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RESUMO

INTRODUCAO: A reacédo de Maillard ocorre em alimentos termicamente processados e
também em sistemas biolégicos, em que é chamada de glicagdo. Esta reacao ocorre
entre grupos carbonilas e grupamentos aminas e tem especial importancia em
alimentos, pois promovem alteragbes sensoriais importantes ao sabor, aroma,
aparéncia e textura. Em sistemas biolégicos, entretanto, podem acarretar mudangas em
estruturas moleculares que favorecem o estresse oxidativo e participam da patogenia
de complicacdes micro e macro vasculares caracteristicas da diabetes, aterosclerose e
doencas neurodegenativas. Os compostos carbonilicos ou produtos da reagdo de
Maillard (PRMs) formados em alimentos contribuem para o aumento do pool endégeno
de compostos carbonilicos. A utilizacdo de substancias ou alimentos que possam
minimizar a formacdo destes compostos pode constituir-se em uma estratégia para
minimizar a sua ingestdo. OBJETIVO: Avaliar o efeito da adi¢do de extrato etandlico de
erva-mate verde na inibicdo da reacdo de Maillard em sistemas modelo alimento.
METODOLOGIA: Foram elaborados modelos de biscoito e lacteos com e sem lipidios.
Os teores de produtos da reagdo de Maillard [furosina (FUR), hidroximetilfurfural (HMF),
carboximetilisina (CML) e produtos fluorescentes (IF)] foram avaliados. O extrato
etandlico foi obtido por extracdo continua a quente da erva-mate verde seca e
caracterizado quanto aos teores de compostos fendlicos, cafeina e saponinas por
cromatografia liquida. A intensidade de fluorescéncia dos sistemas foi avaliada por
espectrofotometria, os teores de FUR e HMF foram analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e de CML por ELISA. RESULTADOS: O extrato etandlico de
erva-mate apresentou 155ug mg™ de fendlicos totais, 76pg mg™ de cafeina, 5pg mg™
de Acido ursélico e 3ug mg™ de Acido oleandico. A formacédo de HMF, FUR e IF nos
sistemas modelo de biscoito ndo foi influenciada pela adicdo do extrato de erva-mate. O
teor de CML do modelo com extrato do sistema de biscoito foi significativamente menor
(p<0,05) em que os outros tratamentos com aquecimento, a porcentagem de inibicéo foi
de 8%. A formacao dos IF nos sistemas modelos lacteos adicionados de extrato foram
significativamente menores (p<0,05) comparado aos modelos lacteos com aquecimento
sem adicdo de extrato, a porcentagem de inibicdo foi de 30% para o modelo sem
lipideos e de 27% para o modelo com lipideos. CONCLUSAO: A adicdo do extrato
etandlico da erva-mate verde foi efetiva em diminuir a reagdo de Maillard nos modelos

de biscoito e lacteos.

PALAVRAS-CHAVES: reagéo de Maillard, sistema modelo alimento, erva-mate



ABSTRACT

INTRODUCTION: the Malillard reaction (MR) occurs in processed foods during heating,
processing and storage and in biological systems, where it is called glycation. The MR is
initiated by the condensation of amino groups of proteins with the carbonyl group of
reducing sugars and has special importance in foods, because they promote sensory
changes important to the flavor, aroma, color and texture. In biological systems, this
reaction are involved in the progression of several diseases, such as diabetes,
cardiovascular complications and neurodegenerative diseases. The Maillard reaction
products contribute to increase the endogenous pool of carbonyl compounds. The use
of substances or foods that can minimize the formation of these compounds may
constitute a strategy to minimize your intake. OBJECTIVES: evaluate the effect of
addition of the ethanolic extract of yerba mate in inhibition of the Maillard reaction in
model food systems. METHODS: were developed cookies and milk models food
systems. The content of Maillard reaction products [Furosine (FUR),
hydroxymethylfurfural (HMF), carboxymethyllysine (CML) and fluorescent compounds
(IF)] were evaluated. The yerba mate extract was obtained by hot continuous extraction
and characterized for the levels of phenolic compounds and saponins by liquid
chromatography. The contents of the fluorescent compounds (IF) was measured by
spectrophotometric method, HMF and FUR were analyzed by high performance liquid
chromatography and the levels of CML by ELISA. RESULTS: The yerba mate extract
contained 155ug mg™ of total phenolics, 76ug mg™ of caffeine, 5ug mg™ of ursolic acid
and 3ug mg™ of oleanolic acid. The formation of HMF, FUR and IF in cookie systems
was not influenced by the addition of the yerba mate extract. The CML content of the
cookie model with yerba mate extract was significantly lower (p<0.05) than the other
treatments with heating. The IF milk models added extract were significantly lower (p
<0.05) than the IF milk models with heating without extract. CONCLUSION: The yerba
mate extract reduced the formation of CML in the cookie system and inhibit the Maillard

reaction in the intermediate stage in milk systems.

KEY WORDS: Maillard reaction, food model systems, yerba mate
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1. INTRODUCAO

1.1 REACAO DE MAILLARD

O escurecimento ndo enzimético foi inicialmente investigado em 1912
pelo quimico Luis Camille Maillard. Esta reacdo tem apresentado um
impacto importante para a ciéncia de alimentos, pois promove alteragdes
sensoriais importantes para a qualidade de alimentos e provoca alteragbes
no valor nutricional (FINOT, 2005).

Os compostos formados por estas reacfes sdo responsaveis por
conferirem sabor, aroma e cor aos alimentos e, portanto, fundamentais para
sua aceitacdo e consumo. Podem apresentar atividades biolégicas positivas,
como atividade antioxidante, antimutagénica e quimioprotetora, e negativas
como diminuicdo do valor nutricional de alimentos, devido ao
comprometimento de amino&cidos essenciais, e possivel potencial toxico.

A reacédo de Maillard caracteriza-se por interacées amino-carbonilo de
natureza ndo enzimatica entre acuUcares redutores ou lipidios oxidados e
proteinas, aminofosfolipideos ou &cidos nucléicos. A via classica da reacao
de Maillard ou glicagcdo (quando a reacdo ocorre nos 0rganismos Vivos)
inicia-se com a formacao da base de Schiff, composto instavel, gerado pela
condensacdo de grupamento carbonila de acucar redutor com um
grupamento amina, oriundo, por exemplo, do aminoacido lisina, composto
especialmente susceptivel a reacdo. Na seqiéncia, a base de Schiff sofre
rearranjos, resultando nos produtos de Amadori, conhecidos hoje como

Produtos Inicias da Reacdo de Maillard que apresentam estrutura mais

14



estavel. Os produtos de Amadori apresentam grupos carbonilas reativos,
gue se condensam com grupos aminas primarios acessiveis dando origem
aos Produtos Avancados da Reacao de Maillard (HODGE, 1953; BARBOSA
et al.,, 2008). Na figura 1 pode ser observado o esquema apresentado por
NURSTEN (2005) baseado na proposta de HODGE (1953) das principais

etapas da reacao de Maillard.

A
Aldose + Ft-l‘\lH2 = v Glicosilamina N-substituida
Bl Rearranjc de
Amadon
1-amino-1-desoxi-2-cetose
c c D l
¥
Bases de Schiff Redutonas Produtos de fissédo
T y (acetol, 2-oxopropanal)
| I E
¥ - D -
AglUcares Dehidroredutonas F |Degraderdo
L ! F||E
HMF ou furfural » Aldeidos
F F
¥ ¥
—cHorémstos amina| =~ Aldbis e N-polimeros livres
G G G G G
¥ ¥
Melanoidinas

Polimeros nitrogenados marrons e copolimeros

Figura 1 — Principais etapas da rea¢&o de Maillard

Reacdo A: condensacdo aguUcar-grupamento amino. Reagdo B: Rearranjo de Amadori.
Reacdo C: Degradacdo de aglicares. Reagdo D: Fragmentagcdo de aclcares. Reacdo E:
Degradacdo de aminoacidos (Degradacdo de Strecker). Reacdo F: Condensacao alddlica.
Reacdo G: Condensagdo amino-aldeido, formacdo de compostos nitrogenados.
HMF=hidroximetilfurfural.
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No organismo vivo, ocorre a reacao de condensacao entre carbonilas
e aminas, a qual é denominada glicacdo e os produtos estaveis formados
sdo chamados Produtos Avancados de Glicagdo ou Advanced Glycation
Endproducts (AGEs). Os AGEs estdo implicados em modificacbes
fisiopatoldégicas que ocorrem na diabetes, ateroesclerose e doencas
neurodegenerativas (MUNCH et al., 1997; GUGLIUCCI, 2000; JANDELEIT-
DAHM et al., 2005; NASS et al, 2007; XANTHIS et al, 2007,
MONTAGNANI, 2008; KRAUTWALD e MUNCH, 2010) e podem causar
danos aos tecidos por modificar a funcdo da proteina devido a alteracdes
em sua estrutura/configuracao, modificar o tecido em si, devido as ligac6es
cruzadas (cross-links) inter e intra-molecular, favorecer a formagéo de
radicais livres e induzir resposta inflamatéria apds ligarem-se a receptores
especificos (VISHWANATH, 1986; NASS et al.,, 2007; URIBARRI et al.,
2007a; TANG et al., 2009).

No diabetes, os danos em proteinas provocados por interagcdes com
carbonilas sé&o as principais causas de doencas relacionadas a diabetes. A
formacdo dos AGEs € observada também no envelhecimento e ocorre
dentro e fora das células. Estes compostos estdo envolvidos na patogenia
da maioria de complicagcdes do diabetes como nefropatias e doencas
vasculares. Durante o envelhecimento, quantidades crescentes de AGEs
sao detectadas em muitos tecidos mas em pacientes com diabetes detecta-
se quantidades significativamente maiores de AGEs. Além dos AGEs

formados endogenamente, a ingestdo de alimentos que contenham
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“AGEs”, ou produtos da reacdo de Maillard, contribui para o aumento da

quantidade de AGEs nos tecidos (NASS et al., 2007).

1.2 PRODUTOS DA REACAO DE MAILLARD, SAUDE E DIETA

As reacBes de escurecimento ndo enzimatico e a formacdo de
produtos da reacdo de Maillard (PRMs) ocorrem facilmente quando
alimentos s&o processados em temperaturas superiores a 100°C e sé&o
influenciadas por fatores como pH, tempo, temperatura, atividade &gua,
composicdo do sistema, entre outros (BALTES, 1982; AMES, 1990). Esta
reacdo é importante para a aceitacdo sensorial de varios alimentos como
paes, leite em po, cereais matinais, café, bolos, carnes, entre outros.

A comunidade cientifica vem discutindo a relacdo entre os PRMs
presentes nos alimentos atuando como “glicotoxinas” nos organismos. Ainda
assim, o papel dos PRMs presentes nos alimentos/dietas na saude € pouco
conhecido (KOSCHINSKY et al., 1997; ZHENG et al., 2002; SOMOZA, 2005;
BAYNES, 2007; MONNIER, 2007; VLASSARA et al., 2007; XANTHIS et al.,
2007; ROBERT et al., 2011).

Muitos estudos tém mostrado que os produtos da reacdo de Maillard
presentes na dieta elevam o0s niveis séricos de AGEs e que estdo
positivamente correlacionados com aumento do estresse oxidativo,
disfun¢des organicas e aumento dos niveis de moduladores inflamatérios
(CAl et al., 2008; VLASSARA et al., 2008). Outros estudos identificaram que
o consumo de PRMs por ratos esta associado a sintese de citosinas

inflamatdrias (TNF-a e proteina C reativa) e ao desenvolvimento de
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nefropatologias (LIN et al., 2003; VLASSARA e PALACE, 2003; SANDU et
al., 2005; URIBARRI et al., 2007hb).

SCHMIDT e colaboradores, em 1992, identificaram 0s receptores de
AGEs (RAGEs), foi observado que células endoteliais apresentavam
moléculas especificas na superficie que mediavam a interacdo AGE-
endotélio. Desde entdo, este receptor vem sendo intensamente estudado
(TESSIER, 2010).

O RAGE pertence a familia das imunoglobulinas de superficie celular,
as regifes para o fator nuclear-kB e para a interleucina-6 estédo localizadas
no gene promotor do RAGE controlando a expressdo desse receptor e
associando o RAGE as respostas inflamatorias. O RAGE é minimamente
expresso em células epiteliais, neuronais, vasculares e inflamatérias sob
condi¢cBes fisiologicas. No entanto, sua expressdo estd aumentada em
macrofagos, mondcitos, células musculares lisas, células endoteliais e
astrocitos sob condicdes de excesso de AGEs (MAHAJAN et al., 2009;
RAMASAMY et al.,, 2009). Este receptor esta envolvido em processos
patologicos da diabetes, envelhecimento, inflamacdo, neurodegeneracao e
tumores (YAN et al., 2010). Na figura 2 pode ser observado como os AGEs

modulam os danos aos tecidos.
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MEMBRANA DE BRUCH
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Transcrigdo de DNA
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Figura 2 — Esquema do envolvimento do RAGEs em danos aos
tecidos (GLENN e STITT, 2009).

TNFa: fator de necrose tumoral, TNFaR: receptor do TNFa, NO: Oxido nitrico, Oz: Oxigénio, IkBa:
Inibidor do kB, NFk@: fator nuclear kappa B, AP1: proteina ativadora 1, JNK: Jun N-terminal quinase,
MAPK: Proteina quinase mitdgeno-ativada, MCP-1: Proteina quimioatratora de mondcitos 1, IL1a:
Interleucina 1 Alfa, IL1B: Interleucina 1 beta, IL-6: Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, IL -10:
Interleucina 10, VCAM: Molécula de ades&o vascular 1, sSICAM-1: Molécula intracelular de adesé&o-1,

VEGEF : Fator de crescimento endotelial vascular, TGF-f3: Fator de crescimento transformador beta.

