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RESUMO 

INTRODUÇÃO: A reação de Maillard ocorre em alimentos termicamente processados e 

também em sistemas biológicos, em que é chamada de glicação. Esta reação ocorre 

entre grupos carbonilas e grupamentos aminas e tem especial importância em 

alimentos, pois promovem alterações sensoriais importantes ao sabor, aroma, 

aparência e textura. Em sistemas biológicos, entretanto, podem acarretar mudanças em 

estruturas moleculares que favorecem o estresse oxidativo e participam da patogenia 

de complicações micro e macro vasculares características da diabetes, aterosclerose e 

doenças neurodegenativas. Os compostos carbonílicos ou produtos da reação de 

Maillard (PRMs) formados em alimentos contribuem para o aumento do pool endógeno 

de compostos carbonílicos. A utilização de substâncias ou alimentos que possam 

minimizar a formação destes compostos pode constituir-se em uma estratégia para 

minimizar a sua ingestão. OBJETIVO: Avaliar o efeito da adição de extrato etanólico de 

erva-mate verde na inibição da reação de Maillard em sistemas modelo alimento. 

METODOLOGIA: Foram elaborados modelos de biscoito e lácteos com e sem lipídios. 

Os teores de produtos da reação de Maillard [furosina (FUR), hidroximetilfurfural (HMF), 

carboximetilisina (CML) e produtos fluorescentes (IF)] foram avaliados. O extrato 

etanólico foi obtido por extração contínua a quente da erva-mate verde seca e 

caracterizado quanto aos teores de compostos fenólicos, cafeína e saponinas por 

cromatografia líquida. A intensidade de fluorescência dos sistemas foi avaliada por 

espectrofotometria, os teores de FUR e HMF foram analisados por cromatografia 

líquida de alta eficiência e de CML por ELISA. RESULTADOS: O extrato etanólico de 

erva-mate apresentou 155µg mg
-1

 de fenólicos totais, 76µg mg
-1

 de cafeína, 5µg mg
-1

 

de ácido ursólico e 3µg mg
-1

 de ácido oleanóico. A formação de HMF, FUR e IF nos 

sistemas modelo de biscoito não foi influenciada pela adição 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 inibição foi 

de 8%. A formação dos IF nos sistemas modelos lácteos adicionados de extrato foram 

significativamente menores (p<0,05) comparado aos modelos lácteos com aquecimento 

sem adição de extrato, a porcentagem de inibição foi de 30% para o modelo sem 

lipídeos e de 27% para o modelo com lipídeos. CONCLUSÃO: A adição do extrato 

etanólico da erva-mate verde foi efetiva em diminuir a reação de Maillard nos modelos 

de biscoito e lácteos. 

 

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



 

ABSTRACT  

 

INTRODUCTION: the Maillard 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 155μg mg
-1

 of total phenolics, 76μg mg
-1

 of caffeine, 5μg mg
-1 

of ursolic acid 

and  3μg mg
-1 

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. INTRODUÇÃO 

1.1 REAÇÃO DE MAILLARD 

 

O escurecimento não enzimático foi inicialmente investigado em 1912 

pelo químico Luis Camille Maillard. Esta reação tem apresentado um 

impacto importante para a ciência de alimentos, pois promove alterações 

sensoriais importantes para a qualidade de alimentos e provoca alterações 

no valor nutricional (FINOT, 2005). 

Os compostos formados por estas reações são responsáveis por 

conferirem sabor, aroma e cor aos alimentos e, portanto, fundamentais para 

sua aceitação e consumo. Podem apresentar atividades biológicas positivas, 

como atividade antioxidante, antimutagênica e quimioprotetora, e negativas 

como diminuição do valor nutricional de alimentos, devido ao 

comprometimento de aminoácidos essenciais, e possível potencial tóxico. 

 A reação de Maillard caracteriza-se por interações amino-carbonilo de 

natureza não enzimática entre açúcares redutores ou lipídios oxidados e 

proteínas, aminofosfolipídeos ou ácidos nucléicos. A via clássica da reação 

de Maillard ou glicação (quando a reação ocorre nos organismos vivos) 

inicia-se com a formação da base de Schiff, composto instável, gerado pela 

condensação de grupamento carbonila de açúcar redutor com um 

grupamento amina, oriundo, por exemplo, do aminoácido lisina, composto 

especialmente susceptível à reação. Na seqüência, a base de Schiff sofre 

rearranjos, resultando nos produtos de Amadori, conhecidos hoje como 

Produtos Inicias da Reação de Maillard que apresentam estrutura mais 
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estável. Os produtos de Amadori apresentam grupos carbonilas reativos, 

que se condensam com grupos aminas primários acessíveis dando origem 

aos Produtos Avançados da Reação 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 reação de Maillard.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Principais etapas da reação de Maillard 

 
Reação A: condensação açúcar-grupamento amino. Reação B: Rearranjo de Amadori. 

Reação C: Degradação de açúcares. Reação D: Fragmentação de açúcares. Reação E: 

Degradação de aminoácidos (Degradação de Strecker). Reação F: Condensação aldólica. 

Reação G: Condensação amino-aldeído, formação de compostos nitrogenados. 

HMF=hidroximetilfurfural. 
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No organismo vivo, ocorre a reação de condensação entre carbonilas 

e aminas, a qual é denominada glicação e os produtos estáveis formados 

são chamados Produtos Avançados de Glicação ou Advanced Glycation 

Endproducts (AGEs). Os AGEs estão implicados em modificações 

fisiopatológicas que ocorrem na diabetes, ateroesclerose e doenças 

neurodegenerativas (MUNCH et al., 1997; GUGLIUCCI, 2000; JANDELEIT-

DAHM et al., 2005; NASS et al., 2007; XANTHIS et al., 2007; 

MONTAGNANI, 2008; KRAUTWALD e MÜNCH, 2010) e podem causar 

danos aos tecidos por modificar a função da proteína devido à alterações 

em sua estrutura/configuração, modificar o tecido em si, devido às ligações 

cruzadas (cross-links) inter e intra-molecular, favorecer a formação de 

radicais livres e induzir resposta inflamatória após ligarem-se a receptores 

específicos (VISHWANATH, 1986; NASS et al., 2007; URIBARRI et al., 

2007a; TANG et al., 2009). 

No diabetes, os danos em proteínas provocados por interações com 

carbonilas são as principais causas de doenças relacionadas a diabetes.  A 

formação dos AGEs é observada também no envelhecimento e ocorre 

dentro e fora das células. Estes compostos estão envolvidos na patogenia 

da maioria de complicações do diabetes como nefropatias e doenças 

vasculares. Durante o envelhecimento, quantidades crescentes de AGEs 

são detectadas em muitos tecidos mas em pacientes com diabetes detecta-

se quantidades significativamente maiores de AGEs. Além dos AGEs 

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

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

 

1.2 PRODUTOS DA REAÇÃO DE MAILLARD, SAÚDE E DIETA  

As reações de escurecimento não enzimático e a formação de 

produtos da reação de Maillard (PRMs) ocorrem facilmente quando 

alimentos são processados em temperaturas superiores a 100ºC e são 

influenciadas por fatores como pH, tempo, temperatura, atividade água, 

composição do sistema, entre outros (BALTES, 1982; AMES, 1990).  Esta 

reação é importante para a aceitação sensorial de vários alimentos como 

pães, leite em pó, cereais matinais, café, bolos, carnes, entre outros.  

A comunidade científica vem discutindo a relação entre os PRMs 

presentes nos alimentos atuando como “glicotoxinas” nos organismos. Ainda 

assim, o papel dos PRMs presentes nos alimentos/dietas na saúde é 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 têm mostrado que os produtos da reação de Maillard 

presentes na dieta elevam os níveis séricos de AGEs e que estão 

positivamente correlacionados com aumento do estresse oxidativo, 

disfunções orgânicas e aumento dos níveis de moduladores inflamatórios 

(CAI et al., 2008; VLASSARA et al., 2008). Outros estudos identificaram que 

o consumo de PRMs por ratos está associado à síntese de citosinas 

inflamatórias (TNF-α e proteína 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., 2007b).  

SCHMIDT e colaboradores, em 1992, identificaram os receptores de 

AGEs (RAGEs), foi observado que células endoteliais apresentavam 

moléculas específicas na superfície que mediavam a interação AGE-

endotélio. Desde então, este receptor vem sendo intensamente estudado 

(TESSIER, 2010).  

O RAGE pertence à família das imunoglobulinas de superfície celular, 

as regiões para o fator nuclear-κB e para a interleucina-6 estão localizadas 

no gene promotor do RAGE controlando a expressão desse receptor e 

associando o RAGE às respostas inflamatórias. O RAGE é minimamente 

expresso em células epiteliais, neuronais, vasculares e inflamatórias sob 

condições fisiológicas. No entanto, sua expressão está aumentada em 

macrófagos, monócitos, células musculares lisas, células endoteliais e 

astrócitos sob condições de excesso de AGEs (MAHAJAN et al., 2009; 

RAMASAMY et al., 2009). Este receptor está envolvido em processos 

patológicos da diabetes, envelhecimento, inflamação, neurodegeneração e 

tumores (YAN et al., 2010). Na figura 2 pode ser observado como os AGEs 

modulam os danos aos tecidos. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schmidt%20AM%22%5BAuthor%5D
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Figura 2 – Esquema do envolvimento do RAGEs em danos aos 
tecidos (GLENN e STITT, 2009). 
  

TNFα: fator de necrose tumoral, TNFαR: receptor do TNFα, NO: Oxido nítrico, O2: Oxigênio, IkBα: 

Inibidor do ĸB, NFĸβ: fator nuclear kappa B, AP1: proteína ativadora 1, JNK: Jun N-terminal quinase, 

MAPK: Proteína quinase mitógeno-ativada, MCP-1: Proteína quimioatratora de monócitos 1, IL1α: 

Interleucina 1 Alfa, IL1β: Interleucina 1 beta, IL-6: Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, IL -10: 

Interleucina 10, VCAM: Molécula de adesão vascular 1, slCAM-1: Molécula intracelular de adesão-1, 

VEGF : Fator de crescimento endotelial vascular, TGF-β: Fator de crescimento transformador beta. 

 

 

A interação AGE-RAGE ativa transcrição do NF-κB, acarretando ao 

subseqüente aumento da expressão de seus genes-alvo, como endotelina-1, 

VCAM-1, selectina E, fator tecidual, trombomodulina, VEGF e de citocinas 
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pró-inflamatórias que incluem a interleucina-1α (IL-1α), IL-6 e o fator de 

necrose tumoral-α, além do próprio RAGE. O bloqueio do RAGE, por sua 

vez, inibe a ativação do NF-κB. Os AGEs ligados aos seus receptores levam 

a disfunção endotelial, ativação acelerada de macrófagos para as células 

espumosas, diminuição da flexibilidade das células musculares lisas, 

comprometendo a complacência arterial e torna a fração LDL-colesterol  

mais sensível a oxidação (GLENN e STITT, 2009; YAN et al., 2010). 

