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TT. REVISAC BIBLIOGRAFICA

Um dos primeiros estudos guimicos de mat8rias himi
cas do solo fol feito por Berthelot e André (4), em 1894. Es
tes autores determinaram a composigac elementar de amostras

de himus extraidas de dois tipos de solo:

S01.0 C H N O
55,32 5,29 4,24 35,15 *
TI 58,58 5,12 3,04 35,26

% Tnclui um pouco de enxofre.

Em 1902, Dehdrain (16) separou um material seme-—
ihante do esterco. Este f£ni tratado com agua quente € O extra
to colorido obtido, de reagéo alcalina, foi precipitado Com
Zeido-cloridrico. Foram obtidos produtos que, apds a separa -«
¢cado das cinzas, apresentaram as seguintes composi¢oes elemen-

tares:

AMOSTRA C H N Q
I 59,4 5,4 4,7 30,5

I1 59,2 5,2 4,3 31,3

¢ primeiro pesquisador que estudon sistematicamen=
te as melanoidinas sintéticas fol L.C. Maillard, gus nos-

Erow a axist8ncia de analogila entre elas e os acidos hamicos



I. INTRODUGCAO

Melanoidinas s3o polimeros de cor escura, produtos
finais da reagao entre compostos carbonilicos e aminados. o)
primeiro autor a atribuir este nome a tal tipo de composto,
mais especificamente, aos pigmentos formados ao se aquecer
aminoacidos com agﬁcares, foi Maillard, em 1912, o qgual foi o
precursor do estudo sistematico destas substadncias. Antes de
Maillard, o nome melanoidina ja havia sido usado por Schuniede
berg em 1897, com referéncia a produtos escuros obtidos pela
agdo dos acidos ou do calor sobre proteinas.

A substdncia escura do himus do solo e de carvoes
f3sseis recentes, a humina ou acido himico, tem natureza simi
lar 3s melanoidinas, fato esse ja verificado por Maillard.

A estrutura das melanoidinas, bem como suas pro -
priedades, sao ainda pouco conhecidas. Tais produtos tém gran
de interesse para a tecnologia de alimentos, pois sua presen-
¢a ou auséncia podem determinar a aceitagao ou rejeigao de um
alimento. Também a possibilidade de efeitos nocivos das mela-
noidinas sobre a nutricao animal e seu efeito antioxidante
em gorduras, indicam a importancia do seu estudo. No presente
trabalho, procurou-se estudar a melanoidina obtida por reagao

entre glucose e glicina, sob condigoes padronizadas.



naturais. O ploneirismo dos seus trabalhos, que vieram a luz
em vArios numeros dos periddiccs franceses Comptes Rendues des
Sdances de L'Acaddmie des Sciences e Annales de Chimie et de
Phvsique , valeu-ihe a asgociagao do seu sobrenome ao conijunto
de reagbes gue dao origem as melanoidinas, gue passou a ser CO
nhecido como reagao de Maillard.

Em sua primeira publicagdo, em 1912 (32}, Maillard
descreveu a experigncia gue fez aguecendo glicina com guatro
vezes sua massa de glucose, mals tres a quatro partes de agua.
A solugéo foi-se tornando cada vez mais escura e mais tavde 1i
berou CO2 , gque foi reconhecido horbulhando em agua de barita.
Fez reagir também outros aminodcidos -~ valina, sarcosina, leg~
cina, tirosina, &cido glutémico e alanina, este Gltime o mais
ativo, segundo Maillard - e outros agﬁcares - xilose, arabino-
se, frutose, galactose, manoss e sacarose, A lactose & a malto
se reagiram mais lentamente e a sacarose 56 produziu uma rea -
gac leve apds varias horas, secundaria, segundo o autor, a um
desdobramento do acglcar. Pelas palavras de Maillard, a reagao
5 violenta a 150°C, muito ripida a 100°C e s& se observa apOs
alguns dias a 17%%¢.

Num trabalho seguinte {33) no mesmo ano, Maillard
verificou gue 0s produtos escures provenientes da combinagao
de aglicares com aminoicidos continham nitrogénio em sua estru-
tura, sendo o teor de N da mesma ordem do das matérias himicas
do solo. Segundo Maillard, a formagao de melanoidinas se dava
em temperaturas bem mais baixas do gue as de produgao do cara-

melc e o desprendimento de CO, se dava sem gue houvesse absor-

cdo significativa de oxigénio pelo sistena.

{at



No ano seguinte (1913), Maillard (34) publicou ou -
tro artigo, no gual descreveu a formagao de melanoidina a par-
tir de ac¢ficares e polipeptideos: um dipeptideo, a glicil-glici
na, e peptonas comerciais. Houve formagao de produtos escuros
e desprendimento de C02 , como no caso dos aminodcidos.

Fm 1916, Maillard (35) dfscreveu a sintese de mela-
noidinas e com mais minfcias, testes sobre a influéncia do oxi
génio na reagdo e medidas do CO, desprendido. Determinou a com
posicic elementar de diversas fragoes insoliiveis. Uma delas ,
por exemplﬁ, foi a seguinte: C 58,85% ; H 4,92% : N 4,35% e
0 31,88%.

No ano seguinte, Maillard (37) publicou um novo tra
balho, no gual procurcu mostrar com mais culdado a identidade
de suas melanoidinas com as substancias nimicas naturais, lan=
gando mac principalmente de dados de analise slementar.

Em 1916, Stoltzenberg (57) descreveu a extragao de
um materiél escuro, insoliivel em &lcool, do melago de beterra-
ba. Tal substincia tinha a seguinte composigao elementar -

¢ 54,92% ; H 5,66% ; N 6,60% ; O 32,82% , o gue corresponde
3 f6rmula minima C,4 Hsy, Of N, . Sua reducdo com hidrogénio

nascente em meio alcalino | Al + NaOn , amalgama de sodic e

Na + alcool) produziu um material floculento, insclivel em al-

cali e solivel em dcido: J& em meio Acido ( Zn + HCLl ) desco -

rou, produzinde uma solugdo amarela limpida. oxidagao com clo

rato de potéssio e Acido cloridrico, resultou num material “in
solivel e floculento, o qual com dgua oxigenada em melo acéti-
co se solubilizou e clareou. O pilgmento descorou uma solugao

dcida de permanganato de potdssio e com Agua de bromo formou



um produto de adigac solivel.

Ripp {49), em 1926, agueceu a 160°C 4 partes de
D-frutose, 1 parte de glicina e 4 partes de agua. A fragao in
solivel em Agua deo pigmento cbtido, apresentou uma composigao
elementar correspondente 3 formula minima €y, Hg Op N. Nao
reagiu com fenilidrazina, reduziu o licor de Fehling e sua re
dugac com hidrogénio nascente { zinco em meio alcalino ) fez
com gue perdesse grande parte da cor.

Du Toit e Page (18}, em 1932, descreveram a extra-
cao de Acido himico do solo e da turfa, aldm da preparacgao de
dcidos himices artificiais, a partir de sacarose, celulose,
glucose e glicina, furfural , hidroguinona e lignina. As com-
posicoes elementares de alguns dos pigmentos estao na tabela

abaixo:

SUBSTANCIA C H N
ACIpo BOMICO DO SOLO 56,0 5,1 5,36
ACIDO HUMICO DE TURFA 50,8 5,4 2,37

MELANOIDINA DE GLUCOSE~

GLICINA 53,1 5,2 5,46

Enders (19}, em 1938, preparou e estudou as pro -
priedades de mélanoidinas, as guais comparou com adcidosg himi~
cos. Uma melancidina considerada por Enders como padrao, apre
sentou as seguintes caracteristicas: peso molecular - 1478

analise elementar ~ € 54-60 % ; H 4,9 - 5,2% : N 3,5 - 5,3% ;



adicionou 7,3% de cloro {(tratamentc com SOC12 YV e 28,8% de
bromo; possula 9,6% de grupos OH alcodlicos , 6,5% de OH fenl
licos, 2,6% de O carbonilico, 6,13 de metoxila de éter e 10,4%
de metoxila de éster ; sua solubilidade em solugac alcalina
era de 6$6% 3 frio e 92,6% a quente.

Enders e Theis (20), 1938 , prepararam a partir de
glucose e glicina uma melancidina, por aguecimento em banho
de areia, por 10 horas, sob refluxo, de 100g de glicina e
400g de glucose com 800 ml de agua. & solugao escura e visco-
sa resultante, formou uma massa gelatinosa ao esfriar, a gual
foi desidratada por tratamento com alcool, triturando em urn
almofariz. O tratamento foi repetido com acetona e com &ter ,
sendo o produte finalmente secado. Obtiveram um pd escuro, cu

ja formula era CG? H?6 032 NS e o peso molecular 1432. O pro

duto continha os seguintes grupos: 5 carboxilas, 8 hidroxilas

alcodlicas e 3 fendlicas, 2 carbonilas, 17,07% de Med® e pou~
cas duplas ligacdes. Oxidagao com 3cido nitrico concentrado
produziu principalmente adcido ox&lico e em menor quantidade
os Acidos glicdlico, succinico, picrice e di-hidroxibenzeno-
dicarboxilico. Egua oxigenada converteu a maiocr parte do car~

bono e do nitrogenio em co, e ambnia, além de produzir pe -
quenas porcoes de Acidos fOrmico, glicdlico, acético, suceini

co e talvez tartarico.

Weast e McHKinney (65%), em 1941, isolaram um mate -
rial escuro de damascos secos escurecidos. Sua composicao elg
mentar era semelhante 3 da melanoidina preparada a partir de

Gcido aspartico e aglcares:



MELANOIDINA NATURAL
. H i

53,05-53,16 4,90~5,03 3,25~3,26

MELANOIDINAS SINTETICAS AMINGFCIDO ACUCAR % DE N

Acido Aspdrtico Glucose 3,05-3,086

Acido Aspértico Frutose 3,09-3,10
Asparagina Glucose 5,7 ~5,8
Asparagina Frutose 7,6 =77

Enders (21), em 1943, sintetizou uma melancidina a
partiy de glicina e metilglioxal, este um provavel precursor
Ados Acidos himicos do solo. Usando 3 g de glicina e 3 g de
metilglioxal em 20 ml de agua, a 150°¢c, obteve acidos himicos
cuja solubilidade diminuiu e © contetdo de nitrogénio aumen -

tou com © tempo de reagdo, conforme a tabela abaixo:

TEMPC DE REACRO (H) g R ACIDO HOMICO C H N
INSOLUVEL
0,5 0,12 59,13 5,12 5,25
1 0,92 59,23 5,50 6,35
3 1,23 - - -
6 1,99 60,72 5,46 6,81
9 4,15 60,25 5,00 6,30
18 5,07 60,27 5,29 65,51
36 5,73 60,15 4,75 7,10
70 6,12 50,03 5,12 7,18

Tan & cols. { 58), em 1950, prepararam pigmentos a



partir de D-xilose e glicina e 2-furaldeido e qlicina, de va -
rias maneiras:
19) Por aguecimento de 0,025 moles de xileose ou furfural com
0,250 moles de glicina, em 200 ml de &gua, a QSOC, seguido de
didlise dos produtos contra dgua destilada e posterior precipi
tagao da melanoidina com dioxanc ou etanol;
29) Agquecendo 0,20 moles de xilose ou furfural com igual quan-
tidade de glicina mais 200 ml de agua, a 95°¢C por dois dias ,
filtrando em seguiday no caso da xilose ¢ filtrado foi dialji-
sado, pois continha bastante melanoidina solQvel;
3¢} Aguecendo sob refluxe, por 40 horas, 0,05 moles de xilose
{ ou furfural ) e de glicina em 200 ml de Aagua, filtrando no
final.