A interacdo AGE-RAGE ativa transcricdo do NF-kB, acarretando ao
subseqguente aumento da expressao de seus genes-alvo, como endotelina-1,

VCAM-1, selectina E, fator tecidual, trombomodulina, VEGF e de citocinas
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pré-inflamatérias que incluem a interleucina-la (IL-1a), IL-6 e o fator de
necrose tumoral-a, além do préprio RAGE. O bloqueio do RAGE, por sua
vez, inibe a ativacdo do NF-kB. Os AGEs ligados aos seus receptores levam
a disfuncdo endotelial, ativacdo acelerada de macrofagos para as células
espumosas, diminuicdo da flexibilidade das células musculares lisas,
comprometendo a complacéncia arterial e torna a fracdo LDL-colesterol
mais sensivel a oxidagdo (GLENN e STITT, 2009; YAN et al., 2010).

A dieta € considerada a principal fonte exégena de PRMs e pode
exercer importante influéncia no desenvolvimento de diversos quadros
patolégicos, especialmente da diabetes. Embora ainda nédo se conheca
quais PRMs sado absorvidos no intestino, sabe-se que uma pequena
proporcdo alcanca a corrente sanguinea e é excretada pela urina e que
estes compostos sédo afetados por enzimas digestivas e pela microbiota do
intestino (NASS et al., 2007).

LIN e colaboradores (2003) demonstraram que uma dieta restritiva em
PRMs pode prevenir complicacdes vasculares do diabetes como nefropatias
e reduzir a incorporacdo de AGEs nos tecidos. Ratos diabéticos e nao
diabéticos foram submetidos a dietas com alto teor de PRMs (12.500 U/mg)
e a dietas com baixo teor de PRMs (2.700 U/mg) durante dois meses. O
grupo de ratos diabéticos que recebeu dietas com baixo teor de PRMs
apresentou niveis séricos de AGEs menores, numero reduzido de células
inflamatorias e menor leséo vascular que o grupo que foi submetido a uma

dieta com altos teores de PRMs.
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URIBARRI e colaboradores (2005) analisaram a dieta de 90 individuos
norte americanos durante trés dias e identificaram um consumo diario de
PRMs em torno de 16.000 kU. Neste mesmo estudo, o consumo de PRMs e
os niveis plasmaticos de carboximetilisina dos individuos foram analisados e
foi encontrada uma correlacéo significativa entre teor de PRMs na dieta e
niveis plasmaticos de AGEs elevados. E um subgrupo de individuos
expostos a uma dieta com teores de PRMs reduzidos apresentou uma
reducado de 30- 40% nos niveis de AGEs séricos. Os autores concluiram que
uma dieta rica em PRMs como a dieta do norte americano contribui
significativamente para o aumento do pool de AGEs enddgenos.

Os beneficios de uma dieta restritiva em ‘glicotoxinas’ também foram
reportados por CAIl e colaboradores (2007). Os autores demonstraram que
animais submetidos a uma dieta com reducdo de 50% no total de PRMs
presentes em uma dieta regular (300.000 U) apresentaram reducdo do
estresse oxidativo, menor dano renal, melhora na resisténcia a insulina, na
albumindria e glomerulosclerose, maior expectativa de vida e menor
expressao dos receptores de AGEs (RAGE) nos tecidos.

A literatura ressalta o papel dos AGEs no desenvolvimento de diversos
quadros patologicos da diabetes. A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca
decorrente da falta de insulina ou da incapacidade da insulina de exercer
adequadamente os seus efeitos. Suas complicacdes cronicas decorrem de
alteracdes micro e macrovasculares que levam a disfuncéo, dano ou faléncia
de varios orgaos. A DM é considerada uma doenga cronica de alta

prevaléncia no Brasil e € um problema de saude publica, a prevaléncia da
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DM estd aumentando de forma exponencial, adquirindo caracteristicas
epidémicas em varios paises, particularmente nos paises em
desenvolvimento, e acredita-se que mudancas no meio ambiente e no
comportamento humano justifiqguem esse fendmeno (SBD, 2002; WILD et al.,
2004; OLIVEIRA et al, 2010). A taxa de mortalidade e morbidade
associadas a diabetes representam grande impacto econémico e social em
diferentes grupos etarios e regides geograficas.

O desenvolvimento de doenca microvascular especifica na retina, no
glomérulo renal e nos nervos periféricos, bem como a doenca macrovascular
aterosclerotica caracterizam as complicacdes da diabetes. A hiperglicemia é
o fator primario desencadeador dessas complicacbes micro e
macrovasculares, sendo a formacdo enddgena dos produtos de glicacao
avancada um dos principais mecanismos responsaveis pelos danos
celulares e teciduais observados nessa doenca (BARBOSA, et al., 2009;
GUL et al., 2009; NOZYNSKI et al., 2011; WANG et al., 2012).

Frente aos efeitos adversos relacionados aos AGEs/PRMs presentes
na dieta, os quais somam-se ao pool de AGEs enddgenos, favorecendo o
surgimento e a progressdo das complicagbes do diabetes, tem-se
recomendado uma dieta com menores teores de PRMs. Estudos sugerem a
ingestao de 16.000 U PRMs/dia como uma ingestao segura de PRMs, porém
estes valores ndo sao considerados uma recomendacao de ingestao diaria
de PRMs e estudos prospectivos ainda sdo necessarios para que se possa
determinar uma recomendacao de ingestdo diaria de PRMs (XANTHIS et al.,

2007).
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Considerando os possiveis efeitos negativos provocados pelos PRMs
presentes nos alimentos, a inibicdo da formacdo destes compostos em
alimentos constitui alternativa para reduzir a sua ingestdo uma vez que o
consumo de alimentos ricos em PRMs como salgadinhos fritos, café,
biscoitos, leite e derivados, carnes, entre outros, tem aumentado
significativamente nos ultimos anos devido a alteracdes no padréo alimentar

da populacéo (DELGADO-ANDRADE et al., 2007).

1.3 PRODUTOS DA REACAO DE MAILLARD EM ALIMENTOS

A reacdo de Maillard € a reacdo quimica mais importante do
processamento de alimentos provocando alteragdes no sabor, aroma, cor e
textura. Varios fatores influenciam a reacdo e podem ser considerados como
variaveis de processamento e de armazenamento. A modificagcdo destas
variaveis tem sido utilizada para modificar a reacdo e, consequientemente,
para afetar os atributos de qualidade dos alimentos a fim de produzir
alimentos sensorialmente mais aceitos pelos consumidores (AMES, 1990;
YU e ZANG 2010).

GOLDBERG e colaboradores (2004) demonstraram que alimentos
termicamente processados apresentam altos teores de PRMs. Exemplos:
améndoas torradas (66,5 kU/g), manteiga (265 kU/g), maionese (94 kU/qg),
peito de frango grelhado por 15 minutos (58 kU/qg), peito de frango frito por

15 minutos (61 kU/g), carne bovina grelhada por 15 minutos (60 kU/g), atum
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assado por 40 minutos (6 kU/g), atum grelhado por 10 minutos (51 kU/g),
queijo tipo americano (87 kU/g), queijo tipo brie (56 kU/g), ovo frito (27 kU/Q),
tofu cru (8 kU/g), tofu assado (41 kU/g), leite de vaca (0,05 kU/mL), leite
humano (0,05 kU/mL), férmulas infantis (4,86 kU/mL) e pao com miolo
(0,54 kU/qg).

A formacao de cor € a primeira alteracdo que se observa no alimento
durante a reacdo de Maillard e € atribuida a formacdo de melanoidinas, que
sdo polimeros nitrogenados com coloracdo marrom. As melanoidinas séo
responsaveis pela coloracdo escura de alimentos como café, cacau, pao,
biscoitos, entre outros. O escurecimento de alimentos nem sempre é
desejavel como no caso de sucos, chocolate branco e leite (WANG et al.,
2011). Dados da literatura vém relacionando alteracbes de cor devido a
reacao de Maillard e formacdo de compostos com atividade antioxidante. No
geral, a formacdo de melanoidinas tem sido frequentemente associada a
formacdo de compostos com atividade antioxidante (MANZOCCO et al.,
2001; ZIELINSKI et al., 2010; ZENG-YAN et al., 2011).

As alteracdes no sabor/aroma provocadas pela reacdo de Maillard
dependem: (1) do tipo de acucar e aminoacidos envolvidos e (2) do teor de
agua, da temperatura, tempo e pH da reacdo. O primeiro fator determina o
tipo de compostos formados e o segundo fator influencia a cinética da
reacao (VAN BOEKEL, 2006). Os estagios intermediarios e finais da reacéo
sdo 0s mais importantes para formacédo de sabor/aroma, especialmente, a
degradacdo de Strecker, na qual aminoacidos sdo degradados

(STANIMIROVA et al., 2011).
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A textura € o resultado de muitas interacbes complexas de
componentes da matriz e o processamento pode interferir estas interacoes
de modo favoravel ou ndo. A reacdo de Maillard modifica a textura dos
alimentos por meio de ligacdes cruzadas (cross-links) entre proteinas, o que
altera as propriedades funcionais das proteinas. A modificacdo da
quantidade e natureza das proteinas nos alimentos € um meio pelo qual a
industria de alimentos tem manipulado a textura de alimentos durante o
processamento (GERRARD, 2002). No entanto, pouco se sabe sobre a
extensdo da ligacdo cruzada provocada pela reacdo de Maillard em
alimentos processados, o impacto desse processo sobre a qualidade dos
alimentos e como a reacdo pode ser controlada para maximizar a qualidade
dos alimentos.

Os marcadores utilizados para avaliacdo da perda nutricional de
alimentos termicamente processados e indicadores da reacdo de Maillard
em alimentos sédo furosina (FUR), hidroximetilfurfural (HMF),
carboximetilisina (CML) e produtos fluorescentes (ERBERSDOBLER e
SOMOZA, 2007).

A furosina (e-N-2-furoilmetil-l-lisina) (Figura 3) é gerada por meio da
hidrélise acida dos compostos de Amadori (precursores da formacéo dos
AGESs). Estes compostos sao formados pela interacdo do grupo g€-amino da
lisina com glicose, lactose ou maltose resultando respectivamente em
frutoselisina, lactuloselisina e maltoloselisina com consequente perda do
grupamento amino no inicio da reacdo de Maillard. Por esta razdo, a

estimativa do dano das proteinas causada pelo aquecimento € geralmente
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baseada na determinacdo da quantidade de furosina formada durante a
hidrolise acida dos alimentos (GUERRA-HERNANDEZ et al., 1999; RADA-
MENDOZA et al., 2004; DELGADO-ANDRADE et al., 2005). A furosina é o
mais especifico e mais importante indicador da fase inicial da reacdo de

Maillard.
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Figura 3 - Estrutura quimica da furosina

O hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfural) (Figura 4) €& um
composto intermediario da sequéncia da reacdo de Maillard também
formado pela degradacdo de acucares (frutose e glicose) a altas
temperaturas (RUFIAN-HENARES et al., 2001). O HMF tem sido estudado
em produtos alimenticios principalmente por ter sido associado a efeitos
mutagénicos, danos ao DNA. Além disso, seus derivados como 5-
clorometilfurfural e 5-sulfoximetilfurfural revelaram-se cititoxicos, genotoxicos
e carcinogénicos (SURH e TANNENBAUM, 1994; GLATT et al., 2005;

TEIXIDO et al., 2006).
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Figura 4 - Estrutura quimica do hidroximetilfurfural

A carboximetilisina (Ne-carboximetilisina) (Figura 5) € um dos melhores
indicadores de produtos finais da reacdo de Maillard e da qualidade
nutricional de produtos que sofreram forte tratamento térmico (GOLDBERG
et al., 2004; CHARISSOU et al., 2007; HULL et al., 2012). A CML pode ser
formada pela oxidacdo da furosina, a partir do metilglioxal, da peroxidacao
lipidica ou pelo glioxal, um produto da autoxidacdo de acucares (AMES,
2008). A CML pode ser sintetizada também in vivo, em sistemas bioldgicos.
Esta substancia estd associada a fisiopatologia de varias doencas
degenerativas, estresse oxidativo, mediadores inflamatorios e complicacdes
vasculares em diabéticos pela ligacdo da CML em receptores RAGE
presentes em mondcitos, macroéfagos, células nervosas e epiteliais

(YAMAGISHI, 2011).

HOOC

Figura 5 - Estrutura quimica da carboximetilisina
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A determinacédo de compostos fluorescentes é utilizada como marcador
de estagios intermediarios da reacdo de Maillard. Substancias fluorescentes
sao precursores de pigmentos marrons formados no estagio final da reacéo
e apresentam diferentes estruturas quimicas (MORALES e Van BOEKEL,
1997).

A investigacdo dos efeitos da reacdo de Maillard em sistemas modelo
alimento lacteo submetido a tratamento térmico e em sistemas modelo de
biscoito constitui interesse especial pois esta reacdo afeta o valor nutricional
de proteinas, gera compostos anti-nutricionais, modifica as caracteristicas
sensoriais e propriedades funcionais destes alimentos e derivados. O leite é
um alimento muito susceptivel a formacdo de PRMs durante o
processamento térmico como a pasteurizacdo e tratamento UHT (Ultra High
Temperature). A reacdo entre lactose e lisina € uma das reacdes de Maillard
mais relevantes para a perda nutricional deste alimento (FERRER et al.,
2000; BIRLOEZ-ARAGON et al., 2002; 2004). Os biscoitos também sé&o
alimentos susceptiveis a rea¢do de Maillard durante o processamento, pois
sdo submetidos ao aquecimento e a maioria dos componentes dos biscoitos
sdo a farinha de trigo, o aclcar e a gordura. Durante o processamento
térmico ocorre degradacao de acgucares e acumulo de PRMs como furfural
(AMEUR et al., 2006; 2007).

