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INTRODUCEO

0 mecanismo da reagac de escurecimento gue snvolve compostes amina
dos, livres ou =m proteinas, e agﬁcares redutores tem sido investi
gado desde as cbservagoes originails publicadas por L. €. Maillard

em 191Z.

0Os possiveis efeitos fisioldgicos e nutricionais da reacao de
Maillard, como tambén a sua participagéo no degenvolvimento de cor
e na formagao de aromas em alimentos, t&m estimulado novas pesgui

sas nesse campo.

Grande parte da literatura gue trata do mecanismo e da velocidade
dessa reagao & controvertida, situagidc esta decorrente da ﬁtilizam
gao, por diferentes autores, de condigdes de reacdes diversas., Na
maioria das vezes, a reagac entre o aminodicido e o aglicar & enco =
berta por reagtes secundirias, induzidas em um dos reégentes pelo
empreqo de temperaturas elevadas e/ou condicdes de pH distantes da

neutralidade,

Apesar de 33 haverem sido elucidadas algumas fases da reagao de
Maillard e identificados alguns intermedizrios que participam deg-
ta reagao, nao se pode afirmar hoije gue se conhece ¢ seu mecanismo

e muito menos a composigac e estrutura das melancidinas formadas.

0 objetivo deste trabalho foi o estudo da reacio de Maillard  en-

tre glicose e aminodcidos representativos das classes bisica, &ci-

) N - 2 .é_ .
da e neutra, a diferentes pH, na presencga ou nac de ions Cu®’.



O aspecto cinético da reagaon foi tambén considerado, principalmen

te no que diz respeito 3 velocidade de escurecimento.,



II. REVISAD RBIBLIOGRAFICA

LOUIS CAMILLE MAYLLARD foi o primeiro pesquisador a estudar a rea-
gao que mals tarde seria conhecida por seu nome. BEm 1912, MAILLARD
{1} verificou que aquecendo solucoes que continham glicina e glico
se, as mesmas se tornavanm amareladas apbs determinado intervalo de
tempo. Repetindo a experiéncia com outros aminofcidos e aglcares,
¢ mesmo autor, baseandeo-se na observagao da cor produzida nas solu
¢bes, sugeriu para os agﬁcaxes.a seguinte ordem decrescente de ieg
tividade: aldopentoses, cetohexoses, aldohsxoses, dissacaridecs re
dutores, dissacarideos nao redutores. Entre os aminodcidos esstuda-—
dos, o mals reative fol a alanina, seqguide por wvalina, glicina,
gcido glutémico, leucina, sarcosina e tirosina. As temperaturas em
pregadas pelo autor variaram entre 34% & 150% @ o pH  entre 3,2 e
6;1l. Ha faixa de temperatura utilizada, a wvelocidade da Teagao

aumentou com ¢ aumento da temperatura.

BORSOUK e WASTENEYS (2), em 1925, utilizaram potenciometria e o mé
todo de Van Slike em investigag¢oes relativas 3 influéneia do pH na
reagao de Maillard entre glicose e glicina a 37%. © pH inicial
das solucgoes variou entre 7,8 e 11,0 e as reacoes foram feitas em
presenca de tampao fosfato, sendo que a maior perda de nitrogdnio
aminico primario ccorreu para o sistema a pB 11,0. Na auséncia de

glicose nao houve perda de glicirna em qualgquer dos sistemas.

Em 1926, VON EULER e JOSEPHSON {3} mantiveram & temperatura ambien
te solugdes contendo glicose ¢ glicina a pH entre 5,9 ¢ 9,6 & med i

ram a rotagao dtica das solugoes em diferentes intervalos de tempo



durante aproximadamente 30 horas. Fel ohservado pelos autores gue
o decréscine da rotagado dtica das solugdes aumentava com a alcali
nidade do meio de reagio, sendo gue na auséncia de glicina, alca~
linidades até pH 10 nao tiveram efeito na rotagac Otica das solu

coeg de glicose.

WATANABE (4}, em 1832, realizou uma pesquisa detalhada relaciona-
da & interagido entre vArios aminoidcidos e aclicares em diferentes
relagdes molares, em meio alcalino, A reagao fol acompanhada atra
vés do consumo de carboidrato e de nitrogénioc aminico primario.
No sistema contendo glicose 0,05 M e alanina 0,03 M em tampio fos
fato pH 11,%, apbs 2 horas a EOQC, 92,3% da glicose e 15,8% do
aminocicido haviam sido transformadcs. A pH 10,4 as perdas de agl~
car e aminozcido depois de 7 horas de reagdo foram, respectivamen
tee, 76,1% e 39,9%. Nesse mesmo intervalo de tempo, no sistema &
pH 9,2 houve um consumo de 25,6% de glicese e 25,5% de alanina.
Sclugbes puras de glicose e de alanina nas mesmas condigdes sofre
ram, respectivamente, as seguintes perdas: 27,9% e 11,3% a pH
11,9; 77,8% e 12,7% a pH 10,4 e 25,7% e 4,9% a pH 9,2. © autor
considerou que existiu um efeito catalitico do aglicar ou de seus
produtos de degradagho na reacic de desaminagao do aminoacido e
gue os acglUcares mais susceptiveis a degradacao alcalina eram  o0s
catalisadores mals efetivos para a desaminagéo dos aminodcidos,
Com relagaoc 3 glicose, a ordem decrescente de aceleracao da rea—
cao para os aminoacidos estudados foi: éaidb glutidmico, glicina,

alanina, leucina e lisina.

WEBB (2}, em 1935, observou que o escurecimento de uma solugao a

5% de lactose aquecida a 120°¢ durante 20 minutos era catalisada



2+ 24 4 - o, 2
por lons Cu e Fe e retardada por ions 8n” . O mesmo autor ve-
rificou também que a presenga de fosfato, oxigénio, aminocicidos e

saig de amdnio na solugido de lactose acelerava o escurecimento.

FRANKEL e KATCHALSKY (6}, em 1937, usando potencionetria no estu
do da reagas de Maillard, verificaram gue glicina e alanina nao
reagiam com frutese, sacarose ou rafinose e concluiram gue um gru
po aldeidico seria necessBrio para a reagidc. Pelos dados obtidos,
foi sugerida a seguinte ordem decrescente de reatividade para o5
difereﬁtes aglicares estudados: carboidratos aciclicos, monossaca-
rideos ciclicos, dissacarideos redutores. Os mesmos autores ainda
observaram gue em pH 11,0 ocorria uma inibicac da = reacgdo de
Maillard e consideraram a posgsibilidade de que em pH alecalino,
mesme a temperatura ambiente, saeria favorscida a decomposicac do
aghicar, podendo os produtos desta decomposigio reagir com os ami-
ac-grupos dos aminodcidos, diminuindo o nitrogénio livre e levan-~

do ao aparecimento de coloragic escura.

Posteriormente, FRANKEL e KATCHALSKY (7) pesguisaram a influéncia
do tempo de reagdo na gqueda do pH em sistemas contendo amincicido
e agﬁcar‘a 20°C. W3o foi observada variagio dos valores iniciais
do pH nos sistemas que continham aglcares nido redutores, enguanto
gue para os sistemas contendo aglcares redutores o pH decrescen
rapidamente, atingindo um valor constante apds cerca de 30 minu-

tos de reagao.

Em 1940, CANTOR e PENISTON (8) estimaram a guantidade da forma al
deidica de 4 hexoses e 4 pentoses em solugoes aquosas a diferen -

tes pH e concentracgOes. Os autores demonstiraram que o equilibrio

Ut



do aglcar em solugfo era muito sensivel a mudangas de pH, tempera
tura e concentragao. Para a glicose 0,25 M, a 25°C e a pE 7.0, a

porcentagem da forma aldeidica em solugac foi 0,024%.

Em 1941, KATCHALSKY (9) calculou através de medidas potenciomdtri
cas as constantes de equilibrio da reagao da glicose com glicine,
alanina, leucina e peptideos destes amincacidos, na faixa de pH
entre 7 ¢ 9, supondo gue a reagﬁa gue ocorria era bimolecular e
envolvia a glicose e o &Anion do composto aminado, Os sistemas-mo-
delo usados foram solugOes de amincacids ou de peptidio e glicose,
nas proporgoes de 1:9, 3:7, 5:5, 7:3 e 9:1, respectivanente, man-—
tidas a 23°%C por 5 a 6 dias. Pelos resultados obtidos, o autor
concluiu que para peptidios aliféticos'simpies as constantes de
equilibrio da reagéo destes compostos com glicose dependiam prin-

cipalnente do aminocacido terminal do peptidio.

Nesse mesmo ano, FRANKEL e KATCHALESKY (10} verificaram que a por
centagem de aminodcido que reagila em sistemas contendo aminoicido
o agﬁcax, era menoy gquando o pH do gistema estava abaixo do ponto

isogeletrico do aminoicido.

Ainda os mesmos avitores {11}, em 1241, estudaram a reagao entre
glicose e glicina em solugoes 0,1 M de aminofcido e 1,0 M de acih~
car, a pd4 7,0, 8,0, 8,5, 9,0 e 9,2, & temperatura ambiente. U pH
das solugoes fol medido em intervalos de tempo pré-estabelecidos

durante 48 horas. Por titulachc, foi determinada a quantidade de
alcali necessaria para manter o pH inicial das solugoes. Com 0B
resultados obtideos, os autores calcoularam a porcentagem de glici-

na combinada com glicose no decorrer da reagao, tendo sido verifi



cado gue a quantidade total de 3dlcali adicionada guando a reacdo

atingia ¢ equilibrio era mdxima em pH prdximo de 9,0.

RICE et al (12); em 194?,_pesquisando a formacao de cor em gigte—.
mas contendo furfural e diferentes aminocdcidos, verificaram gue
acido aspirtico e arginina exerciam um efeito acelerador no escu-
recimento de solugoes de furfural e que este efeito era crescente
com © aumento do pH no intervaleo de 3,3 a 5,8,.Fei também observa
do pelos referidos autores que a duplicacio da cohcentragéo de
furfural dobrava praticamente a velocidade de desenvolvimento de

Ccor.

Em 1947, WOLFROM et al (13), atravis do emprego de derivados apro
priadamente metilados, demonstraram gue:

a) a enolizagao do aglicar era importante na reagdo que resul
tava na formagao de substincias coloridas, guando se agque
cia solugoes de glicose coﬁtendo glicina ou dcide glutami
co em melo alcalinoy

b)) o hidrogénio do amino~grupc e o hidrogénio do carbono -
adjacente.ao grupo carboxIilico da glicina eram envolvidos
simultaneamente naquela reagéo em pH ao redor de 5,5:

¢} o amino-grupo livre somente era necessario para a referi-

da reagao em melio levemente alcalino, em torno de pH 7,5.

LEWIS et al (14) estudaram, em 1949, o escurecimento de sistemas
contendo glicose e sais de acido acédtico ou.axélico, fumarico, ci
tric&, tartarico e latico, mantidos sob nitrogdnio a 100°%¢ por 72
horag. Foram tambénm preparadas misfuras contende glicina e glico~

se nas mesmas condigoes, tendo os referidos autores congtatado



que enbora o desenvolvimento de cor ocorresse em todes os  siste-
mas, O escurecimento era mais rapido na presenca de citrato do

gue de glicina.

Estudando o efeito da adigao de glicina no escurecimento de siste
mas contendo xilose ou glicose, WOLFROM et al (15), em 1943 ,cbser
varam gue tanto o furfural come o HMPF podiam formar produtos alta

mente coloridos com glicina.

BEm 1849, LEA e HANNAN {16} estudaram o escurecimento e a perda de
nitrogénio aminico livre da caseina na presenca de glicose, em
fungéo da atividade da agua, do pH ¢ da températuia dos sistemas.
Utilizando pH entre 3,0 e 8,0 o temperaturasg variavels entre 25°¢
e ?OOC, o8 auntores verificaram gque a perda de nitrogénioc aminico
da caseina era crescente com o aumento do pH e da temperatura,sen

do maior guando a umidade relativa era 70%.

Em 1950, LEA (17) verificou gue dirante o estdgio inicial da inte
ragido entre caseina e glicose, a cormbinagao da glicose com amino-
~grupos livres da proteina ocorria numa relagac de praticamente

1:1 e predominava sobre as outras reacgoes. As técnicas utiliza -
das pelo autor nesse trabalho inclulram o método de Van Slike e a

dosagem de glicose com glicose oxidase.

Posteriormente, LEA e HANNAN (18) observaram gue a reagac de escu
recimento em solugoes contendo caseina e glicose era limitada pe
1o teor de Agua do sistema. Segundo os autores, durante a reagao
entre caseina e glicose ocorriam perdas de nitrogénio aminico e
tanto o e~amino-grupe come ¢ a-anino-~grupo da lisina tinham a mes

ma reatividade. A guantidade de glicose consumida quando © escure



cimento era miximo foi da ordem de 3 eguivalentes de glicose por

amino-grupoc.

pando segfiéncia a suas pesquisas, LEA e HANNAN (19) mostraram gue
os aminodcidos basicos lisina, arginina e histidina participavam
da reagdo entre caselna e glicose. O3 autores observaram que apds
5 dias a 37OCr a pi 6,3 e em umidade relativa de 70%, aproximada-
mente 2/3 da lisina combinavam-se com o aglcar. Depois de 30 dias
nas mesmas condic¢oes, mais de 90% da lisina haviam reagido com a
glicose presente e cerca de 70% da arginina, 60% da metionina,40%
da tirosina, bem como 30% da histidina, haviam se comportado da
mesma maneira. Foi também demonstrado pelos mesmos antores que,
de toda a lisina que se combinava com a glicose, cerca de 30% eranm

irreversivelmente perdidos.

Em 1950, THOMPSON {20) observou que proteinas em geral tinham
'granda afinidade por ions Cu2+ e verificou gue o complexo protei-
na-cobre reagia com compoestos cqntendo duplas ligacgoes em estruty
ras clclicas, ocasionando uma reacao de sscurecimento nao enzima-

tico.

