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RESUMO

A cor dos alimentos é um importante atributo paraseolha do consumidor. O escurecimento €
desejavel em alguns alimentos pela cor e pelo afmoduzidos (como nos casos do pao e carne
assada), mas, é indesejavel em outros (como raoreato térmico de leite). A reacdo de Maillard é
influenciada pela natureza dos agucares e amiraseiavolvidos, bem como pelo pH e temperatura
do processo. O objetivo do trabalho foi avaliasocueecimento de solug6es modelo contendo aglcares
e aminoacidos devido a reacdo de Maillard em pHroes acido, obtendo as taxas de reacao e
avaliando a cinética da mesma. Dois tipos de aesdglticose e lactose) foram misturados com dois
tipos de aminoacidos (glicina ou glutamato de 6dm pH 7,0 e pH 5,1. As solugBes (2 mol/L)
foram aquecidas em agua fervente (97°C), e a dostiebmedida (420 nm) em intervalos de tempo.
A glicose apresentou maior taxa de reacdo quet@skocenquanto que entre os aminoacidos a glicina
reagiu com intensidade semelhante ao glutamateddgdo do pH do meio retarda a reagdo, e o
escurecimento demonstrou menor taxa de reacéo efcipbl

Palavras-chave:reacdo de Maillard, cinética de reacao, taxa agfie
1 INTRODUCAO

AMuitos alimentos sdo submetidos ao tratamentoitérpara serem conservados, € 0
aquecimento pode levar a duas importantes reac@edecnologia de alimentos: a
caramelizacdo e a reacdo de Maillard, também chesnadel reacbes de escurecimento néo-
enzimatico.

Estas reacfes tém impactos positivos em algungiatos, como no desenvolvimento
da cor e aroma da carne assada, café e pdo (BOSTBOYACIOGLU, 1997; CARABASA
e IBARZ, 2000), mas também levam a efeitos negaticomo o bloqueio ou a redugéo da
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biodisponibilidade de aminoacidos essenciais etaade de enzimas (BOEKEL, 1998),
formacdo de mutagénicos (SHIBAMOTO, 1982, apud BBEK 1998) e formacéao
indesejavel de cor, como por exemplo, em laticitiatgdos termicamente, como leite UHT
ou leite em p6 (MORALES e BOEKEL, 1999).

A cor é um importante atributo em produtos alin@os, uma vez que é
imediatamente percebida pelos consumidores, e puallear a extensdo das reacdes de
Maillard e de caramelizacdo que ocorreram naqueldgupo (QUINTAS et al., 2007).

A caramelizagdo ocorre em sistemas contendo cadbogl redutores, levando, por
mecanismos diferentes da reacao de Maillard, a ostop que conferem coloracdo marrom e
aroma caracteristicos a muitos alimentos (CLAUDEBSINK, 2006). No entanto, a reacao
de caramelizagc&o necessita de maior energia degcatyde modo que condi¢cbes extremas de
temperatura (maior que 120°C) e pH (pH < 3 ou p¥ precisam ser aplicadas para causar a
caramelizacao de acucares (MORALES e BOEKEL, 1999)

A reacao de Maillard é, sem duavida, uma das maisptexas reacdes envolvendo
constituintes de alimentos de baixo peso molecidando de grande importancia para
gualidade de alimentos (SHIPAR, 2006), e em pddicyara alimentos aquecidos que
possuam em sua constituicdo acucares redutoregegrnas (DAVIES et al., 1997, BOEKEL,
2006; BOURAIS et al., 2006; CARABASA e IBARZ, 2000A reacdo de Maillard ocorre
entre acucares redutores e grupamentos aminicod) sen processo de escurecimento nao-
enzimético que produz um rearranjo complexo deaggimteina que influencia a cor e sabor
do produto. Esta reacéo foi descoberta pelo biogoirfnancés Louis Maillard em 1912, e
devido a sua complexidade, a mesma nao esta tottnesclarecida (CHEVALIER et al.,
2001, QIU et al., 2005).

