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WPLYW CZASU, TEMPERATURY I pH NA PRZEBIEG REAKCJI
NIEKTORYCH AMINOKWASOW Z GLIKOZA *

Z Wojskowego Centralnego Laboratorium Sanitarno-Higienicznegoe w Warszawie
WSTEP

Zagadnienie zmian chemicznych nastepujgcych w artykutach zyw-
nosci podczas ich utrwalania badZz przechowywania wigze sie¢ z dzialal-
noscig enzyméw lub zdolnoscig reagowania aminokwaséw z cukrowcami.

Historycznie lgczy sie je z tzw. reakejg Maillarda (1).

Warunki tworzenia sie polgczen aminocukrowych sg przedmiotem ba-
dan zaréwno w technologii produktéw spozywczych, jak i technologii
lekéw (2). Jak dotad nie doprowadzily one do poznania tych nowo po-
wstalych zwigzkéw, ani do jednolitego pogladu na mechanizm i warun-
ki ich powstawania. Zwigzki te majg duze znaczenie higieniczne; wy-
twarzanie sie ich kosztem aminokwaséow i cukrowcow wigze sie ze
zmniejszeniem wartoSci biologicznej produktéw spozywczych. Wedlug
jednych autorow reakcja Maillarda przebiega z réwnoczesnym tworze-
niem sie brunatnego zabarwienia (1, 6), inni natomiast sg przeciwnego
zdania (3, 4). »

Tworzenie sie komplekséw aminocukrowych nastepuje nie tylko
w produktach wysoko biatkowych, lecz takze i w tych, ktére zawierajg
znikome iloéci zwiazkéw aminowych, jak np. w sekach owocowych,
koncentratach warzywnych (5) i innych. W niektérych przypadkach
reakcja Maillarda korzystnie wplywa na cechy organcleptyczne pro-
duktéw spozywcezych na skutek wytwarzania sie charakterystycznego
zapachu { barwy np. przy wypieku pieczywa, badz paleniu kawy (5).
W innych przypadkach zmiany te sa bardzo niekorzystne, jak w mleku
w proszku (8), poniewaz towarzyszy im nieprzyjemny zapach i posmak
rybi, brunatnienie proszku oraz zmniejszenie rozpuszczalno$ci wraz ze
wzrostem mocy redukcyjnej (26), a ]ednoczesnle obnizenie wartosci
biologicznej tego produktu.

CZESC TEORETYCZNA

Istniejg dwa zasadnicze poglady na mechanizm reakeji Maillarda:
pierwszy uwzglednia tworzenie sie¢ kompleksé6w na drodze chemicznej,
drugi na drodze enzymatycznej. Zdania co do ich budowy sg podzielone.

Reakcja najprawdopodobniej przebiega etapami: nastepuje laczenie
sie grup aldehydowych cukrowcow z grupami amidowymi, imidowymi
1 aminowymi, a nastepnie lgczg sie produkty ich rozpadu. W celu wy-

* Praca referowana na posiedzeniu Podsekcji Badania Zywno$ci III Nauko-
~<wego Zjazdu Farmaceutycznego w Gdansku 23.1X.1958 r.




24 M. Nikbnorow, H. Przybifiska-Karpitiska Nr 1

jas$nienia mechanizmu, kondensowano aldehydy octowy i mrowkowy ze
zwigzkami zawierajqcymi grupy iminowe i aminowe (7,8) i wykazano,
ze grupy iminowe reaguja z jedna czasteczkg aldehydu aminowe z jed-
ng badZ dwiema czasteczkami. .