Os autores compararam as propriedades das melanci-

dinas da xilcse e do furfural, a saber: composigaoc elementar ,
eapectros ultravioleta, visivel e infravermelho o comportamen-—

o fiente ao bromo., A semelhanga entre os resultados fez com
que o5 autores sugerissem que o furfural fosse um precursor
provavel da melanoidina obtida a partir da xilose.

Wolfrom e cols.(68), =m 1953 , sintetizaram mela -
nolidinas a partir de glicina e I, - arabinose, D- xilose e [
glucose, sendo os ac¢lcares marcados com 140 na posicaoc 1 e a
glicina no Cl ou €2 . As sclugoes agquosas 0,125 M em acglcar &
1,25 M em glicina foram aquecidas sob corrente de nitrogénio a
95°%¢ poxr 90 horas; sendo os produtos purificados por didlise ,
precipitados com dioxano e secados sob pressao reduzida. A ana

lise elementar, no caso da melanoidina da glucose, foi a se -



guinte:{%) C 56,17;H 5,60 ; N 8,87. Baseados na medida da ra
dicatividade dos produtos € na andlise elementar, 05 autoras
propuseram as seguintes .unidades repetitivas para 05 polime -

ros: C, H, O, N CHZ) { CO,H }

6 6 2
quN ( HzO )0‘5 (CHz) (CO

no case da glucose ;3 65

2 g,5

2H } no caso das pentoses.
Carson e Olcott (12), em 1954, fizeram reagir ace
taldeido e amdnia, entre 3 e 25°¢ , em solugao aguosa,com tam
pac fosfato a pH 6-7.
Obtiveram pigmentos hidrossoliivels , que depois de
secns se apresentaram Como pOs esCuros, higroscOpicos , amar-

gos , soliveis em 3gua , metanol e etanol , insoliveis em

dter , acetona e acetato de etila ; naoc reduziram o licoxr de

Fehling.

Titulacdo potenciométrica entre pH 6 e pH 1l mos-
trou que menos da matade do N & bsico, astandd o rastabie
provave lwente na Foarma Jde o0 & N, D g trd TV o Rl w
exigtBnoia de wy sdximo e absoigan =Lt oe 2700 2TF Gwm, s Super o

posto  a und ADSOrCan ganerallzada.

A aidrogenacao cacalitica catalisada com Sxido de
platina ou palddio sobre carvio, resultou em mudanga de cor
ou do espectro UV ; a absorgdo de hidrogénic fol muito len -
ta.

Pratamento com boroidreto de sddio em solugdo aqug

sa, nao diminuiu a cor apreciavelmente.



Na tabela abaixo estao resumidos 08 resultados de

Carson e Olgott das analises elementares dos pigmentos obtidos:

REAGENTES RAZRO MOLAR c H N
ALDETDO / AMINA

AMONIA ACETALDEIDO 2,0 61,0 8,51 9,02
METTLAMINA ACETALDEIDO 2,0 62,4 8,87 8,86
ETTLAMINA ACETALDEIDO 1.0 63,8 9,07 7,66
ETTLAMINA ACETALDEIDO 2,3 64,3 9,08 7,71
ETTLAMINA ACETAIDEIDO 4,0 64,3 8,91 7,78
N-BUTILAMINA " 2,0 67,2 9,81 6,65
CICLO-HEXTLAMINA " 2,5 68,7 9,18 5,32
ETTLAMINA CROTONALLEIDO 2,0 65,1 8,79 7,02

Fm 1957, Binkley (5}, isolou do melago da cana de
aglicar melanoidinas que, por hidrogendlise, com hidrogénio a

200 atm & 165~l7ODCf na presenga ae niguel de Raney, fornecen

p-glucitol saorbitol ) e D-manitol, indlcands dqus as ea e
ras fundamentalis dos reagentes | QEXOosa3s P Fovam refidas noo Ri
limaro.

Um pigmento isolado por Binkley (&), em 1957,d0 me

lago de cana da Fldrida, por meio de didlise, apreseniou a se-
guinte composicao elementar: (x) ¢ 47,33 ; H 5,04 ; N 3,16 ;
O 36,00, a gual corresponde a formula minima C1?~18 H26 OiO N.

Os resultados de sua oxidagBo com Nal0, e Pb (OAc), , indica -

ram a existéncia de estruturas do tipo furanose , com ligaQSes

1+ 6 e 2+ b,

10



Em 1958, Binkley (7) estabeleceu para & melanoidi-
na 4o melago, poy adigao de bromo, a presenga provavel de 1,6
a 1,8 grupos insaturados por unidade correspondente & formula
minima, diminuindo a cor de 72%. A acetilagio com anidrido acé
tico e trifluoreto de boro indicou & ou 7 grupos hidroxila poYx
unidade.

Pela formacgio da oxima da melanoidina, por reagac
com cloridrato demetoxiamina, Binkley (8], em 1958 , wverificou
am consumo de 0,53 milimoles do reagente por grama de polimero
sugerindo a existéncia de uma carbonila para cada cinco unida~
des fundamentais.

Em 19560, Binkley (9) por meio de ultracentrifugagac
e medidas de viscosidade, estabeleceu um peso molecular de
27000 T 1000 para sua melanoidina. Concluiu ser a forma do po
limero préxima a de um enovelado aleatdrio. Ainda em 1860,
Binkley (10), por medidas de difusac em membrana, encontrou 0
valor de 14000 para o pesoc molecular da melanoidina. O autor

propds a seguinte f&rmula para a unidade monomnérica: Cogn28

N a qual & consistente com a presenia de 3 he

Hyo-41 P18-19 M2 -
xoses e 2 residuos de aminoicidos de 5 carbonos, que & repre-
sentative dos encontrados no caldo de cana.

Underwood e cols. (61l), em 1961, isolaram © corante
eacuro do xarope de bordo, por mein de resinas de troca idnica
e dialise, 0bten§0 a fAormula empirica C18 827 le M. O produ-~
to foi acidificado com acido cloridrico at® pH 3 e novamente

dialisado. A analise elementar das duas fragbes foi a seguin -

te:

11



PIGMENTO < H N O

Antes da Acidifidacao 48,5 6,8 3,6 41,1

Depois da Bcidificagao 47,8 65,0 3,1 43,1

O sapectro IV mostrou wuma banda forte de hidroxila
e uma fraca de CH, além de bandas de carboxilate, gque enfra -
gqueceram apds a acidificagao. 0 espectro UV apresentou um au
mento rapido na absorgao com a diminuigao do comprimento de
onda, mais acentuado de 250 nm para baixo. Reynolds e Fenwick
r 46y , em 1961 , apresentaram un espectro gue mostrava uma
absorgado também difusa, com um plco em 290 nm , para um pig =
mento preparado em pH 3,6 a partir de glucose e glicina; uma
outra melanoidina, sintetizada em pH 6,1 , apresentou um pe -
queno.pico ou platd em 270 nm. O pigmento sintetizado em pH
5,1 era sollivel em &gua e aguele em pH 3,6 , insollvel.

08 espectf;s 1V de melancidinas preparadas a par -
tir de glucose com glicina ou etanolamina, apresentaram ban -
das fortes caracteristicas de OH, C = 0 e >»C= (< conjugadas,
conforme a interpretacao de Reynolds (47) em 1962.

heinefeld e Mussawi -~ Barab {(44), em 1963, isola-
ram melanoidinas do melago de beterraba. Concluiram gque a fra
¢ado de maior peso ‘molecular se tratava de um esfero - coldide
de elevado poder corante.

clark e Tannebaum (13}, em 1970, prepararam pigmen

tos tipo melanoidina, por reagao entre caseina e glucose 2: L

12



em massa. A mistura fol dissolvida em NaCOH 0,LlN , secada pox
serosol e guardada em frascos abertos a 36 e SSOC , com 7H%
de umidade relativa. O pigmento ligado 3 proteina foi separa-
do por lavagem no ponto gsoelétrico e tratamento do precipi-
tado resultante com uma enzima proteolitica durante 48 horas.
0 pigmento obtido ainda reteve uma POYCan protéica, chamada
de peptideoc limite. O pigmento peptidec limite (FFL) foi pu
rificado por filtragio em Bio - Gel a pH 7,0, sendo as fra -
goes de pesos molecular em torno de 1500 purificadas em coluna
de carboximetilcelulose e as de peso molecular entre 5000 e
20000 em Bio - Gel PLO.

A anilise elementar do PPL forneceu o seguinte re-
sultado: (%) € 43,70 ; H 6,04 ; N 11,27. Descorou uma solu-
cao alcalina de I{Mno4 , o que indicou a presenga de grupcs re
dutores ou duplas ligagoes.

O egpectro IV mostrou bandas caracteristicas de
proteinas e aglcares. O espectro UV - visivel do pigmento se
caracterizou por uma relacdo linear entre OF logaritmos da
absorbancia e do comprimento de onda, gue nao foi afetada pe
1o descoramento com NaOdCi NaBH4 a H2@2 , nem por acidifica-
gao. Um aumentsc no tempo de reacac resultou em aumento no pe-
so molecular dos rPL.

Os autores concluiram gque tais produtos nAo eram
homogdneos, sendo formados por estruturas em que carhoidratos
altamente degradados estho ligados em varios locais da protel
na.

Kato e cols. (28}, em 1971 investigaram as mela-
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noidinas preparadas por reacao entre D-xilose e glicina cu bu-
rilamina, separando fragOes de diferentes pesos moleculares
por filtragac em gel. Massas iguais de melanoidina consumiyam
guantidades praticam&nte'iguais de KMn04 , independentemente
do peso molecular. A intensidade da cor a 470 nm aumentou  con
o aumento do pesc moleculars; & a 300 nm , a absortividade fol
aproximadamente constante. O conteiido de nitrogénio guase nao
variou com o grau de polimerizagao, mas a razao /N aumentou
com O aumento do peso molecular.

Selemenev e cols.(52) (1972) , fizeram a separagao
eletrofordtica de melancidinas obtidas a partir de agidcax in ~
vertido, obtendo 123 fragdDes, 2 COm Carga negativa & 11 com cay
ga positiva. Espectroscopia no IV e UV mostraram gue todas
elas possulam grupos amino, carpoxila, carbonila e hidroxiia .,
e algumas delas grupos insaturados.

Motai (40} , em 1973, estudando melanoidinas verifi
cou que a intensidade da cox destes pigmentos variava em fun -~
¢ao do aminoacido empregado na sua sintese e do tempo de rea -
cao.

Binkley (11}, em 1974, publicou um trabalho sm  gue
demonstrou pelo espectro IV a presenga de g~ , C-#H e C-~0,além
de uma cowmbinagao de bandas caracteristicas de lons dipolares
em aminodcideos ( "zwitterion®” }. A bromagac e a hidrogenacao
da melanoidina mostraran gue 08 sromdforns san, em stia maloria,
grupos insaturados. Tragadores radioatlivos 14C = 3H indica -
ram que os aminocdcidos sofreram condensagdo, polimerizagac e

alguma descarboxilagao durante a polimerizagao.
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Agarwal e cols. (1) (1974) examinaram o espectro
TV de melanoidinas, preparadas por reacao de glucose com gliici
na, R-alanina , acido Teaminobutirico e asparagina. Os picos

L foram atribuidos & vibragoes 4o grupo /

em 3500 -~ 3400 cm
N-H. Os espectros obtidos com as melanoidinas preparadas com
B~alanina e Aacido T-aminobutirico apresentaram também uma ban
da larga , fraca, entre 800 e 665 em %, devido a vibragdo fo-
ra do planc do N-H de aminas primdrias e secundarias.