A dieta é considerada a principal fonte exógena de PRMs e pode 

exercer importante influência no desenvolvimento de diversos quadros 

patológicos, especialmente da diabetes. Embora ainda não se conheça 

quais PRMs são absorvidos no intestino, sabe-se que uma pequena 

proporção alcança a corrente sanguínea e é excretada pela urina e que 

estes compostos são 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 complicações vasculares do diabetes como nefropatias 

e reduzir a incorporação de AGEs nos tecidos. Ratos diabéticos e não 

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 níveis séricos de AGEs menores, número reduzido de células 

inflamatórias e menor lesão 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 indivíduos 

norte americanos durante três dias e identificaram um consumo diário de 

PRMs em torno de 16.000 kU. Neste mesmo estudo, o consumo de PRMs e 

os níveis plasmáticos de carboximetilisina dos indivíduos foram analisados e 

foi encontrada uma correlação significativa entre teor de PRMs na dieta e 

níveis plasmáticos de AGEs elevados. E um subgrupo de indivíduos 

expostos a uma dieta com teores de PRMs reduzidos apresentou uma 

redução de 30- 40% nos níveis de AGEs séricos. Os autores concluíram que 

uma dieta rica em PRMs como a dieta do norte americano contribui 

significativamente para o aumento do pool de AGEs endógenos. 

Os benefícios de uma dieta restritiva em ‘glicotoxinas’ também foram 

reportados por CAI e colaboradores (2007). Os autores demonstraram que 

animais submetidos a uma dieta com redução de 50% no total de PRMs 

presentes em uma dieta regular (300.000 U) apresentaram redução do 

estresse oxidativo, menor dano renal, melhora na resistência a insulina, na 

albuminúria e glomerulosclerose, maior expectativa de vida e menor 

expressão dos receptores de AGEs (RAGE) nos tecidos.  

A literatura ressalta o papel dos AGEs no desenvolvimento de diversos 

quadros patológicos da diabetes. A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença 

decorrente da falta de insulina ou da incapacidade da insulina de exercer 

adequadamente os seus efeitos. Suas complicações crônicas decorrem de 

alterações micro e macrovasculares que levam a disfunção, dano ou falência 

de vários órgãos. A DM é considerada uma doença crônica de alta 

prevalência no Brasil e é um problema de saúde pública, a prevalência da 
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DM está aumentando de forma exponencial, adquirindo características 

epidêmicas em vários países, particularmente nos países em 

desenvolvimento, e acredita-se que mudanças no meio ambiente e no 

comportamento humano justifiquem esse fenômeno (SBD, 2002; WILD et al., 

2004; OLIVEIRA et al., 2010). A taxa de mortalidade e morbidade 

associadas a diabetes representam grande impacto econômico e social em 

diferentes grupos etários e regiões geográficas.  

O desenvolvimento de doença microvascular específica na retina, no 

glomérulo renal e nos nervos periféricos, bem como a doença macrovascular 

aterosclerótica caracterizam as complicações da diabetes. A hiperglicemia é 

o fator primário desencadeador dessas complicações micro e 

macrovasculares, sendo a formação endógena dos produtos de glicação 

avançada um dos principais mecanismos responsáveis pelos danos 

celulares e teciduais observados nessa doença (BARBOSA, et al., 2009; 

GUL et al., 2009; NOZYŃSKI 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 endógenos, favorecendo o 

surgimento e a progressão das complicações do diabetes, tem-se 

recomendado uma dieta com menores teores de PRMs. Estudos sugerem a 

ingestão de 16.000 U PRMs/dia como uma ingestão segura de PRMs, porém 

estes valores não são considerados uma recomendação de ingestão diária 

de PRMs e estudos prospectivos ainda são necessários para que se possa 

determinar uma recomendação de ingestão diária de PRMs (XANTHIS et al., 

2007).  
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Considerando os possíveis efeitos negativos provocados pelos PRMs 

presentes nos alimentos, a inibição da formação destes compostos em 

alimentos constitui alternativa para reduzir a sua ingestão 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 últimos anos devido a alterações no padrão alimentar 

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

 

 

1.3 PRODUTOS DA REAÇÃO DE MAILLARD EM ALIMENTOS 

 

 
A reação de Maillard é a reação química mais importante do 

processamento de alimentos provocando alterações no sabor, aroma, cor e 

textura. Vários fatores influenciam a reação e podem ser considerados como 

variáveis de processamento e de armazenamento. A modificação destas 

variáveis tem sido utilizada para modificar a reação e, conseqüentemente, 

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: 

amêndoas torradas (66,5 kU/g), manteiga (265 kU/g), maionese (94 kU/g), 

peito de frango grelhado por 15 minutos (58 kU/g), 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/g), 

tofu cru (8 kU/g), tofu assado (41 kU/g), leite de vaca (0,05 kU/mL), leite 

humano (0,05 kU/mL), fórmulas infantis (4,86 kU/mL) e pão com miolo 

(0,54 kU/g). 

A formação de cor é a primeira alteração que se observa no alimento 

durante a reação de Maillard e é atribuída à formação de melanoidinas, que 

são polímeros nitrogenados com coloração marrom. As melanoidinas são 

responsáveis pela coloração escura de alimentos como café, cacau, pão, 

biscoitos, entre outros. O escurecimento de alimentos nem sempre é 

desejável como no caso de sucos, chocolate branco e leite (WANG et al., 

2011). Dados da literatura vêm relacionando alterações de cor devido a 

reação de Maillard e formação de compostos com atividade antioxidante. No 

geral, a formação de melanoidinas tem sido frequentemente associada a 

formação de compostos com atividade antioxidante (MANZOCCO et al., 

2001; ZIELINSKI et al., 2010; ZENG-YAN et al., 2011).  

As alterações no sabor/aroma provocadas pela reação de Maillard 

dependem: (1) do tipo de açúcar e aminoácidos envolvidos e (2) do teor de 

água, da temperatura, tempo e pH da reação. O primeiro fator determina o 

tipo de compostos formados e o segundo fator influencia a cinética da 

reação (VAN BOEKEL, 2006). Os estágios intermediários e finais da reação 

são os mais importantes para formação de sabor/aroma, especialmente, a 

degradação de Strecker, na qual aminoácidos são degradados 

(STANIMIROVA et al., 2011). 
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A textura é o resultado de muitas interações complexas de 

componentes da matriz e o processamento pode interferir estas interações 

de modo favorável ou não. A reação de Maillard modifica a textura dos 

alimentos por meio de ligações cruzadas (cross-links) entre proteínas, o que 

altera as propriedades funcionais das proteínas. A modificação da 

quantidade e natureza das proteínas nos alimentos é um meio pelo qual a 

indústria de alimentos tem manipulado a textura de alimentos durante o 

processamento (GERRARD, 2002). No entanto, pouco se sabe sobre a 

extensão da ligação cruzada provocada pela reação de Maillard em 

alimentos processados, o impacto desse processo sobre a qualidade dos 

alimentos e como a reação pode ser controlada para maximizar a qualidade 

dos alimentos. 

Os marcadores utilizados para avaliação da perda nutricional de 

alimentos termicamente processados e indicadores da reação de Maillard 

em alimentos são furosina (FUR), hidroximetilfurfural (HMF), 

carboximetilisina (CML) e produtos fluorescentes (ERBERSDOBLER e 

SOMOZA, 2007). 

A furosina (ε-N-2-furoilmetil-l-lisina) (Figura 3) é gerada por meio da 

hidrólise ácida dos compostos de Amadori (precursores da formação dos 

AGEs). Estes compostos são formados pela interação do grupo ε-amino da 

lisina com glicose, lactose ou maltose resultando respectivamente em 

frutoselisina, lactuloselisina e maltoloselisina com conseqüente perda do 

grupamento amino no início da reação de Maillard. Por esta razão, a 

estimativa do dano das proteínas causada pelo aquecimento é geralmente 
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baseada na determinação da quantidade de furosina formada durante a 

hidrólise ácida dos alimentos (GUERRA-HERNANDEZ et al., 1999; RADA-

MENDOZA et al., 2004; DELGADO-ANDRADE et al., 2005). A furosina é o 

mais específico e mais importante indicador da fase inicial da reação de 

Maillard.  
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Figura 3 - Estrutura química da furosina 

 

O hidroximetilfurfural (5-hidroximetil-2-furfural) (Figura 4) é um 

composto intermediário da seqüência da reação de Maillard também 

formado pela degradação de açúcares (frutose e glicose) a altas 

temperaturas (RUFIÀN-HENARES et al., 2001). O HMF tem sido estudado 

em produtos alimentícios principalmente por ter sido associado a efeitos 

mutagênicos, danos ao DNA. Além disso, seus derivados como 5-

clorometilfurfural e 5-sulfoximetilfurfural revelaram-se cititóxicos, genotóxicos 

e carcinogênicos (SURH e TANNENBAUM, 1994; GLATT et al., 2005; 

TEIXIDÓ et al., 2006).  
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Figura 4 - Estrutura química do hidroximetilfurfural 

 

 

A carboximetilisina (Nε-carboximetilisina) (Figura 5) é um dos melhores 

indicadores de produtos finais da reação 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 oxidação da furosina, a partir do metilglioxal, da peroxidação 

lipídica ou pelo glioxal, um produto da autoxidação de açúcares (AMES, 

2008). A CML pode ser sintetizada também in vivo, em sistemas biológicos. 

Esta substância está associada a fisiopatologia de várias doenças 

degenerativas, estresse oxidativo, mediadores inflamatórios e complicações 

vasculares em diabéticos pela ligação da CML em receptores RAGE 

presentes em monócitos, macrófagos, células nervosas e epiteliais 

(YAMAGISHI, 2011). 
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Figura 5 - Estrutura química da carboximetilisina 
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A determinação de compostos fluorescentes é utilizada como marcador 

de estágios intermediários da reação de Maillard. Substâncias fluorescentes 

são precursores de pigmentos marrons formados no estágio final da reação 

e apresentam diferentes estruturas químicas (MORALES e Van BOEKEL, 

1997). 

A investigação dos efeitos da reação de Maillard em sistemas modelo 

alimento lácteo submetido a tratamento térmico e em sistemas modelo de 

biscoito constitui interesse especial pois esta reação afeta o valor nutricional 

de proteínas, gera compostos anti-nutricionais, modifica as características 

sensoriais  e propriedades funcionais destes alimentos e derivados. O leite é 

um alimento muito susceptível a formação de PRMs durante o 

processamento térmico como a pasteurização e tratamento UHT (Ultra High 

Temperature). A reação entre lactose e lisina é uma das reações de Maillard 

mais relevantes para a perda nutricional deste alimento (FERRER et al., 

2000; BIRLOEZ-ARAGON et al., 2002; 2004). Os biscoitos também são 

alimentos susceptíveis a reação de Maillard durante o processamento, pois 

são submetidos ao aquecimento e a maioria dos componentes dos biscoitos 

são a farinha de trigo, o açúcar e a gordura. Durante o processamento 

térmico ocorre degradação de açúcares e acumulo de PRMs como furfural 

(AMEUR et al., 2006; 2007).  

A redução da formação de PRMs nos alimentos seria uma alternativa 

para reduzir a ingestão destes compostos uma vez que alimentos com 

produtos da reação de Maillard são amplamente consumidos e contribuem 
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significativamente para o aumento da ingestão de PRMs e do pool endógeno 

de AGEs. 

 

1.4 ERVA-MATE E INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE PRODUTOS DA 

REAÇÃO DE MAILLARD  

 
A erva-mate é uma árvore nativa da América do Sul. A extração da 

erva-mate gera cerca de 710 mil postos de trabalho diretos, com um volume 

de recursos da ordem de 180 milhões de reais por ano. Segundo o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística, o Brasil produziu 227.462 toneladas de 

erva-mate no ano de 2010 na região Sul, maior região produtora de erva-

mate no Brasil. A implantação e manutenção de ervais em áreas de 

preservação da mata atlântica são importantes atividades agrícolas com 

vistas ao desenvolvimento sustentável. 

