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I. INTRODUCAO

As melanoidinas sao produtos escuros de natureza polimérica de-
correntes de uma série de transformacoes iniciadas pela intera-
¢ao de aglicares redutores, por meio da carbonila, com uma amina

livre. Esta série de reagdes & denominada reacao de Maillard.

A reagao de Maillard, devido ao seu efeito organoléptico e nutri
cional em intmeros alimentos industrializados, tem sido objeto

de varios estudos.

O presente trabalho visou trazer subsidios para o conhecimento
das propriedades e estrutura de melanoidinas obtidas da reagao
entre frutose e glicina em diferentes condicoes de temperatura,

pPH e concentragao de reagente.



II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O emprego do termo melanoidina se deve a SCHMIEDEBERG, que em
1897 (1), assim designou os produtos escuros resultantes da hi

drblise acida ou da decomposigido pirolitica das proteinas.

Em 1902, SAMUELY (2) sugeriu que as melanoidinas eram o resulta
do da interagao dos grupos aminas disponiveis das proteinas e
dos seus prbdutos de hidrdlise, tais como as peptonas e aminoa-
cidos, com os aglcares. Para esclarecer a sua hipdtese, SAMUELY
(2) , agueceu glucose com diferentes compostos nitrogenados como
o cloreto de amdonio, ureéia, acetamida, glicina, acido aspartico,
cistina e tirosina. Obteve também melanoidinas a partir do hi-
drolisado da albumina de soro que apresentaram a seguinte compo

sicao elementar:

C -61,8 %
H - 5,02%
N- 7,1%
s - 3,8%
O - 0,22%

O estudo sistematico das melanoidinas teve o seu inicio com as
experiéncias de MAILLARD, que em 1912 (3), fazendo reagir D-glu
cose com diversos aminoadcidos, concluiu que a carbonila do acl-
car prevalecia sobre os crupos alcodolicos na condensacgao ini-

cial.



Ainda em 1912, MAILLARD (4), usando sistemas-modelo obteve mela

noidinas cujos teores de nitrogénio eram de 4,35%, 4,86%, 5,48

oo

e 6,00%. Estes valores eram semelhantes para aquele obtido para
o material hGmico extraido do solo. MAILLARD (4), cita ainda -
que as melanoidinas podiam ser obtidas na auséncia de oxigénio,~
sem a intervencao de microrganismos e sem empregar temperaturas

e pressoes altas.

MAILLARD em 1913 (5), demonstrou a necessidade de um grupc ami-
nico livre para que ocorresse a reagao, produzindo melanoidinas

a partir de dipeptideos e outras peptonas.

STOLTZENBERG em 1916 (6), isolou do melacgo de beterraba um
pigmento escuro, solivel em alcalis, acidos fortes e em solven
tes organicos hidroxilados, com excecao do alcool. O  pigmento

apresentou a seguinte composicao elementar:

C - 54,929
H- 5,66%
N - 6,608
0 - 32,82%

Aquecendo a 100°c D-glucose e glicina, MAILLARD em 1917 (7),
observou que durante o escurecimento gradual da solugao, havia

desenvolvimento de CO, e a partir deste instante verificou a

2
formagao de um produto escuro insoliivel em agua, parcialmente -
soliivel em amdnia aquosa e soluvel em solucao de hidrdxido  de
so0dio ou de potassio. Este produto escuro, isolado, apresentou

uma composigao elementar semelhante aquela do humo extraido dos

solos,



RIPP em 1926 (8), obteve do csistema D-frutose e glicina (4:1)
dissolvidas em quatro partes de agua, aquecidas a refluxo, un
produto insolavel C12HgOgN. O produto isolado:

1. nao foi passivel de acetilacdo;

2. nao reagiu com fenil-hidrazina;

3. reduziu o reagente de Fehling;

4. descorou parcialmente com Zn/OH .

O autor obteve ainda melanoidinas reagindo a frutose com oufros
compostos aminados: acido aspartico, asparagina, acido glutami-
co, glutamina, hexametileno-tetra-amina e amdonia. Todas as mela
noidinas apresentavam absorcao em toda a extensao do espectro
visivel, aumentando de intensidade com a diminuicd3o do compri-

mento de onda da radiacao excitante.

AMBLER em 1929 (9), obteve melanoidinas aquecendo a ebulicao
uma solugao aguosa contendo glucose (0,11 mol) e alanina
(0,03 mol). As melanocidinas eram compostas de uma fragao soli-
vel e uma outra insolivel com as seguintes composigoes elementa

res:

Composicao elementar (%)

Fragao
o H N 0
Insoldvel 60,5 5,3 3,2 31,1
Solivel 58,4 6,4 3,27 32,1

DU TOIT e PAGE em 1932 (10), determinaram as composigoes elemen



tares dos pigmentos humicos isolados do solo, da turfa e do pig
mento obtido a partir de glicina e glucose. Os valores obtidos

pelos autores estao relacionados a sequir:

Composigao elementar (%)
Produto
C H N
Acido himico do
solo 56,0 5,1 5,36
Acido himico da
turfa 50,8 5,4 2,37
Melanoidina (glu
cose e glicina) 53,1 5,2 5,46

Os autores (10) concluiram, ainda, da necessidade de grupos ami

nas livres nos compostos precursores da reacao de Maillard.

ENDERS e FRIES em 1936 (1l1), através dos resultados obtidos na
determinacao do peso molecular pela avaliacdo do coeficiente de
difusao e na determinagao da massa equivalente, evidenciaram a

semelhangca existente entre a melanoidina e o acido himico.

ENDERS e THEIS, em 1938 (12), éintetizaram melanoidinas aquecen
do a refluxo uma solugao aquosa de glicina (2,20 M) e glucose
(3,70 M) durante 10 horas. A massa resultante, resfriada, foi
lavada com etanol e acetona e secada. As melanoidinas resultan-
tes apresentaram as seguintes propriedades: eram produtos com
propriedades tamponantes; nao reduziram o reagente de Fehling,

porém reduziram diversos indicadores de oxi-redugao; apresenta-



ram o potencial de meia onda polarografica de -1,8 V. Como s0-
lidos ou em solugaes concentradas, quando expostas a luz ultra-
violeta, apresentaram uma fluorescéncia amarela e azul quando
em solugoOes diluidas. As melanoidinas sintetizadas apresentaram
a férmula minima C . H, O, N. com a seguinte distribuigao de gru
pos funcionais por molécula:

5 carboxilas

8 hidroxilas alcodlicas

3 hidroxilas fendlicas

2 carbonilas

e ainda um pequeno numero de duplas ligacgoes.

ENDERS, em 1938 (13) , obteve da oxidagao das melanoidinas, cita
das no trabalho dé ENDERS e THEIS (12), com acido nitrico dilui
do, produtos soltaveis em acetona, enquanto com acido nitrico
concentrado obteve os acidos oxalico, picrico, glicdlico e di-
hidroxi-benzeno-dicarboxilico e um composto com formula
C5H1202N4 (P.F. 156°C). As melanoidinas quando tratadas com

agua oxigenada produziram NH CO., e os acidos formico, glicdoli
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co, acético, succinico e tartarico.
SHALYGIN, em 1941 (14), procurou demonstrar a semelhangca entre
o acido himico natural e as melanoidinas sintéticas, através
dos produtos da oxidacao com acido nitrico e com permanganato

de potassio.

WEAST e MACKINNEY, em 1941 (15), isolaram do damasco seco, pig
mentos com a seguinte composicao elementar:

€ - 53,05 - 53,16%



H- 4,90 - 5,03%
N - 3,325 - 3,26%
e produziram melanoidinas que apresentaram os seguintes teores

de nitrogénio:

Sistema
Aminoacido Aclcar Nitrogénio (%)
Asparagina glucose 5,7 -5,8
frutose 7,6 - 17,7
Acido aspartico glucose 3,05 - 3,06
frutose 3,09 - 3,10

ENDERS, em 1943 (16), observou que as melanoidinas obtidas da
reagao de uma solugao aquosa de metilglioxal (2,08 M) e glicina
(1,98 M) tinham teores crescentes de carbono e nitrogénio com o
decorrer do tempo, enquanto o teor de hidrogénio, praticamente,
permaneceu constante. A solubilidade das melanoidinas em agua
diminuiu com o aumento do tempo de reagao. As variagOes observa

das estao resumidas numericamente a seguir:



Composigao elementar (%)

Tempo de reagao Material
(horas) insolavel (%) C H N
0,5 Q,l? 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 4,19 60,25 5,00 6,30
18 5,07 60,27 5,29 6,51
36 ' 5,73 60,15 4,75 7,10
70 6,12 60,03 5,12 7,18

ENDERS e FUHLROTT, no ano de 1945 (17), obtiveram melanoidinas

a partir da glucose e glicina conforme o procedimento descrito
por ENDERS e THEIS (12), porém diminuindo o tempo de reagao.
Sintetizaram as melanoidinas, também, & partir do metilglioxal
como composto carbonilico. As melanoidinas iscladas apresenta-

ram a seguinte composigao elementar:

Composicao elementar (%)

Sistema
C H N
Glucose + glicina 47,5 6,3 5,2
Metilglioxal + glicina 49,6 5,5 7,3
Estas melanoidinas mostraram resisténcia a fus3o alcalina e a



sua metilagao com iodeto de metila em amdnia resultou em uma

incorporagao de grupos metilas inferior a 2%.

