oxidaci6én de lipidos y la des-
truccién de otros nutrientes (por ejemplo, vitaminas) son reacciones
de deterioro particularmente importantes (Erickson, 1982).

Se ha realizado mucha investigacién sobre la velocidad y ex-
tencién del deterioro causado por dichas reacciones en alimentos y
sistemas modelo de humedad intermedia. Por otra parte, han sido rea-
lizadas pocos estudios en sistemas de m&s alta a, (0,90-0,95), pu-
diendo citarse, degradacifén de vitamina Bl (Fox y col., 1982; Fernén
dez y col., 1986), pardeamiento no enzimdtico (Cerrutti y col.,, 1985
Petriella y col., 1985) y degradacién de nuclebtidos (Fox y col.,

1983).

.
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Fig. 1 - Mapa de estabilidad de los alimentos (Labuza Yy col.,1970)



I1.1.2. Actividad de agua

El agua en un alimento no se encuentra en estado puro sino
actuando como disolvente, atrapada en estructuras biolégicas e inte-
ractuando con diversos tipos de macromoléculas. Sus propiedades fi-
sico-quimicas no son, por consiguiente, las mismas que las del agua
pura. Una buena medida del estado fisico-quimico del agua en los ali-
mentos constituye la actividad de agua (aw) (Troller y Christian,

1978) . La a, se define de la forma:

= B
a =
w Py
siendo
p = presi6én de vapor de agua en el alimento
P, = presién de vapor de agua pura a la misma temperatura

La actividad de agua esti relacionada con la humedad relati-

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

El agua pura o libre tiene una a, = 1. Los diferentes fen&-
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menos de asociacifn o combinacién del agua disminuyen la cantidad de
agua libre y por consiguiente, el valor de a,- La disminucién de la
a, puede analizarse considerando la contribucién de tres factores

principales:

- fen6menos de sorciébn
- fuerzas capilares

- disolucibén de solutos

A a, alta e intermedia la contribucién predominante es la disolucién
de solutos. En soluciones ideales, en las cuales se cumple la ley

de Raoult, la a_ es igual a la fraccibén molar de agua. Para muchos
solutos comunes en alimentos (azficares, polioles) es frecuente la va-
lidez de esta ley hasta valores de a, comprendidos entre 0,90-0,95,
por ejemplo, sacarosa: seglin 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
correccién en el célculo de la a_ . Un modelo simple y satisfactorio
para soluciones de no electr6litos es el propuesto por Norrish (1966),

en el cual:



siendo

<
il

1 fraccién molar del agua

]
Il

5 fraccién molar del soluto

constante caracteristica de cada soluto

~
]

Chirife y col. (1980a, 1980b); Chirife y Ferro Font&n (1980a, 1980b);
Alzamora y Chirife (1984), confirmaron en sus trabajos la validez de
la ecuacién de Norrish, asf como calcularon el valor de la constante
K para numerososos compuestos no electr6litos encontrados en alimen-
tos.

La ley de Raoult puede aplicarse también a soluciones di-
luidas de electr6litos fuertes, en las cuales la disociacién en iones
puede considerarse total. Sin embargo, es frecuente que las solucio-
nes de electr6litospresenten desviaciones a dicha ley causadas por
disociacién incompleta e interacciones entre si de los iones y/o con
las moléculas del solvente.

Un modelo adecuado para el cé&lculo de la a, de la mayorfa de
los electr6litos encontrados en alimentos es el desarrollado por
Pitzer (1973). Consiste en una modificacién del modelo clésico de
Debye-Hlickel que reconoce la influencia de la fuerza ifnica en las
interacciones binarias. En este modelo el coeficiente osmético, ¢,

estd dado por la ecuacidn:
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2v_ v v, v, .3/2
-1 = _MX 2 ,(M_X)
) 1 |ZM lef + m( 5 )BMx + m° 2 5 CMx

siendo
Vy ¥ Vy = ndmero de iones de M y de X
Zy Y Zx = cargas respectivas de los iones
Vo= vy vy
m = molalidad
Ademéds
13
f=-A [-——————;]
1 + bI
- o(0) (1) _ 5
BMx = BMX +BMx exp(- aI”)
donde
A = 0,395 a 25°C (coeficiente de Debye-Hickel)
b =1,2 (Pitzer y Mayorga, 1973)
o = 2 (Pitzer y Mayorga, 1973)

I =5 m, Zi = fuerza i6nica

g(0) (1)

Los valores fueron evaluados y tabulados por Pitzer

Y Cyx

y Mayorga (1973) a partir de datos de literatura para una gran va-

’

riedad de electrdlitos. Benmergui y col. (1979) utilizaron estos da-

tos y la relacién termodin&mica que vincula a, y ¢ de la forma:

/17
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a, = exp(-0,018 m ¢ v)
para el cllculo de la activiadad de agua de diversas sales de uso
posible en alimentos. Es de notar que la gran mayoria de estas sales
asi como los no electrdlitos mds usados (azficares, polioles) presen-
tan desviaciones negativas a la ley de Raoult. Debe tenerse en cuen-
ta que cuanto mayor es la desviacién negativa causada por un soluto,
menor serd la cantidad del mismo a emplear para bajar la a,r con el
consiguiente beneficio en el mantenimiento del "flavor".

Hasta agqui se consideraron sistemas binarios constituidos por
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-
sarroll8, a partir de la ecuacién de Gibbs-Duhem, una ecuacién muy

simple para estimar la actividad de agua

n, dln(ai) =0
donde n; es el nGmero de moles del componente i y a; la actividad
del componente i. Suponiendo que no hay interaccién entre los distin-

tos solutos se llega a la expresiébn:

a = (a °)(a °)(a . ®°)..... (a,.°)
w wl W2 W3 n
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La actividad de agua del sistema (aw), es el producto de la activi-
dad de agua de cada componente (aw;, aw;, etc.) considerando que es-
t& disuelto en toda el agua del sistema, independientemente de los
otros. Esta ecuacién se ha aplicado satisfactoriamente en alimentos
de humedad intermedia (Vigo y col., 1979). Aplicada a sistemas mode-
lo se cumple bien para no electr6litos, y no electr6litos y un elec-

trélito fuerte. Para dos o méds electr6litos fuertes pierde exactitud

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

II.1.3. Humectantes

Troller (1983) enumera como caracteristicas deseables de un
humectante las siguientes: seguro (no t6xico), efectivo a concentra-
cién razonable, compatible con el caréicter del alimento, organolép-
ticamente neutro a la concentracién de uso, incoloro y estar legal-
mente aprobada su utilizacién. Tres clases de compuestos quimicos se
utilizan en la actualidad como humectantes: azlcares, polioles y sa-
les (Sloan y Labuza, 1975).

Los azficares son humectantes tradicionales, en particular,
la sacarosa, ha sido hist6éricamente el azlGcar mis empleado. Otros
azficares o productos que los contienen de utilizacibén posible son:
glucosa, fructosa, azlcar invertido, miel, jarabe de maiz, mela:za,

maltosa y lactulosa (Chirife, 1982). También la lactosa y el suecro
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de queseria pueden usarse, con la limitacién impuesta por la poca
solubilidad de la lactosa (Miracco y col., 1981). Dos inconvenien-
tes presenta el uso de azGcares como humectantes, su participacién
en reacciones de pardeamiento no enzimftico y su sabor dulce, inade-
cuado para ciertos alimentos. Los azlcares reductores son particu-
larmente reactivos en el pardeamiento no enzimdtico, no asf la saca-
rosa, que debe hidrolizarse previamente.

Los polioles son alcoholes polihidroxilados con dos o méas
grupos hidroxilo en su molécula. Tienen més estabilidad quimica y
térmica que los azlcares pero también mayor costo. En gemeral, son
solubles en agua, higrosc6picos y dan soluciones acuosas de moderada
viscosidad. Aungque muchos polioles 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. Algunas de sus propieda-
des se listan en la Tabla 1. Como humectante el manitol es el menos
Gtil dada su poca solubilidad. Otros polioles cuyo empleo ha sido
propuesto en alimentos son: butilenglicoles (Alzamora y Chirife,
1984), polietilengligoles (Chirife y Ferro Fonté&n, 1980b),poliglice-
roles (Cardello y ceol., 1984), xilitol (Voirol, 1985), Licasin (R)
(jarabe de glucosa y dextrinas hidrogenado) (Whitmore, 1985).

Los polioles tienen mGltiples funciones como aditivos ali-

mentarios. Griffin y Lynch (1972) enumeran doce aspectos a conside-
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Tabla 1 : Propiedades de polioles

(Griffin y Lynch, 1972)

Propilenglicol Glicerol Sorbitol Manitol
Peso molecular 76 92 182 182
Punto de fusién (°C) subenfria 18,6 93 166

(metaestable)
Punto ebullicién (°C) 187 290°C descompone descompone
760 mm (descompone)
Densidad, 25°C 1,036 1,261 1,49 1,49
Viscosidad cp., 25°C 44,0 954 s6lido s6lido
Viscosidad 70% solu- 10 17 110 insoluble
cién 25°C
Solvente (aceite) bueno poca pobre pobre
Solubilidad infinita infinita 71% 22%
(agua, 25°C)
Estabilidad térmica Estable, Estable, estable estable
volatil algo volatil

Sabor amargo dulce (leve) dulce, dulce

frio
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rar en lo referente al uso de polioles en alimentos: viscosidad, mo-
dificacibén de cristalizaci6én, sabor, accién humectante, accién sol-
vente (aromas), accibén rehidratante, accién quelante, accibén antioxi-
dante, accién antimicrobiana, accién plastizante, accién espesante,
poder dieté&tico. Es interesante notar que siendo menos fermentables
que los azlGcares se hacomprobado su utilidad en la prevencidén de
caries dentales cuando reemplazan a estos Gltimos (Whitmore, 1985;
Voirol, 1985). También es posible su utilizacién en alimentos para
diabéticos, aunque en general, se prefiere la fructosa menos costo-
sa y mejor tolerada por el organismo (Voirol, 1985). Tres factores
contribuyen a la accifn antimicrobiana de un humectante (Sinskey,
1976) : descenso de la actividad de agua, disminucién de la cantidad
de agua disponible a una dada a, y efecto especifico antimicrobiano.
Esto ltimo se aplica en especial a los polioles y debe considerarse
al igual que las otras propiedades, al efectuar la eleccién de los
mismos.

Las dos sales comunes empleadas como humectantes son los clo-
ruros se sodio (NaCl) y potasio (KCl). A éstas hay que anadir algu-
nas sales de &cidos orgénicos (citratos, tartratos, etc.) o inorgé&-
nicos (fosfatos), de limitado poder humectante a las concentraciones
de uso. El cloruro de sodio o sal comdn es con mucho la m&s usada
desde época inmemorial. La principal limitacién en la utilizacién 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. Evaluacién 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" (conjuncién 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 microbiolégica, pero cuya evalua-
cién no es usualmente inmediata por el consumidor. El objetivo per-
seguido es, entonces, un alimento apto microbiolSgicamente, que posea
al mismo tiempo la mdxima calidad nutritiva y organoléptica posible.

El correcto diseno de equipamiento y procesos para la indus-
tria alimentaria requiere adecuada informacién cinética sobre el com-
portamiento de los parémetros que hacen a la calidad de los alimen-
tos. Se han hecho extensivos estudios cinéticos sobre la estabilidad

de muchos nutrientes. Esto se ha debido tanto a la importancia nutri-
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cional como a la facilidad de su determinacibén analitica.

El estudio de los atributos sensoriales puede ser abordado
de dos formas, mediante anflisis sensorial o empleo de métodos ins-
trumentales que puedan ser correlacionados con aquéllos. El andlisis
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
informacién no es la m&s apta para ser usada en el diseno ingenieril,
por lo que los métodos de prueba y error siempre fueron los m8s 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) gue lograron de-
rivar informacién cinética (pardmetros Z, D) correspondientes a la
variacién de diversos atributos de calidad en varios alimentos (car-
ne, pescado, verduras) evaluados mediante anflisis sensorial.

Sin embargo, es de esperar que la medicifén instrumental de
las caracteristicas organolépticas proporcione informacién dtil y
cuantitativa para la calificacién de calidad y permita el diseno de
procesos mas objetivamente, con datos reproducibles y de sencilla
obtencién. En este aspecto se encuadra el uso de la determinaci6n
espectrofotométrica del color como técnica de andlisis cuantitativo

de la apariencia.
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I1.2.1. La percepcién del color

El color es un importante atributo sensorial y factor princi-
pal en la apariencia de los alimentos. Su percepcibn suele constituir
el primer paso en la evaluacién de la calidad de los mismos (Durén,
1971).

El ojo humano es sensible a la radiacién electromagnética en
el ambito de 380 a 770 mm, la cual es cominmente llamada "luz". Asi-
mismo el sistema visual tiene capacidad de discriminar entre radia-
cién de distinta longitud de onda determinando su "color" a través
de un complejo mecanismo trivariante.

Los principios fundamentales de la colorimetria estdn dados
por las tres leyes de Grassman, la principal de las cuales estable-
ce que cualquier color puede ser igualado por la suma de tres colo-
res primarios en cantidades convenientes. Estos colores primarios
deben ser elegidos de tal forma que sean independientes entre si, va-
le decir, ninguno puede ser obtenido por alguna combinacién de los
otros dos. En la practica, los colores primarios utilizables en for-
ma aditiva son tres: rojo, verde y azul. La suma de todos ellos pro-
duce la sensacifn de luz blanca o acromética.

Los objetos son coloreados porque absorben selectivamente de-
terminada radiaci6n electromagnética de la luz, usualmente blanca,

incidente sobre ellos. Por otra parte, la percepcién del color no es
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un fenémeno simple e intervienen varios factores, a saber (Francis

y Clydesdale, 1975):

a) La distribucién de la energia espectral del iluminante, es decir,
la clase de luz que ilumina al objeto: solar, lampara de tungste-
no o mercurio, etc.

b) Las caracteristicas espectrales del objeto con respecto a la ab-
sorcién, reflexién y transmisién de la luz.

c) Las condiciones bajo las cuales el color es visto, tales como el
dngulo de visibén, el color del contorno y el nivel de iluminacién.

d) La sensibilidad del observador.

Por otra parte, se puede clasificar la apariencia de los ob-
jetos seglin sean los denominados atributos geométricos de los mismos,

en:

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

b) Transparentes: la mayor parte de la luz se transmite sin reflejar-
se ni difundirse.

c) Transldcidos: parte de la luz es reflejada y parte transmitida,
dando lugar a una importante componente difusa tanto transmitida

como reflejada.
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Si los objetos absorben toda la luz incidente sobre ellos,
su color ser8 negro. Si absorben selectivamente en el espectro, se-
rén coloreados. A su vez, los atributos geométricos también deter-
minan que la reflexifn sea especular, cuando el &ngulo 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 fené-
menos de la apariencia tales como el brillo y el lustre.

De todo lo dicho se puede apreciar la dificultad de reempla-
zar a la observacién visual por una medida instrumental y cuantita-
tiva. La descripcién cualitativa de un color puede darse en los tér-
minos de los llamados atributos del color, siendo éstos, la clari-
dad, el tono y la saturacién (Duré&n, 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 como rojo, naranja, amarillo,
verde, azul, plrpura o cualquier combinacién de ellos. La saturacién
o0 pureza es el atributo que, fijado el tono, describe el color por
su similitud con un color espectral puro; cuanto mids parecido a és-
te, tanto mas saturado.

El mecanismo psicofisico de visién del color da al observa-

dor humano la capacidad de apreciar estos tres atributos o caracte-
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risticas sensoriales del color. El observador no puede, en cambio,

decir nada de la composicién espectral del estimulo.

II.2.2. Medida cuantitativa del color

La medida objetiva del color de un material puede obtenerse
del andlisis de su espectro visible (transmisién o reflexién) obte-
nida con un espectrofotémetro. No obstante una especificacifén més
completa de la apariencia de un objeto puede requerir de medidas com-
plementarias que consideren la influencia de los atributos geométri-
cos, tales como medicién de brillo o turbidez.

De los sistemas propuestos para la especificacién del color
el m&s completo y objetivo es el de la CIE (Commission Internationale
de 1l'Eclairage), en el cual el color es indicado por tres variables
X, Y, Z, conocidas como los valores triestimulos y que representan
a tres colores primarios imaginarios (Lozano, 1978).

Como se 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 dependerd de la fraccién de la luz
incidente sobre el objeto que es transmitida o reflejada por el mis-
mo en su direccifn. Por consiguiente, en la especificacién de un co-

lor es necesario considerar el factor de transmitancia o reflectan-
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cia espectral, la distribucién energética de la luz incidente o ilu-
minante y el andlisis por el sistema visual de acuerdo a los tres pri-
marios elegidos.

El factor de transmitancia o reflectancia espectral se obtie-
ne mediante un espectrofotémetro. La distribucifn energética de diver-
sos iluminantes es conocida. Por ejemplo, el llamado iluminante C
(CIE) tiene una distribucién 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. Adem&s, uno
de ellos, Y, se ha definido de forma tal de representar toda la lumi-
nosidad del color.

El c&8lculo necesario para obtener los valores triestimulo
CIE se esquematiza en la Fig. 2. Como alli se observa, del producto
del factor de transmitancia o reflectancia espectral por la distribu-
cién energética del iluminante, se obtiene la intensidad de la radia-
ci6n que recibiria un observador a cada longitud de onda. Luego, es-
te valor es multiplicado por la contribucién de cada primario, para
finalmente integrar y obtener los valores triestimulos X, Y, Z. En
los espectrofotSmetros modernos este c&lculo es hecho automaticamen-
te por un sistema de computacién acoplado al instrumento.

De esta manera el color queda determinado por un punto en un
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Fig. 2 - Representacién esquemdtica del cllculo de los valores
triestimulos CIE a partir del espectro de transmisién o
reflexi6n



espacio tridimensional de coordenadas X, Y, 2. Sin embargo, la forma
habitual de representacién es calcular las llamadas coordenadas cro-

maticas x, y, definidas:

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

El plano "x,y" estd delimitado por una linea, en forma de herradura,
sobre la cual se encuentran los puntos correspondientes a los colo-
res espectrales puros. En este diagrama, la interseccién de la pro-
longacién del segmento que une el punto que representa el color con
el correspondiente al iluminante, y esta dltima linea, es la llamada
longitud de onda dominante correspondiente al color en cuestién. La
pureza es la relacién 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 asi calculada

no suele ser una buena medida de la diferencia entre dos colores, de-

bido a que el espacio CIE 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 percepcién 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 evaluacién de las diferencias de color.

De esta forma surgen los espacios de color CIELAB y CIELUV
(Lozano, 1979). E1 CIELUV es una transformacién lineal del espacio
cromdtico CIE. En cambio lineas rectas en el espacio CIE correspon-
den a lineas curvas en el espacio CIELAB. De este modo, las ecuacio-

nes de transformacién de coordenadas CIE a CIELUV son (CIE, 1976)

L* = 116(Y/Yn)1/3 - 16
= * v o
u* 13 L*(u uo)
V* = 13 L*(V* - Vo)
siendo
4 = 4x
T X + 15Y + 32
N 9y

X + 15Y + 32

Y/Yn > 0,01



Como valores de referencia se utilizan los correspondientes

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

u_ = 0,2009 X_ = 98,041

O n
v, = 0,4610 Y = 100,00
z_ = 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, como la saturaci6n y el tono (Hunt, 1977). Asi se

pueden calcular en el espacio CIELUV las funciones Suv (saturacién),

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

_ Vo 2 v 2,%

Syy = 13[(u u )” o+ v vyl Tl

H = tan-l(v*/u*)

uv

2 2 %

= = X

Cuv Syv L* (u + v¥)

El sistema CIE y sus transformaciones CIELAB y CIELUV son de

uso relativamente reciente en la determinacién del color de los ali-
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mentos. Mucho mis difundido ha sido el empleo de colorimetros tries-
timulos del tipo Hunter y similares (Francis y Clydesdele, 1975).
Los colorimetros triestimulos trabajan con sistemas de fil-
tros que reproducen mds o menos bien un sistema de visién triestimu-
lo. Son menos sensibles que un espectrofotémetro pero mis sencillos

y econémicos. En el colorimetro Hunter, un dispositivo electrénico

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 representacifén triestimulo del color se
obtiene rdpidamente, lo cual resulta sumamente Gtil en ausencia de
un sistema de computacién que efectue el cdlculo esquematizado en la
Fig. 2. Este hecho, junto a la féacil interpretacién del espacio,
L,a,b difundieron mucho el uso del colorimetro Hunter en la determi-
nacién del color de los alimentos. Actualmente est8 disponible una
nueva generacién de espectrofotfmetros que permiten la obtencifén de
las curvas espectrofotométricas y derivan de ellas en forma autom&-
tica los valores triestimulos CIE. No obstante,debido a la tradicién
que tiene el uso del espacio Hunter, continua ain siendo bastante

empleado (Skrede, 1985).



I1.2.3. Aplicaciones de la colorimetria triestimulo en alimentos

En los alimentos en que el color se utiliza como criterio pa-
ra evaluar la calidad del producto, se ha buscado correlacionar la
evaluacién visual con los valores obtenidos en la medida instrumental.
Ejemplo de ello son los trabajos en tomate, en que el indice de cali-
dad del jugo (TCI = "tomato color index") puede ser hallado con la
siguiente ecuacién, resultado de una medicién de color (Hunter y

Yeatman, 1961)

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

puede expresarse como (Hunter, 1967)

1,2777 X - 0,213 2

CR = 200 v =1
y el grado de color amarillo (CY = "citrus yellowness")
CcY = 100 l - 0,847 2
Y
luego, la graduaci6n 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 evaluacifn visual,
subjetiva, que forzosamente considera el aspecto global del alimento.
Esta clase de estudios tambié&n ha conducido al desarrollo de colori-
metros triestimulos 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

ecuacién (Gold y Weckel, 1959)

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

La utilidad de emplear espacios de color mis homogéneos y funciones
de color se manifiesta en la correlacifén hallada para hojas de pere-
jil deshidratadas, por Berset y Caniaux (1983) entre el angulo de

tono Ha (CIELAB) y clorofila residual (r = 0,973) o califiacifn vi-

b
sual (r = 0,979).