W reakcji aldehydéw z biatkiem nie jest to takie proste. By¢ moze
tworzg sie mostki metylenowe pomiedzy grupami iminowymi, a ré6znymi
grupami polarnymi. Poczagtkowo wytworzonym polgczeniom przypisy-
wano budowe zasad Schiffa — N=CH:. Wg Heintzego (9, 10) konden-
sacja cukréow redukujgcych z aminami przebiega w stosunkach $cisle
molarnych z wytworzeniem bezposrednio glikozaminy. Inni jeszcze
sadza, ze glikozaminy tworzg sie poprzez zasady Schiffa, chociaz nie
zostaly one wyodrebnione w czasie reakeji brunatnienia nieenzyma-
tycznego.

W pierwsze] fazie reakcji Maillarda obserwowano absorpcje w ultra-
fiolecie bez zmiany barwy; przypuszcza sie, ze nastepuje tutaj laczenie
sie grupy aldehydowej cukrowca z aming, wydzielenie wody i utwo-
rzenie sie glikozaminy poprzez zasady Schiffa. Druga faza reakeji prze-
biega z wyraZng zmiang zabarwienia i wiekszg absorpcja w ultrafiole-
cie. Tworzg sie podwdjne wigzania z powodu dehydratacji cukréw oraz:
wydziela sie COz2 z aminokwasu po skréceniu lancucha, powstaje wow-
czas aldehyd ubozszy o 1 atom wegla. Polgczenia melanoidowe powstate
w temperaturze nizszej wytwarzaja mniejszg ilos¢ CO:z niz te, ktére
powstajag w temperaturze wyzszej. W trzeciej fazie tworzenia sie kom-
plekséw melanoidowych, nazywanych tak przez Maillarda, a nastepnie
wyodrebnionych przez Amblera (12), charakterystyczne jest tworzenie
sie zwigzkéw barwnych, fluoryzujgcych, nienasyconych zdolnych do
kondensacji aldolowej, pohmeryzacp aldehydéw i amin i do tworzenia
zwigzkoéw azotowych w pierscieniu heterocyklicznym.

‘Stosunkowo dobrze zbadano mechanizm reakeji glicyny z glikozs.
Badania z weglem rad1oaktywnym (14, 15) doprowadzily do wniosku,
ze w wyniku kondensacji ghcyny i glikozy powstaja trzy grupy zwiaz-
kéw, z ktérych jedne reaguja z ninhydryna, drugie z fenylenodwuami-
ng, trzecie natomiast fluoryzujg. Wprowadzajac wegiel radioaktywny
raz do glicyny, a raz do glikozy stwierdzono, ze gléwny sktadnik roz-
dzielony na kolumnie chromatograficznej byt produktem kondensacji
gli‘cyny i glikozy w stosunku molarnym 1 :1, oprdocz niego wyodrebnio-
no jeszcze na chromatogramie caly szereg innych skladnikéw blizej
niescharakteryzowanych.

Sama budowa polaczen nie jest znana. Przypuszcza sie, ze s3 to po-
lgczenia o budowie N-glikozydéw, ktére poprzez odwodnienie i cykli-
zacje daja pochodng 5-hydroksymetylofurfuralu badZz tez, ze sa to po-
laczenia peptydowe. Lawrance, Iacobellis i Smith (16) wysuneli ten
ostatni wniosek na podstawie badan chromatograficznych. Otrzymali
ni, po autoklawowaniu sztucznych peptydéw z glikoza, na chromato-
gramie obok plam aminokwasu i cukru jeszcze jedng plame wybarwia-
jaca sie takze ninhydryng. Mechanizm tworzenia sie komplekséw ami-
nokwasowo-cukrowych na drodze enzymatycznej jest takze przedmio-
tem obszernych badan i dyskusji. W reakcji tej biora udzial enzymy
utleniajace:. askorbinazy, peroksydazy, polifenolazy i cytochromooksy-
dazy. Substratami enzyméw biorgeych udzial w reakeji brunatnienia sg
takze substancje taninowe malo jeszcze zbadane.
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Przypuszcza sig, ze w brunatnieniu enzymatycznym w sokach owo-