KRETOVICH e TOKAREVA, em 1948 (18), observaram gque a sacarose
nao produziu melanoidina,ao contrario da maltose, concluindo
que era necessario uma carbonila livre para a reagao de
Maillard. Identificaram na mistura de reagdo aldeidos gue consi.

deraram como provaveis intermedidrios da reacao de Maillard.

TAN e colaboradores em 1950 (19), comparando as reacodes entre
D-xilose e glicina e entre 2-furaldeido e glicina, concluiram
que o furfural pode ser um precursor na formacao de melanoidina
do sistema D-xilose-glicina. As condicoes experimentais usadas

pelos autores estao relacionadas abaixo:

Melanoidina Concentracgao Temperatura Tempo Método de

(molar) (OC) (horas) isoclamento

D-xilose glicina

1 0,12 1,24 95 23 A
2 0,999 0,991 95 50 A
3 0,24 0,25 refluxo 40 C
4 0,999 0,991 95 50 C
5 0,12 1,24 95 %0 B
Furfural glicina
6 0,12 1,24 95 90 E
7 0,12 1,24 95 20 A
8 0,12 1,24 95 90 D
9 0,12 1,24 95 20 D
10 1,03 0,991 95 55 C
11 0,25 0,25 refluxo 40 C




Método de isolamento:

A)
B)
Cc)
D)

E)

Todos

As melanoidinas obtidas apresentaram a seguinte composicgao

Precipitagao com

etanol da mistura de reacao dialisada;

Precipitac¢ao com dioxano da mistura de reagao dialisada;

Filtragao;
Centrifugacao da
Precipitagao com

centrifugacgao.

os produtos foram lavados com etanol, acetona e éter.

mentar:

mistura de reagao dialisada;

dioxano da mistura de reacao dialisada e

Composicao elementar (%)

Melanoidina

C H O N

1 54,4 6,40 32,15 7,05
2 55,2 6,89 32,13 5,78
3 57,3 6,43 30,22 6,00
4 57,9 6,65 29,65 5,80
5 58,0 6,86 28,29 6,85
6 59,5 5,86 29,99 4,65
7 62,4 4,55 29,12 3,93
8 63,8 5,29 27,10 3,81
9 64,4 5,19 26,89 3,52
10 65,6 4,86 26,43 3,11
11 66,7 4,99 25,22 3,09

10

ele-



Com excegao das melanoidinas designadas pelos numeros 3,4 e 10,

todas foram soliveis em alcali.

Excetuando-se as melanoidinas 1, 2, 5 e 6, as demais reagiram

com o reagente de Folin.

As melanoidinas apresentaram absorc¢ao a 320 nm na regiao do ul-
travioleta, que juntamente com as bandas a 6200 e 5900 nm no
infravermelho foram associadas a duplas ligac¢Oes. As melanoidi-
nas derivadas do furfural apresentaram uma banda adiciocnal a

280 nm.

WOLFROM e colaboradores, em 1953 (20), usando tracadores radioa
tivos, obtiveram melanoidinas marcadas a partir da glicina com
arabinose, D-xilose e D-glucose. Os autores deduziram as seguin
tes formulas empiricas para as unidades repetitivas das fracdes
H)

soluveis nao dialisaveis: C6,0H6,402,0N1,0(CH2)(CO e

20,5
C5’0H4’7Ol,5N0,8(CH2)(COZH)0’3, respectivamente, para as hexo-

ses e para as pentoses.

Estes resultados levaram os autores(20) a concluirem que a rea-
¢ao se dava entre quanﬁidades equimolares de aminoacido e agi -
car com a perda de 3 moléculas de agua e descarboxilagao  par-
cial dos aminoacidos, porém sem a ruptura das moléculas dos agl

cares.

CARSON e OLCOTT em 1953 (21), obtiveram pigmentos sollveis em
agua a partir de solugoes de acetaldeido e varias aminas alifa-
ticas e amdnia em tampao fosfato (pH 6-7), nas temperaturas en-

tre 3-25°C. Os pigmentos mostraram-se solGveis em metanol e eta
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nol e insolGveis em Gter, acetona e acetato de etila; nio redu-
ziram o reagente de Fehling; a titulagao potenciométrica indi-
cou que menos da metade do nitrogénio total era basico e que a
forma provavel de ligagao para o nitrogénio nao titulavel seria

C = N. Estes pigmentos apresentaram absorc¢ao a 272-277 nm, em
solugao metandlica, diminuida pela adicao de alcali. Por outro
lado, a hidrogenacao catalitica sobre Oxido de platina e pala-
dio em carvao nao afetou a cor do pigmento. A reagao com hidre-
to de boro e sbdio nao alterou apreciavelmente a cor. A melanoi

dina sintetizada da etilamina apresentou um ponto isoelétrico

superior a 9,2.

Em 1957 (22), BINKLEY, obteve a seguinte composigao elementar

\O

para o pigmento isolado do melago de cana: C = 47,33%, H =6,04¢

=)

r

N = 3,16% e O = 36,00%, sugerindo a seguinte unidade repetitiva:
C17-18"26-27%10N"

BINKLEY em 1958 (23), utilizando condig¢oes que favoreceriam a
adigéo de bromo, avaliou de 1,6 a 1,8 insaturag6es por unidade
repetitiva no pigmento do melago de cana e observou uma diminui
cao da cor em 72%, concluindo serem as insaturacoes um dos cro-

moforos.

No mesmo ano, 1958 (24), BINKLEY determinou de 4 a 6 grupos hi
droxilas por unidade repetitiva, acetilando o pigmento do mela-

¢o de cana em BF,-Ac,0. A existéncia de uma carbonila para cada

3 2
5 unidades repetitivas foi determinada por oximagao com metoxi-

lamina.

12



BINKLEY em 1960 (25), avaliou o peso molecular em 15000, pela me
dida da difusao do pigmento do melago de cana através da membra-

na de dialise.

BINKLEY em 1960 (26), do resultado difusométrico do pigmento do
melaco de cana, inferiu ser o pigmento um polimero semelhante a
um novelo aleatdbrio. O peso molecular determinado por viscosime-

tria e ultracentrifugagao foi de 27000 + 1000.

UNDERWOOD e colaboradores em 1961 (27), isolaram o corante conti
do no xarope de bordo usando resina de troca idnica. O produto
apresentou a seguinte composicao elementar: C = 48,5%, H = 6,8%,
N = 3,6% e O = 41,1%. O espectro infravermelho apresentou banda
forte de OH, fraca de CH e outras caracteristicas de grupos car-
boxilatos. O produto obtido a partir do xarope acidificado, apre
sentou um enfraquecimento das bandas correspondentes aos grupos
carboxilatos no espectro infraverrelho , porém nao surgiram ban-

das relativas as carboxilas. Este material tinha a seguinte com-

oo

posigao elementar: C = 47,8%, H = 6,0%, N = 3,1% e O = 43,1 0
espectro ultravioleta apresentou absorcao crescente com a dimi-
nuicao do comprimento de onda, especialmente para valores infe-

riores a 250 nm.

ADRIAN em 1963 (28) , preparou melanoidinas a partir de solugoes
contendo glucose (1,11 M) e aminoacidos (0,1 M), em diferentes
concentragoes de NaOH e HCl. Observou que o desenvolvimento de
cor foi maior para NaOH 1-2 N, porém foi também intensa a carame
lizagao. Em solugdes &acidas, obteve melanoidinas na forma de pre

cipitados com teores baixos de nitrogénio, exceto quando usou a

13



metionina como aminocacido. Usandoc outras substancias, diferentes
da glucose, observou gue o consumo de aminoacidos foi maior com
as pentoses, diminuindo com as hexcses € mencr cCOm a sacarose ,

enquanto que os polidis nao reagiram.

REINEFELD e BARAB observaram em 1963 (29), que a fragao de mai-
or peso molecular, das melanoidinas isoladas do melago de beter

raba, era um coldide esférico de elevado poder corante.