A reacdo de Maillard ocorre em trés estagios: enpameiro, ha a condensacao entre
um acucar redutor e um grupamento aminico, formasdarodutos do rearranjo de Amadori
(quando o acucar € uma aldose) ou levando aostpsode Heyns (quando o acucar é uma
cetose); estes dois compostos levam ao inicio @paeintermediaria, ocorrendo a
fragmentacao dos compostos de Amadori e formacggoatkitos sem coloracéo, e liberando
0 grupamento aminico; no estagio final, h4 a detgéo, ciclizacdo e reacdes de
polimerizacdo nas quais ha a participacdo dos grugnainicos, formando pigmentos
poliméricos de coloracdo marrom, como as melanagdiNesta etapa final ocorre a formacéao

da coloragdo marrom caracteristica com mais irdadsi (BOEKEL, 2006; BOURAIS et al.,
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2006), que pode ser medida por espectrofotometidaixa entre 400 nm e 460 nm
(QUINTAS et al., 2007).

As diversas rotas que a reacao de Maillard podairségpendem fortemente das
condicbes do meio, como a temperatura, o pH e mposicdo quimica dos sistemas
(CARABASA e IBARZ, 2000) . O estudo da reacao dellsi@ com solucdes modelo tem
sido utilizado por outros pesquisadores para onéelitteento dos caminhos seguidos em cada
etapa (BOURAIS et al., 2005) bem como para a péevida intensidade que ela apresentara
nos alimentos, dependendo da temperatura de pameestd ou armazenamento, seu
conteudo de agucares e proteinas, bem como do phhuento.

A glicose € um acgucar com alto poder redutor ampidenutilizado na industria de
alimentos na forma de xaropes e na forma anidigyaTio a lactose € o acgucar majoritario
em leite e seus derivados. A glicina (C2H502N) possestrutura mais simples entre os
aminoacidos, presente em frutos do mar como atigezendo parte da estrutura do flavour
do mesmo, sendo utilizada na industria farmacéetiahmenticia. O acido glutdmico e seus
sais de sédio (glutamato monossodico) sdo encargtrach muitos alimentos protéicos como
carnes, peixes, leite e um grande numero de vegetdem ganhado espaco na industria de
alimentos industrializados como realgador de sawrmolhos, sopas, condimentos para
carnes, embutidos e outros.

O objetivo do trabalho foi estudar o avanco da &w@o de cor devido a reacao
Maillard com misturas de dois acguUcares (glicosdamtose) e dois aminoacidos (glicina e
glutamato de sodio) em pH neutro e acido, avalismdinética de formacdo da cor nestas

diferentes condicoes..

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1Reagentes

Os acgucares utilizados foram a D-glicose anidrar¢an&luclear), e a D (+) lactose
monohidratada (marca Vetec). Os aminoacidos foraglicana (marca Vetec) e o glutamato
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monossodico monohidratado (marca Synth). Todosagentes possuiam grau analitico.

2.2.2 Procedimento

O método consistiu em preparar solu¢cdes contendagimar redutor (glicose ou
lactose) e um aminoacido (glicina ou glutamato deli@ em quatro combinacdes:
glicose/glicina; glicose/glutamato; lactose/gligindactose/glutamato. O acglUcar e o0
aminoacido eram pesados em balanca analitica (m@draas Adventur, modelo AR2140) de
modo que suas concentracdes na solucdo fossenmid/l2 e adicionados em um tubo de
ensaio com tampa rosqueada. Adicionou-se 10 mlgda destilada aquecida (temperatura
em torno de 50°C) para facilitar a dissolugdo. fa e®lucdo foram adicionados 3 mL da
solucdo tampao para ajuste do pH na faixa newrap@o fosfato de potassio-hidréxido de
sodio: pH = 7,07) ou acida (tampéo fosfato disswdicido citrico: pH =5,10). A correcédo do
pH foi feita com NaOH 1,0 M ou HCI 1,0 M com o dixide um potenciémetro (marca
Tecnal, modelo TEC-2). Doze tubos foram levadosagoecimento em banho de agua
fervente (temperatura de 97°C) para que houvessacdo de escurecimento, retirados em
intervalos de tempo e resfriados em banho de &gleda@ para interromper a reagdo. A
concentracdo dos produtos finais das reacfes deeesnento nao-enzimatico foi medida
pela absorbancia no comprimento de onda de 420 @BR(EN, 1996; CARABASA e
IBARZ, 2000) utilizando-se agua destilada como pr@m branco em espectrofotémetro
(marca Femto, modelo 700 PLUS) e cubetas de quadmo caminho 6tico de 2,0 cm. A
absorbancia foi representada como Densidade CHi€y. (As reacdes e as leituras da DO

foram realizadas em duplicatas.