Motai e Inoue {41}, em 1974, prepararam melanoidi-
nas aguecendo acglcar com aminodcido, fracionando depois o Ppro
duto obtido em DEAE - celulose , designando as fragoes resul -
tantes com as siglas de Pl a P8.

O espectro 1V da fragao PS5 mostrou as seguintes ban

das:

BANDA  (om™ 1 CORRELAGEC

3300 OH ou NH

1060 oH

1630 »C=C< CONJUGADAS

A fim de estudar a relagao entre a intensidade  de
cor & O peso molecular, Motai (42} (1974) obteve uma melanoidi
na a partir de glicina e xilose. A melanoidina fol purificada
poY filtragao em‘qel de Sephadex G-15 e foram separadas oito
fragOes em uma coluna de DEAE - c¢elulose, por eluigac com tam
pac acetato contendo concentragoes crescentes de cloreto de s&

dio. Motai (42) relacionou os coeficientes de distribuigao Rd
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destas fragbes com as absorbancias de suase solugoes a 1%:
Kd = a log BE + b

onde E 8 a absorbancia. Desde gue

Kd = a‘log M+ b'

sendo M a massa molecular , segue Jue
E = KM

onde o = a' e R = lOb ~ b/a

Motai (42) , verificou gue com O aumento 4o tempo
de aguecimento , o valor de o tendeu a aumentar e o K a dimi
nuir. Paralelamente, ocorreu unm aumento de E e do pesc molecu
jar.

Tendo em vista que o agquecimento das fragbhes  en
presenca do ar promoveu sua interconversao na ordem de F; 2

Py, Motai (42) concluiu que ocorria polimerizagao da unidade

estrutural no processa de formacho da melanoidina, sendo gue
a intensidade da cor aumentava com o grau de polimerizagéo,&e
acordo com a eguagac proposta.

Motai (43)  {(1875) verificow ramb&m gue havia uma
relagéo entre a intensidade de cor E e & viscosidade (n) de

solugdes de melancidinas:
%2

E = K3 (n)
pela egquagdo obtida anteriormente | 42):
E=r M

e desde que, pela egquacgac de Staudinger para polimeros:

{ny = Kg M&Z
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Motai {(43) concluiu gue as melancoidinas sao consti-
tuidas por uma série homdloga de polimeros.

Milie e cols,. (39) , em 1875 , usando cromatografia
em coluna de Permutit ES ', isolaram um pigmento escuro da ceva
da torrada. Os referidos autores também prepararam uma melanoi
dina sintética, pela reacgac a 93%% por 230 horas em pH 2,3 ,
entre glucose 0,5 M e acido L~aspartico 0,25M. Em seu traba -
1ho, Milic e cols.(39) determinaram as seguintes formulas empi
rigas para os seus produtos: C18 HZ? Oll N para a melanoidi~
na da cevada e C,g H,o 0,y N para a sintética. O espectro
v  das duas melancidinas mostrou uma absorgaoc difusa , gue au
mentava com a diminuigéo do comprimento de onda, particularmen
te abaixo de 250 nm. O espectro IV forneceu uma banda forte de
OH e uma fraca de C-H , auséncia de carbonila e presenga Qe
carboxilato.

Em vista do comportamento em Permutit, os autores
concluiram gue a melanoidina de cevada tinha natureza idnica
com uma carga liglida negativa.

Kajimoto e cols. (27) (1975) investigaram a capaci
dade de ligacdo de melanoidina com Ions metilicos. A melancidi
na foi preparada aquecendo uma mistura de glicina com Dexiloss
a 100%¢ por 5 horas, fracionando © produto da reacad com Sepha
dex G-25 ou cromatografia em camada delgada. A reagldoc com 0%
fons Cu2+, Fe3+ . Zn2+ , 2 Mg2$ foi feita a 50°C . Os preci-
pitados formados éoram separados por filtragao, sendo medida
sua guantidade e seu contelido de Ion metdlico. A guantidade de

complexc melancidina ~ metal aumentou oom o aumento do tempo
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de reagao entre a melanoidina e o Ion metdlico e também com O
aumento do tempo de reacao entre a glicina e a xilose.

A guantidade fol maior para o Fe saguida pelo Cu,
7n e Mg ; cromatografia em camada delgada do complexo deu uma
mancha apenas.

Kato e cols. (29) (1975), no decorrer de sstudo sobre
a atividade antioxidativa de melanoidinas e derivados, verifica
ram que tais pigmentos se descoravam completamente ao serem OX1
dados com permanganato : redugao com NaBH, tanbén fer desapare
cer gquase toda a cor.

shah e cols. (54}, em 1976 , fizeram os espectros IV
de Acidos himicos padroes e de produtos da reacao de D-glucose
com glicina ou uréia. Todas as substancias mostraram bandas de-
absorcic nas regioes de 5,8 - 6,0 ym e 2,7 = 2,8 um, Os acidos
nimicos e a melancidina obtida a partir de glucose e glicina
tinhanm ainda pandas em 2,9 - 3,0 ym , 3,3 - 3,4 ym e 7,1~7,2um

Velisek e Davidek{(62) em 1976 prepararam plygmentos
por reagao de glioxal com glicina, obtendo melanocidinas ocom pro
priedades muito semelhantes as formadas A partir de agucares e
compostos aminados. Tais pigmentos tinham ws alto peso molecu -
lar, eram solilvels em &gua e em acidos minerais e insoliveis em
solventes organicos apolares.

0 contelido de nitrogénio das melanoidinas diminuiu
com © aumento da temperatura e do tempo de reacac. Paralelamen-
te, Cresceram as rézaes c/N e O/N , provavelmente davido a con
densagCes alddlicas.

Barbetti e Chiappini (2) , em 1976 , agueceram S0
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refluxo gquantidades eguimolares (0,02 moles) de glucose e de
glicina em 60 ml de Agua destilada; as melanoddinas formadas
foram separadas por filtracdoc em gel. Seus espectros no oy
aprasentaran maximos em 255 e 280 nm , gue foram correlaciona
dos com carbonilas conjugadas com 2 e 3 duplas ligagoes, res
pectivamente. O espectro IV mostrou pandas fortes nas regioes
de 3400 mel { OH com o H ligado )}, 2320 cm_l e 2100 cm

{ grupo C¢§w§ }. Uma banda em 1600 cm"l foi sugerido ser de-
vida a C=0. Outra em 1550 cmml poderia estar assoccilada a vi-
bragdes de anéis heterociclicos, como pirrdis, pirazinas e
pirimidinas. Duas bandas, uma em 1500 cm_l e outra em 1380
cmwl ., propuzeram gue fossem produzidas pelo grupo carboxila-
to. Uma banda em 1300 cmwl 5 caracteristica de alcoeois (esti
ramento OH ) e outras em 1020 - 1050 cm”l aparecein em alcoois
e carboidratos { estiramento C-0 ).

A oxidagao das melanoidinas por permanganato ou
poY écido peracético ( Barbettl e Chiappini {3} , 1%76 j, pro
duzin os scidos glicdlico, oxdlico , maldnico, succinico ,
glutdrice e 2,5~ furanodicarboxilico. Este Gltimo foi conside-
rado come indicative de que © hidroximetilfurfural seria urm
Precursoy desses pigmentos.

Gomyo e Horikoshi (23} , em 1976 , fizeram um
estudo sobre a interacdo de melanoidinas com Ions netdlicos.
A melancidina empregada neste estudo foi obtida aguecendo uma
solucao de glicina 2M , D-glucose 2ZM e NaHCO, 0,2M , & 95% ,
poxr 36 horas. A solucde escura obtida fol pracipitada juntan-

do HC1 até pH 2,5 , a melanoidina separada por centrifugagac
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e redissolvida em solucio de NaOH pH 11,0 , de onde foi preci
pitada novamente com HCL. Tal tratamento foi executado doze
vezes, apds o que o precipitado foil iiofilisado = guardado sob
vacuo. O produto forneceu a seguinte analise elementar 3 { %}
¢ 53,0 ; H5,1 ;O36,5; N6,3 e se comportou Ccomo um eletrd
lito polivalente anfotérico, com ponto isnelétrico em pH 2,5 ,
determinade por eletroforese. A melanoidina purificada formou

- . - - 3+ 3+ 24
precipitadoes com os seguintes Ions metalicos: Fe3 . ALT . Cuz

2+ 2+ 2+
n

Z , Qo e Mn . Foram determinadas as constantes de esta-

pilidade dos conmplexos com O Fe3+ 2 o Cu2+ , cuios valores
obtidos de seus logaritmos foram respectivamente 44,8 e 32,3.
Foi estimado que cada molécula de melanoidina se ligava a 10 -
fons Fe3+ e a 7 fons Cu2+, 0= autores {(23) concluiram gue a
melanoidina & um guelante de Ccertos metais, © gue pode expli-~
car sua atividade antioxidativa em relagao a gorduras.

Jordan e cols. (26), em 15376 , estudaram a influen—
cia da massa molecular de Acidos humicos na adsorgac de ions
Cu2+, num meio de pH 2 , tamponado com KC1/HC1.  As amostyas
de Acido himico foram fracionadas por cromatografia em Sepha -~
dex. A adsorgao dos fons cuiprices se deu na orden inverss
das massas moleculares, sendo este resultado interpretado como
devido & maior acidez das fragoes de mencr massa molecular,
aliadoié sugestao de gque a adsorcdo se dava por troca ibnica
com formacac de um quelato.

Ferreroni e cols. (22), 1976, estudaram as isoctermas

- 2+ -, - . . -y
de adsorgao de icns Cu em Adeido fulvico, £m pelo metandlico,

em valores de pH de 2,3 e 4. O8 resultados mostraram boa con =
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cordincia com as isotermas de Freundlich e Langmuir. A isoter
ma de adsorgdc obtida em um sistema n3o tamponado, consistia
en uma regiﬁo ascendente, un MaAxXimo e uma descendente, suge -
rindo a existéncia de um ﬁecanismo de troca ionica.

Mevbeck (38) , em 1977 , preparou melanoidinas pe-
lo aquecimento de quantidades equimolares de di~-hidroxiaceto-
na (DHA) e diversos aminoacidos, em 25 ml de agua , sob re -
fluxo a 100°C,  por 4 horas. No caso de aminodcidos pouco SO
1Gveis , usou maior guantidade de Agua ou alcalinizou 0 meio.
0 produto foi purificado por dialise.

A melanoidina obtida a partir de DHA e glicina, -
forneceu as sequintes bandas no espectro IV ( em ¥ ) i 3400 ,

1600, 1380 , 1120 , 920 e 600.
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ITT. MATERIAILS

Banho de agua com termostato, preciso até ¢,3°C ,
da marca B. Braun.

Potencidmetro Metrohm E~512 , com eletrodo combi-
nado.

Eletrodo de cobre, construidc no laboratdrio, liw
gado a um potencidmetre Orion modelo 701.

Espectrofotimetro visivel ~ ultravioleta Varian -

635-D.

Espectrofotdmetro visivel - ultravioleta com re -
gistrador , Unicam 5P 8000.

Espectrofotdmetre infravermelho Unicam SP 1000 .