O consumo de bebidas a base de erva-mate remonta de centenas de 

anos. A propriedade estimulante desta planta era conhecida pelos indígenas 

antes da chegada dos europeus na América. Sua utilização na medicina 

popular e por herboristas é recomendada para artrite, cefaléia, constipação 

intestinal, reumatismo, obesidade, fadiga, edema, hipertensão, digestão 

lenta e distúrbios hepáticos. 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: cafeína e teobromina, os compostos fenólicos, 

principalmente os ácidos cafeoilquínicos ou clorogêncios 
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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) são 

responsáveis por vários dos efeitos farmacológicos citados.  

A atividade antioxidante da erva-mate é atribuída aos compostos 

fenólicos presentes em sua composição, os principais são os ácidos 

fenólicos, sendo mais abundantes os ácidos clorogênicos, seguidos dos 

derivados do ácido hidroxicinâmico e, por último, os flavonóides (sendo a 

rutina o flavonóide mais abundante nessa classe).  

Extratos de erva-mate verde são capazes de atuar como agentes anti-

glicação, inibindo a ação do metilglioxal mesmo em concentrações 

equivalentes aquelas de aminoguanidina, um agente anti-glicação sintético. 

Um dos trabalhos que demonstram este efeito utilizou modelos contendo 

antitrombina III e palminogênio-plasmina, proteínas ricas em resíduos de 

lisina e arginina que sofrem o ataque de açúcares redutores, o que leva à 

diminuição de sua atividade. Neste trabalho foi utilizado extrato aquoso não 

sendo possível avaliar quais mecanismos ou substâncias atuam como 

agente anti-glicação (GUGLIUCCI e MENINI, 2002). Em 2005, LUCENFORD 

e GUGLIUCCI avaliaram atividade anti-glicação de extratos aquosos de 

erva-mate e chá verde (Camelia sinensis) empregando sistema modelo em 

que a albumina sérica bovina (BSA) foi incubada com metilglioxal e os AGEs 

formados foram dosados por fluorescência (espectrofotometria). Foi avaliada 

também a perda de fluorescência do triptofano após incubação com o 

metilglioxal na presença ou ausência dos agentes inibidores de glicação. 
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Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi utilizada para avaliar o 

desenvolvimento de ligações cruzadas, que levam à mudanças 

conformacionais da BSA, o que interfere na sua mobilidade eletroforética. 

Concluiu-se que o extrato aquoso de erva-mate exerce ação anti-glicação de 

maneira dose-dependente similar à ação da aminoguanidina. O mesmo 

efeito não foi observado para o chá-verde. 

GUGLIUCCI e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos anti-glicação 

de alguns compostos bioativos presentes na erva-mate, ácido cafeico, ácido 

5-cafeolquínico e ácido oleanólico, utilizando os sistemas modelo albumina 

bovina sérica e histonas de feto bovino. Os autores concluíram que o ácido 

cafeico e o ácido 5-cafeolquínico são responsáveis pela atividade anti-

glicação da erva-mate.  

 A avaliação da atividade de inibição de glicação de extratos Cyperus 

rotundus e de Teucrium polium, assim como flavonóides glicosídeos isolados 

do extrato etanólico de Stelechocarpus cauliflorus em sistema modelo 

contendo frutose e albumina, apresentou resultados positivos tanto para o 

decréscimo da formação de AGEs quanto para a prevenção de dano 

oxidativo às proteínas (ARDESTANI e YAZDANPARAST, 2007; 

WIRASATHIEN et al., 2007). Outros extratos vegetais como de tanchagem 

(Plantago asiática), feijão-mungo (Vigna radiata), maracujá-doce (Passiflora 

alata), maracujá (Passiflora edulis), crisântemo (Chrysanthemum sp.) e 

folhas de goiaba (Psidium guajava L.) também apresentaram atividade anti-

glicação em sistemas modelo contendo albumina (CHOI et al., 2008; PENG 
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et al., 2008; RUDNICKI et al., 2007; TSUIJI-NAITO et al., 2009; WU et al., 

2009).  

 Os possíveis mecanismos de inibição da formação de produtos da 

reação de Maillard e/ou glicação baseiam-se na (1) captura de radicais livres 

gerados em estágios iniciais da reação, (2) bloqueio de grupos carbonílicos 

ou dicarbonílicos reativos provenientes de açúcares redutores, bases de 

Schiff ou produtos de Amadori, (3) quebra de proteínas ligadas  (cross-links) 

e (4) bloqueio de receptores de AGEs (ZIEMAN e KASS, 2004; WU et al., 

2011). 

  

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Há uma inter-relação entre as reações oxidativas, que envolvem 

compostos carbonílicos, formados pela reação de Maillard, e ambas alteram 

a estrutura e propriedades de açúcares, proteínas, lipídeos, vitaminas e DNA 

em alimentos e em sistemas biológicos.  

O aumento do consumo de alimentos termicamente processados tem 

resultado em progressivo aumento da ingestão de PRM, cujas atividades 

biológicas não são bem conhecidas, embora se reconheça seu papel 

prejudicial com relação à diabetes e a insuficiência renal. 

A pesquisa sobre extratos de plantas que possam ser consumidos de 

forma segura e que reduzam a formação de produtos da reação de Maillard 

em alimentos pode contribuir para a redução da ingestão de PRMs e 
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favorecer aspectos de prevenção relacionados às complicações à saúde 

causada por estes produtos.  

 

1.6  OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o efeito da adição de um extrato de erva-mate verde em 

sistemas modelo alimento na inibição da formação de produtos da reação de 

Maillard. 

 

1.6.1 Objetivos Específicos  

 Identificar e quantificar os compostos presentes no extrato etanólico 

de erva-mate; 

 Avaliar se o extrato etanólico de erva-mate em sistemas modelo 

contendo lactose e caseína, com ou sem lipídios, é capaz de diminuir 

o teor de furosina, hidroximetilfurfural, carboximetilisina e produtos 

fluorescentes; 

 Avaliar se o extrato etanólico 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. OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO DE                

ERVA-MATE (Ilex paraguariensis) 

 

A Ilex paraguariensis, espécie popularmente conhecida como erva-

mate, é nativa da América do Sul e tem sua área de ocorrência natural 

restrita. O Brasil é o maior produtor mundial com uma produção de 425.641 

toneladas no ano de 2010 (FAO, 2012), sendo a região Sul do país a maior 

produtora do país, além de consumidora devido à tradição do chimarrão. A 

erva-mate é um produto constituído exclusivamente pelas folhas e ramos, 

das variedades de Ilex paraguariensis, na forma inteira ou moída obtidos por 

meio de tecnologia apropriada, segundo a legislação brasileira (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 1998).   

As folhas da erva-mate são utilizadas na preparação de bebidas 

consumidas em larga escala, no Paraguai, Uruguai, Argentina e Brasil na 

forma de chimarrão (infusão da erva com água quente servida em cuias), 

tererê (maceração da erva em água fria ou gelada) e chá-mate (infusão da 

erva-mate torrada). 

As atividades farmacológicas e os benefícios a saúde associados a 

erva-mate são atribuídos a presença de xantinas (cafeína e teobromina), 

compostos fenólicos, principalmente os ácidos cafeoilquínicos 

(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 presença de ácidos fenólicos na erva-mate foi relatada em 1935 

quando Woodard e Cowland (apud ALI-KARIDIS, 1987) reportaram a 

presença de uma substância chamada de coffetannin, que quando 

hidrolisada, resultava em ácido cafeico.  

Os ácidos clorogênicos pertencem à família dos ácidos cinâmicos que 

contém uma série de ácidos trans-cinâmicos em sua estrutura e são 

formados pela esterificação do ácido quínico com um dos seguintes ácidos 

trans-cinâmicos: o ácido cafeico (3,4-di-hidroxicinamico), o ferúlico (3-metoxi, 

4-hidróxi), sinápico (3,5-dimetóxi, 4-hidróxi) ou o p-cumárico (4-hidróxi) 

(BASTOS et al., 2007a; BASTOS et al., 2007b). Mono e di-ésteres de ácido 

cafeico (ácidos cafeoilquínicos), ácido p-cumárico, ácidos p-cumaroilquínicos 

e ácido ferúlico (feruloilquínicos) são os principais ácidos fenólicos 

encontrados na erva-mate (BASTOS et al., 2007a; DUGO et al., 2009). Os 

derivados de cafeoil (ácidos cafeoilquínicos) encontrados na erva-mate 

incluem o ácido cafeico, ácido clorogênico (ácido 5-O-cafeoilquínico), ácido 

neo-clorogênico, ácido crypto-clorogênico, ácido 3,4-dicafeoilquínico, ácido 

3,5-dicafeoilquínico e ácido 4,5-dicafeoilquínico (FILIP et al., 2001; MEJÍA et 

al., 2010). 

Cafeína (1,3,7-trimetilxantina) e teobromina (3,7-dimetilxantina) são 

alcalóides purínicos presentes nas plantas. Dentre estes compostos, a 

cafeína está presente em maior quantidade na erva-mate. GNOATTO et al. 

(2007) e REGINATTO et al. (1999) detectaram em amostras de erva-mate 

teores de cafeína de 0,8% e 0,6%, respectivamente, e de teobromina de 

0,1%. 



 45 

A cafeína está relacionada com efeitos estimulantes no sistema nervoso 

central, com funções cardíacas, 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 revisão que o consumo de cafeína não está 

relacionado apenas com atividades no sistema nervoso central mas também 

com aumento da disponibilidade de energia, aumento do gasto energético 

diário, diminuição da fadiga, melhora do desempenho físico, melhora do 

desempenho cognitivo, aumento da capacidade de concentração, aumento 

da memória a curto prazo, entre outros.  

As saponinas são um grupo de compostos os quais são encontrados 

amplamente nas plantas, caracterizadas por apresentarem propriedades 

emulsificantes. Consistem em moléculas complexas com agliconas 

acopladas a cadeias glicosídicas que podem ser divididas em dois grupos 

segundo o tipo de aglicona: esteroidal ou triterpenóide. A erva-mate possui 

quantidades significantes de saponinas triterpenóides, sendo os ácidos 

ursólico e oleanólico os triterpenos mais comuns (BASTOS et al., 2007b; 

OLESZEK e BIALY, 2006). 

Diversas atividades biológicas vêm sendo atribuídas a erva-mate ao 

longo do tempo (Ilex paraguariensis) e questionamentos sobre a toxicidade 

do seu consumo são 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-1 de peso. Os parâmetros 
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toxicológicos considerados foram sinais clínicos, peso corporal, alterações 

no consumo de água e comida, testes histopatológicos e hematológicos e 

exames macroscópicos dos órgãos. Os autores não encontraram alterações 

nos parâmetros toxicológicos devido a administração do extrato e concluíram 

que o consumo de erva-mate nas doses testadas é bem tolerado.  

O objetivo deste capítulo foi caracterizar o extrato de erva-mate que foi 

adicionado nos sistemas modelos alimento quanto aos teores de compostos 

fenólicos, cafeína e sapogeninas.   

 

2.1 MATERIAL E MÉTODOS 

A erva-mate (Ilex paraguariensis) verde cancheada (erva-mate 

submetida ao processo de sapeco, secagem, malhação, trituração e 

cancheamento), utilizada para preparação do extrato etanólico, foi obtida em 

mercado local, da marca Barão de Cotegipe, categoria Premium, embalada 

a vácuo, produzida na cidade de Barão de Cotegipe (RS) em março de 

2011, do lote 0311A. 