2.2.3 Modelo cinético

O estudo do modelo cinético foi baseado na detexghim da ordem global da reacéo
conforme o modelo diferencial citado por Rosyckalet(2007), representado pela equacéo 1.
Na equacao 1, “DO” representa a densidade otita, ttmpo de reacdo (min), “n” a ordem
global da reacéo e “k” a constante cinética pgeoducao da cor. A integracdo da equacao 1,

para n=0; n=1 e n=2 leva as equacoes 2, 3 e 4.
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As equacodes 2, 3 e 4 foram utilizadas de modovarsgcar a ordem global da reacéo.
A regressao linear foi realizada no aplicativo Mswoft Excel 2007 nos pontos inicias que
permitiram um ajuste linear, e a inclinacdo da mefaresentou a constante cinética. A
comparacao das constantes cinéticas foi realizeldetgste ANOVA, identificando quais dos
fatores (tipo de acucar, tipo de aminoacido ou péHsuiram maior efeito na intensidade da

reacao de Maillard, representada pelas constaimi&ticas. .

DO=kt ()

InDO =kt 3)
1 _

5o K (4)

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra o avanco da cor ao longo do tepgra 0s ensaios realizados em

pH neutro.
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Figura 1: Aumento da densidade otica a 420 nm agolao tempo de aquecimento para as

misturas de agucares e aminoacidos em pH neu@p (7,
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Em pH neutro, observou-se uma tendéncia crescemténtensidade da cor nos
primeiros 15 min de reacédo, com formacao de pradotais elevada na seguinte ordem de
misturas: glicose e glicina, glicose e glutamaéxtdse e glicina, lactose e glutamato. As
misturas com maior velocidade (glicose e glicina&goge e glutamato) logo atingiram uma
densidade 6tica maxima, tendo sua cor estabilipamdamo de 45 minutos. Por outro lado, as
misturas com menor velocidade (aquelas contendosi@tcontinuaram a produzir cor apos
45 min, e decorridos 120 min, aproximaram-se daofmida pelas misturas que possuiam
maior taxa de reacdo (misturas contendo glicoag)bém estabilizando sua cor na faixa de
2,2 UDO.

A Figura 2 mostra a intensidade da cor medida a @20 para as reagbes de

escurecimento nao-enzimatico realizadas em pH 46idd.
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Figura 2: Aumento da densidade otica a 420 nm agolalo tempo de aquecimento para as

misturas de agucares e aminoécidos em pH 5,1

A Figura 2 mostra que no periodo de inducdo (p& Hd min), a taxa de
desenvolvimento da cor foi muito baixa. Neste mhkrjoa intensidade de cor formada foi
apenas 5% da absorbancia maxima obtida. Este pedmdhducado foi destacado por outros
autores (ROSYCKI et al., 2007, OBRIEN, 1996), sem#gessario para a formacdo dos
compostos intermediarios nas etapas inicial e skrianda reacdo de Maillard. Morales e
Boekel (1998), estudando a formacdo de cor em rastde lactose ou glicose com
caseinatos, observaram que este periodo de inddegendendo da natureza dos reagentes e
da severidade do aquecimento, pode ser tdo cudonga é possivel identifica-lo. Neste

estudo verificou-se que este possivel periodo digcéo foi menor em pH neutro (Figura 1),
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observando-se que que, apds 15 min houve difegdtwiaas taxas de reacdo entre as
diferentes misturas, enquanto que em pH &cido cestgortamento foi observado apos 45
min.

Decorridos 45 min de reacédo, comparando-se a idedes de cor desenvolvida para
as diferentes misturas de aminoacidos e acucarepHendcido, observou-se a mesma
sequéncia apresentada em pH neutro, na seguinEmordkcrescente: glicose/glicina,
glicose/glutamato, lactose/glicina, lactose/glutamaComparando-se as Figuras 1 e 2, é
possivel identificar um retardo da reacdo, embapgs decorridos 120 min, as misturas
contendo glicose em pH &cido apresentaram 97% rdfogoada na reacao realizada em pH
neutro. Contudo, as misturas contendo lactose, 4@0smin, ainda demonstraram uma
tendéncia crescente de formacéo de cor, ndo haweestabilizacdo apds este periodo.