Los problemas que se presentan en gencral derivan en gque el
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color no suele ser una funcién simple del contenido de pigmentos.
Esto puede deberse ya sea a una compleja composicién de pigmentos,
al diferente estado fisico que pueden tener los pigmentos en el pro-
ducto o a las propias caracteristicas del color en estudio. Por otra
parte, el andlisis quimico de los pigmentos necesario para poder es-
tablecer la correlacién, no deja de ser una dificultad muchas veces
insuperable,

Debe tenerse en cuenta que no existe una relacién simple, del
tipo de ley de Beer, entre el color y la concentracifn o cantidad de
un pigmento puro. Las escalas habituales pueden no representar ade-
cuadamente la concentracién 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 concentracién del mismo (Eagerman y col.,
1973b).

A veces puede correlacionarse el color con factores no direc-
tamente involucrados en el mismo. Asi, Bookwalter y Kwolek (1981)
hallaron en un alimento infantil a base de maiz y soja una relacién
lineal entre la disminuci6én de L (Hunter) y la pérdida de valor bio-
l6gico de sus proteinas. Ambos pardmetros son afectados por reaccio-
nes de pardeamiento no enzimdtico durante la preparacién del alimen-
to.

Una nueva aplicacién de la medicidén de color en alimentos
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constituye la realizacién de estudios cinéticos sobre las variacio-
nes de color (Skrede, 1985; Petriella y col., 1985). Asi, Skrede
(1985) hall6 una cinética aparente de orden 1 para la disminucién de
la variable a (Hunter) en el deterioro de jugo de moras almacenado.
Luego, se obtiene una variable objetiva apta para el disefio ingenie-

ril como medida de un caracter sensorial.

II.3. Pardeamiento no enzim&tico de alimentos

II.3.1. Caracteristicas del pardeamiento no enzimatico de los ali-

mentos

Las reacciones de pardeamiento no enzim&tico que ocurren du-
rante el procesamiento y almacenamiento de numerosos alimentos, lle-
van a la formacién de pigmentos pardos y diversos compuestos inter-
medios, que ocasionan notables alteraciones en sus caracteristicas
nutricionales, organolépticas y funcionales.

Una gran variedad de alimentos son deterioradas por reaccio-
nes de pardeamiento no enzimdtico: jugosde fruta (Stadman, 1948),
alimentos deshidratados (huevos, lacteos, carnes, frutas y vegetales)
(Lea, 1958; Stadman, 1948; Patton, 1955) y en general alimentos de
humedad intermedia (Erickson, 1982).

Hay tres rutas principales por las cuales puede ocurrir la
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reacci6n de pardeamiento no enzimdtico (Braverman, 1963): carameli-
zacibén de azilcares, oxidacién del &cido asc6rbico y la reaccibén de
Maillard. La composicién y el pH del alimento junto a la temperatu-
ra a la que es sometido determinar&n el tipo de reaccién predominan-
te.

Los efectos del pardeamiento no enzimitico sobre los alimen-

tos son miltiples. Entre ellos podemos nombrar:

- cambios de color debidos a la produccidén de sustancias parduzcas y

destruccidén de pigmentos del alimento (Meschter, 1953).
- produccidén de aromas y sabores (Pokorny, 1980)

- pérdida de solubilidad de proteinas con los consiguientes cambios
en la textura y alteracién en el poder de reconstitucién de los

alimentos deshidratados (Labuza y col., 1977)

- pérdida del valor nutritivo al danarse aminodcidos esenciales como
la L-lisina (Mauron, 1981) o vitaminas como el &cido asc6rbico

(Clegg, 1964)

- produccidn de metabolitos de potencial acci6én téxica (Powrie y col.

1981)

- liberaci6n de CO, (Cole, 1967).

2



-34~

- disminucién del pH (Ellis, 1959).

En la mayoria 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 enzimdtico resultan beneficiosas, como en la coccién de la
carne y el pan, o en la fabricacién 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 enzim&ti-
co, son su accién antioxidante sobre los lipidos de ciertos alimen-
tos (Lingnert y Eriksson,1981) y su eventual accién antimicrobiana

(Lara y Gilliland, 1985).

I1II.3.2. Caramelizacibn de azQcares

Cuando se calientan azlcares en forma anhidra o en solucién,
éstos se descomponen formando un pigmento pardo, de naturaleza poli-
mérica, conocido como "caramelo". Esta descomposicién es catalizada
por &cidos y bases. Los azlcares experimentan hidr6lisis, enoliza-

cibén, isomerizacién, deshidratacién, fragmentacién y oxidacién. De
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este modo se forman compuestos carbonilicos altamente reactivos que
reaccionan entre si dando polimeros insaturados de color pardo
(Hodge y Osman, 1976). En medio &cido predomina la deshidratacién

y los principales intermediarios son derivados del furfural. A par-
tir de pentosas se forma furfural mientras que la descomposicién

de hexosas produce 5-hidroximetilfurfural (HMF) segln se indica en

la siguiente secuencia de reacciones:

H\E/OH HC=0 HC=0 HC=O HC=0
HéOH HéOH éon é———— é———-
HO(IZH o= HO(I:H —Ho gu =Ho <N:H =Ho lclu
HéOH HéOH néou HéOH ? éH v
H(!Z— }léOH m‘:ou H(I:—— (ll,—_
(I:H,OH ICH,OH (I:H,OH (l:H,OH CH,OH
p-glucusa aldchido HMF

(Braverman, 1963)
En medio alcalino las reacciones de enolizacién ocurren ré-
pidamente, abundan los productosde fragmentacién y oxidacién, y co-

mo resultado el pardeamiento es muy réapido.

I1.3.3. Oxidacién del &cido asc6rbico

El &cido asc6rbico se degrada mediante similares mecanismos
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que los carbohidratos. Por lo tanto, su estabilidad decrece r&pida-
mente a pH extremos y temperaturas elevadas. La degradacifn puede
ser anaerobia,o en presencia de oxigeno (oxidativa). En medio &cido
el furfural y sus productos de polimerizacién son importantes pro-
ductos finales. Se produce pardeamiento acompanado de la pérdida de
valor nutritivo fundamentalmente al destruirse la actividad de vi-

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

II.3.4. Reacci6n de Maillard

Es la mas frecuente causa del pardeamiento no enzim&tico en
alimentos y se origina en la condensacién de un grupo carbonilo reac-
tivo, usualmente de un azlcar reductor, y un grupo amino provenien-
te, por ejemplo, de un aminodcido o proteina. Se ha demostrado su
especial importancia en el pardeamiento no enzimdtico de alimentos
deshidratados y alimentos de humedad intermedia.

La reaccifén es muy compleja y su secuencia se puede esquema-

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

1) Etapa inicial (productos incoloros sin absorcién en el UV cercano)

a) condensaci6n azficar-amino

b) reordenamiento de Amadori



La secuencia de reacciones de esta etapa es:

RNH
RNH RN 1
| é H
HC:0 CHOH H i !
(Crom, HhN (éuou) -:ﬂfa(éuon) (GHOHD-- |
a e  y—— - H
CH,OM CH,OH H,OH J~
*H,OH
aldosa en forma aldehido glicosilamina N-sustituida
RNH R?H . RTH RTH
Htl: CH CH CH,
! +H —He
(HéI:OH). == | HCOH %OH = J}:O
H?———J (HéOHL (HCOH), (HébHL
CH,0OH H,OH CH,OH H,OH

{-anino 1-deoxi-2-cetosa

N-sustituida
(Mauron, 1981)

0 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, form&ndose la

correspondiente glucosamina N-sustituida.

2) Etapa intermedia (productos incoloros o amarillo p&lido con fuer-

te absorcién en el UV)

c) deshidratacién de azdcares



d) fragmentacidén de azlcares

e) degradacién de aminodcidos
3) Etapa final (productos coloreados)

f) condensacién aldflica
g) polimerizacién aldehido-amina con formacién de compuestos hete-

rociclicos conteniendo nitré&geno.

Un esquema simplificado de estas dos (ltimas etapas se mues-

tra en la siguiente secuencia de reacciones:

HC-N < HC = N* 3T HC = 0 MG = O HHF
¢-OH 26- oH G=o =0
CHIOH} 3CH CHgp CH HOCH cH
- T +H0 i -H0 ¥ 4,0 2 o
2 cHioH) 2 2 -

0-0-
Iz
Q0
zZz
11
0-0
Iz
R
zZz

l .
Hzt.:-N{ / l : <l:mou) CHIOH) \ l‘ +amina
¢=0
CHIOH) aelanoidinas
)
CH(OH) _
%"‘0"’ HaG-N< 1GH2 GH3 fHa / T’lalina

\ §-OH o 2§-OH c=0 =0
C-OH —s -0 == ¢ec0 =— g-OH

compuesto
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Sc debe destacar que también como consecuencia de la reaccién de
Maillard se forma S5-hidroximetilfurfural (HMF).

Durantec la rcaccién sc desprende CO, y en condiciones aero-
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bias puede consumirse 02, aungue &€ste no es un componente indispen-
sable para que ocurra la misma. Aunque la reaccifén es muy compleja,
puede considerarse en cierta forma como una descomposicién de azfica-
res catalizada por aminodcidos, aunque estos Gltimos se degradan en
la misma. Por otra parte, otros componentes de los alimentos pueden
participar, como bases nitrogenadas (tiamina, etanolamina, etc.) y
compuestos carbonilicos provenientes de la oxidacién de lipidos
(Suyama y Adachi, 1979; Doyon y Smyrl, 1983).

Los pigmentos pardos obtenidos en la etapa final de la reac-
cién se denominan melanoidinas. Son polimeros insaturados y contienen
nitr6geno. Algunas melanoidinas son solubles en agua y soluciones al-
cohBlicas, otras en cambio son insolubles. Su composicién y peso mo-
lecular depende de las sustancias reactivas y condiciones de la reac-
cién. La estructura quimica de las melanoidinas permanece oscura,
aungue se han hecho numerosos, y a menudo contradictorios hallazgos
parciales. Se ha identificado en sistemas modelo diversas estructu-
ras heterociclicas y grupos funcionales, pero no ha sido encontrada

una secuencia hom6loga (Kato y Tsuchida, 1981; Baltes, 1982).

IT.3.4.1. Factores que afectan su desarrollo

II.3.4.1a. Composici6n del sistema

Las aldopentosas son mds reactivas que las aldohexosas
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y los disacdridos reductores son alin menos reactivos que estos Glti-
mos (Spark, 1969). Los disaclridos no reductores como la sacarosa de-
ben hidrolizarse previamente para participar en la reaccién. Tal es
el caso de los sistemas proteina-sacarosa, en los cuales se produce
pardeamiento cuando existen condiciones que favorecen la hidr6lisis
(bajo pH y alta humedad)(Hurrel);Carpenter, 1977).

La L-lisina en los sistemas estudiados ha resultado el
mds reactivo de los aminodcidos- cominmente presentes en los alimen-
tos. El grupo amino situado en posicifn € es m8s reactivo que el
grupo amino en posicién o (Dworschdk, 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 tamp6n (por ejemplo, fosfatos) modi-
fica la velocidad de reaccibén mediante dos mecanismos: efecto catali-
tico y mantenimiento constante del pH (Saunders y Jervis, 1966).

Los metales pesados pueden formar complejos con los ami-
nodcidos y azlcares e influir en la velocidad de reaccién en forma
positiva o negativa. Se ha descripto cat8lisis por parte de hierro
y cobre (Dworschdk, 1980; Kato y col., 1981) e inhibicién por parte

del estanoy el manganeso (Dworschdk, 1980).
I1.3.4.1b. Humedad

El agua proporciona un medio para la reaccién y al mismo
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tiempo es un producto de la misma. En un alimento s6lido, deshidra-
tado a muy bajo contenido acuoso, los reactivos interaccionan difi-
cilmente entre ellos y la reaccifén es muy lenta. A medida que aumen-
ta la humedad, y por consiguiente la a, del sistema, ocurren dos fe-
némenos: disminucién de la viscosidad de la fase acuosa y disolucibn
de los reactivos en esa fase. Como consecuencia, se va produciendo
un aumento gradual de la concentracién de los reactivos y de su ve-
locidad de difusib6n en la fase acuosa, lo cual se traduce en un in-
cremento sostenido de la velocidad de reaccién al aumentar la a,-
Eventualmente, la fase acuosa se satura y un aumento del
contenido acuoso no altera la concentracién de reactivos sino hasta
el momento en que cesa la disponibilidad de los mismos para disolver-
se, y un ulterior aumento del contenido acuoso s6lo provoca su dilu-
cién. Este Gltimo efecto, sumado al hecho de que el agua por ser un
producto de la reaccién tiene un efecto inhibitorio sobre la misma,
ocasiona una disminucién de la velocidad de reaccibén que no es com-
pensada por la disminucién de la viscosidad. Por consiguiente, se ob-
serva un maximo en la velocidad de pardeamiento para cierta a. del
sistema, seglin se representa en la Fig. 5. Dependiente del tipo de
alimento, el md&ximo suele ubicarse en el rango de a, comprendido en-
tre 0,60 y 0,80, coincidente con la a, de los alimentos de humedad

intermedia (Labuza y Saltmarch, 1981).

La importancia de los efectos viscosos en los alimentos
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YELOCIDAD DE REACOON DEL PARDEAMIENTO NO ENZIMATICO

(UNIDADES ARBITRARIAS)

Fig. 5 - Dependencia de la velocidad de pardeamiento no enzimdtico

en funcién de la a,-

I. Alimentos y sistemas s6lidos (Labuza y Saltmarch, 1981)

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



s6lidos de humedad intermedia se pone de manifiesto en sistemas mo-
delos cuya a, se ha controlado mediante el agregado de polioles. Se
ha observado que el agregado de polioles liquidos, como glicerol,
propilenglicol y 1,3-butilenglicol desplaza el miximo de pardeamien-
to hacia zonas de menor a . Esto se puede explicar suponiendo un
reemplazo parcial del agua por el humectante, ya sea como solvente
de las sustancias reactivas o provocando una disminucién de la visco-
sidad de la fase acuosa (efecto plastizante)a bajos contenidos de
agua. En cambio el sorbitol, poliol s6lido, agregado como humectante
en sistemas modelo s&lidos de a, inferior a 0,85 provoca una nota-
ble inhibicién del pardeamiento a medida que ésta disminuye. Se atri-
buye este efecto al caracteristico aumento de viscosidad originado
por la disolucién del sorbitol (Warmbier y col., 1976; Labuza, 1980).
El proceso de concentrar jugos de fruta en el rango de
aplicacién comercial (hasta 60-70° Brix) aumenta la tendencia a expe-
rimentar el pardeamiento no enzim&tico. No s6lo se produce una elimi-
nacién de agua sino que se concentran las sustancias reactivas. El
aumento de viscosidad no es suficiente para compensar estos factores
y la velocidad de reaccién se incrementa con el grado de concentra-
cién (Saguy y col., 1978; Toribio y Lozano, 1984). Sin embargo,al
concentrar afin mds jugo de manzana Toribio y col.(19€4) han encontra-
do la presencia de un mdximo de pardeamiento en jugo concentrado a

a, entre 0,53 y 0,55 (aproximadamente 81-83° Brix) con poca disminu-
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cién del mismo a mayor concentracibén. En forma coincidente, esta a
w
marca el inicio de drasticos incrementos en la viscosidad del jugo

(10°-10°

cp) al aumentarse mds su concentracién.

En algunos sistemas modelo liquido binarios formulados
con agua y otro solvente, en los cuales los reactivos est&n disuel-
tos en concentracién constante, se ha encontrado una gradual disminu-
ci6én de la velocidad de reaccifén al aumentar la proporcién de agua,
atribuible a la inhibici6n por producto causada por ésta. Por consi-

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

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

II1.3.5. Métodos de medicibén del pardeamiento no enzimético

Una de las consecuencias resultante de la complejidad de las
reacciones de pardeamiento no enzimdtico 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. Asi, mientras que los cambios en el espectro visible son repre-
sentativos de la formacién de pigmentos, aquéllos en la regifn ultra-
violeta se corresponden con la formacién de furfurales y otros com-
puestos carbonilicos capaces de absorber en dicha zona. Ambos cam-

bios serdn discutidos en detalle mds adelante. M&s limitado es el
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empleo de espectrofluorometria, aunque las sustancias fluorfgenas
responsables de la fluorescencia no han sido aGn mayormente identi-
ficadas, es una técnica de gran sensibilidad capaz de brindar valio-
sa informacién (Adhikari y Tappel, 1983; Cerrutti y col., 1985).

También el avance del pardeamiento no enzimdtico ha sido se-
guido midiendo la liberacién de Co, (Cole, 1967), descenso del pH
(Resnik y col., 1981), formacién y descomposicién de compuestos de
Amadori (Lee y col., 1984), evolucién de accién antioxidante (Park y
Kim, 1983) y disminucién de la concentracién de azlicares (Cerrutti y
col., 1985).

Los amino&cidos se destruyen en la reaccién de Maillard, por
lo tanto la pérdida de nitr6geno amidico y la disminucién de su con-
centracién fueron muy utilizadas para seguir esta descomposicién
(Ellis, 1959). Actualmente se prefiere determinar la disponibilidad
de aminodcidos esenciales (en especial lisina), en forma quimica o
biol6gica, y conocer asi la pérdida de valor nutritivo experimenta-
do por el alimento (Mauron, 1981).

Otro enfoque, mds reciente, propone la utilizacibén de cier-
tos compuestos quimicos formados durante el pardeamiento como indi-
cativos de los cambios sufridos por el alimento. Estos compuestos de-
ben ser de fdcil andlisis y relativamente estables una vez formados.
Luego, su concentracién puede eventualmente correlacionarse con el

deterioro experimentado por el alimento, y por consiguiente su cali-
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dad, o con otros pardmetros Gtiles. En esta forma, el nivel observa-
do de 5-hidroximetilfurfural (HMF) durante el deshidratado de manza-
nas, se correlaciona bien con la densidad, desintegracién, rehidra-
tacién y color, pudiendo ser utilizado en predecir las condiciones
de operacién Sptimas (Sullivan, 1981). El mismo compuesto ha sido
relacionado con el contenido de tript6fano (Trp) en un alimento in-
fantil almacenado: Trp = - 0,59 log(HMF) + 0,46 (Dworschdk, 1980).

Otros compuestos "indicadores" propuestos son: furfural, en
jugo de naranjas (Nagy y Randall, 1973); furosina y piridosina en
productos l&cteos (Burton, 1984) e isovaleraldehido, en tomates y
zanahorias deshidratadas (Eichner y Ciner-Doruk, 1981).

Estos compuestos no pueden considerarse como productos fina-
les de la reacci6n, sino mds bien intermediarios. No obstante, en
determinados sistemas y alimentos resultan los suficientemente esta-
bles o su acumulacién lo bastante significativa, para poder ser em-

pleados con aquel fin.

I1.3.5.1. Modificacién del espectro visible

Los pigmentos pardos producidos por las reacciones de par-
deamiento no enzimdtico se caracterizan por absorber radiaci6n elec-

tromagnética en la zona visible del espectro, sin presentar miximos

/17



-47-

ni minimos caracteristicos, sino un gradual aumento de 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 caracteristicas espectrales, y por consiguiente,
el color natural de los mismos.

El método m&s usado para estudiar la coloracién resultan-
te de las reacciones de pardeamiento no enzimdtico ha sido la aisla-
cién de los pigmentos y su posterior andlisis colorimétrico.

Los métodos habituales utilizados en la separacifén de los

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

1) Extraccién de las sustancias coloreadas solubles en los alimentos

s6lidos.

2) Clarificacién del extracto resultante. Los alimentos ligquidos se

clarifican directamente.

3) Colorimetria del extracto clarificado.

El andlisis colorimétrico suele consistir en medir la ab-
sorbancia a una longitud de onda determinada, usualmente entre 400-
500 nm. Tomando la precaucibén de trabajar en un rango de dilucién

adecuado se puede considerar la existencia de una relacibén lineal en-
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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 reaccién es el mismo, o
al menos sus caracteristicas espectrales. Esto no es necesariamente
cierto en las reacciones de pardeamiento donde el pigmento se forma
en mGltiples reacciones de adicién, eliminacién y deshidratacién, al-
tamente dependientes de las condiciones de reaccién. Este problema
se agrava en alimentos por ser sistemas muy complejos.

Otra fuente de error puede provenir de insuficiente extrac-
cién o extraccién de otros pigmentos. Por este motivo, los resultados
son altamente dependientes de la té&cnica y solventes usados.

Por otra parte, la absorbancia del extracto no proporciona
una idea correcta del aspecto visual del alimento pardeado, como la
da, en cambio, la medida de su color. Por ejemplo, muestras con la
misma absorbancia a 450 nm tienen diferente grado visual de pardea-
miento, segin se observa en la comparacién de sistemas sulfitados
con respecto a los no inhibidos. El SO2 produce una modificacién del
espectro no detectable a 450 nm (Spark, 1969). No obstante en algu-
nos casos se puede establecer una correlacidén entre la absorbancia
del extracto y el color del alimento, segln se ha comprobado en jugo
de naranja reconstituido (Robertson y Reeves, 1981).

De lo dicho se infiere gque la simple medicifén de la absor-
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bancia de un extracto a una dnica longitud de onda dista de ser una
técnica perfecta. En consecuencia es de esperar que arroje utilidad
el estudio, por un lado, de las caracteristicas espectrales de los
pigmentos extraidos, y por otro, de la colorimetria directa del ali-
mento pardeado.