Espectrofotdmetro de absorgdo atdmica Unicam Sp-

S0A.
Ultracentrifuga Beckman modelo L5-75, com rotor
S5W 85 Ti.
Incubadora com banho de ar e agitacac da New =
Brunswick BScilentific Co.
Os reagentes usados foram produtes purcs das marcas

Merck , Carbo Erba , Riedel , Fisher e Sigma.
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V. METODOS

A) Sintese das Melancoidinas.

As melancidinas foram sintetizadas aquecendo solu-
¢cOes de D-glucose (1,25 e 2,50 M) com glicina (0,66 e 1,32 M)
em tampdo citrato 0,05M , pH 3,0 e 6,0 nas temperaturas de ~
70,0 , 80,0 e 90,09. MNa Tabela abaixo estao ideatiticadas as me

lancidinas de acordo com as condigdes de sintese:

Tabela 1 - Condicgles de sintese das melanoidinas.
Sigla da Temperatura Concentragao Concentragao
melanoidina % £ o,5) pH de glucose de glicina
M M

70-1 70,0 6,0 1,25 0,66
702 70,0 3,0 1,25 0,56
70-3 70,9 6,0 2,50 1,32
70-4 70,0 3,0 2,50 1,32
80~1 80,0 6,0 1,25 0,686
B80~2 - 80,0 3,0 1,25 8,686
803 80,0 6,0 2,50 1,32
80~4 86,0 3,0 2,50 1,32
ag-1 80,0 6,0 1,25 0,658
96~2 80,0 3,0 1,25 0,65
940-3 90,0 6,0 2,50 1,32
90-4 90,0 . 3,0 2,50 1,32
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Para cada uma das condicoes de sintese foi feita =~
uma experiéncia paralela, sem glicina. Uma vez por dia, no ca-
80 da experiéncia a ?O,DOC, ou duas vezes por dia, nas outras
temperaturas, era feita uma medida da absorbincia e do pH , -
gendo este corrigido com NaOH 5,0N quando necessario. Para ca
da temperatuxra , a experiéncia foli interrompida quando a absor
bincia da solugdo correspondente & melanoidina nimero 1 atin -
giu um valor proximeo de 200,

As melanocidinas de nimero 4, por terem precipita -
do, foram separadas dos ocutros produtos de reagac e reagentes
remanescentes , por filtragdo d vicuo e lavagem com agua. As
outras foram dialisadas em celofane contra agua durante dois
dias e as solugles obtidas evaporadas em banho-maria (50%¢) &
vacuo , em evaporador rotatdric. Todas as melanoidinas foram

gquardadas em dessecador com vacuo, sobre silica~-gel.

B) Dosagem da glucose residual.
1. Separa¢aoc da glucose residual.

Foram feitas duas cromatografias em camada delgada
de cada mistura de reagao, em placas de celulose microcristall
na de 20 x 20 cm e 0,5 mm de espessura. Os cromatogramas foram
desenvolvidos com n-propancl , agua e acido f6rmico 4,0: 1,0 :
0,5. 0 volume de cada amostra aplicado nas placas foi de 0,01
ml. O Rf da glucose neste sistema fol determinado mediante-
uma cromatografia prévia , revelada com p ~ anisidina / acido
ftalico / etanol.

Nas placas em que foram cromatograladas as mistu-

ras de reagéo , foi retirada uma faixa de aproximadamente 4dcm
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de largura, centrada no valor correspondente ao Rf da glucose,
Cada amostra de celulose retirada foi colocada em um funil de
Hirsch , sobre papel de filtro de malha fina e lavada com -
agua, filtrando sob vécuo‘para um balac volumdtrico de 10,0
mi , elevando-se o0 volume no final.

Para cada nistura de reagao foram cromatografadas
duas amostras para a dosagem da glucose, a fim de ser verifi-
cada a precisio do método. A exatiddo foi avaliada pela apli-
cagdo do métode a uma amostra gue consistia em uma das mistu-

ras de reagao acrescida de 100,0mg de glucose por mililitro.

2. bosagem da glucose ( Segundo Hartel e cols. (24 .
A dosagem foi feita juntando-se 0,2ml das solu -
¢oes obtidas do modo descrito em 1, com 5,0 ml do seguinte

reagente:

a) glucose-oxidase 0,025 %
iodeto de potassio 24 mM
vanadato de sodio 1,2 mM
tampac fosfato pH 7,0 120 mM

b} o ~ dianisidina 25 mM

50,0 nl da solugao (a) + 0,5 ml da solugio (b)
A mistura foi deixada em repouso por 30 minutos ,
ao abrigo da luz, sendo em seguida lida a absorbiancia a 450nm

A curva padrao foi feita em condicdes andlogas.

C} Andlise Elementar.

1.Carbono e hidrogénio
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Ag dosagens de C e H foram feitas no Alfred Ber -
nhardt Analytische Laboratorien, Repiblica Federal da Alema -
nha.

2. Nitrogénio

0 N foi dosado pelo método de Kjeldahl modificado
por Koch e McMeekin {30).

A leitura da absorbincia na reagdo de Nessler foi
feita a 480nm. As dosagens foram executadas em duplicata e os
valores aceitos tiveram um desvioc maximo de 0,3% da massa de
melancidina , seqgundo um critério semelhante ao citado pox

Hendrickson e cols. {25} , em 1970,

D} Determinacgdc dos pesos moleculares.
1. Filtragdo em gel de Sephadex.

Foi montada uma coluna de cromatografia contendo
4,5 g de Sephadex G-100 fino { 40-120 um }, de 32,0 cm de al
tura e 1,5 cm de difimetro. O Sephadex foi embebido em tampao
acetato 0,01 M pH 5,0 ( contendo 0,02% de azida de sddio como
presexrvativo ) € O mesmo tampac foi usado como eluente das me
lanoidinas. Foram cromatografadas amostras de 1,5 mg de mela-
noidina, dissblvidas em 0,2 ml de tampao. Foram recclhidas
fragdes de 1,0 ml , numa velocidade de eluicao de 0,16 ml/min
A salda da melancidina da coluna fol acompanhada pela medida
da absorbincia a 290 nm,

Como ?adréas foram usadas as seguintes proteinas:
mioglobina , a-quimotripsina , tripsina, pepsina e sorocalbumi

na. 0 eluente empregado foi tampaoc TRIS 0,1M pH 8,0 contendo

26



cloreto de sddio 1M , segundo recomendacio de Villela e cols.,
(63), 1973, com excegdo da a-quimotripsina e tripsina, casos
ém que foi usado o mesmo sistema das.melanoidinas.

A absorbincia dos eluatos foi medida a 280 nm.

0 volume externo da coluna foi medido com azul
de dextrana de peso molecular 2 x 106 ; foram usados 4,0 mg
do produto dissolvidos em.O,S ml de tampao acetato e sua elui

¢ao foi controlada pela absorbdncia a 280 nm.

2. Ultracentrifugag@o em gradiente de sacarose.

Duas amostras da melanoidina %0-1 foram centrifu
gadas em 5,0 ml de um gradiente de sacarose variando de 5,0 a
20,0%, na presenga da enzima lactico - desidrogenase, usada
como padrao. A aceleracao empregada foi de 200.000 g no meio
do tubo e o tempo de centrifugagac foi de 15 horas.

A distribuicac da melanoidina foi determinada pe
la abéorbéncia a 450 nm e a da enzima por reacho com Zcido pi
rlivico e NADH e leitura da diminuic3o da absorbincia a 340 nm

devida ao consumo do NADH. O método foi baseado em Martin &

Ames (37) e em Constantinides e cols. {14).

E) Espectros visivel , ultravioleta e infravermelho das mela-
ncidinas.
Foram usadas solugOes aquosas da melanoidina
90-~1 , nas concentragodes de 17,0 rg/100 ml e 4,0 mg/100 ml

para a obtengao dos espectros na regifio visivel e ultravico

leta, respectivamente.
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Os espectros infravermelho das melanoidinas fo -

ram feitos em pastilhas de KBy » a 1,0%.

F} Testes gualitativos da solubilidade.

As melanoidinas 90-3 e 90~4 foram misturadas com
cada um dos solventes e as misturas agitadas e deixadas em re
pouso por uma noite, apds o que foi feita a avaliagdo visual
da solubilidade, pela cor da solugdo e quantidade de residuo.
Os solventes empregados foram: agua , n-hexano,cicleexano, ben
zeno, clorofdbrmio, tetracloreto de carbono, tricloroetileno
acetona, metanol, etanol, éter etilico, dioxano , tetraidrofu-
rano, dimetilformamida, piridina , dimetilsulfdxido e acido acé

tico.

G) Reagoes quimicas com as melancidinas.
1. Ensaios prévios,

Solugoes de melanoidinas $0-1 foram agitadas em
tubos de ensaioc com: solucao de permanganato de potassio em -
meio alcalinoé solugdo de boroidreto de sddio; hidrogénic nas-
cente, produzido pela mistura de zinco em pd com Acido clori -

drico; bromo em solugdo clorofdrmica; bissulfito de s8dio.

2. Oxidagao com permanganato de potissio.

A 50 mg das melanoidinas 90-3 e 90~4 foi adiciona

da lentamente uma solugac de permanganato de potassio a 1,0 %,
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pH 8,2 , sob agitagao constante, até gue uma cor rdsea persis~
tisse na solugac { duragac da experidncia: 20 horas ); as mis~
turas de reagao foram filtradas & vAcuo para separar o didxido
de mangan&s que se formou. O excesso de permanganato foi des -
truido pela adigdo de &gqua oxigenada, sendo a solugde filtrada
novamente. O filtrado amarelo claro fol evaporado a& vacuo em

banho-maria , num evaporador rotatbrio. 0s produtos sblidos,de
ooy castanhamescura, foram secados 3 vacuo, em um dessecador ,
sobre silica-gel. Dos produtos , em parte cristalizados, foi

medido o ponto de fusao e foram feitos os espectros IV.

3. Redugac com hidrogé€nio nascente.

Foram pesados 20 mg da melancidina 90-~1, os guails
foram dissolvidos em 100 ml de &gua destilada; 3 solucdo foram
adicionados 2,0 g de zinco em pd fino e, sob agitacac com agi-
tador magndtico, 6,0 ml de &cido cloridrico a 37%. A mistura
foi deixada com agitacdo e aguecimento entre 50 e 60°C por 12 ho
ras. Durante os primeiros 20 minutos foram colhidas amostras a
fim de se acompanhar o descoramento.

A . mistura de reagao foi dialisada contra &gua cor
rente por dois dias e contra égqa destilada por mais 24 horas.
A solugac foli evaporada em evaporador rotatdrio e do produto

marrom claro, secado em dessecador a vAcuo sobre silica-gel

foi feito o espectrxo IV.

4. Redugao com boroidreto de sddio.

A uma solugac de 50 mg da melancidina 90-1 em
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agua foram adicionados 3,09 de boroidreto de sddic. A solugao
foi deixada sob agitagido 3 temperatura ambiente por 4 dias,
apds o que foi acidulada com Acido cloridrico e filtrada para
separar o Acido bdrico fofmado. A solugao foi dialisada atra -
vés de celofane contra Agua corrente durante 16 horas e contra
dgua destilada por mais 24 horas, evaporada em evaporador rota
tério e do produto marrom claro , secado em dessecador & vicuo

sobre silica~gel , foi obtido o espectro IV.