CLARK e TANNEBAUM em 1970 (30), estudaram o produto, que desig-
naram CoOmo ﬁigmento—peptideOwlimite, obtido da hidrdlise enzim2
tica do pigmento isclado de um sistema contendo caseina e gluco
se. O espectro visivel mostrou absortividade crescente com a di
minuigcao do comprimento de onda. A'acidificagéo provocou um de-
créscimo na absorgdo no visivel, ao contrario da adigao de alca
1i que aumentou a absorgao. A alcalinizagao ou a acidificagao -
deslocaram a banda a 270 nm do espectro ultravioleta para uma
regiao de menor energia, além de intensificar a absorgao. O es-—
pectro infravermelho era caracteristico de aglcares e protel -
nas, exceto a banda correspondente i carbonila, gue era mais in
tensa. O pigmento-peptideo-limite apresentou a seguinte reativi

dade:

’—J
K



Reagente Branqueamento - Peso molecular

H202 quente Completo Diminuiu
NaBH4 (temp.ambiente) 45% Pequena alteracgao

NaOC1l — Diminuiu e aumen-

tou a dispersao

l.NaOCl;2.NaBH4 90

2.NaoCl 9

oe

1.NaBH

C
oo
|

47

KHARIN e colaboradores em 1971 (31), mediram por difusometria o
diametro das melanoidinas obtidas aquecendo a refluxo, durante
10 horas, uma solugac de glucose (2,6 M) e glicina (1,3 M). Os
autores concluiram que, aproximadamente, 70% das melanoidinas
tinham diametros de 0,73 a 4,21 nm e o restante, diametros supe

riores a 4,21 nm.

SELEMENEV e colabcradores em 1972 (32), verificaram por eletro-
forese que as melanoidinas obtidas do ag¢lcar invertido exram
constituidas por 13 fragoes: 2 carregadas positivamente e 11
com cargas negativas. Associaram as bandas do espectro infra-
vermelho aos grupos amina, carboxila, carbonila, hidroxila e

as insaturacgoes.

AGARWAL e colaboradores em 1974 (33), identificaram nos espec -
tros infravermelho das melanoidinas obtidas da reagao de gluco-
se com B-alanina, glicina, acido y-aminobutirico e asparagina,
bandas caracteristicas de duplas ligagoes carbono-carbono conju
gadas a carbonilas, B-dicetonas e hidroxicetonas o, f-insature-

das.
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Associaram as bandas a 3500-3400 cm“l aos estiramentos NH as-
simétrico e simétrico. As melancidinas obtidas da B-alanina -
absorveram a 665-800 cm"l gue os autores associaram as vibra-
coes oscilantes fora do plano dos grupos NH de amidas primarias

e secundarias.

BINKLEY em 1974 (34), caracterizou os grupos -OH, CH, C =0 e
ions "Zwitter" por espectroscopia infravermelha e empregando
1 3., . . U ~ .

4C e "H inferiu que os aminoacidos sofreram condensagao e des-

carboxilacao durante a polimerizagao do pigmento isolado do me-

lago de cana.

YOUNG e colaboradores em 1974 (35), obtiveram por filtragao em
gel, a seguinte distribuicao de peso molecular para as melanoi-

dinas obtidas aquecendo glucosaminas:

k., = 1,537 - 0,481 log M

d
onde, kd - coeficiente de distribuicgao;
M - peso molecular.

A filtracdo em gel revelou também a existéncia de material nao

melanoidinico de alto peso molecular.

MOTAI e INOQUE em 1974 (36), sintetizaram melanoidinas aquecendo
a 100°c por 2 horas uma solucao aguosa contendo glicina (0,2 M)
e xilose (0,2 M). Estas melanoidinas eluidas de uma coluna de
celulose DEAE com tampoes de acetato contendo gquantidades cres-
centes de cloreto de sddio, forneceram 8 fragoes. Das analises
dos espectros infravermelho,  das composigoes elementares, das

distribuicdes do peéso molecular e do aquecimento destas fragoes
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em condigoes anaerdbicas, os eautores concluiram que as fragoes
eram resultantes do escurecimento oxidativo e constituiam uma sé

rie homologa de polimeros.

MOTAI em 1974 (37), verificou que os cceficientes de distri-

buicao, k., em gel de dextrana das fragces acima citadas obede~-

dl
ciam a uma relagao linear em funcao do logaritmo da absorcgao a

450 nm das solugoes a 1% das fespectivas fracgoes.

kd = a log A+ Db
e como:
= ' '
kd a' log M + b
que resultam:
A=k, .M%1 (1)
1
al
onde, %1 =
a
b'-b
_ a
kl 10
M = peso molecular.

para a absortividade molar, MOTAI (37) obteve:
a, + 1

a = kl . M

1

O valor de o, & um parametro que representa a estabilidade - das

1
melanoidinas quanto ao escurecimento oxidativo, isto &, para um

mesmo grau de escurecimento, um menor valor de a. sera acompanha

1

do de uma maior polimerizagao. O autor, ainda, verificou que o
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valor de a, era diretamente proporcional, enquanto o wvalor kl
era inversamente proporcional ao peso molecular do composto ami

nico.

Em 1976, MOTAI (38), obteve uma equagao experimental gue rela -
cionava as absorbancias das solucoes a 1% das fragoes das mela-
noidinas obtidas pelo autor e INOUE (3€) e as respectivas visco

sidades intrinsecas (n):

o

A=k, (m ° (11)

Comparando as equacgoes (I) e (II), o autor obteve uma  equagao
(III) similar a de Staudinger que & valida, somente, para uma

série homdloga de polimeros.

(n) = k, M (II1)

O coeficiente a, representa a expansao linear de uma molécula
enrolada aleatoriamente e provavelmente a flexibilidade da ca-
deia que aumenta na oraem inversa de Oy A ausdncia de rotagao
Optica na anadlise da dispersao Optica rotatodoria, levou MOTAI
(41) a concluir gque as melanoidinas formam uma série homdloga

de polimeros de cadeias simetricamente flexiveis.

BARBETTI e CHIAPPINI em 197€¢€ (39), fracionaram por ultrafiltra-
cao e filtragao em gel, as melanoidinas preparadas aquecendo a
refluxo uma solucgao aquosa de glucose (0,33 M)e glicina(0,33 M).

Os autores submeteram uma amostra da mistura,apds 24 horas de

- 18



reagao, a ultrafiltracgao usando diferentes membranas filtran-

tes e obtiveram as seguintes fragoes:

Fracao Peso molecular
U] 1000 - 10000
U2 10000 - 100000
U3 > 100000

As fragoes citadas acima e mais as amostras colhidas em dife-
rentes tempos,foram cromatografadas em uma coluna de peneira mo
lecular. Os autores obtiveram o fracionamento das amostras onde
as fragoes U, e U3'eram homogéneas e a U, era heterogénea, cons
tituida de duas porcgoes de pesos moleculares diferentes. 2 se-

guir estao relacionadas as constituigoes das amostras da mistu

ra de reacao colhidas em diferentes tempos:

Tempo de reagao Fracoes (peso molecular crescente)
(horas) D o B E A

24 ' + + + - +

48 + + - - +

72 + + + + +

96 | + + ++ ++ +

120 - ++ + - +
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Abaixo estao resumidas as fragdes e as respectivas bandas de

absorgao no ultravioleta:

Espectro Bandas (nm) Fracgoes

I - 290 - A(24), A(48)
A(72), B(72), E(72)
A(96), B(96), C(96), E(96)
A(120), Cc(120)

Us
II 255 - - B(24), D(24)
D(48), B(120), Uy
III 255 - 320 C(24)
Iv 255 290 - c(48), c(72), U,
As bandas a 255 290 nm foram associadas a carbonila conjugada

a 1l ou 2 duplas ligagoes.

As fragoes U U, e U, e a mistura reativa apds 24 horas de rea

17 72 3
cao,liofilizadas, apresentaram espectros infravermelho seme-
lhantes onde foram identificadas bandas de absorgao que fo-

ram atribuidas aos seguintes grupos:
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1

Banda (cm ) Grupos

3400 (Forte) OH ligado

2320 (Forte) C = $ - H

2100 (Forte) C = % - H

1600 C = 0 ligado

1550 C=C, C=N, N=N de heterocicli -

cos (pirrdis, pirazinas, pirimidinas)

1500 -CO

2
1380 ‘ —CO2
1300 ROE (estiramento OH)
1020-1050 ROH (estiramento CO)

Em um trabalho subseqliente, ainda em 1976, BARBETTI e CHIAPPINI
(40) , oxidaram com permanganato/carbonato de potassio e com aci
do acdtico/agua oxigenada aquelas melanoidinas obtidas apos
24 horas de reacao (39). Dos produtos da oxidagao foram isola-
dos os acidos glicdlico, oxalico, maldnico, succinico, glutari-
co e 2,5—furano-dicarboxilico, todos identificados por cromato-
grafia de camada delgada em silica gel e por cromatografia gaso
sa dos respectivos derivados ésteres metilicos. Dos resultados
obtidos os autores (40) concluiram que:

1. Existiam um ou mais grupos metilénicos, interrompendo a
policonjugacao na cadeia ou nas ramificagoes;

2. E provavel a participagao do hidroximetil-furfural como

um dos intermediarios na reagao de Maillard.
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GOMYO e HORIKOSHI em 1976 (41), obtiveram melanoidinas aguecen-
do a 950C, durante 36 horas, uma solugao aquosa contendo glici-

na (2 M), glucose (2 M) e NaHCO, (0,2 M). Estas melanoidinas,

3
isoladas por precipitagao com acido cloridrico, tiveram o péso
molecular estimado em 1 x 105 por filtracao em gel (Bio-Gel
P-300) . A titulagao com NaOH, das melanoidinas, indicou a exis-
téncia de 500 prdtons por mol de melanoidina. A analise elemen-
tar sugeriu a existéncia de 4420 atomos de carbono, 5100 de hi
drogénio, 2230 de oxigénio e de 450 de nitrogénio por mol de me
lanoidina. Os autores, tendo em vista os resultados acima men -
cionados, concluiram que os prodotons titulaveis eram provenien-—
tes dos grupos carboxilas dos residuos de aminoacidos, uma
vez que observaram que o pH da inflexao era entre os valores
3 e 4 na titulagao das melanoidinas. Dos estudos feitos da inte
racao das melanoidinas com cations metalicos estimaram as esta-
bilidades dos complexos e os numcros de ions quelados para o

Fe3+-e Cu2+.