En este aspecto, Clark y Tannembaum (1970) purificaron los
pigmentos provenientes de la reaccifn glucosa-caseina y de la polime-
rizaci6n de furfural. Examinando sus espectros visibles encontraron
una relacién 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 modelo xilosa-glicina, introduce el valor
AA, variacifn en el logaritmo de la absorbancia por 100 nm, en el tra-
mo del espectro visible, que aproxima por medio de una recta, compren-
dida entre 450 y 650 nm.

Recientemente, Buera y col. (1986) analizaron las caracte-
risticas cromdticas de una diversidad de sistemas modelo acuosos azl-
car-aminodcido 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 oureza entre 0,1 y 0,9.

Por otra parte, la colorimetrfia directa en alimentos par-
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deados se inicia con las determinaciones efectuadas mediante compa-
racién visual con patrones adecuados (Nichols y col., 1938), utili-
zacién de discos Munsell (Moore y col., 1944) y tintSmetro Lovibond
(Joslyn y Marsh, 1935). Posteriormente se emplearon métodos de colo-
rimetria triestimulo (Francis y Clydesdale, 1975). El propSsito 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 s6lo del pardeamiento, sino de la degradacién de otros pigmen-
tos eventualmente presentes (clorofila, carotenoides, etc.). La medi-
cibén exclusiva del pardeamiento debe entonces involucrar la utiliza-
cibén de una seleccién o transformacién adecuada de las variables de
color. En esta forma, Ramakrishnan y Francis (1970) estudiaron el co-
lor del piment6n tratado térmicamente, el cual es resultado de dos
contribuciones: degradaci6n de carotenoides y pardeamiento no enzi-
mdtico. De este modo hallaron que mientras que la concentracién de
carotenoides es proporcional al pardmetro 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 d&tiles,Maier y Schiller (1959) prepararon mezclas con
diferentes proporciones de tejido de d&til muy pardeado y sin pardear.

La absorbancia (400 nm) del extracto de estas mezclas es linealmente
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proporcional a la cantidad de datil pardeado empleado. En cambio, la
luminosidad (fotSmetro Photovolt) del puré preparado con las mismas
mezclas aproxima a una relacién logaritmica. Es de notar la gran
sensibilidad del valor de luminosidad para variaciones en mezclas
que contienen poco d&til pardeado.

Otros trabajos en que se han usado variables de color para
seguir el pardeamiento no enzimdtico son: L (Hunter) en jugo de pera
concentrado (Cornwell y Wrolstad, 1981); reflectancia(colorimetro
Agtron F) en manzana deshidratada (Singh y col., 1983); AE (Hunter)
en queso fundido (Bley y col., 1985).

Por Gltimo, el uso de la colorimetria triestfimulo en el es-
pacio CIE (Resnik y col., 1981) y en los espacios CIELAB y CIELUV
(Petriella, 1983; Petriella y col., 1985) fue aplicada al estudio del
pardeamiento no enzimdtico en sistemas modelo acuosos azlcar-amino-
dcido. En estos trabajos se demostr6 la factibilidad de usar funcio-
nes de color derivadas de los valores triestimulos CIE como pardme-

tros cinéticos indicativos del pardeamiento.

II.3.5.2. Modificaci6én del espectro ultravioleta

La mezcla de productos resultantes de las reacciones de
pardeamiento no enzimdtico se caracteriza por presentar fuerte absor-

cién en la zona ultravioleta del espectro de radiacifén electromagné-
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tica. Es caracteristica la existencia de un mdximo de 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
empleada que la medicién en el espectro visible, la absorbancia a
una longitud de onda dada en ese rango del espectro ultravioleta ha
sido considerada indicativa de la reaccién de pardeamiento no enzi-
mitico en sistemas modelo y alimentos, por ejemplo: A300, sistemas
modelo alanina-glucosa (Loncin y col., 1965); A,ggs sistemas modelo
azlcar-glicina (Burton y col., 1963); A282' manzana deshidratada
(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 miximo de absorbancia a la
presencia de furfurales, en particular en sistemas que contienen
hexosas, del S5-hidroximetilfurfural (HMF) (Wolfrom y col., 1948;

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

Nelson, 1984).

Se caracteriza el espectro de absorcifn ultravioleta del
HMF en solucifén acuosa por poseer un m&ximo a 285 nm con coeficiente
de extincién molar € = 16500 y un segundo mdximo de menor importancia

a 228 nm, ¢ = 3620, situdndose el minimo de absorbancia a 245 nm

(Wolfrom y col., 1948).

En la Fig. 6 se ilustra el espectro de absorcién ultravio-
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leta obtenido por Feather y Nelson (1984) de los productos de reaccién
de un sistema modelo glucosa-glicina pardeado, antes y después de so-
meter el mismo a diflisis exhaustiva. Es notable la disminucién de la
absorbancia y la desaparicidn’del m&ximo al eliminarse los compuestos

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

los pigmentos poliméricos.

/17



III. PARTE EXPERIMENTAL

IITI.1. Sistemas modelo

III.1.1. Descripcién y preparaci6én

Los sistemas modelo fueron soluciones acuosas de un azicar
reductor, D-glucosa o D-fructosa, y un aminodcido, L-lisina, con a,
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 Na2504.

Las reacciones de pardeamiento no enzimdtico producen descenso
del pH, debido a la formaci6én de &cidos y consumo de bases (grupos
amino). A fin de mantener constante el pH se utilizé una solucién re-
guladora de sales de fosfato en alta concentracién (0,35M en fosfato),
pr6xima al limite de solubilidad en los sistemas modelo. De esta for-
ma la disminuci6én de pH que acompana al pardeamiento se redujo al mi-
nimo (< 0,1). En la preparacién de las soluciones se utilizaron
KH,PO, y Na,HPO,.2H,0 cuyas proporciones relativas debieron determinar-

se experimentalmente para cada pH y humectante. El ajuste final del

pH se realizé con solucién concentrada de HCl o HONa, segln corres-
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pondiera. La medicién del pH (t 0,02) se efectué 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 midi6 y ajust6 el pH en la forma ya descripta. Finalmente, cada
solucién se envasS en envases de polietileno de alta densidad (capa-
cidad nominal 20 cm3) provistos de tapa a rosca del mismo material,

a razén de 18 ml por frasco.

III.1.2. Reactivos

Se utiliz6 D-glucosa, D-fructosa, glicerol, propilenglicol,
sorbitol,polietilenglicol 400 (PEG 400), Na2804 y CsCl marca
Mallinckrodt (St. Louis, MO, USA). El NaCl, KCl, LiCl, NOzHPO4.2H20,
HONa y HCl (c) fueron de Merck (Darmstadt, Alemania .R.F.). Los res-
tantes reactivos se adquirieron: 1,3-butilenglicol a BDH (Poole,
Gran Bretana), polietilenglicol 200 (PEG 200) a FLUKA (Buchs, Suiza)

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

IITI.1.3. Cdlculo y medicién de la actividad de agua

Como primer paso en la formulacibén de los sistemas modelo

fue necesario determinar las cantidades de humectante, poliol o sal,
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requeridas para lograr los niveles de a ., deseados. Esto se efectud
mediante el procedimiento que se describe a continuacién. Para cada
humectante se prepararon soluciones conteniendo diferentes cantida-
des, calculadas aproximadamente seg(n los métodos descriptos en la
seccibén II.1.3. Conocida por gravimetria la cantidad de reactivos y
de agua de cada soluci6n, se pudo calcular la correspondiente a,. Co-
mo la ley de Raoult presenta desviaciones en soluciones de los humec-
tantes usados por debajo de a, 0,95 se aplic6 la ecuacién de Norrish
(1966) para los polioles o el modelo de Pitzer (1973) para las sales
y la ecuacién de Ross (1975). Para ello se utilizaron los datos de
bibliografia que se detallan en la Tabla 2. Luego se midid, segdn se
describe mas adelante, la a, de cada solucién. De este modo se obtu-
vieron curvas de concentracién de humectante versus a, calculada y
de a, calculada versus a, medida, de las cuales fue posible interpo-
lar la cantidad de cada humectante requerido para cada nivel de a,
estudiado.

La a_ de las diferentes soluciones (excepto aquellas que
contienen propilenglicol o 1,3-butilenglicol) fue medida usando el
higrémetro eléctrico VAISALA HMI 33, (Vaisala, Finlandia) con la mo-
dificacién de Driesden y Kern (Tangstadt, Alemania R.F.), de acuerdo
al procedimiento descripto por Favetto y col.(1983). Para ello se
calibr6é el higrSmetro a 25°C, utilizando soluciones salinas satura-

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

Pitzer (1973)

Compuesto K (Norrish)
Glucosaa 2.25
Glicerol? 1,16
Propilenglicola 1,0
Sorbitol? 1,65
1,3-butilenglicol® 3,47
PEG 200° 6,10
PEG 400° 26,6
L-lisinad 9,3

8 Chirife y col. (1980a)

b Alzamora y Chirife (1984)

€ Chirife y Ferro Font&n (1980b)
d Chirife y col. (1980b)

Compuesto Bég) Bé;) Cux
KC1 0,04835 0,2122 -0,00084
NaCl 0,0765 0,2664 0,00127
Na,S0, 0,0196 1,113 0,00497
K,HPO, -0,0678 -0,1042
NaH,PO, -0,0583 1,466 0,0294

Pitzer y Mayorga (1973)



0,926; KZSO4: 0,974) . Se obtuvo una recta de calibracién por cuadra-
dos minimos con la cual se conviertieron los datos lefdos en la a_
de las muestras medidas. La a, de las muestras que contienen propi-
lenglicol o 1,3-butilenglicol no fue medida con el higrémetro ya que
se sabe que dichos polioles pueden contaminar el sensor dando origen
a resultados err6neos (Favetto y col., 1984).Dada la buena concor-
dancia observada entre a, calculada y a, medida en las soluciones de
los otros polioles no se considerS indispensable la medicién de 1la
a, de los sistemas modelo conteniendo propilenglicol o 1,3-butilen-
glicol.

Por otra parte, la variacién de las cantidades relativas de

KH2P04 y NaZHPO.2H20 entre los distintos niveles de pH estudiados no

4

modifica significativamente la a de las soluciones. Luego, se uso

la misma cantidad de humectante en los tres niveles de pH estudiados.
Aplicando estos procedimientos se prepararon soluciones de

tres niveles de a,: 0,900; 0,925; 0,950, habiéndose hallado su exac-

titud en el rango i'0,005 (en la mayoria de los casos)-0,01.

III.1.4. Composicién

El estudio comparativo de la cinética de pardeamiento no en-
zim&tico en sistemas modelo glucosa-lisina y fructosa-lisina se rea-

1iz6 utilizando concentraciones de hexosa comprendidas entre 0,0684-
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0,410M y de lisina 0,0343-0,205M. Estos sistemas modelo se ajustaron
a pH = 6. Asimismo se agregé a todas las soluciones 50,00 g/l de
NaCl de forma tal de obtener a, = 0,95. La composicién de estos sis-
temas modelo se indica en las Tablas 3 y 4.

El efecto especifico de los humectantes se estudif en sis-
temas modelo con concentraci6én inicial de glucosa 0,274M y lisina
0,00684M (0,1%). E1l glicerol y el KCl fueron los humectantes mds es-
tudiados. La composicién 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 periodos de tiempo.
Para evitar gradientes de temperatura se utilizaron estufas de circu-
lacién forzada. Los estudios a 45, 60 y 65°C se realizaron en estufas
LONGHI, con control de tempmeratura i0,5°C. Una estufa LAB-LINE, mode-
los Imperial III (Melrose Park, Ill., USA) capaz de controlar la tem-
peratura con una variacién no mayor de 10,2°C, se empleS en el alma-
cenamiento de las muestras a 55°C.

Hasta el momento del 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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reacciones de pardeamiento no enzimdtico.

III.3. Medicién de viscosidad

La viscosidad de soluciones preparadas con los diferentes
humectantes a pH = 6 y a,6 = 0,925 fue medida a 55°C utilizando un
viscosimetro capilar de vidrio tipo Ubbelohde. El viscosimetro fue
inmerso en un bano de agua a temperatura constante (5510,1°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 picnometria y
calculadas las viscosidades relativas al agua destilada (u/uH O).

2

III.4. Medicién del color

I11.4.1. El espectrofotémetro ZEISS DMC 25

El espectrofotSmetro ZEISS DMC 25, utilizado en la medicién
del color, est& provisto de doble haz y esfera integradora. Diferen-
tes salidas laterales de esta Gltima permiten la ubicaci6n de la
muestra, el patrdén de referencia y el fototubo detector. La fuente
luminosa para mediciones en el espectro visible es una l&mpara de

tungsteno y el monocromador est& compuesto por un sistema doble de
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prismas.

El instrumento puede adaptarse a diferentes tipos de muestra
y permite mediciones por transmisién o reflexién (con o sin compo-
nente especular).

En el presente trabajo se midi6 el factor de transmitancia
espectral (espectro de transmitancia) de las soluciones en el rango
visible utilizando iluminacifn monocrom&tica. A partir del espectro
un sistema acoplado de integracién triestimulo DAVIDSON y HEMMENDIGER
(Tatamy, PA., USA) calcula los valores triestimulos X, Y, Z para dis-
tintos iluminantes CIE por el método de las ordenadas seleccionadas

(Lozano, 1978).

I1IT1.4.2. Técnica de la medicién del color

Las soluciones se colocaron con la ayuda de una jeringa en
una cubeta especialmente disenada para muestras liquidas viscosas,
fabricada con cuerpo de acrilico y ventanas de vidrio de calidad &6p-
tica (Fig. 7). Una cubeta similar que contenia agua destilada se uti-
1liz6 como referencia. Ambas cubetas se dispusieron dentro del apara-
to de forma tal que el haz de luz monocrom&tica las atravesase antes
de penetrar en la esfera integradora.

El 100% de transmitancia se adjudic6é a ambas cubetas llenas

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

muestras liquidas viscosas



pectro visible (380-730 nm) mediante el ajuste de 30 potencifmetros.
El monocromador se ajust6 en un ancho de banda de 10 nm y
las muestras fueron iluminadas con un haz de dif&metro 1,5 cm. El es-
pectro fue registrado en papel en la escala 10 nm/cm a una velocidad
de barrido de 3,5 nm/seq.
Finalizado el barrido del espectro los valores X, Y, Z, ilu-
minante C (CIE), fueron leidos en la pantalla digital del integrador

triestimulo.

III.4.3. El error en la medicién colorimétrica

Una vez calibrado el espectrofotémetro ZEISS DMC 25 la re-
petibilidad para mediciones sucesivas de la misma muestra es muy bue-
na, obteniéndose diferencias despreciables en los valores triestimu-
los (< 0,1%).

En cambio, mediciones de la misma muestra efectuados luego
de distintas calibraciones permiten la estimaci6én del error en al-

rededor del 1% de los valores triestimulos.

III.5. Medicién de la absorcién ultravioleta

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

nm fue medida con un espectrofotémetro Spectronic 21 (Bausch & Lomb).
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La absorbancia de las muestras fue calculada referida a la correspon-
diente solucifén sin tratamiento térmico. Tanto las muestras calenta-
das como las soluciones de referencia fueron dilufidas 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 maxi-
mos o minimos, donde la lectura fue hecha cada 2 nm. Todas las medi-

das se realizaron en celdas de quarzo Beckman de 10 mm de espesor.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Color y cinética de las reacciones de pardeamiento no enzimi-

tico

La primera etapa en el estudio emprendido sobre el pardeamien-
to no enzimdtico en sistemas modelo azdcar-aminodcido de alta a,r con-
sisti6 en un anélisis de las caracteristicas cromiticas del color for-
mado en los mismos dirigido a la bGsqueda 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)-1lisina (0,00684M), pPH = 6 Yy a, = 0,950, ajustada con NacCl,
almacenadas a 55°C durante diferentes periodos de tiempo. Las curvas
espectrales no presentan mdximos ni minimos siendo su caracteristica
m&s notable el rdpido descenso de la transmitancia en la zona de me-
nor longitud de onda. Esta disminucién de la transmitancia esté
acompanada de un cambio en la forma de las curvas espectrales en el
intervalo 380-500 nm, precisamente el m&s empleado en el seguimiento

del pardeamiento a través de la medicibén espectrofotométrica a una
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sola longitud de onda. Espectros 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 marrén, donde los cambios cromdticos disminu-
yen y comienza un gradual oscurecimiento (Fig. 9).

De acuerdo a lo discutido previamente, una forma de evalua-
cién cuantitativa de los cambios espectrales en todo el espectro vi-
sible, superando ademis las limitaciones impuestas a una sola longi-
tud de onda, constituye la medicién triestimulo del color. Por con-
siguiente, se calcularon en forma automdtica los valores triestimu-
los (CIE) X, Y, 2, iluminante C, correspondientes a la curva espec-
tral de cada solucién 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 comisién internacional, por ser mejor representativo de las
diferencias de color.

En la Fig. 10 se observa el movimiento en el espacio tridi-
mencional CIELUV conforme progresa el pardeamiento no enzim&tico del
sistema modelo. La luminosidad, L*, disminuye en forma monétona, mien-
tras que aumentan los componentes cromdticos u* (rojo) y v* (amari-
1llo). El incremento de u* y v* va lentamente decreciendo hasta casi

detenerse, en correspondencia a la poca variacién crom&tica de las
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Fig. 9 - Soluciones glucosa-lisina (pH = 6, a. = 0,950) luego del

almacenamiento a 55°C



Fig. 10 - Variaci6én de las coordenadas CIELUV de soluciones glucosa-

= 0,950) luego del almacenamiento a

w

= 6, a

lisina (pH

55°C. Los nGmeros sobre la curva indican las horas de

tratamiento térmico



soluciones muy pardeadas. Este tipo de representacién tridimensional
y que ademds no incluye una coordenada para la variable tiempo, di-
ficulta la interpretacién y manejo de los resultados. Por este moti-
vo se buscé una funcién de color que representara adecuadamente los
cambios cromiticos debidos al pardeamiento de los sistemas modelo y
que pudiera emplearse ademds en los estudios cinéticos. Adem&s, al
combinarse la variacién de los tres pardmetros cromdticos se obtiene
una informacién mds completa que al utilizar s6lo uno de ellos, por
ejemplo, la luminosidad. Con este propSsito se eligi6 en el espacio
CIELUV la funcién de color saturacién Suv' En la misma se combinan
la disminucién de luminosidad y aumento cromdtico caracteristicos del
pardeamiento no enzimético (Suv = Cuv/L*). La funcién Suv tiene un
significado mayor que la simple diferencia total de color. La varia-
cién de saturacién (S - SO)uv refleja, en el espacio CIELUV, el ale-

jamiento del punto cromdtico o incoloro inicial, siendo que el valor

So usualmente es muy pequeno.

Iv.1.2. Cinética

El desarrollo de las reacciones de pardeamiento no enziméti-
co ha sido objeto de numerosos estudios cinéticos tanto en alimentos
como en sistemas modelo (Labuza y Saltmarch, 1981). La observacién

de estos trabajos senala la ausencia de un modelo cinético simple y
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Ginico aplicable a todos los sistemas y alimentos. Esto se debe indu-
dablemente a la gran complejidad de la reaccién estudiada en una gran
variedad de condiciones.

En general, la formacién de pigmentos pardos que lleva a los
cambios de color se incrementa en forma sostenida luego de un perfodo
de induccién o lag. En acuerdo con este hecho, el modelo cinético mé&s
simple aplicado al pardeamiento no enzimitico de los alimentos, divi-
de la cinética en dos etapas: un perfodo de induccién o lag seguido
de una fase de desarrollo de color que puede considerarse lineal con
m&s o0 menos acierto. Muchos autores aplicaron este modelo en estu-
dios cinéticos del pardeamiento no enzimético (Cole, 1965; Warmbier
y col., 1976; Waletzko y Labuza, 1976; Singh y col., 1983). El periodo
de induccién puede no observarse o ser de duracién despreciable. En-
tonces queda la cinética Gnicamente caracterizada por una constante
de reaccién, de orden aparente cero,cuyo valor es el de la pendiente
de la mejor recta (calculada mediante regresién) que describe el con-
siderado periodo lineal. Por su simplicidad, este modelo cinético tie-
ne amplia aceptacién y uso (Labuza y Saltmarch, 1981). Sin embargo,
presenta dos defectos. Primero, el error que puede conllevar el des-
precio del per6do lag, sobre todo en las extrapolaciones a condicio-
nes distintas de las estudiadas. En segundo lugar,puede ocurrir que
la diferenciacién marcada entre periodo de induccién sin formacién 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 gque 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 reaccién 0,5 e implica que el grado de pardeamiento es
proporcional al cuadrado del tiempo. Saguy y col. (1978) analizaron
el pardeamiento no enzimdtico de jugo de pomelo concentrado dividien-
do el mismo en dos periodos 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 periodo 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-
cién empirica: B = a - b exp(-K t), donde B es la absorbancia a 420
nm, a y b son pardmetros de ajuste, K es la constante de reaccién y
t el tiempo de calentamiento. Esta ecuacién se cumple en el rango de
temperaturas 5-37°C, cambiando dGnicamente el valor de la constante
K. Por otra parte, la variaci6n de esta dltima 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 funcién del tiempo de calentamiento
(90-110°C). No observaron periodo de induccién. Luego el incremento

de absorbancia sigue un orden aparente uno. El denominador com@in en

v
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estos modelos es un orden de reaccién aparente comprendido entre 0 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 variacién de saturacién, k y n la constante y el orden
de reaccidén respectivamente. Aplicando la expresién equivalente
1/(dB/dt) = 1/ko + l/k1 B se pueden calcular los valores de ko Yy k1
(constantes de ordencero y uno). De este modo es posible conocer la
contribucién 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 saturacién en fun-
cién del tiempo de calentamiento a 55°C en las soluciones del siste-
ma modelo glucosa-lisina antes considerado (Figs. 8-10), indicé&ndose
en el mismo grdfico la aplicacién del modelo cinético lineal. El in-
cremento de la saturacién presenta un perfodo de induccién, seguido
por un perfodo de coloracifén creciente, hasta que finalmente la ve-
locidad de pardeamiento disminuye. Este Gltimo tramo de la reaccién
involucra muestras muy pardeadas, 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 mayoria de las corridas. La
fase principal de desarrollo del color puede considerarse lineal con
el tiempo, por lo cual, luego de ensayarse la aplicacién de distin-

tos modelos cinéticos, se decidi6é la aplicacién del modelo lineal,
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siendo el mejor al cual se ajustan todos los resultados. De esta for-

ma:
B=20 si t S 1
B =k(t - I) si t > 1
dB
Y gt -k
siendo
B = variacién de saturacién CIELUV, (S - SO)uv
t = tiempo de calentamiento
I = perfiodo de induccién
k = constante de reaccién

El procedimiento empleado en la aplicacibén de este modelo ci-
nético lineal a los sistemas modelo en estudio se observa en la Fig.
11. Mediante regresién lineal se obtiene el valor de la pendiente de
la recta representativa de la variacién de color durante el periodo
lineal. De este modo se obtiene la constante de reaccién k. La in-
terseccién de la prolongacién de dicha recta y el eje de abscisas

determina el valor del periodo de induccién I (Song y col., 1966).
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IV.2. Comparacién del pardeamiento no enzimdtico en sistemas modelo

glucosa-lisina y fructosa-lisina

Varios autores han senalado las diferentes caracteristicas
cinéticas del pardeamiento no enzim&tico en sistemas que contienen
fructosa, con respecto a aquéllos con glucosa, avanzando la hipdte-
sis de diferentes mecanismos de reaccién (Spark, 1969; Kato y col.,
1969; Shallenberger y Mattick, 1983).