GOTTSHALE e PARTRIDGE (Zi), em 1950, estudaram a formacgao dos
produtos da reagao entre glicose e lisina em solugoes a pH 8,5,
aguecidas a 37°C durante 5 dias. Foi verificada a presenga de li-
gina e a presencga de um novo composto ainda reativo com ninidrina,
presumivelmente um N-glicosidio. Quando 08 sistemas.de reagaoc fo-
ram mantidos por 14 dias nas mesmas condigoes, os autores verifi-
caram a presenga de um terceiro produto, cujo Rp era idéntiﬁo Fte}

de um composto detectado apds interagac da lisina con HMP a pH



8 e a 45% por 4 dias.

Em 1951, HAUGAARD et al (22) estudaram a reagao de Maillard basea
dos nas mudangas de concentragac de nitrogénic solfivel em  solu~
goes de glicose saturadas de aminodcido, na presenga de um exceg-
so deste composto. Os autores desenvolveram egquagdes cinlticas e
propuseram um mecanismo de reagao envolvendo as seguintes constan

tes de velocidade: K para a formagac da base de Schiff; Kz, pa-

l.'

ra a decomposigac da base de Schiff reversivel em relagao ac ami-

noacido e K4, para a decomposigao irreversivel da base de Schiff,

0s valores encontrados para Kl foram aproximadamente mil vezes
inferiores aos valores de Kz, encuanto gque o8 valores de KB foram
cerca de cem vezes superiores aos de Kl‘ Embora admitindo uma per

da total de aglicar da ordem de 10%, os autores consideraram a con
centracac do mesmo como constante nos cdlculos cindticos. Através
da avaliacao simultinea das nudangas de concentragido de nitrogé -
nio e carhoidrato, ainda os mesmos autores verificaranm que 03 rea
gentes se& combinavam numa relacgao equimolar. Utilizando tamb&m -~
sistemas contendo glicose e glicina em difeventes relagtes mola-
~res e submetidos a refluxo por 5 horas, BAUGAARD et al (22) obser
varam uma velocidade baixa de escurecimento no inicic da reagao
e atribulram este fato A auséncia de intermedifrios neste estaglo
da reagac. A absorbancia desses sistemas a 490 nm variou linear -
mente com o guadrade do tempo, sendo a inclinagao da reta obtida
proporcional & concentracac iniciai do aclicar e ap gquadrado da

concentragao inicial do aminoacido.

BEACHAM e DULL (23), em 1951, realizaram pesguisas envcelvendo rea

¢oes de uma série de aminas primdrias e aminas aromdticas com de-
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rivados simples de carboldratus. Peleos resultades obtidos, os au-
tores assoclaram ao aunento da basicidade das aminas uma malor
efetividade na promogac do escurecimento. Para os aclcares estuda
dos, a ordem crescente de reatividade fol: glicose, aldeido glicé
rico, glicolaldeido., Tetrametilglicose e os 8teres do glicolaldel
do mostraram-se resistentes ac escurecimento, na mesmna PY OPOT A

da sua resisténecia i hidrdlise. Os autores concluiram gue a rea-
¢3o de Maillard nio envolvia condensacac real da amina com o gru-
po carbonila do carboidrato e que a formagao de derivados furini-
o08 nac era essencial paré o escurecimento. Por outro lado, segun

do os mesmos autores, a existéncia de uma hidroxila en posicaoc

o ao grupo aldeidico seria necessaria para a ocorréncia da reacio.

Investigagoes relativas aos produtos formados pela reagdc entre
glicese e glicina foram realizades por CHICHESTER et al {(24) £m
1952. Os autores, utilizando téenicas cromatogrificas e radiogra-
ficas para a separagac dos produtos da reagao, detectaram a pre-
senga de varios intermediirios, entre eles o HMF, o gual, em estu

dos paralelos, nac havia produzido escurecimento com glicina.

HANNAN e'LEA {25}, em 1852, estudaram a resatividade dos amino-gru
pos terminais da lisina em sistemas que continham glicose com o=
~N-acetil~lisina ou polilisina. Segundo os autores, muitas das al
teragoes que ocorriam em misturas de glicose e proteina seca a
37% poderiam ser atribuidas & reagac entre glicose e o e-~amino -
~grupo da lisina, sem a participacdc de outros grupos reativos po
lares. Foil também observado que até o aparecimento de cor no sis-
tema de reacao ocorria uma perda eguimolar de glicose e de amino-

~grupos; © escurecimento gue se seguia era entao acompanhade por
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uma perda de glicose superior & de aminolcido e por uma gqueda  de
pH. Os dados obtidos também mostraram gue o amino-grupo continua-

va basico apds sua reagio com a glicose.

Fm 1953, WOLFROM et al (26) realizaram um estudo guantitativo da
dependéncia da reacido entre aminoﬁcido 2 aghcar guanto ac pH do
sistema. Foram utilizadas solucbes equimolares de xilosze e glici~
na aguecidas a 65°C e 100%. © desenvolvimento de cor foi acompa-
nhado pela medida da absorbincia das solugoes a 4%0 nm. Para as
reagdes a 65°C os valores da constante de velocidade especifica

- a8 ~
para reagac de 1. ordem, encontrados pelos autores para a reagao

1 1

de escurecimento, foram: 0,02700 hr =, 0,01040 hr * e 0,00076 hr~
em sistemas com pH iniciais 7,48, 6,65 ¢ 0,70, respectivanente,

be acordo com os pesquisadores, entre pH 6,5 & 8,5 teria ocorrido
uma catalise bisica forte e, no intervalo de pH de 3,0 a 5,0, um
efeito catalitico fraco. Abaixo de pH 3,0 a reagao foi inibida
por acidos. Os mesmos autores encontraram gquantidades altas de
furfural em pH inferior a 2,0 e atribulram a este composto o ascu

recimento que se verificara em tal sistema, sem gue houvesse par-

ticipagao do aminocfcido.

HODGE e RIST (27}, em 1953, conduziram estudos envolvendo COMPOS—
tos de Amadori e demonstrarém a sua participagac real na reacgao
de Maillard. Com os resultados obtidos neste trabalho, os autores
propuseram as seguintes fases para a reacido de Maillard:
a) condensagac entre aglicares redutores e compostos aminados
formando N-glicosidios:
b} rearranjo espontaneo de N-glicosidios para desoxiaminocs-—

toses {DAA}:
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c} desidratagao espontdnea de DAd dando redutonas nitrogena-

d) degradagac de Strecker dos aminofcidos, provocada pela
presenca de produtog de cisao e desidratacac de DAA;

e) reagao lenta de polimerizacdo das redutonas nitrogenadas,
na presenca de oxigénio;

£} reagao rapida das redutonas nitrogenadas com amincicidos,
formando pigmentos escuros:

g) condensagao dos aldeldos produzidos pela degradagio de
Strecker com aldiminas, aminas, amincicidos e proteinas,

e também entre os proprios aldeidos, formando polimeros

eSCUrQs.

HNesse mesmoe ano, GIRI et al (28), utilizandce a téonica de cromatg
grafia circular em papel, detectaram a destruicdc de arginina, ii
sina e histidina durante autoclavagem de glicose em presenca de
cada uma das seguintes proteinas: caseina, gelatina, albumina do
ovo e fibrina. Os resultados cobtidos mostraram perdas de lisina e

higtidina da ordem de 50%.

SCHWIMMER e OLCOTT (29), em 13553, constataram gue a esterificagdo
do grupo aldeidico da glicose resultava numa inibicao total do es
cureciﬁ&nto e gue a presenéa de um grupo fosfato esterificado com
o grupo alcodlico primdrio do agicar aumentava a velccidade de

formagao de cor.

Em 13533, WOLFROM e ROONEY (30) investigaram a influénecia do con
telido de &gua em sistemas contendo xilose & glicina, na relacdo

molar de 1:5, submetidos 3 temperatura de 65°C sob atmosfera de
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nitragénia. Os autores observaram que o escurecimento era maximo
para concentragoes de Agua em torno de 30%, nio se verificando 28
curecimento na auséncia de agua ou guande seu teor eras superior

a 90%.

Em 1955, SHROEDER et al {21) estudaram o efeito do PH no escureci
mento de sistemas contendo glicose e um dos amincicidos: lisina,
gilicina e acido glutimico em diferentes relagoes molares. Além
das misturas de amincBcido e acgficar foram preparadas solugoes con
tendo somente glicose ou © composte aminado. Os pH das solugoes
foram ajustados a valores correspondentes aos pontog isoelétricos
dos aminocdcidos estudados e tenbdm a pH 2,0, 8,0 ¢ 11,0 & o= sig-
temas foram aquecidos em autcclave a 120°C durante 30 minutos. Se
gundo os autores, os resultados obtidos mostraram que a interagaoc
entre aminoicidos e aglicares redutores estava limitada a solugoes
alcalinas e concluiram que a reagao de Maillard e o escurecimento
&Y am reagé@s distintas, podendo ocorrer independentemaente,ds acor

do com o pH e a temperatura do sistema de reacdo.

0 efeito do pH na.reagﬁo entre agucar vedutor e aminoicido na re-
lagac molar de 1:2 foi estudado por KATO {32) em 1956. Os siste-
mas de reagao sofreram aguecimento a 100°C por 60 minutos, apos
o que foi medida a absorbincia das solugoes a 450 nm. Os aclicares
utilizados neste experimento foram glicose, xilose, frutose e lac
tose e os aminodcidos foram glicina, alanina e lisina. O comporta
mento de aminas alifaticas primirias e secundirias e aminas aroma
ticas foil também avaliado. Com os resultados obhtidos, o auntor con
cluiu que o escurecimento ocorrera nos seguintes casos:

a} em golugoes aguosas acidas, pH de 2 a 3¢, entre aldoses e
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aminas aromaticas;
b) em solugdes &cidas ou neutras, pH de 3 a 8, entre aldoses
e aminodcidos ou aminas aliféticas;
) em solugéeg alcalinas, pH acima de a8, ehtre aldoses oy ce
toses e aminoicidos ou aminas alifiticas.
0 referido autor ainda verificou que ao se duplicar a concentra-
¢ao da aldose e a do composto aminado, a formagao de substincias

coloridas aumentava mais de guatro vezeg,

Em 1856, PETIT (33) aqueceu a 90°C durante 24 horas sclugdes equi
molares de glicose e glicina e estudou o desaparecimento do amino
dcido através da formagao do complexo entre os Tons Cus' e glici
na. Foi constatado pelo autoy que og ilons cu?t reagiam nao somen-
te com a glicina, mas tambsm eram complexados por um produte in-
termedidrio formado durante a reagac de Maillard e gque Petit con-

siderou como sendo um N-glicosIidio.

A importancia dos N-glicosIdios nas reagoes de escurecimento foi
resquisada por KATO (34) nesse mesmo ano, tendo o autor concluido
gue tails compcstoé estavam relacionados 3 reagao de escurecimento
em condigCes de catilise Acida. O autor ainda verificou que a pH
3:2, N-D-xilosil-PABA produzia um escureciments bem maior do que
una mistura de xilose e PABA e, dessa forma, N-D-xilosil-PABA po

deria ser precursor de substancias coloridas.

Em 1957, LEWIN {35}, investigando a interag%a eritre glicose e vi-
rios aminoicidos em intervalos de PH de 6,5 a 9,0 e acima de 14,3,
observou que na faixa de PH mais baixo, em concentragdes de amino

adcido acima de 0,015 M, existia uma s@rie de estados de eguilibric
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de pH, enquanto que em faixa mais alta ocorria uma depressio con-

tinua do mesmo.

DUBOURG e DEVILLERS (36), em 1957, fizeram reagir glicina com agl
cares redutores em solugles concentradas a 95°C e isolaram e ca-
racterizaram os N-osidios resultantes dessa reagao. Tais CoEpRos-—
tos foram obtidos no inicio da reacido em guantidades significati-

vas e continham praticamente todo o aminocicide gque reagira.

ANET (37), nesse mesmo anc, isolou e purificou alguns produtos da
reagao entre glicose e glicina e glicose e alanina. O autor veri-
ficou gue tais produtos, guando aguecidos em meio acido, decompu~
nham-se lentamente formando HMF e outros produtos nio identifica-

dos, nac tendo sido detectada a presenga de glicose.

Em 1958, WILLITS et al (38) verificaram que guando &cido giutémi"
o, alanina ou lisina estavam presentes em solucgGes de glicose
aguecidas a 114OC,'somente a lisina causava um aumento significa-
tivo no escurecimento. Esse afeito da lisina se tornou mais pro-
nunciado com o aumento da alcalinidade da Sclugéo do agicar, en
quanto que o Reido glut@mico e a alanina, como tanbd&m os amino&ci
dos basicos arginina e histidina, n3o mostraram © mMesmo efeito
acelerador. Com base nos resultados cbtidos, os autores considera

ram que o namero e a posigao dos amino-grupos na molécula do ami

noacido determinavam sua atividade no mecanismo de escurecimento.

LENTO et al (39}, em 1958, estudaram o efeito de diferentes amingo
adcidos no escurecimento de solugoes de glicose a pH 8,0, aqueci -
das a 114°C. Foram utilizados aminodcidos homblegos de 3cidos gra

%085 com cadelas de 2, 3, 4, 5 ou 6 atomos de carbono, contendo
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amino-grupos nos carbonos alfa ou Omega ou em ambos. 0s resultados
obtidos mostraram gue os diamincacidos causavam um escurecimento -
maior, sendo a lisirna o mals efetivo, enguanto que os manoamincécg
dos com amino-grupo na posicao alfa nao tinham praticamente efeito
noc desenvolvimento de cor da solugao de glicose, independentemen-—
te do comprimento da cadeia. Os monocaminocicidos com amino-grupo =~
terminal mostraram, por sua vez, comportamento varidvel, sendo que
o aumento do comprimento da cadeia de 2 para 4 tomos de carbono
aumentou o escurecimento e ¢ aumento postericr para 5 ¢ 6 atomos

de carbono causou um decrészcimo do mesma.

Nesse mesmo ano, NORDIN e KIN (40) wverificaram gue em solugoes di-
luidas a velocidade de escurecimento de sistemas contendo glicose
e aminc@cido era limitada, possivelmente pela velocidade de forma~
gao de produtos intermedidrios, entre os guais compostos incolores

estiveis.