cowych tworzy sie trdjczasteczkowy kompleks miedzy enzymem, sub-
stratem, a czynnikiem utlenlancym (10).
- Duzg role w tworzeniu sie nowych niezbgdanych polaczen przypisuje
sie wilgotnosci, $§rodowisku i temperaturze. I tutaj zdania sie podzielo-
ne. Lea i White oraz inni (8, 20, 21) przeprowadzali badania nad sprosz-
kowanym mlekiem zawierajacym 2,8; 4,7 oraz 7,8% wilgoci. Uderzajacy
cechg wynikéw jest duza szybkosé¢ psucia sie mleka przy wyzszej wil-
gotnosci. Stwierdza sie wéwcezas obnizenie jego wartosci biologicznej.
Mleko paczkowane nawet w atmosferze azotu traci czes¢ aminokwasdw.
Przechowywano takze odparowane mleko przez dwa lata przy 49 389
oraz w temperaturze pokojowej; przy koncu pierwszego roku skladowa—
nia stwierdzono w mleku przechowywanym w temperaturze 38° tylko
niewielkie ilosci strat aminokwas6w: tryptofanu, lizyny, argininy i histy-
dyny. W mleku przechowywanym w temperaturze 49 nie stwierdzono
strat aminokwaséw po dwu latach, zas w mleku, ktore przechowywano
w 38° straty aminokwas6w byly bardzo znaczne: 12%o tryptofanu, 29%
lizyny, 29%0 histydyny i 28%, argininy. Innego zdania sg Schroeder,
Iacobellis i Smith (1c).

CEL PRACY

Celem pracy bylo ustalenie w jakich warunkach straty aminokwa-
sow i glikozy sg najwigksze i czy jest mozliwa ocena tych strat na pod-
stawie stwierdzenia obecnosci nowych zwigzkéw wytworzonych na sku-
tek reakeji aminokwaséw z glikozg. Jako kryteria jakoSciowe oraz ilos-
ciowe reakcji przyjeliSmy obecnos¢ nowo otrzymanego zwigzku potwier-
dzonego metodg chromatografii bibulowej oraz oznaczenie ubytku azotu
aminowego i glikozy.

CZESC DOSWIADCZALNA

Do badan uzyliSmy 4 aminokwasy uwzgledniajac ich charakter,
z jednoamino-jednokarboksylowych ghcyne i a-alanine, z jednoamino-
dwukarboksylowych kwas glutammowy i z dwuamino-jednokarboksy-
lowych — lizyne.

METODYKA

Molarne zbuforowane roztwory aminokwaséow i glikozy przygotowano
w nastepujacy sposéb: odwazki a-alaniny i glikozy, kwasu glutamino- .
wego i glikozy, glicyny i glikozy, w stosunku 1:1, a lizyny i glikozy
w stosunku 1:10 rozpuszczono w 50 ml ptynéw buforowych uprzednio
doprowadzajac pH do wartosci 5,2; 7,0 i 8,2. Aminokwasy pochodzilty
ze Stalinogrodzkiej Podhurtowni Odczynnikéw. Glikoza odpowiadala
warunkom FP II. Jako plyny buforowe stosowano roztwory: cytrynianu
dwusodowego (pH = 5,2), fosforanéw (pH = 7) i boraksu (pH = 8,2).”

Postugujgc sie znanymi iloSciami aminokwasow 1 glikozy ubytek
azotu aminowego oznaczaliSmy metodg Van Slyke’a, a ubytek cukru
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poczatkowo metoda = Hagedorna-Jensena, a w dalszym ciggu pracy
z wielko$ci plam na chromatogramie.

W badaniach wstepnych oznaczono w roztworach poszezegdlnych
aminokwasow zawarto$¢ azotu aminowego metoda Van Slyke’a i te war-
to$é, a nie teoretyczng (100%) przyjeto.jako punkt wyjsciowy w ozna-
czeniach ilosciowych. Przekonano sie rowniez, ze w temperaturze po-
kojowej oraz po ogrzaniu do wrzenia i natychmiastowym schlodzeriu
mieszanin poszczegdélnych aminokwaséw z glikoza nie nastapit ubytek
azotu aminowego.