O extrato etanólico de erva-mate (Ex) foi obtido por processo de 

extração contínua a quente em aparelho Goldfish (Tecnal – TE 044). A 

relação massa de erva-mate/volume de etanol foi 5 g 100 mL-1 e o tempo de 

extração de 50 minutos, os quais foram estabelecidos por BASTOS et al. 

(2009). O etanol foi evaporado em rota-evaporador (BÜCHI – R 210), o 

extrato foi dissolvido em água e liofilizado para ser adicionado nos sistemas 

modelo alimento. 
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2.1.1 Caracterização do Extrato quanto aos Compostos 

Bioativos 

A composição do extrato etanólico de erva-mate, quanto ao teor de 

compostos bioativos, foi caracterizada em relação ao teor de compostos 

fenólicos, cafeína e saponinas.   

2.1.1.1 Compostos Fenólicos e Cafeína  

As análises do perfil de compostos fenólicos e cafeína foram 

realizadas em cromatógrafo líquido Agilent modelo 1200 SL, equipado com 

detector de arranjo de diodos (DAD) e espectrômetro de massas com fonte 

de íons eletrospray à pressão atmosférica (API-ESI), modelo Agilent 6150, 

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

A fase móvel foi constituída de acido fórmico (Merck) 0,1% (v:v) em 

água deionizada (A) e metanol grau HPLC (Gold, CER Brasil) (B). O extrato 

foi evaporado, ressupendido em fase móvel e filtrado com filtro para seringa 

0,22 µm (Millipore). A programação 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 

condição para equilibrar a coluna. O fluxo de fase móvel foi de 320 µL min-1 

e temperatura do forno mantida a 40°C. O volume de injeção foi de 3 µL.  

As condições do espectrômetro de massas foram: voltagem na fonte 

de ionização ± 3000 volts, fluxo de gás nebulizador (nitrogênio) a 12 L min-1, 

temperatura 350°C e pressão do nitrogênio a 30 psi. A análise dos 

compostos fenólicos foi realizada no modo de ionização negativo e a análise 
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de cafeína no modo positivo, na mesma corrida cromatográfica. Inicialmente 

foi realizada análise scan em ambos os modos e os íons mais abundantes 

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

A identificação do ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA) e da cafeína foram 

realizadas com base no tempo de retenção, espectro de absorção UV e 

espectro de massas, em comparação com os padrões de referência. A 

identificação dos demais compostos fenólicos, sem padrão de referência, foi 

realizada pelos espectros de absorção 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 quantificação foi realizada pelo DAD, por meio de curva de calibração 

externa de 5 pontos com o padrão referência: cafeína  a 272 nm (5 a 

100 µg mL-1, r=0,9999) e 5-CQA a 324 nm (50 a 100 µg mL-1, r=0,9999). Os 

demais compostos fenólicos foram quantificados pela curva do 5-CQA e os 

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

A metodologia foi validada pelo detector de arranjo de diodos (DAD), 

utilizado para quantificação dos compostos do extrato. Foi determinada a 

repetibilidade e tempo de retenção do 5-CQA e da cafeína, por meio da 

análise de dez replicatas do extrato intra-dia (repetibilidade). Os limites de 

detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados com base nos 

parâmetros das curvas de calibração do 5-CQA e cafeína, 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 padrão residual da curva de regressão e S o coeficiente angular.  
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2.1.1.2 Saponinas 

As saponinas são caracterizadas pela presença de cadeias 

glicosídicas e agliconas triterpenóides ou esteroidais. A porção aglicona das 

saponinas presentes na erva-mate é composta, principalmente, por dois 

triterpenos, os ácidos ursólico e oleanólico (OLESZEK & BIALY, 2006). A 

extração dos triterpenos foi realizada segundo metodologia descrita por 

GNOATTO et al. (2005) com modificações. Foram evaporados 250 mL de 

extrato em rotaevaporador e o resíduo foi resuspendido em 100 mL água. O 

extrato aquoso ficou mantido em refluxo por 2 horas com 15 mL de HCl 

(4 M) a 135ºC para hidrólise das saponinas. Após esfriar, o extrato 

hidrolisado foi submetido a extração líquido-líquido com 50 mL de 

clorofórmio 4 vezes. O extrato clorofórmico foi evaporado e o resíduo foi 

redissolvido em 100 mL de acetonitrila. Alíquotas de 1 mL foram filtradas 

com filtro para seringa 0,22 µm (Millipore) e colocadas no vial para serem 

injetadas. 

A determinação dos ácidos oleanólico e ursólico foram realizadas em 

cromatógrafo líquido Shimadzu modelo LC-20 AT equipado com injetor 

automático 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 µm). 

A fase móvel foi isocrática constituída de acetonitrila grau HPLC 

(Gold, CER Brasil) e água deionizada (97:3). O fluxo da fase móvel foi de 

1 mL min-1 e o volume de injeção foi de 20 µL. 
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A identificação dos ácidos oleanólico e ursólico foi realizada com base 

no tempo de retenção e espectro de absorção UV, em comparação com os 

padrões de referência. A quantificação foi realizada pelo DAD, por meio de 

curva de calibração externa de 5 pontos com o padrão referência: ácido 

oleanólico a 203 nm (20 a 200 µg mL-1, r=0,9995) e ácido ursólico a 203 nm 

(20 a 200 µg mL-1, r=0,9999). 

Para validação da metodologia de análise dos ácidos ursólico e 

oleanólico determinou-se os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), a 

repetibilidade das áreas dos ácidos, por meio da análise de dez replicatas do 

extrato intra-dia e a recuperação. Os limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) foram calculados com base nos parâmetros das curvas 

de calibração dos ácidos, 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 padrão residual da 

curva de regressão e S o coeficiente angular. A Recuperação é a relação 

entre o valor observado e o valor esperado de uma medição. Adicionou-se 

concentrações dos padrões ácido ursólico e oleanólico semelhantes às 

encontradas nas amostras (50 µg mL-1). 

 

2.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

2.2.1 Compostos Fenólicos e Cafeína 

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

foram identificados dez compostos fenólicos no extrato de erva-mate, sendo 
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três isômeros do ácido cafeoilquínico, três do ácido dicafeoilquínico, dois da 

cafeoil-glicose, o ácido feruloilquínico e a rutina. Não foram encontrados os 

ácidos caféico, ferúlico e p-cumárico nas formas livres.  A identificação dos 

compostos é apresentada no cromatograma (Figura 6) e na Tabela 1. 
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Figura 6 – Cromatograma CLUE-DAD (λ = 324 nm) com compostos 

fenólicos presentes no extrato de erva-mate. 

1 e 6 - Isomero do ácido cafeoilquínico  

2 e 3 - Cafeoil-glicose 

4 - Isomero do ácido 5-cafeoilquinico,  

5 - Ácido feruloilquinico 

7, 8 e 10- Isomero do ácido di-cafeoilquinico  

9 - Rutina  
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Tabela 1. Identificação dos compostos fenólicos do extrato de erva-mate por 

CLUE-ESI/MS no modo de ionização negativo  

Pico 
TR 

(min)* 
Íon molecular 

(m/z) 
Íon(s) produto 

(m/z) 
Composto 

1 1,5 353 191, 179 Isomero do ácido cafeoilquínico 

2 2,2 341 179 Cafeoil-glicose 

3 3,1 341 - Cafeoil-glicose 

4 3,5 353 191 Isomero do ácido 5-cafeoilquinico 

5 3,8 367 193 Ácido feruloilquinico 

6 4,2 353 179 Isomero do ácido cafeoilquínico 

7 9,1 515 353 Isomero do ácido di-cafeoilquinico 

8 9,3 515 353 Isomero do ácido di-cafeoilquinico 

9 9,5 609 301 Rutina 

10 11,8 515 353 Isomero do ácido di-cafeoilquinico 

* TR = tempo de retenção em minutos (DAD) 

 

O cromatograma com a identificação da cafeína está apresentado na 

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

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

modo de ionização positivo.  
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Figura 7 – Cromatograma CLUE-DAD (λ = 272 nm) com 

identificação da cafeína (1) presente no extrato de erva-mate 

 

Na Tabela 2 estão apresentados os dados de validação do método de 

análise de ácidos fenólicos e cafeína. 

 

Tabela 2. Parâmetros de validação do método analítico (CLUE-DAD) para 

caracterização do extrato de erva-mate 

 5-CQA Cafeína 

Repetibilidade TR (CV%) 0,51 0,27 

Repetibilidade Área do Pico (CV%) 1,35 0,06 

Limite de Detecção (ng mL-1) 3,71 2,72 

Limite de Quantificação (ng mL-1) 11,25 8,23 

5-CQA - ácido 5-cafeoilquínico; TR - Tempo de Retenção; CV- Coeficiente de Variação  
 

 
 
 

 Segundo os parâmetros estabelecidos pela Association of Official 

Analytical Chemists (AOAC, 2002), a repetibilidade das áreas e tempo de 

1 
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retenção do 5-CQA e da cafeína estão em conformidade com o limite 

proposto para concentrações do analito na ordem de 1-10%.   

 Na Tabela 3, estão apresentados os resultados dos sólidos solúveis, 

da quantificação de compostos fenólicos e cafeína do extrato etanólico de 

erva-mate utilizado durante o desenvolvimento do trabalho.  

 

Tabela 3. Concentração de sólidos solúveis, ácido 5-cafeoilquínico, fenólicos 

totais e cafeína no extrato etanólico de erva-mate (Ex) 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
5-CQA - ácido 5-cafeoilquínico 
 
 
 

 

A concentração de cafeína 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 cafeína no extrato pode ser 

justificado pelo método de extração com etanol em temperatura 

aproximadamente de 70ºC.  

O extrato apresentou teor de cafeína maior que a concentração média 

de cafeína encontrada na erva-mate verde (1,00%) (ESMELINDRO et al., 

2002) .   

  Compostos (µg mg
-1

 Ex) 

 
Sólidos Solúveis 

(mg mL
-1

) 
5-CQA 

Outros 

Fenólicos 

Fenólicos 

Totais 
Cafeína 

Ex* 

(n=3) 
3,94 ± 0,07 11,03 ± 0,46 144,27 ± 5,72 155,30 ± 6,18 76,20 ± 2,93 
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O teor de 5-CQA presente no extrato deste trabalho foi de 

11,03 µg mg-1 e de outros fenólicos de 144,27 µg mg-1, o que equivale a uma 

concentração de fenólicos totais de 15,53%.  

A concentração de fenólicos totais encontrada neste estudo foi maior 

que a encontrada por FILIP e colaboradores (2001) em amostras de extratos 

aquosos de erva-mate (9,60%), o que pode ser explicado por diferenças no 

método de extração, como a utilização de etanol, e na matéria-prima, como 

região de plantio com clima e solo diferentes. 

BASTOS e colaboradores (2006) avaliaram os teores de 5-CQA em 

extratos aquosos de erva-mate verde (Ilex paraguariensis) em diferentes 

estágios de processamento de plantas de diferentes regiões. Os teores de 

5-CQA encontrados nos extratos foram superiores (40 a 75 µg mg-1 de 

extrato) que o encontrado neste trabalho (11,03 µg mg-1 de extrato), o que 

pode ser explicado pela utilização de água na extração e por diferença na 

relação 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 cafeína, o 

flavonóide rutina e os ácidos fenólicos derivados do cafeoil (ácido cafeico e 

ácido clorogênico). Também se detectou os ácidos 3,4-dicafeoilquínico, 

3,5-dicafeoilquínico e 4,5-dicafeoilquínico.  