As misturas contendo glicose estabilizaram a foéoade cor, em pH 5,1, apdés 90
min. Para as reacdes realizadas em pH neutro hilielstde ocorreu em 45 min. Em pH
proximo da neutralidade, o grupamento amino enadatilidade em ceder o ion hidroxénio
(H+), levando a desidratacdo e liberacdo de umaéculd de &gua para formar a
glicosilamina na etapa inicial da reacdo (BOBBIB@BBIO, 2001), enquanto que em pH
acido, o grupo amina encontra-se protonado, nawdaendo a reacdo de Maillard (SHIPAR,
2006). Além disso, rotas diferentes para a quebsapdodutos de Amadori podem ocorrer,
dependendo diretamente do pH.

A natureza dos acUcares e dos aminoacidos poseei ifdluéncia na reacédo de
Maillard (BOEKEL, 2006). A natureza do acUcar reduia reacdo determina a reatividade,
sendo que hexoses (glicose e frutose) sdo maisagajue dissacarideos (lactose). Isso foi
evidenciado nas duas condi¢cdes de trabalho avajiadaa vez que as reacdes contendo
lactose demonstraram menores velocidades de reacd@ formacao de cor. Além disso, ha
basicamente trés rotas no estédgio final da reagaMalllard, diferenciadas pelo tipo de
acucar e favorecidas pelos diferentes pHs, sené@gata de formacéo de 3-deoxi-hexoses é
preferencial em pHs mais baixos (formando hidroxilfiaefural — HMF e pirralina), ndo
sendo favorecida para dissacarideos (BOEKEL, 1¥@®)jcando o atraso da reacdo quando
utilizada a lactose como acucar redutor. Por olddw, em pH neutro, a rota de 2,3-
enolizacao dos produtos de Amadori € favorecida, qae demonstra a maior velocidade de

reacdo em pH neutro
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Por se tratarem de reacfes consecutivas, a talmal gle reacéo sofre efeito direto da
etapa inicial. Nestas etapas iniciais, a doacagrapamento aminico para o grupo carboxilico
do agucar (produzindo a glicosilamina) é crucialapa posterior formacdo da cor, Para
aminodcidos livres, o grupo amino encontra-se diy@b, enquanto que para peptideos e
proteinas, o grupalalfa-amino estd comprometido com a ligacdo pepgtjididicultando a
formacdao da glicosilamina, e o desenvolvimentoatgpode ter uma taxa mais reduzida.

Para os aminoacidos com grupos alfa-aminos, a exmglde e o comprimento da
cadeia reduzem a reacdo devido a dificuldade dexipacdo (efeito espacial), sendo a
glicina o aminoacido mais reativo. Nas Figuras 2 éara o0 mesmo acucar redutor) as
reacdes contendo glicina obtiveram maior desenvario de cor quando comparadas com
as misturas contendo glutamato, evidenciado nogdsme 15 min a 30 min da Figura 1 e 45
min a 75 min da Figura 2.

As Tabelas 1 e 2 mostram os coeficientes de cgéel§R2) obtidos na regresséo

linear para a producéo de cor das quatro mistwgas;dcares e aminoacidos testadas em pH
7,0 e pH 5,1, respectivamente.

Tabela 1: Coeficientes de correlacad)(Bara as regressdes lineares realizadas paréticain

de ordem zero, 12 e 22 ordem na producdo de codifeaentes misturas de acucares e
aminoacidos em pH 7,0.

Equacéo Glicose- Glicose- Lactose- Lactose-
glicina glutamato glicina glutamato
DO=kt 0,810 0,867 0,984 0,945
In(DO) =kt 0,978 0,991 0,995 0,962
~1/DO =kt 0,906 0,885 0,878 0,864

Da Tabela 1 observa-se que para cada mistura @aragle aminoacidos, a melhor
correlacdo (R2) obtida foi para a cinética de prianerdem, sendo que a equacdo 3 melhor
representa a formacdo de cor na reacdo de Maitlard esta condicdo. Em pH 5,1, o

comportamento cinético de escurecimento das saugéeacicares e aminoacidos devido a
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reacdo de Maillard em pH 5,1 foi semelhante aqaobte&los em pH 7,0, sendo que para as
solugcbes contendo glicose-glicina, glicose-glutamédctose-glicina e lactose-glutamato, a
melhor correlacdo (R2) foi para cinética de primesrdem, representada pela equacédo 3.
Embora as solugdes estivessem em concentracboeadate2 mol/L), a reacdo nao
demonstrou ser independente da concentracdo dgsntea (0 que indicaria uma reacéo de
ordem zero). Estudos anteriores evidenciam quagioede Maillard segue uma cinética de
ordem zero para a formacéo de compostos intermesli@omo o hidroximetilfurfural (HMF)

