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WPLYW ZAWARTOSCI WODY NA INTENSYWNOSC REAKCJI
NIEENZYMATYCZNEGO BRAZOWIENIA®

Celem pracy zaprezentowanej w artykule bylo zbadanie wplywu zawartosci wody na intensywnos¢ przebiegu reakcji nieenzymatycz-
nego brgzowienia. Reakcje przeprowadzano ogrzewajgc wodne roztwory lizyny z ryvbozg w 100°C, o pH poczqtkowym 4 oraz 5,6.
Stopien brgzowienia badano po roznym czasie reakcji, mierzqc absorbancje przy 320 i 420 nm. Przeprowadzone badania wykazaly,
ze podczas ogrzewania roztworow wodnych lizyny z rybozq ubytek wody nie mial wplywu na intensywnosc przebiegu reakcyi.

WSTEP

Jednym z czynnikéow warunkujacych przebieg reakcji
nieenzymatycznego brazowienia podczas obrobki termicznej
zywnosci jest aktywnos¢ wody (a ) [7, 8]. Wptyw a_ na inten-
sywnos¢ brazowienia badato w ostatnich latach wielu autoréw
uzyskujac réozne wyniki do§wiadczen. Manzocco i Maltini [8]
prowadzili reakcje glicyny z glukoza w celu zbadania procesu
witryfikacji (punktu zeszklenia) zwiazkow Maillarda. Reakcje
przeprowadzali w ciggu 24 godzin w 90°C w zakapslowanych
wialkach. W jej wyniku aktywno$¢ wody zwickszyla si¢
podczas procesu z 0,92 do 0,95 po 24 godzinach ogrzewania,
co bylo wynikiem wydzielania si¢ czgsteczek wody na skutek
kondensacji produktow reakcji. Badacze stwierdzili, ze przy
niskim udziale wody w $rodowisku, woda powstajaca w wy-
niku reakcji moze dziata¢ jak czynnik plastyfikujacy powo-
dujac tzw. ,,zeszklenie” reagentéw. Ma to istotny wplyw na
dalsze przemiany chemiczne zachodzgce w takich warunkach.
W stanie zeszklenia przebieg reakcji chemicznych jest uza-
lezniony od mozliwosci dyfuzji czasteczek reagentow. Ich
mobilno$¢ jest spowolniona i reakcje chemiczne moga nie
zachodzi¢ [11]. Autorzy podali, Ze takie zjawisko moze miec¢
miejsce wlasnie w przypadku reakcji Maillarda, poniewaz
sa one Scisle uzaleznione od dyfuzji reagentéw. Schebor i in.
[11] przeprowadzili do$wiadczenie, ktore udowodnito, ze
w warunkach temperatury zeszklenia reakcje chemiczne sa
znacznie spowolnione (materiat jest stabilny pod wzgledem
chemicznym). Natomiast w mieszaninie, ktora znajduje si¢
w formie gumy (stan ponizej temperatury zeszklenia), naste-
puje skurcz i reakcje Maillarda zachodza gwaltownie. Bell,
Burin i in. [2, 5] stwierdzili, ze stan gumy istnieje ponizej
i powyzej temperatury zeszklenia. Autorzy wyjasnili to zja-
wisko tym, ze powyzej temperatury zeszklenia, material
szklisty staje si¢ miekki, spada jego lepkos¢ i wzrasta jego
mobilnos¢. Mobilnoé¢ czasteczek wzrasta wraz ze wzrostem
temperatury az do uzyskania temperatury zeszklenia (kiedy
to maleje), a powyzej temperatury zeszklenia mobilno$¢ cza-
steczek ponownie ro$nie nawet 100 krotnie [2].

Bell [3] podat za innymi autorami, ze bragzowienie naj-
szybciej zachodzi przy a_ od 0,5 do 0,8, w przypadku sub-
stancji w formie statej. W takich warunkach zachodzi do-
datkowo plastyfikacja, co ma znaczacy wplyw na szybkosé¢
brazowienia (zmniejsza si¢). Riickold i in. [10] podali, ze
nieenzymatyczne bragzowienie wykazuje maksimum przy
a 0,7 i zmniejsza si¢ podczas suszenia.

Z podanego powyzej krotkiego przegladu pismiennictwa
wynika, ze reakcje nieenzymatycznego brazowienia sg nie
tylko skomplikowane pod wzgledem chemicznym, ale tak-
ze nalezy badaé zjawiska fizyczne, ktore zachodzg w tym
samym czasie i maja wplyw na reaktywno$¢ sktadnikow
srodowiska [4]. Podczas studiowania zjawiska nieenzyma-
tycznego brazowienia, nasuwa si¢ pytanie, jaki wplyw ma
ubytek wody na intensywno$¢ przebiegu reakcji Maillarda,
wykorzystujac nie ,,suche” reagenty (jak robi to wigkszos¢
badaczy), ale roztwory wodne. Aby uzyskaé¢ odpowiedZ na
nie, przygotowano roztwory lizyny z ryboza, a nastgpnie
poddano je reakcji w 100 °C, prowadzac proces w szczelnie
zamknietych 1 otwartych wialkach reakcyjnych.

