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SUMARTIO

Fol estudada a hidr2lise da lactose e da sacarcss a pH A,20 2 3,00 em Agua
desionizada em tampao citrato e em tampao fosfato a 300C. Com o mesmos
digacarideos o nas mesmas condigoes da hidrdlise, foi também estudada a

reagao de Maillard com glicina.

Ds resultados obtidos indicam gue a ligagao hemiacetilieca da sacarose &

mais facilmente hidrolizada d¢ gque a da lactose.

Foi demeonstrado o efeito catalitico de pH e de anions tanto na reacac de
hidrolise como na veagao de Maillard da lactose ¢ da sacarose. A sacarose

- « o~ .o P « o Py
so participa da2 reacac de Maillard atvaves dos seus produtos de hidrolise.

Dos resultados obtidos foram feltas correlacoes entre a velocidade de hi

F - - = -
drolise e reacao de Maillard dos disacarideos.
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The hydrolysis of sucrose and lactose was studied at pH £,20 and 3,00 in
moedel systems in water, citvate and phesphate buffers at 3090, The
“aillard reaction of lacrose and sucrose with glyeine was  investigated

under the above condisions,

The catalytic effect of pi and of the anions nresent was demogtrated for
the hydrolysis as well as for the Maillard reactlon. Sucrose  was
hydrolyzed faster than lactose and the Maillard reaction with sucrose ig

due to the products of dts hydrolwsis,

The effect of hydrolysis, anions and pH on the Maillard reaction with the

two model disaccharides was discussed.



1. INTRODUGAC

A formacao de produtos melanoidinicos em alimentos pode sar
devide a tras tipos de transformagoes que seriam:  transforma
coes enzimaticas de substratos polifenclicos;caramelizacao de
compostos polihidroxicarbonilices, e reagoes entre compostos
polihidroxicarbonilicos e amino grupes. Esta ultima transfor
wacae conhecida por reacao de Maillard & 2 de maior incidencia,
em alimentog e apresenta elevado grav de complexidade e  impor
tancia pele seu efeito sobre a cor, sabor, aroma e valor nutri

cional dos produtos alimenticios.

Neste trabalho forawm estudados em sistemas modelo o efeito do

pH e de anions sobre a reagao de Maillard, a velocidade de hi
£ o

drolise de disacarideos bem cowo a relagae entre tais transfor

magoes .



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Reagao de Maillard

A reacao de Maillard compresnde um complexo de reacoes quimicas as  quais
se iniciam pela interagao entre agicares redutores ou prupos carbonilas com
amino acidos, peptideos, proteinas ou cutres compostos aminicos e cuja
altima etspa & a produgac de substancias coloridas denominadas melanoidi

78S .

Um dos primeiros trabalhos em que a reagao de Maillard foi estudada usando
tacnicas aperfeigoadas mo gual fol também estudada a reagao com - disacari
deos foi publicado em 1937 por FRAENEEL e KATCHALSKY (6), os quais
usaram um metodo potenciométrico para medir o progresso da reagao. Os xe
feridot mutores basearam~se no fato de gue a interagao do grupe amino do
graming acido com o grupo aldebhidico do acticar @ acompashada por um abaixa
mento do pH, resultante da dimiruigao dos grupos basicos livres dg  amino
Zeido. Os autorss conclulrvam gque a presenga de om grupo aldehidico no agl
car daveria ser essenmcizl para a yeacao e que a interagao entre amino Egi
dos e achicares rtem lugar em meic fracamente acidn, neutre ou  fracamente
alealino e & inibida guase totalmente 32 a pH 11, Pelog resultados obti
dos fai estabelecida & sepuinte ordem decrescente dJde reatividade dos cop
posteos carbonila com o - 41 ~ alanina: formaldehide, gliceraldehido,ara

binose, glicose, lactose.

YRETOVICH o TOKARFVA or 1948 (15) mediven a formeczo de melanoidinas ague
cendo a 959C soluchaes contende 200 mg de aglcar e 50 wmg de aminoacido em
9 wl de agua. Heuve formagao mnals intensa de melanoldinas na presenga de
pentoses. Maltose veagiu, Mma% & Sacarosg nac, o gue levou os veferidos an
tores a concluirem gue 2 presenga hw acicar de um grupa carbenila  livre

% necessaria para a formacao de melancidinas.

LEA (16} ugando proteinz de lelte fresco, dializadn = Tinfilizada, estudoun

as transformacoes sofridas por esse produto armazenado durapte 6 meses 2



379C e 55% de umidade relativa, Em seu trabalho LEA uspu 2 proteina isg
lademente ¢ em misturas com glicose, lactose ou sacarose, Usou também mis
turas desses agﬁcaresu Pelos resultados obtidos LEA verificou que a incor
poracao de alta concentracac de sacarose nao cansou deterioracas na protgé
na, a0 contrario exeracu uma marcada influéncia estabilizante. & adigén
de glicose ou lactnse 3 proteina dializada resultou em perds de nitrogenio
awinico livre, pevda de solubilidade e alteraczo na cor da mistura. & gli
sose reaglu com s proteina mais rapidamente do que a lactose @ o complexo
formado escureceu mais rapidamente tornado-se insclivel em agua, fria  ou
quente. O grupo aldeldo dos agleares redutores combinade com os ZTUPOS
am{nicoa livres da proteinz produziu insolubilidade da mesma., A lactosc
mostrou~se mais efetiva gue a sacarose em evitar a imsolubilizagac  indu
zida pela glicose, provavelmente come resultads da reagas competitiva dos

+ - . - - -
dols aguecares coln o8 grupns aminicos .da proteina.

MOSTER ¢ CHAPMAN (18) aqueceram a 1009C durante 48 horas sistemas modelo:
de glicina - lactose » lisina - lactose, nas seguintes aoﬂcemtragaes: {z2)
1 parte por peso dc amine acido e 13 partes do agucar s (b) partes iguais de

cada constituinte. Quando fol utilizado exXecesse de lactose produziu-ie um

intenso escurecimento acompanhado por perda de nitrogenio eminico - deter
minade pelo métodc vwolumBtrico de Van Slyke (1) - , mas tal perda nao

ocorren  gquando estavam proSentes partes dguals  de aguear @ amino acido.

Em 1950 PATTON (19) produziy maliol auvtoclavands meltose ou lactose e
glicina. Nas mesmas condigoes experimentais mas substituindo a maltose e
a lactose por glicose, galactose ou sacarcse nac foi possivel obter mal

tol.

BAUGGARD, TUMERMAK = SILVESTRI (21) indiceram que 2 influencia do ol na io

nizagao dos amino acidos se reflets na pxtenszo da veagao de Maillard. Tap

pim verificarsm que lactose e valina reagiam em proporgoes equimolares.

CONRAT, COOK e MORGAW (22) incgharam, durante 24 horas z 33 9C, lactose e
cristais de & - lsctoglobulina em tampae fosfato O,5M (pH 7.6). No sis~
vema usade fol verificada £ormacac de produtos fluorescentes bem como  au

. - o -y, T ¥
mento da densideds Drica da solugaon, decrescimo dog grupos aminions
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livres da proteilna e resistencia da prateina a digestas enzimalica, parii
cularmente aguels relacionada com liberagao Aa iisina. Nao fol comstatads

perda de grupos - SH na reagao da B ~ lactoglobulina com lactose.

PATTON {25) fazendo um estuds  com  lelte evaporadce armagenads a tempera-

tura ambiente dubante um ano, wverificou entre outras colisas que @ {a)
temperaturas d¢ aymazenanento mais altas  aumentam o escurecimento , {b}

caseina e lactose =ao of principais responsaveis pela produgae de  cor,
{c} £fosfatos inorganicos nac szao importantes no escuracimento do leite in

duzide pelo calor.

Estudande & torrefagas do amendoim, PICKETT e HOLLEY (26), verificaram que
a reagao de escurecimento nao engimatico 2 a principal transformagao quimi
ca que ocorre durante a torrefagﬁo. 0s autores citades concluiram que ¢
{a} a sacarcse foi n principal carbehidrate envolvido, (b} temperaturas
altas aceleram & reagao, (c) todos os amino acidos livres encontrados no
amendoim parecen ter tomado parte nas reagoes duXante a torrefacao, (d} a
proximidade do grupo - NH, ac grupo - COOH nos amino 2Zcidos influenciou a
produgac de Co, na reagac de escurecimento, mas tal proximidade nac teve

infiluencia na produgac da cor.

TAMAKT (28) estudands a acac de varias classes de ions e amino acidos na
reagac de Maillard aqueceu a aproximadsmente 1009C durante 10 horas  soluy
coes aquosas de glicose, rammose, maltose e frutoée na presenga de 20 sa
is e 12 amino Acidos & PH 7,0. As variacoes de cor foram medidas colorime
tricamente. Fosfatos, sals de acidos urgﬁnicws & sais de amoneo foram ma

is arives quando ew praesenca de triptofano, histidina, tiresina e glicina,

WOLTROM, XOLB e LANGER (29) estudaram a formagsr de cnr em funcac do  pH,

utilizando solugoes eguimniaves de amino acidos e agucares redutores manti

+ ~

das a 1009C . TFoi demonstrada forte catalise basica entre ns valores ini

ciais de pH &,5 ~ 8,5 fraco efeito catallitico entre pH 3,0 ~ 5,0 e ini
bicao a pH de 1,0 - 3,0 . Solugoes de glicina e wilese a pH inicial entre
6,3 ¢ £,8 sofreram una rapida queda de vhrias unidades de pH até o inicio

do escurccimentc das solugoes, devido a diminuigao Jdos amino grupos livres.



Estudando as candigaes que afetam o cursec da reagﬁo enLre agucares e aming
acidos ZABRODSKIT o VITEOVSKAYA (30) observaram cue =m solugoes  aghosas
mentidas a temperaturas 4ds 1209C, sacarese, maltose o dextrrinas reagiam
com amine acidos,e a interag%e aumentava gom & concentrag%s de  amino ﬁqé

dos. A pH 7,0 a3 veagao foi mais rapida.

DUBOVRG e DEVILLERS (33) fizeram reagir glicina com glicose,galactose,mal
tose ¢ lactose em solugoes aquosas "guase equimolecularss” mantidas a tem
peratura de 9539C. Em cadas caso fol obride wm produno que isclado, por £To
matografia, e cristalizado lembrava por suas propriedades um N-psideo. oy
BOURG e DEVILLERS sugeriram que o compo8to formade pela raagﬁﬁ do grupo ami
no do aminoacido com & fungae aldeide do agucar e eliminagao de B,0 repre
sentava o primeiro produto ds veagao de Maillard. Basecados na  Fformagao
do W - glucesides estvabeleceram a seguinte ordem decrescente de velocida~

de de reagao: glicose, galactose, maltose, lactose.