A mutarrotagao, hidrdlise e reagoes de rearranjo de glicosilaminas,
manosilaminas e xilosilaminas foram pesquisadas por ISBELL e FRUSH
(41} em 1958. O0s autores admitiram a participacac de um ion amdnio
aciclico intermedifrio durante a formagaco de diglicosilaminas, gque
ooorreria, por sua vez, através de um mecanisme do tipo transamina
g@o. Foram ainda sugeridos mecanismos intramoleculares para expli-
car a efetividade de dcidos carboxilicos e compostos  metilénicos

na promocao do rearranjo de Amadori.

Bm 19592, UNDERWOOD et al (42) estudaram o efeito do pH no desenvol
pimento de cor em solugoes diluldas de glicose, aguecidas a 114°c,

contendo um aminofcido com comprimento de cadeia variando de 2 & 6
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carbonos € com um o-amino-grupd ou weanine-grupo, ou ampbos. Os re-
sultados obtidos mostraram gue:

a) a pH 5,0 nic ocorria escurecimento;

b} a pH 6,0 somente os o, w-diaminoacidos produziam cdr;

¢} a pH 6,5 ocorria escurecimente para o5 w—aminodecidos com 4
dtomos de carbono e para os o, w-diaminocicidos;

d) a pH 6,8 a produgao de cor se verificava para os o, w-dia-
minodcidos e para os w-aminofcidos com até 4 dtomos de car
bone na cadeia; |

e} apH de 7,0 2 2,0 0 desenvolvimento de cor se verificava

com todos os amincicidos.

REYNOLDS (43), em 1959, estudou o efeito de alguns sais na reagao
entre glicose e glicina e observou gque a adicac de fosfato a pH
3,5 aumentava a velocidade da reagdo, aumento este proporcional &

raiz quadrada da concentracac dos Ions dihidrogénio fosfato e hi-

drogénio malato.

ANET (44), em 1959, acompanhou a formagao de difrutoseglicina (DFG)
em sistemas contendo glicina e glicose aguecidos a diferentes tem-
peraturas e pH e verificou que a formagao de DFG aumentava com O
aumento do pH e que a sua decomposigao era mais lenta em solugoes
levemente alcalinas. Segundo o autor, a molécula de DFG resulta;
va de um duplo rearranic de Amadori e diferia da frutoseglicina -
quanto & sua maior labilidade, sende a primeira decomposta esponta
neamente em solugao dando unm rehdimento guantitativo de frutosegll

cina e compostos carbonilicos nao identificados.

Em trabalho subsegdente, ANET (45) constatou gue DFG era bastante
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efetiva no desenvolvimento de cor e considerou que tal comporta -
mento poderia ser devido 3 presencga de seus produteos de decomposi
CEO nao nitrogenados. Os tempos para 50% de decomposicio da DFG a

pH 5,5, a 25°, 40°, 50°, 75°

e 1006% foram 6 dias, 16 horas, 6 ho
ras, 22 minutos e 2 minutos, respectivamente. 2 velocidade de de-
composicao da DPGQ a PH 3,5 fol de 2 a 5 vezes mais lenta e a pH

8,0, de 6 a 10 vezes mais lenta.

Em 1962, POMERANY et al {46) estudaram o comportamento de difereg
tes aglcares quando aguecidos em presenga de glicina ou lisina na
faizxa de pH entre 4,6 e 8,9 & temperatura de 114%C. Com os dados
obtidos, os autores sugeriram a seguinte ordem decrescente de rea
tividade para pentoses: ribose, xilose, arabinose. Entre a8 hexo-

ses, a galactose foi a mais reativa € a4 ramnose a menos reativa.

Pos dissacarideos redutores 0 mais reative foi a melibiose.

CAMPAGNE (47), em 1962, estudou o comportamento de 24 aminoicidos
e de um aminoalcool quanto ao desenvolvimento de cor em pressenga
de glicina. 0s resultados apresentados pele autor Imostraram que
apds 5 dias a 250C, a quantidade de aminofcido fixada pela glico-
ge variava conforme o amincacido estudado e que ©s aminoacides
&cidos praticamente ndo reaglam, enguanto gue glicina, serina, va
tina, leucina e treonina eram consumidas em porcentagens que  va-
riavam entre 30% e 14%, As perdas em amincicidos apds 24 horas de
aguecimento a 105°¢ foram, em geral, mais elevadas gquanto mais ba

sico © amingicido.

He ane sequinte, CAMPAGNE (48) investigou a acdo da glicose sobre

10 aminocacidos e etanolamina, em relagSes de 1:2 a 7:1 de glicose
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para substancias aminada. No decorrer das reacbes foram feitas ~
analises eletrofox&ticas e cromatogrificas e dosagens de aclicar,
sendo que 08 resultados obtidos mostraram gue a reagac entre a
glicose e a substdncia aminada dependia da proporgioc inicial en-
tre 08 reagentes e gue se essa razac fosse inferior a 4, a quanti
dade de glicose perdida diminﬁia com o ponto isocelétrico do amino
acido. O consumo dos aminodcidos nao apresentou qualgquer regulari
dade com o decréscimo do ponto isoelétrico dos mesmos e variou
bastante conforme a concentragao dos reagentes presentes no inicio
da reagdo. Para a etanolamina e para a maioria dos aminolcidos as
perdas de glicose aumantaram bastante com © tempé de reacaoc e as

de aminoidcido se estabilizaram,

Em 1963, BURTON e MACWEENY (49}, estudandc comparativamente a rea
tividade de diferentes aglicares aguecidos em solugoes aguosas con
tendo glicina, verificaram gque a manose produzia material cromcfé
rico numa velocidade maior gue a glicose e atribuiram este CoOmpoY.
tamento & presenca de hidroxilas cis nos carbonos 2 e 3. Segundo
os referidos pesquisadores, a reagac entre aldose e glicina depen
deria inicialmente da estabilidade conformacional da molécula do
aghcar, e o efeito acelerador observado em experimentos em que oOS
autores usaram solugdes contendo Ilons fosfato estaria associado a

um decréscime da estabilidade inicial da aldose.

BURTON et al (50} observaram nesse mesmo anc que a velocidade de
formagao de crombforos em sistemas contendo glicose ou sacarose
com glicina, aquecidos a 40° e SOOC, dependia mais da concentra ~
gao do aminofcido do gue da concentracac do aglcar. Fol também ve

rificado que a presenga de sulfito diminula a velocidade de forma
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cao de. compostos carbonilicos e de compostos fluorescentes, enguan
to gque na presenga de pirofosfato suas velocidades de formacgao au-
mentavam. De acordo com os autores, o escurecimento ocorreria apds
um pericdo de gueda rapida de pH e decréscimo de a—aminO*niﬁrogé.v
nio, com desenvolvimento e aumento no nivel de compostos carbonili
cos insaturados, os guals reagiriam rapidamente em presenga de gli
cina, dando finalmente as melancidinas. BURTON et al concluiram
gue moléculas grandes de polimeros carbonilicos contendo nitrogé-—
nio eram formadas a partir de compostos carbonilicos menores duran

te o escurecimento de misturas de amino&cido e aglicar.

Em 1963, MARKUZE (51) investigou o efeito da adigao de diferentes

metais no escurecimento de solugoes 0,4 M de glicose e 0,0l M ou

0,02 M de lisina, a pH 6,5 ou 7,0, aquecidas a 60°C. Foi observado

gue os ions Fe3+ e Cu2+ tinham um efeito acelerador, engquanto gue
4+ 2+ '

- 24+ ' . .
os ions Sn” , 5n e Mn retardavam o escurecimento nagueles sis-

temas de reagaoc.

ADRIAN (52}, em 1363, estudou ¢ comportamento de 6 aminchcidos
quando aguecidos a 120°C em solucoes contendo glicose e investigou
a influéneia da proporgdo entre o aminodcido e o aglicar, do tempo
¢ temperatura de aguecimento e do pH na estabilidade e perda do
aminofcido durante a reagdc de Maillard. Os resultados obtidos per
mitiram ao autor concluir que a estabilidade dos amincdclidos estu-
dados dependia do pH da solugio, ndc se verificando correlagdo en-
tre destruicio de aminocdcidos e desenvelvimento de cor, o gue signi
ficaiia, de acordo com o mesmo autor, a occiréncia de diferentes -
reagoes durante a reagao de Maillard e também mecanismos de rea-

¢ao bastante distintos, conforme o meio fosse acido ou basico.
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Em 1965, MONTGOMERY e DAY (53) verificaram que n3o havia incorpora
¢ao de nitrogénio ao polimero formado a partir de n-heptanal e gli
cina e sugeriram um mecanismo para a formacao destes pigmentos po-
liméricos insaturados. Tal mecanismo envolvia hidrdlise de uma imi
na intermedidria, com regeneracao do amincdcido, seguido de conden

sacgoes alddlicas catalisadas pela glicina.

Em 1966, SAUNDERS e JERVIS (54) investigaram o efeito de citrato e
de fosfato na reagao entre glicose e glicina em solugdes aquecidas
a 120°C durante 2 horas. Pelos resultados cobtidos, os autores con-~
cluiram gque fosfato e citrato tinham um efeito catalitico aditivo
e pronunciado no escurecimento das solugoes, sendo ambos aﬁivos em

pH acido e basico.

HOLTERMAND (55}, em 1966, preparou solugces contendo diferentes a-
minckcidos com frutose ou glicose e submeteu os sistemas & tempera
tura de 80°¢ por wm tempo que variou entre 100 e 200 horas. ¢ iso-
lamento ¢ a andlise dos produtos de reacdo em melo fcido mostraram
que‘apés a formagao do produto inicial, gue envolvia uma relac3o
de 1:1 entre o aminoidcido e o aclicar, a polimerizagao continuava

com diferentes proporgoes entre os dois compostos. As relacles en-
tre amiﬁoéci&a ¢ aclicar encontradas pelo autor durante a polimeri-
zagao nos diferentes sistemas foram: para glicina, 1:2; para alani

na 1:3 e para os &cidos aspartico e glutimico, 1l:4.

Em 1966, SONG et al (56) publicaram dados cinéticos relativos a
reagio de Maillard em solugbes 1 M de glicose e 0,25 M de glicina
aquecidas a diferentes temperaturas a pH préximo de 5,5, 0s resul-

tados obtidos mostraram que a constante de velocidade para o perio
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do de inducac da reagao era independente da concentragdo de glici
na guando se considerava a reagac como sendo de pseudo 17 ordem.
Os autores, em seus estudos cinBticos, consideraram gue alguns in
termedifrios de reagles paralelas contribuiriam para o escureci-
mento e que «, B-aldiminas insaturadas seriam formadas até que se
atingisse uma concentra¢ac de equilibrio. Foram calculadas também
as constantes de velocidade aparente para o periode de inducao e
para a fase de equilibrio durante o perilodo de formagdo de mela -
noidinas. Os referidos autores verificaram ainda que:
a} HMF era acumulado durante a reagao;
b) a adigao de HMF & mistura de reagao nao eliminava o perio
do de inducgao;
e} derivados fur@nicos nao poderiam se formar a partir de
trioses e tetroses:
d) a reacio de Maillard era extremamente lenta em condigoes
dcidas que favoreciam a formagao de HMF.
A luz de tais observagbes, os mesmos autores concluiram gue HMF
nao.era um intermedidrio importante para a reagao de Maillard e
gue intermedidrios endlicos a, B-insaturados participavam efetiva

mente dessa reagao.

Em trabalho subseglente, SONG e CHICHESTER (57) investigaram o me
canismo da fase inicial dalreagéo de Maillard através de estudos
anto-radiogrificos e espectroscopicos em sistemas de reagac con-
tendo glicose e glicina aquecidos a temperaturas diversas. Com ©s
dados obtidos, os autores concluiram que a reagao de Maillard em
sua fase inicial envolvia a formagﬁa ~de glicosilamina, seguida

por sua conversao a aldimina o, B-insaturada, gue por sua vez
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acumular-~se-~ia durante o periodo de indugao, sofrendo posteriormen
te transformagoes que levariam 3 formagao de melancidinas. Nesse
artigo os autores propuseram também um mecanismno para a formagéo

de melanoidinas.

Em 1967, HEYNS et al (58) estudaram a reag@o entre hexoses e aming
Adcidos em metanol a 65°C e acompanharam a formagao e decomposicao
do composto de adigao no estdgio inicial da reagio, através de ana
lises qromatogréficas em analisadores de aminoacides. A reacdo en-
tre glicose e glicina formou frutoseglicina e difrutoseglicina ,
sendo que a guantidade mixima destes compostos foi detectado ap0s
6 e 12 hcras de reagéo, respectivamente. Apds cerca de. 20 horas,
foi.ﬁetectada ainda a presenca de glicoseglicina. A reagac entre
acido glutéamico e frutose ocorreu rapidamente guando um dos grupos
carkboxilicos do aminofcido era neutralizade com guantidade eguiva=-
iente de NaOMe. Nos experimentos com glutamato de sGdio os autores
observaram a formagaoc de manose~acido glutdmico em quantidade bas-
tante superior & de glicose-acido glutdmico. O composto frutose-
-acido glut@mico apareceu logo no inicio da reagao e sua guantida-
de era equivalente a 1/4 dos derivados aclicar-dcido glutlmico for-
mados. Quanto aoc sistema que continha lisina e glicose foi observa
da inicialmente a presenca de e-frutose-lisina, seguida pela forma
¢ao de o-frutose-lisina, seﬁdo gque a razac entre os derivades ¢ e
o« apbs cerca de 4 horas de reagac foi 2,5. Posteriormente foi iden
tificada o, e-difrutose~lisina que, apds atingir wm mixime -~
de concentragao correspondente g 12 horas de réagéo, passou.a for-
mar melanoidinas. A mesma reagao feita em presenca de frutose mos—

trou a formagao de 6 derivados de lisina monosubstituida, sendo
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gue neste caso a razao entre as lisinas € e o substituldas foi

0:63?