MEYBECK em 1977 (42), analisou por métodos instrumentais as me-
lanoidinas sintetizadas aquecendo a refluxo, durante 24 horas,
solugoes aquosas contendo quantidades equimolares (2 e 4 M) de
di-hidroximetil-cetona e diversos aminoacidos. Todas as melanoi
dinas apresentaram espectros ultravioleta semelhantes que nao
foram alterados pela adigao de NH,OH. Apresentaram uma banda a
320 nm. Os aminocacidos com anel aromatico, fenilalanina e tiro
sina, produziram melanoidinas com bandas adicionais a 260 e 270
nm. A alcalinizagao na sintese de algumas melanoidinas nada afe

tou o aspecto geral do espectro infravermelho. Todas as mela -



noidinas absorveram a 3400, 1600 e 1400 cm_l. As melanoidinas

sintetizadas a partir de oa-aminoacidos com cadeia lateral lon-
ga, lisina, leucina e valina e os obtidos de aminoacidos nao vi
cinais, acido 4-aminobutirico apresentaram bandas a 2930 e 2860
cm_l caracteristicas de cadeias hidrocarbdnicas. As melanoidi
nas da alanina apresentaram uma banda a 2970 cm_l atribuida a
grupos metilicos. Nas melanoidinas de aminoacidos nao vicinais
foram identificadas uma banda a 1700 cmml que o autor rela-
cionou a carboxilas. Aminoacidos com anel aromitico produziram
bandas a 750 e 700 cm_l caracteristicas de grupo aromitico. Uma

banda a 1300 cm—l foi relacionada ao grupo metilénico da mela-

noidina da glicina que apresentou a seguinte composicao elemen

tar:
C - 46,7%
H- 5,5%
N - 8,4%
O - 39,4%

O espectro de ressonidncia do spin eletrdnico revelou um COompor -
tamento paramagnético das melanoidinas obtidas da glicina. O au
tor encontrou evidéncias de ser tal propriedade inerente 3as mo-
léculas de melanoidina e resultante de uma estrutura composta

de insaturagoes altamente conjugadas.

LEITE em 1979 (43), assumindo que as melanoidinas obtidas da -
reagao envolvendo glucose e glicina eram globulares, obteve um
peso molecular por filtragao em gel de 8300, usando como pa-
droes proteinas globulares. Este valor esteve de acordo com o

obtido por ultracentrifugagao: 8500 + 500.
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ITI. MATERIAIS

A. Aparelhagem

1. Espectrofotdmetro visivel e ultravioleta:
a) Varian Tectrom, modelo 635D;

b) Pye Unicam, modelo SP800C.

2. Espectrofotdmetro infravermelho:
a) Pye Unicam, modelo SP1000;

b) Perkin-Elmer, modelo 180.

3. Potencidmetro:
a) Metrohm Herisau, modelo E-512 com eletrodo combinado
de vidro Metrohm Herisau, modelo AG-9100;

b) Orion, modelo 701.
4. Cromatografo de gads Pye Unicam, modelo 64, série 104.
5. Hidrogenador de Brown, Delmar Scientific Laboratories.

6. Banho de agua termostatizado (iO,SOC) com agitacgao B.

Braun Melsugen.

7. EspectrofotOmetro de ressonancia magnética nuclear Varian

modelo T60.

B. Reagentes

Foram empregados reagentes puros das marcas Baker, Carlo Er-

ba, Fisher Scientific Co., Merck, Pharmacia e Sigma.
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IvV. METODOS

A. Preparacao das melanoidinas

As melanoidinas foram preparadas em frascos de Erlenmeyer aque
cidos em banho de agua termostatizado empregando diferentes
combinagoes de temperatura, concentragoes de frutose e glicina

e pH. Os reagentes foram dissolvidos em tampao citrato 0,05 M.

TABELA 1 - Preparac¢ao das melanoidinas. Condigoes experimen-

tais e siglas das melanoidinas obtidas.

Temperatura Concentracgao (M)
Melanoidina o PH

(7C) | Frutose  Glicina
FG-70-3-1 70,0 1,25 0,66 3,0
FG-70-6-1 6,0
FG-70-3-2 2,50 1,32 3,0
FG-70-6-2 6,0
FG-80-3-1 80,0 | 1,25 0,66 3,0
FG-80-6-1 6,0
FG-80-3-2 2,50 1,32 3,0
FG-80-6-2 6,0
FG-90-3-1 90,0 1,25 0,66 3,0
FG-90-6-1 6,0
FG-90-3-2 2,50 1,32 3,0
FG-90-6-2 6,0
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Para cada preparagao foi utilizado um frasco controle contendo

frutose nas mesmas condigoes de concentragao, temperatura e pH.

Periodicamente foram feitas medidas das absorbancias das solu-
¢oes a 450 nm e quando necessario os pH foram corrigidos para

os valores iniciais.

As figuras 1 e 2 representam os graficos das absorbancias medi-
das a 450 nm em funcgao do tempo de reag¢ao. A tabela 3 relaciona
as absorbancias finais dos frascos controles medidas a 450 nmn.

As melanoidinas insolaveis em agua foram purificadas por filtra

¢ao e lavagem com agua.

As melanoidinas solluveis foram isoladas, apds dialise contra
agua da mistura de reagao através de uma membrana de celofane,
evaporando a fracao nao dialisavel em evaporador rotatdrio sob

~ . o
pressao reduzida a 50°C.
Os produtos foram dessecados a vacuo sobre silica gel.
As tabelas 4 e 5 relacionam os rendimentos das preparagoes das

melanoidinas.

B. Medida dos consumos de frutose no preparo das melanoidinas

l. Isolamento da frutose

A frutose foi isolada da mistura de reagao por cromatografia as
cendente em papel, usando como sistema de solvente propanol,aci
do formico e agua na proporcao 8:1:2. A regiao correspondente a

frutose foi cortada e o aglcar eluido com agua.
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Da mesma forma foi construida a curva padrao ucando solugoes pa

droes de frutose.

2. Dosagem da frutose

A frutose eluida foi dosada segundo ¢ método descrito por

SOMOGYI (43) e NELSON (44).

A tabela 6 relaciona os consumos da frutcse no preparo das mela

noidinas.

C. Propriedades das melanoidinas

1. Avaliagao do peso molecular das melanoidinas por filtra-

cao em gel de Sephadex

a) Caracteristicas da coluna:
i. Fase estacionaria:
Natureza: Sephadex ¢-1060 fino;
Quantidade: 4,5 g (peso seco).
ii. DimensSgs:
Altura: 30,6 cm;

Diametro: 1,8 cm.
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b) Amostras:
4
TABELA 2 - Avaliagao do peso molecular das melanoidinas por fil
tragao em gel de Sephadex. Quantidade de amostra a-

plicada na coluna e solvente usado na eluicao.

Amostra Peso (mg) Solvente

i. Melanoidina

FG-70-6-1 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
FG-70-6-2 | 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
FG-80-6~1 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
FG-80-6-2 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
FG-90-6-1 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
FG-90-6-2 1,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0

ii. Padroes

Pepsina 1,0 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
Tripsina 1,0 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
o—gquimotripsina 1,0 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
Azul de dextrana 0,5 Tampao acetato 0,01 M, pH 5,0
Mioglobina 1,0 Tampao TRIS 0,1 M, pH 8,0 con

tendo NaCl 1 M

Tripsina 1,9 Tampao TRIS 0,1 M, pH 8,0 con
tendo NaCl 1 M

Albumina 1,0 Tampao TRIS 0,1 M, pH &,0 con
tendo NaCl 1M
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¢c) Fluicgao:
i. Velocidade de eluigao: 3 ml/cm2 . h
ii. Volume dos eluatos: 1 ml
iii. Detecgao da salida das amostras: medida espectrofo
tométrica das absorbancias:
- melanoidinas a 290 nm
- proteinas e azul de dextrana a 280 nm
A tabela 7 relaciona os valores obtidos para a calibragao da co
luna de Sephadex e a tabela 8 os pesos moleculares das melanoi-

dinas soluveis.