Estudando a reagao de esScurecimento de amino Acidos e aclicares KAMADA o
BAKURAT (34) verificarsm que ewm misturas contende 10%Z de glicina e 107 J.=
agucar a velocidade de escurecimento em relagas ac agacar usade tinba a2
seguinte ordem decrescente: xilose, arabincse, frutase., glicose, maltose 2

sacarase,

SHALLENBERGER, SMITH ¢ THREADWAY (3R) procuraram elucidar o papel dos agé
cares no desenvolvimento da cor produzida em "potatn chip" pox escUrect
mento nae enzimatico. 08 resultados obtidos mostraram que tanto agécares
redutores (glicose @ frutese) como sacarose reagiam com amino acidos para
produzir escurecimento nas temperaturas de nrocessamento utilizadas. Os
referidos autores moStraram que 2 sacarnse e hidrolizada na presenca do
amine acide glicina, a 150%9C, produzinde glicose & frutose. Concluiram que
o amino acldc condensava-se com o agucar invertido e subsequentemente fox

mavam-se melanoidinas,



STENBERG e GEDDES (49) prepararam pastas de amido de trige com e sem  adi
gao de gluten de trigo, aglcares, manteiga e leits om pd desengordurado.is
pastas foram preparsdas a pH 4,6 & 5,4 com tmupas Fralatoe (0,050 & a i
6.4 com tampao fosfato (0,054). Depeis de 25 dias de srmazenamento a 739C,
ng sutores constatavam que dos ingredientes utilizados, 08 agéaares aran
oz principais causaiores do escurecimento das pastas. Em ordem deorszscenta
a contribuigao do cada aglicar no escurscimento foi a seguinte: glicose, sa
carnse, lactose. A adigao de gluten as pastas de maido contendo aggcafﬁﬂ
aumentava o escurecimento. O efeito do pH, pelo mencs nos intervalos utili

zades, fol pouco significative e inconsistente.

POMERANZ, JOHNSOH e SHELLENBERGER {40) mediram sspectrofotometricamente, &
500 we, a velocidade de escurecimento de solugﬁ&s de agé&ares @ aming ég&
dog. Foram usados vinte agﬁcares a dois amine Zeidos, gliecina ¢ lisina. As
concentracoes de cada aglecar e de cada amino acido foram  respectivamente

0,054, usando tampao fosfato 0,1 como solvente. Oada sistema fol aguecido

por 20 minutos a 1149C. Pelos resultados obtides POMERANZ o seus colabora
dores verificaram que a reatividade dos agﬁcaras variava em funcac do pH e
do amino Acido presente. A elevagao do pH de 4,6 para 3,9 favoreceu o esoy
recimento. A lisina mostrou-se mais ativa que a glicina na produgao de
cor, Com os disacaridess utilizados nao foram ohtidos vesultados consisten
tes. HNa presenga de lisina, lsctose mostvou-se mals rsativa gque maltosze
acontecendo o contraric na presenca de glicina. Wao ge produziu  escurccl

mento guando foram usades disacsrideos nae redutores {sacarose e trealose).

HORGE, FISEER e NELSOYM (41) trabalharam com sais de aminas secundarias en
ver de amino acidos ou sais de amipas orimarias as guals produzem MENOS

melanoiding na reagac ¢ consequentemente alguns produtos de desidratagao

do aguecar puderam aser cristalizades na fase inicial da reagao, HODGE 2
colaboradores (41) produziram maltol ¢ isomaltol a partir de maltose 2
tactose. Partindo de maltose o rendimento de maltol foi de deez Vezas
maior quando foram usados sais de aminas secundarias em substituican
a glicina utilizada por PATTON (§§) e usando sistemés quase Secos. Da

seordo com PATTON (3%) as mesmas condigpes de reagdo gue produziram maltol

e isomaltol a partir de maltoge ou lactose nao produzem nenhum  dos



2 compostos a partir de glicose, anquanto gue HODGE {17} wverdificou que se
formavam redutonas a partir da glicose. Para explicar este fato HODGE e co
Laboradores (41) admitirsm 2 existencia de um intermedifirio metil o~ dicar

bonilo cuja £ormula seria:

CHy

t

=0

I

o= 0

|
H~C - 0OR
H -0 - 0"

!

CH‘?UH

Ho caso de maltose ou lactose R £ um grupo glucosil ou galactoszilg o  gual

blogueiz a formagac de redutonas,

Bm 1965 a "Division of Food Preservation” {46) -~ Austrilia - ralatou os re
sultados de estudos sobre o escurecimento nao enzimatico am alimentos sub
metidos a concentragac, desidratagfo ou agquecimento. Sepundo a referida pu
blicagao o escurecimento ¢ devido a reagbes guimicas dos componentes  daos
alimentos e tails reagoes sac favorecidas pela rewocas da Agua presente em
cada sistema. Este tipo de escurecimento ovorrvia somente depois da conden
gsagdo inicial entre compostos contendo grupos amino 2 aqueles contendo gru

pos carbonilas.

KOBHY, DUVALL, TROUP o PYLES (47) fazende um estudo dos fatores envolvidos
no escurecimento da laciose secada pelo processo “spray-dvy”, wverificaram
que o escurecimento & catalizade por ioms de fosfato, tartarato e citrato,

2 & retardado por ions de horato,



NAKAZAWA = TAMAKI (48) estudaram o ofeito do Aeido fosfirice pa reagso  de
gscurecimento de solugoes de agﬁuaras, Para istoe preparavam solugoes a 50Z
de milose, fructose, plicosc e lactose em acide fosforice 0,01M, corrigin
do o pH inicial pars 7.9 com NaGOH. As solucoes foram aquecidas em atmosfe
ra de nitrogenio a 10090 durante 6 e 8 horas. O pH das solugGes caiu  para
4,0; &,0; 5,03 5,0, 6.5 respectivamente parz wilose, fructese, glicose,lac
tose e sacarose. Medinde = absorvapcia das sclugoes a 420 nm depois de 0T
rigivy o pH para 7,0 com Ba(OH}Z RAKAZAWA & TAMAXI verificaram gue  guanto
wais baixo o pH final da reagio mais intenso era o sscurccimento. For oy
sro lado variando a concentracio de acido fosfdrico e por aguecimento  du
vante 4 horas dos sistemas usados, a absorvancia dss misturas de Tesgao
neutralizadas mostrou-se proporcional B concemtragho de deido fosforico

usado.

RICHARDS (50 preparou uma mistora de lactose (230g) e caseina {220g) em
Zgua a pH 6,3. A mistura aguosa fol filerada, liofilizada e o produte arma
senado durante uma semana a 80%C e 757 de umidade relativa, apos o que 0
produto se LoOrnou escuro. & partir deste material, RICHARDS ispiou e iden
rificou os seguintes compostos: lactulose, D~ galacgosa, D~ taganose, G-
nidroximerilfurfural, Aecide 1itico, Aeido gliedlice, deido fosfdrice e as
lactonae dos Beides 2 - deoxi ~ I - glicero - tetromico e¢ 3 - deoxi - D -

gritre - pentonico.

COLE (53) estudou a produgis de 602 en solugoes tamponadas (tampao fosfato
0,54) de acucares {(0,5M) e amino Beidos {0,5M), FPara verificar o afeito
das viriss condigbes de reagan na velocidade de produgde de GO , foram va
riados o pH, temperatura & as cowbinagbes de agicar e amino dcido nas solu
coes. Pelos resultados obtidos COLE coneluiu que ¢ tipo da aguear, mais
que o tipo de aminoc acldo, % wm fator limirante ne velocidade de produgde
de COz & gue a velocidade da reagse aumentava na ordems disacaridecs, hexo
ses, pentoses {lactose, zlicose, xilosa). & velocidade da veagao tawbem au
menrava com o aumento do pH (4,0 a 7,0) e da temperatura (B0 A 95%C). Se
gundo COLE o 802 foi formado principalmente viz degradagic de  STRECKER,
nao podendo ser excluida a possibilidade de outro caminho. ainda nao identi

ficado, para a formagio de 00, a partir de aglicares rma- presenga de

A



compostos fmimicos. COLE relacionou a produgac de C0, com a formagac de

cor e de compostes carbonilas.

7L'ODE, DORNSEIFER, KEITH e POWERS (55} estudaram 08 efeitos da temperaty
ra ¢ pH no arcma ¢ DOS COWMPOSLOS carbonilas produzidos durante o aqueci
mante de solugoes 0,2M de um acucar {(glicose, fructose, maltose e Sacaro
s¢) e de um amine acide {glicina, acido glutamico, lisina, metionina e fe
nil alanina) em tampio fosfato 0,028M. 4s solugtes cujos pH iniciais exam
5,0; 6,5; e 8,0 foram aruecidas a 1009C durante 60 minutos ou a 1809C du
vante 30 miputos. Bm cade wn dos sistemas o peso de 2,4 dinitrofenilhidra
sona obtido foi usado come medida da reatividade, Com este eritério & of
dem de reatividade decruscente fol: sacarose, glicose, fructose e maltese.
Quando o critérie de reatividade urilizada fol a maedida do escurecimento
em cads sistema, EL'ODE o colaboradores constataram que maltoge & SACATOSC
evam menos reativas 4o que glicose e frutose, independentemente do amino
Beide urilizado. U escurecimento tamhem foi relacionado com & temperatura
de reagso, comprimento di cadeia e tipe de amino-deido e de acdcares  usa

dos.

Num estudo sobre 2 influencia do solvente no escurecimento mdc enzimatice
GAUNDERS o JERVIS (56) prepararam sistemas modelo contendo glicose e gli
cina em tampae fosfato, citrato ou acerato. 4s concentragoes dos tres com
ponentes varigram entre 0,0 & 04,5 ¥, o pH inicial das solugoes fol de 3,0¢
7.5; & 8,0 & todos ¢s sistemas foram mantidos a 1219C dursate Z horas. Os
referidos autores verificavam ques 1~ a velocidade de reagao era mavima
quando se utilizaram concentracoes equimolares de glicose e glicina. 2 -~
2 resgao de escurecimento do sistema glicose~glicina & significativamente
acelerada pala presenga o408 apions citrato, fosfate ou acetsto. 3 — & Ted
g0 de esturscimento procede mais rapidanente om solugoes ligeivamente al

calinas do que em meio acido.

LANGNER E TOBIAS (58) através da extragic por sclvente descreveran um  prg

cedimento para o isolamento de compostos formados duranta ¢ aquecimento de
s 8 " - . . . - N

soluches comtendn aguCarss e AuLIno Seidos. Foram utilizados sistemas mode

in formados por we agucar {glicose ou lactose) = um aminc acide livre



{glicina ou valina} ou caseina, dilufdes em tampao fosfato 0,1 {pH 6,6 -

5,7). Com os spistemas usados foi possivel jdentificar hidrozimerilfurfural

aos extratos dos sistemas contendo glicose e em mendl grau nos  slstemas
contendo lactose, Malrol somente fod encontrado nos exgratos dos sistemas
contendo lactose. Um nomero maior do componentas £o 1 identificado nos  ex
tratos dos sistemas contendo glicose do gue naqueles (ue continham lzciose.
Polos resultades obtidus LANGNER & TOBIAS {58) concluiram gque aleeool furiu
rilico & o principal componente nos sistemas contuendo lactose enguanto que

3 = acetilplirrel o o componente mais asbundante nos sistemas contendo gli

L08é8.