Por otra parte, recientes avances tecnolé6gicos en el campo
de las enzimas inmovilizadas trajeron como consecuencia una creciente
disponibilidad comercial de fructosa cristalina y de jarabes de glu-
cosa-fructosa, aptos para la formulacifén de numerosos productos ali-
menticios.

Por consiguiente, existe un interé&s tanto teérico como préc-
tico en conocer la reactividad relativa de ambos azlicares en las
reacciones de pardeamiento no enzimdtico en sistemas de alta activie

dad de agua.

Iv.2.1. Cinética

El an8lisis de las caracteristicas cinéticas que adopta el

desarrollo del pardeamiento no enzimitico debido a la presencia de

uno u otro azdcar fue abordado estudiando la reaccifén en sistemas

/17



-84-~

modelo con distinta concentracién inicial de glucosa o fructosa y
lisina en un medio acuoso de alta a, = 0,95.

El esquema experimental adoptado consisti6 en preparar series
de sistemas modelo semejantes en la concentracién inicial de uno de
los reactivos, hexosa o lisina, y diferente en la del otro. De esta
forma, en una serie de experimentos la concentracién de glucosa y
fructosa fue fijada en 0,274M,mientras que la concentracién de lisina
se vari6 entre 0,0343-0,205M. En otro grupo de experimentos la con-
centracién de lisina fue 0,0684M y la de glucosa o fructosa estuvo
comprendida entre 0,0684-0,410M. La composicién 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 a, agregando una cantidad fi-
ja de NaCl. El tratamiento térmico se efectué a 55°C.

En la Fig. 12 se observa la variaci6én de saturacién en fun-
cién del tiempo de calentamiento de soluciones conteniendo glucosa o
fructosa y lisina a una concentraci6én inicial 0,274M y 0,0512M res-
pectivamente. Las soluciones que contienen fructosa se pardean pri-
mero debido a que presentan un periodo de inducci6én mds breve y mar-
cado. No obstante, luego de un corto tiempo el pardeamiento de los
sistemas modelo glucosa-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 concentracién de
reactivos. Este entrecruzamiento de ambas curvas cinéticas ya fue

observado por otros autores en sistemas semejantes (Kato y col.,
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Fig 12 - Incremento de la saturacién en funcién del tiempo de tra-

tamiento térmico de soluciones conteniendo glucosa o fruc-
tosa (0,274M) y lisina (0,0514M). Las lineas representan
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1969; Reyes y col., 1982) y es posiblemente la causa de cierta con-
fusién en la literatura al compararse el poder de pardeamiento de
ambos azficares (Ellis, 1959; Dworschak, 1980).

Aunque el pardeamiento no enzimdtico en los sistemas modelo
tiene caracteristicas propias seglin este presente uno u otro de los
azficares, todas las curvas cinéticas obtenidas pudieron analizarse
aplicando el modelo cinético lineal ya descripto en la sec. IV.1.2.
Asi se calcularon las constantesde reaccién kG Yy kF y los periodos

de induccién IG y I. (G = glucosa; F = fructosa) (Tablas 6 y 7).

F

IV.2.2. Efecto de la concentracién de reactivos

Al aumentar la concentracién de hexosa o lisina en los siste-
mas modelo aumenta el valor de las constantes de reaccifén y disminu-
ye la duraci6én de los periodos de induccién (Tablas 6 y 7). Adem&s,
cuando kG Yy kF son representados en una grdfica log-log versus la
concentracién inicial del reactivo en concentracién variable, se ob-
tiene un buen comportamiento lineal (Fig. 13) proporcionando asi un
método que permite cuantificar esta influencia. Mediante un simple
cdlculo pueden obtenerse (Laidler, 1965; Suyama y Adachi, 1979) las

siguientes ecuvaciones:

k. = 0,29 (glucosa)?’4?[1isina)®>8 (1)

G
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Fig. 13 - Relacién entre las constantes de reaccién y las concentra-

ciones de hexosa o lisina
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3 17

k. = 0,035 [fructosa]o’ 8[lisina]o’ (2)

F
También se comprobdé que este procedimiento podfa aplicarse
a los periodos de induccién correspondientes a las soluciones gluco-

sa-lisina:

I.= 3,7 [glucosa]_o’16 [liSina]—o’22

G (3)

En cambio, los cortos periodos de induccién observados al pardearse
las soluciones fructosa-lisina impidieron aplicar un cdlculo similar

para I La bondad de estas ecuaciones fue probada en la prediccién

P
del pardeamiento no enzim&tico de los respectivos sistemas modelo,
obteniéndose un buen ajuste de los datos experimentales, seglin se
ejemplifica en la Fig. 12. En el caso de los sistemas modelo fructo-

sa-lisina se adopté un valor promedio de 1,70 para los periodos de

induccién IF'

Aplicando este procedimiento analitico Suyama y Adachi (1979)
encontraron la siguiente ecuacién para el pardeamiento no enzim&ti-
co de un sistema modelo acetaldehido (AcH)-fosfatidil etanolamina

(PE) :

= B490

constante

dB/dt = K[AcH] [PE]?

=
H

/17



Haugaardy col. (1951) derivaron la siguiente ecuacién para

el pardeamiento de soluciones glucosa-glicina:

B = 28490

K' = constante

dB/dt = K'[glucosa][glicina]zt

Kato y col. (1969) refirmaron la validez de esta ecuacién en
sistemas modelo glucosa-glicina, derivando para el pardeamiento no

enzimdtico de soluciones fructosa-glicina la ecuacién:

B = 2470
B = K"[fructosa] [glicina] t
K" = constante
Song y col. (1966) propusieron una ecuacién m&s compleja pa-

ra el pardeamiento no enzim&tico de soluciones glucosa-glicina:
= vy 2 -
dB/dt = [kz(k1 Go/k2 I)® + k3(gO B)] (I - B)

siendo Go Y 94 las concentraciones iniciales de glucosa y glicina

respectivamente, I la concentracién de intermediarios, k k k

17 727 737
constantes de reaccibén y B la absorbancia a 490 nm.

El denominador comin de estas ecuaciones es que el orden de
reaccibén aparente de la glucosa o compuesto carbonflico tiene la mi-
tad del valor del observado para la glicina o amino compuesto.

La excepcibén se encuentra en el sistema que contiene fructosa. Ba-

1177



s&ndose en estos hechos Kato y col. (1969) propusieron que la secuen-
cia de reacciones del pardeamiento no enzimitico consta de una con-
densacién inicial de glucosa y glicina que conduce a intermediarios
reactivos, los cuales a su vez reaccionarian con un segundo mol de
glicina conduciendo finalmente a la formacién de melanoidinas.

Ala luz de esta interpretacién debe juzgarse que la obtencién
en este trabajo de 6rdenes de reaccifén muy similares para ambos
reactivos, glucosa y lisina (ecuacién (1)) ,implica descartar o dismi-
nuir la importancia en este caso de esta segunda combinacién del ami-
nodcido. Por otra parte, la duracién de los periodos de induccién IG
es menos dependiente de la concentracién de los reactivos (ecuacién

(3)) que las respectivas k sugiriendo una mayor participacién de

G’
los reactivos en la evoluci6én posterior de los pigmentos luego de la
aparicién del color, probablemente a través de la reaccién con pro-
ductos de descomposicibébn de los mismos. En este aspecto, Spark

(1969) observ6 en soluciones glicina-glucosa que este aminodcido se
destruye en forma paralela al incremento del pardeamiento, mientras
que otros autores (Labuza y Saltmarch, 1981) informan gque en diver-
sos sistemas se hallaron notables pérdidas de lisina antes de la apa-
ricién de coloracién. Lee y col. (1984) encontraron que en sistemas
modelo glucosa-lisina, mds del 50% del amino&cido se encuentra como

fructosamina y difructosamina antes siquiera que el pardeamiento co-

mienze o sea detectable.

/1117



Al observar los parémetros cinéticos para el pardeamiento no
enzimdtico de las soluciones fructosa-lisina, se pueden resaltar tres
aspectos con respecto a los sistemas con glucosa: la corta duracién
de los periodos de induccién, el menor valor de las constantes de
reaccién y la menor dependencia que tiene el pardeamiento con respec-
to a la concentracién inicial de lisina. En la interpretacién de es-
tos hechos es itil considerar algunas caracteristicas del pardeamien-
to no enzimdtico en los sistemas que contienen fructosa.

La fructosa es mds 1&8bil que la glucosa, en particular, a
pH = 6, se descompone cinco veces més r§pido que esta Gltima, tanto
en lo que respecta a la formacién de 5-HMF (Shallenberger y Mattick,
1983) o caramelizacién (Buera y col., 1986). También como resultado
del reordenamiento de Amadori, la fructosa forma glucosaminas mds es-
tables que las correspondientes fructosaminas. Ademis, la glucosa es
capaz de formar difructosaminas aun m8s inestables (Reynolds, 1969;
Baltes, 1982). Spark (1969) informa mucho menor consumo de aminodci-
do en soluciones fructosa-glicina que en aquéllas con glucosa, a igual
grado de pardeamiento; incluso hay una estabilizaci6én en la concen-
tracién del amino&cido a pesar de proseguir el pardeamiento.

En base a estos hechos se puede sostener que en el pardeamien-
to no enzimitico en los sistemas modelo glucosa-lisina predomina una
ruta diferente que en los sistemas modelo glucosa-lisina. La fructosa,
mds inestable que la glucosa, se descompondria ré&pidamente, sin con-

densacibn previa con el amino&cido. En una etapa posterior, secunda-
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ria, compuestos carbonflicos provenientes de la descomposicién del
azdcar reaccionarian con el aminodcido. Asi quedarfian explicados en
los sistemas modelo fructosa-lisina los cortos perfiodos de induccién
y la menor dependencia en el pardeamiento ejercida por la concen-
tracién del aminodcido. Compdrense en este sentido, los resultados
de Kato y col. (1969) .y los aqui encontrados (coeficiente 0,17 en
ecuacién (2)).
Por otra parte,la mayor facilidad de formacién y labilidad
de los compuestos de Amadori en los sistemas glucosa-lisina da origen
a las mayores constantes de reacci6n. Como consecuencia se origina
el punto de interseccibén entre las curvas cinéticas de ambos sistemas,
el cual se encuentra a valores de saturacién menor cuando la concen-
traci6n de hexosa disminuye o la concentracién de lisina aumenta (Ta-
blas 6 y 7). Ambas condiciones favorecen mis el pardeamiento de las
soluciones que contienen glucosa con respecto a aquéllas con fructosa.
Desde el punto de vista préctico, la aplicacifén de este re-
sultado a la eleccién de fructosa o glucosa en la formulacién de un
alimento, depender& de la naturaleza de éste. Si la aparicién de par-
deamiento es critica, deber& indudablemente evitarse el uso de fruc-
tosa. En cambio, si en el alimento ya sea por la presencia de otros
pigmentos o por su cardcter, consiente un nivel mayor de avance del
pardeamiento no enzim&tico sin desmedro de su calidad, podria conve-

nir el empleo de fructosa. A favor de esta Gltima eleccién también
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estaria, una menor destruccién de aminodcidos y por consiguiente, me-

nor pérdida de valor nutritivo.

Iv.3. Efecto de polioles sobre el pardeamiento no enzim&tico

IV.3.1. Cinética

La investigaci6n del efecto de las variables a_ pH, tempe-
ratura y tipo de humectante en la cinética del pardeamiento no enzi-
matico requiere contar con par&metros cinéticos comparables entre sfi.
Luego se realiz6 el anflisis de las caracterfisticas adoptadas por el
modelo cinético lineal (Sec. IV.l1.2.) cuando es utilizado para des-
cribir el pardeamiento no enzimético de los sistemas modelo glucosa-
lisina, cuyo a, fue ajustada con polioles.

La Fig. 14 muestra el incremento de saturacién en funcién 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 grédfico se puede apreciar, en ambas corridas, la fase lineal
de desarrollo de color y el perfiodo de induccién. Desarrollos de co-
lor semejantes se obtuvieron en el resto de los sistemas modelo con
polioles como humectantes. La aplicacién del modelo cinético lineal
permitié obtener los valores de las constantes de reaccién (k) y pe-

riodos de induccién (I) (Tabla 8). Se observa que un desarrollo len-
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Fig. 14 - Efecto del tiempo de calentamiento en el incremento de
saturacién de soluciones glucosa-lisina, a, = 0,925,
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to o rdpido del color, estd precedido respectivamente, de un largo o
corto perfodo de induccién. En sistemas en los cuales existe un de-
sarrollo lineal del pardeamiento no enzim&tico precedido de un perio-
do de induccibn, las correspondientes constantes de reaccién por si
solas describen en forma insuficiente el mismo. No obstante han si-
do bastante empleadas en sistemas modelo con el propésito de estudiar
el efecto de diversas variables, por ejemplo, temperatura (Cole,
1967), pH (Wolfrom y col., 1953), influencia de la concentracién de
reactivos (Suyama y Adachi, 1979) y a, (Warmbier y col., 1976). Pa-
ra que los resultados encontrados sean de completa validez, debe es-
tar implicita una consideracifn sobre el comportamiento de los pe-
riodos de induccién. Sin embargo, sblo ocasionalmente se la ha hecho.
Para estudiar la relacién entre k e I se realiz6 una repre-
sentacién en escala doble logaritmica de ambas variables, de la cual
resulta una buena relaci6én lineal (Fig. 15) y mediante aplicacién de
regresién lineal se puede derivar la siguiente ecuaci6n (coeficiente

de correlacién 0,978)

Esta ecuacién indica que la duracién del periodo de induccién

estd relacionada en forma inversa con el valor de la constante de
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reaccién, en forma tal que a mayor constante de reaccifn, menor pe-
riodo de induccién y viceversa.

Cole (1967) y Warmber y col. (1976) mencionan en forma cuali-
tativa la relacién inversa que existe en sus sistemas modelo entre
la duracién de los perfodos de induccién y el valor de las constan-
tes de reaccién, dando validez a las comparaciones que efectdan pos-
teriormente empleando solamente estas Gltimas. En este trabajo se ha
verificado esta relacién en forma cuantitativa, pudiéndose de este
modo estudiar con mayor seguridad las variables que afectan el par-
deamiento no enzimdtico en los sistemas modelo formulados con polio-

les con el solo empleo de las constantes de reaccién.

IV.3.2. Efecto de la a

w

En el rango de a, baja e intermedia tanto en sistemas s6lidos
como liquidos las variaciones de a., influencian notablemente la velo-
cidad del pardeamiento no enzimitico (Sec. II.3.4.1b.).

En la Fig. 16 se puede observar el incremento de saturacién
en soluciones de distinta a, ajustada con sorbitol.Al disminuir la
a, se incrementa ligeramente el pardeamiento. Esta tendencia fue ob-
servada en todos los sistemas modelo cuya a, fue ajustada con polio-
les en distintas condiciones de pH y temperatura (Tabla 8).

En general, siempre se hall§ un incremento en la intensidad
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del pardeamiento no enzimdtico al disminuir la cantidad de agua en
sistemas modelo liquidos formulados con igual concentracifén de sus-
tancias reactivas, pero diferente proporcién de agua y otro solvente:
glicerol-agua (Eichner y Karel, 1972), etilenglicol-agua (Loncin y
col., 1965), alcohol-agua (Kawashima y col., 1980), &cido acético-
agua (Nyhammar y Pernemalm, 1983). Se considera como probable causa
de este efecto la inhibici6n causada por el agua como producto de la
reaccién. En particular, Eichner y Karel (1972) estudiaron el pardea-
miento de sistemas modelo glucosa-glicina en mezclas glicerol-agua,
de a, comprendida entre 0,40 y 0,86, encontrando una marcada dismi-
nucién del pardeamiento al aumentar la proporcién de agua. A su vez,
esta disminucién va gradualmente decreciendo a medida que se alcanza
el limite superior de a, estudiado, en acuerdo al resultado obtenido
en este trabajo. También Loncin y col. (1965) hallaron que a altas
a,r las variaciones de este pardmetro afectaban el pardeamiento no
enzimdtico de sistemas liquidos etilenglicol-agua en forma desprecia-
ble.

Luego, se puede esperar una variacién poco significativa en
la intensidad del pardeamiento no enzimitico de un alimento como di-
recta consecuencia de variaciones en su a_ en el rango 0,90-0,95 con-

seqguidas 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 enzimdtico en diversas formas. A pH alcalino, aumentos en el
mismo originan bruscos incrementos en el pardeamiento, ocasionados
por accibén combinada de caramelizacibén y reaccidn de Maillard. En el
otro extremo de la escala, a pH 2-4, el pardeamiento es lento debido
a la inhibici6n de ambas reacciones y sblo vuelve a incrementarse al
disminuir aun m&s el pH y reanudarse la caramelizacién de los azdca-
res (Wolfrom y col., 1953; Ellis, 1959; Braverman, 1963). A pH &cido
moderado, o sea, en el rango de la mayorfa de los alimentos, el par-
deamiento se incrementa al aumentar el pH en sistemas azlcar reductor-
aminodcido, en distinto grado de acuerdo a la composicién de los mis-
mos.

En la Fig. 17 se muestran las variaciones en funcién del pH
de las constantes de reaccién correspondientes a soluciones glucosa-
lisina, cuya a, fue ajustada con glicerol y calentadas a distintas
temperaturas. Siguiendo una préctica usual se ha graficado el logarit-
mo de las constantes de reaccifn versus el pH. Se observa un incre-
mento de dos y tres veces en la velocidad de reaccién 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 modelo glucosa-lisina, tanto en presencia de "buffer"
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(Kawashima y col., 1980) o en su ausencia (Lee y col., 1984).

El aumento observado en el pardeamiento no enzim&tico al au-
mentar el pH en el rango 4-6 se puede atribuir a dos factores: aumen-
to en la concentracién de la forma aciclica del carbohidrato (Burton
y Mc Weeny, 1963a) y en el caracter b&dsico del amino&cido (Hodge y
Osman, 1976). El1 aumento del pH determina la existencia en solucién
de una mayor proporcién de la forma aciclica de la glucosa, con la
consiguiente mayor facilidad de enolizacién y de reaccién con el gru-
po amino de la lisina. Tambien contribuye a este hecho la presencia
de fosfatos, a la vez que actuando de catalizador &cido-base acelera
las distintas etapas de la reacci6én (Dworschak, 1980).

En base a lo anterior puede esperarse una variacién en la
intensidad del pardeamiento producto de la modificacién de los equi-
librios &dcido-base por accién del tipo y cantidad de poliol empleado
en la formulacién de los sistemas modelo. En este sentido las varia-
ciones con el pH de las soluciones con sorbitol o propilenglicol son
m8s pronunciadas, indicando un pardeamiento proporcionalmente menor
a pH = 4 en estos sistemas (Fig. 18). Por otra parte las variaciones
de a_ en las soluciones con glicerol no ocasionan apreciables modi-
ficaciones en la influencia del pH (Fig. 19).

Luego se comprueba que el pardeamiento no enzimdtico se puede
controlar perfectamente disminuyendo el pH en los sistemas de alta

a, ajustada con polioles.

/17



-107-

55°C

aw=0,925
o: Glicerol
-2,0F a: Sorbitol
Propilenglicol

k
|

log

pH

Fig. 18 - Efecto del poliol usado en el ajuste de la a, sobre las
constantes de reaccién de sistemas modelo glucosa-lisina

calentados a 55°C
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IV.3.4. Energfa de activacién

De las reacciones deteriorativas que ocurren en los alimen-
tos, las reacciones de pardeamiento no enzimitico estdn entre las m&s
afectadas por variaciones en la temperatura. Se ha comprobado que en
la mayoria de los casos la magnitud de este efecto puede ser evalua-
da, al menos enforma aproximada, mediante la aplicacién de la ecua-
cién de Arrhenius y el cdlculo de la energia de activacién (Labuza
y Riboh, 1982).