2. Composigao elementar das melanoidinas

a) Nitrogénio:
A porcentagem de nitrogénio das melanoidinas foi determinada en

pregando o método descrito por KOCH e McMEEKIN (45) (Tabela 9).

b) Carbono e hidrogénio:
Os teores de carbono e hidrogénio foram determinados pelo"Alfred

Bernhardt Analytische Laboratorien" (RFA) (Tabela 9).

3. Espectros das melanoidinas

a) Espectros infravermelho das melanoidinas:
Os espectros infravermelho das melanoidinas foram obtidos com

as amostras na forma de pastilhas de KBr (Figuras 3 a 15).

b) Espectros visivel da melanoidina FG-90-6-1:
Foram obtidos os espectros de sclugoes da melanoidina FG-90-6-1

a 0,18% em agua, NaOH 0,5 N e HC1 0,5 N (Figura 16).
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c) Espectros ultravioleta da melanoidina FG-90-6-1:

Foram obtidos os espectros de solugoes da melanoidina FG-90-6-1

a 0,05% em agua, NaOH 0,8 N e HC1 0,8 N (Figura 17).

4. Reagoes de caracterizag@o de grupos funcionais das mela -

noidinas

a) Aminas primarias, secundarias e terciarias com tiocia-

b)

c)

a)

e)

nato de potassio recém fundido, FEIGL (46a).

Aminas primarias e secundarias com dissulfeto de carko

no, FEIGL (46b).

Fenol por formilagao, FEIGL (46c).

Formacao de iodofdrmio, SHRINER e FUSON (47a).
Metilcetonas por conversao a indigo, FEIGL (46d).

érupos carbonilas:
i. Reagao com hidreto de boro e sddio:

Sessenta mililitros de uma solugao aquosa alcali-
nizada (pH 10) contendo 50 mg da melanoidina FG-90-6-1
foram tratados com 3,0 g de hidreto de boro e sodio -
sob agitagao durante 120 horas. Destruido o excesso de
reagente com acido cloridrico diluido, a solugao  foi
dialisada através de uma membrana de celofane contra
agua. A fragao nao dialisavel foi evaporada sob pres-

sao reduzida a SOOC. Do produto seco foi obtido o es-

~ pectro infravermelho (Figura 183).

ii. a) Reagao com hidrogénio nascente: zn/at

Vinte miligramas da melanoidina FG-90-6-1 em 100
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g)

ml de agua destilada acidulados com 5 ml de HCIL a 37%,
foram tratados com 1 g de zinco em pd, com  agitacio.
De tempos em temposlforam medidas as absorbancias do
sobrenadante a 450 nm (Figura 19). Completados 90 minu
tos de reagao, o sobrenadante foi dialisado através de
uma membrana de celofane contra agua. Do material nao
dialisavel seco foi obtido o espectro infravermelho -

(Figura 20).

b) Reagao com hidrogénio nascente: Zn/OH

Vinte miligramas da melanoidina dissolvidos em
100 ml de agua destilada alcalinizada com 6,6 ml de
NaOH a 30%, foram tratados com 1 g de zinco em pd, com
agitagao. Até serem completados 90 minutos de reagao,
foram feitas medidas das absorbancias do sobrenadante
a 450 nm (Figura 19). Apds aquéle tempo foram adiciona
dcs mais 1 g de zinco e a reagao continuada por mais
810 minutos, no fim dos quais foi feita a medida da

absorbancia do sobrenadante a 450 nn (Figura 19).

Hidrogenagao catalitica:

Um grama de melanoidina FG-90-6-1, dissolvido em 20
ml de agua destilada, foi submetido & hidrogenacdo ca-
talitica pela sua adicao controlada sobre 6 g de cata-
lisador (platina dispersa a 30% em carvao ativo) sus-
penso em agua. O sobrenadante, separado por filtracazo,
foi evaporado sob pressao reduzida e a 40°C. po mate
rial seco foi obtido o espectro infravermelho kFigura

21).
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O hidrogénio foi gerado em uma camara contendo acido
acético glacial sobre o gual foi adicionado autcmatica
mente, a medida que o hidrogénio era consumido, uma.

solucao de hidreto de boro e sodio.

5. Acetilacgao

a) Com anidrido aceético e acetato de sodio:
Quinhentos miligramas da melanoidina FG-90-6-1 foram
acetilados segundo o procedimento descrito por SHRINER
e FUSON (47b). Foi obtido o espectro infravermelho (Fi

gura 22).

b) Com cloreto de acetila e piridina:

Cinco gramas da melanoidina FG-90-6-1 foram suspensos
em 50 ml de piridina e resfriado em banho de gelo. A
esta solucao foram adicionados 22 ml de cloreto de ace
tila. Apds 12 horas & temperatura ambiente, o excesso
de cloreto de acetila foi destruldo com uma solugao
de bicarbonato de sddio. A piridina fci eliminada por
lavagem do precipitado com uma solugao diluida de aci-
do cloridrico. O produto foi filtrado e secado sobre
pentoxido de fosforo a vacuo. Do produto foram obtidos
os espectros infravermelho (Figura 23) e de ressonan-
cia magnética nuclear (Figura 24). A solubilidade foi
testada em varios solventes e os resultados estdo na
tabela 10.

Os grupos O-acetilas foram determinados usando o méto-
do de Kunz descrito por WHISTLER e WOLFROM (48), porém

3 temperatura ambiente e apds 12 horas de saponificacgao.
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6. Bromagao

Uma solugao contendo 9,92 mg de melanoidina soliivel foi tratada
com 5 ml de agua de bromo saturada, na temperatura ambiente em
um tubo fechado e na auséncia de luz. Apds 5 horas de reacgao,
foi determinado o excesso de bromo, tratando uma aliquota de
4 ml da solugao remanescente com 5 ml de iodeto de potdssioc 1 N
e 5 ml de tampao acetato (10 g de acetato de sddio tri-hidrata-
do, 10 ml de acido acético glacial e 80 ml de agua). O iodo
desenvolvido foi titulado com uma solugao padrao de tiossulfato

de sodio 0,00753 N.

Foi feito um branco em que a melanoidina foi substituida por

agua destilada.

As tabelas 12 e 13 relacionam os resultados obtidos. Do produto

bromado seco foi obtido o espectro infravermelho (Figura 25).

7. Oxidagao com permanganato de potassio em meio alcalino

Cinco gramas da melanoidina FG-90-6-1 e 35 g de permanganato de
potassio foram dissolvidos em 200 ml de agua e o pH elevado a
10 com hidrdxido de sddio. Apds uma semana em repouso a 0°C, o
excesso de reagente foi destruido com sulfito de sddio e¢ o dio-
xido de manganésbresultante foi separado por filtracao. O fil-

trado foi submetido & seguinte seqfiéncia de tratamentos:
i. Extracao com éter etilico;

ii. acidulagao com acido cloridrico e extragao com é&ter
etilico;

iii. extracao com acetato de etila.
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Os extratos obtidos em ii. e iii. foram secados sobre sulfato de

sodio anidro e os solventes evaporados sob pressao reduzida.

Dos acidos obtidos foram preparadcs os ésteres metilicos por re
agao com diazometano. Os ésteres fcram submetidos 3 cromatogra-

fia em fase gasosa nas seguintes condig¢css experimentais:

i. coluna de adipato de polietileno glicol a 10% em
Chromosorb W (HP), 4x1500 mm;
ii. temperaturas:
‘coluna: inicial - 50°C
final - 190°C
programaglio - 4°C/min
isoterma a 19OOC—50 minutos;
detector 2150C;

Lo o}
injector 1087C;
iii. gas de arraste - nitrogénio - 30 ml/min.
Os tempos de retencao foram comparados com padroes de ésteres
metilicos e a identificagao confirmada cromatografando-se a mis
tura dos ésteres dos acidos obtidos contendo o padrao (Figuras
26 a 29).
8. Determinag¢ao de aminas primarias por nitrosagao

A melanoidina FG—-90-6~1 foi tratada com nitrito de sdodio e aci-
do acético e o nitrogénio desenvolvido foi medido segundo o pro

cedimento descrito por VAN SLYKE (49).
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V. RESULTADOS

A. Preparacao das melanoidinas

FIGURA 1 - Preparagao das melanoidinas a pH 6,0. Absorbancias
das misturas de reacao medidas a 450 nm em fungao do
tempo de reacao.