ROOWEY, SALEM e JOHNACH (59) estudavam o tipo e & gquantidade de compostos
carbonilas produzidos pela reagao de amino aeidos {0,2H) com agucaraes redu
toraes {0,Z24) em solucdes aquosas ¢ em pastas de amido. Para o primeiro sig
rema as solugoes foram tamponadas com acetalo (0,44) a ph 3,5 e agquecidas
a 9500 durante 12 horas. Fara o prepsx@ das pastas de amido 08 amine  Bel
dos ¢ 08 agécares foram misturados com amido de trige dando uma consistan
cia semelhante a massad para pao e as misturas foraw aquecidas durante 30
mioutos a 221.19C. O escurecimento e & produgac de compostos carbornilas fo
pam agribuidas em ambos os sistemas modelo 3 reagac do tipe Maillard. A

- ‘. & . -
comparagac dos dados chtidos com og [res agulares assdos {glicose, xilose

s maltose) em reagac com o diferentes aminc acidos indicaram gue O e8CH
recimento ¢ a gquantidade de cOmMpostos carbonilas produzidos fol afetada

pelo tipo de agiicar. Xilose reagiv com os amine Aeidos produzindo a malor

guantidade de compostos carbonila, seguida por glicose e depois maltose. O
tipo de agﬁcar nao aforon o classe de COMPOSLOS carbonila formadog, . mas
sim as suas quantidades. Por outroe lado o tipo de amino acido infiuis mo

tipe e na guantidade de compostos carboniia produzidos.

JARCUS @ LABUZA (50) estudaram o ascurecimentd B snzimAtice sm  sistemas
megelo 1iofilizados contendo sacarose, lipidevs, tripsina & acido malico e
citrico, De resultados obtidos indicaram que ne ausencia de apidos, o sis
rema modelo era csrAvel e mao escurecia enguanin gue mesmo sem proteina
mas om prasenga de acidos ocorria consideravel secureécimento 2té em Leores

de upidade emtremamente baizas. A adigao da proteina reduziu 2 velocidade

] O




de escurecimento,especizlmente com baixo teor de Agus,isto foi justificade
- R — . - . - e - "

pelo efeito rampao da protelna que reduzis a concentragao de ions hidroge

#1io pna agua superficial. Deste mode seria diminuida a nidrolise Geida da

sacarose cujos produtas eram responsiveis pele escurscimento.

FEEIMUTH e TRUBSBACH (62) investigsvam & reacgao da 8- lactoglobulina com a
lactose no estado seco (107 de umidads) e pavs isto prepararam misturas de
B~ lactoglobulina @ lncrosc. Hos sistemas usados a rangac de Maillard con

.

dugiu & verios graus de destruigde da lisina sw fungae do tempo e tempera
tura de aguecimento, & epdlise da composigBo dos awmino acidos da proteina
mogtrou que nem arginina, nem histidina ou os amino Acidos neutros ou &el

dos foram afetados pelo tratamento t&rmicoe na prescenga de lactose.

Posteriormente FREIMUTH e TRUBSBACH (63) estudaram as alteragoes  fisico-
quimicas da £~ lactoglobulina depois de sua reacao com lactose, nas mesmas
condicoes citadas no trabatho antevior {ﬁ?}. Pela eletroforese dos  produ
tos da reagao, 08 AULOTES constataram um decyéscine na velocidade de migra
gao da B~ lactoglobuline em fungdo do sumento do tempo de aquecimento, per
mitindoc a separagio de produtos em gel de poliacrilmaida pH 4,0 enquanto
que, utilizando tawpso de barbiturate a pH 8,6 nao fol obtida 8eparagao
dos produtos, Arraves da filtragao am gel de Sephadex G-100 e por ultracen
trifugacao, fei possivel determinar o tamanho das particulas da B~ lacto
globulina antes e depcis de reagiy com lactose a 37 & 5590, Os resultados
obtidos indicaram um aumento ne peso moiscular da protelna que fol atribul

do as combinactes com residubs do carbohidrato.

EOPECHING & LEEDER {(64) utiligaram xarope de milhe de baixa ¢ alta coavar
sho para substitulr parcialmente a sacarcsc e mistursas parsa sorvete. Al
misturas foram posteriorieute submetidas a vaArias remperaturas e tempos de
aquecimento. O efeito que esta pracica teve na reacis de sscurecimento fol
medido pela quantidade de 802 produzido durante o aguecimento. 0 efeito da
temperatura ¢ do tempo de aguecimento variou dependends da quantidade  de
xarope utilizado na mistura. A elevagao de 1090 na temperatura de aqueci
mento resultou em marcado aumento da guantidade de GGE produszida.EOPECHING

¢ LEEDER prepararam tawbém sistemas modelo contendo lactose, caseina e

.—.l'iw



gordurag ilsoladas do leite os quals foram processados da mesma forma que
as misturas anteriormente citadas. Houve um aumento consideravel na produ
gan de CQQ gquando foram misturadas caseina e lactose. Os resultados  obyi
dus mostraram que 0 aulmento da temperatura & Lempo de aguecimento resulta

ram numa aceleracho da reagan de estureclmento.

FERRETIL, FLANAGAN e RUTH (63} estudaram o escurcciments nac enzimatico em
sistemas modelo secos preperados com um mol de lactoss para cadz amino gry
po livre da caselina. Foram isolados e identificados 40 compoStos a partlir
de um extrato em diclorometanc obtide do sistema de escurecimento lactose
~caseina o qual foi preparado por 1iofilizacas da mistura. O residuo  edli
do foi manrido durante B dias a A0%C ¢ 75% de umidade relativa. Qs compos
ros foram separados por cromatografia gas-liquida e identificados por cro

matografia gasosa e pela sspretofotometria de massa 2 infravermelha.

RORBIO (69) estudou a reagso de Maillard investigando em sistemas wmodelo,
o efeito da temperatura, do pH e de anions. 0 andamento da reacao fol acom
panhada pela medida da absorvancia a 450 nm.Os sistemas modelo usades  con
tinham glicina (0,66M) o um dos seguintes agécares (1,25M): wilose, £rute
se, glicose, maltose e sacarose. As solugoes foram preparadaes a pH inicial
2,2 e 6,2, 0s anions urilizados foram citraes, fosfato e fualate. Traba
1hando a 479C e pH 6,2 fol determinada a seguinte ordem de reatividade de
grescente para O agécares utilizados: wilose, glicose, frutose, maltose e
gacarose. Os resultades obtides indicaram que digacaridecs redutores podem
dar a reacac de Malllard poyr terem grupo rarbonila livre enquanio o8 nao
redutores devem sofrer hidr0lise para dar a reagac. 4 reagao Ade Maillard
estd sujeita a catdlise geral acido-base da Zzun, mas o efeito da catdlise
pasica & predominante. Este efelto % favorecido pela presenga dos  anions

que aceleram a reagas,

FERRETI e FLANAGAN (70} continuande seus trabalhos sobre reagoes de egoure

cimento nao enzimhtico estudaram os componentas valateis do sistema de &3
x L3 ' - : e

cureciments {tipo Maillard) formado poy lactose & caselns nas DRSNS con

digdes citadas em crabalko anterior {(65). Os cesultados obtidos  confirma

ram a identificagao de 40 cOMPOSLOS.
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POWELL e SPARK(71) estudaram o afeito do pH na reagan de Maillard, usando
solugtes 2,5M de glicose & 1,04 de zlicing em presenca de ions  metalisos
em diferentes concentragoes. As misturas foram incubadas a 50 e 609C ¢ o
progresse da reacao de escurecimento f£oi medido pelo aumento da  absorvan
ciz a 450 om. Os veferidos autores coneluiram qua o ofeito do pH & expli

cado pela sua influencia no equilibrio de ionizacsao dos amino Acidos.

A reagao de Maillard com os monosacarideos componentes da sacarose e lacto
se tem sido objeto de elevade pumerc de publicacOes que foram revistas e
comentadas por HODGE (27): ELLIS {37); REYNOLDS (42) o REYNOLDS (49) nao
tendo side feira a sua revisac neste trabalho por nac serem  diretamente

pertinentes ac trabalho experimzatal por nos desenvolvido.

.»}’3,..



2.2. Hidrolise de Disacarideos

Em 1930 HIBBERT e PERCIVAL (2) estudaran e compararam a hidrdlise de  al
guns di ¢ polisacaridess numa scolugao acida contendo clorets de  zinco -
acide cloridrico mantida a 239C. A& velecidade de hidrolise foi medida  por
polarimetria. Foram assim calculados os segulntes valores da constante de

s oo fu
hidrolise, ke

k= 1OMQ minwl

celaloge 0,61
celobiosse 1,00
amido 2,45
maltose 2,40
tactose 2,584

Pelos resultados obridos UIBBERT e PERCIVAL concluiram sue, nas mesmas COn
digoes experimentais, waltose (ligacic hemiacetflica o) & hidrolizada duas
vezes mals rapidamente que celobiose {ligagaoc hemiaceracics B) enguanto
que lactose (ligagso hemincethlica R) € hidrolizada pais rapidamente  que
maltose, Portante nac pode ser feita nemhuma gemeralizacas no que diz reg
peito a velopcidade de hidedlise em relagao ao tipo de unifo dos monomerocs
nas moléenlas dos diszearidecs. Foi rambém caleculada a constante de velo
cidade, k, para a hidrélise da sacarsse numa solugas 0,105% de Beido oxali

co mantida a 659 C. U valor de k obtide Fol de 8,50 % 10"é minwl«

FLOYD (3} estudou s influencia de sletrolitos fortes na hidrolise da  saca

pox zeldo eleridrico 0,1N. © referide autor verifi

rose {(0,1M} catalizads
cou gue a presenca de cloretos (Nall e Baﬁlg) sumentava 2 velocidade de hi
drolise, acontecendn o contraric na presenca de sulfatos {MgSQ& @ KESQQ}T
FLOYD calculow os segulates valoves para a constante de hidrdlise da  saca

rose g meic acido d temperatura de 2590,
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Solvente ¥ oz 10 7 min
Livre de sais 79,35
¥ NaCl 175,67
1,978 BaCl, 150,93
25,94

HAMMETT e FAUL (4) verificaram que a velocidade de hidrolise da racarose,
catalizada por varios acidos fortes em concentragoes ate 7M, pode ger rela
cionada com o que chamaran de fungao acidica, HQ, ou seja com & medida da

acidez dada por um simples indicador basico,

¥XRIEBLE (5) determinou as constantes de velocidade para a hidrolise da sa-
caroge em solucgao 0,146M, utilizando como catalizadores Aeido  cloridrics,
Zeide sulfirico e Acido bromidrice em diferentes cuncentragoes. Todas  as
experiencias foram estudadas a 209C. Seus resultados pstac  representados

na seguinte rabela:

¥ = IOWZ minml

Solvente
1,8%n HOL 0,24
Yy
1, 07m HZSG& 0,27
In HR 0,27
r

0 referido autor verificou gue uo ca

rico as constantes de velocidade nac

so do Acido cloridrice ou Aeide sulfu

sram diretaments proporcionais as con

&

o -, [ T . A . ;
centragoes dos acidos ou a atividade do iom hidvogenio. Em base aos dados
ohtidos, KRIEBLE apresentou & hipdtese de que a hidrblise da sacarcse com
- - . . . . A . a
acide & parcialmente catalizada pele ion hidrogenio e pareiaimente pela mo

1acula de acido cloridrico ou da ambeog os ssus lons,

LEININGER e KILPATRICK (7) verificaram que a energiz de ativagan pars a hi
drdlise da sacarose variava com a temperatura (0 a 35%C) ¢ com a concenira

~ - - N
gav de acido cloridrico.