Ogrzewajac poszczegolne proby do wrzenia pod chlodmca, zwrotng
.zaobserwowano, ze ubytek azotu aminowego ustalil sie juz po trzech
godzinach. Przy dalszym ogrzewaniu ubytek ten byl juz niewielki.
W zwiazku z tym przyjeto w pracy ogrzewanie trzygodzinne dla jedne-
go szeregu doswiadczen, natomiast w drugim przyjeto temperature
i czas (117° i 15 minut) stosowang podczas wyjalawiania kondensowa-
nego mleka.

Oznaczenie zawartosci azotu aminowego i glikozy wykonywano po-
stugujac sie roztworem podstawowym, przygotowanym w nastepujgcy
sposbb: z ogrzewanych roztwordéw poszczegdlnych aminokwasow i gli-
kozy pobierano pipetg po uplywie 1,2 i 3 godzin po 5 ml ptynu i uzupel-
niano w kolbie miarowej do objetoSci 50 ml. Zawarto$¢ azotu amino-
wego 1 glikozy oznaczano w dwodch rownoleglych prébach pobranych
z roztworu podstawowego. Jednoczesnie wykonano w ten sam sposéb
oznaczenia zawarto$ci azotu aminowego i glikozy w roztworach amino-
kwaséw i glikozy, ogrzewanych oddzielnie w tych samych warunkach.

Do badan chromatograficznych na obecnosé zwiazkéw wytwarzaja-
cych sie w wyniku reakcji aminokwaséw z glikoza oraz w celu ustale-
nia ubytku aminokwasu i glikozy uzywano roztwordéw po 3 godzinnym

Tab e‘1 a I
, pH Zawaro5¢ azotu |
Ilo$é¢ uiy- aminowego .
tyeh amino- Uzyttek
Badane zwigzki kwasow przed po przed po azoiu
. i glikozy v:elgi)n\?v-%
S w molach autoklawowaniu autoklawowaniu
w %
1| Glicyna 1:10 8,2 8,2 102,6 100,3 2,3
2| Glicyna-glikoza 1:1 8,2 7,9 102,6 88,5 14,1
3| Glikoza 0:1 8,2 8,0 — _ —_
4| Alanina 1:0 82 | 82 101,7 99,8 1,9
5| Alanina-glikoza 1:1 8,2 815 | 101,7 83,0 18,7
6| Lizyna 1:0 82 8,15 95,2 91,1 4,1
7| Lizyna-glikoza 1:10 \‘ 8,2 7,0 95,2 59,6 35,6
8| Kw. glutaminowy 1:0 | 82 7,8 100,8 98,1 3,7
Kw. ‘
9 glutam.-glikoza 1:1. 8,2 7,6 100,8 75,5 26,3
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Tabela II
H Zawartos¢ azotu
Ilo§é uzy- P aminowego Ubvtek
tych amino- az}:)tu
Badane zwigzki kwasow przed po przed po amino-
a i glikozy ~—|wego W %
€ w molach autoklawowaniu autoklago;vamu
1! Glicyna 1:0 7,0 7,0 102,6 99,5 3;1
2| Glicyna-glikoza 1:1 7,0 7,6 102,6 96,5 6,1
3| Glikoza 0:1 7,0 6,8 - - -
4| Alanina 1:0 7,0 7.1 101,7 90.8 1.9
6| Alanina-glikoza 1:1 7,0 6,9 101,7 97,5 4,2
5| Lizyna 1:0 7,0 7,0 95,2 94,4 0,8
7! Lizyna-glikoza 1:1 7,0 7,3 95,2 85,6 9,6
8| Kw. glutaminowy 120 7,0 7,0 101,8 101,6 0,2
Kwas k
9 glutam.-glikoza 1:1 7,0 7,0 101,8 99,8 10,0
Tabela III »
z tosé t
\ pH SAMINOWEED
IloSé uzytych d ! red l 1;&;};‘;3&:
Lp.| Badanie zwiazki ami”éﬁivg;;ow prze po. prze po_ amino-
w molach autoklawowaniu | autoklawowaniu W‘:g?y
1| Glicyna . 1; 0 5,2 5,1 102,6 104,0 —_
2 | Glicyna-glikoza 1; 1 5,2 5,3 102,6 99,4 3,2
3| Glikoza _ 0; 1 5,2 5,2 — — —_
4, Alanina - 1; 0 5,2 5,3 101,7 98,9 2,8
1
5| Alanina-glikoza 15 1 5,2 5,3 101,7 92,6 9,1
6| Lizyna 1; 0 5,2 5,1 95,2 90,3 4,9
71 Lizyna-glikoza 110 5,2 5,1 95,2 7,1 18,1
8| Kw. glutaminowy 1; 0 5,2 5.2 101,8 100,0 1,8
9| Kwas
glutam.-glikoza 1; 1 5,2 5,2 101,8 92,1 9,7