FG-70-6-1 (0); FG-70-6-2 (0O);
FG-80-6-1 (0 ); FG-80-6-2 (&);

" FG-90-6-1 (e); FG-90-6-2 (&).
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FG-80-3-1 (o ); FG-80-3-2 (a):;

FG-90-3-1 (e ); FG-90-3-2 (a).
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TABELA 3 - Preparagao das melanoidinas. Absorbancias finais dos

frascos controle, medidas a 450 nm.

Sistema A(450 nm)
FG-70-6-1 7,60
FG-70-6-2 21,9
FG-80-6-1 8,90
FG-80~-6-2 17,0
FG-90-6-1 11,0
FG-90-6-2 19,7
FG-70-3-1 2,76
FG-70-3-2 3,68
»FG-80—3—1 | 0,528
FG-80-3-2 0,670
FG-90-3-1 . 0,382
FG-90-3-2 0,596
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TABELA 4 -~ Preparagéo das melanoidinas a pH 6,0. Rendimentos emn
melanoidina solGvel em agua nao dialisivel através
de uma membrana de celofane com relagac a quantidade
inicial de frutose (nl), de glicina (n2) e de fruto-

se mais glicina (n3).

oo

Melanoidina
n, n., n3
FG-70-6-1 6,4 28,9 5,2
2 3,9 17,8 3,2
FG-80-6-1 4,9 22,2 ’
2 6,3 28,4 5,1
FG-90-6-1 6,3 28,6 ’
2 7,4 34,2 6,2
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TABELA

5

- Preparagao das melanoidinas a pH 3,0. Rendimentos das
melanoidinas insoliveis em agua com relacdo a quanti-
dade inicial de frutose (nl), glicina (n2) e frutose

) .

mais glicina (n3

oo

Melanoidina
nl n, n3
FG-70-3-1 2,6 11,9 2,2
2 6,4 28,9 5,2
FG-80-3-1 1,2 5,6 1,0
2 4,5 20,4 3,7
FG-90~3-1 0,88 4,0 0,7
2 3,5 15,8 2,8
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B. Medidas dos consumos de frutose no preparo das melanoidinas

TABELA 6 - Medidas dos consumos de frutose no preparo das mela-

noidinas.

Melanoidina Consumo (%)
FG-70-3-1 36
2 28
FG-80-3-1 16
2 ' 37
FG-90-3-1 22
2 27
FG-70-6-1 30
2 37
FG-80-6-1 34
2 41
FG~90-6~-1 29
2 37




el

C. Propriedades das melanoidinas

1. Avaliagac dos pesos moleculares das melanoidinas

por filtragao em gel de Sephadex.

a) Calibracao da coluna de Sephadex G-100 fino.

TABELA 7 - Calibragao da coluna de Sephadex G-100 fino.

Padrao pH Peso molecular log PM Vol.eluigzo
(PM) (+0,5 ml)
Mioglobina 8,0 16890 (°0) 4,228 57,0

a-Quimotri

)
psina 5,0 21500 ®1) 4,332 53,0
L ' (52)
Tripsina 5,0 24000 4,380 50,0
Pepsina §,0 32700 (°3) 4,515 42,0
Pepsina 5,0 32700 (23 4,515 42,0
Azul de
dextrana 5,0 2000000 — 23,0

Conforme os resultados relacionados na tabela 7, foi obtida

seguinte equagao para a calibracao da coluna:

veluigéo
log PM = -0,475 + 5,401
\Y%
externo
onde, V =V (Azul de dextrana).

externo eluicgao

42
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b) Avaliagao dos pesos moleculares das melanoidinas soli-

veis.

TABELA 8 - Avaliacgao dos pesos moleculares das melanoidinas so-

laveis.
Melanoidina Vol.eluigao Vol.eluicao log PM PM x 1077
(ml) Vol.externo
FG-70-6-1 64,5+0,5 2,80 4,071 11,8+0,3
FG-70-6-2 57,5 2,50 4,214 16,4+0,4
FG-80-6-1 65,5 2,85 4,047 11,1+0,3
FG-80-6-2 61,0 2,65 4,142 13,940,3
FG-90-6-1 65,0 2,83 4,057 11,4+06,3
FG-90-6-2 63,0 2,74 4,100 12,6+0,3
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2. Composigéo elementar das melanoidinas

TABELA 9 - Composigao elementar das melanoidinas.
Porcentagem
Melanoidina
Carbono Hidrogénio Nitrogénio Oxigénio

FG-70-6-1 51,11 5,12 6,4 37,3
FG-70~-6~2 50,91 4,88 6,7 37,5
FG-80-6~1 50,24 5,38 6,6 37,8
FG-80-6-2 50,19 5,46 6,0 38,3
FG~-90-6-1 50,69 5,50 6,0 37,9
FG-90-6-2 50,31 5,43 6,2 38,1
Média 50,58 5,30 - 6,3 37,8
FG-70-3-1 55,86 4,40 5,8 33,9
FG-70~3-2 57,07 4,70 5,8 32,4
FG-80~-3~-1 56,76 4,65 6,2 32,3
FG-80-3~-2 57,44 4,74 5,7 32,2
FG-90-3~1 57,59 4,80 5,9 31,7
FG-90-3~2 57,62 4,79 5,7 31,9
Media 57,06 4,68 5,9 32,4
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4. Reagoes de caracterizacao de grupos funcionais

a) Aminas primarias, secundarias, terciarias

com tiocianato de potassio:

O escurecimento do papel com acetato de chumbo indicou desenvol

vimento de HZS’ Portanto o teste foi positivo.

b) Aminas primarias e secundarias com dissulfeto de carbo

no:
Houve desenvolvimento de N2, sendo, portanto, o teste positivo.
c) Fenol por formilagao:

O produto da reagao nao apresentou fluorescéncia quando irradia

do com radiagoes ultravioleta indicando ser o teste negativo.
d) Formagao de iodofdrmio:

O iodofdormio foi caracterizado peloc seu cheiro caracteristico e

pelo ponto de fusdo que foi 119-170°C.
e) Metilcetonas pela conversao a indigo:

Nao houve formagao de indigo indicando ser o teste negativo.
f) Grupos carbonilas:

i. Reagao com hidreto de boro e sddio
O tratamento da melanoidina FG-90-6-1 com hidreto de boro e sd-
dio provocou somente um clareamento parcial da solugao, porém,
nao se observou nenhuma alteragao de relevancia no espectro in-
fravermelho do produto, figura 18, em relacao ao da melanoidina,

figura 13 e 16.
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ii. Reagao com hidrogénio nascente
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FIGURA 19 - Reacao com hidrogénio nascente. Absorbancia do so-

brenadante lida a 450 nm em fungao do tempo de rea
cao.

o zn/H'; o 2Zn/oH”
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5. Acetilacgao
a) Com anidrido acetico e acetato de sodio:

Foi obtido um produto escuro insoluvel em agua, parcialmente so

luvel em clorofdormio e sollvel em sulfoxido de dimetila.

58



TIPTUR WOD BPRITIOOR [-9-06-9Jd BUIPTOURTSOW BP OYjswIsaeIjuTl oxzdoadsd - zz VINOIE

* (IgY) OTPOS ©p O3e3ade o 0D0T3IVE Op

{SNOWIW) HLONITIAVA

(WD) W3IWNNIAYA o I
0 ous ooy 0co oog oort 0094 008} 0003 oo.mw 000¢ 00s¢ 000y
; . f . 3
— - -
R it 0
I b
[ N
bl b
e e 1 ~ kIt
! 1181
i i 03
- R
» oy
.q S s, g
1 v
i . - i
| - P
W _./.(e r\_\ 0 ! N N OO
H { Lohs m i =
i i i .
P 1 i i
i1 B N T :
; ) 5 = 7 08
IS { H n
! | ! o |
», i i
001 i e 001 | I 1 [0 X I I .
e prrrher e e Y e 1w A T A
[+1+14 05 Qe 0% 143 143 0} 6 8 L 9 S 1 4 €

59



b) Acetilacac com cloreto de acetila e piridina:

Na acetilacdo da melanoidina FG-90-6-1 com cloreto de acetila e
piridina foi obtido um produto marrom claro. O seu espectro de
ressonadncia magnética nuclear nao apresentou nenhuma banda aci-

ma de 500 Hz.
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TABELA 10 - Solubilidade da melanoidina FG-90-6-1 acetilada ccm

cloreto de acetila e piridina.

Solubilidade Solvente

Soltvel Metanol
Piridina
Clorofdormio

Sulfoxido de dimetila

Parcialmente sollvel Acetona
Acetato de etila
Benzeno

Tetraidrofurano

Insolivel , Agua

Eter dietilico
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TABELA 11 - Determinacao dos grupos O-acetilas na melanoidina
FG-90-6-1 acetilada com cloreto de acetila e piridi

na. Resultados das titulagoes.