Derivados de ácidos cafeoilquínico também foram identificados em 

amostras de erva-mate (Ilex paraguariensis) por FILIP et al. (2001). Os 
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extratos aquosos de erva-mate apresentaram os ácidos 5-cafeoilquínico, 

3,4-dicafeoilquínico, 3,5-dicafeoilquínico e 4,5-dicafeoilquínico. O teor de 

5-CQA encontrado foi 28 µg mg-1  de extrato. 

No presente trabalho podemos observar que a família dos ácidos 

clorogênicos é a mais abundante na erva-mate dos compostos fenólicos, 

sendo o 5-cafeoilquínico o mais comum, conforme já relatado na literatura 

(BASTOS et al., 2007a). 

 

2.2.2 Saponinas  

 

A identificação dos ácidos ursólico e oleanólico está apresentada na 

Figura 8.  

 

 

Figura 8 - Cromatograma CLAE-DAD (λ = 203 nm) com os picos dos 

ácidos oleanólico e ursólico presentes no extrato de erva-mate (A) e 

cromatograma dos padrões dos ácidos oleanólico (1) e ursólico (2) (B) 
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Os dados de validação do método estão presentes na Tabela 4. 

Tabela 4. Parâmetros de validação do método analítico para análise dos 

ácido ursólico e ácido oleanólico 

 Ácido oleanólico Ácido ursólico 

Limite de Quantificação (µg mL-1) 26,14 11,90 

Limite de Detecção (µg mL-1) 8,62 3,93 

Repetibilidade (CV%) 2,69 2,39 

Recuperação (%) 81,90 84,17 

CV-Coeficiente de Variação  

 

 

A Repetibilidade das áreas dos ácidos está dentro do limite 

estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) 

para concentrações do analito na ordem de 1-10%.  

A porcentagem de recuperação para o ácido ursólico foi 84,17% e 

para o ácido oleanólico 81,90%, concentrações aceitáveis para a 

concentração de analito presente na amostra.   

Na Tabela 5 estão apresentados os teores dos ácidos ursólico e 

oleanólico no extrato etanólico de erva-mate.  

 

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

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  

  

 
Sólidos Solúveis          

(mg mL-1) 

Compostos (µg mg-1 Ex) 

Ácido  
ursólico 

Ácido 
oleanólico 

Total 

Ex* 
(n=3) 

3,94 ± 0,07 4,90 ± 0,36 3,17 ± 0,31 8,07 
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 O teor de triterpenos encontrado no extrato foi 31,80 µg mL-1.  

GNOATTO e colaboradores (2005) analisaram extratos aquosos de Ilex 

paraguariensis e encontraram 352 µg de triterpenos por mL de extrato 

aquoso. O menor teor dos ácidos ursólico e oleanólico encontrado no 

presente trabalho pode ser explicado pela utilização de etanol na extração, 

as sapogeninas são mais solúveis em água, e pela diferença na relação 

massa de erva-mate/volume de solvente utilizada nos trabalhos. 

 GNOATTO e colaboradores (2008) identificaram em amostras de 

erva-mate teor de equivalentes à ácido ursólico de 100 mg g-1 de erva. O 

elevado teor de sapogeninas é explicado pela utilização de maceração como 

método de extração e matéria-prima de regiões de plantio diferente, o que 

pode interferir na composição da erva-mate.  

 

2.3 CONCLUSÃO 

 As metodologias utilizadas para caracterização foram adequadas e 

permitiram a quantificação da cafeína (7,62%), ácidos fenólicos (15,53%) e 

triterpenos (0,81%) presentes no extrato que foi adicionado aos sistemas 

modelo alimento. 
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3. DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS MODELOS ALIMENTO 

E AVALIAÇÃO DA INIBIÇÃO DA FORMAÇÃO DE PRODUTOS 

DA REAÇÃO DE MAILLARD   

 

A utilização de sistemas modelos alimento para estudar a reação de 

Maillard tem sido amplamente discutida na literatura. A complexidade das 

reações químicas que ocorrem nos alimentos durante o aquecimento é o 

principal motivo pelo o qual os sistemas modelos têm sido utilizados para 

avaliar a cinética e os fatores que influenciam a reação.  

Alimentos lácteos são produtos de extrema importância para a 

indústria de alimentos, apresentam excelente valor nutricional e são 

amplamente consumidos pela população. A reação de Maillard promove 

alterações no valor nutricional das proteínas, modifica as características 

sensoriais e propriedades funcionais de alimentos lácteos, portanto, avaliar a 

reação de Maillard nestes alimentos é de grande interesse para a 

comunidade científica (VAN BOEKEL, 1998; ROZYCKI et al., 2010; GUAN et 

al., 2012).  

Os sistemas lácteos permitem estudar a reação entre açúcares 

redutores e aminoácidos. O açúcar característico do leite é a lactose, um 

açúcar redutor que reage com o aminoácido lisina proveniente da caseína 

durante o processamento térmico e o armazenamento (AMES, 1992). Esta 

reação dá origem a fase inicial da reação e formação dos produtos de 

Amadori, cuja degradação leva a formação de produtos avançados da 

reação de Maillard. O 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) é formado nos sistemas 
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lácteos via reação de produtos de Amadori e via isomerização e degradação 

da lactose (MORALES et al.,1997; MORALES e JIMÉNEZ-PÉREZ, 1998; 

MORALES et al., 2000). A furosina (ε-N-2-furoilmetil-l-lisina) é formada 

durante a hidrólise ácida da lactuloselisina (ε–N-deoxilactose-l-lisina), um 

produto de Amadori, e é utilizada para avaliar a extensão do processamento 

térmico e da reação de Maillard em alimentos lácteos (RESMINI e 

PELLEGRINO, 1990; FERRER et al., 2000; BAPTISTA e CARVALHO, 

2004). Os produtos fluorescentes são formados antes da formação de 

pigmentos escuros e nos sistemas lácteos são utilizados para monitorar o 

progresso da reação e a consequente formação de produtos avançados da 

reação de Maillard (MORALES et al., 1996a; ROZYCKI et al., 2010).  

Segundo o Sindicato das Indústrias de Massas e Biscoitos no Estado 

de São Paulo (SIMABESP), o Brasil ocupa a 2ª posição de maior produtor 

mundial de biscoitos com o registro de 1.206 milhões de toneladas 

produzidas em 2009, ficando atrás apenas dos Estados Unidos. Mesmo não 

sendo um alimento básico como o pão, os biscoitos são 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 legislação 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 cocção, 

fermentados ou não. Podem apresentar cobertura, recheio, formato e textura 

diversos” (ANVISA, 2005). O biscoito apresenta em sua formulação, 

principalmente, farinha de algum cereal, açúcar e gordura o que favorece 
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reações de degradação de açúcares durante o aquecimento. O 

escurecimento de biscoitos é resultado, principalmente, da reação de 

caramelização. Durante o aquecimento os açúcares são degradados e 

açúcares redutores são formados, os quais participam da reação de 

caramelização e da reação de Maillard reagindo com os aminoácidos 

presentes no meio. O principal produto formado durante o processamento 

térmico de biscoitos é o 5-hidroximetil-2-furfural que tem sido apontado como 

o melhor indicador de processamento de térmico deste alimento (AMEUR et 

al., 2006; 2007; GÖKMEN et al., 2007; 2008). A carboximetilisina é outro 

produto da reação de Maillard utilizado para avaliar a intensidade da reação 

nestes alimentos e pode ser formada por diferentes vias nos biscoitos: via 

reação de glioxal (produto de oxidação de açúcares e de lipídios) com 

agrupamento amina livre e via oxidação da furosina (CHARISSOU et al., 

2007; AMES, 2008; URIBARRI et al., 2010). 

As modificações na qualidade dos alimentos devido a reação de 

Maillard são inúmeras, algumas desejáveis e outras indesejáveis. Portanto, 

deve-se otimizar os processos e buscar estratégias para encontrar o 

equilíbrio entre os efeitos desejáveis e indesejáveis da reação. As 

estratégias podem minimizar perdas nutricionais, melhorar o sabor, 

maximizar a produção de antioxidantes, minimizar alterações de cor, alterar 

a formação de produtos da reação de Maillard, diminuir a formação 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 

formação de produtos da reação de Maillard em sistemas modelo alimento 

de biscoito e lácteos. 

 

3.1 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.1 Modelos Lácteos 

Foram elaborados dois modelos lácteos (Anexo 1), um com adição de 

lipídios (LL) e outro sem adição (L). As formulações dos modelos lácteos 

estão apresentadas na Tabela 6. 

Tabela 6. Composição dos sistemas modelos lácteos 

Ingredientes (%) 
Modelo lácteo 

Sem Lipídios (L) Com lipídios (LL) 

Caseína 3,5 3,5 

Lactose 4,5 4,5 

Lipídios* -- 3,0 

Água 92,0 89,0 

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

fonte de lipídio.  

 

 

Cada sistema foi submetido a quatro tratamentos: sem 

processamento térmico (C), com processamento térmico a 121ºC por 30 

minutos (CT), com adição de butil-hidroxi-tolueno (BHT), um aditivo 

alimentar com finalidade antioxidante, na concentração permitida pela 

legislação de alimentos 0,01% (B) (ANVISA, 1999) e com adição do extrato 
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etanólico de erva-mate na concentração 0,5% (E). Determinou-se a 

concentração do extrato de 0,5% a partir de testes preliminares que 

indicaram que concentrações menores que 0,5% não tiveram efeito na 

formação de produtos da reação de Maillard.    

Considerando a caracterização do extrato de erva-mate apresentada 

no capítulo 2, a adição do extrato nos sistemas na concentração de 0,5%  

resultou na adição de 0,078% de fenólicos totais, 0,038% de cafeína, 

2,45.10-3% de ácido ursólico e 1,58.10-3% de ácido oleanólico. 

 

3.1.2 Modelo de Biscoito  

O modelo de biscoito (B) foi formulado segundo o método 10-50D, 

descrito pela AACC (1995) com modificações. A formulação do biscoito está 

apresentada na Tabela 7.  

Tabela 7. Formulação dos sistemas modelo de biscoito 

Ingredientes (%) Modelo Biscoito 

Farinha de trigo 53,68 

Açúcar 24,07 

Margarina 16,25 

Fermento químico 1,20 

Água destilada 4,29 

Sal 0,51 

 

 

Também foram feitos quatro tratamentos para o modelo de biscoito: 

sem processamento térmico (C), com processamento térmico a 210ºC por 
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10 minutos (CT), com adição de BHT, um aditivo alimentar com finalidade 

antioxidante, na concentração permitida pela legislação de alimentos 0,01% 

(B) (ANVISA, 1999) e com adição do extrato etanólico de erva-mate na 

concentração 0,5% (E).  

Considerando a caracterização do extrato de erva-mate apresentada 

no capítulo 2, a adição do extrato nos sistemas na concentração de 0,5% 

resultou na adição de 0,078% de fenólicos totais, 0,038% de cafeína, 

2,45.10-3% de ácido ursólico e 1,58.10-3% de ácido oleanólico. 