De acuerdo al modelo de Arrhenius se puede expresar la cons-

tante de reaccién como

siendo
k = constante de velocidad de reaccibn (hora_l)
E, = energia de activacién (Kcal/mol)
T = temperatura absoluta (°K)
k, = constante absoluta de velocidad de reaccién o factor pre-
exponencial (hora_l)
k = constante de los gases ideales (1,986x10_3 Kcal/mol°K)

Del valor de la energfa de activacién puede derivarse el ter-
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mino QlO' Se define como el aumento en la velocidad de reaccién que

se produce al incrementarse en 10°C la temperatura de reacci6n

2189 E
_v(T + 10) _ . a
Qo= —v = antilog Fm 5 10)

T
Al contrario que la energfia de activacién, el valor de Q10 es depen-
diente de la temperatura y disminuye al aumentar &sta. Su ventaja ra-
dica en que proporciona una forma rdpida de visualizar el efecto de
la temperatura, permitiendo efectuar comparaciones con respecto a la
influencia de este parédmetro en las reacciones de deterioro.

En la Fig. 20 se encuentran graficados el logaritmo de las
constantes de reaccifn versus la inversa de la temperatura absoluta
para sistemas modelo de pH = 6, a, = 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. Luego trazando las rectas, de la pen-
diente de las mismas se derivan los valores de las correspondientes
energfas de activacién y términos Q10 (Tabla 9). En esta obtencién
de las energfas de activacién fue usado el método tradicional, cal-
culando primero las constantes de reaccibén y efectuando luego la re-

gresién del logaritmo de las mismas versus la reciproca de la tempe-

ratura absoluta (Lund, 1983).
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Los valores de E, obtenidos son altos y estdn en buen acuer-
do a los encontrados en la literatura para el pardeamiento no enzi-
mitico 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 senalado un aumento de la Ea al disminuir
la a, en ese rango, seglin se ejemplifica en algunos casos listados
en la Tabla 10.

La disminucién de la a, con frecuencia estd acompanada de
aumentos en la viscosidad de la fase acuosa de un alimento con las
consiguientes restricciones en la movilidad de los reactivos. Luego,
el aumento de la Ea al disminuir la a se puede atribuir a la exis-
tencia de etapas controlantes dependientes de la difusién de los
reactivos, de conformidad a la teorfa de la cinética de reacciones
que predice una mayor E, a mayor impedimento en la reaccién. De cual-
quier forma, esto no ha sido adn elucidado en el caso de las reaccio-
nes de pardeamiento no enzimdtico. No obstante, segdn esta teoria,
las variaciones de E, en el rango de alta a, donde se presume un me-
nor rol de los efectos viscosos, no se deberfan, por lo tanto, ob-
servar. En este trabajo las variaciones encontradas de la Ea en el
rango de a, 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 a, en jugo de pomelo concentrado (Ta-
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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 m&s bien
atribuirse a cambios en el equilibrio &cido-base. Adem8s, consideran-
do que el sorbitol es un notorio agente viscosante, contribuye este
resultado a descartar influencias difusionales en el pardeamiento a
altas a,.

Muy pocos estudios se han efectuado sobre el efecto del pH
en la energia de activacién de las reacciones de pardeamiento no en-
zim&tico. Cole (1967) encontré6 en soluciones de azfcares y amino&ci-
dos que la Ea entre 80 y 95°C es independiente del amino&cido y del
pH (4-7), siendo sélo funcién del azGcar presente (lactosa, glucosa
o xilosa). A cada azfcar corresponderfa un mecanismo de descomposi-
cién diferente, y de alli, distintas energias de activacién. 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 aqui estudiados,
la energfia de activacién disminuye al decrecer el pH (Fig. 21).

De acuerdo a la Tabla 9, las energias de activacién de siste-
mas con glicerol, sorbitol o propilenglicol a pH = 6 no difieren mu-
cho entre si. Sin embargo, se observa una tendencia hacia menores va-

lores de energfias de activacién en las soluciones gque contienen pro-
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pilenglicol, reflejando una menor dependencia de la temperatura en el
pardeamiento de estos sistemas.

Hasta el presente muy poco es lo que se conoce sobre la rela-
cibn que vincula composicién de un alimento o sistema modelo y la
energia de activacién hallada en el pardeamiento no enzimdtico del
mismo. Segln se desprende de la observacibén de los ejemplos de la Ta-
bla 10, sistemas modelo y alimentos que difieren en su composicién,
estado fisico, pH o rango de temperatura de trabajo, y se pardean pre-
sumiblemente por mecanismos diferentes, pueden tener E, muy semejan-
te. A menudo los estudios arrojan resultados contradictorios, como
los vistos al discutir el efecto del pH. Esto también se corrobora es-
tudiando el efecto de la atmSsfera. Mientras que Waletzko y Labuza
(1977) hallan mayor Ea en un sistema modelo de humedad intermedia ex-
puesto al aire que agquel en atmé6sfera de nitr6geno, Kopelman y col.
(1977) encuentran el resultado opuesto en jugo de 1limén deshidratado.
Obviamente la presencia de oxigeno puede cambiar la ruta de la reac-
cién, m&s si se considera que ambos sistemas contienen &dcido asc6rbi-
co. Adem8s, este cambio de mecanismo estard a su vez influenciado por
la velocidad de difusi6én de oxigeno en el alimento, introduciéndose
de este modo una dificultad adicional en la interpretaci6n de los re-
sultados.

Aunque las investigaciones sobre el efecto de la temperatura

en las reacciones de pardeamiento no enzimldtico han resultado hasta
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el momento poco fértiles en la elucidaci6n de mecanismos de reaccién
o en la determinaci6én de etapas controlantes, han aportado informa-
cién muy Gtil al disefio de procesos en la industria alimentaria. Los
resultados hallados en este trabajo confirman el valor de la utiliza-
cién de bajas temperaturas en la prevencién del pardeamiento no enzi-

matico.

IV.3.5. Comparacién entre diversos polioles

Se ha descripto que el agregado de polioles en alimentos y
sistemas modelo de humedad baja e intermedia ocasiona notables cam-
bios en el efecto de la a, sobre el pardeamiento no enzimdtico que
pueden experimentar los mismos (sec. II.3.4.1b.).

En la Fig. 22 se muestra el incremento de saturacién experi-
mentado por sistemas modelo de pH = 6 y a, = 0,925, ajustada con uno
u otro de los polioles estudiados, al ser calentados a 55°C. En un
primer andlisis, a ninguno de los polioles puede adjudicdrsele una
significativa acci6én inhibitoria o promotora del pardeamiento no en-
zimdtico.

En alimentos y sistemas modelo de humedad baja e intermedia
los efectos viscosos juegan un rol importante en el pardeamiento no
enzim8tico. En un intento de clarificar su funcién a altas a_ ., se mi-

di6 la viscosidad (u/uH O) a 55°C de las soluciones arriba menciona-
2
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creimento de saturacién de scluciones glucosa-lisina

(PH = 6, a, = 0,225) almacenadas a 55°C



das, segin se indica en la Tabla 11.

Se puede observar que la solucién con sorbitol a pesar de su
mayor viscosidad se pardea mds que las otras. En igual forma, las so-
luciones de glicerol se pardean m&s que agqué&lla con 1,3-butilenglicol,
teniendo ambas igual viscosidad, y las soluciones con glicerol y PEG
400 se pardean igualmente, siendo la viscosidad de esta Gltima mds
del doble que la de aquélla. Luego, seglin este experimento, los efec-
tos viscosos no desempenan un rol significativo en estas soluciones
de alta a,- En particular, no se encuentra el efecto inhibitorio
atribuido al sorbitol. Por otra parte, tampoco el grado de pardeamien-
to de las diferentes soluciones de polioles se puede correlacionar
con el contenido acuoso de las mismas.

Cuando la comparacién de las constantes de reaccién en sis-
temas modelo con glicerol, sorbitol o propilenglicol se efectfa 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 mds lentamente. Este
fen6meno estd reflejado en el ya mencionado menor valor de sus ener-

gias de activaci6n.
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Tabla 11 - Viscosidad relativa (55°C) de soluciones glucosa-lisina,

a, = 0,925, ajustada con polioles
Poliol u/uHZO
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 inorg&nicas sobre el pardeamiento

no enzimatico

IV.4.1.Cinética

El desarrollo del color en funcibébn del tiempo de reaccién en
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sistemas modelo cuya a, fue ajustada con sales, también presenta una
fase lineal de incremento del color precedida por un perfiodo de induc-
cién. Luego, cada corrida cinética fue analizada aplicando el mode-

lo cinético lineal ya descripto. De este modo se calcularon los pe-

riodos de induccién (I) y constantes de reacci6n (k) correspondientes
(Tabla 12). Al igual que en los sistemas modelo cuya a, fue ajustada
con polioles, se estudi6 la relaci6n entre los perfodos de induccibn
y las constantes de reaccién (Fig. 24). Por un procedimiento andlogo
se comprobdé también una relacién inversa entre ambos par&metros, re-

presentada por la ecuacién

El coeficiente de regresién correspondiente fue 0,967. En la correla-
cién fueron inclufidos los valores de I y k correspondientes a corri-

das (55°C) de sistemas modelo glucosa-lisina preparados sin agregar

3h7!, 1 = 30,9 h; pH = 5,

0,650x10 3h"1, 1 = 269 h.

humectante: pH = 6, k = 5,30x10

k = 1,45x10’3h‘1, I =256,7h; pH = 4, k

Luego con ambos pardmetros se obtienen resultados aproxima-
damente equivalentes en el estudio del efecto de las distintas va-

riables (pH, temperatura, a s humectante) .
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IV.4.2. Efecto de la a_

Las variaciones en la intensidad del pardeamiento debidas
a cambios en la a, de los sistemas modelo fueron relativamente pe-
quenas 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 a, habfa sido ajustada
con NaCl en el rango 0,90-0,95. No obstante, se observa en los sis-
temas modelo que contienen KCl gque a mds baja a,r O sea, mayor con-
centracién de la sal, la velocidad de la reaccién de pardeamiento
tiende a ser menor. Este comportamiento contrasta con el aumento
del pardeamiento que se verifica al disminuir la a, en sistemas
modelo cuya a, fue ajustada agregando polioles, lo cual sugiere

una cierta accién inhibitoria por parte del KC1l.
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IV.4.3. Efecto del pH y de la sal

En la Fig. 25 se comparan las constantes de reaccifn corres-
pondientes a sistemas modelo de a, = 0,925, ajustada con KCl, NaCl o
Na2804 y temperatura de reaccién 55°C. También se incluyen con pro-
p6sito de comparacién las constantes de reaccifén 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-
ci6n de los sistemas con KC1l, Na2804 O sin humectante son muy simila-
res. En cambio a pH m&s &cido las soluciones que contienen Nazso4
exhiben mayor velocidad de pardeamiento, mientras que el KCl tiene
una significativa acci6n 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 Nazso4 puede atribuir-
se a una accién catalitica del anién H2804_ (Saunders y Jervis, 1966).

La variacién en la velocidad de pardeamiento producida por
las diferentes sales empleadas en el ajuste de la ay, tampoco puede
atribuirse a efectos viscosos, ya que en sistemas liIquidos de alta
a, la difusién 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, a, = 0,925) se indica en la Tabla 13. Asi,

/17



-131-

: 55°C
o KCI
a NaCl
-2,0F o N82504
. sin humectante
-2'4_
o _
-2,8¢t
m =
°
-3.2F
-3,6F
-4,0 | 1 | -
4 5 6
pH

Fig. 25 - Efecto del pH y sal agregada sobre las constantes de reac-

cibn de soluciones glucosa-lisina almacenadas a 55°C



Tabla 13 - Viscosidad relativa (55°C) de soluciones glucosa-lisina,

a ajustada con sales inorg&nicas (a_ = 0,925) o sin

w

agregado de humectante

sal u/uH o
2
Nazso4 2,86
KCl 1,40
NaCl 1,52
Sin humectante 1,25

la viscosidad de la solucién que contiene Na2804 es el doble que
aquélla que contiene KCl, sin embargo el pardeamiento es igual en
ambas.

Hasta aquf los resultados muestran una inhibici6n en el par-
deamiento no enzim&tico a bajo pH por el agregado de NaCl o KCl. Con
el objeto de verificar una eventual accién especifica del catién en
la reaccién se comparé el efecto en el pardeamiento no enzimdtico de
distintos cloruros alcalinos presentes en igual concentracién. En

la Fig. 26 se compara el incremento de saturacién de soluciones glu-

cosa-lisina (pH = 4,75; T = 55°C) a las cuales fue agregado a una

11/
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Fig. 26 - Efecto del agrcgado de cloruros alcalinos en el incremento
de saturacién de soluciones glucosa-lisina (pH = 4,75)

calentadas a 55°C



concentracién 1M algunos de los siguientes cloruros alcalinos: LiCl,
NaCl, KCl y CsCl. En la Tabla 14 se indican los valores de las cons-
tantes de reaccibén y perifiodos de induccién 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 i6nico hidra-
tado de los mismos en solucién: Li* (3,40 &), na* (2,76 &), k' (2,32 &),
cst(2,28 &) (cotton y Wilkinson, 1966).

Con el prop6sito de prevenir o disminuir el deterioro de los
alimentos causado por reacciones de pardeamiento no enzim&tico han
sido propuestos y utilizados varios mé&todos (Eskin y col., 1971): ba-
ja temperatura de almacenamiento, bajo pH, control de la humedad, ex-
clusién del oxigeno, remocién enzimdtica de azdcares y agregado de
compuestos quimicos inhibidores. En este Gltimo caso, tres aditivos
se mencionan en la literatura: sulfitos, tioles y sales de calcio.
Mientras que el agregado de sulfitos constituye el procedimiento mé&s
empleado, se ha encontrado que el C12Ca actua, por si solo o en pre-
sencia de §0,, como eficaz inhibidor del pardeamiento en vegetales
deshidratados (Simon y col., 1955; Eskin y col., 1971) y soluciones
azicar-aminodcido (Burton y Mc Weeny, 1963b).

Se ha postulado que el efecto inhibidor del calcio es debido
a la formacién de complejos con amino&cidos (Simon y col., 1955).

Sin embargo, el calcio es capaz de complejarse con az@icares en solu-
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Tabla 14 - Composicifén y valores de las constantes de reaccién (k)

y periodos de inducci6n (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 NacCl KC1 CsCl
KH, PO, (g/1) 40,83 40,83 40,83 40,83
Na,HPO,.2H,0(g/1) 8,90 8,90 8,90 8,90
k , hlx10° 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

correlacién (r)




cién (Angyal, 1973), lo cual hace suponer un mecanismo de inhibicidén
diferente que involucraria una mayor estabilidad de los azidcares
complejados con el catién.

Los resultados de este trabajo sugieren que el KCl podria em-
plearse también como un inhibidor del pardeamiento no enzimdtico de
los alimentos. De cualquier manera, la factibilidad de este procedi-

miento debera confirmarse experimentalmente y en sistemas reales.

IV.4.4. Energia de activacién

En la Fig. 27 se ejemplifica la aplicacifn de la ecuacién de
Arrhenius a las constantes de reaccién obtenidas en sistemas modelo
de diferente pH y aw = 0,925, ajustada con KCl. En forma semejante,

su aplicacién a los restantes sistemas con KCl, Na SO4 o NaCl permi-

2
ti6 calcular a partir de las pendientes de las rectas obtenidas me-
diante regresién lineal, los valores de las energias de activacién
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 SO4). Esto significa que el efecto inhibitorio del KC1l al compa-

2
rarlo con el pardeamiento de los otros sistemas modelo, se incre-
menta al disminuir la temperatura. Ademds, también es mavor que

la hallada para sistemas idénticos, cuya a, fue ajustada mediante

/17
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Fig. 27 - Gr&fica de Arrhenius para constantes de reaccién de solu-

ciones glucosa-lisina de diferente PH y a, = 0,925 ajus-

tada con KC1l
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polioles. Al igual gque en estos (Gltimos, la variacién de a, no pro-
duce variaciones significativas de la Ea Y se mantiene la tendencia

de menores energias de activacién al decrecer el pH.

IV.5. Comparacién entre humectantes: glicerol y KC1l

Es interesante comparar la velocidad del pardeamiento no en-
zimdtico en sistemas modelo glucosa-lisina cuya a, fue ajustada me-
diante el agregado de una sal, el KCl, o bien, de un poliol, como el
glicerol. Si el cardcter de un dado alimento lo consiente, la elec-
ci6én de cualquiera de estos humectantes es una alternativa vidlida
para controlar la a,- Asimismo, la posibilidad de lograr inhibicién
del pardeamiento mediante el agregado de KCl, le otorga a esta compa-
racién un significativo valor pré&ctico.

En la Fig. 28 se muestran las variaciones de las constantes
de reaccién a 55°Cen funcién del pH de sistemas modelo de diferente
a ajustada con glicerol o KCl y en la Fig. 29 se observan las gré&-
ficas de Arrhenius correspondientes a soluciones de ambos humectan-
tes de pH = 4, Sy 6y a, = 0,900. De la observacién de ambas figu-
ras se concluye que el efecto inhibitorio del KCl se acentda al de-
crecer el pH, la a,y la temperatura. El agregado de KCl potencia
notablemente la reduccién del pardeamiento, tradicionalmente efec

tuada mediante la disminuci6én del pH y la temperatura.

/17
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IV.6. Cambios en el espectro ultravioleta de sistemas pardeados

Como resultado de las reacciones de pardeamiento no enzim&ti-
co se forman compuestos de fuerte absorcién ultravioleta con los con-
siguientes cambios en las correspondientes curvas espectrales (sec.
I1.3.5.2.). Con el propSsito de investigar este hecho y su relacién
con los cambios de 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. Caracteristicas del espectro ultravioleta

En la Fig. 30 se observan los espectros de absorcién ultravio-
leta de soluciones glicina-lisina pardeadas de diferente pH (4, 5 y
6), que han sido diluidas en forma conveniente. Adem8s, como referen-
cia, se encuentra graficado el espectro correspondiente a una solucién
diluida (7,5 ppm) de S5~-hidroximetilfurfural (HMF). Dichas soluciones
se caracterizan por tener casi el mismo color, sin embargo, su absor-
cién ultravioleta crece notablemente al disminuir el pH, obligando
a efectuar una mayor dilucién para su medicién. Todas las soluciones
presentan en sus curvas espectrales los caracteristicas méximas y mi-

nimos halladas en los espectros ultravioletas de los furfurales en
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Fig. 30 - Espectros de absorcibn ultravioleta de soluciones

glucosa-lisina, a, = 0,925, ajustada con glicerol y

almacenadas a 55°C
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solucién acuosa. La solucién de pH = 6 presenta un m&ximo de absor-
bancia centrado a 290 nm, mientras que aquéllas de pH = 4 y pH = 5
tienen los respectivos mdximos méds marcados y desplazados hacia 285
nm. En conjunto, a medida que disminuye el pH, m&s parecido es el es-
pectro ultravioleta de las soluciones pardeadas al correspondiente

al del HMF. Este hecho, sumado al aumento de la absorcifn, sugiere
que la presencia de HMF crece al descender el pH de las soluciones
en muestras de igual coloracién.

La diferencia mds significativa en la forma de las curvas es-
pectrales se observa entre sistemas de diferente pH. Solamente en
las soluciones de pH = 6, cualgquiera sea el humectante presente, se
observa un pequeno, 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 funcién del tiempo de calentamiento a 55°C, de diversos
sistemas modelo glucosa-lisina. La longitud de onda elegida, 290 nm,
corresponde a la ubicacién del m&ximo de absorbancia en los sistemas
modelo de pH = 6.

En la literatura se encuentra que cuando la medicién de la

absorbancia en el rango 280-300 nm ha sido usada en el seguimiento
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de la reaccibn, las curvas obtenidas de absorbancia en funcién del
tiempo, son en general de forma semejante a las que describen el de-
sarrollo del color. Usualmente, se observa un perfiodo de induccién

o lag, de duracién variable, seguido de otro de r&pido 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 formaci6én de 5-hidroximetilfurfural (Drilleau y Prioult, 1971;
Shallenberger y Mattick, 1983; Cerrutti y col., 1985) y furfural
(Nagy y Randall, 1973).

Sin embargo, muy pocos estudios cinéticos cuantitativos han
sido realizados estudiando el incremento de la absorcién ultraviole-
ta o la acumulacibébn de furfurales que se verifica como consecuencia
de las reacciones de pardeamiento no enzim&8tico. En pocos casos se
aplic6é un modelo lineal, similar al descripto para el desarrollo de
color, y se evaluaron las constantes de reaccifén y energias de ac-
tivacién correspondientes (Cole, 1965; Resnik y Chirife, 1979;
Cerrutti y col., 1985). Por otra parte, recientemente Shallenberger
y Mattick (1983) estudiaron detalladamente la cinética de formacién
de HMF proveniente de la descomposicién de glucosa o fructosa en
solucién acuosa a 100°C. Encontraron que de acuerdo al pH, grado de
avance de la reaccibn y azlGcar involucrado, la acumulacién de HMF
puede ser considerado proporcional al cuadrado del tiempo de reac-

cién, a su rafz cuadrada o a su raiz ctbica.
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Luego de considerar los modelos cinéticos precedentes y otros
de aplicacién posible a los datos obtenidos, se comprob6 que los me-
jores resultados se obtenfian con un modelo cinético lineal, igual al
descripto para el desarrollo del color. En esta forma se calcularon
mediante regresién lineal las respectivas constantes de reaccién

(k ) v periodos de induccién (1290) (Tabla 16).

Ay90

La correlacién entre kA290 Vv IA290 no es buena (I290 =
-1.,3 .
A "“; r = 0,82) al contrario de la que existe entre las
290
respectivas variables de color para las mismas corridas cinéticas
-0,83

= 0,74 k
(I = 0,46 k

r =0,96).