5. Acetilacgio.

Fol usado o métcodo descrito por Shriner e Fuson
{533) , 1948. Uma parte da melancidina acetilada foi submetida
a0 processo de acetilacao por mais duas vezes. Foi obtido o
espectro IV do produto e testada sua solubilidade nos seguin -
tes solventes: Agua, n-hexano, etanol, metancl, clorofdrmio ,

tetracloreto de carbono, benzeno, acetona e dimetilsulfdxido.

H} Titulagao potenciométrica da melanoidina.

Foram titulados 20,0 ml de uma solug¢do de melanoi
dina 20-1 , contendo 2,00 g/l em agua desionizada, com solugao
de hidrdxido de sddio 0,10 N. O pH inicial da solugdo de mela
noidina, originalmente de 5,6 , foi levado a 1,0 pela adicao

de Acido cloridrico.

I) Dosagem de Na©

Uma solugao de melanoidina 90-~1 contendo 0,0400mg
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/ml. foi titulada com NaOH até pH 8,0. ONa* nesta solucgao
foi medido em um espectrofotdmetro de absorgio atdmica, pelo
métode em que se mede a absorgdo da solugdo de concentra -
gao desconhecida e a absofgéa desta solugac acrescida de
guantidades do Ion em gquestio

O espectrofotdmetro foi operado nas seguintes con

digoes:
Corrente na lampada de sdédio | 5,0 mA
Comprimento de onda da luz incidente 597 nm
Fiuxo de acetileno 1,0 1/min
Fluxo de ar 5,0 1/min
abertura da fenda 0,08 mm

J} Reagdes com Ions metdlicos.

1. Precipitagao com Ions metdlicos.

Foram preparadas solugoes das melanoidinas 90~-1 e 3
em agua na corwentragdo de 1,0 mg/mi. Aliguotas de 1,0 ml des -
tas solugdes foram misturadas com 3,0 ml de uma solugdo con -
tendco o Ion metalico na concentragac expressa na Tabela 2. As
misturas foram deixadas por 90 horas em repouso & a0 abridgo /
da luz, apds o gue o precipitado formado fol separade por
centrrfugacao e a absorbincia do sobrenadante lida a 4530 nm,

contra a solugac do cation usado.
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Tabela 2 - Concentragdo dos sais usados na precipitagdo das

melanoidinas $0-1 e 80~3,

SAL CONCENTRACAD ( M )
AgNO, 0,106
BaCl,. 2,0 0,135
Cuso, . 5H,O 0,109
FeNH, (50, } 5. 12H0 0,111
Pb (CH,CO0 ). 3H,0 0,111
Cacl
5- 2H,0 0,114
CoCl,. 6 H,0 0,118
MnCi, . 4H,0 0,111

2. Reacao com cu??,

a) Precipitacgdo.

Umna solugac de melanoidina 90-1 contendo 50,0 mg/
100 ml de &gua, foi tratada com igual volume de uma sclugao de

CuSOd.SH O 0,200 M. A mistura fol deixada em repouso por uma

2
noite, centrifugada a 2500 rpm por 15 minutos, sendo medida a
absorbincia do sobrenadante a 450 nm.

Foram feitos os espectros visivel e U.V. do sobre-

nadante.

b) Determinagac da constante de estabilidade do complexc

melancidina - Cu2+

32



Foram misturados volumes diversos de uma solugac

2+ -3

de Cu 10 M com uma solugaoc de melancidina 90-1 a 0,2%,
sendo medida a concentragao do Cu2+ antes e depois da mistura.
A constante de estabilidade foi calculada conforme estd mostra

do no apéndice.

3. Determinacgdo da constante de estabilidade do complexo

y e -+
melanOLdlna"FeB .

Uma solugao de sulfato de ferrxo e amdnio 1,00 X

3M foli misturada a uma solugac de melanoidina 90~1, em di

107
versas proporgoes, sendo a solugao elevada a 10,0 ml em balido
volumétrico com Agua desionizada. Estas misturas foram coloca-—
das em sacos de celofane para didlise contra agua desionizada
durante dois dias. Em seqguida foli medida a concentracgao de Fé+
na Agua do meio externo ao saco de didlise, por meio de reagac
com 8-hidroxiquinoleina ( 1,0 ml da solugac do reagente a 1%

+ lG,d ml da solugac de Fe?" } & leitura da absorbincia a

410 nm. A constante de estabilidade foi calculada de maneira

- - +
andaloga & do complexo com Cu2

L} Influéncia da melanocidina no crescimento do Staphylosccceus
anreus 58 .

O meio de cultura empregado para o crescimento do

microorganismo tinha a seguinte, composigao, segundo Reiser =

Weiss (48) , 1969:

NAXK 40,0 g
niacina 10,0 my
tiamina 0,5 mg

33



Agua desionizada gsp 1,00 1

pH acertado em 7;0 com NaGH

0 inbcule feoi preparado da seguinte maneira: 5,0
ml de meio de cultura foram semeados com microorganisSmos pro-—
venientes de uma cultura estoque guardada em geladeira. Apds
incubacgao a 35% , sem agitacao, por uma nolite, esta cultura
foi transferida para uﬁ erlenmeyer.contendo 50 ml de meio,
que foi incubado a 3?,OOC com agitagac, até atingir uma absor
bancia de 0,3 a 800 nm. A cultura nesta etapa foi usada como
inéculb, sendo semeados 0,1 ml em cada tubo de teste, gque con
tinha 5,0 ml de meioc. Foram ensaiadas diversas concentragoes
de melanoidina 80-1. Os tubos foram incgubados a 37,Oocr CO
agitaqﬁo de 200 rpm , sendo lidas as absorbancias a 900 nm ,
a intervalos de tempo.

Uma solugdao de melanoidina 90-1 a 3,0% no meio ~
de cﬁltura, foi colocada em um saco de dialise de celofane e
este foi mergulhade em igual volume do mesmo melo sem melanoi
dina. Todo o conjunto foi esterilizado e deixado com agitagao
no meio externo por cerca de 100 horas. ApOs este tratamento,
o meio externo foi usado em experiéncia de crescimento, de mo

do andlogo ao descrito anteriormente.
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V. RESULTADOS

A} Sintese das melanoidinas.
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Figura 3 - Sintese das melanoidinas. Logaritmo das absorbanciag das misturas
de reacao em fungao 4o tempo.
Aesquerda : o 80-1 e 80~2 & BO-3 & 80-4
A direita : o 90-1 & 90-3
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B) Dosagem da glucose residual.

Tabela 4 - Dosagem da glucose residual nas misturas de rea -

gac.*
Glucose consunmida
Emostra na reagao
%
70-1 51
BO~1 46
290-1 47
T6-2 23
80-2 28
90~2 23
F0-3 73
80-~-3 72
YH=-3 72
70«4 54
B804 55

90~-4 61

i Desvio encontrado para o método : 9%.
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) Andlise elementar.

Tabela 5 ~ AnAlise elementar. Valores em porcentagemn.
MELANCIDINA C H N O
70-1 51,3 5,1 5,4 38,2
80-1 47,8 5,1 5,4 41,7
80-1 52,0 5,3 5,1 37,6
T0-2 R4,5 4,6 5,4 35,5
80-2 54,0 5,3 5,1 35,6
a0-~2 55,2 4,9 5,2 34,7
70~3 51,4 5,0 5,1 38,5
80-3 53,7 5.7 5,3 35,3
90-~3 53,0 5,3 5,1 36,0
734 57,0 4,5 5.0 33,5
80-4 57,0 5,1 5,2 32,7
9Q~4 57,8 4,6 5,2 32,4
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Dy  Determinacdo dos pesos moleculares.

1.Filtragao em gel de Sephadex.

fabela 6 =~ Filtragdo em gel de Sephadex G~100. Padroes.
Peso Molecular Volume de
Padrao pH (PM) log PM eluigao (V) VA
ml (£ 0,5) '
mioglobina 5,0 16890 %) 4,23 53,8 2,30%0,07
mioglobina 8,0 16890 4,23 54,4 2,32 -
s-quinotripsina 5,0 21500 BL) 4,33 50,0 2,14 -
tripsina 5,0 24000 4> 4,38 50,4 2,15 -
pepsina 8,0 32700 (67 4,51 43,0  1,84%0,06
pepsina 5,0 32700 4,51 43,0 1,84 -
albumina 8,0 67000 31 4,83 37,0 1,58 -

Volume externo V, = 23,4 t o,5 ml.
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Tabela 7 =

Filtracao em gel de Sephadex G-100.

Melanoidinas.

Melanoidina volume de Peso molecular
eluicio médio (V) v/, log M  médio %1074
mt & 0,5)
70-1 59,6 2,55 4,05 1,1
80-1 63,0 2,69 3,85 4,89
90-1 64,0 2,74 3,92 0,83
70-3 51,6 2,21 4,30 2,0
80~3 56,0 2,39 4,17 1,5
90~3 - - -~ -
volume externo VG = 23,4 p 0,5 ml.
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2. Ultracentrifugacao em gradiente de sacarose.

Tabela 8 =~ Determinagdo dc peso molecular da melanoidina -

90~-1 por ultracentrifugagao em gradiente de saca

rose.
TUBO g - S PM PM
melanoidina LAD LAD melangidina
1 1,20 7,40 135000 17 8800
2 1,14 7,40 135000 8200
média - - - 8500 £ s00*

g: Coeficiente de sedimentagao.
PM: <peso molecular

LAD: lActico - desidrogenase.

* Desvio segundo Constantinides e cols. (14).
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E} Espectros infravermelho, visivel e ultravioleta dasffnelav

noidinas.
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Figqura 12 - Espectrc infravermelho da melanoidina 70~1.

Waurivngth rm
2

1]

Tramamotane

il ]
Vineenuritar

Figura 13 - Espectro infravermelho da melancidina 70-2.
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F)

Tabela 10 -

Avaliagao gualitativa.

Testes qualitativos da scolubilidade.

Solubilidade das melancidinas.

Solvente

Solubilidade

90~3

90~4

-

agua
n-hexano
clcloexano
benzeno
clorofdmio

tetracloreto de carbono

tricloroetileno
acetona

metanol

etanol

&ter etilieco
dicxano
tetraidrofurano
piridina
dimetilsulfoxido
dimetil formamida
acido acético

wn

b R U b R M H D

bond

MO O OH M H R R R e ke b

insoliivel

pouco solfivel
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G) Reagdes gquimicas com as melancidinas.

1. Ensalos prévios.

Tabela 11 ~ Ensaios quimicos gualitativos com a melanoidina

80-1.
Reagente Reacdo observada na melanoidina
KMnO , / oH descoramento  parcial
NaBH4 descoramento parcial
Hz { Zn/HCL) descoramento parcial
NaHSO3 sem nudancga de cor
Br, / CH Clg descoramento parcial
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2. xidagao com pemanganato de potdssio.

0s produtos de oxidacao , ac microschpio polarizador, apresentaran-se

como nassas amorfas , entremeadas a grupos de cristals aciculares.

O material fundiu entre 185 e 1950 C.

Wewrtoay ke pi

Ty

b il

e Ny
50
E A

Figura 26 - Espectro infravermelho da melanoidina 90-3 oxidada com

permanganato de potdssic em meio alcalino.
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Figura 27 ~ Espectro infravermelho da nelanoidina 90-4 oxidada com

permanganato de potassio em meio alcalino.
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3. Redugao com hidrogénio nascente.

Tabela 12 - Descoramento de uma solugac de melanoidina 90-1

com hidrogénic nascente ( Zn/HCl ).