CEL | ZAKRES PRACY

Celem przeprowadzonych badan byla analiza wplywu
ubytku wody na zawarto$¢ posrednich i koncowych
produktéow reakcji nieenzymatycznego brazowienia. Za-
kres pracy polegat na sporzadzeniu mieszanin roztworow
lizyny i rybozy o pH 4 i 5,6, oraz na przeprowadzeniu reakcji
nieenzymatycznego brazowienia.

MATERIAL | METODYKA

Odczynniki: L-lizyna (producent Sigma, czystos¢ >98%,
TLC), D-ryboza (producent SAFC Supply Solution, czystos¢
>97%), bufor fosforanowy (pH 4, Na,HPO,CHO xH,0,
Producent Chempur), kwas octowy (producent Fluka), woda
dejonizowana.

Sporzadzono wodne roztwory L-lizyny i D-rybozy o ste-
zeniu 0,IM. Nastgpnie przygotowano z nich mieszaniny
reakcyjne w stosunkach objetosciowych 1:1. W roztworach
doprowadzano pH do wartosci 4 kwasem octowym, nato-
miast do wartosci 5,6 - buforem fosforanowym. Roztwory
poddano reakcji w temperaturze 100°C w piecu (Binder 115).
W mieszaninach poreakcyjnych badano objetos$¢ i absorbancje
przy dlugosci fali 320 i 420 nm (spektrofotometr - Shimadzu
1800). Odpowiadalo to posrednim i koncowym produktom
reakcji nieenzymatycznego brazowienia powstajacym na
poszczegodlnych etapach reakcji.

Z roztworéw o pH 5,6 przygotowano dwie grupy probek:
jedna grupe probek szczelnie zakapslowano (probki byty
zamknigte uszczelka teflonowa i aluminiowym kapslem),
druga grupe probek ogrzewano bez zamknigcia (byly zakryte
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folig aluminiowa). Probki natychmiast po reakcji byty schta-
dzane w lodzie. Podczas ogrzewania probek o pH 4 skrocono
czas reakcji z 250 do 135 minut, poniewaz tendencja zmian
ubytku wody i absorbancji byly podobne jak przy pH 5,6.
Jednoczesnie byt to moment, w ktérym w roztworach o pH 4
uzyskano maksymalng warto$¢ absorbancji przy dlugosci
fali 320 nm.

Wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujac
program Statistica 8,0.

OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Wyniki doswiadczenia zamieszczono narys. 1, 21 3.
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Rys. 1. Zmiany zawartosci plynu podczas przebiegu reakcji
lizyny z ryboza w 100°C i przy pH poczatkowym rea-
gentow rownym 4 oraz 5,6; rysunek obrazuje roznice
w objetosci mieszanin poreakcyjnych ogrzewanych
w wialkach szczelnie zamknigtych i otwartych.

Analiza wariancji ANOVA wykazata istotne roznice
(p<0,05) w objetosci reagentéw, gdy reakcje przeprowadzano
w wialkach szczelnie zamknietych, kapslowanych bezpo-
$rednio po procesie i kapslowanych dopiero po schtodzeniu.
Wynik eksperymentu byt jednakowy dla obydwu warto$ci
pH. Kolejne badania dotyczyty analizy réoznic w warto$ciach
absorbancji mierzonych przy dtugosci fali 320 1 420 nm.
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Rys. 2. Zmiany absorbancji zanotowane przy dtugosci fali
320 nm w mieszaninach poreakcyjnych lizyny z rybo-
za w roznych warunkach przeprowadzania procesu:
w szczelnie zamknigtych wialkach (kapslowane)
oraz w wialkach niekapslowanych (zakrytych folia
aluminiowg) (otwarte).
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Rys. 3. Zmiany absorbancji mierzone przy dlugosci fali 420
nm w mieszaninach poreakcyjnych lizyny z ryboza
w roéznych warunkach przeprowadzania procesu:
w szczelnie zamknigtych wialkach (kapslowane) oraz
w wialkach niekapslowanych (zakrytych folig alu-
miniowa) (otwarte).