Continvando seus estudos da inversao da sacavoss LEINIKRGER ¢  EILPATRICK
(8) investigaran o efeito da temperatura entre 0 ¢ 409C e da concengragas
do acido eloridrieco na constante de velocidade, ¥. No mesmo trabalho foranm
tambem determinados os valoves da constante de velocidade em relagao a cop

rentragao do acido (X, .*+). Os rveferidos autores constararam que no  inter

H.0

valo de variagao de tefperatura utilizade K % umz funcao da concgntra

+
B0
gao do acido, aumentands com a slevagao da chneenfragaso do acide. O aumen

o na cancentragao da sacavoss tambem aumentou o valor de X o+. A adigas
de cloretro de sodio afeton o valor de KH O** mas o aumento nitnca fol  supe
rior a0 correspondente a adicac de igwal”quantidade de acido. A energia de
ativacao, Fa, calculade g partir da equacas de Arrhenius, mostrou que  Ea
diminuia com a elevagas da concentragao do acide cleridrico ou da sacarose.
LENINGER e colaboradores (9) tambam confirmaram o decrescimo da Ea com &
alevacdo da temperatura de O a 309 € (dE/dT se aproxima de zero guando a3

cemperatura aumenta acimn de 300C).

PEARCE e THOMAS (9) astudaram a velocidade de hidrolise ds sacarose catali
zada pelo acido cloridrice na presenga de sais, nas temperaturas de 25 e
359¢. Todos os sais urilizados aumentaram a velecidade da reagac e a ordem
decrescente de atividads foi: Al(&03)3t SaClzg Ligl: Wall & KC1. O efeito
cataiitico dos sais foi atribuido ao decreéscimo da camada de moliculas do
solvente ao redor dos reagentes. 0 mecanismo da hidrolise foi explicado

atraves da adigdo de ion de oxbnic, H 0+, A molécula de sacarose formando

3
um complexo cujd velocidade de decomposigac determinaria a velocidade de

inversao da sacarose.

e ROCHAT {10) concluirvam que & constante de hidrolise, k. "e guase propory

- iy . AN . - = s TN - . y
cional” ac produto dss atividades dos ilons hidrogenic ¢ g agua. Daseades

nos resultados ohtidos apresentaram o seguinte mecanismo para a hidrolise:

- B e . .
TR ——" N

. +

(8, H,0) + B ¥ (S, B0, H)
+

&, H+) + H O memewem—eF o (olicose * H?O) + frutoss + H ,

(8, Hy i,

e
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Segundo os referidos autores & resgdo de hidrblise se daria em duas fases:
1) reagac lenta na qual a sacarose monchidratada reage com o ion ut para
formar um ion complexo instavel. 2) o iom complexs reage instantaneamente
com uma molecula de Agua pars formar os produtes de hidrdlise e regenerar

. +
o ion H .

HATUMOTO {11} preparou misturas de acido citrico (2¥) e sacarose (7%) As
quais foram mantidas a 309C. Depois de 144 horas fol verificado {em  base
a decegrminagoss com sclugio de Fahling) que 92% de sacarcse tinha sido hi
drolizada, O citade autor também verificou que a velocidade de  hidrdlise

variava iluversamante com o pH.

Fazendo estudos sobre a hidrdlise da sacaross HEIDT e PURVES (12) constata
ram que & velogidade de hidrdlise da sacarose em presenga de acido  clori
drico, quando determinada pelo teor de agécareg redutores produzides; e 1i
geiramente maior que a velocidade previamente obtida pelo matodo dilatome
rico nas mesmas condicoes de reagdo. A energia de ativagao Ea, para a res
gao Foi calculada en 25,9 Keal e em oposigao ao constatado por LEINIGER e
KILPATRICK (8) Ba nao variou significativamente com 2 temperatura entre 0

e 3000, HEIDT e PURVES (12) tambom verificaram que os logaritimos das cong

rantes de veloeidade, medidag a 000, sao uma fungao linear da variagao de

concentracao de acido cloridrico entre as concentragees 0,1 e 4,4M.

RAMSDELL ¢ WEBE (14) cstudaram os fatores que afetam a hidrdlise acida da
la tose. Verificaram que & constante de velocidade da reagao variava com o
rempo, temperatura de hidrdlise e com a concentragao do adcido e da lactose
na solugdo, Comparando a catdlise induzida pelo Ecide cloridrico e, pelo
Zeide citrics verificaram gquaz o Acide cloridrico B um catalizador mais efe
rivo. Durante a hidrdliss houve destruigﬁu progressiva da lactose e das he
yoses recim formadas, esta destruicao £oi acelerada pelas condigoes da  al
ta temperatura ou prolongado aquecimento e guando foram utilizadas zleas

soncentracoes de agucar ou de acido.

MAFFEY (17) publicou os seguintes valores eoxperimentais obtidos para a

\ sy o e s ~1 -
constante de velocidads de hidrolisge, k em b 7, de sclugoes de sacaloss &
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concentracees acima de 407,

Acidog 229¢ 2B9C 40%C 500¢ BOVC
Tar tari . -3 ; g - -2 -1
artarico 0,45 n 10 0,68 x 10 1,9 = 10 a,68 x 10 (1,28
L. -3 -3 -3 _ -3
Citrico 6,22 x 10 0,30 % 10 1,7 x 10 0,60 x 10 0,24
il e - -2 - .
Fasforico 1,2 % 10 2,0 x® 10 3 5,0 % 10 1,6 & 10 L 0,8%
tloridrico 27,6 x 10_2 2,2

fm sen trabalhe MAFFET tembem apresentou os valores do semi~periode de hi
drdlise, admitindo que a hidrolise da sacarose se processava como uma  rea

cac de primeirs ordem.

BODAMER o KUNIN (20) estudaram a hidrdlise catalitica heterogenea da saca
rose utilizando resinas trocadoras de cations do tipo sulfonico e carboxi
1a. As medidas foram feifas a vBrias temperaturas (25, 30, 75 ¢ 1002C) e
as velocidades de reagio obtidas foram cosparadas as da reagao de . hidrdli
se homogenea. 0s resultados dos referidos autores indicaram que a  resina
do tipe sulfonico 2 catalizador mais efetive que a do ripo carboxila: po
rem ambas foram menos efctivas que uma quantidade -squivalente de Acido for
re. A velocidade de inversao em amhos os tipes de resinas aumentou com o
deoréscime do tamanhe das suas particulas e com o aumento da porosidade.
BODAMEE e XUNIN tambem verificaram que a constante de velopidade aumentava
com o aumento da quantidade de resina ou da concentracao iniecial de  saca

rOsg.

HEIDT, SOUTHAM o SULLIVAN (23) trabalharam com saluggaa de sscarcse, manti
das & 75 e 9500, contende Acido cloridrico em vArias concentragoes.  Seus
resultados indicaram a existencis de auto-catalise na reagdo de hidrdolise,
o8 mencionados sutcres obaervaram gque a hidrOlise zra acompanbada por  de
créscimo do pH ne mistura de reagan e que o aumento da acldes correspondia
quantitativamente ao aumento dz velocidade. Verificaram tambam que A extean
ga0 da auto-catalise & sumentada por: a) % de sacarose hidrolizada: b) cop
centracao inicial de sacarose; c) temperatura ng qual a hidrélise & efetua

dn ¢ 4) decrEscimo da concentragao inieial de acidoe.
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MALYOTH e STEIN {24) estudaram a hidwolise da lactose na presenga de dife
rentes concentragoes (2 -~ 38%) de acido cloridrido. 0s referidos  autores
verificaram, pala cromatografia em papel, a formagao de glicose e galacto

ae somente nas sclugoes coptende acide cloridrico 38%.

Continuando os estudos da acac de cloretcs inofgenicos na hidrdlise acido-
catalizada da sacarose, GRANDCHAMP-CHAUDUM (32) verificou que a veloridade
de hidrdlise em solugees O,1IN de HCI aumentava nd presenca de XKO1, Ligl,

Nall, Nﬂfﬂl, Segundo o referido awtor o lon clorero, €1, pode desempe
A et

nhar um importante papel na reagao.

Em 1964 TIMELL (43) determinou as constantes de velocidade de primegira oy
dem e as energias e entropias de ativagao para a hidrblise dcido-cataliza
da de grande namero de metil Y~ glicopiranosidece e disacaridecs, usando
feido sulffrico 0,5 M como catalizador. Todas as entropias de ativagao de
rerminadas indicaram um mecanismo de reagao unimolecular conforme ao indi

cado no seguinte esguoma:

CH,08

CH,OH

=8 2

0

+ RO

GﬂzﬂH

B
H.O
RO "m\hg . ﬂg‘ .08
7 rapido _
HO ﬁﬂzﬁﬂ

ml(}w



Ds.valores das constantes de hidrolise caleuladas por TIMELL (45) estan Te

sumidos na gsegulnte tabala:

Agucar kx 15° sagul reondigoes

Maltose 5,56 Hggﬁg O, ¥ &0% C
Celobiose 2,72 o N
Sentiohiose 1,29 B o
Manobiosge 4,06 ’ "
Lactose 5,45 ’ b
Helibiose 4,98 ” i
Zilobioss 19,0 " o
Sacarose 18,6 HZSO& 0,005 ¥ 3000
Sacaropse 58,3 H2804 0,005 M 60VC

GOTO & HYONO (51) estudavam a agac catalitica de varios ions metilicos na
hidrdlise da lactose. Verificaram gue b3 pouca hidrblise quando sclugoes
aquosas e neutras de lactose sao aguecidas a 1009C durante Z0 horas. No en
tanto, tragos de oot e Wi aceleraram comsideravelmente & hidrBlise. Toms
de Ca . Ai+: b* mostraram-se inatives. Segundo GDTO e HYOMO o efeito ca
calitico do fo' e NiT 5 devido a coordenagao desses ions aos grupos hidro-
cilas secundirios do radical gelsctosila na molicula de lacrose isto & se
guido por um deslocamento eletrfnico e consequente rompimento das ligagoes

C~0HeaC =0, 0 gual finalmente conduz ac rowmpimente da ligagao  glucosi

dica,

VUKV (57) estudou alguns aspectos cinéricos da hidrdlise da sacarose temdo
derivado formulas empiricas para a calculo da constante de velneidade.
YOOV verificou que em solugoas aquosas a valocidade de nidrolise da sacarp
se, catalizada por sletrolitos,pode ser calculada como a soma das velocida
des das reagoes catalizadas por ions hidroggnio, hidroxilas e por sals. As
equagoes estabelecidas por VUKOV sac validas para diferentes femperaturas
apd 12079 C & a pR e p(0H) acima de 1 quando a concentragac das golugoes usa

das pao excede 559 Bx.
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“mo da catalise acida espacific
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DAWBER, BROWN & REED {54% fizeram estudns a respeito do mecanismo da reaqgo
de hidrdlise da sacarose catalizada por Geido cloridrico. 4 velecidade da
reagas foi estudada a 209C e 2 concentragas do Zeido variou enmtre 0,25 e
3,0 d.A8 solugoes de sacarose usadas continham 10 g deo sacarose por 100 ml
de solugio acidificada. 0Os resultados obtides fndicaram que 2 reag@o segue

um mecanismo unimolecular conforme o segulnte esgquama:

K
B 4
4T SH "
SACARQBE + FRUTOSE
{(dextro} {Levo)
i3
Hzf} }:‘a"_‘;‘;}id{}
4 4+ B-GLICOSE W

AFANASTEY o GORIKOVA (37) utilizando métodos pol avimitricos estudaram a

acho de certas aminas, amino 2cides e  polibidroxifenois, ns cinetica de
Widrdlise da sacarocse. Para isto foram preparadas solugoes aguosas dog 4l

g

versps componentes, as quais foram mantidas a 334 3037000 e ¢ temperatura

da agua am ebuligao. AFANAS'EV e GORIKOVA verificaram ous na presenga  de

sminas alifaticas, amino acidos e aminc sicoois pao ha apreciavel  acelera

¢io na hidrblise da sacarose e que a hidrolise procede de acordo ao mecsmis

Six

SCHOREL, TANNENBA(M o LaBUZa (81) estudaram a yeagao g hidrolise da  saca

veage em sistemas contando halxoes teores de agus, 08 mencionados  autores
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publicaram os valores obtideos da constante de hidrolise, em especial para
uma solugao saturada de sacarose em acido cloridrico 0,001 N {pH 2,76),man
tida a 379C, o valor calculade da constante de hidrolise, k, foir 1,67 x
10 hml {#.64 x 10m? segmz)° SOUOEBFL e colaboradores comcluiram que & hi
lise da sacarcse pode ocorver #m sistemas nos guails a arividade da agua

&
2 paixa (3.1g H,0 / 100y de sblidos) e gue a 3gua de eristalizagac pag @

2
disponivel para erta reagao.