Tempo { nmin ) Absorbancia a 450 nm
8,0 G,744
1,0 0,442
2,0 0,387
3,0 0,384
4,0 0,359
5,0 0,353
6,0 0,357
7,0 0,347
8,0 0,339
9,0 0,330

10,0 0,322
11,9 6,311
12,0 0,300
14,0 0,290
24,0 0,275
44,0 0,243
30,0 0,206
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Figura 28 ~ Espectro

reduzida com hidrogénio nascente.

4. Redugdo com boroidreto de sddio.
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Figura 29 = Espectro infravermelho da melanoidina 90-1

reduzida com boroidreto de sddio.
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5. Acetilagao

Tabela 13 ~ Soclubilidade da melanoidina 90-3 acetilada.

S5¢lvente Sclubilidade
agua I
n-hexano ' I
etanol I
metanol I
clorofdrmio I
tetracloreto de carbono I
benzeno I
acetona I
dimetilsulidxido T
I: insolfvel T: dissolve tragos
P: pouco sollivel S: soliivel
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Wavelehglh p

Espectre infravermelho da melanoidina 90-3

Figura 30

acetilada.
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Tabela 14 - Comparagio entre os espectros IV da melancidina

90~3 e da melanoidina 90-3 acetilada.

Bandas que desapareceram :&ﬂﬁaS<BE surgi Grupo

ou diminuiram de intensi Grupo Provavel ram ou aumenta -~  Provavel
dade ( czn—l ) | ram de intensida
de { c:mml ).
1070 &lcool primario 1220 COCH , acetato
1300 OH (deformagac) 1365 COOH
1380 CH (deformagao) 1430 CQOCH
3430 OH {estiramento) 1750 acetato
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H) Titulagao potenciomdtrica da melanoidina.

Foram obtidos dois pontos de equivaléncia, nos
pH 4,2 e B8,0.
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+
I) Dosagem de Na .
FPoram encontrados 25 miligramas de Na+ por grama de mela-

noidina 90-~1 , ou seja, 2,5% em massa.

1,00 |

080
0,607
.40

0,201

,00 et :
X X+1L,0 X+3,0 X+5.0

[No"] {ppm)}

Figura 32 -~ Dosagem de Na+ na melancidina 90-1 por espectrQ

fotometria de absorgdo atdmica.
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J} Reagoes com Ions metdlicos.

1. Precipitagao com Iions metadlicos.

Tabela 15 =~ Cilculo da melanoidina residual em relagac a
sua concentragao inicial, apds a precipitagao

- - .
com ions metalicos.

% de melanoidina remanescente

apbs a precipitacao

Ton

90-1 90-3
Ag 35,5 7,8
Bat 50, 4 74,0
ca®t 93,5 89,6
co?t 90,3 61,6
cu?t 48,7 14,4
Mn 2t 90,9 77,0
pb2* 25,2 1,9
Fe 27,6 14,5
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Reacao com cu??

a) Precipitacgio.

Foram precipitados 51% da melanocidina %0-1 da solu-

z 2+
¢ao tratada com excesso de Cu” .

Os espectros visivel e UV do sobrenadante nao mos =

traram alteracgdo significativa em relagao aos espectros da

melanocidina sem Cu2+.

b) Deterxminag¢do da constante de estabilidade do complexo /

. s 24
melanoidina ~Cu” .

0 valor de n calculade ( ver apéndice ) para o com

plexo melanoidina 90-~1 - Cu2+ foi igual a 2.
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AV (mV)

3001

25,04 "

20,01

5,07
10,01
5,00
3,000 4000
-L0G [Cu2+]
Figura 33 - Curva de calibrag@o do eletrodo de cobre. Diferenga

de potencial em fungao do negativo do logaritmo da

contentragao de cu??
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Tabela 16 - Determinagao potenciométrica das concentragtes de

cu?t antes e apds a mistura com melancidina %0-1.
( DDP ) 09 [0?]. o], (oo, 10 [0 [0
i i i £
4 4
(mV} My x 10 {mV) Mx 10
1 16,8 ~3,698 2,00 7,2 ~3,879 1,32
2 14,3 ~3,523 3,00 10,4 -3,719 1,91
3 16,8 -3,387 4,01 12,9 -3,593 2,55
4 18,7 -3 ,302 4,98 15,0 -3,487 3,26
{DDP)i : diferencga de potencial inicial
{DDP) ¢ @ diferenca de potencial final
[buzf]i : concentragao inicial de cu??t
Em2+ £ 3 concentragio final de cu?t

Tabela 17 = Cilcule da constante de estabilidade K do complexo
2+

melanoidina 90-1 - Cu
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[Fe1], E@hﬁxé} [Me1] X

a0 x 1080 o x 100 o x 10° (Y x 1077 169 K
1 1,18 0,34 0,84 2,33 7,37
2 1,18 0,545 0,635 2,34 7,38
3 1,18 0,730 0,450 2,50 7,40
4 1,18 9,865 4,315 2,59 7,41
rédia - - - - 7,39 ¥ 0,02
n 2+ .
MelCu é] s+  concentracac do complexo
Nﬁe%]. :+  concentragado inicial de melanoidina
Mei]f : concentracao final de melanoidina.



3. Determinagéo da constante de estabilidade do complexo mela-

noidgina - Fe3+.

Para este complexo o valor calculado de n ( ver apéndice ),

foi igual a 1.

Tabela 18 - Determinagac da constante de estabilidade K do

complexw melancidina 20-1 ~ Fe

3+

[Fe}q i [Fe?ﬂj ¥ [b@,l]i E\’iel Fe Sﬂ [I\fhl} F K log K
asa0®  enxao® eoxwo? ewx10®  poxio? e hxao”
1 0,874 0,32 1,15 0,55 1,10 1,6 4,2
2 2,35 1,12 1,15 1,23 1,03 1,1 4,0
3 9,06 5,72 1,15 3,34 0,82 0,7 3,9
média - - - - - - 4,0%0,2

Fe3+]i : congentragao

Fe : concentracao

MelFe3ﬂ : concentragaoc

Ekﬂ]i : concentragao
@Eﬂ]f : concentragac

inicial de fons F93+
. +

final de 1ons FeB

do complexo

inicial de melancidina

final de melanoidina
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LY Infludncia da melancidina no crescimento do Staphylocoeccus

aqureuns SE8.

Tabela 19 =~ Cresecinmento do Staphylococcus aureus 58 na pre -
senca de concentragoes diferentes de melanoidina

S0~1.

— - *
Concentragac de Tempo Absorbneia a 900 nm In ( Ax 100 )
melanoidina* (h) A
{%)

0 0,0 0,013 0,26
1,0 0,060 1,79
2,3 0,255 3,24
3,5 0,458 3,82
4,0 0,528 3,97
5,3 1,20 4,79
6,0 1,43 4,96
0,5 0,0 0,005 -0,7
1,0 0,040 1,39
2,3 0,145 2,67
3,5 0,320 3,47
4,0 0,405 3,70
5,3 0,595 4,09
6,0 0,680 4,22
1,0 0,0 0,018 0,59
1,0 0,038 1,34
2,3 6,073 1,99
3,5 0,113 2,42
4,0 0,135 2,60
5,3 0,248 3,21
6,0 0,338 3,52
1,5 0,0 0,010 0,00
1,0 0,025 0,92
2,3 0,035 1,25
3,5 0,055 1,70
4,0 0,063 1,84
5,3 0,070 1,95
6,0 0,070 1,95

* Concentrag&es de melancidina inferiores a 0,5% nao inibi~
ram O crascimento.
*% Cada valor de absorbincia & a média de duas medidas.
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8,00

4,00

300

in (Ax100)

2,00

(Kels

] A -]

ES ]

2,0 3,0 40 8,0 6,0 7,0
TEMPO (h)

Figura 34 =~ Curvas de crescimento do Stophylococous aureus 58
em meios de cultura contendo diferentes

concentractes de melanoidina 90-1.

0% o 0,5% & 1,0% 1,5% &
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Tabela 20~ Velocidades especificas de crescimento do 5. qureus

36 em meios contendo concentragoes diferentes de

melanoidina 90-1.

Concentragao de melanoidina

constante de welo
cidade:k

Diminuigao no valor
de kX em relacac ao

(%) - padrio s/melancidina
(%}

0 0,50 -

0,5 0,47 5,0

1,0 0,43 14

1,5 0,27 46

Tabela 21 - Crescimento do Staphyloeocecus aureus S6 em um melo

de cultura dialisado contra uma sclugio de melanoi
dina 80~-1.

Meio de Cultura

Tempo — Absorbancia* a 900 nm

In { A x 100)

(h) S

nac dialisado 1,5 0,041 1,41
25 0,087 2,27
3,0 :,148 2,69
3,5 0,200 3,00
4,0 0,260 3,26
4,5 0,324 3,48
5,0 0,399 3.69
5,5 0,629 4,14

dialisado 1.5 0,014 0,34
2,5 0,059 1,77
3,0 0,108 2,38
3,5 0,153 2,73
4.0 0,201 3,00
4,5 0,238 3,17
5.0 0,297 3,39
5,5 0,378 3,63

* fada valor de

absorbancia & a média de dez medidas.
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Tabela 22 - Velocidades especificas de crescimento do §.

qureus $8 nos meios dialisado e nao dialisado.

Meic de Cultura Constante de velocidade Diminuigao no va-

de crescimento : k lor de ¥ em rela-
c3c ao padrac naoc
dialisado.
(n™h) (%)
nac dialisado 0.50 -
dialisado 0,45 10




VIi. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Considerando gue no processamento de alimentos SAD
usados pH e temperaturas diferentes e gue pela prdpria nature
za do alimento as concentragdes relativas de agicares & ami -
nodcidos podem variar consideravelmente, no presente trabalho

faram escolhidas condigdes de reagao que:

a) permitissem a obtengac das melancidinas dentro de limites
de tempo razoadveis; b) oferecessen possibilidades de extrapo-
lagao dos resultados obtidos para oS alimentos, tanto no gue
diz respeito ac processamento Ccomo ao armazenamento. O usgo de
aistemas modelo se justifica se considerarmos que poderas ser
exercidos controles mals rigorosos na preparagac das melanoi-
dinas e permitirdo a obtengao de produtos finais mais faceis
de purificar para posterior estudo, além de permitir a repro-
dutibilidade dos resultados nas condigoes usadas.

Na preparagac das melanocidinas verificou~se wuma di
ferenca caraéteristica entre elas e que fol a insolubilidade
dos produtos obtidos em pH 3,0. Examinandc—se a tabela 3 @
admitindo gue a variagao de absorblncia a 450 nm tenha sido
proporcional A formagdo das melanoidinas ou a0 sSeu peso mole-
cular, verifica-se que em pH 3,0 a reacgao nao pode ser acompa
nhada por esse método devido i formagao de precipitado, tanto

mais precoce guanto maior a concentragao inicial dos reagen -
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tes e a temperatura. A insolubilidade desses produtos em Agua
e em gualgquer cutro solvente usual (tabela 10) impediu ¢ seu
uso em subsegiientes determinagOes. Por outro lado, as melanol
dinas obtidas em pH 6,0 apresentaram solubilidade em agua e
em dimetilsulfdxido, ambos solventes de elevada constante die
1étrica.