A reducéo da formacgdo de PRMs nos alimentos seria uma alternativa
para reduzir a ingestdo destes compostos uma vez que alimentos com

produtos da reacédo de Maillard sdo amplamente consumidos e contribuem
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significativamente para o aumento da ingestdo de PRMs e do pool enddgeno

de AGEs.

1.4 ERVA-MATE E INIBICAO DA FORMACAO DE PRODUTOS DA

REACAO DE MAILLARD

A erva-mate é uma arvore nativa da América do Sul. A extracdo da
erva-mate gera cerca de 710 mil postos de trabalho diretos, com um volume
de recursos da ordem de 180 milhfes de reais por ano. Segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, o Brasil produziu 227.462 toneladas de
erva-mate no ano de 2010 na regido Sul, maior regido produtora de erva-
mate no Brasil. A implantacdo e manutencdo de ervais em areas de
preservacdo da mata atlantica sdo importantes atividades agricolas com
vistas ao desenvolvimento sustentavel.

O consumo de bebidas a base de erva-mate remonta de centenas de
anos. A propriedade estimulante desta planta era conhecida pelos indigenas
antes da chegada dos europeus na Ameérica. Sua utilizacdo na medicina
popular e por herboristas é recomendada para artrite, cefaléia, constipacao
intestinal, reumatismo, obesidade, fadiga, edema, hipertensdo, digestao
lenta e disturbios hepaticos. Devido a isto, a erva-mate encontra-se inclusa
em importantes farmacopéias como a Martingdale e a British Herbal
Pharmacopoeia (ANESINI et al., 2005).

As xantinas: cafeina e teobromina, o0s compostos fendlicos,

principalmente 0Ss acidos cafeoilquinicos ou clorogéncios
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(MAZZAFERA,1997; CARINI,1998; FILIP et al., 2001; BASTOS et al., 2005;
BASTOS et al.,, 2006; BRAVO e LECUMBERRI, 2007), e as saponinas
(PIRES et al., 1997; MARTINET et al., 2001; GNOATTO et al., 2005) sao

responsaveis por varios dos efeitos farmacoldgicos citados.

A atividade antioxidante da erva-mate é atribuida aos compostos
fendlicos presentes em sua composicdo, 0s principais sao 0s acidos
fendlicos, sendo mais abundantes os acidos clorogénicos, seguidos dos
derivados do acido hidroxicinamico e, por ultimo, os flavonoides (sendo a
rutina o flavonéide mais abundante nessa classe).

Extratos de erva-mate verde sdo capazes de atuar como agentes anti-
glicacdo, inibindo a acdo do metilglioxal mesmo em concentracdes
equivalentes aquelas de aminoguanidina, um agente anti-glicacdo sintético.
Um dos trabalhos que demonstram este efeito utilizou modelos contendo
antitrombina Ill e palminogénio-plasmina, proteinas ricas em residuos de
lisina e arginina que sofrem o ataque de acucares redutores, 0 que leva a
diminuicdo de sua atividade. Neste trabalho foi utilizado extrato aguoso néo
sendo possivel avaliar quais mecanismos ou substancias atuam como
agente anti-glicacédo (GUGLIUCCI e MENINI, 2002). Em 2005, LUCENFORD
e GUGLIUCCI avaliaram atividade anti-glicacdo de extratos aquosos de
erva-mate e cha verde (Camelia sinensis) empregando sistema modelo em
gue a albumina sérica bovina (BSA) foi incubada com metilglioxal e os AGEs
formados foram dosados por fluorescéncia (espectrofotometria). Foi avaliada
também a perda de fluorescéncia do triptofano apds incubacdo com o

metilglioxal na presenca ou auséncia dos agentes inibidores de glicagao.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi utilizada para avaliar o
desenvolvimento de ligagbes cruzadas, que levam a mudancas
conformacionais da BSA, o que interfere na sua mobilidade eletroforética.
Concluiu-se que o extrato aquoso de erva-mate exerce acao anti-glicacédo de
maneira dose-dependente similar a acdo da aminoguanidina. O mesmo

efeito ndo foi observado para o cha-verde.

GUGLIUCCI e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos anti-glicacao
de alguns compostos bioativos presentes na erva-mate, acido cafeico, acido
5-cafeolquinico e &cido oleandlico, utilizando os sistemas modelo albumina
bovina sérica e histonas de feto bovino. Os autores concluiram que o acido
cafeico e o acido 5-cafeolquinico s@o responsaveis pela atividade anti-

glicacdo da erva-mate.

A avaliagédo da atividade de inibicdo de glicacdo de extratos Cyperus
rotundus e de Teucrium polium, assim como flavondides glicosideos isolados
do extrato etandlico de Stelechocarpus cauliflorus em sistema modelo
contendo frutose e albumina, apresentou resultados positivos tanto para o
decréscimo da formacdo de AGEs quanto para a prevencdo de dano
oxidativo as proteinas (ARDESTANI e YAZDANPARAST, 2007;
WIRASATHIEN et al., 2007). Outros extratos vegetais como de tanchagem
(Plantago asiética), feijao-mungo (Vigna radiata), maracuja-doce (Passiflora
alata), maracuja (Passiflora edulis), crisantemo (Chrysanthemum sp.) e
folhas de goiaba (Psidium guajava L.) também apresentaram atividade anti-

glicagcdo em sistemas modelo contendo albumina (CHOI et al., 2008; PENG

31



et al., 2008; RUDNICKI et al., 2007; TSUIJI-NAITO et al., 2009; WU et al.,
2009).

Os possiveis mecanismos de inibicdo da formacdo de produtos da
reacao de Maillard e/ou glicacdo baseiam-se na (1) captura de radicais livres
gerados em estagios iniciais da reacao, (2) bloqueio de grupos carbonilicos
ou dicarbonilicos reativos provenientes de acgUcares redutores, bases de
Schiff ou produtos de Amadori, (3) quebra de proteinas ligadas (cross-links)
e (4) bloqueio de receptores de AGEs (ZIEMAN e KASS, 2004; WU et al.,

2011).

1.5 JUSTIFICATIVA

Ha uma inter-relacdo entre as reacdes oxidativas, que envolvem
compostos carbonilicos, formados pela reacdo de Maillard, e ambas alteram
a estrutura e propriedades de acucares, proteinas, lipideos, vitaminas e DNA
em alimentos e em sistemas biolégicos.

O aumento do consumo de alimentos termicamente processados tem
resultado em progressivo aumento da ingestdo de PRM, cujas atividades
biolégicas ndo sao bem conhecidas, embora se reconheca seu papel
prejudicial com relacdo a diabetes e a insuficiéncia renal.

A pesquisa sobre extratos de plantas que possam ser consumidos de
forma segura e que reduzam a formacgao de produtos da reacdo de Maillard

em alimentos pode contribuir para a reducdo da ingestdo de PRMs e
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favorecer aspectos de prevencao relacionados as complicacdes a saude

causada por estes produtos.

1.6 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicdo de um extrato de erva-mate verde em
sistemas modelo alimento na inibicdo da formagéo de produtos da reacéo de

Maillard.

1.6.1 Objetivos Especificos

» |dentificar e quantificar os compostos presentes no extrato etandlico
de erva-mate;

= Avaliar se 0 extrato etandlico de erva-mate em sistemas modelo
contendo lactose e caseina, com ou sem lipidios, € capaz de diminuir
o teor de furosina, hidroximetilfurfural, carboximetilisina e produtos
fluorescentes;

e Avaliar se o extrato etandlico de erva-mate em sistemas modelo
contendo farinha de trigo é capaz de diminuir o teor de furosina,

hidroximetilfurfural, carboximetilisina e produtos fluorescentes.
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2. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE
ERVA-MATE (llex paraguariensis)

A llex paraguariensis, espécie popularmente conhecida como erva-
mate, € nativa da América do Sul e tem sua area de ocorréncia natural
restrita. O Brasil € o maior produtor mundial com uma producéo de 425.641
toneladas no ano de 2010 (FAO, 2012), sendo a regido Sul do pais a maior
produtora do pais, além de consumidora devido a tradicdo do chimarrdo. A
erva-mate € um produto constituido exclusivamente pelas folhas e ramos,
das variedades de llex paraguariensis, na forma inteira ou moida obtidos por
meio de tecnologia apropriada, segundo a legislacéo brasileira (MINISTERIO
DA SAUDE, 1998).

As folhas da erva-mate sao utilizadas na preparacdo de bebidas
consumidas em larga escala, no Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil na
forma de chimarrdo (infusdo da erva com agua quente servida em cuias),
tereré (maceracdo da erva em agua fria ou gelada) e cha-mate (infusdo da
erva-mate torrada).

As atividades farmacologicas e os beneficios a salude associados a
erva-mate sao atribuidos a presenca de xantinas (cafeina e teobromina),
compostos  fendlicos, principalmente os acidos cafeoilquinicos
(MAZZAFERA,1997; CARINI,1998; FILIP et al., 2001; BASTOS et al., 2005;
BASTOS et al., 2006; BRAVO e LECUMBERRI, 2007), e saponinas (PIRES

et al.,, 1997; MARTINET et al., 2001; GNOATTO et al., 2005).
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A presenca de acidos fenodlicos na erva-mate foi relatada em 1935
quando Woodard e Cowland (apud ALI-KARIDIS, 1987) reportaram a
presenca de uma substancia chamada de coffetannin, que quando
hidrolisada, resultava em acido cafeico.

Os acidos clorogénicos pertencem a familia dos acidos cinamicos que
contém uma série de 4cidos trans-cindmicos em sua estrutura e Sao
formados pela esterificacdo do acido quinico com um dos seguintes acidos
trans-cinamicos: o acido cafeico (3,4-di-hidroxicinamico), o ferulico (3-metoxi,
4-hidroxi), sinapico (3,5-dimetoxi, 4-hidroxi) ou o p-cumarico (4-hidroxi)
(BASTOS et al., 2007a; BASTOS et al., 2007b). Mono e di-ésteres de acido
cafeico (acidos cafeoilquinicos), acido p-cumarico, acidos p-cumaroilquinicos
e &acido ferdlico (feruloilquinicos) sdo os principais acidos fendlicos
encontrados na erva-mate (BASTOS et al.,, 2007a; DUGO et al., 2009). Os
derivados de cafeoil (a4cidos cafeoilquinicos) encontrados na erva-mate
incluem o &cido cafeico, acido clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico), acido
neo-clorogénico, acido crypto-clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido
3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico (FILIP et al., 2001; MEJIA et
al., 2010).

Cafeina (1,3,7-trimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) sao
alcaléides purinicos presentes nas plantas. Dentre estes compostos, a
cafeina esta presente em maior quantidade na erva-mate. GNOATTO et al.
(2007) e REGINATTO et al. (1999) detectaram em amostras de erva-mate
teores de cafeina de 0,8% e 0,6%, respectivamente, e de teobromina de

0,1%.
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A cafeina esta relacionada com efeitos estimulantes no sistema nervoso
central, com funcdes cardiacas, renais e musculares. O efeito no sistema
nervoso central melhora as atividades mentais (BOKUCAHA e SKOBELEVA,
1980; CONNOLLY e KINGSBURY, 2010; REVELLE et al., 2012). GLADE
(2010) publicou em uma recente revisao que o consumo de cafeina nédo esta
relacionado apenas com atividades no sistema nervoso central mas tambéem
com aumento da disponibilidade de energia, aumento do gasto energético
diario, diminuicdo da fadiga, melhora do desempenho fisico, melhora do
desempenho cognitivo, aumento da capacidade de concentracdo, aumento
da memoria a curto prazo, entre outros.

As saponinas sdo um grupo de compostos 0s quais sdo encontrados
amplamente nas plantas, caracterizadas por apresentarem propriedades
emulsificantes. Consistem em moléculas complexas com agliconas
acopladas a cadeias glicosidicas que podem ser divididas em dois grupos
segundo o tipo de aglicona: esteroidal ou triterpendide. A erva-mate possuli
quantidades significantes de saponinas triterpendides, sendo os &cidos
ursolico e oleandlico os triterpenos mais comuns (BASTOS et al., 2007b;
OLESZEK e BIALY, 2006).

Diversas atividades biolégicas vém sendo atribuidas a erva-mate ao
longo do tempo (llex paraguariensis) e questionamentos sobre a toxicidade
do seu consumo sao levantados, por isso, ANDRADE e colaboradores
publicaram, em 2012, um estudo que avaliou a toxicidade de extratos
aquosos de erva-mate em animais. Os animais foram expostos durante

semanas a uma dose de extrato seco de 2 g kg’ de peso. Os parametros
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toxicoldgicos considerados foram sinais clinicos, peso corporal, alteracbes
no consumo de agua e comida, testes histopatolégicos e hematologicos e
exames macroscopicos dos érgdos. Os autores nao encontraram alteracoes
nos parametros toxicologicos devido a administracao do extrato e concluiram
gue o consumo de erva-mate nas doses testadas € bem tolerado.

O objetivo deste capitulo foi caracterizar o extrato de erva-mate que foi
adicionado nos sistemas modelos alimento quanto aos teores de compostos

fendlicos, cafeina e sapogeninas.

2.1 MATERIAL E METODOS

A erva-mate (llex paraguariensis) verde cancheada (erva-mate
submetida ao processo de sapeco, secagem, malhacdo, trituracdo e
cancheamento), utilizada para preparacao do extrato etandlico, foi obtida em
mercado local, da marca Bardo de Cotegipe, categoria Premium, embalada
a vacuo, produzida na cidade de Bardo de Cotegipe (RS) em marco de
2011, do lote 0311A.