KOEHLER et al (59} pesquisaram, em 1969, o.mﬁcanismo de formagao
de pirazinas alquiladas em sistemas-modelo contendo aclicar e ami-
noacido refluxados a 120°C por 24 horas. Estudos radio-isotdpicos
indicaram gue, na formag%o de pirazina, os aglcares eram a princi
pal fonte de Atomos de carbonos, enguanto os aminodcidos forne-
ciam apenas o nitrogénio, 05 autores sugeriram possiveis mecanis-
mos para a fragmentagao de hexoses em unidades de dois e trés ato

nos de carbono, como também propuseram caminhos para a incorpora-

géo dessas unidades menoresg nas moléculas de pirazinas.

Em 1969, KATO et al (60} pesquisaram os mecanismos de degradagﬁé
de frutose e glicose pela interaqac com aminoadcidos ou dcidos or-
ganicos, em solugbes aguosas i temperatura de 100%. as concentra
¢oes de aghcar e de glicina nas solucbes variaram entre 0,05 M e
2,00 M e o pH inicial fol ajustado na faixa de 2 a 8. Os resulta
dos cobtidos mostraram que a frutose escurecia mais rapidamente
gue a glicose em éancentragaes baizas de aminoicido e/ou nos esté
gios iniciais da reacao. A glicose foi mais reativa em concentra-
goes altas de aminoacido e/ou apds longo periodo de reagao. Em
concentragoes acima de 0,25 M de cada reagente a absorbancia das
solugdes aumentou linearmente com a concentragao dos mesmos, sen-
do gue, para a glicose, a velocidade de escurecimento fol aproxi-
madamente proporcional ao cubo de éua concentragac e, para a fru-
tose, a velocidade foi proporciconal ao guadrado de sua concentra
cao., Sequndo os referidos autores, a formagac de glicoge~aminoaci

do ou frutose-amino&cido dependia das concentragdes do aglcar e
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do amincdcido e a presenca de ambos era necessaria para a produgao
de melanoidinas. Para a frutose os autores consideraram gue a inte
racdo inicial com o aminodcido ndc era necessaria para o escureci-
"mento e gque a propria frutose sofreria decomposigac, dando compos-
tos carbonilicos reativos que reagiriam a seguir com aminoicidos,
formando as melancidinas. A interagao dos aglicares com acidos orga
nicos ou acido fosfdrico mostrou que Ions carboxilate e anion fos-
fato eram catalizadores da reagdo de escurecimento, especialmente

para a frutose.

Em 15969, FREIMUTH e TROBSBACH (61} detectaram a presenca de um com
posto revelavel por ninidrina em sistemas contendo proteina e lac-
tose, aquecidos a 96OC. 0s autores conclulram gue se tratava de um
produto secundario da reagao de Maillard e propuseram a seguinte

formula estrutural para seu grupe cromofdrico:

HC ~ € =0
i i
-~ C C
~ rd
0

CH - R

it

CH

SPARK (62), em 1969, investigou as perdas de nitrogénio aminico -
livre em solugaes 0,66 M de glicina e 1,25 M de agﬁcar reduior, in
cubadas a 50°C por tempos varilveis até 2000 horas. O escureéimen"
to foi acompanhado pela leitura da absorbancia das solugoes a 450
nm e as perdas de nitrogénio aminico primério e o consumo de glici
na foram avaliados pelo método de Van Slike e por cromatografia em
papel, respectivémente. Para glicose, manose e galactose, a perda
de nitrogénic aminico foi linear com respeitc ac tempo, gendc gue

a maior perda verificou~se com o sistema gue continha xilose, se-
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quida por manose, galactose, glicose, sorbose e frutose, Quanto
sc escurecimento, a ordem de reatividade fol a mesma. 08 resul-
tados cobtidos pelo autor mostraram que existiam poucos interme-
didriocs contendo amino-grupos primarios nas misturas de reagao

e que os mesmos eram bastante reativos.

REYNOLDS (63), em 1969, estudou a reagao de Maillard em siste
mas-modelo contendo glicose, glicina e citrato, na relagéo mo-
lar de 8:1:1, a pH 3,6 € 6,1. Apds 10 dias de reagao a SOQC, o)
autor observou no sistema a pH 3,6 perdas de glicina e de glico
se na relacao molar de 1:2,5; a pH 6,1, a perda de glicose, a-
pds 15 dias de reagao, foi de 4,5 moles. O mesmo autor detectou
ainda a presenca de dicetoseamina nas misturas de reagac, tendo
concluide que a velocidade de decomposicao desse composto a pH

3,6 era proxima da sua velocidade de formagao.

UMEMOTO et al (64), estudando em 1970 o efeito de tragas' de
ions Fe+3 no escurecimento de sistemas-modelo formados por gli-
cose e B-alanina, observaram gue estes iong tinham um efeito
acelerador, principélmente gquande adicionados em estagios mais
adiantados da reagao. Foi tambem observado gue na presenga de
fons Fe'> ocorria uma diminuigao considerivel na formagao de
frutogse-amina e um aumento da formagao de 3-desoxi-glicosulose.
Segundo os mesmos autores, frutose-amina seria © principal in-

termedifrio formado durante a reagao de Maillard.

fm trabalho subsegliiente, UMEMOTO et al (65) pesquisaram o efel-
to de ions Fe+3 na reagﬁa de Maillard, utilizando como produto

inicial a i1-desoxi-l-p-alanino-D-frutose. Foi verificado gque a
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- - +3 . . ~
adigao de ions Fe - causava um escurecimento imediato da solugao
“com degradacao da l-desoxi~l~ B -alanino-D-frutose e um aumento =~
congiderdvel na formagao de 3-desoxi-glicosulose, além do apareci

mento de varios compostos contendo carbonilas.

HEYDENREICH (66), em 1971, aquecéu a 40%¢ solugoes de: aclicares,
aminodcidos, acido ascdrbico, aminas de diferentes graus de algui
lagdo, &cidos organicos e sais de vArios cations e misturas des-
tas solugoes, verificando que o escurecimento das solugoes nao de
pendié do tipo de ag¢lcar nem do aminodcido envolvido. Por  outro
lado, a concentracgao desses reagentes afetou a velocidade e a ex-
tensic do escurecimento, tendo o autor concluido gue o efeito ace

lerador estava associado 4 presencga de grupos hidroxilas, especial

mente guando em estruturas diendlicas.

Em 1971, FLEMING et al (67) verificaram gue durante a reagao de
Maillard entre glicose 0,11 M e lisina 0,01 M a incorporacgac de
nitrogénic nas melanoidinas era progressiva e acompanhava a forma
¢do de cor. De acorde com 0s autores, o maior escurecimento veri-
ficado na presenca de lisina representaria uma malor conversao da
§licose’a produtos coloridos de degradagao, ao invés de um produ

+o mais intensamente colorido.

JANTFER e POKORNY (68) publicaram, em 1971, os resultados de suas
pesguisas mostrande gue derivados carbonilicos preduzidos pela o-
xidagdo de lipidios reaglam com amino-grupos livres com formagao
de vaArios produtos de condensagac coloridos. Os antores considera
ram gque em meios onde aldeidos estivessem presentes, particular -

mente em meio acido, a aldolizacdo de produtos primarios de vrea-
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¢a0  formaria compostos com dois ou mais radicais aldeidicos para
cada amino-grupo. No caso de hidrowicetonas, nenhuma reagao analo
ga & aldolizacdo ocorreu, pelo contrarioc, um grupo hidroxicetdni-

ce combinou~se com dois amino-derivados.

Em 1972, POWEL e SPARK (69) estudaram o efeite de Ilons zircdnio
e Ions aluminioc no escurecimento de solugdes 2,5 M de glicose e
1,0 M de glicina, aquecidas a 50° e 60°C, em pH na faixa de 2,0 a
8,0. A adigao de sulfato de aluminic ou zircdnio na concentracio

de 200 ppm mostrou um peqgueno efeito inibkbidor independente da qug
da do pH, efeito este gue, segundo os autores, era bem menos im -
_portante que a acac dos gals desses compostos sobre o rH do meio,

afetando estégios da reagdo gue dependiam do pH.

EICHNER e KAREL (70}, em 1972, pesquisavam a influ&ncia do conted
do de Agua no escurecimento de sistemas contendo aglicares reduto-
res, glicina, glicerol e polimeros hidrofilicos. Foi observado
gque a velocidade de escurecimento aumentava com a diminuicao do -
contelido de Agua, exceto em sistemas nos quais a mobilidade dos
reagentes se tornava limitada pela viscosidade alta de solugoes -
com atividade de agua baixa. Segundo o autor, o efeito inibitdrio
do alto conteldo de Agua seria devido ao fato da agua ser um dos
produtos de varias reagaesnde condensagao durante o escurecimento.
0s autores consideraram tanbém gue as condigoes Otimas para o es-
curecimento seriam determinadas pela quantidade de agua presente

e pelo estado em que a mesma se encontrasse ligada aos diferentes

componentes dos sistemas de reagao.

MOTAL e INQUE (71), em 1972, prepararam melancidinas através ao
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agquecimento de solugdes aquosas de glicina e xilose a 100°C por
2 horas. Foram obtidos 8 conponentes responsaveis pela cor, 08s
quais, segundo os autores, teriam sido formados através de oxida
coes sucessivas e eram bastante similares em estrutura guimica

!

diferindo apenas no grau de polimerizacao.

Em 1973, MOTAI (72) investigou a cor de varias melancidinas pro-
duzidas em solugdes contendo aminodcido com aglicar ou  peptidio
e verificou que a tonalidade da cor das melanoidinas variava com
a mudanca da razdo entre as concentragoes dos reagentes. O autor
concluiu gque oz amincicidos e os peptidios eram os responsiveis

pela tonalidade da cor das melancidinas e que o tipo de égﬁcax u
gado nao tinha influéncia neste aspecto. Entre os amincicidos es
tudados, a lisina fol o gue aprésentou absorbancia maior a 450

nm, seguida pelo acido glutamico e pela glicina.

Nesse mesmo ano, NAMIKI et al (73), estudandc a formagao de radi
cais livres em misturas aguosas de arabinose e alanina agquecidas
em banho maria, observaram que o085 radicais livres se formavam
num estidgio preliminar da reagac, antes do aparecimento de corx.
Em sistemas que continham somente aminodcido ou aglicar nao fol

detectada a presenca de radicals livres.

BOBBIO et al (74) investigaram, em 1973, o efeito catalitico de
citrate, ftalato e fosfato em solagées 1,25 M de glicose, fruto—
se ou xilose e 0,66 M de glicina, aquecidas a 4?OC, a pE 6,2 e
2,2. Dos anions esﬁﬁdados, o Fosfato Ffol o catalisador mais ativo
do escurecimento, sendo que o menoﬁ efeito catalitice verificou=-

~ge para cetoses a pH 6,2.
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Em 1374, OMURA et al (75} fizeram reagir tricse redutonas (TR} com

varios compostos nitrogenados e verificaram que a reagac era depen
¥

dente do pH e que alguns compostos contendo grupoes ~N—QH podiam

s2 combinar com TR.

Nesse mesmo ano, SHINOHARA et al (76) acompanharam o escurecimento

de solucdes 2,5x107%

M de TR e de aminodcido ou peptidic aguecidas
a 90°%¢ por 4 horas e constataram gue nas solugbes gque continham
glicina, histidina, cisteina, arginina, fenilalanina, triptofano
ou glicilglicina, ¢ desenvolvimento de cor havia sido marcante. Os
autores observaram ainda gue o0 poder redutor das solugoes decres—
cia com o decorrer da reagao e gue compostos redutores revelaveis

por ninidrina eram produzidog pela condensagao entre TR e alguns

amincacidos.

Em trabalho subsegliente, SHINOHARA et al (77) verificaram que Ions
Cu2+ promoviam de modo acentuado o escurecimento em sistemas con-
tendo aminoicido e TR, especialmente guando a proporgao entre o

aminodcido e a TR estava na relagao de 2:1.

. KOLKA e SOKOLOWSKY (78), em 1974, estudaram a cinética do rearran-
jo de Amadori de N—D—glicésidios de anilina, p-toluidina e p-ani-
sidina, em dicoxano, nas temperaturas de SOOC, QGOC.E lOOOC. Foi
também investigado ¢ efeito catalitico dos acidos acético e oxali-
co e do cloreto de zinco na reagao. Os autores verificaram que em
todos os sistemas o rearranio de Amadori segquia uma cinética de 12
ordem € que & velocidade da reagao aumentava com a basicidade do
amino—grupe do N-D-glicosidio. A efetividade dos catalisadores no

rearranijo de Amadori, em ordem crescente, £ol a seguinte: dcido a
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cético, &dcido oxalico, cloreto de zinco.

WOLFROM et al (79), em 1974, examinaram o desenvolvimento de cor
em solugoes contendo aglicar e aminofcido, armazenadas a 65°C, e a
valiaram a influéncié de varios fatores na velocidade e extensao
da reagao de escurecimento. Pelos resultados obtidos, o autor ve-
rificou ques
a) a reacgao dependia da proporgac relativa entre o aminoici-
do e o aglcar;
b} o escurecimento aumentava com o decrdscimo da quantidade
de agua de 80 para 65%, em sistemas contendo glicose e
glicina na relacdo de 1:5; o
¢) citrato de potassio acelerava acentuadamente a reagac, en
quanto gue os acidos citrico e ascdrbico tinham um efeito
inibidor;
d} frutosé reagia mais rapidamente que glicose no inicio da
teagéo;
é} bissulfito de sddic e vérias.hidrazinas inibiam de medo
marcante o escurecimento de solugdes 1:1 de glicose e ar-

ginina.

Foram tanmbém preparadas pelos mesmos autores solugoes de  glicose
e acido 4-amino-butirico na proporg@o de 1:0,105, 3s quais foram
adicionados acido citrico,’citrato de potassio e Acido ascdrbico,
a fim de se obter sistemas simulando suco de laranija desidratado.
Os sistemas de reagao foram liofilizados e entio agquecidos - a
lODOC, tendo sido avaliadas por cromatografia gis~liguido as per-
das de glicose e aminoécidé nos estagios iniciais da reagdo. TFoi

verificado gue o contelido de aminodcido cala para zero apds 10 mi
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nutos de aguecimento e que neste mesmo tempo de reagiao o decrésci
mo de glicose era de 20%. Com a retirada do aminodcido do sistema
ndo se observou perda de glicose apbs 40 minutos de reagdo. Os au
tores, usando ainda sistemas~-modelo, concluiram que dos aminoaci-
dos livres no suco de laranja, o adcido 4-amino-butirico e a histi

dina eram o8 mals reativos.