Os biscoitos foram uniformizados nos seguintes parâmetros: diâmetro 

médio de 3,66 cm (± 0,15 cm) e espessura média de 0,40 cm (± 0,20 cm) 

medidos com paquímetro (Anexo 2).  

A composição centesimal para cada tratamento foi determinada 

segundo métodos da AOAC (1995). O teor de carboidratos foi determinado 

por diferença. 

 

3.1.3 Processamento Térmico  

Modelos Lácteos  

O processamento térmico dos tratamentos CT, B e E dos dois 

sistemas foram realizados em autoclave (Sanyo – MLS37511) por 30 

minutos a 121ºC (± 2 ºC).  

Os sistemas modelo foram preparados nos dias dos testes, 

autoclavados ao mesmo tempo e no mesmo equipamento. Todos os 

sistemas com aquecimento foram expostos as mesmas condições.  
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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 210ºC por 10 

minutos. Para evitar diferenças 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 posições dos tratamentos na forma 

dentro do forno assim como o número de fornadas, de modo que todos os 

tratamentos fossem expostos as mesmas condições de aquecimento.  

 

3.1.4 Determinação dos produtos da reação de Maillard 

3.1.4.1 Determinação de Furosina (FUR) 

A análise foi realizada conforme o protocolo descrito na ISO 18329 

com modificações. O sistema de biscoito (50 mg) e os sistemas lácteos 

(10 mL) foram hidrolisados com ácido clorídrico (10,6 M) por 23 horas a 

110ºC em tubos rosqueados com atmosfera modificada por adição de 

nitrogênio e filtrados em filtro 0,45 µm. Deste filtrado foram coletados 500 µL 

e submetidos à extração de fase sólida (SPE), cartucho Bond Elut C18 

(Varian Inc.) pré acondicionado com 5 mL de metanol e 10 mL de água.  A 

amostra foi eluída com 3 mL de ácido clorídrico (3 M).  

A determinação de furosina foi realizada por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (CLAE) em equipamento Shimadzu Modelo LC-20AT, com 
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injetor automático SIL-20AC, controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-

20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A (DAD). 

A fase móvel utilizada foi 5 mM de heptano sulfonado de sódio 

incluindo, 20% de acetonitrila e 0,2% de ácido fórmico. A coluna utilizada foi 

Shim-Pack VP-ODS-2 (25 cm x 0,5 cm, com partícula de 5 µm, marca 

Shimadzu). A eluição foi isocrática, o fluxo de 0,8 mL min-1 e o volume de 

injeção foi de 20 µL. A identificação foi feita baseada na comparação com o 

tempo de retenção e espectro de absorção do padrão externo e a 

quantificação foi realizada por meio de padronização externa através de uma 

curva analítica de 5 pontos (1,5 a 50,0 µg mL-1, r=1,000) elaborada com 

padrão 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 validação do método determinou-se os limites de detecção (LD) 

e quantificação (LQ), a repetibilidade da área do pico da FUR, por meio da 

análise de dez replicatas dos sistemas intra-dia e a recuperação. Os limites 

de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram calculados com base nos 

parâmetros da curva de calibração 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 padrão 

residual da curva de regressão e S o coeficiente angular. Para determinar a 

recuperação, adicionou-se o padrão furosina na concentração de 3 µg mL-1 

nos sistemas. 

 



 70 

3.1.4.2 Determinação de Hidroximetilfurfural (HMF)  

 A determinação de HMF foi realizada de acordo com AMEUR e 

colaboradores (2006), com modificações. O sistema biscoito (1 g) e os 

sistemas lácteos (10 mL) foram homogeneizados com 2,5 mL e 5 mL de 

ácido tricloroacético (40%), respectivamente. As amostras foram agitadas 

por 5 minutos, centrifugadas 4500 g por 10 minutos a 4ºC, filtradas em filtro 

0,45 µm e injetadas.  

A determinação de HMF foi realizada por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência em equipamento Shimadzu Modelo LC-20AT, com injetor 

automático SIL-20AC, controlador CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e 

detector de arranjo de diodos SPD-M20A. 

A fase móvel utilizada foi água acidificada com 0,1% de ácido fórmico 

e acetonitrila na proporção 95:5 (v:v). A coluna utilizada foi Shim-Pack VP-

ODS-2 (25 cm x 0,5 cm, com partícula de 5 µm, marca Shimadzu). A eluição 

foi isocrática, o fluxo de 1,0 mL min-1 e o volume de injeção foi de 100 µL. A 

identificação foi feita baseada na comparação com o tempo de retenção e 

espectro de absorção do padrão externo e a quantificação foi realizada por 

meio de padronização externa por meio de curvas analíticas de 5 pontos 

elaboradas com padrão puro 5-hidroximetil-2-furfural (Fluka) (0,01 a 

0,25 µg mL-1, r=0,999 para sistemas modelo de biscoito e 0,5 a 10,0 µg mL-1, 

r=1,000 para sistemas modelos láteos) 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 validação do método foram utilizados como parâmetros de 

validação os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), a repetibilidade 

da área do pico do HMF, por meio da análise de dez replicatas dos sistemas 

intra-dia e a recuperação. Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

foram calculados com base nos parâmetros da curva de calibração 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 padrão residual da curva de regressão e S o 

coeficiente angular. Para avaliar a recuperação, foram adicionadas 

concentrações do padrão HMF semelhantes às encontradas nas amostras 

(0,1 µg mL-1 para o sistema de biscoito e 1 µg mL-1 para os sistemas 

lácteos). 

  

3.1.4.3 Determinação de Carboximetilisina (CML) 

A determinação 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 Nε-carboximetilisina (monoclonal 4G9 – Altheon Inc. Ramsey, NY, 

EUA). O ensaio é especifico para quantificação de CML. As amostras dos 

sistemas modelo de biscoito foram previamente incubadas com proteinase K 

para liberação da CML ligadas a cadeias de proteína. As amostras dos 

modelos lácteos foram liofilizadas e não foram digeridas com proteinase K 

devido a interferências da matrix.  
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A análise consiste em três etapas: (1) os antígenos Bi-BSA-AGE 

foram ligados a superfície da placa e os complexos não ligados à placa 

foram lavados, (2) as amostras e o padrão externo foram pipetados na placa, 

os anticorpos específicos para CML foram adicionados, os antígenos e a 

CML presente nas amostras competem pela ligação aos antígenos e os 

anticorpos não ligados são lavados, (3) adição do agente revelador (ABTS) e 

quantificação por espectrofotometria a 405 nm. A intensidade da cor é 

inversamente proporcional à concentração de AGE/CML. 

 

3.1.4.4 Compostos Fluorescentes 

A análise de produtos da reação de Maillard fluorescentes livres e 

totais (ligados a proteínas) foi realizada conforme descrito por MORALES e 

VAN BOEKEL (1997) com modificações para os modelos lácteos. Os 

sistemas modelo (5 mL) foram submetido à desproteinização com 5 mL de 

ácido tricloroacético (40%), centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4ºC), 

filtrados (filtro 0,45 µm) e diluídos (1:3) para a análise de fluorescência livre. 

Para medição da fluorescência total, os sistemas foram hidrolisados com 

3 mL da solução de enzima pronase E (1500 U mL-1 em solução 1 M de 

borato de sódio, pH 8,2) por 36 horas a 40ºC em banho com agitação, 

centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4ºC), filtrados e diluídos (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 modificações. Os 

sistemas modelo (500 mg) foram homogeneizados com 7 mL de água 
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deionizada com agitação vigorosa por 1 minuto. As amostras foram 

centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi coletado e 

a extração foi realizada mais uma vez. O sobrenadante foi clarificado com 

1 mL das soluções de Carrez I (ferrocianeto de potássio 15%) e Carrez II 

(acetato de zinco 30%) e centrifugado a 4500 g por 5 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi filtrado (0,45 µm) e diluído (1:3) com água destilada. Para 

análise da fluorescência total, os sistemas (100 mg) foram hidrolisados com 

3 mL da solução de enzima pronase E (1500 U mL-1 em solução 1 M de 

borato de sódio, pH 8,2) por 36 horas a 40ºC em banho com agitação, 

centrifugados (13.000 g, por 10 minutos a 4ºC), filtrados e diluídos (1:10). 

 A fluorescência foi medida em comprimentos de onda de 347 nm de 

excitação e 415 nm de emissão em leitor de fluorescência de placa 

(Spectramax, M5, Molecular Devices). As medidas foram expressas em 

intensidade de fluorescência (IF) por grama ou mililitro de sistema. A 

linearidade da resposta fluorescente foi verificada com uma curva de 5 

pontos de sulfato quinino (1,95.10-3  a 5,10-1  µg mL-1, r = 1,000). 

 

3.2 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

Os resultados estão apresentados como média e desvio padrão. Para 

análise dos dados utilizou-se Análise de Variância (ANOVA) e o teste de 

Tukey, com nível de significância de 5%, para avaliar se houve diferença 

significativa entre os tratamentos dos sistemas modelo alimento em relação 

a formação dos produtos da reação de Maillard. Os testes estatísticos foram 
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realizados no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 

versão 16.0.  

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1 Composiçao centesimal dos sistemas modelo de biscoito  

 Os resultados da composição centesimal dos sistemas modelo de 

biscoito estão apresentados na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Composição centesimal dos sistemas modelo de biscoito 

                      TRATAMENTOS 

 BC BCT BB BE 

Umidade (%)* 20,49
a
 ± 0,28 7,32

b  
± 0,14

 
6,92

b
 ± 0,05 7,37

b
 ± 0,04 

Proteínas (%)* 6,00
a
 ± 0,05 6,72

b
 ± 0,11 6,76

b
 ± 0,15 6,73

b
 ± 0,17 

Lipídios (%)*  10,62
a
 ± 0,39   12,41

b
 ± 0,07   12,45

b
 ± 0,06   12,73

b
 ± 0,12  

Carboidratos (%)* 61,74
a
 ± 0,52   72,11

b
 ± 0,32   72,50

b
 ± 0,32   71,83

b
 ± 0,40  

Cinzas (%)* 1,15
a
 ± 0,02 1,44

b
 ± 0,04 1,36

b
 ± 0,04 1,35

b
 ± 0,02 

* Médias ± desvio padrão, n=número de amostras analisadas = 3  
Letras diferentes na mesma linha representam diferença 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 não apresentaram diferença 

significativa quanto aos teores de umidade, proteína, lipídios, carboidratos e 

cinzas. 
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A composição dos sistemas modelo de biscoito foi semelhante a 

composição apresentada em tabelas brasileiras de composição de 

alimentos, como a  TACO  (2011) e  a TBCA-USP (versão 5.0).  

Os tratamentos com aquecimento apresentam composição diferente do 

tratamento controle que não foi assado devido à maior umidade na massa 

crua. 

  

3.3.2 Furosina (FUR)  

Os dados de validação do método estão presentes na Tabela 9. 

Tabela 9. Parâmetros de validação do método analítico para análise 

de furosina (FUR) 

 FUR 

Limite de Quantificação (µg mL-1) 4,10 

Limite de Detecção (µg mL-1) 1,35 

Repetibilidade Sistema Lácteo (CV%) 0,74 

Repetibilidade Sistema Lácteo com Lipídios (CV%) 1,07 

Recuperação Sistema Biscoito (%) 83,86 

Recuperação Sistema Lácteo (%) 98,48 

Recuperação Sistema Lácteo com Lipídios (%) 92,15 

CV-Coeficiente de Variação 

 

 

A repetibilidade das áreas da FUR está dentro do limite estabelecido 

pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) de até 6% 

para as concentrações do analito encontradas nos sistemas modelo 

alimento. 
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A porcentagem de recuperação para os sistemas está dentro do limite 

estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) 

de 80-115%.     