O extrato etandlico de erva-mate (Ex) foi obtido por processo de
extracdo continua a quente em aparelho Goldfish (Tecnal — TE 044). A
relacdo massa de erva-mate/volume de etanol foi 5 g 100 mL™ e o tempo de
extracdo de 50 minutos, os quais foram estabelecidos por BASTOS et al.
(2009). O etanol foi evaporado em rota-evaporador (BUCHI — R 210), o
extrato foi dissolvido em agua e liofilizado para ser adicionado nos sistemas

modelo alimento.
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2.1.1 Caracterizacdo do Extrato quanto aos Compostos

Bioativos

A composicdo do extrato etandlico de erva-mate, quanto ao teor de
compostos bioativos, foi caracterizada em relacdo ao teor de compostos

fenolicos, cafeina e saponinas.

2.1.1.1 Compostos Fendlicos e Cafeina

As analises do perfil de compostos fendlicos e cafeina foram
realizadas em cromatografo liquido Agilent modelo 1200 SL, equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrometro de massas com fonte
de ions eletrospray a pressado atmosférica (API-ESI), modelo Agilent 6150,

utilizando coluna Agilent Zorbax SB-C18 (50 x 2,1 mm, 1,8 pum).

A fase mével foi constituida de acido férmico (Merck) 0,1% (v:v) em
agua deionizada (A) e metanol grau HPLC (Gold, CER Brasil) (B). O extrato
foi evaporado, ressupendido em fase moével e filtrado com filtro para seringa
0,22 um (Millipore). A programacao do gradiente foi a seguinte: 12% de B
até 1,8 minutos, 12 - 30% B até 5 minutos, 30% de B de 5 a 13 minutos,
retorno a 12% de B aos 14 minutos e mantendo por mais 7 minutos nesta
condicdo para equilibrar a coluna. O fluxo de fase mével foi de 320 pL min™

e temperatura do forno mantida a 40°C. O volume de inje¢é&o foi de 3 pL.

As condi¢cBes do espectrometro de massas foram: voltagem na fonte
de ionizag&o + 3000 volts, fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) a 12 L min™,
temperatura 350°C e pressdo do nitrogénio a 30 psi. A analise dos

compostos fendlicos foi realizada no modo de ionizacdo negativo e a analise
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de cafeina no modo positivo, na mesma corrida cromatografica. Inicialmente
foi realizada analise scan em ambos os modos e os ions mais abundantes

de cada pico selecionados para andlise do modo SIM (single ion monitoring).

A identificacdo do acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) e da cafeina foram
realizadas com base no tempo de retencdo, espectro de absor¢cdo UV e
espectro de massas, em comparacdo com os padrbes de referéncia. A
identificacdo dos demais compostos fenodlicos, sem padréo de referéncia, foi
realizada pelos espectros de absorcdo UV (similaridade com espectro do
5-CQA superior a 90%) e de massas, com base nos resultados
anteriormente descritos por BASTOS et al. (2007) e JAISWAL et al. (2010).
A quantificacdo foi realizada pelo DAD, por meio de curva de calibracdo
externa de 5 pontos com o padrédo referéncia: cafeina a 272 nm (5 a
100 pg mL™, r=0,9999) e 5-CQA a 324 nm (50 a 100 pug mL™, r=0,9999). Os
demais compostos fendlicos foram quantificados pela curva do 5-CQA e os

resultados somados ao do 5-CQA para estimativa do teor de fendlicos totais.

A metodologia foi validada pelo detector de arranjo de diodos (DAD),
utilizado para quantificacdo dos compostos do extrato. Foi determinada a
repetibilidade e tempo de retencdo do 5-CQA e da cafeina, por meio da
andlise de dez replicatas do extrato intra-dia (repetibilidade). Os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base nos
parametros das curvas de calibracdo do 5-CQA e cafeina, conforme
metodologia proposta pela ICH (International Conference on Harmonisation)
e avaliada por RIBANI et al. (2004): LD= 3,3*(s/S) e LQ= 10*(s/S), sendo s 0

desvio padréo residual da curva de regressao e S o coeficiente angular.
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2.1.1.2 Saponinas

As saponinas sao caracterizadas pela presenca de cadeias
glicosidicas e agliconas triterpendides ou esteroidais. A porcdo aglicona das
saponinas presentes na erva-mate é composta, principalmente, por dois
triterpenos, os acidos ursdlico e oleandlico (OLESZEK & BIALY, 2006). A
extracdo dos triterpenos foi realizada segundo metodologia descrita por
GNOATTO et al. (2005) com modificacdes. Foram evaporados 250 mL de
extrato em rotaevaporador e o residuo foi resuspendido em 100 mL agua. O
extrato aquoso ficou mantido em refluxo por 2 horas com 15 mL de HCI
(4 M) a 135°C para hidrolise das saponinas. Apés esfriar, o extrato
hidrolisado foi submetido a extracdo liquido-liquido com 50 mL de
cloroférmio 4 vezes. O extrato cloroférmico foi evaporado e o residuo foi
redissolvido em 100 mL de acetonitrila. Aliquotas de 1 mL foram filtradas
com filtro para seringa 0,22 um (Millipore) e colocadas no vial para serem
injetadas.

A determinacéo dos acidos oleandlico e ursolico foram realizadas em
cromatografo liquido Shimadzu modelo LC-20 AT equipado com injetor
automatico SIL-20AC, controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e
detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, utilizando a coluna ACE 5
C18 (250 x 4,0 mm, 5 pm).

A fase moével foi isocratica constituida de acetonitrila grau HPLC
(Gold, CER Brasil) e agua deionizada (97:3). O fluxo da fase moével foi de

1 mL min™ e o volume de injec&o foi de 20 pL.
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A identificacdo dos acidos oleandlico e ursélico foi realizada com base
no tempo de retencdo e espectro de absor¢cdo UV, em comparacdo com 0s
padrées de referéncia. A quantificacédo foi realizada pelo DAD, por meio de
curva de calibracdo externa de 5 pontos com o padrao referéncia: acido
oleandlico a 203 nm (20 a 200 pg mL™, r=0,9995) e &cido ursélico a 203 nm
(20 a 200 pg mL™?, r=0,9999).

Para validacdo da metodologia de analise dos acidos ursolico e
oleandlico determinou-se os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ), a
repetibilidade das areas dos acidos, por meio da analise de dez replicatas do
extrato intra-dia e a recuperacdo. Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados com base nos parametros das curvas
de calibracdo dos &cidos, conforme metodologia proposta pela ICH
(International Conference on Harmonisation) e avaliada por RIBANI et. al
(2004): LD= 3,3*(s/S) e LQ= 10*(s/S), sendo s o desvio padrao residual da
curva de regressdo e S o coeficiente angular. A Recuperacdo é a relacao
entre o valor observado e o valor esperado de uma medicdo. Adicionou-se
concentragbes dos padrbes &cido ursolico e oleandlico semelhantes as

encontradas nas amostras (50 pug mL™).

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Compostos Fenodlicos e Cafeina

Com base nos espectros de absorcdo UV e espectro de massas,

foram identificados dez compostos fendlicos no extrato de erva-mate, sendo
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trés isbmeros do acido cafeoilquinico, trés do acido dicafeoilquinico, dois da
cafeoil-glicose, o acido feruloilquinico e a rutina. Nao foram encontrados os
acidos caféico, ferulico e p-cumarico nas formas livres. A identificacdo dos

compostos é apresentada no cromatograma (Figura 6) e na Tabela 1.

DADL A Sig=324,16 Ref=off (EXTRERICAEXTERICA 2011:04-14 19-06- 4AEXTERICAL D)

Figura 6 — Cromatograma CLUE-DAD (A = 324 nm) com compostos

fendlicos presentes no extrato de erva-mate.

1 e 6 - Isomero do acido cafeoilquinico

2 e 3 - Cafeoil-glicose

4 - Isomero do &cido 5-cafeoilquinico,

5 - Acido feruloilquinico

7, 8 e 10- Isomero do acido di-cafeoilquinico
9 - Rutina
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Tabela 1. Identificacdo dos compostos fendlicos do extrato de erva-mate por

CLUE-ESI/MS no modo de ionizacdo negativo

Pico (I’]:Il-iE)* fon r?rﬁllg;:ular I'on(s()n?/rZ(;duto Composto
1 15 353 191, 179 Isomero do acido cafeoilquinico
2 2,2 341 179 Cafeoil-glicose
3 3,1 341 - Cafeoil-glicose
4 3,5 353 191 Isomero do &cido 5-cafeoilquinico
5 3,8 367 193 Acido feruloilquinico
6 4,2 353 179 Isomero do acido cafeoilquinico
7 9,1 515 353 Isomero do acido di-cafeoilquinico
8 9,3 515 353 Isomero do acido di-cafeoilquinico
9 9,5 609 301 Rutina
10 11,8 515 353 Isomero do 4cido di-cafeoilquinico

* TR = tempo de retencdo em minutos (DAD)

O cromatograma com a identificacdo da cafeina esta apresentado na

Figura 7. A confirmacéo da identidade do composto no detector de massas

foi realizada utilizando os ions com m/z 195 (molecular) e 138 (produto), no

modo de ionizagao positivo.
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DADI B, Sig=272,16 Ref=off (EXTRERICAIEXTERICA 2011-04-14 19-05-4\EXTERICALD)

i1

Figura 7 — Cromatograma CLUE-DAD (A = 272 nm) com

identificacdo da cafeina (1) presente no extrato de erva-mate

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados de validacdo do método de

analise de acidos fenodlicos e cafeina.

Tabela 2. Parametros de validacdo do método analitico (CLUE-DAD) para
caracterizacéo do extrato de erva-mate

5-CQA Cafeina
Repetibilidade TR (CV%) 0,51 0,27
Repetibilidade Area do Pico (CV%) 1,35 0,06
Limite de Deteccdo (ng mL™) 3,71 2,72
Limite de Quantificagéo (ng mL™) 11,25 8,23

5-CQA - acido 5-cafeoilquinico; TR - Tempo de Retencéo; CV- Coeficiente de Variacdo

Segundo os parametros estabelecidos pela Association of Official

Analytical Chemists (AOAC, 2002), a repetibilidade das areas e tempo de
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retencdo do 5-CQA e da cafeina estdo em conformidade com o limite
proposto para concentraces do analito na ordem de 1-10%.

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados dos solidos soluveis,
da quantificacdo de compostos fendlicos e cafeina do extrato etandlico de

erva-mate utilizado durante o desenvolvimento do trabalho.

Tabela 3. Concentracéo de solidos solaveis, acido 5-cafeoilquinico, fendlicos

totais e cafeina no extrato etandlico de erva-mate (EXx)

Compostos (ug mg™ Ex)

Sélidos Soltveis Outros Fendlicos )
1 5-CQA , _ Cafeina
(mg mL™) Fendlicos Totais
Ex*
(n=3) 3,94 + 0,07 11,03+ 0,46 144,27 £ 5,72 155,30+ 6,18 76,20 +2,93
n=

* Médias + desvio padréo, n= numero de amostras analisadas
5-CQA - acido 5-cafeoilquinico

A concentracdo de cafeina encontrada no extrato de erva-mate foi de
7,62%, valores superiores aos citados na literatura, que variam entre 2,40 e
5,00% (BASTOS et al., 2006). O teor elevado de cafeina no extrato pode ser
justificado pelo método de extracdo com etanol em temperatura

aproximadamente de 70°C.

O extrato apresentou teor de cafeina maior que a concentracdo meédia
de cafeina encontrada na erva-mate verde (1,00%) (ESMELINDRO et al.,

2002) .
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O teor de 5-CQA presente no extrato deste trabalho foi de
11,03 pg mg™ e de outros fendlicos de 144,27 ug mg™, o que equivale a uma

concentracdo de fendlicos totais de 15,53%.

A concentracdo de fendlicos totais encontrada neste estudo foi maior
gue a encontrada por FILIP e colaboradores (2001) em amostras de extratos
aguosos de erva-mate (9,60%), o que pode ser explicado por diferencas no
meétodo de extracdo, como a utilizacdo de etanol, e na matéria-prima, como

regido de plantio com clima e solo diferentes.

BASTOS e colaboradores (2006) avaliaram os teores de 5-CQA em
extratos aquosos de erva-mate verde (llex paraguariensis) em diferentes
estagios de processamento de plantas de diferentes regifes. Os teores de
5-CQA encontrados nos extratos foram superiores (40 a 75 pug mg*’ de
extrato) que o encontrado neste trabalho (11,03 pg mg™’ de extrato), o que
pode ser explicado pela utilizacdo de agua na extracao e por diferenca na

relacdo massa de erva-mate/volume de solvente.

O perfil de compostos encontrados no extrato obtido neste trabalho foi
semelhante ao encontrado por ISOLABELLA e colaboradores (2010) em
amostras de erva-mate. Os compostos identificados foram a cafeina, o
flavonodide rutina e os acidos fendlicos derivados do cafeoil (4cido cafeico e
acido clorogénico). Também se detectou os acidos 3,4-dicafeoilquinico,

3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico.

Derivados de acidos cafeoilquinico também foram identificados em

amostras de erva-mate (llex paraguariensis) por FILIP et al. (2001). Os
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extratos aquosos de erva-mate apresentaram os acidos 5-cafeoilquinico,
3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico. O teor de

5-CQA encontrado foi 28 pg mg™ de extrato.

No presente trabalho podemos observar que a familia dos acidos
clorogénicos é a mais abundante na erva-mate dos compostos fendlicos,
sendo o 5-cafeoilquinico o mais comum, conforme ja relatado na literatura

(BASTOS et al., 2007a).