KARL e WIRODTAMA (68) investigaram a hidrblise dz lactose utilizando técni
cas de cromatografia em papel e em camada delgada, Pera isto og veferidos
autores prepararam solugdes aquosas de lactose (5%) a ph inicial 4,7. KARL
» WIROTAMA néo detetaram hidrolise nas solugoes de lactose apds 5 horas de

aquecimento a 909C.

RARNETT & O CONNOR (568) determinaram a velocidade de hidrolise da  sacaro
se em solugoes 0,003 M na prasenga dos acides cloridrico €1 -~ 8,5 ¥M): sul
farice {1 ~ 9 M): perclories {1 - 7 ¥} e fosforice (1 - 11 M) utilizando
temperaturas de 0,5 a 25,09C.5eus resultados sap consistentes com um  MecH
aismo de hidrdlise gqus nao ewvolve 2gua na etapa determinante da veloeida

de de reagao.

Pela revisao bibliografica pode-se verificar que nan A0 DUMErnsAas as Py
hlicagoes especificamente relacionadas com a rescdo de Haillard em dAisacz
rideos ou com a hidrSlise desses carbohidratos. Tave sov ressaltado aue a
diversidade de condigpes experimentais torna esnecialmante 4ificil a compa

racac dos dados apresantados por diferentes autores.

Especialmente aignificariva 2 a falta de dados sobrs efeito catalitico de
aniong, tanto na hidrdlise comu na reagao de Malillard, apesar de que tal
efeito woderis ter grande importancia ecconomica especialmente para & sacd

rose.



3. HATTRIAL

3.1. Rengentes

4 P 3 - . g
Todos ©s agueares utilizados: sacarese, B lactoge monohidracada, glicose,

frutese & galactose, eram produtos puros para analise, das marcas Merck ou

Carlo Trba,

0 amino acido wtilizade: glicina era produto guimicanente puro marg C.

Erba.,

Todos 0s demais reagentes como deido 3,5 dinitrosalicilico, acide cloridri
co, hidromide de sodio, fusfato de potassic e outros, eram produtoés  puros

ara anmlise das marcas Merek, . Erba oy Baker.
P 3

Para s medida da hidroiise da lactose foi utilizado GLUCOSTAT (44}, o qual
% um reagente especifico para 2 determinagao colorimeerica gquantitativa da
glicose, em base as reagoes conjuntas das enzinmas glucose oxidase & peroxl

dage.

A Agua utilizada em todas as experisncies fol previgmente destilada e de

sionizada.

3.2, Aparslhos

As veagoes foram foitas em banho provido de agitador @ termostato com  sen

aibilidade + 0,19C.

Todas as densidades oticas foram medidas em espectofotometrs U.V. -vigivel

Varian Techtrom, wmodalo 8335,

0s porenciometros urilizados vara medida do pH foram dus marcas Metroim mo

delo B 512 o Orion Research modelo digital 701, ambos com  miproeletrodo

combinado,

._23,‘.



Para o preparo Jdas diferentes solugose todas as amosiras foram quantitati

vamente pesada$ em balanga METTLER, modelo HID.
4 desionizagdc da Agua destilada foi feiva em desionizador CORNING mods

1o LD—-2a.
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4.1, Determinacas dz | : 1
1.1 Determinagan da Pureza log Agucares

# . w ..
A pureza dos acucares utilizados (sacarose, € -~ lactose, glicose, galacto
ge & frutoge) foi determinada nor cromatoprafia am papel, usando-se  para

cada composto amostras de 10 Wl de uma solugao a 3%,
0s cromatogramas foram desenvoelvidog com propanol-acetato de etila~agua
(65:10:25:V°V) @ apos a sccagem a rempevatura ashiente, foram reveladosg

com splugao de nitrate de prata em acstona.

B todos os cromatogrames fol encontrada soments uma mancha caracteristica

£ f
do aguecar examinado.

4.2. Medida do Escurecimente das Solugoes de Lactoae g de Bacarpse!

Foram praparadas solugoes 0,5M de sacarose e de lactose enm Agua desioniza
da (pH 6,20 e 3,00), em tampac citrato {pH 6,20 e 3,00} (31) e em Fampac
fosfato (pH 6,20) (3ij@ o pH da agua e dag solugtes tamponadas foi corrigi
do zom solugoes 2,08 0,18 = 5,018 de Acido cloridrico ou hidréxide de sb
dic, A concentragac dos ions citrato & Losfato nas solugpes usadas fol de

4,054,

As solugoes foram distribuidas em tubos de vidro com tampa As rYosca contan
do cada tubn aproximadamente 10,0 ml de solugds. Us tubos foram  agquecidos

em banho de agua a temperatura de 50+ 0,10C.

8 ol & 2 densidade Ovica, a 450 mm, de cada solugao foram medidos antes
dag solugdes serem colocadas no banhe e posteriormente gm diversos  inter

valos de tempo. Todas as medidas foram feitas em duplicata.



4.3. Reacao de Maillard com Bacarose € com Lactose

Fovam preparadas solugoes contendo sacarcse - gliciama {0,54 e 0,25¥ respec
tivaments) e lactose - plicina {0,559 ¢ 0,25 raspectivamente) nos DesMog

solventes e nas mesmas condi¢oes ntilizadas em #.7.

48 solugoes foram diswribuidas em tubos de vidro com tamps de rosca, 0
aquecidas em banho de 3gua a 50 + 0,190 durante tempos que variaram dée
130 a 528 horas conforme o achcar usade (Tabelas 7, 8, % & 10).

0 egscurecimento progressivo de cada solugas fei medido pela variacao da

absorvancia, a 430 nm, em intervalog de tempo que variaram para cada solu
gao., Tambem foi medida a varjagao do pH de cada solugdo, Todas as medidas

foram feitas em duplicata.

4.4, Bidrolise da Lactose o da Bacarose

Para a determinacio ¢a hidrolise da lactose e da sacarose fovam usadas &0
lugoes 0,54 de lactose ou de sacarose preparadag com os diferentes soiven
tes & a pH diferantes do mesme mode como fol descrito em 4.2. As solugoes

foram aquecidas a 50 + 0,1%C exatamente come & §.2.

A hidrdlise da lactose foi medida pelo teor de glicose livee  determinads

enzimaticamente, Glucostat especial (44).
A hidrolise da sacarose foil medida pelo teor de redutores preseéntas deter
minados colorimetricamente com acido 3,5 dinitrosalicilico (43). Bm  ambas

as determinagoes foram usadas amostras em griplicatas.

4.5, Reaczo de Maillard dos Produtos de Hidrolise da Lactose.
&

Poram prepavadas wisturas de glicose~galactose-glicing nas  CONCENIragoes

aspecificadas na tabesla 1.

«..26..



a§£cazes + Gly (0,25 M)

Salvenca

A

t. fosfato — pH 6,2

£, citrato — pH 6,2

glicose + galactose

11,8 uM + 11,8 uM

10,0 UM + 10,0 1M

».,2‘;}‘....



5, EESDLTAROS E DISCUSSAD

5.1, dHaterial e ierodos

Ho presente trabalhe foram usados sacarose e lactose como modelos para  di
sacarideos em fungac da sua estrutura ¢ importancias em alimentos Tais a?ﬁ;ﬁ
res tem sido relativamante poucs estudados am relagéo a0 estureciments nao
anzimatico, sendo na maioria dos casos, poucas as informagdes precisas de
comc atuam e até gue ponto sao importantes no escurecimento de alimentos,

seja por si mesmos ou por seus produtos de hidrélise.

A escolha da glicina come amino acido modelo prendeu-se a presenga  desse

amino acido em praticamente todos os alimentos & 8 sua estrutura simples.

Para estudar o efeito desions foram escolhidos fosfate e citrato comuments
encontrados em alimentos, seja naturalmente ou seja por adigac em  fungao

de processamento ou modificagoes do sabor natural,

A temperatura em que fovam feitas todas as experiencias, 5090, Ffoi escolhi
da atendends as condicoes de trabalhe em laboratfrio 2 a extrapolagae de
dados para pasos praticos, Assim, como a veacao de Maillard pode ocorrer
durante 0 armazenamento de alimentos, 5300C permitiria extrapolacao de con
clusoes para condigues de armazenamento feito 2 femperaturas ambiente ele
vadas. Permitiria tambim uma observacac melhor da veagao na sua face  ini

cizl sob condigoes de reagao brandas mas nac ao ponto de retardar 2 reagac.

A escolha do pH 21 quie as reagﬁas foram estudadas foi bassada om estudos
snteriores da rvesacao de Maillard (WOLFROM, KOLB & LANGER (29) SAUNDERS e
JERVIS (56) BORBIO (£9)- POWELL e SPARW (713} 2 pelo fato de que tanto pH
3,00 come pH 6,20 sdo valores que se encontram na faixa de pH pripria de

varics alimentos seia naturais ou processades.

A tBenica empregada para a execugac da hidrdlise ¢ da reagao de  escursci

ments em sistemas modeln baseou—se am trabalhos anteriores {CAWVLEYY

- e



zada mostrando-se eficients e perwitindo a obtengao de resultados facilmen

te comparavais,

- - - o . ,
As tecnmicss analiticas empregadas sac de swecugdo relativaments simples e
permitiram acompanhar o andamente da reacac de Maillard e da hidrélise dos
= - % e > hind - e
disacarideos dentro da vrecisac ¢ exatidfo dessiadas ums ver romadas a8

precaugoes ysuais de padronizagie dos métodos nas condicoes deste trabalho,

A& medida da absovvancia, a 450 nm, como parsmetro para avalliar ¢ andamento
do escurecimento nao enzimatice foi amplamente discutidz en trabalhos antg
riores, entre outros os de WOLFROM, KOLB e LANGER (29)- ROBRIO (69} &
POWELL o SPARK (71).

& hidrolise da lactose foi estudads utilizando-sz o método da glicose-oxi
dase ("GLUCOSTAT Special”) o gqual permitiu & doterminagio quantitariva es
pecifica de um dos produtos de hidrolise, glicose, pois n2e havia no meio
de reagao substancias que reconhecidamente interferissem na determinagao.
Foram feitos ensyios para determinar a concentragao minima de glicose de
terminavel pelo GLULOSTAT e verifisou-se que 1,0 ug/ml poda ser determi
nado com uma exatidac de + 2.52 o que estd na faixa de erro do métede  de

terminada por SAIFER e GERSTENFELD (35).