YU et al (80), em 1974, investigandc a reagao entre acido ascOrbi
co e vinte aminoacidos, verificaram que O pProgresso ¢ a extensao
ao desenvolvimeﬁto de cor em sistemas nao tamponados dependiam da
temperatura, do tempo de incubagac, do tipo de aminoacido e da
presenga de sais. Com excegdo da cisteina, todos os aminobcidos -
veagiram com o Acido ascdrbico, sendo gue apds aquecimento a 44°¢
por 10 dias, os sistemas que continham glicina, acido glutamico

ou lisina, apresentaram perdas de acido ascdOrbico de 62%, 68% e
74%, regpectivamente. Estudando © éfeito de sais e de acidos Qrgé
nicos na reagao, YU verificou gue o fosfato de sbdio dibasico ace
lerava o escurecimento, enguanto que os acidos fumirico, tartari-
co e succinico reduziam a formagao de cor a 72°C, em sistemas con

tendo adcido ascdrbico e triptofano.

Em 1975, HASHIBA (81) constatou gue solugbes aquosas de l-desoxi-
~l=-diglicina-D~frutoge (FGG) escureciam mais rapidamente gque uma
mistura de glicose e diglicﬁna na presenca de oxigénio, a 50°C.
0 escurecimento oxidativo da PGG aumentou de 30 a 40 vezes pela a
&igéo de Fez+ enguanto que para a mistura de glicose e diglicina

nao foi detectado efeito deste metal.

NAMIKI e HAVASHI (82), estudando em 1975 o efeito de oxigénio,tenm

peratura, pH, relagac molar dos reagentes e aditivos no desenvol-
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vimento de radicais livres durante reagtes do tipo amino-carboni-
la, concluiram gue uma estrutura a-hidroxi~carbonilica era neces~
saria para a formagac de radicais livres e propds a seguinte es-
trutura principal para tais radicais:

R=-C—-C=—HN—-R
! ]
Q H

CIUSA e MAZZARACCHIO (83) publicaram, em 1975, os resultados de
seus estudos sobre a reatividade de vinte aminoacidos com glicose,
galactose, arabinose, ribose,'maltose ou lactoss, em metanol ani-
dro a 80°C. Os resultados obtidos mostraram gue a velocidade da
raagﬁo era malor para pentoses do gque para hexoses ou dissacari~
decs e gue os diferentes aminodcidos se comportavam de maneiras
diversas gquanto ds suas reatividades com os mesmos aglucares. Pela
observagao da perda de aminodcido livre e da formagao  correspon
dente do N-amino-desoxi-ceto-derivado, os autores f£izeram | nma
classificagac dos aminoldcidos estudados quanto as suas reativida-
des com monossacarideos. Dessa forma, arginina, leucina, valina,

fenilalanina, histidina, triptofanc, metionina, iscleucina e gli-
cina foran classificados como aminocicidos de alta velocidade; ala
nina, lisina, prolina, treonina, serina e cisteina foram conside-
rados come de média velocidade e, finalmente, &cido glutémico, ti
rosina, glutamina, acido aspartico e cistina foram caracterizados

come amincoacidos de baixa velocidade.

Em 1976, WARMBIER et al (84) verificaram que em sistemas—modelo
contendo caseina, glicose, glicerol, Gleo, celulose micrbcristal&

- o . .
na e Agua, armazenades a 45 C, a velocidade de escurecimento se-
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guia uma cindtica de ordem zero apés'curto,periodo de indugao, au
mentando linearmente com o aumento de 0,5 para 3,0 da razac molar
inicial entre glicose e lisina disponivel, enquanto que as veloci
dades iniciais de utilizagdc de glicose e de perda de lisina obe-
deciam a uma cindtica de 19 ordem. Os autores ainda cobservaram que
uma perda de 50% da glicose presente nao afetava a velocidade dJo
desenvolvimento de cor e gue ﬁma guantidade superior a um mol de
glicose era utilizada por mol de lisina, o gue os levou a con-
cluir gue as reagoOes de polimerizagfo eram as controladoras da ve
locidade de escurecimento e gue reagoes com outros amino-grupos -

disponiveis ou regeneragac da.amina ocorriam nos estigios ini-

ciais da reagao.

BARBETTI {(85), em 1976, submeteu a temperatura de ebuli¢aoc solu~
goes 0,01 M de lactose e de glicina a pH 10, 8, 6 & 4 e acompanhou
& reagac através da absorbdncia dos sistemas a 285 e 490 nm e pe-
lo decréscimo de pH. Foi observado gue as variagCes das velocida-
des de escurecimento eram coerentes com o maior e menor abaixamen
to de pH, exceto para osg éistemas a pH 8 ¢ pH 6, onde gse verifi -
cou uma velocidade maior para pH & nas primeiras 39 horas de rea
gao, embora o decréscimo de pH tivesse sido maior para ¢ sistema

a2 pH 8 neste mesmo tempo. EHate comportamentc? segundo © autor, te
ria sido devido a um processo inerente nao aos estdgios iniciais
da reagao de Maillard, mas a estagios intermedidrios de produgao
de compostos hetercaromaticos qgue influenciavam diretamente os es
tagios finais do préceéso de escurecimento., A pH 8 teria sido fa-
vorecida a produgao de compostos vdléteis, nao precursores das me

lancidinas, que se perdiam da mistura de reagao.
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ainda nesse ane, BARBETTI (86) estudou o comportamento de siste-
mas liofilizados contendo aclicares redutores ou nac redutores e
aminofcido a pH 6,7, & temperatura de 60°C e umidade relativa de
70%. O autor nao observou nas misturas estudadas paralelismo en-
tre escurecimento e decréscimo de pH e concluiu que a variagéﬁ
de pH era devido a um estigio da reagac de Maillard gue nac ti-
nha consegliéncia direta sobre a producgido de melanoidinas e seus

supostos preQursores.

HEYNS e HEUKESHOVEN (87), em 1976, investigaram o mecanismo da
reacao de hexuloses e hexuloses parcialmente metiladas com amino-
acidos, em salugaes metandlicas tamponadas a SBOC. Pelos resulta-
dos obtidos, os auntores verificaram que a velocidade da reagao au
mentava linearmente com o logaritmo da concentragac do tampac ace
tato/acido acético e atingia um valor maximo a pH §,2. 05 amino=-
acidos empregados tiveram uma pequéﬂa influénecia na velocidade to
tal da reagaoc; em éontraste, as hexuloses: D-frutose, L-sorbose,
Se-metil-~D-frutose e 5,6-0~-dimetil-L-sorbose mostraram uma in-
fludncia marcante. Foi também encontrada uma relagao linear entre
reatividade do aglcar e porcentagem de grupo cetonico livre pre-~
sente no eguilibrioc. Os ;eferidos autores conclulram gue a veloci
dade da reacac era determinada pelo atagque nucleofilico do amino-
- ~grupo do aminoacide ao grgpo'carbonila da hexulose, sendo dgue
as cetosilaminas assim formadas sofreriam um rearranjo rapido

dando os produtos de Amadori correspondentes.

Em 1976, ADRIAN (88) estudou as consequéncias da reagao de
Maillard entre xilose e proteinas intactas ou protelnas hidroliza

das. O autor concluiu que para proteinas hidrolizadas a perda to-
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tal de nitrog@nio aminico era maior, porém os aminoicidos eran
destruidos de maneira uniforme, permanecendo inalterado o balango

dos meshnos.

Em 1977, CARDENAS et al (89) acompanharam a reagao de escurecimen
to em sistemas contendo alanina, acido glutamico ou acido asparti
co com glicose ou gliceraldeido. O desenvolvimento de cor fol pro
porcional 3@ concentragao do amincicido e fol maior para a alanina,
enquanto que o gliceraldeido mostrou-se mais ativo que a glicose,

-

n3o apresentando periocdo de indugdo na formagdo de cor.

DWORSCHAK e ORSI (90), em 1877, estudaram a reacao de Maillard en
tre glicose e os aminocAcidos metionina e triptofano, em solugoes
agquosas contendo ambos os reagentes em diferentes relagées mola—
res. Os sistemas foram tamponados na faixa de pH de 3 a 13 e nman-
tidos a temperaturas entre 110° ¢ 140°C. O consumo de aminoicido

e a absorbincia das solugoes a 465 nm foram medidos sm diferentes
intervalos de tempo durante 180 minutos. Foi observada para ambos
os aminodcidos uma velocidade maxima de reagdo em relagoes mola-
res de aminoacido para glicose correspondentes i formagao de mono
e difrutosil~derivados. An&lises cinéticas mostraram gue os amino
acidos reagiam também com produtos de degradacao da glicose, prin
cipalmente com trioses, e gue na presenga de um excesso do aghcar
ocorria um aumento na concentragac desses produtos de degradagao,

ocasionando uma mudanca na ordem da reagao.

Em trabalho posterior, em 1978, ORSI e DWORSCHAK (81) verifica -
ram que'durante a fusdo de misturas contende metionina ou tripto-

fano com glicose, um mol do acGcar reagia no maximo com 0,67 mol
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de metionina ou 0,43 mol de triptofané. Foi cbservado pelos auto-
res gue 50% da metionina'presenta reagiam com duas moléculas de
glicose, enquanto o restante reagia com apenas uma, € gue no Caso
do triptofano, além do amino-grupo primario, o grupamento amino

do anel indol também participava da reagac com glicose.

WANG et al (92), em 1978, cobservaram gue ions Cu2+ apresentavam
um efeito catalitico no escurecimento de solugoes 1,25 M de glico
se @ 0,060 M de glicina a SOQC. Este efeito foi mais acentuado a
pH 3,0 do que a pH 6,2, sendo progressivo com ¢ aumento da concen
tragao daqﬁela ion entre 20 e 100 ppm. Qs autores consideraram a
possibilidade de estabilizacao da cadeia aberta de glicose por
ions Cu2+, aumentando assim as chances de atagque nucleofilico pe-

lo amino-grupo.

QOLSSON et al (93), em 1978, submeteram a aquecimento.sob refluxo
durante 120 horas uma solugao aguosa contendo glicose e glicina
na relagao molar de 3:2, identificando em seguida alguns produtos
desta reagao. Além de um precipitado marrom, cuja composicao ele-
mentar foi determinada como sendo Cll,6ﬁll,4NO4,O’ os autores en-—
contraram no sobrenadante 27 compostos compreendendo furanos, pir
rdis, piridina, fendis, Acidos carboxllicos e lactonas, entre os
gquais, muitos nao haviam side identificado até@ entdo como produ -
tos de degradacac de carboidratos. A formaghc de 12 compostos con
tendo nitrogénio foi explicada pelos auntores através de um esgue-
ma baseado na desidratacdo da glicose, com ou sem a degradagao de

Strecker da glicina.
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IIT. MATERIAIS

A} Réagantes

A glicose usada nos experimentos era produto purco para andlise da

marca Merck.

Os aminodcidos eram produtos quimicamente puros das marcas Merck

& Riedel~de Hien.

Para determinacac da glicose foram utilizados reagentes especifi-

cos da marca Merck.

Os demais reagentes empregados foram produtos puros das marcas

Merck, Fisher e Carlo Erba.

Em todos os experimentos utilizou-se Agua desionizada com uma con

& 1 -1

dutividade inferior a 10 ° Ohm — om ~.

B} Aparelhos

Banho de Agua da marca Braun, com termostato preciso até 0,05%.
Potencidmetro Metrohm E~512 com micrqeletrodo combinado.
Espectrofotdmetro visivel ultravioleta, modelo Varian 635-D.
Aparelho de Van 8Slike, modelo 20, da ieyes Scientific Corporation.

Pipeta de Hempel, construida no Instituto de Fisica da UNICAMP,do

tipo descrito por Van Slike (94).
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AZuto~analisador de aminocidos de componentes modulades, acoplado
a um fotdmetro MER 1020 e a um registrador de tipo Honey Well
Bletronik 15 Strip Multipcint Recorder, montadao no Instituto de

Biologia da UNICAMP, com o auxilio financeira da FAPESP.

Espectrofotdmetro infravermelho Pye Unicom SP 1000.
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Iv. METODOS

A) Métodos de anilise
1. Medida do escurecimento

Foi feita através de leituras da absorbancia das solugdes a 450nm,
com as diluigOes necesshrias obedecendo ao limite de 1:100 indica-

do pGrMSpark (62},

2. Determinagao da glicose

A glicose foi determinada enzimaticamente com glicose-oxidase, se~
gundo Barham e Trinder (95). Para cada série de determinagoes cor-
respondentes a um mesmo sistema-modelo, foi construida uma curva

padrao com quantidades conhecidas de glicose.

3. Determinagac de nitrogénic aminico prim@rio

Foi realizada segundo o método descrito por Van Slike (94) para de
terminagao manométrica de nitrogénio aminico primidrio alifatico,

através da reacao com acido nitroso.

As amostras anallsadas foram apropridamente diluidas de modo a con
terem uma quantidade de nitrogénioc aminico inferior a 0,6 mg por

amostra, teor maximo determinivel no aparelho.

A guantidade de nitrogénio aminico primdrio (MNHB} presente em ca-

da amostra analisada foi calculada através da eguacgao:
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. g "ﬂH2p'aérao ® PNzamastra

it

g “&HEamostra

pNZpadréo

mg ~NH adrdo

onde o guociente foi calculado para cada deter-

pNZpadréo

minagao feita.

4. Determinacgao da lisina

Foi feita pelo laboratdrio de Imunologia Quimica do Departamento
de Bioguimica, Instituto de Biologia da UNICAMP, de agordo com  ©
procedimento ﬁescriﬁo por Spackman et al (96), com o uso da esca-
la de sensibilidade alta (25 nanomoles de cada aminodcido dac um

fundo de escala de 0,100).

Foi utilizada a coluna para a resolugao de amincacidos basicos,.de

13,0 x 1,0 cm, com resina do tipo Aminex A trabalhando com tam-

5!’
pao citrato de sbdic 0,5 N, pH 5,25.