Na podstawie analizy wariancji ANOVA stwierdzono, ze
pomimo istotnych zmian objetosci reagentow (i ubytku wody)
nie bylo istotnych statystycznie zmian (p>0,05) w absorban-
cji mierzonej zaréwno przy 320, jak i 420 nm. Dotyczylo
to zarowno do$wiadczenia przeprowadzonego w pH 5.6,
jak i w pH 4. Aktywno$¢ wody (a ) wptywa na rézne tempo
brazowienia, ale w wigkszo$ci przeprowadzanych wczesniej-
szych eksperymentéw stosowano rézng startowg zawartos¢
wody Gogiis i in. [7] lub prowadzono reakcje stosujac reagenty
odwodnione. Wowczas a , przy pozostatych parametrach
reakeji statych, byta podstawowym czynnikiem wplywajacym
na jej przebieg. Rézna poczatkowa zawartos¢ wody powo-
dowala, ze reakcje zachodzily w rézny sposéb w poszczegél-
nych warunkach i wedtug réznej kinetyki. Jezeli poczatkowa
zawarto$¢ wody byta podobna (biezace doswiadczenie), to
w przebiegu reakcji nie zanotowano roznic, tym bardziej,
ze w wyniku reakcji Maillarda jednym z posrednich produk-
tow reakcji jest woda, ktéra czeSciowo moze réwnowazy¢
jej ubytki w $srodowisku. Manzocco 1 Maltini [8] podali, ze
z jednego mola glukozy moga powstawac¢ trzy mole wody
gdy reakcja przebiega w $rodowisku kwasnym. Podobnie
Céammerer i Kroh [6], ktérzy wczedniej badali elementarny
sktad melanoidyn stwierdzili, ze podczas ich powstawania
wydzielajg si¢ trzy mole wody na kazdy mol wbudowywa-
nych w melanoidyny zwigzkéw karbonylowych.

Podsumowujac powyzsze informacje mozna podjac pro-
be wyjasnienia zjawisk chemicznych i fizycznych, majacych
miejsce podczas reakcji lizyny z ryboza prowadzonej w szczel-
nie zamknietych i niezamknigtych naczyniach. Poczatkowa
zawarto$¢ wody we wszystkich probkach byta podobna, a ich
pH oraz temperatura reakcji byly niezalezne od tego, czy
wialki byly zamknigte, czy nie. Poniewaz stezenie reagentow
byto niewielkie, to aktywnos¢ wody mieszaniny byta bliska 1.
Podczas przebiegu reakcji czgs¢ wody z wialek niezamknie-
tych odparowywata (rys. 1.), ale nie wptywato to na kinetyke
przebiegu reakcji poniewaz warto$¢ a  byla wcigz wysoka,
a jednoczesnie tworzyly si¢ nowe czgsteczki wody. Dlatego
nie nastgpowatly istotne statystycznie zmiany w absorbancji
charakteryzujacej zaréwno zawarto$¢ posrednich, jak i kon-
cowych zwigzkdéw reakcji. Taka sytuacja trwata przez catly
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czas przebiegu reakcji w temperaturze 100°C, co potwierdzity
wyniki doswiadczenia. Uzyskane wyniki mozna przenies$¢
na reakcje prowadzone w temperaturze wyzszej, ale prawdo-
podobnie tylko do punktu bliskiego i rownego temperaturze
zeszklenia, poniewaz wowczas gwattownie zmniejsza si¢ a,
w $§rodowisku. Przy niskiej zawartosci wody i nieograni-
czonej mobilnosci czasteczek (gdy nie nastapi jeszcze punkt
zeszklenia hamujacy reakcje chemiczne), przemiany moga
zachodzi¢ szybciej niz nastepowalyby w uktadzie, gdyby
wody w $rodowisku bylo wigcej. Z drugiej strony istnieje
poglad, ze jezeli w uktadzie znajdujg si¢ polimery i ich za-
warto$¢ jest duza, ogranicza to mobilno$¢ reagentdw i hamuje
szybkos$¢ przebiegu reakcji (Mustapha i in., [9]. Dodatkowo
Vaikousi i in. [12] podali, ze brazowienie nie ma bezposred-
niego zwiazku z aktywnoscia wody, ale raczej z zawarto$cia
wody i jej forma — stopniem zwigzania z reagentami. Badacze
ci analizowali wptyw wysokoS$ci temperatury, wartos$¢ a
1 stezenie reagentdw na stopien brazowienia soku jabtkowego.
Wyniki ich badan wykazaty, ze bezposredni wplyw na tem-
po brazowienia miata wysoko$¢ temperatury oraz poczatkowa
zawartos¢ reagentow — nie sama warto$¢ a_. Podobne wyjas-
nienia podali Acevedo i in. [1]. Dlatego wptywu aktywnosci
wody na zmiany intensywnosci reakcji nie mozna interpreto-
wac¢ jednoznacznie.

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze ubytek wody podczas reakcji wodnych roztworow lizyny
z ryboza nie wptywat istotnie statystycznie na wartosci absor-
bancji mierzonej przy dlugosci fali 320 1 420 nm.

2. Zmiany zawarto$ci wody mozna poming¢ jako czynnik
wplywajacy na reakcje nieenzymatycznego bragzowienia jezeli
bada sig¢ to zjawisko w srodowiskach o znacznej wilgotnosci.
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WATER CONTENT INFLUENCE ON
NONENZYMATIC BROWNING REACTION
INTENSITY

SUMMARY

The purpose of the study was to analyse the effect of water
content on intensity of non-enzymating browning reaction.
Reaction took place during heating at 100°C water solution
of lysine and ribose, initial pH 4 and 5.6. Browning stage
were measured after different reaction time in the wave-
length 320 and 420 nm. Completed analyses demonstrated
water decrease did not influence on intensity of browning.