IV.7. Comparacién entre los cambios de color y de absorcidn ultra-

violeta

Los cambios de color v de absorcibn ultravioleta caracterfis-
ticos de los productos de las reacciones de pardeamiento no enzim&-
tico son también indicativos de alteraciones organolépticas, funcio-
nales y nutritivas. Ambos son "indices" del pardeamiento no enzim&-
tico y es oportuna la comparacién entre ellos con dos objetivos: co-
nocer si ambos para&metros son de empleo indistinto como "indices" de
la reacci6n y aportar informaci6n sobre los mecanismos de la misma.

Considerando que tanto la cinética de formacidén de color como

la de incremento de A290 han sido analizadas con el mismo modelo ci-
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Tabla 16 - Valores de las constantes de reaccién (kn ) y periodos
290
de induccién (1290) correspondientes al aumento de absor-

cién ultravioleta de sistemas modelo glucosa-lisina, sin

agregado de humectantes 0 agregado de polioles o sales

(a,_ = 0,925), calentados a 55°C.
3 . -1 Coeficiente de
Humectante pH kZQOX10 'h I290’h correlaciébn (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
KC1 5 10,1 208 0,997
6 39,6 36,8 0,998
Na2504 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 comparacién entre ambos pardmetros, en particular, lo re-
ferente a pH y tipo de humectante, puede hacerse entre las respecti-
vas constantes de reaccién y periodos de induccién.

En la Fig. 32 se compara la variacién con el pH de las cons-

tantes de reaccifn k y kA y periodos de induccién I e I de sis-

290 290
temas modelo glucosa-lisina cuya a, fue ajustada con glicerol o KCl.
Los periodos de induccién I e I,9¢ son bastante semejantes y las di-
ferencias entre las respectivas variaciones con el pH y el humectante
(KC1l o glicerol) no son significativas. El aspecto m&s sobresaliente
a destacar es la menor variacifén que tienen las constante kA290 con

el pH, comparadas con las constantes k, en los sistemas formulados

con cualquiera de las dos humectantes, como se aprecia observando la

Fig. 32 y la Tabla 17.

Tabla 17 - Relacidn entre las constantes de reaccidn (55°C) k ¥ k,qq_

de soluciones glucosa-lisina a pH = 6 v pH = 4

K (pH = 6) nyg, PR =9
Humectante K (pH = 4) kA (pH = 4)
290
Glicerol 8,3 2,3
KC1l 33 5,2
sin humectante 8,2 3,3
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Ademds, la inhibicién causada en el desarrollo del color por
el KCl respecto del glicerol, también se encuentra en la absorcién

ultravioleta (Tabla 18).

Tabla 18 - Relacién entre las constantes de reaccién (55°C) k y

5290 de soluciones glucosa-lisina, a_ = 0,925, ajusta-

da con glicerol o KCl

PH = 6 pH = 5 pPH = 4

k(glicerol)

1,6 3,5 6,2
k (KC1)
K (glicerol)

290

1,9 5,8 4,2
k (KC1)
Ar90

Muy pocas comparaciones se encuentran en la literatura sobre el com-
portamiento simultdneo de estos dos par&metros indicativos del par-

deamiento no enzimdtico, color y absorcifén 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 parametro A285 que en el
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parametro A490 al variar las concentraciones de los reactivos del
sistema modelo glucosa-glicina a pH = 3. No obstante, ambos par&me-
tros resultan totalmente equivalentes a pH = 7,5-8,0.

El resultado de la comparacién A290 y color implica que los
sistemas modelo de menor pH absorben proporcionalmente m&s en la re-
gién ultravioleta al progresar la reaccién de pardeamiento. Esto se
comprueba al observar la Fig. 33 donde se ha representado A290 ver-
sus variacién de saturacién 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 coloracibén aumenta la A290 a medida
que decrece el pH, de donde puede deducirse la existencia de una ma-
yor relacif6n HMF/pigmento a menor pH. Este tipo de gr&fico también
senala diferencias significativas a pH = 4 entre las soluciones con
KCl y glicerol.

Por otra parte y como ya se discutié anteriormente la absor-
bancia en un solo punto del espectro brinda informacién incompleta
del mismo. Una solucién en el espectro visible constituyé el uso del
color. En el espectro ultravioleta la soluci6n elegida fue conside-

rar la diferencia entre el mdximo y el minimo de absorbancia (A_.) en

D
las curvas espectrales. En esta forma se extrae mayor informacién
del espectro ultravioleta al considerar dos longitudes de onda. Te-
niendo en cuenta las caracteristicas 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. II1.3.5.2).
En este sentido Braverman (1963) considera en jarabe de glucosa la
la diferencia A284 - A245 equivalente a la concentracién de HMF.

En la Fig. 34 se observa el comportamiento de A_. en funcién

D
de la diferencia de saturacién 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 observacién de este grafico.

Primero, el gran aumento en Ap relativo al color al disminuir
el pH, en forma similar al ya visto al estudiar el comportamiento de
Az90°

En segundo lugar, este aumento en A es diferente de acuerdo

a cual sea el humectante del sistema. Asi, a pH = 6 las soluciones
con KC1l tienen los valores mds bajos de Apy mientras que a pH = 4
la situacién se invierte, siendo &stos los m&s altos.

Por (iltimo, mientras que a pH = 4 y pH = 5 la relacifn entre
Ap Y (s - So)uV puede considerarse lineal, a pH= 6, y ya a partir
de bajos niveles de pardeaniento, Ap se incrementa mas lentamente
hasta estabilizarse, sin que pueda correlacionarse su valor con el
grado de coloraci6én alcanzado por los sistemas. En este aspecto,
Clarke (1982) no hallé correlacién entre el nivel de HMF y el color
de diferentes azlcares sin refinar almacenados durante distintos

periodos de tiempo. Por el contrario, S&nchez-Penichet y Pino (1981)

hallaron una relacidén lineal entre el aumento de furfural y el par-
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deamiento de jugo de naranja concentrado. Considerando la acidez del
jugo de naranja y el pH més cercano a la neutralidad de los azdcares,
estos resultados estdn de acuerdo a los aquf obtenidos. Sin embargo,
Cerrutti y col. (1985) hallaron que el contenido de HMF se incremen-
ta con el pardeamiento, aun en muestras muy coloreadas, en solucio-
nes glucosa-lisina de pH = 7 pero con mayor contenido de amino&cido
(1%) . Indudablemente, tanto el pH como la concentracibén de los reac-
tivos desempena un rol en la acumulacién de los furfurales.

Al intentar la interpretacifén de estos hechos se debe tener
presente el origen del HMF en las soluciones pardeadas. Dos rutas
originan el HMF a partir de glucosa: descomposicidén directa (sec.
I1.3.2.) o con la participacién de amino&cido a través de la descom-
posicién del compuesto de Amadori (sec. II.3.4.). El HMF no es un
producto final, sino un intermediario que también puede destruirse.
En sistemas modelo, se han identificado productos de oxidacibn, hi-
dr6lisis (ac. levulinico) y numerosos productos de condensacién, que
por rutas semejantes a la caramelizacién, o en presencia de aminoé&ci-
dos, a la reacci6n de Maillard, conducen finalmente a la formacién
de polimeros pardos (Olsson y col., 1981; Rice y col., 1947).

Rice y col. (1947) hallaron que la polimerizacién del fur-
fural a 80°C, medida por formacién de color, no es afectada por el
pH entre 3,3 y 6,8, pero sf se incrementa notablemente al aumentar

el pH en ese mismo rango en presencia de amino&cidos. Shallenberger
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y Mattick (1983) encontraron que la velocidad de acumulacidén de HMF
a partir de glucosa en solucibén acuosa a 100°C, no es afectada por
el pH entre 2 y 6. Aunque, por otra parte, la caramelizacién de la
glucosa si 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 &cido parte de la glucosa se carameliza sin ser HMF interme-
diario.

Por otra parte el incremento de pH entre 4 y 6 favorece la
formacién de los compuestos de Amadori y por ende, incrementa el va-
lor de esta ruta como formadora de HMF y pigmentos poliméricos. Sin
embargo, también favorece la condensacién del HMF con aminocompues-
tos presentes contribuyendo asi a su desaparicién. De acuerdo a es-
to Gltimo puede explicarse que en las soluciones estudiadas de pH= 6
las velocidades de formacién y destruccibébn de HMF tienden a igualar-
se estabiliz&ndose su contenido de HMF.

De la discusi6n precedente puede inferirse que cualgquier sea
la ruta de formacidén de HMF o color ya sea caramelizacifén o reaccién
de Maillard, un aumento de pH entre 4 y 6 incrementar& m&s el pardea-
miento que la acumulaci6én de HMF. Por lo tanto, mientras se alcanza
un determinado nivel de coloracién se producir& una mayor acumulacién
de HMF en las soluciones de menor pH que tienen pardeamiento m&s len-
to. De este modo quedaria explicado el diferente aumento relativo de

AD en funcién del grado de pardeamiento al disminuir el pH de 6 a 4.
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Adem&s, la formacién de HMF comprende una serie de deshidrataciones
sucesivas, por lo que es de esperar que su formacién se favoreceré&
en los sistemas de menor contenido acuoso. Asi puede explicarse como
a cada nivel de pH tienen mayores valores de AD las soluciones con
glicerol frente a aquéllas sin humectante. Por otra parte, la posi-
cién relativa a cada nivel de pH de las curvas de AD en funcién del
PH correspondientes a soluciones con KCl, glicerol y sin humectante,
permite deducir que la presencia de KCl tambié&n ejerce cierta accibn
inhibitoria sobre la acumulacién de HMF.

Desde el punto de vista de la tecnologfia de alimentos la con-
clusibén m&s importante radica en que no se pueden considerar como in-
dices equivalentes de la reaccién de pardeamiento no enzimdtico a la
formacién de color y de HMF. El contenido de HMF en 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 HMF refleja muy poco el avance de la reac-
cién. De acuerdo con esto podrian explicarse algunos resultados con-
tradictorios que se han obtenido al usar el HMF como indice de dete-
rioro en leches esterilizadas (Burton, 1984); como ser, menor pre-
sencia de HMF en leches procesadas que en aquéllas que no lo han si-
do o disminucién del contenido de HMF en el almacenamiento. Este ti-
po de resultados ha sido hallado con otros par&metros indicativos

del pardeamiento. Asi Spark (1969) halla estabilizacién en el consu-
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mo de glicina en sistemas modelo fructosa-glicina, a pesar de prose-
guir el pardeamiento, y lo mismo sucede con el poder antioxié;nte
medido por Park y Kim (1983) en sistemas modelo glucosa-glicina.

Los furfurales, al contrario del pardeamiento, no causan por
si mismos, en las concentraciones en que se hallan en los alimentos,
efectos deletéreos (Nagy y Randall, 1973). Antes bien, son "indices
de deterioro" que correlacionan con la pérdida de otros atributos
de calidad (Nagy y Randall, 1973; Dworschack, 1980; Sullivan, 1981;
Burton, 1984). Segiin se concluye de este trabajo, la eleccién en
este sentido del HMF en un alimento dado debe hacerse con la debida
precaucién, considerando la influencia que pueden tener su composi-

ci6én y pH.
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V. CONCLUSIONES

1) Las reacciones de pardeamiento no enzimdtico en una variedad

2)

3)

de sistemas modelo glucosa-lisina y fructosa-lisina de alta a,
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 reaccifn se caracterizan por la
ausencia de miximos, minimos o entrecruzamientos. Su caracte-
ristica ml8s notable es la rdpida disminucién de la transmitan-
cia en la zona de menor longitud de onda. Estos cambios espec-
trales se reflejan en un aumento de la cromaticidad y disminu-
ci6én de la luminosidad de las soluciones, los cuales pueden

ser convenientemente representados por la funcién de color sa-
turacidén (Suv)'

El incremento de la saturacién (Suv) indicativo del pardeamien-
to puede ser descripto mediante la aplicacién de un modelo ci-
nético lineal. En este modelo, el pardeamiento es dividido en
dos etapas: un periodo de induccién (I) y un periodo de desa-
rrollo lineal de color caracterizado por una constante de reac-

cibn (k).

Al aumentar la concentracién de glucosa, fructosa o lisina en
los sistemas estudiados, aumenta el valor de las constantes de

reaccidn y disminuye la duracién de los periodos de induccién.
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4)

En las soluciones fructosa-lisina los periodos de induccién

son mis cortos y marcados, comparados con aquéllos encontrados
en soluciones glucosa-lisina. En cambio, en estas dltimas, las
constantes de reacci6n son mayores. Como consecuencia, los sis-
temas fructosa-lisina se pardean primero, pero a igual concen-
tracién de reactivos, el grado de pardeamiento final es mayor

en los sistemas glucosa-lisina.

La dependencia de las constantes de reaccién en funcién de la
concentracién de reactivos en sistemas de pH = 6, calentados
a 55°C y a, = 0,95 ajustada con NaCl, puede indicarse con las

siguientes ecuaciones:

0,49 58

(lisina)]?’

o
I

= 0,29 [glucosal (soluciones glucosa-lisina)

0,035[fructosa]0'38[lisina]0'17 (soluciones fructosa-lisina)

=
]

En igual forma, los perfodos de induccién en las soluciones glu-

cosa-lisina:

0,1 0,22

I = 3,7(glucosal "%"®[1isina]”

No se puede hallar una ecuacifén semejante para los cortos pe-
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5)

6)

riodos de induccién de las soluciones fructosa-lisina. Adoptan-
do un valor promedio de 1,70 horas para estos dltimos, con las
ecuaciones precedentes se puede predecir satisfactoriamente el
incremento de saturacién en funcién del tiempo de calentamien-
to. Ademds, se puede inferir que la interaccién glucosa-lisina
es una etapa primordial del pardeamiento en los sistemas glu-
cosa-lisina, mientras que lo es la descomposicién de la
fructosa, antes de reaccionar con el amino&cido, en los siste-

mas fructosa-lisina.

En el pardeamiento de sistemas modelo glucosa-lisina con dife-
rente humectante, ar pPH y temperatura de reaccién, los perio-
dos de induccién disminuyen al aumentar las respectivas cons-
tantes de reaccifén. Esta relacién inversa se cumple tanto en
presencia de polioles como de sales. Luego, la comparacién del
efecto relativo de las variables estudiadas da resultados
aproximadamente equivalentes, segin se empleen las constantes

de reaccién o los periodos de induccién.

La variacién del pardeamiento no enzimatico de sistemas modelo

glucosa-lisina es pequena al modificarse la a _ en el rango de

w
0,90-0,95. No obstante, se observd disminucién del pardeamien-

to al aumentar la a_ en sistemas cuya a, fue ajustada con po-

/117



7)

8)

9)

lioles. En cambio, cuando el humectante es KCl se observa el

efecto inverso.

Las energias de activacibén correspondientes a la variacién de
las constantes de reaccifén 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).
No existe variacidén significativa entre sistemas de distinta

a,- En cambio, la energia de activacién 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 u

w’
otro poliol. No se encontraron los efectos promotores o inhi-
bidores hallados por otros autores en sistemas de a, baja e

intermedia, en particular el efecto inhibidor del sorbitol. El1
pardeamiento tampoco estd relacionado con la viscosidad de las

soluciones. Luego, se descarta un control difusional en el par-

deamiento no enzim&tico a alta a,-

En soluciones cuya a. fue ajustada con polioles, el pardeamien-
to se incrementa entre dos y tres veces por cada aumento en una

unidad de pH en el rango 4-6. Esta variacién no es influencia-
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10)

11)

12)

-164-

da significativamente por la a,s aunque lo es por el poliol
usado. No obstante, esta Gltima 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 a,
fue ajustada con Na2504, NaCl o KC1 no difiere mucho del obser-
vado en el correspondiente sistema sin agregado de humectan-
te. A pH =5 y pH = 4 las soluciones con Nazso4 se pardean re-
lativamente mds que sus correspondientes sin humectante. En
cambio, con referencia a estas (ltimas, las soluciones con NaCl
tienen accién inhibitoria a pH = 5 y aquéllas con KCl la tienen
apH =5y pH =4, La magnitud de la variaci6n del pardeamien-
to no enzimdtico con el pH crece notablemente cuando se ajusta

la a, agregando NaCl o KCl.

Existe un efecto especifico del catién 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 al radio ibnico de

estos cationes.

Debido a la diferente influencia quetienen poliolesy sales usadas
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13)

14)

-165-

en el ajuste de la a_, en el pardeamiento no enzim&tico de so-
luciones glucosa-lisina, diferencias notorias en la velocidad
de la reaccibén se encuentran en sistemas con glicerol o KCl.

En este aspecto,el KCl tiene una accién inhibitoria especifica
sobre el pardeamiento, la cual se incrementa notablemente al
disminuir el pH, y en menor grado, la temperatura y la a,:

Las soluciones glucosa-lisina pardeadas absorben fuertemente
radiacibén ultravioleta. Las curvas espectrales resultantes
(220-330 nm) conforme el pH de los sistemas decrece, se aseme-
jan m8s a la del 5-hidroximetilfurfural (HMF) en solucibén acuo-
sa, con midximo caracteristico entre 285-290 nm. El1 incremento
de la absorbancia a esta longitud de onda puede analizarse
aplicando el mismo modelo cinético lineal empleado en el segui-

miento del color.

Las variaciones con el pH de las constantes de reaccién 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 periodos de induccién. Se concluye que la relacién entre

la acumulacién de HMF y pigmentos debe hacerse mayor conforme

el pH decrece de 6 a 4. Por otra parte, el efecto inhibidor
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del KCl en el pardeamiento también se observa en la absorcidn

ultravioleta.

El andlisis de las curvas espectrales en la regibén ultraviole-
ta hace suponer un mayor contenido de HMF, a un mismo grado de
pardeamiento, en las soluciones de menor pH. Menores diferen-
cias tambié&n existirfan a cada nivel de pH de acuerdo al humec-
tante presente. Este presunto contenido de HMF se incrementa
linelamente con la saturacién de las soluciones a pH = S5 y

pPH = 4, mientras que a pH = 6 hay un incremento inicial que va
gradualmente decayendo hasta detenerse. Estos fenfmenos pueden
parcialmente explicarse suponiendo una menor dependencia con
el pH de la acumulacién de HMF con respecto a la formacién de
pigmento y al alcance de un balance a pH = 6 entre la forma-
cién y destruccién del mismo. Se concluye que la formacidn de
color y de HMF no son indices equivalentes de las reacciones
de pardeamiento no enzimdtico, ya que estdn influenciadas en

distinta forma por el pH y composicién de los sistemas.

Dr. Jorge Chirife Lic. Claudio Petriella
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TABLA DE DATOS

SOLUCICNES BLUCOSA-LISINA. BLUCOSA = VARIABLE ; LISINA = 0,0684 M

Nro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluy Horas
0 0104 D 0 0 H117 0 0 0 L0181 . 0
{ L0442 9338 8.55 1 L0671 0554 8.95 { 1021 .084 8.53
2 .1009 0905 14 2 .1287 3y 12.9 2 . 1864 1683 12.5
3 A7 L1632 19.38 ? L2031 L1914 16,5 bt .2974 .2793 16.9
4 227 L2166 24,29 4 .2897 .278 20.5 4 .4202 .4021 20.5
S 3975 387 34,67 5 . 2869 3732 24,65 3 . 3403 .5422 24,25
6 .11 -6006 4.5 b 6338 L8217 34,67 b .§558 9377 34,467
7 B .7883 40.5 7 1.1393 1,112 40.58
ELUCOSA 0.0684 M 8 9347 .923 44.5 8 1.3108  1.2927 46.5
BLUCOSA 0.137T 1 OLUCOSA 0.274 M
Nro ) Suv  (5-Soluy Horace Nro Suv  {S-Soluv Koras Nro Suv  {5-Soluv Horas
0 0107 0 0 0 0122 0 0 0 0123 0 0
1 L0794 .0687 8. 1 1017 .0893 8.55 1 139 .1012 8.53
2 L1493 L1186 12.5 2 .2021 .1899 12.9 2 .2089 1966 12.5
3 L2491 2384 16,5 3 St . 2989 16.95 3 3417 3294 16.5
4 3726 3619 20.5 4 L4547 4425 20.5 4 .4928 . 4805 20.5
] .4889 .4782 24,25 3 . 6049 L9927 24.25 5 .6494 A3 24,29
b 94 L1832 34,67 b .9961 .9839 AN Y 6 1.0732  1.0609 3467
7 A737 L9863 40,58 7 1.1941 1.1819 40.5 7 L.2797 1,267 40.58
B 11234 11427 46.5 8 1.387 1.3748 4.5 8 1.4575  1.4452 46.5

6LUCOSA 0.205 M

6LUCOSA 0.342

BLUCCSA 0.410 K



SOLUCTONES FRUCTOSA-LISINA. FRUCTDSA = VARIABLE g LISINA = 0.0684

Nro Suv  {S-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 9.8E-03 0 0 0 L0106 0 0 0 0106 0 0
1 0444 0346 1.5 1 0643 .0539 1.9 1 .0819 0713 1.5
2 095 .0852 14.75 2 . 1435 1329 14,75 2 1697 A5%1 14,79
3 139 .1292 20.5 3 .2828 .2122 27 3 . 2584 L2478 20.9
4 .1906 .1808 i 4 . 3968 . 3462 33.25 4 . 3451 . 33435 27

3 . 2432 J2334 33.25 S 4331 L4425 41.75 S 164 . 4058 33.25
(3 13 .3032 41.75 b .9109 . 5003 49.5 b 5026 .492 41.75
7 37106 L3608 49.5 7 9719 L3613 .9 1 . 6059 99353 49.5
8 4214 LA116 4.5 8 . 683 .b724 54.5

FRUCTOSA 0.137 M
FRUCTOSA 0.0684 N FRUCTOSA 0.205 M
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0 0125 0 0 0 L0114 0 0