ogrzewaniu. Zastosowgno metode chromatografii wstepujacej w ukta-
dzie n-butanol, kwas octowy, woda w stosunku 4:1:5 przy uzyciu bi-
buly Whatman nr 1. Chromatogram rozwijano 22 godziny w komorze
uprzednig nasyconej. Dla kazdego aminokwasu przygotowano dwa chro-
natogramy. Na jeden z nich nanoszono mikropipeta roztwér odpowia-
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dajacy 25 mikrogramom aminokwasu z glikoza oraz samego aminokwa-
su, na drugi za$ roztwoér aminokwasu z glikozg w iloSci odpowiadajacej
25 mikrogramom glikozy i samej ogrzewanej glikozy. W pierwszym
przypadku chromatogram wybarwiano 0,1%/0-owym acetonowym roz-
tworem ninhydryny i umieszczano w suszarce w temperaturze 100° na
okres 3 minut do wystapienia fiotkowych plam. Drugi chromatogram
wybarwiano roztworem szczawianu aniliny*. Z -prébami ogrzewanymi
w autoklawie postepowano w ten sam sposoéb.

* (1,66 g kwasu szczawiowego, 0,93 g amhny razpuszczono w 100 ml n-butanolu
nasyconego wodg. Chromatogramy po spryskaniu umieszczano w suszarce w temp.

105°

na okres 10 min.).
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WNIOSKI

1. Sposrod trzech zbadanych parametrow, najwiekszy wplyw na prze-
bieg reakcji aminokwasu z glikozg ma odczyn $rodowiska i temperatura.
Czas- trwania reakcji nie ma wplywu istotnego. Wprawdzie podczas
15 minutowego ogrzewania w temp. 117° ubytek azotu aminowego na-
stepuje zaréwno w s$rodowisku alkalicznym obojetnym, jak i w kwas-
nym, jednak jest on najbardziej zaznaczony w srodowisku alkalicznym.

2. Ocena strat na podstawie chromatograficznego stwierdzenia obec-
nosci nowych zwigzkéw jest mozliwa jedynie w poszczegdlnych przy-
padkach, poniewaz nie zawsze réwnolegle z ubytkiem azotu aminowego
mozna je wykryé. Obecno$¢ nowych zwigzkdéw stwierdzono jedynie
w wyniku reakeji glicyny i lizyny z glikozg w $rodowisku alkalicznym
oraz lizyny =z glikozga w S$rodowisku obojetnym podczas ogrzewania
w autoklawie.