Para s sacarose, o teor de redufcres provenientes da hidrdilise foi determi
nade utilizando o %heido 3.5 - dinitrosalicilice {NN5). Easte metodo mostrou
-5 mais rapido e menos sensivel as variagSes de condicOes de reacso  do
gue o metodo de SOMOGY ¢ NELSOH (13), ou seja houve maior precisan no me

tode do DHE sobre o de SOMOCY & NELSON = suficients exatidao PETA  NOSSOS

fins. Experimentalmente verificou~se que ¢ metodo do DNMS obedece a lei  de
Lambert ¢ Beer ne faiza de cancentragaes de vedutores (glirose) compreen

dida entre 10,0 e 50,0 up/ml.

3.7. Escurecimento das Solucoes de Lactose & de Sacarose

ApOs 400 horas de reagio nao foi verificado aumento na absorvancia das  so

lugoes de lactose ¢ de gacarcsze preparadas nos diferentes solventes e pE




conforme descrito em 4,2, demonstrando assin que nas condigdes experimen
tais utilizedas nae se deram reagbes de caramelizagao.

Nas sclugoes tamponadas de ambos os agécaraﬁ o pH injcial conservou-se es
tavel pelo menos até 400 horas de reacdo, onquanto que nas solugoes pao
tzaponadas o pH inieial de 4,20 sofreu diminuigao gradativa atingindo o va
lor de 5,4 para a sacarose e 5,6 para 2 lactose no mesmo periodo de reacse
antes mencionedo. Estz variagac do pH pode ser atribulds a  decomposicas

g e - E 1
dos agueares com formagao de composios com grupos acldos gueé seriam respon

stvels pelo pequeno sbaizaments do pH.

n

5.3. Hidrdlise da Lactose em Sgua, en Tampao Fosfato ¢ om Tampao Citrato s
{3 3 ES

pH 6,20

Os resultados obtidoa com tampao fosfato e citvato estao representados na

tabela 2 e no grafico 1,

-.-3 (}m—



TABELA 2

Hidrolise da lactose em diferentes meins de reagho a pH 6,20.

Lactose/tampao fosfato Lagtose/tampac citrato
tempo Cone. de gligose rempo conc. de glicosel
{horas) ug/mi {horas} ugfml
0 0,000 0 0,00C
97 0,997 115 0,994
146 1,470 130 1,320
162 1,593 162 1,276
187 1,860 189 1,451
240 2,120 210 1,62
240 1,840
kK o= 0,251 x 107 geg”! K = 9,205 & 10710 seg

....31...




(mande o solvente usads foi agua desionizada verifiecou-se gque atk 260 ho
ras de reagac as concentragoes de glicose eram muito balxas, sendo menorves

dn que a concentragac minima (Ll Ug/ml) determindvel pelo metodo utilizado

(44), mpesar do abaixamonto do pH para 3,8,

Examinando os dados da tabela 2, e considerande aue n@o houve  hidrolise
mensuravel na solugio em agpue desionizada, pode-se admitir que houve  com
sideravel efeito catalitico do tampae citrvato e do tampac fosfarto na velo
cidade de hidrilise da lactose, Oz dados da tabela 2 indicam que a velool
dade de hidrBlise ¢ decrescente na ordem: tampac fosfato, rampao citrato,
e Agua desionizada. (omo ndo houve variagao de pH nasg solugoes tamponadas
nnde @ concentracao dos anions citrate e fosfato & o omesma, os resultados
indicam a existencia de um efeito catalitico sobre a velocidade de hidroli
se que 2 dependenta da natureza do anion. Um efeite portanto semelhantea
aguele observado por TATED (67) ac estudar a hidrilise da sacarose sm pre
senga de Beido citrico ¢ cloridrics e por FLOYD {3) ao iavestigar o efeito

dos anions sulfato e cloreto na velocidade de hidrolisa.

k]

5.4, Hidralise da Lactosze em Agua ¢ em Tampao Citrate a p 31,00

0s resultados obtidos estio representados na tabela 3 e grafico 2.

Y G om



TABELA 32

Hidrolise da lactose em diferentes meios de reacéo a pH 3,00.

Lactose/H,0 Lactose/tampac citrato
tempo conc, de glicese tempo conc. de glicose}

(horas) ug/ml {horas) Hpr /ml
0 {4,000 0 (3,200
a0 1,046 41 0,428
139 1,560 g0 1,494
i62 1,803 162 2,665
240 2,661 240 3,550
136 3,295 335 4,707
528 4,615 478 5,825
" - 504 5,972
- -~ 328 £,115

- 0 o} -~110 -1
ko= §,272 v 10 10 Beg ¢ ko= 0,377 x 10 1 seg

....33....,




Peede gque & pH 3,00 ha hidedlise wenzuravel em agua desionizads a0  Contrs

rioc do observadc a vH 6,20, a diferenca nos dois casos o acribuivel a nrE

senga de lons de hidrog@nio, Os dados obtidos & pH 3,00 e £,20 {tabelag 2
3) indicam que tambem existe um efeito caralltico dag demais egnécias

presentes, pols apesar de que na solucac de lactose em dgua o oM inicial
6,20 diminuly para 5,8 apis 240 horas, mesme assim a hidrdlise foi prati
camente inexistente enquanto que em presengs de anions onde o oH 6,20 con

servou-se invariivel a bhidrdlise fol mensuravael.

A pH 3,00 nao pode ser imtroduzido o conceito de efeitro egnecifico de
anion por falta de dados comparaveis como a pH 6,20 onde & possivel  year

ulm tampac fosfato eficiente,

Considerands que a p¥ 3,00 a concentracdo de acide citrico nao dissociado
e consideravelmente superior aguels presente a pH 6,70 onde predomina )
concentragas do anlon, os dados das tabelas 2 ¢ 3 indicam que ma hidrélise
da lactose a catalisc em presenca de tampao citrato & devida ao efeito das
- . . . A, . . .. .

tres especies presentes: 1ons de hidrogeénio, anions cltrato @ acideo  elirri
= - - - e .
ce. O efeito catalirico total seria a soma dog efeitos cataliticos par .

.. ; . . . *

ciais sendo despresivel, se houver, o sfeito caralltico do cation Wa', Re
suminde teriamos de acocdo com o preconizado por VUKV (52) a possibilida
de de expressar o efeito catalltico total pela seguinte soma- aﬂl + 862 +
chg sendo C o efeito catalitico de cada especie e o, B & ¥ constantes de
proporcionalidade dependentes do pH, de temperatura e 4 compogizao da es
pécie. A pH 6,20 predomina o efeito catalitico do anion citrato presante
em concentracao slevada em relacio as outras espéeles, A pH 3,00 predomina
P
&n

o efeito do cation de hidrog e da molecula de Acide citrico.

5.3. HidrOlise da Sacarcse em Agua, em Tampho Citrato e em Tampic Fosfato

a pH 6,20,

0s dados obtidos estao representados na tabela 4 e grafics 3.
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TABELA 4

 HigdrDdlise da sacarose em diferentes meios de reagao a pH 6,20
i Sacarase!ﬁzﬂ Sacaroseft. fosfato Sacarose/t.citrato
Tenpo ac.redutores Teupo ag.vedutorss Tempo age.redutoeres
{horas) g/ ml {horas} ug / mi {horas) ug 7/ ml
0 0,0 0 0,00 0 g,00
98 17,6 70 20,0 70 18,8
117 18,4 98 24,0 98 21,6
165 34,2 117 27,5 117 25,2
194 29,0 165 A7, 4 165 32,0
240 38,0 194 G, 4 217 41,2
217 48,8 240 46,2
240 54,5
- - =g - e -1
¢ = 0,258 x 18° seg’ k = 0,349 = 10 sen K = 0,285 %10° sep

"'“35'




Pelz tabela 4 note-se qoe o cfeito catalitice do solvente aumenta na 52
guinte ordem: solugao nao tawponada, tampac citrato e tampao fosfato. A

maior atividade de ion fosfato em relagae ao ion citrate evidencia um sfel

to catalitico anidnico especifico como foi demonstrado para a lactose
{5.3.), Baseado nosz mecanismos de hidrélise progpostes por TIMELL (45) @

por DAWBER, BROWN e REED (54), os anions presentes poderiam atusr ne senti
do de diminuir a encrgis de ativecan envelvida na formacac do complexo ati
& . CERL

vado SH¢,

5.6. HidrDlise da Sacarnse em Agua e em Tampao Cirratc a nH 3,00

0s resultados obtidos estac representados na tabela 5 e no grafico 4.

...fz}é....



TABELA 3

Hidrolise da sacarose em diferentes meios de reacac & pH 1,00,

Sacarcseiﬁzé Sacarose/tampac cicrato
Lampoe BEC . redutar?s fempo ag. raduforaes
(horas) ug/nl x 10° (horas) vg/ml x 107
0 6.0 0 6,00
22 30,8 22 34,8
46 57,6 L6 61,2
70 78,4 70 86,4
38 99, 4 98 103,60
183 120,06 165 131,4
217 131,86 194% 137 .6
240 135,0 217 142 .6
240 146 .5
Ko 100 b= 0,152 = 10 Cseg”t K4 =100 h= 0,152 x 10 Pees
K100-240 h= 0,437 % 10" seg K100-240 h= 0,536 x 107 seg

WB‘}'._.




Felos dados da tabela 3 verifica-se que na etapa iniclal da rea car {are
140 horas) em ambos os eolventes as concentragoes de aglnares *ﬁo semelhan
tes, indicando que a pH 3,00 no infcio da reagao haveris predominancia do
efeito catalitico dos icns de hidrogfhio, o que pode ser comprovade pelos
valores das relagoss entre as constantes de hidrblise (apendice I1). Apos
a etapa inicial da rcagdo, os dados da tabela 5 indicam a existencia de um

aumento na veloeldade de hidrolige {(apBndice II) gua seria produzida pelos

riro & moléeulas Ban

- demais compeonentes présontes na salu§ao: anions o

dissociadas de Reido citrice. Como a pH 3,00 predoming o equilibrio A
citrico @;H*“;j_ citrato © {pki = 3,39) (A): e a pH §,20 predomina o equi
1ibrio citrato_zﬁmﬁ_wnmj_ citratoe (pky = 5,41) (B), o sistema (A) 2

possivelmente um catalizador mais efetive que o sistema {B) para & hidrd

lize da sacarose.

Ds resultados obtidos por HIBBERT ¢ PERCIVAL (2) mostram que nas ha ou pe
lo menos ainda nac foi encontrada uma ralagdo simples entre tipo deligagac
glicesidica 2 velocidade de hidrolise. Os dados por nds obtidos indican
malor facilidede de hidr0lise para a ligagao hemiacetBlica da sacarnse e
que essa ruptura € mals seusivel a catalise do ion hidrogenio do qua a 11

gagao hemiacetalica da lactose.

L)

. - - $ . .
5.7. Valores da Constante de Hidrolise, k¥ em seg ~ da Lactose ¢ Sacarasea

nos Diferentes Solvantes o pH Urilizados.