1 L0962 ,0B37 1.5 1 L1168 L1054 1.5
2 L1924 1799 14.75 2 L2352 ,2238 14.75
3 L2028 L2603 20.5 3 L3204 319 20.5
4 369 3565 27 ) A4 4332 27

S A689 L4564 33.25 S L5746 .5632 33.25
b L0816 L5691 41.75 3 .6752  .b6638 41.75
7 .682 8695 49.3 7 L1798 L7684 49.5
] J365 124 54.5 8 .B539  .8425 54.5

FRUCTOSA 0.274 N FRUCTOSA 0.410 M



SOLUCIONES GLUCOSA-LISINA. BLUCOSA = 0.274 M ; LISINA = VARIABLE

Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  {5-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 8.8£-03 0 0 0 9.8E-03 0 0 0 0168 0 0
i 0562 L0474 8.55 1 L0869 .0592 B.55 1 L8 L1013 8.55
2 L1249 L1181 14 2 292 L1194 12,5 2 L2064 1896 12,5
3 2020 .2033 19.58 3 L2097 L1999 16.5 3 3456  .3288 16.5
§ 293 L2842 24,25 4 3042 L2944 20.5 4 L5023 L4855 20.5
5 5103 L5015 34,67 3 4118402 2.2 5 L6605 L6437 24.25
b L6271 5183 40.58 b 7093 L6995 34.67 b 1.0BI  1.0642 34,67
7 JTH 7826 6.5 7 .8788 .89 40,58 7 1.2866 1.2698  40.58
B 1.0285 1.0067  46.5 8 1.4597  1.4429 45,5
LISINA 0.0343 M
LISINA 0.0514 W LISINA 0.1030 ¥
B iru Suv  {5-Soluy Horas Nro Suv  (5-So)uv Horas
0 02 0 0 0 0382 0 0
1 L1662 L1402 8.55 1 L2035 L1453 8.55
i g0 .M 12.5 2 3626 L3244 12.5
3 5014 L4754 16.5 3 596t 5579 16.5
4 J215 L6955 20.5 Il .884 .B458 20.5
5 9382 .2 24,25 5 1.107  1.0488 24,25
b 1.437 1411 34,67 b 1.6347  1.5965  34.87
7 1.6348  1.6088  40.58 7 1.9049  1.8667 40,58
8 1.8492 1.8232  4b.5 8 2.1596  2.1214 4.5

LISINA 0.154 N LISINA 0.205 N
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SDLUCIONES FRUCTOSA-LISINA. FRUCTOSA = 0.274 M ; LISINA = VARIABLE

Kro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 5.8E-03 0 0 0 9.7€-03 0 0
1 0703 L0647 1.5 | 0748  .0631 1.5
2 L1568 L1512 14,75 2 1647 L1939 14.75
3 L2411 2355 20,9 3 .2532 L2435 20.5
] . 2995 . 293¢ 27 4 3469 3372 27
5 A1bb Al 33.25 5 . 4505 4408 33.25
b 847 4791 41.75 b 9325 ,5228 41.75
7 9929 95873 49.5 7 5289 L4192 49.5
8 L6347 6291 54.5 8 .688 .4783 54,5
LISINA 0.0343 N LISINA 0.0514 M
Nro Suv  {5-Soluv Horas
0 0229 0 0
1 203 L1034 1.5
2 2472 2243 14.79
3l LT 2919 20.5
4 L4235 L4006 27
3 L5633 L5404 33.25
b 6417 .b188 41.75
7 17194 1363 49.5
] .8802 .B573 94.9

LISINA 0.154 M

LISINA 0.1030 #

Nro Suv  (5-Spluv Horas
0 017 0 0

{ .1109 .0932 1.%5
2 .2082 L1905 14.75
3 L3704 .3527 27

] L4959 .4782 33.25
5 6387 A2t .75
b 6952 6775 49.5
7 .B13 1973 4.5
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SOLUCIDNES GLUCOSA (0.274 W) - LISINA (0.00684 M)

Nro Suv  {5-Soluv Horas Nro Suv  {5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Spluv Horas
0 6.6E-03 0 0 0 6.4E-03 0 0 0 7.86-03 0 0
t L0215 L0149 4.9 | ,0207 L0143 4.3 | 028 L0134 4.5
2 L0837 .05 9.9 2 . 0831 .0567 9.5 2 0692 L0614 9.5
3 L1968 L1902 14,73 3 L1896 . 1B32 14.75 3 L1912 .1934 14.75
) L2989 2923 19.5 L] L2973 L2909 19.5 ] L3259 L3et 19.5
3 4302 L 423b 24 3 N1)Y) 4406 24 5 492 L4842 2
b 6069  .46003 29.5 6 6352 .4288 29.5. b 138 708 29.5
7 766 1594 3425 7 .8099  .8035 34,25 7 L9083 .9005 34.25
BLICERDL pH=6 &5C Aw=0.950 GLICERDL pH=b &5C Aw=0.925 BLICEROL pH=b 65C Aw=0.9
W0 56;---15-So)uv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas--- Nro 5;;- {S-Soluv Hor;;-
0 7.1E-03 0 0 0 6E-03 O 0 0 7.26-03 0 0
1 .0242  LO0iTH 9.02 1 L0216 L0156 9.02 1 .033 .0258 9.02
2 L2182 2111 28 2 1249 L1489 19.3 y) 912 184 19.3
3 L2199 L2728 32,35 3 L2342 .2482 28 3l 464 L3392 28
) . 985 L9779 4 4 6558 ,b498 4 4 7892 782 46
5 J701 763 54.58 3 .B46T  .8607 54.58 S .986 .9788 54.58
GLICEROL pH=6 &0C Aw=0.950 BLICEROL pH=b &0C Aw=0.925 6LICERDL pH=b 80C Aw=0.9(
N0 Suv  (S-Soluv  Horas Mo Suv  (5-Soluv  Horas Nro  Suv  {S-Soluv  Horas
0 6,4E-03 0 0 0 6.4E-03 O 0 0 7.8E-03 0 0
| L0194 L0128 19 i 026 L0194 19 1 031 .0232 19
2 07386 L0867 33 2 L0754 069 33 2 L0794 0716 13
3 L1625 L1599 ]| 3 L4687 L1623 st 3 L1867 L1789 ]|
] .292 .2854 68 L] L3075 L3301 68 4 L3397 L3N8 48
5 4223 97 83 5 L4565 L4501 83 S .518 5102 83
b .6028 5962 102 b 6378 L4314 102 b L7089 L6971 102
7 6798 473 11s 7 415 7351 116 1 8334 .8256 116

GLICEROL pH=b 55C Aw=0.950 6LICEROL pH=6 S55C Aw=0.925 SLICEROL pH=6 53C Aw=0.9
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Nro Suv  (S5-Soluv Horas Nro Suv  (5-So)uy Horas

0 3.8E-03 0 0 0 bE-03 0 0

l L0382 0324 92.5 i L0319 .0259 92.5

2 A1 N3 187 2 1052 0992 187

3 L2076 .2038 264 3 .1968 .1908 264

4 3323 . 3285 156. 62 L) 3386 L3326 356.62

N .4895 4837 456.2 5 .3088 . 3026 456.2

b L6341 6303 528.67 [ . 5482 6422 928.67
GLICEROL pH=b 45C Aw=0.950 GLICEROL pH=6 45C AW=0.925

“Nro | Suv  (5-Soluv  Horss “Nro Suv  (S-Soluv  Horas

0 4E-03 0 0 0 0271 0 0

| 0392 .0332 18 1 0366 9.9E-03 18

2 A577 1517 A4 2 .1293 .1022 44

1 3507 3547 87 3 . 3654 .3385 67

) . 582 .76 91 4 5156 .5885 91

S .B054 7994 115,73 3 8663 B394 115,75

b 1.1044 1.0984 162.37 b 1.1959 1.1468 162.37
6LICERDL pH=5 &5C Aw=0.950 6LICERDL pH=3 &5C Aw=0.925

The TR WS Reras T TWeehweieieTHeras

0 sE-03 0 0 o .o 0 0

1 L0454 0404 39.5 i 0479 .0208 39.5

2 18t 12 "n.s 2 125 0979 71.5

3 2646 . 2606 111.83 3 3002 L2731 111.83

4 5225 . 9165 160 4 6113 .5B42 160

3 6319 4259 184 5 1979 .7308 184

6 L7672 612 208.5 [ 8996 .8725 208.5
BLICEROL pH=S 60C Aw=0.950 BLICEROL pH=5 40C Aw=0.925

Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 1.26-03 0 0
| L0478 0406 92.5
2 1443 AN 187
3 . 2553 .2481 264
4 .4188 Alls 3156.62
9 5378 5306 456.2
b .1887 L1819 528.67
6LICEROL pH=6 A5C Aw=0.9
“Nro Suw (S-Soluv  Horas
0 8.8E-03 0 0
{ .0372 L0284 18
2 .2012 1924 44
k! L3742 3654 67
4 6356 L5468 91
3 L9362 9274 115.75
b 1.269 1.2602 162.37
6LICEROL pH=5 &43C Aw=0.9
e e iy Horas
0 8.8E-03 0 0
1 0534 0446 39.5
2 1534 L1445 11.5
3 373 . 3642 111.83
] L7103 L7015 160
5 .8831 .B743 184
b 1.039 1.0302 208.5
SLICEROL pH=5 &0C Aw=0.9
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Ko Suv (S-Soduv  Horas Nro  Suv  (S-Soluv  Horas Mo Suv  (S-Soluv  Horas

8.8E-03 0 0

0 6E-03 0 0 0 0271 0 0 0

1 054 045 90.5 1 (0525 0254 90.5 1 L0582 L0494 90.5
2 1885  .1825 185 2 J976 L1705 185 2 2122 L2034 185

3 4635 L4575 AEY 3 4789 .4518 n 3 ST L5029 3
4 A 4
3 B N
3 b 6

.b868  .4B08 428 0291 L7026 428 L7969 7881 428
.B062 8002 503 8587  .B831 503 M54 L9386 303
8197 W 9939 L9826 L9555 593.9 1.0651  1.0563  593.5

GLICEROL pH=5 S5C Aw=0.950 6LICEROL pH=5 55C Aw=0.925 6LICEROL pH=S SSC Aw=0.9
--iro Suv  {S-Soluv Horas -_iro Suv  (5-Soluy Horas i Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 oE-03 0 0 0 0271 0 0 0 9.86-03 0 0
| 0384 L0324 208 1 .0368  .0117 208 | L0413 L0325 208
2 755 L1695 503.5 2 J905 L1634 503.5 2 1741 1653 503.5

3 L3152 L3092 m 3 L3185 L2914 n? 3 L3155 L3087 1
) L4029 L3949 855.5 4 A1 .3873 855.95 § 412 .4032 855.5
S 9535 L5475 1054.5 5 5625  .534 1054.5 S L5833 L5745  1054.5

b . 6851 .4791 1241 b 7061 579 1241 6 131 L7222 1241
BLICEROL pH=3 45C Aw=0.950 BLICEROL pH=5 ASC  Aw=0,925 BLICEROL pH=5 4SC Aw=0.9
“Nro Suv  (S-Soluv  Horas Nro  Suv  (S-Soluv  Horas N0 Suv  (S-Soluv  Horas

5.96-03 0 0 0 7.46-03 0 0
0795 L0736 ) 1 L0837 0783 b7
2016 L2100 115.75 2 L2413 339 115,75
4029 397 162,37 3 L8 LM06 162.37
4
5
b

0 7.3E-03 0 0
! L0738 L0665 67
2 1844 17T 115.75
3 33 3427 162.37
4 5441 3382 193.5 615 6076 193.5
5 JJ36 L7307 235 .B0T6  .B8002 235
b .8445  .83B4 260.5 L8386 L9312 260.5

ABIS L4742 193.5
639 L83 235
L1554 .7481 260.5

(- B 5, B > N I —

BLICEROL pH=4 &3C Aw=0.950 6LICEROL pH=4 &5C Aw=0.925 6LICERDL pH=4 &5C Aw=0.9
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Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 1.3E-03 0 0 0 7.3E-03 © 0 0 7.4E-03 0 0
1 .0345 L0272 18.5 i .0394 L0321 78.5 1 0459 0185 78.5
2 .0901 .0828 149.5 ? 1234 161 149.5 2 43 L1356 149.5
3 L1979 . 1904 222.5 I L2787 .2694 222.5 3 L3418 324 222.5
4 .4097 4024 315.5 4 L5693 .962 3S.5 4 631 6237 315.5
5 6218 L5143 407 S .181 1731 407 5 .B363 .8489 407
b .BO1A L1941 503.5 [ .9893 .982 303.9 b 1.0642 [.0568  503.5
GLICEROL pH=4 40C Aw=0,950 GLICEROL pH=4 &40C Aw=0.925 GLICEROL pH=4 H0C FAw=0.9
--i;o Suv  (5-Soluv Horas --Nrn Suv --(S-So)uv Horas "iFB Suv ié:gaiuv Horas
0 7.36-03 0 0 0 7.3e-03 0 0 0 7.4E-03 0 0
{ L0414 L0343 192.5 { .0318 .0445 192.5 { L0627 .0553 192.9
2 0972 .0899 316.5 2 1316 1243 316.5 2 L1591 1517 316.5
I 1972 . 1499 407 3 2043 .207 407 3 . 2459 L2385 407
] 2249 L2194 503.5 4 3109 .3036 503.5 4 . 3597 .3523 903.5
5 . 3039 L2966 582 S .3948 .3875 982 9 9609 . 3535 676.5
b 3942 . 3849 676.5 b A914 L4841 676.9
SLICEROL pH=4 55C Aw=0.9(
6LICEROL pH=4 55C Aw=0.950 BLICEROL pH=¢ 55C Aw=0.925
Nro Sw  (5-Boluv  Horas W0 Swv  (5-Soluv  Horas Mo Suwv  (S-Soduv  Horas
0 7.36-03 0 0 0 7.36-03 0 0 0 7.8-03 0 0
{ L0391 .0518 744.5 i .0828 .0755 744.5 i .0985 0912 T44.5
2 L1189 L1096 1080 2 L1611 1538 1080 2 A917 .1843 1080
3 L2305 L2232 1510.29 3 .3027 2954 1510.25 3 .3489 .35 1510.25
] 372 L3647 1875 (] 4521 L4448 1875 4 5045 4972 1875
N .4823 L4715 2159 S 587t .9798 2159 S . 6285 L6211 2159
[ .5928 B85S 2395.75 b .b884 L4811 2395.15 b 7409 1335 2395.75
SLICEROL pH=4 45C Aw=0.950 GLICEROL pH=4 45C Aw=0,925 GLICEROL pH=4 45C Aw=0,%(



Nro Suv  (5-Soluy Horas Nro Suv  {S-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 7.26-03 0 0 0 7.26-03 0 0 0 4,6E-03 0 0
1 L0398 L0322 1.5 1 0359 0287 1.5 1 L0317 .02 1.5
2 866 L1794 16.25 2 L1356 L1288 16.25 2 1855 1809 16.25
3 L2916 .2844 23.75 3 L2843 218 23.75 3 2716 27 23.75
§ 3864 L3792 31.5 q A221 L4149 31.5 [ A393 L4 31.5
5 687 7515 48 5 6928 .5856 40.5 5 JS19 LT 40.5
b 9897  .9825 54.5 b .B378  .B306 48 b 9158 L9112 48
7 1.0458 1.0386  54.5
PROPILENGLICOL pH=6 &5C Aw=0.950 PROPILENGLICOL pH=b &5C Aw=0.9
PROPILENGLICOL pH=b SC Aw=0.925
“Wro Suv  (5Soluy  Horas TWro Suv  (5-Soluv  Horas Nro Suv  (5-Soluy  Horas
0 b.86-03 0 0 0 4.76-03 0 0 0 7.76-03 0 0
1 L0784 L0716 15 1 L0781 0734 15 1 L0691 L0614 15
2 L2196 2128 25 2 2467 242 25 2 2657 .258 25
3 A1 4293 39.55 3 .5183 L5136 39.55 3 5185 .5108 39.55
Il L6628 .&5b 51 A 9798 .9751 63.63 4 10219  1.0142  £3.63
5 8804 .B73b b3.63 5 1.1946  1.1899  73.5 5 1,2782 1.2703  73.5
b 1.0278  1.021 73.5

PROPILENBLICOL pH=b &0C Aw=0.930

Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 7.2€-03 0 0

i L0408 0336 2b.5
2 1252 118 50

3 . 2409 2337 74.5
4 L4049 397 99

S .5708 L3636 123.5
b L7474 L7402 147

7 .B9BY .B917 171.3

PROPILENBLICOL pH=6 55C Aw=0.950

PROPILENGLICOL pH=b &0C Aw=0.925

PROPILENGLICOL pH=6 60C FAw=0.9

Nro Suv  (S5-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 7.26-03 0 0 0 4,6E-03 0 0

{ 0513 044} 26.5 { 044 L0394 26.3
2 . 1453 .1381 50 2 1629 . 1583 50

I 2997 292, 74.5 3 .336 L3314 74.5
{ .4578 4506 99 4 .5484 9438 99

S 6712 b4 123.5 9 .7778 1732 123.5
b .B311 0439 147 b 9611 L9545 147

7 1.0133 1,003 171.35 7 LSS 11109 171,35

PROPILENGLICOL pH=6 55C Aw=0.925

PROPILENBLICOL pH=6 355C Aw=0.9
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Nro Suv  (S5-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas

0 6.8E-03 0 0 0 4,7E-03 0 0 0 1.7€-03 0 0

1 L0432 L0344 92.5 i 0388  .0341 92.5 1 L0356 0279 92.5

2 A169 L1101 187 2 L1046 0999 187 2 1035 .0958 187

3 193 1882 264 3 2039 1992 264 3 972 L1895 264

] 2933 .2847 336.62 ‘ 327 3223 356.62 4 3363 L3286 356.62
3 4458 439 436.2 3 142 5095 456.2 5 S 5137 436.2

b § b

S915 L5847 528.67 6677 683 528.67 L6944 L6867 928,47

PROPILENGLICOL pH=b6 ASC Aw=0.950 PROPILENGLICOL pH=6 45C Aw=0.925 PROPILENGLICOL pH=6 4SC Aw=0.900
--i;o Suv lézéaiuv -ﬁa;as "iFB"" Suv (S-So);;-- Horas---

0 b.9€E-03 0 0 0 6.2€-03 0 0

1 0287 .0218 b5 1 9.4E-03 3.2€-03  49.5

2 0568 L0499 113.5 2 L0155  9.36-03  136.5

3 987 L9801 140 3 0305 .0243 235

' ATIE L1705 235 [ L0632 .057 401

5 L2768 L2699 306 5 A7 1255 618,25

6 206 137 08 b 2572 .51 954

1 5672 L5603 497 7 A4S L4083 1307

8 7303 L1234 418,25 B 5833 LSI71 16B4.5
PROPILENSLICOL pH=S SSC Aw=0.925 PROPILENGLICOL pH=4 S5C Aw=0.925

N0 Suv  (5-Soluv  Horas Mo Suv  (5Goluv  HWoras Nro Suv  (5-Soluv  Horas

o .05 0 0 0 .0229 0 0 0 .0u3 0 0

! -038 0261 4.5 f 0712 0483 4.5 1 013 L0495 1.5
2 .08 .0005 1.3 2 292 1083 9.5 7 38 1075 9.5
3 901 L1776 14.75 3 L2612 ,2383 14.75 3 L2589 234 14.75
‘ 294 L2815 19.5 4 381 L3581 19.5 4 L1824 L3581 19.5
5 4309 .18 2 5 5236 .5007 24 5 S3T LS5O 2

b 6244 L6119 29.5 6 JI3MS L7086 29.5 b 7426 L7183 29.5
1 8358 .8233 34.25 1 L9472 9243 34.25 l L9215 L8992 34.25

SORRITOL pH=b &5C Aw=0.950 SORBITOL pH=b 45C Aw=0.925 SORBITOL pH=b B5C Aw=0.9%0
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Nro Suv  (5-Soluy Horas Nra Suv  (5-Soluv Horas Nra Suv  (5-Spluv Hor as

0 0125 0 0 0 L0229 0 0 0 0243 0 0

| 028 0125 19 1 .0984 0755 19 1 109 .0847 19

2 A252 .12 33 2 L1809  .158 33 2 2022 719 33

3 2251 L2126 ] 3 L3117 .2868 51 3 3526 .3283 51

4 L3574 L3449 68 } AT66 L4537 b8 § .546 .5217 b8

S A5 83 5 5975 L5746 83 5 ,7258 L7015 83

b 6694 L6569 102 b 8101 .7872 102 b 166 .8923 102

1 JB19 L7694 11b 1 L9516 .9207 116 7 1.0189  .9926 116
SORBITOL pH=b 35C An=0.930 SORBITOL pH=b S5C Aw=0.925 SORBITOL pH=b 55C Aw=0.900

“Nro Suv  15-Soluy Horas “Nro Suv  (5-Soluy Horas Nro Suv  (5-Soluy Horas

0 0243 0 0
0783 L0554 67 i L0818 .0575 67
L1065 .0836 119.5 2 219 L1BTh 188
J781 L1532 188 3 2822 2519 240

]

5

b

0215 0 0
0369 L0154 67
.0589  .0374 119.5
L1008 .0793 188

0 0229 0 0
1

2

3

L 475 L1258 240

5

b

1

2229 240 J3192 L3549 305.5
L3807 3178 305.5 A921 478 360.5

A6 A0 360.5 Lb498  .4255 026
5433 5204 426.5

L2079 1964 303.5
.2952 L2031 360.5
648 L3433 426

-~ O U BN - O
~N
-
wn
(=]

SORBITOL pH=b 45C Aw=0.900

SORBITOL pH=b 45C Aw=0.950 SORBITOL pH=b 45C Aw=0.925
Nro Suv  (S-Soluy Horas Nro Suv  {5-Soluv Horas