M. Hukxonopos X INMmuobwubpcrka-Kapnuubcka

BJIUIHUE BPEMEHW, TEMIEPATYPBI U pH T10 OTHOIIEHHIO K PEAKLIHMAM
HEKOTOPBIX AMHMHOKHUCJ/IOT C IVIIOKO30W

CogepxaHnue

XuMuueckye TiepeMeHbl BHICTYNAIOLME B DHIIEBHIX NOPOAYKTaX BO BPEMS XDaHCHUS
BLISICHSIIOT ~OeHCTBHEM 3IH3MMOB, a TaKkKe CIOCOGHOCTBIO aMHHOKUCJAOT pearupoBaTh
c caxapatamy. Peaxkuuy 3T ouenb wacTO TMPHHATO Ha3blBaTh — peakuuelt Maillarda.

BosHHKHOBeHHe B [MINEBBIX INPOAYKTAX COCAMHCHHI aMUHOKHCJAOT C caxapaTaMmy
YMeHbUIAT HX OHOJOTHUECKYI0 M IUTATENbHYIO CTOUMOCTb; HallpHMep B  MOJIOUHOM
HOpOMIKC M3MEHSIeTCH TAKKe OpPraHoJenTHHECKHe CBOHCTBA.

CyuIecTBYIOIIME 0 CUX [OP WCCJETOBAHMS 3TUX COeNMHEHUHA HE BBIACHUAU CTpOEHWS,
2 Takxke HeT oflle TIPUHATOIO B3rNAfa Ha MEXaHH3M H YCJOBHUsS KX 00Da3oBaHHS.

YuurbiBasi XMMHYECKHE CBOHCTBA AMHUHOKHCIOT WCCACAOBAHO OOGCTOATENBCTBA, KOTOphIE
CTIOCOBCTBYIOT XUMMYOCKHM COCRMHEHUSM TIJIMNIMHA, AaJaHHHA, JM3HHA M TJIOTAMHHOBOM
KHCJOTBI ¢ TIJoKo3oH. Peaxuuio nposesin B KHCJIOH, HeATpanbHOU M UIETOYHOH cpejax.

Y6HTOK aMUHOKUCHOT onpeieneno MerojqoM Van Slyke’'a (xonnHuccTBo AMUHOBOIO
a30Ta), a TakKe XpoMaTorpaduueckH (BeJHUYMHA N5THA). YOBITOK I/I0KO3a OUPELRVICHO
xpomatorpacduueckn. Ha xpomartorpammax BHAHB OBUIM, B CcJyyae TIPHCYTCTBHSI NH3HHA
¥ TJIMUMHA, HOBBIC COGAMIEHUS BO3HUKIUHE KaK pe3yabTaT PeaKUMH aMHHOKHCJIOT ¢ IJIO-
KO301.

M. Nikonorow, H. i?rzybiriska-Karpiﬁska

INFLUENCE OF TIME, TEMPERATURE AND pH ON THE COURSE
OF REACTION OF SOME AMINOACIDS WITH GLUCOSE

Summary
Chemical changes that occur in foods when preserved or stored can be explained

‘by an action of enzymes or by an ability of aminoacids to react with carho-
hydrates. They are sometimes called Maillard’s reactions.
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Formation of joinings of aminoacids and carbohydrates in foods brings about
the decrease in their biological nutritional value and the changes in their
apparent properties as in powdered milk, c. g. The studies of these compounds
up to now did not permit to fini their structure and to form a unique opinion
about the mechanism and conditions of their formation. Taking into account
the chemical properties of aminoacids we studed in what conditions are formed
the joinings of glycine, alamine, lysine and glutaminic acid with glucose. The
reaction was performed in acid, neutral and basic environments. Decrease of
aminoacids was determined by the Van Slyke’s method from the amount of
amino-nitrogen and by the chromatographic method from the sizes of the spots.
Decrease of glucose was determined chromatographicly. In cases with lysine
and glycine some new compounds appeared on a chromatogram that were formed
in the reaction of aminoacids with glucose.
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