NaOH 0,1 N FG-90-6-1 FG-90-6-1 acetilada HC1 0,108 N
(ml) (mg) (mg) (ml)
25,00 - . - 23,20
25,00 - - : 23,20
25,00 133 - 21,75
25,00 - 133 - 21,70
25,00 - 500 9,30
25,00 - 500 9,30
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6. Bromagao

TABELA 12 - Relaciona os resultados da titulacao com tiossulfa-

to e as massas das melanoidinas.

Na28203 0,00753N Melanoidina

(ml) (mg)

Branco 65,7 —
F-70-1 30,6 15,5
3 : 39,5 12,4
F-80-1 36,6 12,9
3 34,3 11,8
F-90-1 37,9 12,5
3 47,8 8,6

TABELA 13 - Grau de insaturacao tendo como base 100 g de mela -

noidina.
Melanoidina , NQ moles de bromo
adicionados
F-70-1 0,855
’ 3 0,940
F-80-1 0,940
3 0,94Q
F-90-1 0,945
3 0,935
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8. Determinagao de aminas primarias por nitrosacao

No tratamento da melanoidina com acido nitroso houve desenvolvi
mento de nitrogénio. A medida do nitrogénio desenvolvido indi-
cou que 0,42% do peso da melanoidna FG-90~6-1 correspondem ao

nitrogénio de aminas primarias.
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VI. DISCUSSAO

As melanoidinas foram preparadas‘sob condigoes experimentais(Ta
bela 1), semelhantes aquelas usadas em trabalhos anteriores pa
ra o estudo da reagao de Maillard (54), de modo a permitir o re
lacionamento dos resultados. O aumento da concentragao da fruto
se e da glicina teve por finalidade principal o aumento da quan
tidade da melanoidina produzida, ja que o rendimento do proces-
so poderia ser afetado pela atividade da agua. Efetivamente os
dados das tabelas 4 e 5 indicam um aumento pequeno no rendimen-—
to a pH 6,0, porém consideravel a pH 3,0. Em qualquer caso, mes
mo com um consumo de até 41% da frutose (Tabela 6), o rendimen-
to das preparacgoes foi baixo, indicando consideraveis perdas de
carboidratos no processo. Ainda p:los resultados das tabelas 4
e 5, verifica-se que enquanto a pH 6,0 o efeito da temperatura
se aproxima do efeito da concentracgao sobre o rendimento, que &
crescente exceto a 700C, a pi 3,0 o aumento da temperatura pro-

duziu efeitos contrarios, diminuindo o rendimento.

Comparando-se as figuras 1 e 2 com os valores da tabela 3, veri
fica-se que o efeito da caramelizacao sobre a absorbancia final
& muito baixo, podendo ser considerados despreziveis os efeitos

destes produtos sobre a composicao da melanoidina.

O pH empregado na preparagao das melanoidinas & um parametro de
relevancia para a solubilidade das mesmas. As melancidinas pre-

paradas a pH 6,0 sao todas soliveis em agua, enguanto aquelas
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obtidas a pH 3,0 sao todas insolliveis. Em outros solventes nio
aquosos, exceto o sulfoxido de dimetila, nenhuma melanoidina se
mostrou solivel. O efeito do pH sobre o tipo da melanoidina
obtida, pode ser verificado na diferenca entre a composigéo ele
mentar dos produtos obtidos a pH 6,0 e 3,0 (Tabela 8). Enquanto
entre as melanoidinas preparadas a pH 6,0 e entre as preparadas

a pH 3,0, os espectros infravermelho nao indicam ciferengas sig

nificativas, a comparagao entre as melanoidinas obtidas nos
dois pH mostra diferencas na regiao do espectro entre 1220 a
800 cm L.

A insolubilidade em agua das melanoidinas obtidas a pH 3,0 impe
diu um melhor estudo destes compostos, que se limitou a obten -
gao dos seus espectros infravermelho e a determinagao da compo-
sicao elementar. Para as melanoidinas preparadas a pH 6,0, uma
vez comprovada a semelhanga em suas composig¢oes elementares e
espectros infravermelho, outras determinagoes foram feitas esco

lhendo-se como representativa do grupo a melanoidina FG-90-6-1.

Os pesos moleculares das melanoidinas foram determinados por
filtragao em gel de Sephadex, obtendo-se valores entre ll,lxlO3
e ll,8x103 para as melanoidinas preparadas na concentragao mais
baixa dos reagentes e entre 12,6x103 e l6,4x103 para as concen-
tragoes maiores. A elevacao da temperatura de reacao produziu
uma melanoidina de menor peso molecular nas preparacgoes feitas
na concentragao maior dos reagentes. As figuras 1 e 2 mostram

que a taxa de aumento da absorbancia aumentou consideravelmente

tanto com a temperatura como também com a concentragao dos rea-
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gentes indicando que pode ter havido formag¢ao de um maior niime

ro de moléculas de menor peso molecular.

Para uma melhor caracterizacao da estrutura e dos grupos funcio
nais presentes nas melanoidinas, as mesmas foram submetidas a
diversas provas quimicas e os resultados, sempre que possivel,
foram comparados com os respectivos espectros infravermelho ou

ultravioleta.

Examinando-se os espectros infravermelho das melanoidinas cbser
vam-se absorgoes a 3420 cm"l e a 1620 cm_l indicativas da pre-
senca de aminas. O desenvclvimento de st pelo aquecimento da
melanoidina com tiocianato de potassio indica a existéncia de
aminas primarias, secundarias e terciarias. O desenvolvimento
de nitrogénio na presenca de azida de sddio e iodo indica  que
houve a formagao de ditiocarbamatos na reacgao da melanoidina
com dissulfeto de carbono, o que caracteriza a presenca de ami-
nas primarias e secundarias. A presenca das aminas primarias
foi confirmada pela formagao de nitrogénio quando a melanoidina
fol tratada com acido nitroso e a medida do nitrogénio desenvol
vido permitiu determinar a existéncia de 0,030 mols de grupos
aminicos primarios por 100 g de melanoidina. Este valor cor-
responde a 0,42% de nitrogénio que & um valor baixo tendo em
vista que a melanoidina contém 6,0% de nitrogénio e consequente
mente o restante do nitrogénio na melanoidina podera estar sob

forma de aminas secundarias e terciarias.

A banda larga a 1620 cm-l podera ainda incluir absorgoes de gru

pos carbonilicos e duplas C=C de cetonas o, B-insaturadas. De
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fato esta hipdtese é fortalecida pela sua diminuigao e o apare
cimento de uma banda a 1735 cm—l, caracteristica de carbonila -
de cetona saturada, na melanoidina bromada. Na hidrogenagao da
melanoidina com zinco em meio acido houve o aparecimento da ban
da a 1735 cm-l no espectro do seu produto. Neste caso a menoxr
intensidade de absorcgao dessa banda comparada com a banda a
1620 cm—l pode ser justificada pelo fato de que as cetonas o,
B-insaturadas sofrem em uma primeira etapa a redugao da dupla
ligagao C=C e posteriormente a redugdao da carbonila pela reagao
de Clemmensen (55). O grupo carbonila com insaturagao em o & fa
cilmente enolisavel em meio alcalino o que justifica a sua bai-
xa reatividade com hidreto de boro e sddio e com zinco em meio
alcalino que mesmo apds 900 minutos de reagao provocou uma dimi
nuigéo na absorbancia da solugao, medida a 450 nm, de 52%, en-

quanto com zinco em meio acido a diminuicao foi de 86% em 90 mi

nutos de reacgao.

A existéncia de grupos carbonilas o,f-insaturados & também suge
rida pelo espectro ultravioieta da melanoidina (Figura 17) que
apresentou uma banda larga com maximo em 286 nm deslocado para
293 nm e 318 nm pela acidificagao e alcalinizagao, respectiva -
mente. Com a enolizagao em maior extensao no meio alcalino, sao
produzidos intermedidrios em que o carater de dupla ligagcao no

grupo C=0 & diminuido, diminuindo a energia da ligagao.

A ausencia de metilcetonas (R—CO-CH3) foi verificada pela rea-
¢ao da melanoidina com o-nitrobenzaldeido em meio alcalinc. Nao

houve a formagao de iIndigo.
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As bandas a 3420, 1400, 1315 e agquela que se estende entre 1040
e 1100 cm—l, podem ser atribuidas aos alcoois, sendo que a Glti
ma &€ caracteristica de alcoois a, B-insaturados. Seu despareci-
mento e o surgimento de uma banda a 1100 cm-l no produto da hi-
drogenagao catalitica indica a existéncia de alcool secundario

a, B—-insaturado.