As areas correspondentes aos picos obtidos para cada amostra fo-
ram comparadas a areas correspondentes a picos de amostras  pa-
drdes contendo o amindécido puro. As referidas areas foram calcu-
ladas pelo método de integracao manual por pontos.

5. Dosagem de nitrogénio nas melanoidinas

Foi realizada pelo método micro-Kjeldahl (97).
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6. Espectros infravermelho das melanoidinas

Foram feitos em pastilhas de KBr, a 1%.

B} Preparagao dos sistemas-modelo

Foram preparadas solugoes de glicose e aminoacido, na presenca ou
nao de cloreto cliprico, conforme especificado nos dados da tabela

lﬂ

O pH inicial das solugoes foi corrigido pela adigao de NaOH ou

HCl, conforme o caso.

Foram também preparadas solucdes contendo somente glicose na con-
centracac 1,25 M, nas mesmas condicdes utilizadas para os siste -

mas—modelo com aminocicido.

As solugoes assin preparadas foram distribuidas em tubos de vidro
de 10 ml, com tampa rosqueavel, vedados con papel “"parafilm®™, Os
tubos foram colocados em banho de agua & temperatura constante de

50%40,05%%.

Antes dos tubos serem colocados no banho e em diferentes interva-
los de tempo &uranie 240 horas de agquecimento, foram determinados
a absorb3ncia, o pH, o contelide de glicose e o contefido de nitro-
génio aminico primiric nos sistemas, de acordo com IV - A.1l., 2.,
3. Nos sistemas glu e glu3Cu ndo foi determinado o contefido de ni
trogénio aminico prim3rio. No final do tempo de reacao foi feita
a determinagac do contefide de lisina nos sistemas-modelo lysé,

1yvs6Cu, lvys3 é lys3Cu, conforme IV - A.4.
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TABELA 1 - Sistemas-modelo para a reagao de Maillard entre glicose

(1,25 M} e diferentes aminodcidos a 56°%C.

Sistema Amino&cido Concentragao pH Concentragao
nodelo do aminodci- inicial de Cu2+(p§m)
do (M)
lysb ligina 0,66 ' 0
lyséCu lisina 0,66 ' 160
lys3 lisina 0,66 ; -0
lys3Cu  lisina 0,66 , 100
glub dc.glutimico 0,66 . 0
glubCu dc.glutamico 0,66 6, 100
Cglul ac.glutamico 0,15%* 3, 0
glu3Cu dc.glutimico 0,15% . 100
gly6 glicina 0,66 , 0
glyoCu glicina 0,66 ' 106
gly3 glicina 0,686 ‘ 0
gly3Cu glicina 0,66 3,0 1006

*

Molaridade correspondente a solubilidade do aAcido glutadmico

£m

agua, a SOOC, de acordo com o Merck Index (88). A solugao  foi

equilibrada com um excesso de cristais do aminoacido.
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€} Preparagac das melanoidinas

As melancidinas foram preparadas a partir de solugoes 1,25 M de
glicose e 0,66 M de aminoacide, ajustadas a pH 6,2 e aquecidas duy
rante 48 horas a 9000. 0s aminocacidos utilizados foram a lisina e

o acido glutdmico.

A separacao das melanoidinas foi feita segundo o método descrito
por Leite (99). As melanoidinas solliveis em Aagua foram separadas
do neio de reagao por diklise em celofane contra agua, durante 48
horas. As solugdes obtidas foram evaporadas em banho-maria (50%¢)
a vacuo, em evaporador rotatdrio. A melanoidina inscoliivel em
agua foi separada dos demais produtos da reagac através de filtra

¢ao & vacuo e lavagem com agua.

Em cada melanoidina obtida foram determinados o teor de nitrogé-

nio e o espectro infravermelho, conforme IV - A.5. e 6.
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¥. RESULTADOS

A} Medida do escurecimento

Ds valores da absorbancia dos diferentes sistemas no decorrer das
240 horas de reacao encontram-se nas tabelas 2 a 7 e tamb&m  nas

figuras 1, 2 e 3.

Nas solucces contendo somente glicose a pH 6,2 ¢ 3,0, com e sem
" 24 - ; . -
fons Cu®’, nao foi observado desenvolvimento de cor mesmo apos

240 horas de reagao.

As figuras 4 a 11 e as tabelas 8, 9 e 10 referem-se ac tratamento

matemitico dos valores da absorbancia dos varios sistemas.
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TABELA 2 - Absorbancia a 450 nm dos sistemas-modelo lys6é e lyséCu.

Sistema-modelo tem@o {h) Absorbancia
lys6 0 0,000
21 9,101
47 0,790
74 2,09
97 3,05
119 4,23
143 5,65
167 6,50
191 7,98
216 9,72
241 | 11,4
lys6Cu -0 . 0,000
| | 0,030
12 | 0,100
26 ' 0,520
46 1,66
68 2,83
96 4,10
120 5,23
141 6,60
168 | 8,60
192 . 10,6
216 - | 12,86
237 14,8
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TABELA 3 -~ Absorbincia a 450 nm dos sistemas-modelo lys3 e lys3Cu.

Sistema-modelo tempo (h) Absorbancia
lys3 0 0,000
| 23 0,007
46 0,009
96 0,025
118 0,055
142 0,088
- 1686 : 0,153
190 0,226
215 06,305
240 : 0,414
1ys3Cu 0 0,000
' 23 _ 0,007
45 0,054
72 0,199
a5 0,372
141 0,812
165 1,04
19l 1,37
214 _ 1,68
239 B 2,04
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TABELA 4 - Absorbancia a 450 nm dos sistemas-modelo glub e gluéCu.

Sistema-modelo tempo (h} Absorbancia
glu6 0 0,000
| 26 0,020

. 42 0,074
52 0,130
69 0,284
92 0,649
115 1,16
144 1,97
161 2,63
195 3,85
218 4,93
238 5,81

gluéCu 0 6,000
10 0,020
24 ' 0,135
48 0,580
97 1,95
119 2,81
143 3,76
167 - 4,76
193 6,21
215 7,61
240 | 9,52
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TABELA 5 - Absorbincia a 450 nm dos sistemas-modelo glu3 e glu3Cu.

-S%stema-modelo tempo {(h} Lbsorbincia

glu3 0 0,000
48 0,000

92 0,000

137 : 0,000

186 0,001

238 0,000

glu3Cu 0 . 0,000
40 0,003

70 0,016

96 - 0,034

118 ' 0,050

144 0,078

168 0,110

190 0,140

216 0,180

240 0,225
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TARELA 6 - Absorbincia a 450 nm dos sistemas-modelo glyé e glyélu,

Sistema-modelo tempo {h) absorbancia

glyé6 0 0,000
' 30 6,003
i 44 8,020
55 0,042

70 0,077

94 0,205

117 0,366

142 0,573
166 0,871

189 1,13

214 1,49

. 239 1,89

glyoCu 0 0,000
25 0,035

40 ’ 0,085
72 0,300
96 0,520
125 0,885

144 1,18

168 1,55

ig2 2,00

216 2,48

240 3,00
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TABELA 7 -~ Absorbancia a 450 nm dos sistemas-modelo gly3 e gly3cu.

Sistema-modelo tempo (h) Absorbancia
gly3 _ 0 | 0,000
24 0,000
48 0,000
72 0,005
X 28 6,014
124 0,029
140 . G,039
164 0,063
174 0,076
188 4,100
187 0,116
212 0,152
223 0,171
240 G,220
gly3Cu 0 0,000
28 . 6,018
42 0,048
52 0,078
74 0,180
100 0,340
122 0,560
139 G,770
162 1,08
185 1,50
196 1,76
220 2,35
238 2,85
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TABELA 9 ~ Tempo de reagao correspondente & intersecgao das retas
. ~ L& a . :
relativas 4 17 e 27 fase do escurecimento nos diferen

tes sistemas.

Siste&a—modalo tenmpo (h)
1ys6 36
lysé6Cu 5%
lys3 ' ' 143
lys3cCu . 124
glué 64
gluélu _ 73
gly6 79
gly6Cu - 151
gly3 174
gly3Cu . 150
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TABELA 10 - Valores das aceleragdes da 1% e 22 fase do escurecimen
to (al e az) e do tempo de indugdo (ti) calculados para -

os diferentes sistemas—-modelo.

Sistema-modelo ti : a1 a,
(h) ™% x 10% h™? x 104

lysé 14 7,90 3,22
lysaCu 5 15,9 _ 4,62
lys3 68 8,115 0,172
lys3Cu 29 0,908 0,666
glub 18 1,08 2,16
glu6Cu 6 : 5,10 3,08
glu3cu ' 30 0,0792 .
gly6 | 30 0,384 0,706
glyéCu G ' 1,14 0,986
gly3 71 0,0564 0,108
gly3Cu 24 0,762 1,17
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B} Medida do pH

0s valores do pH em diferentes tempos de rea¢ao, nos sistemas com

pH inicial 6,2, encantram-se Nas figuras 12, 13 e 14,

Os sistemas com pH inicial igual a 3,0 mantiveram este valor cong

tante até 240 horas de reagao.
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C) Consumo de glicose e de nitrogénio aminico primariec {-NHZ)

As quantidades de glicose consumida e de -NH, consumido nos dife-

2
rentes sistemas durante 240 horas de reagac encontram~se nas figu
ras 15 a 24 e na tabela 11. No sistema glu3 nao foi observado con

sumo de glicose até o final do tempo de reacao,

Nas solucoes contendo scmente.glicase, a pH 6,2, tantc na presen-
¢a como na auséncia de Ions Cu2+, foi determinado um consumo de
" glicose igual a 0,05 moles/1 até& o final do pericodo de reagao. -
Neste mesmo tempo, 08§ sistemas contendo somente glicose a pH 3,0,
com e sem fons Cu2+ apresentaranm um consumc de glicose de 0,03 mo

les/1.
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TABELA 11 - Consumo de glicose e de “NHZ e razac molar entre gli-
cose consumida e HNHZ consumido {G/NHZ} nos diferen—

tes sistemas, decorridas 240 horas de reagao.

Sistema-nmodelo (Glicose consumida mNHz consumido G/NH2
(%)_ : (%5

lys6 14,4 13,0 _ 2.1
lyséCu 16,8 14,1 2,3
1ys3 6,4 10,6 1,1
lya3Cu 7,2 ' 10,0 1.4
gilué 16,8 27,3 1,2
glubCu 17,6 ‘ 30,3 i1
glu3Cu - 2,4 « .
glyé 8,8 5,8 2,9
gly6Cu : 7.2 6,8 2,0
gly3 4,8 4,5 2,0
gly3Cu 4,3 7.5 1{0
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D} Medida da lisina

0s cromatogramas referentes & determinagao da lisina residual en-

contram-se nas figuras 25 a 2Z9.

A quantidade de aminoacido consumido nos sistemas contendo lisina,

apbs 240 horas de reagao, estao apresentados na tabela 12,

TARELA 12 - Consumc de lisina nos diferentes sistemas, decorridas

240 horas de reacio.

Sistema~modelo lisina consumida
{moles/L)
1ys6 | 0,117
lys6Cu _ 0,118
1ye3 0,080
lys3Cu ' 0,081
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E} Teor de nitrogénio das melanoidinas

¢ teor de nitrogénio deteyminado nas diferentes melancidinas encon

tra~se na tabela 13.

TABELA 13 ~ Teor de nitrogénio das melanoidinas obtidas a partir
de solugoes de glicese (1,25 M) e aminocacido (0,66 M),

pH inicial 6,2.

Aminocacido HOo(%)
lisina (s} s 5,7
lisina {ins) 5,6
acido glutamico (s) 3,1
glicina (s) . 5,1*

melanoidina sollivel em agua

H

g
ins = melancidina insollivel em agua

* gegundo Leite (99},
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F) Espectros infravermelho das melanoidinas
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PIGURA 30 - Espectro infravermelbo da nelancidina solfivel do sisg—
tema glicose (1,25 M) e lisina {0,66 M}, pH 6,2. '
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PIGURA 31 - Espectro infravermelho da melancidina do sistema gli-
cose (1,25 M) e acido glutamico (0,66 M}, pH 6,2.
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VI. DISCUSSAD

A) Materiais e nétodos

No presente trabalho, © estudo da reacgac de Maillard foi realizado
em sistemas-nmodelo, com a finalidade de se diminuir o nimero de va
ridveis encontradas guando tal reagdo & estudada diretamente en

sistemas naturais.

A glicose foi o agtcar utilizado por ser um carboidrato comum  em
alinentos e ter sido usada na majoria dos trabalhos gque dizem res-

peito d reagac de Maillard.

A glicina, a lisina e o acido glutdmico foram empregados por apre-
sentarem caracteristicas de aminofcidos neutro, bisico e acido,
respectivamente, alem de serem enq&ntrados em produtos naturais,
livres ou como parte de proteinas, podendo participar das reagdes
de escurecimento nao enzimadtico que ocorrem durante o processamen—

to e estocagem de alimentos.

¢ efeito do ion Cuz+ fol estudadc tendo em vista trabalho anterior
{232} gue mostrou ser este ion um catalisador ativo da reagéo de

Maillard, mesmo na concentracio de 20 ppm.

A concentragao de 100 ppm de Ions Cu‘?+ utilizada no presente estu~
do teve come finalidade a obtengzao de resultados que permitissem

uma melhor caracterizaczo da agio deste lon.

As concentragoes de glicose e de aminoacido foram escolhidas  com
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base em trabalhos anteriores {74, 92). A baixa solubilidade 4o
dcido glutimico a pH 3,0 determinou, por sua vez, o emprego de s¢
lugtes saturadas em que a concentragac do aminofcido, embora bai-
xa (0,15 M a SOOC), foi mantida constante durante a reagao, na
tentativa de se atingir uma velocidade de reagac mais proxima da-

quela que seria esperada para a concentragac 0,66 M.