Tanto em pH 3,0 como 6,0 verificou~ge gue @ aumen-—
to da temperatura e da concentragac produziram aumento da ve-
locidade de formagio das melanoidinas. O fator pH pareceu ser
decisivo na fase inicial da reagan, possivelmente retardando
a formagao de intermediirios nao coloridos em pH 3,0 , mas em
fases mais tardias o efeito do pH j& nao foi tac evidente (f1
guras 1 & 3}.

considerando que a formacdo de caramelo poderia O
correr nas condicbes de reagdo usadas, foram feltas experién-
clas ‘com sistemas iguais, mas sem o aminodcido. Os resultados
estio nas figuras 2 2 4. Em todos 08 Casos a caiamelizagéo
ocorreu em peguena quantidade e O maior aumento da velocidade
de caramelizagho com o aumento da temperatura. em relagaoc aoc
aumento ocorrido na formacgac das melanoidinas, indicou uma
energia de ativag@o maior para aquela reagaoc.

o estudo da formagio de complexos entre melanoidi-
nas e ions metilicos & dependente da possibilidade de serem
as melanoidinas splilveis, ainda gue nao possa ser rejeitada a
formagao de complexos com fons metalicos nos alimentos duran-
te a formacdo das melanoidinas, baseada na possibilidade de

polimerizagio de complexos j& formados e ainda soliveils.
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As determinagoes espectroscdpicas e dos pesos mole
culares, bem como a anfdlise elementar das melanoidinas sola -
veis obtidas em condigoes diferentes porém padronizadas, per-
mitiu a verificag¢io da semelhanga na composigao e na estrutu-
ra dos produtos obtidos { tabelas 5, 7 e 3 }. A semelhanga
entre as melanoidinas soliiveis e insol@veis foi também consta
tada pelas determinacgdes espectroscOpicas e pela andlise ele
mentar { tabelas 5 e 9 ).

A considerivel semelhan¢a nas porcentagens de T
H, N & 0 das diversas melanoidinas (tabela 5 ), apesar das di
ferengas nos sSeus pesos moleculareg {(tabela 7}, leva a admi -
tir que se trate de compostos com diferentes graus de poling
rizagéo. A razido C/N mostrou gue. a temperatura, pH e concen -
tragdo inicial dos reagentes nao afetaram sigpificantemente a
interacdo quantitativa aglcar-aminoacido.

0 consumo de glucose apresentou diferengas gensi -
veis em relacdc ao pH e & concentragac dos reagentes, mas naon
quanto & temperatura (tabela 4).

Aparentemente, a reagzo ainda gue semelhante em pH
diferentes, & inicialmente mais répida em pH 6,0 , permitindo
am achmulo de intermedidriocs incolores gue favorecem a forma-
¢Ao de polimeros em maior numero, enguanto em pH 3,0 hd forma
cdo de menos moléculas pordm mais polimerizadas, o gue & indi
cado pela precipitagac das melanoidinas neste pi. |

A determinacgao dos pesos moleculares das melanoidi
nas solveis {(tabela 7) permitiu verificar gue para a mesma

concentracgdo inicial dos reagentes, o aumento de temperatura
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parece tenderx a diminuir o pesc molecular, com excegao da me-
janoidina 90-3, que inclusive foi excluida do Sephadex G-100
(figura 11). Aparentemente a estrutura das melanoidinas & es-
tereoquimicamente préximé daguela das proteinas usadas para
padronizar a coluna de Sephadex G-100 ( tabela 6 e figura 5},
1% gue o pesc molecular de uma das melanocidinas fol confirma-
do por ultracentrifugagao em gradiente de sacarose (tabela B8).

Os espectros visivel e ultravioleta { FPiguras
24 ¢ 25 ) nac contribuiram para o esclarecimento das estrutu-
ras e somente indicaram a possibilidade da existéncia de es -
truturas complexas, com superposigéo de bandas, resultando em
espectros nac caracteristicos.

0z espectros infravermelho ( figuras 12 a 23 by
ainda que de balxa resolugaoe, permitiram verificar gue todas
as melanoidinas preparadas apresentaramn espectros com as mes=
mas bandas de absorgao correspondentes s grupos funcionais
bem caracterizados { tabela 9 ). Todos 0s espectros das mela—
noidinas produzidas em pH 6,0 sae iguails bem como © sao entre
si agqueles correspondentes as melanbidinas obtidag em DH 3,0.
HE uma diferenca pequena mas copstante entre os maximos de
absorgao de.algumas bandas dos espectros das melanoidinas
obtidas em pH 6,0 e 3,0, o que poderia indicar diferengaé’eSw
tyruturais das vizinhangas dos grupos funcionais. Em alguns
casos, por exemp%pg pode-se tratar da existéneia ou nao de 11
gagoes de hidrogénio envolvendo ¢ H do grupo funcional corres
pondente 3 banda deslocada.

Os resultados resumidos na tabela 9 indicam & pre~
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senga de, pelc menos, os seguintes grupos fungionais: hidxoxi-~
la, carboxilatoe C-H.

0s dados da tabela 4 mostram cue a pH 5,0 ha um
malor consumo de glucose,fnéo relacionado com a temperatura
da reacac, a gual & mais importante para a fase final da trans

formagao {Tabela 3 .
Os dados da andlise elenpentar mositram uma semelhan-

¢ca na composigao porcentual das melanoidinas, sendo gue © Quo-
ciente C/N sofreu peguena variagao em relagao as varias condi-
¢des de reagdo. Também se verifica que as melanoidinas in -
corporaram relativamente pouco N do amincdcidc e a auséneia
de grupos C-0~C indica gue tais compostos devemn sey f[ormados
predominantemente de cadeias carbdnicas, com um namero grande
de duplas ligagdes, tendo em vista a relagaoc entre C e H.

Por outre lado, os espectros infravermelbo mostram
a existéncia de grupes gue podem funcionar como ligantes de
fons metilicos. A existdéncia dos grupos OH & confirmada pelo
espectro infravermelho da melancidina acetilada (figufa 30
onde desapareceram bandas caracteristicas de grupos OH { tabe-
ia 14 ). A insolubilidade em Agua da melancidina acetilada
(tabela 13} indica que a presenga de grupos OH livres & es -
sencial para a soiubilidade, provavelmente pela hidrofilicida
de destes grupos, em contraste Coom a hidrofobicidade dos  gru~

pos acetato.A banda em 3450 cmﬁlno espectro IV do produto ace-
tilado sugere a presenga do grupe amina.
A relacdo entre duplas ligagOes presentes e a cor

das melanocidinas foi evidenciada pelo descoramento gque elas
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sofreram ac serem oxidadas com permanganato de potéssio.
Estabelecida a existéncia de grupos funcionais 1i-
gantes de Ions metidlicos pelo espectro infravermelho e demons
trada a semelhanga estrﬁtuxal entre as diversas melanoidinas
obtidas, foi testado o efeito do peso molecular sobre a forma
cao de precipitados das melanoidinas com ions metalicos. Os
resultados da tabela 15 mostram gue a um peso molegular maiox
correspondeu uma malor yxecipitagéo, sendo gque a capacidade
relativa de precipitacdo dos diferentes Ions foi a mesma para
ambos os pesos moleculares. As porcentagens de melanoidina

nio precipitada em cada caso permitem agrupar 0s cations em

2+ 3+ 2+

s +
"fortemente precipitantes” , Pb” , Ag , Fe e Cu e Tfraca

a2+ = Ca2+.

mente precipitantes”™ ou " nao precipitantes”, B
Nio foi encontrada uma correlacdo satisfatdria entre peso atd
mico ou dimetro do fon e a precipitagac das melanoidinas. Em
geral, verificou-se que as melanoidinas { em particular as de
maior peso molecular } seriam praticamente eliminadas da solu

2+ 24
g

¢ado pela presenga de ions Pb e A e o seu teor seria con-

3+ a Cu2+‘

sideravelmente reduzido pelos Ions Fe
A formacgac de precipitados ou de complexos soli -

vels pela intaragéo da melancidina com Ions metalicos, pode -~

ria estar ligada & existéncia de grupos — COCH na molécula,

segundo Gomyo e Horikoshi (23). Assim, era de interesse

confirmay a presenga desses grupos e determinar O seu nimero.
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pela titulacdo da melanoidina com solugao de hidrd
xido de sddio foi confirmada a presenga de grupos acidos, ten
do sido definidos dois pontos de equivaléncia para a melanoi-
dina 90~1 (Pigura 31). Esta melanoidina, titulada até& o segun
do ponto de egquivaléncia e portanto rotalmente na forma de
sal de sddio, apresentou 2,5% em peso deste Ilon. Admitindo-se
gue todo este Na+ astivesse assocliado a grupos carboxrilas, en
t30 existiriam no maxime nove destes grupos por molécula de
melanoidina 90-1. Desde que foram encontrados dois pontos de
equivaldnecia, podemos inferir a existéncia de carboxilas de
aiferentes pX ou de OulLro grupo dcido aldm da carboxila, pos~
givelmente amina protonada ou grupos »C = ? - é -

CH

A precipitaggo de melanoidinas com diversos ions
metilicos (tabela 15}, poderia sex interpretada em principlio
. - - + . -
pela comparagac com a reagio com o Na , COmMO sendo devido a
formagao de sais, por&m neste caso pouco golliveis. Entretan-
to, como f£icou demonstrade { tabelas 16,17 e 18 ) para o Ca-
2+ 3+ w .
g0 do Cu e Fe , mesmo quando a8 concentragoes dos 10NS
eram baixas o bastante para gue nidc ccorresse precipitagac ,
ainda assim existia uma interagac com & melanoidina, pois
parte dos lons metilicos era retirada da solugdo. Existe as-
sim forte probabilidade de rer ocorrido a formagao de um com
plexo entre a wmelancidina e o fon, ligados por coordenacao

com 08 ligantes presentes na molécula.

Da resultados apresentados na tabela 15, mostram
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gque a precipitagao com fons metdliceos da melancidina 90~-3, de
peso molecular maior do gue a 9%90-1, Be deu em maior extensao

do que com esta. E de se esperar gue a solubilidade do comple
%o com a melanoidina gn-3, de peso molecular muito maioxr, seia
menor. Al8m da diferenga na solubilidade, a diferenga no DesC

molegular da melanoidina deve influir na propria constante de
astabilidade, como serd discutido mais adiante.

0 espectro visivel - ultravioleta da melanoidina 1i
gada aoc Cu2+ nae diferiu daguele da propria me lanoidina, ao
contriric do relatado por Gomyo e Horikoshi {23) em 1976. PoOS
sivelmente a intensa generalizada absorcao , devido i prd -
pria melanoidina, encubra as absorgdes resultantes de transi-
¢des entre niveis gerados pelo camps ligante.