e para formacdo de produtos incolores (CARABASA BARZ 2000). Contudo, o
desenvolvimento da cor ocorrerd somente apos aaf@ondestes intermediarios, e a ordem
zero de reacdo, de acordo com as Tabelas 1 e irdiequacdo que melhor representou os
dados. A primeira ordem global, no entanto, ndotraos avan¢co da reagdo quanto aos
mecanismos envolvidos e participacdo de cada reageas evidencia que se pode deslocar
o equilibrio deste complexo processo de formacéocateaumentando ou reduzindo a

concentracdo dos reagentes, e como efeito acetecanchinimizando a reacédo de Maillard.

Tabela 2: Coeficientes de correlacad)(Bara as regressdes lineares realizadas paréticain
de ordem zero, 12 e 22 ordem na producdo de codifeaentes misturas de agucares e

aminoacidos em pH 5,1.

Equacéao Glicose- Glicose- Lactose- Lactose-
glicina glutamato glicina glutamato
DO=kt 0,896 0,946 0,970 0,933
In(DO) =kt 0,992 0,991 0,973 0,979
~1/DO =kt 0,908 0,822 0,680 0,924

Nenhuma das equagfes conseguiu prever 0 compottadeetaxa de reacao ao longo
de todo o periodo (120 min). Para a linearizacds dados se utilizou o periodo
compreendido até 15 min para o meio neutro e 75pamia 0 meio acido. Nessas condi¢fes, a
taxa de reacédo foi mais lenta. Rosycki et al. (208[ataram que trabalhos anteriores (Pauletti

et al., 1999) identificaram cinéticas de ordem Q @ara leituras a 420 nm, indicando
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coloracdo marrom, e que modelos mais complexosegessao multipla sdo possiveis de
representar o escurecimento ndo-enzimatico dutadie o periodo. Contudo, os modelos
mais complexos sdo de dificil aplicacdo, uma vee guigem dados experimentais de
coeficientes para descrever a formagao da cor ceampo decorrido para cada sistema.

As constantes cinéticas da reacdo de primeira ogbma cada solucdo testada nos
dois pHs avaliados sdo demonstradas na Tabelap® @eutro (7,0) favorece o avanco da
reacdo de Maillard, motivo pelo qual as constastieéticas foram de cinco a oito vezes
maiores que as constantes obtidas em pH 5,1. A&edio pH, contudo, demonstrou possuir
maior efeito quando o acucar presente é lactosactAse (composta por glicose e galactose)
participa da reacdo essencialmente pela quebrdiatseg no carbono alfa, mantendo-se a
estrutura da galactose), com a adicdo do grupananioico e a consequente formacéo da
base de Schiff (BOEKEL, 1998), um composto instalgsta etapa inicial, a reagédo é
reversivel (BOEKEL, 1998; BOURAIS et al., 2006)a eeducao do pH dificulta a formacao
da base de Schiff, e este efeito demonstrou ses seaiero quando o acgucar utilizado foi a

lactose, reduzindo a taxa de reacédo na ordem algeues.

3 CONCLUSAO

A natureza dos acucares e aminoacidos tem imperfaaypel no grau de avanco da
formacéo de cor devido a reacdo de Maillard. Aogkcevidenciou possuir maior reatividade
que a lactose, possuindo a reagdo com 0 primelrcaagima maior constante cinética nos
primeiros 15 min de reacdo. Contudo, ambos acugaoekiziram uma coloragdo semelhante
apos o periodo de 120 min de reacao.

N&o foi evidenciado que glicina ou glutamato proseem diferentes niveis de
coloracéo devido a reagdo de Maillard, uma vez agieonstantes cinéticas das reacgdes
envolvendo ambos os aminoacidos ndo diferiram olagdi¢cdes de pH neutro e acido (5,1).

As reacles de escurecimento ndo-enzimatico apaeaeniuma cinética de primeira
ordem global nas condi¢cdes de pH neutro e acidh (fara a formacdo de produtos com
pigmentacdo marrom, embora este modelo cinéticore@esente os dados experimentais

durante todo o periodo de reagao.
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