Na escolha das condigles de reacao, procurcu-se evitar condic¢oes
extremas onde a degradacao alcalina ou Acida da glicose e seu es—
curecimento pudessen competir com a reagas de Maillard. Assim, fo
ram utilizados pH 6,2 e 3,0 & temperatura de 50°¢, condigoes es-
tas gue se apxoxlmam muitas vezes daguelas encontradas durante O
procesgamento e mesmo armazepamente de alimentos. Condigoes seme

lhantes tem sido empregadas por outros autores {62, 74, 92).

A medida da absorbancia a 450 nm para determinar o desenvolvimen-
to da cor nos sistemas-modelo estudados tem sido empregada por ai
ferentes autores (62, 92, 32, 74), permitindo a obtengao de resul

tados comparativos.

0 método de determinagio de glicose através da glicose~oxidase
fol empregado devido a sua especificidade, rapidez e reprodutivi-
dade, tendo sido utilizado anteriormente {17, 84) no estudo da .

reagao de Maillard.

Ensaios feitos para se determinar a concentracao minima de glico-
se mensuravel por esse método.mostraram gue o limite pratico era
1,000 £+ 6,005 ug/ml. A fim de que os dados cobtidos neste trabalho
refletissem perdas de glicose devido apenas & réagéo de Maillard,

as quantidades de glicose consumidas referentes aos varios siste-
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mas estudados correspondem a diferenca entre a Cﬂncentragéo da
glicose residual determinada na solugao de glicose e aguela de~

terminada em cada sistema-modelo, nas mesmas condigoes de reagao.

O método de Van Slike (94) foi escolhido por ser seletivo, medin-
do somente os amino-grupos livres dos aminoiZcidos presentes no
meio de reacao. Além disso, trata-se de um método sensivel, permi
tindo determinagoes de at® 0,0100 % 0,0001 mg de nitrogénio amini

co por ml de amostra {(94).

Ensalos preliminares mostraram gue variag¢ées na tensdo da corren-—
te elétrica afetavam o funciconamento do aparelho de Van Slike,
alterando osg resultados finais. Para se evitar essa distoxgéo,
procedeu-se & andlise de padroes imediatamente apds a leitura das
amostras, de forma a se ther valores de pressoes de Nz(psz re-
ferentes 3 mesma tensao de corrente elétrica e 3 mesma temperatu=-
ra. Assim, a guantidade de nitrogénio aminico primario (“NHE) em

cada amostra foi determinada através da igualdade:

- g _§H2padr§o P> amostra

"G "NH2amcstra =

pN2padr§o

A expressao acima foi adaptada da seguinte equacgao {(94):

g “NH2&mostra H= PN2 x £

onde £ & um fator tabelado para diferentes temperaturas.

A determinacdo da lisina através do auto—analisador de aminofcidos

foi feita tendo em vista que a medida de nitrogénio aminico prima-



.rio nac pode ser considerada, neste caso, como representativa da
lisina residual, uma vez que este aminodcideo, ao reagir com a gli
cose, pode formar c~derivados ou e~derivados, bem como a, e~deri-
vados (58). Estes derivados também reagem com a ninidrina, poden-
do ser detectados pelo analisador de aﬁinaéaidos. Os cromatogra -
mas obtidos (figuras 26 a 29) de fato apresentaram um pico adicio
nal ao da lisina, com tenpo de eluigao menor, e que poderia cor-
responder a um dos referidos derivados. A identificacdoc desse com
posto néa\pﬁde, no entante, ser feita devido s dificuldades na

obtengao dos padrdes necessarios,

No presente estudo, a concentragao de ~NE, determinada nos siste-
mas contendo glicina ou acido glutdmico pode ser considerada como
representativa do contelido de amincicido, uma vez gue, nesses sig

temas, cada amino-grupc livre corresponde a uma molZcula de amino

dcido que nao reagiu.

B)Y Resultados
1. Tratamento cinético do escurecimento

Alguns autores (26, 92), analisando o aspecto cinético da reacgao
de Maillard apds o aparecimento de cor em sistemaSWmaaeld, integ~—
pretaram o inicio da curva do logaritmo da absorbincia em relagao
ac tempo como sendo representativo de uma reagao de pseudo primei
ra ordem, e calcularam as constantes especificas de velocidade pa
ra a reacgao de escurecimento através da inclinacao da parte reta
da curva tragada. Tal tratamento nac parece ser o mais adequado,

j& gue o proprio aspecto da curva (figuras 1, 2 e 3) sugere gue
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nao hd uma constante de velocidade finica para a reacdo, além de
gque, uma vez iniciado o escurecimento, nao existe somente ﬁm com -~
posto cujo actmulo seria responsavel palo aumento da cor. Por ou-
tro ladeo, o aumento da absorkidncia depende da absortividade molar
das varias moléculas presentes, podendo aumentar, por exemplo, -
através de um aumento de insaturacac ou conijugagido, ou do peso mo-~
iecular, sem que isto impligue no aumento da concentragac. das esp§
cies preséntas. Dessa forma, tem-se gue num mesno sistema, durante
o escufecimento, ocvorrem simultaneamente diferentes tipos de rea-
cao, o que torna dificil é definicao de uma ordem cinética para a

reacao de escurecimento,

No presente trabalho, ¢ aspecto cinético do escurecimento foi ana-
lisado com base na existéncia de uma variagao linear da absorban-
cia em relacao ao quadradé do tempo de reagdo, para todos os siste
mas, como pode ser visto nas figuras 4 a 11. A mesma dependéncia -
foi encontrada por Haugaard et al (22) em =mistemas contendo glico-

se e glicina, submetidos a condicoes experimentais drasticas.

A partir dos dados experimentais (tabelas 2 a 6) foram calculadas,
por regressao linear, as equacoes das retas obtidas nos diferentes
sistemas ftabela 8), as guals apresentaram coeficientes de correla
cao su?eriores a 0,98. Estas retas podem ser representadas pela se

guinte eguagao geral:

Ayog = | + nt? - {eguagao 1)

A450 - absorbancia a 450 nm

m ~ intersec¢gac da reta com © eixo y

onde,

n - ineclinagao da reta
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t ~ tempo de reacgac {(h}.

Utilizando—se a equagao da reta relativa ao que foi considerado
come a primeira fase do escurecimento,foi calculado o tempo de in-
ducao (periode de tempo até o aparecimento da cor) para cada siste
ma-modelo, adnitindo-se que, durante este periodo, a absorbancia
dos sistemas permaneceu igual a zero. 0s tempos de indugao, Que 5€
encontram na tabela 10, n3o sac necessariamente os valores reais, -
uma vez que foram pouccs os dados disponiveis para o calculo da
equagao da reta correspondente a primeira fase do  escurecimento;
pdr outro lado, a estimativa do tempo de indugao permitiu a obten-
gao de dados comparativos quanto a reatividade dos diferentes ami-

noicidos nas condigdes de reagac empregadas.

pDerivando-se a eguagao 1 em relagao ao tempo, temos que:

3 Bys ~
820 = 2 nt (egquagaoc 2}
2t
3 A N _
onde o termo — - vepresenta a variagao da absorbancia com o tem-
3t
po, ou seija, a velocidade do escurecimento ive}. Se a equagao 2

for derivada em relagao ao tempo, temos ques

8 Vg -
e - ¢! (equagac 3}
3 t
onde 2 n & a variagao da velocidade de escurecimento com o tempo,
ou a aceleracao (a) da velccidade da reagao. Dessa forma, utilizan

do-se as equagoes das retas obtidas para cada sistema (tabela 8},

foram calculados dois valores de aceleragao, a, e a,, corresponden
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tes, respectivamente, g uma primeira e a umé segunda fase do a5
curecimento (tabela 10). No caso do sistenma glu3Cu, até 240 horas
de reagdo, obteve-se um Gnico valor de aceleragao. Pelos dados da
tabela 10, verifica-se que a aceleragac inicial do escurecimento -
dependeu da reatividade de cada aminodcido e, para © mesmo aminoa-

cido, variou ceonforme.o pH do meio.

Analisando-se as figuras 4 a 11 observa-se que, para cada sistema,
ewistiu um intervalo de tempo de reagao em gue ocorreu uma mudan-
¢a na inclinagao da reta correspondente a primeira fase do escure-
cimento, mudanga esta que foi traduzida como um aumento ou diminui
cao da aceleragao da reagao. Embora nao seja possivel definir exa~
tamente, para cada sistema, o intervalo de tempo em gue tal muﬁanw
¢a ocorreuw, OF resultados obtidos mostram gue o tempo corresponden
te & interseccgdo das retas tragadas para um mesmo sistema situam—
~se dentro daguele intervalo de tempc (tabela 9).

2. Comportamento dos aminodcidos, efeito do pH e do fon cu’t

0 nao aparecimentno de cor nos gistemas contendo somente glicose
mostra que, nas condigles de reagao empregadas, nac houve caramell
zacao do aglicar e portanto o escurecimento observado nos varios

sistemas-modele foi devido apenas & reacao de Maillard.

Pelos dados da tabela 10 verifica-se que, dos aminodcidos estuda -
dos, © mais reativo foi a lisina, que possui dois amino-grupos ca-
pazes de participar da reagao. O &cido gilutimico, apesar de  pos-—
suir apenas um amino—grupo, mostrou-se malis reativo que a glicina

a pH 6,2, o que poderia estar associado & agao catalitica do grupo
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carboxila no C Este grupo, devido & flexibilidade da cadeia, po

4
deria catalisar reagoes de enolizagao, de modo semelhante 3 acdo
catalitica de aAcidos carboxilicos comuns {41, 60). A ndo formagio
de melancoidinas no sistema glu3 {tabela 5} pode ser atribulda a
‘baixa concentracao do acido glutamico (0;15 M} (60, 79, 89}; uma

vez gue as demais condigbes de reacac foram as mesmas que para os

sistemas lys3 e gly3.

0 decréscimo do pH durante a reacgao de Maillard tém sido atribui-
do 3 remocdc do amino-grupo do aminodcido pela interacao com o -
aglcar (9, 11, 62). No entanto, parece pouco provavel gue a forma
cao dos compostos iniciails de adi¢cao seja suficiente para fazer
com gque o pH do sistema se altere, como 2 mostrado nas figuras
12, 13 e 14. Nog sistemas considerados, o valor do pH inicial co-
megou a variar somente decorridas 20-30 horas de reacgao, quando
esses sistemas A& apresentavam coloragao. E, portanto, possivel
gque os malores responsavelis pela'variagao do pH sejam intermedid~

rios formados em estigios mais avangados da reagaoc de Maillard.

Em experimentos preliminares em que foram incubadas a 50°¢C  solu-
¢oes de melanoidinas puras (obtidas conforme IV. C.), em Agua a
pH 6,2, observou-se gue © pH das solugoes diminuia durante o ague
cimento, enquanto que as suas absorbancias permaneciam as mesmas.
ou ocorria precipitagio das melanoidinas. ApOs 96 horas, as dimi-
nuicGes de pH nas solugoes de melanoidinas correspondentes aos
aminoacidos lisina, acide gluta@mico e glicina foram, respectiva-
mente: 0,7, 0,4 ¢ 0,4 unidade de pH. Essas observagoes sugeren
que também as melanoidinas que se formam'nos estagios finais da

reacio de Maillard seriam responsiveis pelos decréscimos do pH
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dos sistemas. Ainda, parece provavel gue, apds determinado estagio
da reagdo, modificagdes adicicnais na estrutura da melanoidina nao

mais afetam a absorbancia da sclugao.

0s dados das figuras 1, 2, 3, 12, 13 e 14 mostram que nao had  uma
relagao direta entre variag%c de pH e escurecimento. Observa-se, -
porém, que nos sistemas com lons cu®’ houve um maior decr@scimo do
pH e um maior escurecimento durante as 240 horas de reacao. Nas
figuras 12, 13 e 14 podem ser observados intervalos de tempo am
gue o pH nao sofreu mudangas, enquanto gque nas figuras 1, 2 e 3 ve
-rifica—se que nac ocorreram patamares nas curvas de absorbancia,
as guals mostram um aumento gradativa e continuo do escurecimento.
Comparando-se tais observagoes com os dades de consumo de glicose

e de -NH. para os sistemas analisados (figuras 15, 16 e 19 a 22},

2
verifica-se gque, com excecgao dos sistemas gilué e glublu, nos siste
mas sem ions Cﬁ2+ houve intervalcocs de tempo correspondentes nos
quais o consumo dos reagentes inibiais ndo sofreu alteracgoes signi
ficativas. Nos sistemas glyGCu e lys6Cu, © escurecimento aumentou
e o pH caiu em periodos em gue nac houve alteracao significativa -
no consumo de glicose e de ~NH., . 0 escurecimento e quedas de pH
correspondentes seriam, neste caso, provenientes de alteragoes no
proprio polimero. O consumo continuo dos reagentes nos sigtemas
contendo dcido glutadmico a pH 6,2 (figuras 19 e 20) poderia estar
associado as pequénas variagtes do pH cbservadas nestes sistemas,

de maneira que o pH, sendo mantido mais alto, favoreceria a reagao

inicial de adicao.

as figuras 1, 2 e 3 mostram que a pH 6,2 ¢ escurecimento se ini-

cgiou num tempo relativamente menor iquele observado a pH 3,0. Admi
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tindo-se gue:
a) a reagac de Maillard se inicia com © atague nucleofilico
do amino-grupo aoc grupo carbonila do aglcar;
b) a pH 3,0 e a pH 6,2 a forma aciclica da glicose deverd es-
tar presente;
¢) a variagac de pH entre 3,0 e 6,2 nac altera significativa~
mente a velocidade de mutarrotagéo da glicose {100},
é velocidade da reagao nos diferentes pH ird depender da reativida
de do aminoidcido nessas condigoes. Considerando-se ainda que ermn
solugoes aguosas existe um equilibrio entre as formas anidnica, ca
tidnica e zwiteriﬁnic& do amino3cido, em sistemas com pH baixe o

eguilibrio:

NH3+RCOOH g NH3+RCOO“ R NH2RCQO“

favorece a forma catidnica e a reagaoc & inibida. Em pH mais alto
o equilibric favorece a forma anidnica e a adigao nuclecfilica e

facilitada{

0s dados da tabela 10 mostram gue, apesar das reatividades dos va-
rips aminodcidos determinarem as diferentes velocidades de reagéo,
o escurecimento nos sistemas gly3 e 1lys3 se iniciou em tempos pro-
ximos. Ainda nesgses mesmos sistemas, ¢ consumo de glicose se  indi-.
ciocu num tempo duas vezes menor relativamente ao inicio do consumo
de ~HH, {figuras 17, 18, 23 e 24}). Tails resultados sugerem gue, a
pH 3,0, os primeiros compostos responsiveis pelo escurecimento te
riam sido formados, principalmente, através de transformacoes da

licose pelo meio acido. No sistema gly3, por exemplo, © consumo
g gLy p S

de glicose nas primeiras 70 horas de reagdo chegou a ser 8 vezes
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superior ao consumo de glicina ({iguras 23 e Z24).