2.2.2 Saponinas

A identificagdo dos acidos ursolico e oleandlico estd apresentada na

Figura 8.

uv
4oooocrf
3sooocrf
30000(;
25000(;
20000({
15000(&?
10000&:

50000]

o

Figura 8 - Cromatograma CLAE-DAD (A = 203 nm) com os picos dos
acidos oleandlico e ursélico presentes no extrato de erva-mate (A) e

cromatograma dos padrdes dos acidos oleandlico (1) e ursélico (2) (B)
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Os dados de validacdo do método estao presentes na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros de validacdo do método analitico para analise dos

acido ursolico e acido oleandlico

Acido oleandlico Acido ursolico
Limite de Quantificacdo (ug mL™) 26,14 11,90
Limite de Detecc&o (ug mL™) 8,62 3,93
Repetibilidade (CV%) 2,69 2,39
Recuperacao (%) 81,90 84,17

CV-Coeficiente de Variagéo

A Repetibilidade das éareas dos acidos estd dentro do limite
estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002)
para concentracdes do analito na ordem de 1-10%.

A porcentagem de recuperacao para o acido ursolico foi 84,17% e
para o0 &cido oleandlico 81,90%, concentracdes aceitaveis para a
concentracéo de analito presente na amostra.

Na Tabela 5 estdo apresentados os teores dos acidos ursolico e

oleandlico no extrato etandlico de erva-mate.

Tabela 5. Teores de triterpenos no extrato de erva-mate

-1
Sélidos Soluveis Compostos (ug mg™ Ex)

(mg mL™) Acido Acido Total
ursdlico oleandlico
*
(rI\E;(B) 3,94 + 0,07 4,90 + 0,36 3,17+0,31 8,07

* Médias + desvio padrdo, n= niumero de amostras analisadas
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O teor de triterpenos encontrado no extrato foi 31,80 pg mL™.
GNOATTO e colaboradores (2005) analisaram extratos aquosos de llex
paraguariensis e encontraram 352 pg de triterpenos por mL de extrato
aguoso. O menor teor dos &acidos ursdlico e oleandlico encontrado no
presente trabalho pode ser explicado pela utilizacdo de etanol na extracéo,
as sapogeninas sdo mais sollveis em agua, e pela diferenca na relacéo
massa de erva-mate/volume de solvente utilizada nos trabalhos.

GNOATTO e colaboradores (2008) identificaram em amostras de
erva-mate teor de equivalentes & &cido ursélico de 100 mg g* de erva. O
elevado teor de sapogeninas é explicado pela utilizacdo de maceracdo como
método de extracdo e matéria-prima de regides de plantio diferente, o que

pode interferir na composicéo da erva-mate.

2.3 CONCLUSAO

As metodologias utilizadas para caracterizagcdo foram adequadas e
permitiram a quantificacdo da cafeina (7,62%), acidos fendlicos (15,53%) e
triterpenos (0,81%) presentes no extrato que foi adicionado aos sistemas

modelo alimento.

2.4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alikaridis F. Natural constituents of llex species. J Ethnopharmacol. 1987; 20(2): 121-144.

58


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0378874187900845

Andrade F, Albuquerque CAC, Maraschin M, Silva EL. Safety assessment of yerba mate
(llex paraguariensis) dried extract: Results of acute and 90 days subchronic toxicity studies
in rats and rabbits. Food Chem Toxicol. 2012; 50: 328—-334.

AOAC - ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis. Appendix D: guidelines for collaborative study procedures to validate

characteristics of a method of analysis. Washington: AOAC, 2002.

Bastos DHM, Fornari AC, Queiroz YS, Soares RAM, Torres EAFS. The Chlorogenic Acid

and Caffeine Content of Yerba Maté. Acta Farmaceutica Bonaerense. 2005; 24 : 95-5.

Bastos DHM, Fornari AC, Queiroz YS. Bioactive compounds content of chimarr&o infusions
related to the moisture of yerba maté (llex paraguariensis) leaves. Braz. Arch. Biol. Tech.
2006; 49: 399-404.

Bastos DHM, Massumi TK, Bombo AJ. Alcoholic e.g. raw Paraguay tea extract based
nutrient natural antioxidant consists of a liposoluble highly active substitute for synthetic
antioxidants. 2009; Patent Number: BR200604916-A.

Bastos DHM, Oliveira DM, Matsumoto RLT, Carvalho PO, Ribeiro ML. Yerba mate:
Pharmacological properties, research and biotechnology. Medicinal and Aromatic Plant
Science and Biotechnology. 2007b; 1(1): 37-46.

Bastos, DHM, Saldanha LAS, Catharino RR, Sawaya ACHF, Cunha IBS, Carvalho PO,
Eberlin MN. Phenolic antioxidants identified by ESI-MS from yerba mate (llex paraguariensis)

and green tea (Camelia sinensis) extracts. Molecules. 2007a; 12:423-432.

Bokuchava MA, Skobeleva NI. The biochemistry and technology of tea manufacture. Crit Rev
Food Sci Nutr.1980;12(4):303-70.

Bravo L, Lecumberri E. LC/MS characterization of phenolic constituents of mate (llex
paraguariensis StHill) amd its antioxidant activity compared to commonly consumed
beverages. Food Res. Int. 2007; 40: 393-405.

Carini M, Facino RM, Aldini G, Calloni M, Colombo L. Characterization of phenolic
antioxidants from maté (llex paraguariensis) by liquid chromatography/mass spectrometry
and liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Rapid Communications in Mass
Spectrometry. 1998; 12: 1813-1819.

Connolly S, Kingsbury TJ. Caffeine modulates CREB-dependent gene expression in

developing cortical neurons. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2010; 397(2):152-156.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bokuchava%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Skobeleva%20NI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6996921##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6996921##

Dugo P, Cacciola F, Donato P, Jacques RA, Caramao EB, Mondello L. High efficiency liquid
chromatography techniques coupled to mass spectrometry for the characterization of mate
extracts. J Chromatography. 2009; 1216: 7213-7221.

Esmelindro MC, Toniazzo G, Waczuk A, Dariva C, Oliveira D. Caracterizac¢éao fisico-quimica
da erva-mate: influéncia das etapas do processamento industrial. Ciénc. Tecnol. Aliment.
2002; 22(2): 193-204.

FAO - FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.

Disponivel em:. http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx. Acessado em maio de 2012.

Filip R, Lopez P, Gilberti G, Coussio J, Ferraro G. Phenolic compounds in seven South
American llex species. Fitoterapia. 2001; 72: 774-778.

Glade MJ. Caffeine-Not just a stimulant. Nutrition. 2010;26(10):932-938.

Gnoatto SC, Schenkel, EP, Bassani VL. HPLC Method to assay total saponins in llex
paraguariensis aqueous extract. J. Braz. Chem. Soc. 2005; 16 (4): 723-726.

Gnoatto SCB, Bassani VL, Coelho GC, Schenkel EP. Influéncia do método de extracado nos
teores de metilxantinas em erva-mate (llex paraguariensis A. ST.-HIL., AQUIFOLIACEAE).
Quim. Nova. 2007; 30(2): 304-307.

Gnoatto SCB, , Dassonville-Klimpt A, Nascimento SD, Gale'ra P, Boumediene K, Gosmann
G, Sonnet P, Moslemi S. Evaluation of ursolic acid isolated from llex paraguariensis and
derivatives on aromatase inhibition. Eur J Med Chem. 2008; 43: 1865-1877.

Isolabella S, Cogoi L, Lépez P, Anesini C, Ferraro G, Filip R. Study of the bioactive
compounds variation during yerba mate (llex paraguariensis) processing. Food Chem. 2010;
122: 695-699.

Martinet A, Ndjoko K, Terreaux C, Marston A, Hostettmann K, Schutz YNMR, (2001) NMR
and LC-MS n characterisation of two minor saponins from llex paraguariensis.
Phytochemical Analysis. 2001; 12: 48-52.

Mazzafera P. Maté drinking: caffeine and phenolic acid intake. Food Chem. 1997; 60: 67-71.

Mejia EGL, Songa YS, Hecka Cl, Ramirez-Maresb MV. Yerba mate tea (llex paraguariensis):
Phenolics, antioxidant capacity and in vitro inhibition of colon cancer cell proliferation. J
Functional Foods. 2010; 2: 23-34.

60


http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx

Ministério da Salde. Portaria n° 234, de 25 de margo de 1998. Regulamento Técnico para
Fixacdo de ldentidade e Qualidade para erva-mate. Diario Oficial da Unido. 26 mar 1998:

Secdo 1.7.

Oleszek W, Bialy Z. Chromatographic determination of plant saponins—An update (2002—
2005). J. Chrom. A. 2006; 1112 (1,2):78-91

Pires VS, Guillaume D, Gosmann G, Schenkel EP. Saponins from llex dumosa, an erva-

maté (llex paraguariensis) adulterating plant. J. Agric. Food Chem. 1997; 45: 1027-1031.

Reginatto FH, Athayde ML, Gosmann G, Schenkel EP. Methylxanthines accumulation in llex
species - caffeine and theobromine in erva-mate (llex paraguariensis) and other llex species.
J Braz Chem Soc. 1999; 10 (6): 443-446.

Revelle W, Condon DM, Wilt J. Caffeine. Encyclopedia of Human Behavior, Ed. 22, In:
Ramachandran V, 2012. 423-429.

Ribani M, Bottoli CBG, Collins, CH, Jardim ICSF, Melo LFC. Validacdo em métodos
cromatograficos e eletroforéticos. Quim. Nova. 2004; 27(5): 771-780.

61


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673
http://store.elsevier.com/authorDetails.jsp?authorId=ELS_1000745

3. DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS MODELOS ALIMENTO
E AVALIACAO DA INIBICAO DA FORMACAO DE PRODUTOS
DA REACAO DE MAILLARD

A utilizacdo de sistemas modelos alimento para estudar a reacéo de
Maillard tem sido amplamente discutida na literatura. A complexidade das
reagbes quimicas que ocorrem nos alimentos durante o aguecimento é o
principal motivo pelo o qual os sistemas modelos tém sido utilizados para
avaliar a cinética e os fatores que influenciam a reacéo.

Alimentos lacteos sdo produtos de extrema importancia para a
industria de alimentos, apresentam excelente valor nutricional e sé&o
amplamente consumidos pela populacdo. A reacdo de Maillard promove
alteracbes no valor nutricional das proteinas, modifica as caracteristicas
sensoriais e propriedades funcionais de alimentos lacteos, portanto, avaliar a
reacdo de Maillard nestes alimentos € de grande interesse para a
comunidade cientifica (VAN BOEKEL, 1998; ROZYCKI et al., 2010; GUAN et
al., 2012).

Os sistemas lacteos permitem estudar a reacdo entre acucares
redutores e aminoacidos. O aclcar caracteristico do leite é a lactose, um
acucar redutor que reage com o aminoacido lisina proveniente da caseina
durante o processamento térmico e o armazenamento (AMES, 1992). Esta
reacdo da origem a fase inicial da reacdo e formacdo dos produtos de
Amadori, cuja degradacdo leva a formacdo de produtos avancados da

reagdo de Maillard. O 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) é formado nos sistemas
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lacteos via reacao de produtos de Amadori e via isomerizacdo e degradacéo
da lactose (MORALES et al.,1997; MORALES e JIMENEZ-PEREZ, 1998;
MORALES et al,, 2000). A furosina (e-N-2-furoilmetil-I-lisina) é formada
durante a hidrélise acida da lactuloselisina (e—N-deoxilactose-I-lisina), um
produto de Amadori, e € utilizada para avaliar a extensdo do processamento
térmico e da reacdo de Maillard em alimentos lacteos (RESMINI e
PELLEGRINO, 1990; FERRER et al.,, 2000; BAPTISTA e CARVALHO,
2004). Os produtos fluorescentes sdo formados antes da formacdo de
pigmentos escuros e nos sistemas lacteos sdo utilizados para monitorar o
progresso da reagdo e a consequente formacdo de produtos avancados da
reacao de Maillard (MORALES et al., 1996a; ROZYCKI et al., 2010).

Segundo o Sindicato das Industrias de Massas e Biscoitos no Estado
de Séo Paulo (SIMABESP), o Brasil ocupa a 22 posi¢cdo de maior produtor
mundial de biscoitos com o registro de 1.206 milhdes de toneladas
produzidas em 2009, ficando atrds apenas dos Estados Unidos. Mesmo nao
sendo um alimento basico como o pado, o0s biscoitos sdo aceitos e
consumidos por pessoas de qualquer idade. Em 2009, o SIMABESP
registrou no ano um consumo de biscoitos per capita de 6,3 Kg.

A legislagédo de alimentos brasileira define biscoito como “os produtos
obtidos pela mistura de farinha(s), amido(s) e ou fécula(s) com outros
ingredientes, submetidos a processos de amassamento e coccao,
fermentados ou ndo. Podem apresentar cobertura, recheio, formato e textura
diversos” (ANVISA, 2005). O biscoito apresenta em sua formulacéo,

principalmente, farinha de algum cereal, acucar e gordura o que favorece
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reacoes de degradacdo de aclUcares durante o aquecimento. O
escurecimento de biscoitos € resultado, principalmente, da reacdo de
caramelizacdo. Durante o aquecimento 0s acUcares sdo degradados e
acucares redutores sao formados, 0s quais participam da reacdo de
caramelizacdo e da reacdo de Maillard reagindo com os aminoacidos
presentes no meio. O principal produto formado durante o processamento
térmico de biscoitos € o 5-hidroximetil-2-furfural que tem sido apontado como
o melhor indicador de processamento de térmico deste alimento (AMEUR et
al., 2006; 2007; GOKMEN et al., 2007; 2008). A carboximetilisina é outro
produto da reacdo de Maillard utilizado para avaliar a intensidade da reacéo
nestes alimentos e pode ser formada por diferentes vias nos biscoitos: via
reacdo de glioxal (produto de oxidacdo de acucares e de lipidios) com
agrupamento amina livre e via oxidacdo da furosina (CHARISSOU et al.,
2007; AMES, 2008; URIBARRI et al., 2010).