0s valores das constantes de estabilidade com o
Cu2+ e © feot ( tabelas 17 e 18 ) diferem bastante ( varias OX
dens de grandeza ) dos obtidos por Gomyo © Horikoshi {23).
Além disso, o nimero de fons ligados por molécula da melanoidi
na obtida por estes autores era vArias vezes malior do gue 2m
nosso caso. A causa dessas diferengas poderia sex atribuida &
diferenga ne peso molecular das melanoidinas. A melanoidina esg
rudada pelos autores citados apresentou'um peso molecular da
ordem de cem mil, enguanto a nossa +inha um peso molecular de
g8500. B evidente gue num polimero varias vezes maior © nimero
de locais de ligagao para OS fons metilicos também deve ser
maior. BEm uma situacgao como esta 4 de se esperar uma diferenga
entre as constantes de estahilidade dos complexcs das duas me-

lanoidinas, sendo maior a constante do complexo em que §e i -
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gam mais lons por molécula, devido a um fendmeno semelhante ao
conhecido como " efeito guelato v Tal efgito acredita-se dJue
se deva principalmente i variagio da entropisa ocorrida durante
a formacizo do complexo em melo aquoso, como & discutido por
exemplo por Yatsimirskii e vasil' ev (69), 1960. Por exemp lo
- _ ~ y a 34 .

as reacdes de complexagac da melanoidina com © Fe em neio
aquoso, podem ser escritas esguematicamente da seguinte manel-~

ra:

Mel, + 10 re3t . 6 H,0== Mel; (Fe>t)  +60 H,O

2 10 2

| 3+ 3+
Melz + Fe . B Hzo me— Melee + b 320

Onde Mel, 4 a melanoidina obtida por Gomyo e Hoxri-
koshi e Mel2 a nossa 90-1. Vé-se gue na primeira reagao houve
um aumento grande no nimero de particulas, pois haviam 11 molé
culas & se formaram 61, © gue lava a um aumento consideravel
na entropia do sistema. Na sequnda reagac houve formagac de
apenas b moléculas, © gue produz um aumento bem menor da entrd

pia. Desde gue:

2c® = a® - T A 8¢

AG

i

- RT In K

onde K & a constante de estabilidade do complexo ,

2 evidente gue guanto maior O aumento da entropia, maior sera

o valor da constante de estabiiidade,

pe tudo o gue foi discutido, conclui~-se que as nela
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noidinas sao capazes de se ligar a fons metdlicos e gue a esta
bilidade destes compostos ou a porcentagem de melanoidina pre~-
cipitada pelos ions, dependem do peso molecular da melanoidina.

Fgtes fendOmenos poderiam influir nas propriedades de sistemas

em que & melanoidina esta presente, COmo em alimentos proces -
gados e no. humus,Assin,nos primeiros, & melanoidina poderia in
terferir no aproveitamento de Tons metidlicos de interesse para
a nutricac; esta hipdtese ainda nio foi confirmada por estudos
nutricionais.

Do mesmo mode, o efeito antioxidante das melanoidi-
nas poderia estar ligado i formacgac de complexos estaveis com
v = . 3+ 24 - e
jons pro-oxidantes, comnt O Fe e o Cu { 23). Esta hipotese
- L . 2+
& pastante viével, tendo em vista que, por exemplo,para o Cu o,
o valor obtido da constante do complexo com & melanoidina fol

7
da ordem de 10° , que se compala favoravelmente com a constan~
te de estabilidade desse fon com o acido citrico, gue & da o
2
dem de 107 (64}).

O 3cido citrico & um componente de misturas antioxi
dantes para gorduras € sua agdo se basela na retirada de Ions
metdlicos do meio.

A capacidade da melanoidina de se ligar a ions metd
licos sugeriu a possibilidade da mesma inibir o crescimento de
. wicroorganismos dependentes de tais fons. A fim de se verifi -
car esta hipdtese, foi testado o elfelto da melancidina no cresg
cimento do Staphylocopousd QUPens 56 , o gual depende de fons

de ferro para seu crescimento ( Shade (53}, 1663; Theodcore e

shade {59}, 1965 }. Os resultados mostraram { figura 34 e tabe
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1as 19 e 20 )}, gue para haver uma inibicao significativa, de
46%, foil necessiria uma concentragﬁa de melanoidina de 1,5% no
meio de cultura. Até a concentragao de 0,2% nao houve inibigao
detectavel.

A experiéncia de crescimente do microrganismo RO
meie dialisado contra uma golugdo de melanoidina, teve por fi-
nalidade verificar a origem da atividade inibidora. Esta pode~-
ria ser devido & diminuigaoc da concentracdco de algum componen=
te essencial 4o meic de cultura,dialisével, O Fe3+ am particu-
lay, causada pela melancidina, ou pory uma agéa direta deste
pigmento sobre as'células do microrganismo. Uma inibigao de
apenas 10% neste caso, indicou gue nao estava envolvida apenas
a retirada do ion Fe3+, tornando a segunda hipdtese mais prova
vel,

segundo Theodore = shade (59), o tratamento 40 melo
de cultura com O complexante batofenantrolina nao reduziu a
concentracio de Ions ferro o suficiente para que oCOrresse ini
bigéo do crescimento 4o microrganismo, tendo sido necessario
para tal © tratamento com conalbumina, cuje complexc COM O fer

28_ 4,30

ro tem uma constante de estabilidade da ordemn de 10 1

(59). Desde que © valor da constante de astabilidade do comple

wo melancidina - Fez+ estudado agui fol da ordem de 104 { tabs
- + ; : .

ia 18} , o teor de lons Fe3 1ivres ainda seria suficiente pa~

ra o crescimento daimicrcrganisma, o que explicaria o resulta-

do da experidncia com © meio dialisado.
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VII. CONCLUSOES

Os resultados das experiéncias permitem concluir

gques

A)

B}

Ch

B)

E)

F}

A velocidade de formagao das melanoidinas obtidas a par-
tir de glucose e glicina, depende da tenmperatura, concen
tragac dos reagentes e pH, aumentando com a elevagao dos

doig primeiros e diminuindo com o abaixamento do Gltime.

A solubilidade das melanoidinas depende do pH em dque fo-

vam preparadas. As melanoidinas obtidas a pH 6,0 SA0 SO~
1Gveis em Agua e as produzidas a pH 3,0 sdo pouco soll -

yaeis.

0 peso molecular das melanoidinas & tambd&m fungao das

condigCes de sua preparagao.

As moléculas das melancidinas estudadas possuem Jrupos

~0H , ~CO0 » - CH , >0 = C< @ provavelmente ~NH, ou
T

»NH.

A melanoidina possul grupos Zcidos em sua molécula, sen-

do detectiveis dois pontos de egquivaléncia na titulagao

com OH , nos pH 4,2 e 8,0.

A melanoidina pode-se complexar com fons metalicos, COmO
o 2 + - ) )
o Fedt & o Cu , formando complexos soluvels em concen-

4

tracbes baixas de melanoidina ( da crdem de 1070 M) e
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G)

H}

dos Ions,precipitando em solucoes mais concentradas.

A melanoidina inibe o crescimento do Staphylococcus aureus

S6, a partir da concentragido de 0,5% no meio de cultura.

A inibicdo do crescimento do Staphylococcus aureus 56 nao
- - . . 3+ :

5 somente devida & retirada do ion Fe 4o maio pela mela-
noidina, mas o mecanismo principal deve envolver uma agao

direta sobre a célula bacteriana.
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RESUMO

Foram estudadas melancidinas cobtidas por reagdo en
tre D-glucose e glicina,’nas concentracoes de 1,25 M e 2,50 M
da primeira e 0,66 M e 1,32 M da segunda, nos pd 3,0 e 6,0 e
nas temperaturas de 70, 80 e 30° c.

| As melanoidinas preparadas em pH 6,0 eram solivels

en Agua e as obtidas em pH 3,0, pouco solliveis. Todas apresen
taram um contetido de nitrogénioc em tornoc de 5%, de carbono
gue variou de 47,8 a 57,8% e de hidrog@nio entre 4,5 e 5,7%.
0 peso molecular das melancidinas soliveis foi determinado
por filtragao em gel de Séphadéx, variando desde 8,3 x 103
até acima de cem mil, dependendo das condigoes de pPreparagao.
Espectroscopla no infravermelho e reacdoes guimicas, revelaram
a presenga na moldcula de melancidina de grupos hidroxila,
carboxilato, duplas ligagbes carbono-carbono, CH e provavel -
mente amina.

Foi demonstrado que a melanoidina soliivel intera -
gia com Ions metdlicos, sendo determinadas as constantes de

estabilidade dos complexos com © Cu2+ e O FeB*, da ordem de

10? e 104 ,’respectivamente.

A melancidina solfivel inibiu o crescimento do
Staphylococcus aureus 56 e esta inibig¢do nao foi devida somen
+e A retirada de algum nutriente dialisavel do meio de cultu-
ra { como © Fe3+ ) pela melancidina, mas dependeu do contato

direto deste pigmento com a ceélula bacteriana.
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ABSTRACT

Melanoidins cobtained from the reaction between
D-glucose and glycine, at concentrations of 1.25 M and 2.50 M
of the former and 0.66 M and 1.32 M of the latter, at pH 3.0
and 6.0 and temperatures of 70, 80 and 900 C o, were studied.

The melanoidins prepared at pH 6.0 were water
soluble, and those obtained at pH 3.0 , poorly soluble. ALl
the melanocidins had a content of nitrogen of about 5%, of
carbon between 47.8 and 57.8% an& of hydrogen between 4.5 and
5.7%. The molecular weights of the soluble melancidins werxe
determined by gel filtration on Sephadex, and they varied from
8.3 x 103 to above hundred thousand. Infrared spectroscopy
and chemical reactions showed the following groups in the
melanoidin molecule: hydroxyl, carboxylate, »C = Cr and
CH giaups and probably amine.

Tt was demonstred that the soluble melanoidin
interacts with metallic jons, the stability constants with
Cu2+ and Fe3+ peing about lO7 and 104 , respectively.

The soluble melanoidin iphibited the growth of the
| Staphylococcus QUrEus gg and this inhibition was not caused
only by the withdrawal of some dialysed autrient, such as the

3+ '

Fe ion, from the culture medium, but depended on the direct

contact of the pigment with the bacterian cell.
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Apéndice: CHloulo da constante de estabilidade (XK) do comple~
¥0 melanoidina -~ jon metdlico & do nimero n de fons metilicos

gue se ligam a uma molécula de melanoidina.

[Melji
{P%lljf

'

concentragac inicial de melanoidina.

concentragac final de melanoidina.

»y

-
Met.]i : concentrag¢ac inicial do fon metdlico.
Met:]f : concentracao final do Yoo metdlico.
Mel Mat%] : concentragao do complexo melanocidina-—ion metd-

lico.

K
Mal + n Met oo™ Mel Metn

—MelMetn:] ) [Met:]i _ [Met:}f

e

- - _ "
MMel]f = [Mel]i [MelMet

Caleculo de n:

| [MelMetn] .
K o= = :

[ror]  [mec]? (] [Mee] ™
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n

[Met_]f-l _ [MelMetn] 1 [Mel:]f2
n

[Mat ]f2 [MelMetn] 5 [Mel]fl

Met [MelMet ] Mal
11 109 _.[_m.]_g.g‘m = lOg ; n L [ .‘.! £2
[Met],, [MelMetn , !:Mel] 1
n = log [MelMetn ]1 [Mel] s 1
[Mel Metn]z [Mel] £1 . [Met ]fl
LOg A D22

e | .,

[Mel]fz 3 [Mel]iz _ [M&l Metn_] 2

[Mel]fl [er ], - [Mel Metn] X

[Mer]sy - [met] sy

E”el Me*:nj 1 [met];) ~[rec] sy

E'&el Metn:' 2 [Met]iz - [Met] £2 [Met’]i.? “[MEt]fz
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Pet];, - [wet],,

= Jog pet]) ~Petly el - n 1
pee], , ~[ret],, [mz] _ fret]yy - [ret]y 1og [ret]
1 n [vet].,
. log-[mt]il - [et]y  n[w]y, - e PP et
| Meet],, - [ret]., n[mer] - [mee], +[ret], g fret] .,
| [Met] £

0 valor de n & calculado por tentativa, testando -

se nimeros inteiros positivos até a obtenc@o da igualdade.
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