A melanoidina foi acetilada com o objetivo de se obter um produ
to mais soliivel em solventes orgadnicos e na tentativa de se ava
liar o nimero devgrupos acetilaveis. A acetilacao foi tentada
por dois métodos: com anidrido acético e acetato de sddio e com
cloreto de acetila e piridina. Pelos dois métodos foram obti -
dos produtos insoliveis em agua, sendo que com o cloreto de ace
tila foi obtido um produto mais claro e mais solivel em solven-
tes organicos do que aquele obtido com anidrido acético. O es-
pectro infravermelho do produto da acetilagao com anidrido acé-
tico nao apresentou bandas caracteristicas de amidas, presentes
no espectro do produto de acetilagéo com cloreto de acetila, a

3420, 1675, 1635 e 1580 cm *

. A melanoidina acetilada com anidri
do acético apresentou um espectro infravermelho onde a banda -
larga a 1225 pode ser atribuida a acetato endlico ou fendlico.A
nao formilagao da melanoidina quando tratada com clorofdrmio e

sulfato de hidrazina em meio de acido cloridrico, elimina a pos

sibilidade da presenca de fendis na melanoidina.

O numero de O-acetilas foi determinado, pelo método de Kunz
(48) , na melanoidina acetilada com cloreto de acetila e piridi-

na. O resultado indicou a presencga de 0,300 mols de grupos O-
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acetilas em 100 g da melanoidina acetilada, o que equivale a

0,343 mols de grupos hidroxilas por 100 g de melanoidina.

Os resultados da tabela 11 mostram que cem gramas da melanoidi-
na neutralizam 0,120 equivalentes de NaOH, o que indica a pre-
senga de grupos acidos na molécula. A auséncia de bandas acima
de 500 Hz no espectro de ressonancia magnética nuclear da mela-
noidina acetilada com cloreto de acetila, em CDCl3, infere a au
séncia de grupos carboxilas, o que leva a admitir o carater

endlico dos. grupos acidos.

O numero de duplas ligagoces pode ser determinado pelo bromo
absorvido pela melanoidina. Os resultados da tabela 14 mostram
que em 100 g de melanoidina existe pelo menos 1% de duplas liga

goes carbono-carbono que podem adicionar bromo.

A precipitagao de iodofdormio quando a melanoidina foi tratada -

com hipoiodito de sddio, sugeriu a présenga das seguintes estru

turas:
CH3 - ?H — R
OH
R—-—C~-~CH, —C—R
2
] It
0 (0]
R~ CH-—CH, — CH — R
| 2 |
OH . OH

O permanganato em meio alcalino pode oxidar alcoois primariocs e

secundarios a aldeidos e cetonas, os quais quando enolisaveis
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podem ser oxidados a acidos carboxilicos (55). Foi possivel i-
dentificar por cromatografia na fase gascsa os ésteres metIli-
cos dos acidos oxalico, malonico e succinico resultantes da oxi

dagao da melanoidina com permanganato em meio alcalino.

Tendo por base os acidos identificados bem como a existéncia de
grupos carbonila e hidroxila‘a, B~insaturados na melancidina e
considerando também o resultado da reacgao com hipoiodito, pode-
riam estar presentes na molécula da melanoidina as seguintes es

truturas:

>c=c—c—CH?—c‘—c=c< (a)
I . !
OH OH
| | I
>C=C—C—CH2—C—C=C< (B)
1 I
o} OH
I , |
>C=C—C-—CH2-—C_-—C=C< (C)
i : ]
o o}

As estruturas A e B por oxidagao com permanganato em meio alca-
lino poderao resultar na estrutura C:

>C=C—C — CH2 - C - C = C<
| |
OH ' OH
KMnO4 I !
—~ >C =C—-C~—-CH, —C—C = C<
OH ] Il
0 0
| | _
>0 =C—C — CH2 — C—-—C = ¢C<
I |
O OH
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A estrutura C por sua vez podera sofrer diferentes transforma-

coes:
I |
1. >c=C—-C-CH, —C~—C=C<
] ' il
o) o)
OH 4
I . I I
S>C=C—-—C=CH, —-C=C —C —
I 2 I
OH OH
KMnO4/OH— ¥
I i
>C = C — CO,H + HO,C — CO,H + HO,C — ? —
acido oxalico
: ! _ I
2. >C=C—C—CH, —C—C = C<
] 2 It
o) o)
OH 44
] | i I
~—C-C=C~-CH,=C=C~—C~
] ] | ]
OH OH

KMnO4/OH_ ¥

| :
- Cll - COZH + HOZC - CH2 - C02H + HOZC - (i -

acido maldnico
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A identificagao do acido succinico na oxidagao da  melanoidina
com permanganato sugere a possibilidade das seguintes estrutu-

ras na melanoidina:

|
>C=C—-C~—CH, — CH2 — C —C = C< (D)

—Cc—-C=c¢ (E)

| . .
C=C—-—C—CH, —CH, —C—C = (< (F)
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VII. CONCLUSOES

A) A composigao e estrutura das melanoidinas preparadas a par-
tir de frutose e glicina, foram determinadas pelo pH do meio
de reagao. Num mesmo pH a concentragdo dos reagentes e a tem
peratura da reagao nao tiveram efeito significativo na molé-

cula.

B) Na formagao das melanoidinas sollveis o aumento da concentra
gao dos reagentes e da temperatura de reagao podem provocar
a formagao de mais moléculas de melanoidina de menor peso

molecular.

C) A alta absortividade das melanoidinas na regiao visivel do
espectro, estd na dependéncia direta de estruturas carbonili
cas o, B-insaturadas, provavelmente formando sistemas com ex

tensa deslocalizagao dos elétrons 7.

D) As moléculas das melanoidinas contém os seguintes grupos fun

cionais: hidroxila, amina, carbonila e insaturagao olefinica.

E) As melanoidinas soliveis contém pelo menos 3 mols de grupos
aminicos primarios, 39 mols de grupos hidroxilas acetilaveis
e duplas ligagoes carbono, carbono capazes de adicionar 107

mols de bromo por mol de melanoidina (PM = 114000).

F) As moléculas das melanoidinas soliiveis podem conter as se-

guintes estruturas:
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G)

H)

>C = C —

I
>C = C - C —(CH

] |
I 2)n” ? Teres
o) OH
] ]
>C=C~—-2C —(CHz)n— C —C = C<
I I
o) )

Os grupos acidos titulaveis presentes nas melanoidinas sold

veis sao representados por hidroxilas endlicas.

Nas melanoidinas sollveis existem pelo menos 14 mols de gru

pos endlicos titulaveis por mol de melanoidina (PM = 11400).
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RESUMO

Foram preparadas melanoidinas usando-se frutose nas concentra
¢oes 1,25 e 2,50 M e glicina 0,66 ¢ 1,32 M, nos pH 3,0 e 6,0
e nas temperaturas 70,0, 80,0 e 90,00C. As melanoidinas obtidas
a pH 3,0, insolGveis em agua, foram isoladas por filtragéo e
aquelas a pH 6,0, soliveis, por diadlise através de uma membrana
de celofane. Dos produtos purificados foram feitas as analises

elementares e obtido os espectros infravermelho.

Nas melanoidinas soliveis foram determinados os pesos molecula-
res e 0s grupos presentes na molécula. Esses dados aliados a
identificacao de alguns produtos da degradagao oxidativa permi-
tiram sugerir algumas estruturas caracteristicas, a saber: ceto
na e alcool o,R-insaturados, B-e y-dicetonas e dialcoois e B-

e y-hidroxicetona.



ABSTRACT

Melanoidins were prepared using 1.25 and 2.50 M fructose, and
0.66 and 1.32 M glycine at pH's of 3.0, and €.0 and at tempera-
tures of 70.0, 380.0, and 90.0°C. The melanoidins obtained at
pH 3.0 were unsoluble in water and were isolated by filtration.
Those obtained at pH 6.0 were water soluble and were purified
by dialysis using a cellophane membrane. Infrared spectra and

elementary analysis were obtained for the isolated melanoidins.

The functional groups and the molecular weights of the soluble
melanoidins were determined. These collected data, together
with the products identified from oxidative degradation led to
suggestions of some possible structures for soluble melanoidins.
The structures proposed are: o, B-unsaturated ketone and al-
cohol, B- and y-diketones and dialcohols, and B- and y-hydroxy-

ketones.



AGRADECIMENTOS

.

Ao Professor André Tosello, Diretor da Faculdade de Engenharia

de Alimentos e Agricola da Universidade Estadual de Campinas.

Ao Professor Paulo Anna Bobbio, pela sua dedicagao na orienta-

cao deste trabalho.

A Sra. Maria Pio Bueno Birolli e Sra. Alice Cavalcante Bres-
sane, funcionarias responsaveis pela limpeza do laboratdrio e
ao Sr. Joao Carlos Tosello, técnico do laboratodrio.

Aos colegas do laboratorio.

Ao Sr. José Pedro Toledo Leite pelo servigo de datilografia.

A Fundagao de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo pela

concessao da bolsa.

94