As modificagbes na qualidade dos alimentos devido a reacédo de
Maillard s&o inUmeras, algumas desejaveis e outras indesejaveis. Portanto,
deve-se otimizar os processos e buscar estratégias para encontrar o
equilibrio entre os efeitos desejaveis e indesejaveis da reacdo. As
estratégias podem minimizar perdas nutricionais, melhorar o sabor,
maximizar a produgao de antioxidantes, minimizar alteracdes de cor, alterar
a formacédo de produtos da reacdo de Maillard, diminuir a formacédo de

fatores anti-nutricionais, entre outros efeitos.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar se o extrato de erva-mate inibe a
formacdo de produtos da reacdo de Maillard em sistemas modelo alimento

de biscoito e lacteos.

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Modelos Lacteos

Foram elaborados dois modelos lacteos (Anexo 1), um com adi¢édo de
lipidios (LL) e outro sem adicdo (L). As formulacbes dos modelos lacteos

estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Composicéo dos sistemas modelos lacteos

Modelo lacteo

Ingredientes (%)

Sem Lipidios (L) Com lipidios (LL)
Caseina 3,5 3,5
Lactose 45 45
Lipidios* -- 3,0
Agua 92,0 89,0

* O creme de leite com teor de 25,33% de gordura foi adicionado nos sistemas como
fonte de lipidio.

Cada sistema foi submetido a quatro tratamentos: sem
processamento térmico (C), com processamento térmico a 121°C por 30
minutos (CT), com adicdo de butil-hidroxi-tolueno (BHT), um aditivo
alimentar com finalidade antioxidante, na concentracdo permitida pela

legislacdo de alimentos 0,01% (B) (ANVISA, 1999) e com adicdo do extrato
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etandlico de erva-mate na concentracdo 0,5% (E). Determinou-se a
concentracdo do extrato de 0,5% a partir de testes preliminares que
indicaram que concentragcdes menores que 0,5% nao tiveram efeito na
formacao de produtos da reacao de Maillard.

Considerando a caracterizacdo do extrato de erva-mate apresentada
no capitulo 2, a adicdo do extrato nos sistemas na concentracdo de 0,5%
resultou na adicdo de 0,078% de fendlicos totais, 0,038% de cafeina,

2,45.103% de acido ursélico e 1,58.103% de acido oleandlico.

3.1.2 Modelo de Biscoito

O modelo de biscoito (B) foi formulado segundo o método 10-50D,
descrito pela AACC (1995) com modificacdes. A formulacdo do biscoito esta

apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Formulacéo dos sistemas modelo de biscoito

Ingredientes (%) Modelo Biscoito
Farinha de trigo 53,68
Acucar 24,07
Margarina 16,25
Fermento quimico 1,20
Agua destilada 4,29
Sal 0,51

Também foram feitos quatro tratamentos para o modelo de biscoito:

sem processamento térmico (C), com processamento térmico a 210°C por
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10 minutos (CT), com adicdo de BHT, um aditivo alimentar com finalidade
antioxidante, na concentracao permitida pela legislacdo de alimentos 0,01%
(B) (ANVISA, 1999) e com adicdo do extrato etandlico de erva-mate na
concentracéo 0,5% (E).

Considerando a caracterizacdo do extrato de erva-mate apresentada
no capitulo 2, a adicdo do extrato nos sistemas na concentracdo de 0,5%
resultou na adicdo de 0,078% de fendlicos totais, 0,038% de cafeina,
2,45.10°% de acido ursélico e 1,58.10% de &cido oleandlico.

Os biscoitos foram uniformizados nos seguintes parametros: diametro
meédio de 3,66 cm (+ 0,15 cm) e espessura média de 0,40 cm (x 0,20 cm)
medidos com paquimetro (Anexo 2).

A composicdo centesimal para cada tratamento foi determinada
segundo métodos da AOAC (1995). O teor de carboidratos foi determinado

por diferenca.

3.1.3 Processamento Térmico

Modelos Lacteos

O processamento térmico dos tratamentos CT, B e E dos dois
sistemas foram realizados em autoclave (Sanyo — MLS37511) por 30
minutos a 121°C (x 2 °C).

Os sistemas modelo foram preparados nos dias dos testes,
autoclavados ao mesmo tempo e no mesmo equipamento. Todos o0s

sistemas com aguecimento foram expostos as mesmas condicoes.
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Modelo de Biscoito

Cada modelo de biscoito com aquecimento foi submetido a tratamento
térmico em forno elétrico (Layr — Crystal) e aquecido a 210°C por 10
minutos. Para evitar diferencas de aquecimento entre os tratamentos
durante o forneamento monitorou-se a temperatura dentro do forno com um
termostato digital modelo A80 (Add Therm) acoplado com um sensor de
temperatura PT-100 e padronizou-se as posi¢cdes dos tratamentos na forma
dentro do forno assim como o numero de fornadas, de modo que todos os

tratamentos fossem expostos as mesmas condi¢cdes de aquecimento.

3.1.4 Determinacao dos produtos da reacédo de Maillard

3.1.4.1 Determinacéao de Furosina (FUR)

A analise foi realizada conforme o protocolo descrito na ISO 18329
com modificacdes. O sistema de biscoito (50 mg) e os sistemas lacteos
(10 mL) foram hidrolisados com &cido cloridrico (10,6 M) por 23 horas a
110°C em tubos rosqueados com atmosfera modificada por adicdo de
nitrogénio e filtrados em filtro 0,45 pum. Deste filtrado foram coletados 500 uL
e submetidos a extracdo de fase sélida (SPE), cartucho Bond Elut C18
(Varian Inc.) pré acondicionado com 5 mL de metanol e 10 mL de agua. A
amostra foi eluida com 3 mL de acido cloridrico (3 M).

A determinacéao de furosina foi realizada por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (CLAE) em equipamento Shimadzu Modelo LC-20AT, com
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injetor automatico SIL-20AC, controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-
20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A (DAD).

A fase movel utilizada foi 5 mM de heptano sulfonado de soédio
incluindo, 20% de acetonitrila e 0,2% de &cido formico. A coluna utilizada foi
Shim-Pack VP-ODS-2 (25 cm x 0,5 cm, com particula de 5 yum, marca
Shimadzu). A eluicdo foi isocratica, o fluxo de 0,8 mL min™ e o volume de
injecdo foi de 20 pL. A identificacdo foi feita baseada na comparacdo com o
tempo de retencdo e espectro de absorcdo do padrdo externo e a
quantificacao foi realizada por meio de padronizacéo externa através de uma
curva analitica de 5 pontos (1,5 a 50,0 pg mL™?, r=1,000) elaborada com
padrdo puro furosina (Polypeptide, SC494) em comprimento de onda de
280 nm. Os resultados foram expressos em micrograma de furosina por
grama ou mililitro de sistema.

Para validagdo do método determinou-se os limites de detecgéo (LD)
e quantificacao (LQ), a repetibilidade da &area do pico da FUR, por meio da
analise de dez replicatas dos sistemas intra-dia e a recuperacdo. Os limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base nos
parametros da curva de calibracdo do HMF, conforme metodologia proposta
pela ICH (International Conference on Harmonisation) e avaliada por RIBANI
et al. (2004). LD= 3,3*(s/S) e LQ= 10*(s/S), sendo s o desvio padréo
residual da curva de regressao e S o coeficiente angular. Para determinar a
recuperacao, adicionou-se o padrdo furosina na concentragéo de 3 pg mL™

nos sistemas.
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3.1.4.2 Determinacéao de Hidroximetilfurfural (HMF)

A determinacdo de HMF foi realizada de acordo com AMEUR e
colaboradores (2006), com modificacbes. O sistema biscoito (1 g) e os
sistemas lacteos (10 mL) foram homogeneizados com 2,5 mL e 5 mL de
acido tricloroacético (40%), respectivamente. As amostras foram agitadas
por 5 minutos, centrifugadas 4500 g por 10 minutos a 4°C, filtradas em filtro
0,45 um e injetadas.

A determinacdo de HMF foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em equipamento Shimadzu Modelo LC-20AT, com injetor
automatico SIL-20AC, controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e
detector de arranjo de diodos SPD-M20A.

A fase movel utilizada foi agua acidificada com 0,1% de acido formico
e acetonitrila na proporcédo 95:5 (v:v). A coluna utilizada foi Shim-Pack VP-
ODS-2 (25 cm x 0,5 cm, com particula de 5 um, marca Shimadzu). A eluicédo
foi isocratica, o fluxo de 1,0 mL min™ e o volume de injecéo foi de 100 pL. A
identificacdo foi feita baseada na comparacdo com o tempo de retencéo e
espectro de absorcdo do padrao externo e a quantificacédo foi realizada por
meio de padronizacdo externa por meio de curvas analiticas de 5 pontos
elaboradas com padrdo puro 5-hidroximetil-2-furfural (Fluka) (0,01 a
0,25 pg mL™?, r=0,999 para sistemas modelo de biscoito e 0,5 a 10,0 pg mL™,
r=1,000 para sistemas modelos lateos) no comprimento de onda de 280 nm.
Os resultados foram expressos em micrograma de HMF por grama ou

mililitro de sistema.
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Para validagdo do método foram utilizados como parametros de
validacéo os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), a repetibilidade
da area do pico do HMF, por meio da analise de dez replicatas dos sistemas
intra-dia e a recuperacdo. Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)
foram calculados com base nos parametros da curva de calibracdo do HMF,
conforme metodologia proposta pela ICH (International Conference on
Harmonisation) e avaliada por RIBANI et al. (2004): LD=3,3*(s/S) e
LQ= 10*(s/S), sendo s o desvio padréo residual da curva de regressao e S o
coeficiente angular. Para avaliar a recuperacdo, foram adicionadas
concentracbes do padrdo HMF semelhantes as encontradas nas amostras
(0,1 ng mL™* para o sistema de biscoito e 1 pg mL™ para os sistemas

lacteos).

3.1.4.3 Determinacgéo de Carboximetilisina (CML)

A determinagdo de CML foi realizada conforme descrito por BOEHM
et al. (2004). O teste utilizado foi o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) baseado no anticorpo monoclonal anti-CML, um anticorpo especifico
para N°®-carboximetilisina (monoclonal 4G9 — Altheon Inc. Ramsey, NY,
EUA). O ensaio é especifico para quantificacdo de CML. As amostras dos
sistemas modelo de biscoito foram previamente incubadas com proteinase K
para liberagdo da CML ligadas a cadeias de proteina. As amostras dos
modelos lacteos foram liofilizadas e ndo foram digeridas com proteinase K

devido a interferéncias da matrix.
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A analise consiste em trés etapas: (1) os antigenos Bi-BSA-AGE
foram ligados a superficie da placa e os complexos ndo ligados a placa
foram lavados, (2) as amostras e o padrao externo foram pipetados na placa,
0s anticorpos especificos para CML foram adicionados, os antigenos e a
CML presente nas amostras competem pela ligacdo aos antigenos e os
anticorpos néao ligados séo lavados, (3) adicdo do agente revelador (ABTS) e
quantificacdo por espectrofotometria a 405 nm. A intensidade da cor é

inversamente proporcional a concentracdo de AGE/CML.

3.1.4.4 Compostos Fluorescentes

A analise de produtos da reacdo de Maillard fluorescentes livres e
totais (ligados a proteinas) foi realizada conforme descrito por MORALES e
VAN BOEKEL (1997) com modificacbes para os modelos lacteos. Os
sistemas modelo (5 mL) foram submetido a desproteinizacdo com 5 mL de
acido tricloroacético (40%), centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4°C),
filtrados (filtro 0,45 um) e diluidos (1:3) para a analise de fluorescéncia livre.
Para medicado da fluorescéncia total, os sistemas foram hidrolisados com
3 mL da solucdo de enzima pronase E (1500 U mL™ em solucdo 1 M de
borato de sédio, pH 8,2) por 36 horas a 40°C em banho com agitacao,
centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4°C), filtrados e diluidos (1:30).

Os produtos fluorescentes livres e totais presentes nos sistemas
modelo de biscoito foram analisados conforme metodologia descrita por
DELGADO-ANDRADE e colaboradores (2006) com modificacbes. Os

sistemas modelo (500 mg) foram homogeneizados com 7 mL de agua
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deionizada com agitacdo vigorosa por 1 minuto. As amostras foram
centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e
a extracao foi realizada mais uma vez. O sobrenadante foi clarificado com
1 mL das solucdes de Carrez | (ferrocianeto de potassio 15%) e Carrez I
(acetato de zinco 30%) e centrifugado a 4500 g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi filtrado (0,45 um) e diluido (1:3) com agua destilada. Para
analise da fluorescéncia total, os sistemas (100 mg) foram hidrolisados com
3 mL da solucdo de enzima pronase E (1500 U mL™ em solugdo 1 M de
borato de sdédio, pH 8,2) por 36 horas a 40°C em banho com agitacéo,
centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4°C), filtrados e diluidos (1:10).

A fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda de 347 nm de
excitacdo e 415 nm de emissdao em leitor de fluorescéncia de placa
(Spectramax, M5, Molecular Devices). As medidas foram expressas em
intensidade de fluorescéncia (IF) por grama ou mililitro de sistema. A
linearidade da resposta fluorescente foi verificada com uma curva de 5

pontos de sulfato quinino (1,95.10° a 5,10 pg mL™, r = 1,000).