Em todos os casos, apde a stapa inicial, fazendo-se o gréfica de bempo Vs

iog (a-x) {onde a2 & a concentragac inicial do ascicar (g/1), 2 a con

%i}x

centragao dos produtos de hidrolise {g/l) apds os diversos narlméas de tem
po) foi obtida uma reta. Tsto indica que & reagso de hidrdlise da  lactose
e da sacarose Se comporta como ra2acac de primeiva ordem, o gue  esta  de
acordo acs resultados anteriormente cobtidos nor sutros autores TIMELL,
{45) DAWBER, BROWN e REED (54). (s valores da constante de hidrGlise, k¥ em

seg 1, estao representados na tabela 6.

,..3 8....
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5.8, Reagao de Maillard no Sistema Ladtose-Glicing en Zgus, em Tampao Fosfato

& em Tampao Citrato a pH 6,20,

08 resultados obtidas estau representados na rabela 7 e no grafico 5.

TABELA 7

Reagéo de Marlilard do sistema lactose-glicina em diferentes solventes a pH 5,20

Lactose - Gly ~ Fgua Lactose ~Giy t.fosfate Lactose-Gly-t.citrato

Tempo (h) B.0.x 1{.'3“3 Tempe (h)y D.O, % 10_j Tempoe (h) D,0, x 155

o 6,000 0 0,000 o 0,000
138 11 20 8 17 6
159 14 42 15 44 35
184 22 68 - 22 73 75
206 27 97 35 115 171
232 32 139 54 137 210
303 48 162 63 162 113
326 53 186 8o 186 346
351 61 211 106 215 487
446 87 241 139 281 689

362 326 137 841

-1 < -1

kEml, 685 xla? seg k* = 3 ,00x 1%? seg k= §,{06x lﬁ?segl




o

%o periodo de reagac a solugdo nae tampornmda sofreu ume diminuicio gradsti
va do pH de aproximadamente 1.0 unidade- nas solugoss tamponadas a diminui
gao foi de 0,2 unidades. e acordo com FRANKEL ¢ KATCHALSKY (6) o WOLFRAM,
KOLB & LAWGER (29} esta diminmuican de pH & resultante da reacas entre <
aming Acido e o aghcar e conseguente dimimuicno dos amine grupos livres na

aolugac.

0s dados da tabala 7 indicam consideravel acao catalitica nor parte dos
anions, sendo a ordem decrescents de atividade: tampao clirato, tampac

fosfato ¢ Bgua. 0 efeito dos anions tradusziu-se mma diminuicac semelhante
dog periocdos "indutivos” da reacac {fase premelancidina), isto 2: o  tempo
decorrente do inicio da experiencia até o comego do escurecimento, indican
do gue os anions presentes atusram efetivamente sobre = formagao dos com
postos da etana inicial da veagac de Maillard. Nesta fase dads a seimelhan
¢a do efeito dos dois anions, torna-se diffcil distinguir efeiro cataliti
co especifico, Porem quando o aparecimento de melansidinas comega a ger
mais intenso, verifica~se que o sistema contendo tamrao citrato  escurece
mals rapidamente do gue o sistema contendo tampao fosfato e desde que as
cutras variaveis sao iguais nos dois sistemas, o resulitado indica a  exis

rancia de efeito catalitico especifico de cads anion na formagao de cor.

Por outro lado, oz dados da tabela 2 mostram gue apesar da hidrolise da

iy

lactose ter sido insignificante em agua e multo neguena nas solugoes fam

- -10 ~1 o ~19) ~1,
onadas . = 0,205 » 10 s <R . = ,2%1 % 10 s&

B {‘cltrato ? & fostatn * g )i
houve um aumento gignificarivo da absorvancia (grafico 5) indicando que a
reacao de Haillard com lactose nzo depende da sua hidrdolise, podendo o di

sacarideo reagir pelo grupo carbomila livre que cont@m.

fonsiderande os valores caleulados para as constanies de hidrolisze e de as
curecimento {(ver apendice I1 e ITT) podemos expraessar numericamente os  fe
nbmenos acima discutidos pela relagao entre os valorss das constantes, as

sim temos gue!

ey o Lk
e . fosfato .
Losiato 1,27 . SRR = 0,37
. - .
kcltratc k crtrato

mélm-



Os valores obtidos mostram claramente que apesar da hidrolise ser mails ra

pida em fosfato » anion citrate & melhor catalizador da reacds de  escure

cimento.

5.9. Reagao de Maillard no Sistema Lactose-Glicing em Agua ¢ em Tampao Oi

trato a pH 3,00

Os resultados ohtides estao rapresentados na tebala 8 & no grafico &,



TABELA 8

Reagao de Maillard do sistema lactose-glicina em diferentes solven

teéa a pH 3,00

:;Lactase “Gly - HZO Lactose - Gly -~ €. citrate {
tempo {h) D.0 % 10“3 Tampo {(h) D.0 x 153
0 3,00 Q 0,040
R 3 258 &
3346 & 310 8
377 8 3386 g
425 17 377 16
475 15 4032 240
328 23 425 27
4F5 37
528 &7
} o
¥ = 0,275 w1077 S¢8 k' = 0,497 % 1077 seg t

oy e




Em ambos os solventes houve um aumento gradative do pH de 0,2 unidades até

0 e o r ] > * - -
o inlecio do escurecimento, Uma vez iniclade o escureciments o p ficou

{i
F o

tavel durante todo o pericdo rastante da TeACAs.

s dados da tabela 8 mostram que de modo semelhante ac Aiscutido em 5.8,

wouve um efeiro catalitico dos componentes da solugie tampas no sentido de

I

e a x -+ o P . : -~
diminuir o pariede de “imiugac” e aumentar a2 velocldade da reagac de escu

recimento,
0 escurecimento da lactose verificado a pH 6,20 {tabela 7) foil maior do
que a pH 3,00 (tabela 8), o que mostrou que a diminuicac do pH retardon

mas nao inibiu o escurecimento, indicande que apesar da mator hidrolise a

pH 3,00 do gue a pH 6,20 (tabela 6) naquele pH prevalece © efeito negativo
b v Bl - - + 3 - ., -‘t 4 A3

da protonagdo do amino acideo, diminuinde a carater nucleofilico 4o amino

grupo.

De acordo com os resultados de sutros autores (SAUNDERS e JERVIS - (56)
BOBBIO (69)), sabamos que na reagdo de Maillard com monpsacarideos o don
fosfato & catalizador mais efetive que o eirratn, nos disacarideos inverte
~se esse efeito o gue vem copfirmar que a meldecula de lactose 2 a responga
vel pelo escurecimentn. Tal resultade tambem indica a possibilidade de que

citrato e fosfate atuem atraves de mecanismos diferentes na reagao de

Maillard com mono e disacaridecs.

5.10. Keagao de Maillard dos Produtos de Hidrolise de Lactose,

Pala tabela 7 verifica—se gue 2 pH $,20 ha aprecidvel aumento da absorvan
cia nos sistemas tawmponados de lactose: 7o éntanto nao foi verificadc escu
recimento em sistemas tamponadeos {(f. fosfate ou cltrave) contendo glicose
e galactose na concentracao equivalente, para cada sistema, aguela produzi
da pela hidrdlise da lactose apse 240 horas de veagao (rabela 1}. Os resul
tados desta experiencis comprovam que a molecula de lactose participa da

reacas de Maillard, sem nccsesidade de hidrolise provia.

iyl



5,11. Reagao de Maillard no Sigrema Sacarose~Glicing em Agua, enm TAmPAC

Fosfats & e Tampac Litrato a ol 6,20

Ns resultados obtideos estac repressntados na tabela 8 2 grafico 7.

TABELA 9

Reagdo de Maillard do sistema sacarose-glicina em tampao fcgfato 2 pH 6,20.

Saparonse - Giy - t. fesfato
Tempo {h) N.0 X% IOWE
0 0,0

72 5

94 7

121 11

141 14

168 15

192 20

234 26

262 31

330 39

357 ' 2

401 49

526 83

Kk = 0,387 x 107 seg - |

R




Nac foi verificado aumento da absorvancia na solugao nac tamponada e na
solugho de tampao citrato, o que imdica que z molfeula de sacarcse & inca
paz de produzir escursciments confirmando os vesultalos abtidos apterior
mente poy outros autores (FRAENKEL e KATCHALSKY (6 KERTOVICH « TOKAREVA
(15)) de que a presenca no acicsr de um grupoe carbonila livre ? necessaria

nara a formacac de melanoidinas.

Por outra parte, verificou-se pequenc escurecimentn po  sistema  contendo
ions fosfato (rabela %) o qual & devide* {a) & maior agao catalitica do
ion fosfato na hidrBlise da sacarose, quando comparamss com os  sistemas
ndao tamponados e tampac citrato (tabela 6). (k) no fato de qua o8 iong fos

faros sao melhores catalizadores na reagade de Maillard com monosacarideos.

Comparando-ss os dados das tabelas 7 e 3 verifica-se que, a pH 6,20 e em
iguais condicoes experimentais, o aumento da absorvancia nos sistemas con
rendo lactose foi sempre maior do que nos sistemas convende sacarose, ape
aar da velocidade de hidrdlise do segundo sistena sew consideravelmente
maior do que o primeiro (tabela &), o que tambem vem . demonstrar que, 80
contraric da lactose, & sacarose ap sofre escurecimento devido aos seus
produtos de hidrdlise quando a concentragaoc dos mesmos atinge valores mini
mos. Mo sistems contendo ions fosfato o valor minime seria da ordem de 20

ug/mk.

5.12. Reacdo de Maillard no Sistema Sacarcose-Glicina em Agua e am  Tampao

citrate a »H 3,00,

Os resultados obtidos cstio representados na tabela 10 e grafico 8.



TABELA 10

Reagao de Maillard do sistema sacarosze~glicina em diferenm

™

tes solventes a pH 3,00

Sacarose ~ Gly ~ 2gua Sacarcgse ~Gly=t.cit¥ato
Tempo {(h) .0, % IOHB Tempo {(h} D.O. % 10ﬁ3.
O 0,0 0 4,060
121 3 96 3
161 5 121 6
192 7 168 13
% 234 11 193 18
| 262 17 234 31
330 32 262 41
357 34 336 75
381 30 357 G4
401 58 381 119
426 71 §20 153
k% = 0,868 x 1077 gag K% = 1,633 x 187 sept




O opH de ambas as solugoss permaneceu patavel.

De modo semelhante ac gue fol verificade em 5,%9. parz lactose, os dados da
tabela 10 mostram que o escurscimento medido em tampzo citrato 2 aproxima
damente ¢ dobro daguele verificado na selugﬁa nao tamponada {ver apendice
TIT. O efeito catalitico dos componentes da solugic Lampao, em COMPAragao
com s solughc nao tamponada, & demonstrade pelo inicic do  escurecimento
com menor concentracac de redutores (tampao citrato 11.0 ug/ml: solugao

nac tamponada 12 ug/ml}

Compavando~se os dados das tabelas 9 e 10, verificu-sa que © aumento da
absorvancia das solugGes contendo sacarose fol considervavelmente maior A
pH 3,00 do que a 6,20 ac contraric do que ja foi observado para a2 lactose
{5.9.). Pelos dados das tabelas § e 10 verifica-se também que a o8 3,00 o
ascurecimente produzido palos sistemas contends sacarose fol sempre mador
do que o escurscimento produzido peles sistemas contendo lactose. Tanto
trabalhos anteriores (WOLFROM, KOLB = LAWGER (25} POMERANZ, JOUNSMN a
SHELLENBERGER (40)- COLE (53)- SAUMDERS & JERVIS {58YY como os resultados
agyl apresentados mostram 4 agas retardadora do abaixaments do oH gohre a
reacao de Maillard, assim deve-se considerar que os rasultados obtidos in
dicam que o maior escurecimento da sacerose a pH 3,50 do que a8 6,20 & devi
do a maior hidrdlise desse disacarideo em pH Aeide. Também deve ser levado
am conta que nos sistemas nao tamponades s pH 3,00 a velocidade de hidré
lise da sacarose, no inicic da reagdo, & 5588 vezes wmaior do que a velocl
dade de hidrolise da lactose {ver améndice IV). Como consequencia, nas 80
1395&5 de sacarose a pH 3,00 ha grande aumentce da cnncantragﬁo de monosa
carideos redutores o gue compensaria em parte o efaito contrario do pH
haixo. Portanto os resultados obtidos tambdm indicam menor velocidade  de
pecurecimento por perte da lactose anm ralagﬁo ans monosacaridecs glicoss

e Erutose.