Para todos o0s sistemas, a existéncia de um:perioﬁo de indugéa an-—
tes do aparecimento da cor (tabela 10) parece indicar gue €& neces
saria a presenca de uma determinada guantidade de intermediarios

incolores antes que se formem o8 COmMpOStOs coloridos. A adicdo de
fons Cu2+ diminuin esses tempos de inﬁug%o, especialmente nos s8isg
temas a pH 3,0, aldm de gue os tempos de inducae se tornaram semg

ihantes para os trés aminodcidos, tanto a pE 6,2 como a pH 3,0.

0 modo de acac do ion Cu2+ pode ser tentativamente explicéﬁo con-
giderando-se, pelo mehos, duas possibilidades: a primeira relacio
na-se & atuacdo desse lon na interagao inicial entre o aglicar e ©
aminodcido, levando 3 formagio dos intermedidrios necessadrios ao
egcurecimento em tempo menor; a segqunda possibilidade envolve A
agdo do ion cu?t sobre in&ermediéxios formados apds a reagao ini
cial entre o aminodcido e o aglicar ou seus produtos de degradagao,
de tal forma que esses compostos se transformariam com maior rapl
dez, formando os produtos responsaveis pela cor. Quanﬁa a primei
ra possibilidade, a mesma estd relacionada a observagac (100} de
que os ions Cuz+ aceleram a mutarrotacgao da glicose, aumentando -
as possibilidades de adigac nucleofilica ao grupo carbonila. A
possibilidade de interagao do ion cu’t com os intermedidrios inco
lores & baseada, por sua vez, na observagac do efeito acelerador

de ions F63+ em fases da reacdo de Maillard postericres & intera-

cdo inicial entre o aglicar e © amincacido {64, 65).

. . 24 .
Patudos anteriores (92) sobre o efeito do ion Cu no escurecimen

+o de solucgdes contendo glicose e glicina, nas mesmas condigoes -
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de reagao &mptegadas ne presente trabalho, mostraram que & agao
desse jon era crescente com o aumento de sua concentragao no in -
tervalo de 20 a 100 ppm. Considerando-se que 20 ppn de ions Cu2+
sao suficientes para complexar com todo amino-grupo nao protonado
da g;icina (0,66 M) a pH 6,2 e, portant@,.também a pH 3,0, 0
‘maior efeito catalitico do ion ot quando em concentragoes mnais
altas sugere que a sua agao dependeria da quantidade de fon livre
em solugio. Esta hipdtese explicaria entic a malor atividade cata
1ltica do Ion Cu2+ a pH 3,0, uma vez que, neste pH, a guantidade

de amino-grupo nac protonados dos diferentes aminofcidos & da or
2+

dem de 193 vezes menor gue a pH 6,2 e, portanto, menos ion Cu

& complexado.

Através dos dados da tabela 10, pode tanbém ser observado que o}
. " 24+ . ) N ' .

aefeito do ion Cu foi maior na primeira fase do escurecimento, -

em todos os sistemas-modelo. Esta observagao concordaria com a hi

pbtese sugerida de que a acac desse Ion dependeria da sua concen

tragio livre em solugao, a gqual seria dininuida em estigios mais

adiantados da reacdo, devido & complexagac desse lon (101) com as

melanocidinas formadas durante © escurecimento.

Os dados obtidos neste estudo nao permitem uma caracterizagao com
~ . . 2+ ~ . ,
pleta da agdo catalitica do Ion Cu” na reagao de Maillard, pois
embora o aumento do consumo dos reagentes no inicio da reagao se-
ja sensivel a pH 3,0, em outros casos, como acontece com o siste-
ma giy6,c consumo de glicose fol menor na presenga desse ion. De-
ve também ser considerado © grande aumento nas absorbancias dos
- » » - 2+ a
varios sistemas na presencga de fons Cu” , apesar do consumo f£i -

nal dos reagentes ter sidc aparentemente semelhante na presenga e

NG A MI
BIRLIOTECA CENT

BAL
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na auséncia desse lon, para a maioria dog sistemas.

A.proporgéo entre © consumoe de glicose ehde —NHE no final do tem
po de reagac (tabela 11) méstra que a perda de aminofcido, relati
vamente 3 perda de glicose, fol maior a pH 3,0 do gque a pH 6,2, -
Considerando~se gque o mesmo teor de nitrogénio & incorporado nas
melanoidinas tantoc a pH 6,2 como a pR 3,0 {99} ,pode ser admitido

gque a pH 3,0 houve formagao de compostos N-heterociclicos — esté-
veis em maior gquantidade. Estes compostos poderao ter toxidez su—
ficiente para explicar os efeitos téxicos, sobre animais e micro-

organismos, de sistemas em gue ocorreu a reacac de Maillard (102).

Tamb®m nos sistemas contendo Acido glutamico a pH 6,2 teriam si-
do favorecidas as reagodes que levam & formagao de compostos N-he-
terociclicos, que seriam estiveis e permaneceriam em solug2o, nao
sendo incorporados ds melanoidinas. Tal fato justificaria o bai-
xo teor de nitrogénio na melanoidina correspondente ao aéido giua-
tamice {tabela 13}, tendo em vista aé'perdas elevadas de ~NH2 nos

sistemas contendo este aminoicido (tabela 11}.

0s espectros infravermelho das aiferentes melanoidiﬁas - {figuras
3G, 31 e 32) mostram os mésmcs grupos funcionais, © que indica
gque, embora o aminodecido de partida tenha sido diferente, as mela
noidinas finais foram semelhantes entre si. Esta semelhanga pode-
ria ser explicada admitindo-se que as melanoidinas seriam forma -
das pela polimerizacac de compostos contendé, principalmente, pro
dutos de degradagao do aglcar, gue seriam os mesmos nos sistemas
correspondentes aos trés aminofcidos estudados, uma vez que  foi

utilizada a glicose em todos eles.
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Nos sistemas lysé e lys6Cu, apds um periodo de consumo equinclar

de glicose e de -NH, (figuras 15 e 16}, parte dos amino-grupos an

2
teriormente combinados foi liberada,; o gue estd provavelmente as-
sociado A decomposicio de cetoseaminas, com liberagao do aminodci
do e formagho de compostos carbonilicos mais reativos (84). Estes
compostos sofreriam novas transformagoes e/ou reagiriam novamente
com o aminodcido, dando seqﬁéhcia js reactes gue levam & formacao
de compostos coloridos. Também nos sistemas contendo glicina'exig

tiram intervalos de tempo em gue teria ocorrido uma liberagao do

aminodcido (figuras 22 e 24).

0s dados do consume de glicose e dé wNHz nos sistemas glub e
glubCu {figuras 19 e 20} indicam a formacao de derivados mono e
dissubstituidos atd aproximadamente 20 horas de reagao. Decorrido
este tempo, as velocidades de consumo de ambos os reagentes foram
praticamente iguails entre si e as mMesmas nos dois sistemas, suge-

rindo a formacZo de intermedifriocs monossubstituidoes.

As curvas relativas aoc consume dos reagentes nos sistemas conten-
do glicina, a pH 6,2 e 3,0, na presenga de ions Cu2+ (figuras 21
a 24), mostram que, pelo menos atd 70 horas de reagﬁo, houve for-
macao de intermedidrios envolvendo o aminoacido e a glicose ou -
produtos de sua degradagac, na relacdo molar de l:1. Decorrido eg
se tempo, no sistema a pH 6,2 teria ocorrido tarbém a formagao de
ﬁeri?ados dissubstituldos da glicina, o gue & traduzido por um
consumoc de glicose superior ao de aminodcido no final do tempo de
reagac (tabela ll}.ﬁerdas de glicose superiores as de glicina tém
sido encontradas por varios avtores (48, 55, 63),tendo sido iden-

tificadas, em algumas misturas de reagao, tanto a presenca de mo-
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nofrutoseglicina como a de difruteseglicina {44, ©31).
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VII. CONCLUSOES

0s resultados das experiéncias permitem concluir gue:

A)

B}

c)

D}

E)

Nao & possivel determinar-se com sequranca a ordem cindtica de
reagao para o escurecimento nfo enzimitico, para o gual exis-
tem periodos de tempo em gque a velocidade da reagaoc & indepen-—

dente do consumo de glicose e de amincacido.

A absorbincia nos sistemas estudados & proporcional ao gquadra-

do do tempo de reacao.

A ordem decrescente de escurecimento a pH 6,2 com e sem ions
2+ o~ Lo - e - .

Cu  , em relagao ac amino&cido presente, &: amincacido basico,

aminodcido acide, aminodcido neutro. A pH 3,0, a ordem decres-

2+

cente, na auséncia de Ions Cu~ , &: aminodcido bisico, aminci-

i 4 2+
cido neutro, ogorrende o inverso na presenga de ions Cu” .,

A velocidade do escurecimento nos sistemas estudados apresenta
aceleragoes distintas para cada aminodcido e dependentes do pH

para um mesmo aminocdcido.
Nao existe uma relagd3o direta entre intensidade de escurecimen

to e decréscimo de pH ou consumo de glicose e de aminodcido du

rante a reagao de Maillard.
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F) A pH 3,0 a velocidade do escurecimento & menor que a pH 6,2 e
estd relacionada & protonacac do amino-grupo, favorecendo a de

gradagac acida da glicose.

G} O pericdo de indugao corresponde & formagao e acimulo de inter
mediarios incolores, com ou sem nitrogénio na molécula, confor
me © pH, até uma concentragac efetiva para o prosseguimento da
reagao.

-

H} O pericde de indugao & diminuido pela presenga de lons Cu2+,

especialmente a pH 3,0,

1) Tons Cu2+ sioc catalisadores da reacgao de Maillard, mais efeti-
vos na fase inicial, atuando tamb@m na transformagao dos inter
medidrios formados. Tanto a pH 6,2 como a pH 3,0, os ions Cu2+
tendem a igualar os periodos de indugdo para os aminodcidos ba
sico, Acido e neutro. Na presenga desses lons ocorre um maior

escurecimento e, a pH 6,2, também um maior decréscimo do pH.

J) 0 efeito dos ions Cuz+ a pH 6,2, na fase inicial do escureci =
mento, & decrescente na ordem: acide glutamico, glicina, lisi-
na. Na fase posterior da reagac, o efeito &€ o mesmo para 03
trés aminoicidos. A pH 3,0 o efeito do Ion cu?® permanece maior

para a glicina relativamente & lisina.

¥) A formacio de derivados incolores contendo nitrogénio & favore

cida para o acido glutamico, a pH 6,2.

105



L) As melanoidinas obtidas a partir de glicose e diferentes aming

doidos apresentam og mesmos. grupos funcionais.
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" RESUMO

A reagao de Maillard.foi estudada em sistemas-modelo contendo gli
cose (1,25 M) e amincacido (O,SG.M), a pd 6,2 e 3,0, a SOOC, na
presenca e na auséncia de Ions Cu2+. Foram também @reparadas mela
noidinas a partir dos mesmos sistemags-modelo, a pH 6,2 € a 50°¢.
A reacac fol acompanhada pela medida da absorbidncia a 450 nm e
foi de;erminado o consumo de glicose e de nitrogénio aminico pri-
mario.

A ordem decrescente de escurccimento a pH 6,2, com e senm ions
Cu2+, en relagac ao aminodcido presente, foi: lisina, &cido glutd
mico, glicina. A pH 3,0, na auséncia de Ions Cug+, os sistemas—no

deloc com lisina escureceram mais que agueles contendo glicina,

sendo esta segfidneia invertida na presenga dos ions clUpricos.

A absorbincia dos sistemas estudados variou com o guadrado do tem
po de reagao, sendo a velocidade do escurecimento proporcional a

aceleracdes caracteristicas para cada aminodcide e para cada pH.

Nao foi encontrada uma relacgao direta entre intensidade de escure
cimento e decréscimo de pH ou consumo de glicose e de amincacido

durante a reacao de Maillard.

- 2+ » ) ® - - 3
0s ions Cu diminuiram o tempo de indugao {(tempo necessario para

o aparecimento da cor), especialmente a piH 3,0.

Espectroscopia ne infravermelho mostrou que as melancidinas obti~
das por reagao entre glicose e glicina, lisina ou Zcido glutamico

apresentavam ©s mesmos grupes funcionails.
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SUMMARY

The Maillard reaction was studied in model systems containing glu
cose (1.25 M) and aminoacid {0.66 M), at pH 6.2 and 3.0 at 50°¢,
in the presence or absence of cupric ions. Melanoidins were pre-
pared from the same model systems, at pH 6.2 and 90°C. The recac-
tion was followed by measuring the absorbance at 450 nm, and the

loss of glucose and primary amino nitrogen was determined,

The intensity of browning at pH 6.2, with or without Cuz+ ions,
was in decreasing order in relation to: lysine, glutamic acid gly
cine. At pH 3.0, in the absence of Cu2+ ions, the system with 1ly-

gine browned more than that containing glycine, this sequence -

being changed in the presence of the cupric ions.

The absorbance of the model systems varied with the sguare of the
reaction time, and the browning velocity was proportional to ace-

lerations characteristics for each aminoacid and for each pH.

No direct relationship was cbserved between intensity of browning
and decreasing of pH or loss of glucose and aminoacid during the

Maillard reaction.

The induction period (time needed for the appearance of color) di

minished in the presence of cupric ions, especially at pH 3.0.

Infrared spectroscopy showed that the melanoidins obtained from
the reaction between glucose and glycine, lysine or glutamic acid

contained the same functional groups.
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