3.2 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados estao apresentados como média e desvio padrdo. Para
analise dos dados utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA) e o teste de
Tukey, com nivel de significAncia de 5%, para avaliar se houve diferenca
significativa entre os tratamentos dos sistemas modelo alimento em relagéo

a formacao dos produtos da reacdo de Maillard. Os testes estatisticos foram
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realizados no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

versao 16.0.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Composicao centesimal dos sistemas modelo de biscoito

Os resultados da composi¢cdo centesimal dos sistemas modelo de

biscoito estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Composicéo centesimal dos sistemas modelo de biscoito

TRATAMENTOS
BC BCT BB BE
Umidade (%)*  20,49°+0,28  7,32° +0,14 6,92°+0,05  7,37°+0,04
Protefnas (%)* 6,00% + 0,05 6,72° +0,11 6,76°+0,15 6,73 +0,17
Lipidios (%)* 10,62°+0,39 12,41°+0,07 12,45°+0,06 12,73"+0,12
Carboidratos (%)* 61,74*+0,52  72,11°+0,32 72,50°+0,32 71,83°+0,40
Cinzas (%)* 1,15+ 0,02 1,44° + 0,04 1,36°+0,04  1,35°+0,02

* Médias * desvio padrao, n=nimero de amostras analisadas = 3

Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p< 0,05)
BC - Biscoito sem tratamento térmico
BCT- Biscoito com tratamento térmico
BB - Biscoito adicionado de BHT com tratamento térmico
BE - Biscoito adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico

Os biscoitos com processamento térmico ndo apresentaram diferenca

significativa quanto aos teores de umidade, proteina, lipidios, carboidratos e

cinzas.
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A composicdo dos sistemas modelo de biscoito foi semelhante a
composicdo apresentada em tabelas brasileiras de composicdo de
alimentos, como a TACO (2011) e a TBCA-USP (verséo 5.0).

Os tratamentos com aquecimento apresentam composicao diferente do
tratamento controle que néo foi assado devido a maior umidade na massa

crua.

3.3.2 Furosina (FUR)

Os dados de validacdo do método estdo presentes na Tabela 9.

Tabela 9. Parametros de validacdo do método analitico para analise
de furosina (FUR)

FUR
Limite de Quantificacéo (ug mL™) 4,10
Limite de Detecg&o (ug mL™) 1,35
Repetibilidade Sistema Lacteo (CV%) 0,74
Repetibilidade Sistema Lacteo com Lipidios (CV%) 1,07
Recuperacao Sistema Biscoito (%) 83,86
Recuperacao Sistema Lacteo (%) 98,48
Recuperacao Sistema Lacteo com Lipidios (%) 92,15

CV-Coeficiente de Variagédo

A repetibilidade das areas da FUR esta dentro do limite estabelecido
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) de até 6%
para as concentragcbes do analito encontradas nos sistemas modelo

alimento.
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A porcentagem de recuperacdo para os sistemas esta dentro do limite
estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002)

de 80-115%.

Na Figura 9 estdo apresentados os cromatogramas do padrdo de
furosina (pico 1) e do tratamento controle com temperatura (BCT) do modelo

de biscoito (A).
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Figura 9 - Cromatograma CLAE-DAD (A = 280 nm) dos sistemas modelo
de biscoito (BCT) (A) e o pico do cromatograma do padrdo furosina (1).

N&o foi detectada furosina em nenhum tratamento dos sistemas
modelo de biscoito (LD = 1,35 pg mL™?) (Figura 9). O elevado teor de
carboidrato na formulacdo do sistema n&o favorece a formacgéo de furosina,
0 que justifica a ndo deteccédo de furosina neste modelo.

Considerando a furosina um indicador da reacdo de Maillard, os

dados apresentados no presente trabalho indicam que a reacdo de Maillard
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nao é a reacao mais relevante para o escurecimento deste alimento e sim a
caramelizacao.

GOKMEN e colaboradores (2008) avaliaram a formac&o de furosina
como marcador térmico em biscoitos de diferentes composicdes de acucares
e agentes de crescimento. O biscoito formulado de forma semelhante ao do
presente trabalho apresentou teor de furosina muito pequeno (5 mg Kg?) e
menor que o do biscoito formulado com glicose (200 mg Kg™). Os autores
consideraram a quantidade de acguUcares redutores um fator limitante para o
progresso da reacdo de Maillard e concluiram que a furosina ndo € um
marcador fidedigno para avaliar a extensdo do tratamento térmico mas sim
um indicador para avaliar a disponibilidade de lisina e um indice de
qualidade protéica.

Na Tabela 10, podem ser observados os teores de furosina nos

sistemas modelo lacteos.
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Tabela 10. Teores de furosina (FUR) nos sistemas modelo

lacteos
TRATAMENTOS .

(n=3) FUR (ug mL™) *
LC 92,73% + 2,94
LCT 178,89%% + 1,74
LB 181,03°% + 6,55
LE 169,14° + 4,28
LLC 125,69° + 4,27

LLCT 197,68° + 3,10
LLB 191,58%¢ + 9,64
LLE 187,57%°+ 0,82

* Médias + desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05)

LC - Sistema Lacteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lacteo com
tratamento térmico; LB — Sistema Lacteo adicionado de BHT com tratamento
térmico; LE - Sistema Lacteo adicionado de extrato de erva-mate com tratamento
térmico

LLC - Sistema Léacteo com lipidios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema
Lacteo com lipidios com tratamento térmico; LLB — Sistema Lacteo com lipidios
adicionado de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lacteo com lipidios
adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico

O processamento térmico dos sistemas modelo lacteos foi suficiente
para que ocorresse a formacéo de furosina, os tratamentos sem aquecimento
(LC e LLC) apresentaram teores de furosina significativamente menores
(p<0,05) que os tratamentos com aquecimento (Tabela 10). O efeito do
aguecimento na qualidade do leite ou sistemas lacteos sao resultantes da
interacdo entre agrupamentos amina, degradacdo de proteinas,
insolubilizacdo de proteinas do soro do leite, interagdo entre caseina e -
lactoglobulina e interacdo entre carboidratos e proteinas (FERRER et al.,
2000; BAPTISTA e CARVALHO, 2004; FEINBERG et al., 2006; HILLER e

LORENZEN, 2010).
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N&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos com
aguecimento sem extrato (CT e LB) e com extrato (E) tanto para o modelo
sem lipidios (L) como para o modelo com lipidios (LL), o que indica que a
adicao do extrato ndo influenciou a formacéo de furosina.

Os teores de furosina encontrados nos tratamento com aquecimento
foram semelhantes aos teores encontrados por RESMINI e colaboradores
(1990) e por FEINBERG e colaboradores (2006) em amostras de leites
esterilizados.

Outros trabalhos que avaliaram a formacdo de furosina em leites
encontraram teores menores que O presente trabalho pois as amostras
foram submetidas a tratamentos térmicos mais brandos que o utilizado neste
trabalho (FERRER et al., 2000; BAPTISTA e CARVALHO, 2004).

Na etapa inicial, a lactose e o agrupamento amina da lisina formam as
bases de Schiffs que sofrem rearranjos formando os produtos de Amadori. A
furosina é formada pela hidrélise &cida dos produtos de Amadori.
Considerando que o extrato ndo alterou a formagéao de furosina nos sistemas
lacteos, descarta-se a hipGtese de atuacdo do extrato na etapa inicial da

reacao de Maillard.

3.3.3 Hidroximetilfurfural (HMF)

Os dados de validacdo do método estéo presentes na Tabela 11.
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Tabela 11. ParAmetros de validagdo do método analitico para
analise do hidroximetilfurfural (HMF)

HMF
Limite de Quantificac&o (ug mL™) 0,02
Limite de Detec¢éo (ug mL™) 0,01
Repetibilidade Sistema Biscoito (CV%) 0,27
Repetibilidade Sistema Lacteo (CV%) 0,18
Repetibilidade Sistema Lacteo com Lipidios (CV%) 0,12
Recuperacao Sistema Biscoito (%) 87,00
Recuperacao Sistema Lacteo (%) 81,00
Recuperacao Sistema Lacteo com Lipidios (%) 84,00

CV-Coeficiente de Variacao

A Repetibilidade das areas do HMF esta dentro do limite estabelecido
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) de até 8%
para as concentracfes do analito encontradas neste trabalho.

A porcentagem de recuperacgao para os sistemas esta dentro do limite
estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002)
de 75-120%.

AMEUR e colaboradores (2006) validaram a metodologia de analise
de hidroximetilfurfural em biscoitos e encontraram 95% de recuperacéo,
0,18% de repetibilidade (CV) e 0,36 pg mL™ de limite de deteccéo,
resultados similares dos encontrados no presente trabalho.

O HMF tem sido estudado em produtos alimenticios principalmente
por ter sido associado a efeitos mutagénicos, danos ao DNA. Além disso,
seus derivados como 5-clorometilfurfural e 5-sulfoximetilfurfural revelaram-se

citotoxicos, genotoxicos e carcinogénicos (GLATT et al., 2005).
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Na Tabela 12, estdo apresentados os teores de HMF nos sistemas

modelo de biscoito.

Tabela 12. Teores de hidroximetilfurfural (HMF) nos sistemas

modelo de biscoito

TRATAMENTOS

(n=3) HMF (ug g™) *
BC 0,172 + 0,00
BCT 1,21° + 0,03
BB 1,26 + 0,07
BE 1,15° + 0,08

* Médias + desvio padréo, n=nimero de amostras analisadas
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05)
BC - Biscoito sem tratamento térmico
BCT- Biscoito com tratamento térmico
BB - Biscoito adicionado de BHT com tratamento térmico
BE - Biscoito adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico

N&o se observou diferenca significativa na formacédo de HMF entre os
tratamentos com processamento térmico. A adicdo de extrato de erva-mate
nao influenciou a formagéo de HMF indicando que o extrato ndo modificou a
degradacdo de acuUcares, principal mecanismo de formacdo do HMF. Este
resultado era esperado, pois ndo ha indicios de que os componentes do
extrato modifiquem a degradacéo de acglcares.

O baixo teor de HMF no tratamento sem aquecimento é justificado
pelo fato de ndo ocorrer formacao significativa de HMF em alimentos crus e
frescos (RUFIAN-HENARES et al, 2009b; VORLOVA et al, 2006).

Os resultados apresentados no presente trabalho coincidem com os

encontrados por AMEUR e colaboradores (2007) que avaliaram alteracdes
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fisicas e quimicas em biscoitos durante o agquecimento e concluiram que o

aumento de temperatura esta relacionado com o aumento da degradacao de

acucares, diminuicdo da atividade agua e formacéao de hidroximetilfurfural.
Na Tabela 13, estdo apresentados os teores de HMF nos sistemas

modelo lacteos.

Tabela 13. Teores de hidroximetilfurfural (HMF) nos sistemas

modelo lacteos

TRATAMENTOS HMF (ug mL) *
(n=3)
LC ND
LCT 9,60° + 0,30
LB 10,27°+ 0,79
LE 10,69° + 0,15
LLC 0,07% 0,00
LLCT 9,25+ 0,47
LLB 9,56"°+ 0,39
LLE 10,24°°+ 0,29

* Médias +* desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05)
ND — nédo detectado

LC - Sistema Lacteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lacteo com
tratamento térmico; LB — Sistema Lacteo adicionado de BHT com tratamento
térmico; LE - Sistema Léacteo adicionado de extrato de erva-mate com tratamento
térmico

LLC — Sistema Lacteo com lipidios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema Lacteo
com lipidios com tratamento térmico; LLB — Sistema Lacteo com lipidios adicionado
de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lacteo com lipidios adicionado de
extrato de erva-mate com tratamento térmico

Nao foi detectado HMF no sistema lacteo sem aquecimento (LC),
indicando que a formacdo de HMF depende, principalmente, de

temperatura, fato ja relatado por outros autores (MORALES et al., 1996b;
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MORALES et al., 1998). O teor de HMF encontrado no sistema lacteo com
lipidios sem aquecimento pode ser atribuido ao creme de leite, adicionado
na formulacdo como fonte de lipidios, que sofre processamento térmico
durante a producéo.

O teste de HMF utilizado para avaliacdo do processamento térmico
de leites € um bom parametro para avaliar a degradacéo da lactose durante
0 aquecimento (PATTON, 1950; MORALES et al., 2000). Considerando a
formulacdo dos sistemas lacteos, o HMF formado ap6s o aquecimento é
resultado, sobretudo, da degradacéo da lactose adicionada na concentracao
de 4,5%.

O extrato de erva-mate verde néo interferiu a formacao de HMF nos
sistemas lacteos, os tratamentos com extrato (LE e LLE) ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo aos tratamentos sem extrato.

Visto que a formacdo do HMF depende, principalmente, da
degradacdo de acucares e ndo da reacdo de Maillard, reacdo na qual se
espera que o extrato atue, o resultado observado (relativamente a ac¢do do
extrato de erva-mate sobre a formacdo de HMF nos modelos de biscoito e

lacteos) esta coerente.

3.3.4 Carboximetilisina (CML)

Na Tabela 14, estdo apresentados os teores de CML encontrados nos

sistemas modelo de biscoito.
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Tabela 14. Teor de carboximetilisina (CML) nos sistemas modelo de

biscoito
TRAT@}EZE)NTOS CML (ng mg™) * CML (ng mg™ proteina) *
BC 2,63%+ 0,06 43,80% + 1,07
BCT 5,87°+ 0,01 87,31°+ 0,12
BB 5,82°+ 0,03 86,02°+ 0,48
BE 5,40° + 0,05 80,25" + 0,69

* Médias +* desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05)
BC - Biscoito sem tratamento térmico

BCT- Biscoito com tratamento térmico

BB - Biscoito adicionado de BHT com tratamento térmico

BE - Biscoito adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico

Os modelos adicionados do extrato de erva-mate (BE) apresentaram
teores de CML significativamente (p<0,05) menores que 0s modelos com
(BB) e sem o antioxidante sintético (BCT). A porcentagem de inibicdo da
formacdo de CML foi de 8% em relacio ao modelo controle com
aguecimento (BCT).

O teor de CML encontrado no biscoito sem aquecimento pode ser
explicado pela formacdo de CML durante o armazenamento.