0 0168 0 0 0 0157 0 0

| . 061 L0442 45 1 0332 .0375 114

2 1487 L1319 114 2 .0801 L0644 184.5

3 .2369 L2201 160 3 .1188 L1031 278

4 1338 317 206.5 4 2004 .1849 449

S 4999 L4831 279 5 L2347 219 520

6 628 L8112 321.5 b . 2868 L2711 615

7 708 .6912 Ay 7 . 3898 3741 7082.5

8 8709 .B541 449

SORBITOL pH=A 55C Aw=0.925
SERBITOL pH=3 S55C Aw=0.923
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Nro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  {5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 6.1E-03 0 0 0 021 0 0 0 7.9e-03 0 0
{ L0194 L0133 20,5 { 0514 0304 20.5 1 0234 0159 29.5
2 L0755 L0694 1] 2 13086 ALT76 i 2 1145 1066 44
RS L2119 .2054 n kS 2778 . 2368 n M 3149 307 71

L L3603 L3542 92 4 L4099 3889 92 L) 4957 .4878 92
5 544 5483 1 5 A1 L5905 17 3 T2 7181 17
b J432 .13 143.5 6 972 1782 143.5 b 959 L9511 143.5

1;3 BUTILENGLICOLpH=6 SSC Aw=0,925 PEG 200 pH=6 55C Aw=0.925 PEG 400 pH=b 55C Aw=0.9Z§5
“Nro Suv  (5-Soluv  Horas Mo Suv  (5-Soluv  Horas Nro  Suv  (S-Soluv  Horas
0 SE-03 0 0 0 3.86-03 0O 0 0 4.6E-03 0 0
| .0407 0357 1.5 1 .0274 .0236 1.3 1 .0285 .0239 1.5
2 JA738 .1686 16.2% 2 1979 1541 16.25 2 13 1084 16.25
3 L2128 2673 23.75 3 2233 2193 23.795 3 . 1689 . 1643 23.79
4 4353 4503 3.5 4 7027 .b98¢ 43 4 309 3044 1.5
5 L7268 L7218 40.5 5 .9004 .B956 94.% 5 9876 .983 40.5
b L9138 .9088 48 6 T 1694 48
7 1.0365  1.0315 4.5 KCL pH=b 65C Aw=0.925 b .8236 .819 54.9
KCL pH=b &5C Aw=0,950 KCL pH=b6 &5C Aw=0.900
"iFB Su;—_-(S-So;uv ﬁoras "i?;"""%ﬁv (S-éo)uv Hora;--- Nro Su; (S-Soluv Horas
0 SE-03 0 0 0 J.8E-03 0 0 0 4,6E-03 0 0
i L1262 212 19.5 1 .087d .084 19.5 | .0978 0932 19.5
2 4443 L4393 40.05 2 3337 .329% 40.03 2 3106 306 40.05
3 9795 L9745 47 3 4896 .4858 47 3 72 426 4
4 1.0623 1.0573 13.25 4 9206 9148 73.25 4 .B157 it 13.25
5 1.2781  1.2711 91.5 5 1.0728  1.069 91.5 S .9837 9191 91.5

KCL pH=6 &0C Aw=0.950 KCL pH=b 60C Aw=0.925 KCL pH=b 60C Aw=0.900
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Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluy Hor as
0 5e-03 0 0 0 3.8E-03 0 0 0 4.6E-03 0 0
I Q313 L0263 26,9 ! 0295 .0297 26.5 1 0178 L0132 26.5
s .09 . 083 30 2 0786 .0748 50 2 L0505 L0459 30
M JA976 L1926 74.5 3 384 134 74.5 3 1023 .09 74.5
4 743 L3693 99 4 3387 L3348 99 4 L2518 .22 99
3 26283 . 6233 123.5 3 A6 L4178 123.5 5 08 L3962 123.5
b J4B4 L7434 147 b 3858 .582 147 b S 5T 147
1 8826  .B77% 171.5 l 6874 L6856 171.5 1 J401 L7355 171.5
KCL pH=b SSC An=0.950 KCL pH=6 93C Am=0.925 KCL pH=b S55C Aw=0.900
Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  {S-Soluv Hor as Nro Suv  15-Soluv Horas
0 TE-03 0 0 0 3.86-03 0 0 0 4,6E-03 0 0
! 0534 .04 27 1 L0218 .018 92.5 1 Qe L0812 92.5
2 699 L1629 404.5 2 0726 .0488 262 2 .03 0504 262
N L3851 3401 640 3 A4 A3 456.2 3 A5 L1 45¢.2
4 0298 .5228 883 4 3000 L2963 697.5 4 492 .87 697.5
3 A377 4339 1005.5 B L3963 L3917 1005.5
KEL pH=b 45C Aw=0.950 ) L016 5978 1266
KCL pH=6 45C Aw=0.900
KCL pH=b 45C Aw=0.925
Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  {5-Soluv Horas Nro Suv  {S-Soluv Horas
0 7.3E-03 0 0 0 b.4E-03 0 0 0 8.4E-03 0 0
! 0789 L0716 i 1 L0539 L0495 1] 1 .0382  .0296 44
2 3046 3773 i} 2 <2044 198 N 2 L1788 L1498 9
3 874 .Bb4T 162,37 3 4157 L6693 162,37 3 <3982 L5496 162.37
4 1.0433  1.036 192.5 4 9034 897 192.5 4 7663 L7577 192.5
5 1.2872  1.2799 235 5 10419 1.0355  21&.5 5 L8754 .08 218.5
b

1.005  .9944 235

KCL pH=3 &5C Aw=0.950 KCL pH=3 &65C Aw=0.925
KCL pH=5 65C Aw=0.900
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Nro Suv  {5-So)uv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 1.38-03 0 0 0 4,.46-03 0 0 0 8.6E-03 0 0
| .0242 0169 39.5 { 0219 L0139 39.5 | 0173 8.9E-03 39.5
2 L0612 .0539 11.5 2 0421 .0357 71.5 2 .03t .0225 71.9
3 444 AN 111.83 3 .0723 L0659 111,83 3 . 097 L0484 111.83
[} L3978 .3903 264 4 1314 1295 160.5 4 14226 14 160.5
B . 2062 .1998 24,5 S 125 L1639 214.5
KCL pH=S 40C An=0.950 b .2948 .2084 264 b L 241 L2324 264
KCL pH=5 &0C Aw=0.925 KCL pH=9 60C HAw=0.900
The TR Edew Weras Vo e sl Horas T T —
0 7.3E-03 0 0 0 5.4E-03 O 0 0 B.46-03 0 0
{ .0407 0334 146 { L0335 0271 146 1 L0311 .0225 146
2 4169 1094 312.3 2 0959 0895 32,5 2 .0865 0779 312.5
3 .2299 2226 480 3 .1801 A737 480 3 .1584 .1498 480
4 L4717 .3104 643.5 4 .287 .2806 643.9 4 L2444 .2358 643.5
S . 4057 .3984 Bib S 3744 368 Blé6 S 3373 .3287 8lb
b 4324 .4238 1009
KCL pH=3 SSC Aw=0,950 KCL pH=5 35C Aw=0.925
KCL pH=5 55C Aw=0.900
“Nro Suv  (5-Soduv  Horas “Nro Sawv  {§-Soluv  Horas Nro Suv  (5-Soluv  Horas
0 7.3E-03 0 0 0 b.4E-03 0 0 0 B.6E-03 0 0
1 .0484 L0411 667.5 1 0395 0331 667.5 | .0373 .0287 b67.5
2 .1288 JA215 1388.5 2 1054 .099 1388.95 2 0917 0831 1188.5
3 2573 .29 U79.5 3 21483 .2081 2179.5 3 .1781 L1695 2179.5
4 632 .355¢  2R43.5 4 324 .306 2843.5 4 .2758 2672 2843.5
S AT16 4643 3568.75 S 4329 L4265 3968.7% ) . 3857 SN 3568.75
b .9708 L9633 423% 6 L5324 526 4236 6 .4857 A1 4235
KCL pH=5 43C Aw=0.950 KCL pH=3 45C Aw=0.923 KCL pH=5 45C Aw=0.990
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Nro Suv  {5-Soluy Horas Nra Suv  (5-Soluv Haras Nro Suv  (5-Soluv Horas

0 7.46-03 0 0 0 6.7€-03 0 0 0 6.92-03 0 0

i 0423 .0349 115.73 | .024 0173 115.79 { L0184 0115 115.75

2 1074 .l 216.5 2 . 0554 .0487 216.5 2 L0447 .0378 216.5

I . 2421 .2333 328.5 3 1285 1198 328.5 3 L0919 .085 328.5

4 4402 .4328 41} 4 1966 . 1899 411 4 L1369 A3 411

3 524 .b16b 499.5 ) 3262 3193 499.5 3 L2109 .204 499.5

b 1322 .71248 597.75 b .4560 .4521 997,75 b 3021 2992 597.75
KCL pH=4 &5C Aw=0.930 KCL pH=4 &5C An=0.925 KCL pH=4 &45C Aw=0.900

“Nro Suv  (S-Soluv  Horas “Nro Suv  (S-Soluv  Horas Nro  Suv  (5-Soluv  Horas

0 7.4€-03 0 0 0 6.7E-03 0 0 0 6.98-03 0 )
1 0868 L0794 368 1 L0862 0395 3s8 1 0404 0335 368
2 .2322 .2248 606.5 2 JA161 L1094 608.5 2 0994 0925 608.5
3 3788 3714 800.12 3 L2047  .1%8 800 12 3 753 (1684 800.12
L) 3054 .498 1013 L] J3094 L3027 1013 L <263 2561 1013
S 4105 L6031 1205.5 S L3719 3112 1205.5 S (3525 3456 1205.5
b JJ105 L7031 1448.5 b L4806 L4739 14468B.5 b L4198 L4129 148.5

KEL pi=¢ H0C Aw=0.950 KCL pH=¢ &0C Aw=0,925 KCL pH=4 &0C An=0.900

Nro Suv  (S-Souy Horas N0 Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  1S-Soluv Horas

7.4e-03 0 0

0 0 6.76-03 0 0 0 b.9€-03 0 0
] 0557 .0483 817 | L0344 .0279 617 1 0264 0197 617

2 1658 . 1584 1216.5 2 .0984 .0917 1216.5 2 .081 0741 1216.5
3 L2917 L2843 1694.75 3 L1699 L1632 1494.5 3 BLIE .1342 1694.75
' L3729 L3855 2178 L} 2552 .2485 2118 4 L2167 L2098 2178

3 5025 4931 2634.5 3 . 3286 3219 2634.5 S .20848 21719 2634.5
6 5712 965 3040.5 b L3913 3846 3040.5 6 L3346 L3277 3040.5

KCL pH=4 35C Aw=0.950 KCL pH=4 53C Aw=0.925 KCL pH=4 53C Aw=0.900
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7€-03 0 0
0395 0325 1366 0245  .01B6 1366 L0163 9.IE-03 1366
. .093 2634.5 .059 <0331 2634.5 L0437 L0%67  2634.5

0 703 0 0 0 0
! ! |
2 2 2
3 75 168 4019 3 099 ,0931 4019 3 078 071 019
[ ) '
5 5 5
3 b 3

5.98-03 0 0

<282 2512 SABY 557 L1498 5449 JUS1 L1081 5489
3617 L3547 B190 949,189 7082 612 1542 7082
LA003 L3933 4748.75 L2204 L2195 7560.75 1951  .1BBL  7560.75

KCL pH=4 45C Aw=0.950 KCL pH=4 45C Aw=0,925 KCL pH=4 4SC Aw=0.900
Nro Suv  (5-Soluv Hor as Nro Suv (5-58365" Horas Nro Suv  (5-So0luv Horas

0 bE-03 0 0 0 7.1e-03 0 0 0 S.7E-03 0 0

1 L0418 ,0358 1.5 1 0320 .0257 1.5 1 L0877 .052 {5

2 A322 L1262 16.25 2 199 (1128 16.25 2 L1478 L1428 25

3 L2937 L2133 2,715 3 1824 79 23.75 3 .2985  .2928 39.55

L] 128 L3064 3.5 4 .3083  .3012 3.5 4 LHA25 668 63.63

3 b122 6062 49 5 5126 .5055 40.5 5 L7906, 7849 3.5

6 J447 7387 L) b 65606 L6495 48 .

7 JTAT4 L7603 54.5 SULFATD DE Na  pH=b &40C Aw=0.950

SULFATO DE Na  pH=6 &5C Aw=0.950
SULFATO DE Na pH=b &5C Aw=0.925

Nro Suv  {S-Soluv Horas Nro Suv  (S-So)uy Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas
0 6.76-03 0 0 0 E-03 O 0 0 7.1E-03 0 ]
1 L0467 .04 15 1 L0492 L0432 26.9 | 045 .0389 26.5
2 136 L1089 25 2 JA372 0 L 12 50 2 1243 172 30
N 2513 2044 39,55 3 .2588  .2528 74,5 3 2293 L2222 74.5
4 .J905 ,3838 51 4 3993 L3533 99 4 3401 333 99
5 S 9213 63.63 3 926 .92 123.5 S 4875 L4804 123.9
b .7009 L5942 13.5 b L7079 .7019 147 b oAb L6393 147
7 .8057 .1997 171.9 7 J873 L7602 171.5

SULFATO DE Na  pH=b &0C Aw=0.925
SULFATO DE Na  pH=6 S5C Aw=0.950 SULFATO DE Na  pH=b S55C FAw=0.925



0 5.7E-03 0O 0 0 6.7E-03 0 0 0 8.6E-03 0 0
1 .0381 L0324 92.5 1 0357 .029 92.5 1 L0457 .03N 65
2 0952 .0895 187 2 A377 13 187 2 L1254 L1168 113.5
N A514 L1457 264 3 L2229 252 264 3 2383 .2297 189
U 721 A8 528.67 § 2951 .2884 336.62 4 .408 3994 235
3 ASLE LA 456.2 d 543 3344 280.5
SULFATO DE Na  pH=6 45C Aw=0.950 ) 9942 5875 528.67 b 6253 L6187 328.5
1 94y L7859 401
SULFATO DE Na  pH=b 4SC Aw=0.925 8 .8924  .B838 432.5

SULFATD DE Na  pH=5 S35C Aw=0.925

Nro Suv  (S-Soluy Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Hor as

0 7.5€-03 0 0 0 5.96-03 0 0 0 9.9€-03 0 0

l L0139 6. 4E-03 9.5 i 0621 .0562 8.7% | .0228 L0169 9

2 .0304 .0229 136.5 2 1722 1663 14.83 2 .0972 0913 22

3 .0809 L0734 235 3 3199 14 21.75 3 6l 1532 29.33

L] 1706 1631 335.9 L 10k 9056 30.25 § . 3632 L3973 41.79

5 L0 .299% 449 3 8777 .B718 44.13 3 A3 L4281 49

b 4843 AT68 568.5 b 4605 L4546 §0.25

7 L6189 L6094 568.5 NaCL pH=6 &5C Aw=0.925

8 .1923 .7848 788 NaCl pH=6 &40C Aw=0.925

SULFATO DE Na  pH=4 3535C Aw=0.925

Nro Suv  {S-Soluv Horas Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S5-Soluv Horas
0 A 4E-03 O 0 0 5.96-03 0 0 0 5.9€-03 0 0

] L0429 .0385 22 t 03435 .0286 20.5 | .0429 .057 121

2 1465 1421 45,58 2 .1328 1269 4 2 L1405 s 193

3 J21 3168 12.5 3 .2988 L2929 n 3 L5769 57 380.5
4 . M5 L4407 93.5 L] 459 4531 92 4 L9012 .B953 475.62
S L5658 L6614 116.17 5 L6697 .6638 117 5 1.0413  1.0354 524.75
b 1.0029 ,9985 167.29 b .8957 .8898 143.5

7 1.0944 1,09 189,95 NaCL pH=b ASC Aw=0,925
8 1.2456 1.2412 214 NaCL pH=b 55C Aw=0.925

9 1.306 1.3016  238.25

NaCL pH=6 55C Awz20.950



Nro Suv  (5-Soluv Horas

0 5.86-03 0 0

1 1554 L1496 137.9

2 .3978 .392 210.92

3 .b128 507 305

4 .5008 .895 397.5
NaCL pH=5 55C Aw=0.925

o Suv  (5-Soluy  Horas

0 7.4E-03 0 0

1 0819 0745 115

2 1974 .1902 194

3 3925 L3451 282.5

) .A0BS A0 331.83

S .4832 4758 380.75
6 9997 9923 473.75
SIN HUNECTANTE pH=5 Sa3C

--i;; ------ §Gv (S-Soluy ﬁ;;as

0 2.7E-03 0 0

| .0183 L0156 163.5

2 .0892 .0865 332

3 L1903 L1876 477

4 L2817 .285 656

] 4337 AL 823

b o131 9104 994
NaCL 1N pH=4.75  55C
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Nro Suv  (5-Soluv Horas Nro Suv  (S-Soluv Horas
0 5.8E-03 0 0 0 4,4E-03 0 0

] .0233 0175 331.5 l .0248 L0204 20.5

2 . 0354 .0493 997.5 2 .0932 .0ges 44

3 J127 1069 904.25 3 .2048 .2004 1!

4 2233 275 1343.5 4 302 L2976 92

S Ju9 L3191 1738 5 4698 L4654 117

b 449 LA32 87,5 b 6094 .5052 143.5
NaCL pH=4 55C Aw=0.925 SIN HUMECTANTE pH=b 55C

) Nro -§6v (S-Soluy Horas --i;; Suv i§:§;)uv Horas

0 4.8E-03 0 0 0 SE-04 O 0

1 L0169 L0121 111.5 ] .06 .0395 93.5

2 0307 .0259 194 2 . 2812 .2807 163.9

3 0916 .0868 380.75 3 o114 A1 237

4 . 1304 1456 499.9 4 L7549 L1544 313.5

S 2355 .2307 647.5 S 1.0205 1.02 404

b . 3592 . 3944 814 b 1.1752  1.1047 470

7 4811 4763 1003.5

8 6281 5233 121¢ LiCL 1N pH=4.75 53
SIN HUMECTANTE pH=4 55C

"iFS"" Suv  (S-Soluy Horas ) Nro Suv  (S-Soluv HS;;;--_

0 2€-03 0 0 0 3.26-03 0 0

1 0156 .0136 237 { L0124 9,26-03 237

2 .082% .0806 470 2 .0725 0693 470

3 . 1842 .1822 731.5 3 L1667 1635 731.5

4 . 2688 2648 919 ) .2486 L2454 919

S . 3693 L3673 1159.9 5 . 3395 ATY 1159.5

b 464 462 1428.5 b 32 A4 1428.5
KCL 1M pH=4,75 55C CsCL 1M pH=4.75 53C
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ABSORCICN UV, SOLUCIONES GLUCOSA (0.274 M) - LISINA (0.00484 M)

6LICEROL

AbsD x dil. Horas

.82 192.5

2.36 316.5
4,03 407

6,35 503.5
8.38 582

10.82 676.3

pH=4 S5C Aw=0.925

Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas
.97 2 26.5
1.59 .94 30
2.9 .83 4.5
4,72 1.07 99
6.2 1.31 123.9
7.85 1.38 147
9.63 1.34 171.5

PROPILENGLICOL pH=6 55C Aw=0.925

Nro Abs290 x dil.

AbsD x dil.

Horas

KCL

pH=5 95C Aw=0.925

Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas
.1 .54 90.5 { A5 .25 19
.n 2 185 2 1.1 M 33
9.25 5.25 i 3 .27 .86 51
16.44 10.11 428 4 3.4 1.18 48
2.4 13.46 503 5 4,66 1.46 83
21.42 17.63 593.5 6 6.22 1.3 102
7 7.1 1.46 116
6LICEROL pH=5 35C Aw=0.925

GLICEROL pH=6 55C Aw=0.929

Nro Abs290 x dil. AbsD x dil.

Horas  Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas

1

-t O~ LN e

a7
1.53
2.4
3.93
.84
6.7
8.13

SORBITOL

.25 19 | 1.3 95 817
.58 33 2 83 339 1216.5
.88 51 3 8.31 .84 1594.5
17 58 \ 12.21 9.2 2179
1.28 83 5 15.54 11,65  2634.5
.59 102 6 19.38 .11 3080.5
.76 t1b
KCL pH=4 SSC Aw=0.925
pH=b 55C Aw=0.925
AbsD x dil. Horas Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas
.07 26.5 i .34 .09 2.5
19 50 2 .96 .22 50
.3 74.5 3 1.72 .34 74.5
.38 99 ' 2.3 3 99
Al 1235 5 3.33 39 123.5
A3 W b "0 N RTY)
39 1.5 ? 5.27 A6 1715

KCL

pH=b S5  Aw=0.925

SULFATO DE Na  pH=b S5C Aw=0.923



Nro Abs290 x dil.

|
2
3
4
b}
b

33 A1

1.3 A

2.51 .b
3.86 76

5.35 .0
7.03 a7

NaCL pH=b S5C

AbsD x dil. Horas

17
143.5

Aw=0.925

Nro Abs290 x dil.

AbsD x dil. Horas

(- JBE X I S PR

.26 A2
1.07 .42
2.18 .12
3,02 .87
4.28 td
5.38 L7

SIN HUMECTANTE pH=6 S55C

20.3
“
n
92
17
143.5
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Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas
{ .18 A2 119
2 .48 .28 194
3 1.68 .93 380,75
4 .79 .97 499.5
S 4.35 2.54 647.5
[ 6.67 3.87 Blé
7 9.42 3.38 1003.5
8 12.72 7.4 1219

SIN HUMECTANTE pH=4

55C

Nro Abs290 x dil. AbsD x dil. Horas
1.01 A 111.5
2,19 .81 194
3.9% 1.49 282.5
4,62 1.78 331.83
9.6 2.33 180.73
.n 3.5 473.75

SIN HUMECTANTE pH=5 S55C
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