Na Figura 9 estão apresentados os cromatogramas do padrão de 

furosina (pico 1) e do tratamento controle com temperatura (BCT) do modelo 

de biscoito (A). 

 

 

Figura 9 - Cromatograma CLAE-DAD (λ = 280 nm) dos sistemas modelo 

de biscoito (BCT) (A) e o pico do cromatograma do padrão furosina (1). 

 

 Não foi detectada furosina em nenhum tratamento dos sistemas 

modelo de biscoito (LD = 1,35 µg mL-1) (Figura 9). O elevado teor de 

carboidrato na formulação do sistema não favorece a formação de furosina, 

o que justifica a não detecção de furosina neste modelo. 

 Considerando a furosina um indicador da reação de Maillard, os 

dados apresentados no presente trabalho indicam que a reação de Maillard 
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não é a reação mais relevante para o escurecimento deste alimento e sim a 

caramelização.  

 GÖKMEN e colaboradores (2008) avaliaram a formação de furosina 

como marcador térmico em biscoitos de diferentes composições de açúcares 

e agentes de crescimento. O biscoito formulado de forma semelhante ao do 

presente trabalho apresentou teor de furosina muito pequeno (5 mg Kg-1) e 

menor que o do biscoito formulado com glicose (200 mg Kg-1). Os autores 

consideraram a quantidade de açúcares redutores um fator limitante para o 

progresso da reação de Maillard e concluíram que a furosina não é um 

marcador fidedigno para avaliar a extensão do tratamento térmico mas sim 

um indicador para avaliar a disponibilidade de lisina e um índice de  

qualidade protéica.  

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

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

TRATAMENTOS 

(n=3) 
FUR (µg mL

-1
) * 

LC 92,73
a
 ± 2,94 

LCT 178,89
c,d

 ±  1,74 

LB 181,03
c,d

 ± 6,55 

LE 169,14
c
 ± 4,28 

LLC 125,69
b 
 ± 4,27 

LLCT 197,68
e 
± 3,10 

LLB 191,58
d,e 

± 9,64 

LLE 187,57
d,e 

± 0,82 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (p< 0,05) 
 
LC – Sistema Lácteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lácteo com 
tratamento térmico; LB – Sistema Lácteo adicionado de BHT com tratamento 
térmico; LE - Sistema Lácteo adicionado de extrato de erva-mate com tratamento 
térmico 
LLC – Sistema Lácteo com lipídios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema 
Lácteo com lipídios com tratamento térmico; LLB – Sistema Lácteo com lipídios 
adicionado de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lácteo com lipídios 
adicionado de extrato de erva-mate com tratamento térmico 

 

 

 O processamento térmico dos sistemas modelo lácteos foi suficiente 

para que ocorresse a formação 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 

aquecimento na qualidade do leite ou sistemas lácteos são resultantes da 

interação entre agrupamentos amina, degradação de proteínas, 

insolubilização de proteínas do soro do leite, interação entre caseína e β-

lactoglobulina e interação entre carboidratos e proteínas (FERRER et al., 

2000; BAPTISTA e CARVALHO, 2004; FEINBERG et al., 2006; HILLER e 

LORENZEN, 2010). 
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 Não foi observada diferença significativa entre os tratamentos com 

aquecimento sem extrato (CT e LB) e com extrato (E) tanto para o modelo 

sem lipídios (L) como para o modelo com lipídios (LL), o que indica que a 

adição do extrato não influenciou a formação 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 formação 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 hidrólise ácida dos produtos de Amadori. 

Considerando que o extrato não alterou a formação de furosina nos sistemas 

lácteos, descarta-se a hipótese de atuação do extrato na etapa inicial da 

reação de Maillard. 

 

3.3.3 Hidroximetilfurfural (HMF) 

Os dados de validação do método estão presentes na Tabela 11. 

 



 80 

Tabela 11. Parâmetros de validação do método analítico para 

análise do hidroximetilfurfural (HMF) 

 HMF 

Limite de Quantificação (µg mL-1) 0,02 

Limite de Detecção (µg mL-1) 0,01 

Repetibilidade Sistema Biscoito (CV%) 0,27 

Repetibilidade Sistema Lácteo (CV%) 0,18 

Repetibilidade Sistema Lácteo com Lipídios (CV%) 0,12 

Recuperação Sistema Biscoito (%)  87,00 

Recuperação Sistema Lácteo (%)  81,00 

Recuperação Sistema Lácteo com Lipídios (%)  84,00 

CV-Coeficiente de Variação 

 

 

A Repetibilidade das áreas do HMF está dentro do limite estabelecido 

pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) de até 8% 

para as concentrações do analito encontradas neste trabalho.  

A porcentagem de recuperação para os sistemas está dentro do limite 

estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002) 

de 75-120%.     

AMEUR e colaboradores (2006) validaram a metodologia de análise 

de hidroximetilfurfural em biscoitos e encontraram 95% de recuperação, 

0,18% de repetibilidade (CV) e 0,36 µg mL-1 de limite de detecção, 

resultados similares dos encontrados no presente trabalho.  

O HMF tem sido estudado em produtos alimentícios principalmente 

por ter sido associado a efeitos mutagênicos, danos ao DNA. Além disso, 

seus derivados como 5-clorometilfurfural e 5-sulfoximetilfurfural revelaram-se 

citotóxicos, genotóxicos e carcinogênicos (GLATT et al., 2005).  
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Na Tabela 12, estão 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 (µg g-1) * 

BC 0,17a ± 0,00 

BCT 1,21b ± 0,03 

BB 1,26b ± 0,07 

BE 1,15b ± 0,08 

* Médias ± desvio padrão, n=número de amostras analisadas 
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 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 

 

 

Não se observou diferença significativa na formação de HMF entre os 

tratamentos com processamento térmico. A adição de extrato de erva-mate 

não influenciou a formação de HMF indicando que o extrato não modificou a 

degradação de açúcares, principal mecanismo de formação do HMF. Este 

resultado era esperado, pois não há indícios de que os componentes do 

extrato modifiquem a degradação de açúcares. 

O baixo teor de HMF no tratamento sem aquecimento é justificado 

pelo fato de não ocorrer formação 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 alterações 
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físicas e químicas em biscoitos durante o aquecimento e concluíram que o 

aumento de temperatura está relacionado com o aumento da degradação de 

açúcares, diminuição da atividade água e formação de hidroximetilfurfural.     

Na Tabela 13, estão apresentados os teores de HMF nos sistemas 

modelo lácteos. 

Tabela 13. Teores de hidroximetilfurfural (HMF) nos sistemas 

modelo lácteos 

TRATAMENTOS 
(n=3) 

HMF (µg mL-1) * 

LC ND 

LCT 9,60c ± 0,30 

LB 10,27c ± 0,79 

LE 10,69c ± 0,15 

LLC 0,07a  ± 0,00 

LLCT 9,25b ± 0,47 

LLB 9,56b,c ± 0,39 

LLE 10,24b,c ± 0,29 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (p< 0,05) 
ND – não detectado 
LC – Sistema Lácteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lácteo com 
tratamento térmico; LB – Sistema Lácteo adicionado de BHT com tratamento 
térmico; LE - Sistema Lácteo adicionado de extrato de erva-mate com tratamento 
térmico 
LLC – Sistema Lácteo com lipídios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema Lácteo 
com lipídios com tratamento térmico; LLB – Sistema Lácteo com lipídios adicionado 
de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lácteo com lipídios adicionado de 
extrato de erva-mate com tratamento térmico 

  

 

 Não foi detectado HMF no sistema lácteo sem aquecimento (LC), 

indicando que a formação de HMF depende, principalmente, de 

temperatura, fato já relatado por outros autores (MORALES et al., 1996b; 
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MORALES et al., 1998). O teor de HMF encontrado no sistema lácteo com 

lipídios sem aquecimento pode ser atribuído ao creme de leite, adicionado 

na formulação como fonte de lipídios, que sofre processamento térmico 

durante a produção. 

O teste de HMF utilizado para avaliação do processamento térmico 

de leites é um bom parâmetro para avaliar a degradação da lactose durante 

o aquecimento (PATTON, 1950; MORALES et al., 2000). Considerando a 

formulação dos sistemas lácteos, o HMF formado após o aquecimento é 

resultado, sobretudo, da degradação da lactose adicionada na concentração 

de 4,5%.  

O extrato de erva-mate verde não interferiu a formação de HMF nos 

sistemas lácteos, os tratamentos com extrato (LE e LLE) não apresentaram 

diferença significativa em relação aos tratamentos sem extrato.  

Visto que a formação do HMF depende, principalmente, da 

degradação de açúcares e não da reação de Maillard, reação na qual se 

espera que o extrato atue, o resultado observado (relativamente à ação do 

extrato de erva-mate sobre a formação de HMF nos modelos de biscoito e 

lácteos) está coerente. 

 

3.3.4 Carboximetilisina (CML)  

Na Tabela 14, estão 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 

TRATAMENTOS 
(n=2) 

CML (ng mg-1) * CML (ng mg-1 proteína) * 

BC 2,63a ± 0,06 43,80a ± 1,07 

BCT 5,87c ± 0,01 87,31c ± 0,12 

BB 5,82c ± 0,03 86,02c ± 0,48 

BE 5,40b ± 0,05 80,25b ± 0,69 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença 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 os modelos com 

(BB) e sem o antioxidante sintético (BCT). A porcentagem de inibição da 

formação de CML foi de 8% em relação ao modelo controle com 

aquecimento (BCT).    

O teor de CML encontrado no biscoito sem aquecimento pode ser 

explicado pela formação de CML durante o armazenamento.  

Os teores de CML detectados em biscoitos citados na literatura 

variam de 5 a 35 ng mg-1 proteína (CHARISSOU et al., 2007). A diferença 

entre valores na concentração de CML pode ser explicada por diferenças na 

formulação e no processamento térmico das amostras. 

Nos biscoitos, a CML forma-se, principalmente, por meio da reação de 

produtos reativos de oxidação de açúcares e lipídios (glioxal, metilglioxal) 

com resíduos de aminoácidos, o extrato pode ter inibido a formação de CML 

comprometendo esta reação.    
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A CML é um indicador de estágios avançados da reação de Maillard 

utilizado para avaliar a formação de PRMs nos alimentos, portanto, 

considerando que o extrato diminuiu a formação de CML no sistema de 

biscoito, pode ser proposto que o extrato de erva-mate atuou na inibição da 

formação de produtos da reação de Maillard neste sistema.  

Estratégias de redução da formação de produtos da reação de 

Maillard têm despertado interesse da comunidade científica e outros 

trabalhos também apresentaram resultados positivos na redução de PRMs 

em sistemas modelos.  

SILVÁN e colaboradores (2011) encontraram em seu trabalho que a 

adição do ácido ferúlico na concentração de 0,25% em sistema modelo 

contendo proteína e frutose reduziu em 85% a formação de CML. A elevada 

porcentagem de redução pode ser explicada pela baixa temperatura (60ºC) 

em que os modelos foram submetidos.   

SREY e colaboradores (2010) avaliaram o efeito da adição de rutina, 

α-tocoferol, ferúlico ácido, tiamina, monofosfato de tiamina e pirofosfato de 

tiamina em bolos na formação de carboximetilisina e carboxietilisina (CEL). 