N . \ . -1,
5.1%. Valores da Constante de Velscidade de Escurecimento, k¥ em seg Jdas

Sistemas Lactose~Clicine # Sacarose-Glicine nos diferentes solventes

e pH yrilizados.

0z valores obtidos para as constantes de velocidade de escurecimento, o

~1 -
em sep -, estao representados na tabela i1.

_48w
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Considerands que a medida da absorvancia e proporcional 2 concentragac de
welanoidinas produzidas na reagdo de Maillard, {(grafice 5, 6, 7 ¢ 8), grs
ficamente pode-se calcular o valor da coustante de primeira ovdem da  Yead

gao de Maillard.

,...5{}-«




&, CONCLUSOES

Pelos resultados obiidos conclue-se que:

1 ~:Solygoes 0,5 ¥ de lactosc e sacarcse em Agus, em tampao citrate  {(pH

. mantidas = 5000 durante

H

6,20 e 3,00) & em tampao fosfaro (pH &,20)

400 horas, nao produzem escureciments por reagoes de caramelizacdo.

2 -~ Na hidrdlise da lactose e da sacarcse a pH 6,20, hd efeito catalltico

do solvente o ¢ual @ crescente na ordem: solugac ndo tamponada,  tam

pac citrate, tampao fosfato. YManifestando~se tombem efeito caralitico

dependente da naturcza das espicies contidas no solvente.

3 ~ ¥a hidrdlise da lactose a pH 3,00, o efeito catslitico do solvente o

crescente na ordam: solugdo nao tamponada, tampas citrato.

4 =~ Wa hidrdlise da sacarose a pH 3,00, no infeio da reacac hi predominan

cia do efeito catalitivo dos ions de hidrogBnic, em comparagac som os
componentes do tampac citrato. O efeito caralitico dos componentes 4a
solugap tamponads manifesta-se somente apbs 2 otapa inicial da rea

cao.

5 — A ligagac hemiacerzlica da sacarcse ¢ mals facilmente hidrolizada @

mais sensivel ao efeito catalitice do 9H, do que a ligagae hemiacetad

liecn da lactose.

6 - Na reagga de ¥aillard do sistema lactose-glicine a pH 6,20 ha consi

derdvel agao catalitica por parte do solvente, sendo a ordem c¢rescen

‘te de atividade: solugdo ndo ramponada, tampdso fosfato, tampao citra

¥ . e T — . + .
ta. Verificou-se tambem que na formacac de cor ha efeite gatalitice
aspecifico dos anions contidos no selvents. s anlons presentes dimi

nuiram o perfodo de “indugae” da reagac de escurecimento.




i -

11 -

12 -

13 -

i4 -

No sistema lactuse-glicina a pH 6.20, o escurccimento & iniciado pela

molecula do disacaridec e nao pelos seus produtes de hideSline.

Ko sistema lactose - glicina, a dimimuicen do pit retarda mas nac  ipd

be 0 escurecimenta.

it
[2nal

Existe a possibilidade de que os ions civrato e fosfato atuem atraves

erentes na reagac de Maillard com mono e . disacard

de mecanismos 4.

deos.

No escurecimento do sistema lactose-glicina & pH 3,00, hi efeito cata
1itico dos componentes do tampac citrato, em rejagao A solugdo nao
tamponada, no sentido de diminuir o perfodo de “indugac” e aumentar a

velocidade da reacao de escuracimento.

A molecula de sacarose & incapaz de produszir a reagao de Maillard,sen
do gue o escurecimento produzido na presenga deste agicar & devido

aos seus produtos de hidrolise.

& pH 3,00 na presoenca de glicina os sistemas contendo sacarnse produ
ziram maior @scurecimento do gque os sistemas contendo lactoss, o gque
e devido 3 maior velocidade de hidrolise da sacarose am  comparagao

com a lacgtose,

G escurecimento produzido palos sistemas cortsnde - zacarcas — glicina
foi maior a pH 3,00 do que a 6,20, o que z devido a maior vwelocidade

de hidrolise da sacarose a pH 3,00 em comparacac com pH 6,20.
Os resultados aqui obtidos indicam que no vrocessaments dos alimentos

¢ sscurecimento nac enzimatico (reacao de Maillard) & facilitado pela

presenga de espiciles fonicas {fosfatos no caso de leite).

b e



15 ~ Ma fabricacac da sacarsse & prasenga de anlons provenientes dos diver
sos tratamentos ou por efeits de adubagoes pode ser fator importante.

4 o L . . . . a .
ne vendimento dro agucar produzido, pelo efeito catalitico  gque 0%

anjons teriam sobre a formagao de melansidings do melage e asobre a ve

locidade de hidrolise dn sacarcse,
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APRNDICE 1

faleulo da constants de hidrolise

. 4

7,343
k I e 14),}‘ e 1
tzth & Ky

£, & L., * tempo

a = concentragao inicial do aguear (/1000 wl)

ou glicose + galactose) em g/Ll000 wl npos tempos . = °

pectivanente.

raleulo da constante de csourecimento

ko= z
ﬁz - tL
£ e, = tempo
1 2
&aﬁl e 9002 = absorvancis medide nos tempos t, @ t, yYespectivament.

. & x. = concentragan dos produtos de hidrolise {glicose ¥+ St



APENDICE 1T

CEleulo do efeito dos snions na hidedlise:

Lactose/pH £,2: 0,251 % lﬂmlﬂfsag”l entra 97h e 240 h

broafate”
~10 -1 _
0,205 = 10 " /seg entra 115 h e 240 h

kcitraton
Keoes 0,251
=l = 1,22
kcitrat 0,205
. , -1 -1, .
tactose/pi 3,0 Ky o = 0,272 % 10 seg ~ (valor medio)
2-"
~10 -1

ko = (3,377 x 10 seg * (valor medio)
cLETaT

ko .
gitrat 0,3)?_g 1,39
LN 0,272
B
2
i} ~G -] Y- .
Sacarose/pH 6,2: kﬂ - = (0,255 x 10 "seg entre 117h & 2400
3™ .
- S _ gy
B - = (,34% x 10 “sep antre  98h o 220h
fosk
- -1, .
¥ o= 0,285 = 10 seg anrra 98h e 240h

- \
Fosf . 0,349 .y 45

kﬂ o 0,238

k. .
ecitrat (3,283

0,258




Racarose/pH 3,0: k., o = 0,152 % 10 entre ZFh e  98h
vlz
K, , = 0,437 x 107 entre 98h < 240
1t
K . = 0,152 x 1877 entre 22h e 98b
crirat
g o N
s = {},5%6 % : e IRk e 240
kcltrat 3,536 = 10 entre  9HEh ¢ 2400

Keitrar | 0,152 _

kH o 0,152
2

entre 2k e Y8R

K .
. 536
clerat _ O,538 _ 4 99 oopre 98W e 240m
Ky o 0,437

F
Ko

~aef g‘l_w




APERDICE ITX

CAleulo do efeiro dos anions na reagao de Maillard

Lactose/pH 6,2: k*H 5 = (5,685 x 18w7 segml antre 138%h e 446h
2
k* 23,00 x 107 seg T entre 99 e 3621
B aaf & N i34 SnTre Y &2 Tr L
Wk . =8.06 x 1077 seg | entre 73h e 337h
citrat : ” -
k&
fosf | 3,00 | 4,38
k* 0,685
"0 :
¢i2
14
citrat = 8,06 11,77
k% 0,685
i
ke# o i
tosl - 3’500 . 33?
I 8,06
pitrat
. -7 -1 ArEn &
Lactose/pH 3,0: k¥ g = 3,275 x 10~ seg antre 336h e 528h
2
s - 0.407 % 1077 seg " entre 310h e 528h
Togitrat ?
; 49
citrat 0,497 _ 1,81
3 2
khﬁgﬁ 5,273




Sacarose/pd 4,2; k*fﬂsf = 0,387 xn lﬂw? sagwi entroe 96h & 4246h

it

Sacarose/pH 3,0: R*H 5 0,868 x 10“? segwl entre 234h & 4250

Z

i

K% oy 1,633 % 1077 seg™t entre 19%h @ 426h

-F 6~.




APENDIOR IV

caleule do efeito do pH na hidroiise:

Lactose: Ky o {pH 3,0} = 0,272 x 10”10 segwl {valor medic)

mi—g
X . (pH 3,0) = 0,377 % 10710 see ™t (valor mEdio)
Teirrat ? : e e
k. {pH 6,2) = 0,205 % 10710 seg“l entre 115h e 240h
i prar (PH 6 , 15 b
k {(pH 3,0) 0,377

eiir it - = 1,8
{pH 6,2) 0,205

k.
citrar

Sacarose: %H o (pH 3,00 = 0,152 x iﬂmé sagml antre A2h o ¥8h
2

Kk (pf 3,0) = 0,152 % }0”6 sag L entre 22h e 98h

citrago

(pH 6,2) = 0,258 % 1977 sagml eptre LLTh @ 240h

T
‘azo

..C - o= - | Hg o “1 o o O ) )
k{:itrat (E}H *.}f,/l) Oghgs % 10 SEE gntre Ggh 2 2400

i {oB 3,0} N
H,0 0152 %3070
£}
k. .. (pH 6,2) 0,258 x 10~
ﬁzﬁ

L]
Lo x]
L
—

Koieear PP 915y w1070 |

- _1 =5
% ierar (PP 6,2 0,285 x 10

533.3

ksacarosc{HEO pH 3,0) . 0,152 x 1GM& . 5588

Y R o Y £ L4
. A B -
kl&ctﬁge (HEV xn-S;O) 0,2;2 ® 10

.W'??..u



APENDICE V

Lol + . - ®
Calculo do eferto do pH na reagac de Maillard

' ap  k*
Lactos g
2
. (P 6,2)= 8,06 % 107 seg
citrac™" 77 # g
g ~ ~7 i
k* (pH 3,0 = 0,27% x 10 7 seg
H.8
2
KE (H 3,0) = 0,497 x 1077 sag
Copirtrat # : ’ -
k&, . {pH 6,4)
B0 s B
2 - 9,&85 . 23@9
k*ﬁ o {pH 3,0 0,275
2
& A
& gltrat {pl 5,2) . 3,806 16.2
k* (pH 3.0 0,497

citrar

«?8_

(pH 6,2) = 0.685 x 10 seg

entro

enira

entre

BRLTa

138k

73h

336h

310k

o

i

337h

528h

328h
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