Os teores de CML detectados em biscoitos citados na literatura
variam de 5 a 35 ng mg™ proteina (CHARISSOU et al., 2007). A diferenca
entre valores na concentracédo de CML pode ser explicada por diferencas na
formulacéo e no processamento térmico das amostras.

Nos biscoitos, a CML forma-se, principalmente, por meio da reacao de
produtos reativos de oxidacdo de acucares e lipidios (glioxal, metilglioxal)
com residuos de aminoacidos, o extrato pode ter inibido a formagao de CML

comprometendo esta reacgao.
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A CML é um indicador de estagios avancados da reacao de Maillard
utiizado para avaliar a formacdo de PRMs nos alimentos, portanto,
considerando que o extrato diminuiu a formacdo de CML no sistema de
biscoito, pode ser proposto que o extrato de erva-mate atuou na inibicdo da
formacéo de produtos da reacao de Maillard neste sistema.

Estratégias de reducdo da formacdo de produtos da reacdo de
Maillard tém despertado interesse da comunidade cientifica e outros
trabalhos também apresentaram resultados positivos na reducdo de PRMs
em sistemas modelos.

SILVAN e colaboradores (2011) encontraram em seu trabalho que a
adicdo do acido ferdlico na concentracdo de 0,25% em sistema modelo
contendo proteina e frutose reduziu em 85% a formacao de CML. A elevada
porcentagem de reducdo pode ser explicada pela baixa temperatura (60°C)
em que os modelos foram submetidos.

SREY e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da adicdo de rutina,
a-tocoferol, ferdlico acido, tiamina, monofosfato de tiamina e pirofosfato de
tiamina em bolos na formag&o de carboximetilisina e carboxietilisina (CEL).
Os bolos adicionados de acido ferulico, rutina, tiamina, monofosfato de
tiamina e pirofosfato de tiamina apresentaram teores de CML menores.

Outros compostos como curcumina, flavondides, terpenos e
vitaminas, e extratos de plantas como Rosmarinus officinalis, Camellia
sinensis, Cinnamomum zeylanicum , Plantago asiatica, Apocynum venetum,
Ginkgo biloba, entre outros, também foram relacionados a diminuicdo da

formacao de produtos da reacéo de Maillard e/ou com atividade anti-glicacao
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em sistemas modelos (GUGLIUCCI e MENINI, 2002; LUNCEFORD e
GUGLIUCCI, 2005; GUGLIUCCI e BASTOS, 2009; GUGLIUCCI et al., 2009;
WU et al., 2011).

Os teores de CML presentes nos sistemas modelos lacteos estédo

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Teor de carboximetilisina (CML) nos sistemas modelos lacteos

TRATAMENTOS CML CML CML
(n=2) (mgg™)* (mg mL™) * (mg g™ proteina) *

LC 1,66 £ 0,05 0,12%+0,01 3,57 +0,11

LCT 2,23 £ 0,07 0,17° £ 0,01 4,79 £ 0,15

LB 2,20° £ 0,14 0,17° £ 0,01 4,73+ 0,31

LE 2,31° £0,10 0,17° £ 0,01 4,97°+0,21

LLC 1,78% £ 0,02 0,13*+ 0,01 3,83%+ 0,04

LLCT 2,17°+0,14 0,16 + 0,01 4,66° £ 0,29

LLB 2,24+ 0,08 0,17° £ 0,01 4,82°+0,18

LLE 2,17°+0,07 0,16 + 0,01 4,67°+0,14

* Médias * desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas

Letras diferentes ha mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05)

LC — Sistema Lacteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lacteo com tratamento térmico; LB —
Sistema Lacteo adicionado de BHT com tratamento térmico; LE - Sistema Lacteo adicionado de
extrato de erva-mate com tratamento térmico; LLC — Sistema Lacteo com lipidios sem tratamento
térmico; LLCT- Sistema Lacteo com lipidios com tratamento térmico; LLB — Sistema Lacteo com
lipidios adicionado de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lacteo com lipidios adicionado
de extrato de erva-mate com tratamento térmico

Os modelos lacteos sem aquecimento (LC e LLC) apresentaram teores
de CML significativamente menores (p<0,05) que o0s modelos com
aguecimento, porém, maiores que os relatados na literatura que variam de
0,56 mg g proteina (ASSAR et al., 2009) a 1,02 mg g™ proteina (DRUSCH
et al.,, 1999). A formacédo de CML nos modelos sem aquecimento pode ter

ocorrido de forma mais intensa que o relatado na literatura devido ao
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armazenamento, processo de liofilizacdo das amostras e oxidacdo da
furosina.

Os teores de CML dos modelos com aquecimento (LCT e LLCT),
adicionados de BHT (LB e LLB) e de extrato de erva-mate (LE e LLE) foram
significativamente maiores (p<0,05) que os modelos sem aquecimento mas
nao foram diferentes entre si, 0 que indica que o extrato ndo modificou a
formacdo de CML nos sistemas lacteos nas condicbes de aquecimento
proposta. O processamento térmico utilizado neste trabalho foi mais vigoroso
gue o0s processos utilizados para tratamento do leite, como o UHT e a
pasteurizacdo, o que explica os teores de CML elevados detectados nas
amostras. A elevada formacdo de CML devido ao tratamento térmico pode
ter prejudicado a atuacdo do extrato na reacdo de Maillard e a reducédo da
formacao de CML.

Leites submetidos a processamentos térmicos mais brandos que o
aguecimento proposto neste trabalho apresentam teores de CML menores.
Leites submetidos ao “ultra-high temperature-UHT” apresentaram de 0,029 a
0,046 mg g* proteina, segundo FENALLE et al. (2006), e 0,343 mg g*
proteina, segundo DRUSCH et al. (1999), e o submetido a pasteurizacéo
apresenta, em média, 0,016 mg g* proteina (FENALLE et al., 2006;

DRUSCH et al.,1999; ASSAR et al., 2009).
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3.3.5 Compostos Fluorescentes

Estdo apresentadas na Tabela 16 as intensidades fluorescentes dos
produtos fluorescentes da reacdo de Maillard nos sistemas modelo de

biscoito.

Tabela 16. Intensidade Fluorescente (IF) de produtos da reacéo de Maillard

nos sistemas modelo de biscoito

IF BC BCT BB BE
IFL*  1695,64% + 2044,93° + 2281,73° + 2026,93" +
(n=3) 62,73 32,61 54,11 41,65
IFT*  14669,40% + 24205,52" + 32465,02° + 25102,13" +
(n=3) 967,99 1592,74 1726,78 942,59

* Médias + desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas
Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa (p< 0,05)
IFL — Intensidade Fluorescente Livre por grama de biscoito
IFT - Intensidade Fluorescente Total por grama de biscoito
BC — Biscoito sem tratamento térmico
BCT- Biscoito com tratamento térmico
BB - Biscoito adicionado de BHT com tratamento térmico
BE - Biscoito adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico

Segundo os dados apresentados, o processamento térmico de 210 °C
por 10 minutos foi suficiente para que ocorresse a formacgéo de produtos da
reacao de Maillard, pois tanto a intensidade fluorescente livre quanto a total
foram significativamente menores nos tratamentos sem aquecimento em
relacdo aos tratamentos com aquecimento.

A adicdo do extrato de erva-mate na formulagdo dos biscoitos n&o
influenciou a formacao de produtos fluorescentes livre e totais, uma vez que,
o tratamento com e sem adicdo de extrato ndo apresentaram diferenca

significativa.
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Considerando a formulacdo do modelo de biscoito, o escurecimento €
resultado, predominantemente, da degradacdo de acUcares, ou seja, da
reacdo de caramelizacdo, e provavelmente, por este motivo, o extrato néo
inibiu a formacéao de produtos fluorescentes.

A hipétese de atuacao do extrato de erva-mate na inibicdo da formacao
de produtos da reacdo de Maillard propde que o extrato atue na segunda
fase da reacdo, a etapa de propagacéao, na qual produtos formados na etapa
inicial propensos a oxidacdo e a geracao de radicais livres levam a formacao
de compostos carbonilicos altamente reativos.

Na Tabela 17, estdo apresentados os resultados de intensidade

fluorescente dos sistemas modelo lacteo com e sem lipidios.

Tabela 17. Intensidade Fluorescente de produtos da reacéo de Maillard nos

sistemas modelos lacteos

TRATAMENTOS (Ir'::Ls) (IrfIS)
LC 117,65 + 4,01 4734,87% + 364,36
LCT 211,91° + 3,71 18007,03° + 498,14
LB 219,13" + 8,33 22169,21° + 979,71
LE 210,20° + 10,51 12415,07° + 860,56
LLC 224,66° + 3,50 9658,75" + 287,86
LLCT 395,16% + 10,78 30291,31° + 71,57
LLB 394,30+ 12,11 31597,58° + 835,94
LLE 275,13+ 15,14 22155,76% + 1316,52

* Médias + desvio padrdo, n= nimero de amostras analisadas

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p< 0,05)

IFL — Intensidade Fluorescente Livre por mililitro de sistema

IFT - Intensidade Fluorescente Total por mililitro de sistema

LC — Sistema Lacteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lacteo com tratamento térmico; LB — Sistema
Lacteo adicionado de BHT com tratamento térmico; LE - Sistema Lacteo adicionado de extrato de erva-
mate com tratamento térmico; LLC — Sistema Lacteo com lipidios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema
Lacteo com lipidios com tratamento térmico; LLB — Sistema Lacteo com lipidios adicionado de BHT com
tratamento térmico; LLE - Sistema Lacteo com lipidios adicionado de extrato de erva-mate com tratamento
térmico
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Sendo considerado um indicador de fase intermediaria da reacdo de
Maillard, o teste de compostos fluorescentes confirma a hipotese de atuacao
do extrato de erva-mate. O extrato de erva-mate inibiu a formacdo de
compostos fluorescentes totais tanto no sistema sem lipidios (L) como no
sistema com lipidios (LL), a intensidade fluorescente dos tratamentos com
extrato (LE e LLE) foi significativamente menor que a intensidade dos
tratamentos com aquecimento sem adicdo de extrato (LCT e LLCT), a
porcentagem de inibicdo foi de 31% para o modelo sem lipidios (L) e de 27%
para o modelo com lipidios (LL).

Em relacdo a adicdo do antioxidante sintético (BHT) ndo se observou
inibicdo da formacao de produtos da reacdo de Maillard, o que pode indicar
que o efeito da adicdo do extrato encontrado pode ser atribuido ao perfil de
compostos da erva-mate como &acido caféico, acido 5-cafeoilquinico e o
acido ferulico, e ndo a qualquer composto antioxidante.

O efeito anti-glicacdo da erva-mate (llex paraguariensis) ja foi reportado
na literatura. Em 2005, LUCENFORD e GUGLIUCCI avaliaram atividade
anti-glicacdo de extratos aquosos de erva-mate e cha verde (Camelia
sinensis) empregando sistemas modelo no qual a albumina sérica bovina
(BSA) foi incubada com metilglioxal. Foi concluido que o extrato aquoso de
erva-mate exerce acao anti-glicacdo de maneira dose-dependente similar a
acao da aminoguanidina, efeito atribuido a atividade antioxidante da erva-
mate, extinguindo radicais livres. Os autores também observaram que a
erva-mate nao influenciou nas ligacdes cruzadas induzidas por compostos

dicarbonilicos.
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GUGLIUCCI e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos anti-glicacéao
de alguns compostos bioativos presentes na erva-mate, acido cafeico, acido
5-cafeoilquinico e acido oleandlico, utilizando os sistemas modelo albumina
sérica bovina e histonas de feto bovino. Os autores observaram que o acido
cafeico e o acido 5-cafeoilquinico sdo responsaveis pela atividade anti-
glicacdo da erva-mate.

Extratos de cha verde também apresentaram efeito inibitério da reacéo
de Maillard. SCHAMBERGER e LABUZA (2007) adicionaram flavonoides de
ché verde (epicatequina e epigalocatequina galato) em leite submetido ao
tratamento térmico UHT (Ultra High Temperature). A adicdo destes
compostos no leite reduziu o escurecimento durante 0 aquecimento e o
armazenamento e ndo prejudicou a aceitacdo deste produto. Os autores
observaram menor alteracdo de cor e reducdo da intensidade fluorescente
das amostras tratadas com os flavonoides em relagdo as amostras controle.

Portanto, pode-se propor que o mecanismo de inibicdo da formacéo de
produtos da reacdo de Maillard do extrato de erva-mate nos sistemas lacteos
€ 0 sequestro de radicais hidroxila e superdxido provenientes da etapa inicial
da reacao e/ou de produtos da oxidacdo de lipidios reduzindo a formacéo de
compostos carbonilicos ou dicarbonilicos altamente reativos evitando a

propagacéao da reacgao.

3.4 CONCLUSAO

O extrato pode ser considerado um inibidor da formagéao de produtos

da reacdo de Maillard em alimentos, permitindo o desenvolvimento de
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produtos alimenticios com menores teores de produtos da reacdo de

Maillard como alternativa para reducao da ingestédo destes produtos.
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ANEXO 1 — SISTEMAS MODELOS LACTEOS

SISTEMAS MODELO LACTEO SEM LIPIDIOS

1- Tratamento sem aguecimento

2- Tratamento com aquecimento

3- Tratamento com aquecimento e adicdo de BHT

4- Tratamento com aquecimento e adi¢do de extrato de erva-mate
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ANEXO 2- SISTEMAS MODELO DE BISCOITO

1- Tratamento com aquecimento

2- Tratamento com aquecimento e adi¢cdo de extrato de erva-mate

3- Tratamento com aquecimento e adicdo de BHT

99



SISTEMAS MODELO DE BISCOITO

1- Tratamento com aquecimento
2- Tratamento com aquecimento e adicdo de extrato de erva-mate

3- Tratamento com aquecimento e adi¢do de BHT
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