Os bolos adicionados de ácido ferúlico, rutina, tiamina, monofosfato de 

tiamina e pirofosfato de tiamina apresentaram teores de CML menores.  

Outros compostos como curcumina, flavonóides, 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 diminuição da 

formação de produtos da reação de Maillard e/ou com atividade anti-glicação 
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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 lácteos estão 

apresentados na Tabela 15. 

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

TRATAMENTOS 
(n=2) 

CML 
(mg g-1) * 

CML 
(mg mL-1) * 

CML                    
(mg g-1 proteína) * 

LC 1,66a ± 0,05 0,12a ± 0,01 3,57a ± 0,11 

LCT 2,23b ± 0,07 0,17b ± 0,01 4,79b ± 0,15 

LB 2,20b ± 0,14 0,17b ± 0,01 4,73b ± 0,31 

LE 2,31b  ± 0,10 0,17b ± 0,01 4,97b ± 0,21 

LLC 1,78a ± 0,02 0,13a ± 0,01 3,83a ± 0,04 

LLCT 2,17b ± 0,14 0,16b ± 0,01 4,66b ± 0,29 

LLB 2,24b ± 0,08 0,17b ± 0,01 4,82b ± 0,18 

LLE 2,17b ± 0,07 0,16b ± 0,01 4,67b ± 0,14 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (p<0,05) 
LC – Sistema Lácteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lácteo com tratamento térmico; LB – 
Sistema Lácteo adicionado de BHT com tratamento térmico; LE - Sistema Lácteo adicionado de 
extrato de erva-mate com tratamento térmico; LLC – Sistema Lácteo com lipídios sem tratamento 
térmico; LLCT- Sistema Lácteo com lipídios com tratamento térmico; LLB – Sistema Lácteo com 
lipídios adicionado de BHT com tratamento térmico; LLE - Sistema Lácteo com lipídios adicionado 
de extrato de erva-mate com tratamento térmico 
 

  

Os modelos lácteos sem aquecimento (LC e LLC) apresentaram teores 

de CML significativamente menores (p<0,05) que os modelos com 

aquecimento, porém, maiores que os relatados na literatura que variam de 

0,56 mg g-1 proteína (ASSAR et al., 2009) a 1,02 mg g-1 proteína (DRUSCH 

et al., 1999). A formação 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 liofilização das amostras e oxidação 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 

não foram diferentes entre si, o que indica que o extrato não modificou a 

formação de CML nos sistemas lácteos nas condições de aquecimento 

proposta. O processamento térmico utilizado neste trabalho foi mais vigoroso 

que os processos utilizados para tratamento do leite, como o UHT e a 

pasteurização, o que explica os teores de CML elevados detectados nas 

amostras. A elevada formação de CML devido ao tratamento térmico pode 

ter prejudicado a atuação do extrato na reação de Maillard e a redução da 

formação de CML. 

Leites submetidos a processamentos térmicos mais brandos que o 

aquecimento proposto neste trabalho apresentam teores de CML menores. 

Leites submetidos ao “ultra-high temperature-UHT” apresentaram de 0,029 a 

0,046 mg g-1 proteína, segundo FENALLE et al. (2006), e 0,343 mg g-1 

proteína, segundo DRUSCH et al. (1999), e o submetido a pasteurização 

apresenta, em média, 0,016 mg g-1 proteína (FENALLE et al., 2006; 

DRUSCH et al.,1999; ASSAR et al., 2009).  

 
 



 88 

3.3.5 Compostos Fluorescentes  

Estão apresentadas na Tabela 16 as intensidades fluorescentes dos 

produtos fluorescentes da reação de Maillard nos sistemas modelo de 

biscoito. 

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

nos sistemas modelo de biscoito 

IF BC BCT BB BE 

IFL* 
(n=3) 

1695,64a  ± 
62,73 

2044,93b ± 
32,61 

2281,73c ± 
54,11 

2026,93b ± 
41,65 

IFT* 
(n=3) 

14669,40a ± 
967,99 

24205,52b ± 
1592,74 

32465,02c ± 
1726,78 

25102,13b ± 
942,59 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma linha representam diferença 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 ºC 

por 10 minutos foi suficiente para que ocorresse a formação de produtos da 

reação de Maillard, pois tanto a intensidade fluorescente livre quanto a total 

foram significativamente menores nos tratamentos sem aquecimento em 

relação aos tratamentos com aquecimento.  

A adição do extrato de erva-mate na formulação dos biscoitos não 

influenciou a formação de produtos fluorescentes livre e totais, uma vez que, 

o tratamento com e sem adição de extrato não apresentaram diferença 

significativa.  
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Considerando a formulação do modelo de biscoito, o escurecimento é 

resultado, predominantemente, da degradação de açúcares, ou seja, da 

reação de caramelização, e provavelmente, por este motivo, o extrato não 

inibiu a formação de produtos fluorescentes. 

A hipótese de atuação do extrato de erva-mate na inibição da formação 

de produtos da reação de Maillard propõe que o extrato atue na segunda 

fase da reação, a etapa de propagação, na qual produtos formados na etapa 

inicial propensos a oxidação e a geração de radicais livres levam a formação 

de compostos carbonílicos altamente reativos.    

Na Tabela 17, estão apresentados os resultados de intensidade 

fluorescente dos sistemas modelo lácteo com e sem lipídios.   

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

sistemas modelos lácteos 

TRATAMENTOS 
IFL * 
(n=3) 

IFT * 
(n=3) 

LC 117,65a ± 4,01 4734,87a ± 364,36 

LCT 211,91b ± 3,71 18007,03c ± 498,14 

LB 219,13b ± 8,33 22169,21d ± 979,71 

LE 210,20b ± 10,51 12415,07b ± 860,56 

LLC 224,66b ± 3,50 9658,75b ± 287,86 

LLCT 395,16d ± 10,78 30291,31e ± 71,57 

LLB 394,30d ± 12,11 31597,58e ± 835,94 

LLE 275,13c ± 15,14 22155,76d ± 1316,52 

* Médias ± desvio padrão, n= número de amostras analisadas  
Letras diferentes na mesma coluna representam diferença significativa (p< 0,05) 
IFL – Intensidade Fluorescente Livre por mililitro de sistema 
IFT - Intensidade Fluorescente Total por mililitro de sistema 
LC – Sistema Lácteo sem tratamento térmico; LCT- Sistema Lácteo com tratamento térmico; LB – Sistema 
Lácteo adicionado de BHT com tratamento térmico; LE - Sistema Lácteo adicionado de extrato de erva-
mate com tratamento térmico; LLC – Sistema Lácteo com lipídios sem tratamento térmico; LLCT- Sistema 
Lácteo com lipídios com tratamento térmico; LLB – Sistema Lácteo com lipídios adicionado de BHT com 
tratamento térmico; LLE - Sistema Lácteo com lipídios adicionado de extrato de erva-mate com tratamento 
térmico 
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Sendo considerado um indicador de fase intermediária da reação de 

Maillard, o teste de compostos fluorescentes confirma a hipótese de atuação 

do extrato de erva-mate. O extrato de erva-mate inibiu a formação de 

compostos fluorescentes totais tanto no sistema sem lipídios (L) como no 

sistema com lipídios (LL), a intensidade fluorescente dos tratamentos com 

extrato (LE e LLE) foi significativamente menor que a intensidade dos 

tratamentos com aquecimento sem adição de extrato (LCT e LLCT), a 

porcentagem de inibição foi de 31% para o modelo sem lipídios (L) e de 27% 

para o modelo com lipídios (LL). 

Em relação à adição do antioxidante sintético (BHT) não se observou 

inibição da formação de produtos da reação de Maillard, o que pode indicar 

que o efeito da adição do extrato encontrado pode ser atribuído ao perfil de 

compostos da erva-mate como ácido caféico, ácido 5-cafeoilquínico e o 

ácido ferúlico, e não a qualquer composto antioxidante. 

O efeito anti-glicação da erva-mate (Ilex paraguariensis) já foi reportado 

na literatura. Em 2005, LUCENFORD e GUGLIUCCI avaliaram atividade 

anti-glicação de extratos aquosos de erva-mate e chá verde (Camelia 

sinensis) empregando sistemas modelo no qual a albumina sérica bovina 

(BSA) foi incubada com metilglioxal. Foi concluído que o extrato aquoso de 

erva-mate exerce ação anti-glicação de maneira dose-dependente similar à 

ação da aminoguanidina, efeito atribuído a atividade antioxidante da erva-

mate, extinguindo radicais livres. Os autores também observaram que a 

erva-mate não influenciou nas ligações cruzadas induzidas por compostos 

dicarbonílicos.   
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GUGLIUCCI e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos anti-glicação 

de alguns compostos bioativos presentes na erva-mate, ácido cafeico, ácido 

5-cafeoilquínico e ácido oleanólico, utilizando os sistemas modelo albumina 

sérica bovina e histonas de feto bovino. Os autores observaram que o ácido 

cafeico e o ácido 5-cafeoilquínico são responsáveis pela atividade anti-

glicação da erva-mate.  

Extratos de chá verde também apresentaram efeito inibitório da reação 

de Maillard. SCHAMBERGER e LABUZA (2007) adicionaram flavonóides de 

chá verde (epicatequina e epigalocatequina galato) em leite submetido ao 

tratamento térmico UHT (Ultra High Temperature). A adição destes 

compostos no leite reduziu o escurecimento durante o aquecimento e o 

armazenamento e não prejudicou a aceitação deste produto. Os autores 

observaram menor alteração de cor e redução da intensidade fluorescente 

das amostras tratadas com os flavonóides em relação as amostras controle.  

Portanto, pode-se propor que o mecanismo de inibição da formação de 

produtos da reação de Maillard do extrato de erva-mate nos sistemas lácteos 

é o sequestro de radicais hidroxila e superóxido provenientes da etapa inicial 

da reação e/ou de produtos da oxidação de lipídios reduzindo a formação de 

compostos carbonílicos ou dicarbonílicos altamente reativos evitando a 

propagação da reação.  

 

 

3.4 CONCLUSÃO 

 O extrato pode ser considerado um inibidor da formação de produtos 

da reação de Maillard em alimentos, permitindo o desenvolvimento de 
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produtos alimentícios com menores teores de produtos da reação de 

Maillard como alternativa para redução da ingestão destes produtos.  
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ANEXO 1 – SISTEMAS MODELOS LÁCTEOS 

 

SISTEMAS MODELO LÁCTEO SEM LIPÍDIOS 
 

 
 

SISTEMAS MODELO LÁCTEO COM LIPÍDIOS 
 

 
 

1- Tratamento sem aquecimento 

2- Tratamento com aquecimento  

3- Tratamento com aquecimento e adição de BHT 

4- Tratamento com aquecimento e adição de extrato de erva-mate 

1 2 3 4 

1 2 3 4 
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ANEXO 2- SISTEMAS MODELO DE BISCOITO  

 

 
 

1- Tratamento com aquecimento  

2- Tratamento com aquecimento e adição de extrato de erva-mate  

3- Tratamento com aquecimento e adição de BHT 

 

 

 

 

 

1 
2 3 
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SISTEMAS MODELO DE BISCOITO 
 

 
 

 

 
 

 

1- Tratamento com aquecimento  

2- Tratamento com aquecimento e adição de extrato de erva-mate  

3- Tratamento com aquecimento e adição de BHT 

1 2 3 

1 
2 3 
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