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El consumo de productos de la reaccion de
Maillard (PRM) en las dreas urbanas aumento
en las nltimas décadas y hay evidencias
de que estas substancias son absorbidas y
pueden participar en procesos patologicos. La
determinacion del teor de PRM en alimentos
industrializados, asi como el consumo de estos
compuestos a partir de la dieta ha sido evaluado
en estudios conducidos en paises del hemisferio
Norte, pero no hay estudios equivalente en la
America del Sur. En este trabajo analizamos los
tenores de substancias fluorescentes, furosina,
bidroximetilfurfural y carboximetillisina en
cereales del tipo escamas, cereales del tipo
granola, café en polvo de torrefaccion media,
gelatina “diet” y leche en polvo integral de
diferentes marcas y lotes. Las técnicas utilizadas
Sfueron espectrofotometria de fluorescencia,
cromatografia liquida de alto desemperio y teste
inmunoenzimdtico. Los datos fueron analizados
mediante estadistica descriptiva y andlisis de
componentes principales (PCA). Se observo
grande variacion en el contenido de PRM en
los alimentos analizados. La leche en polvo, a
pesar de ser al alimento con mayor contenido
de lipidos, presento baja concentracion de
PRM (tenor medio 7,6mg/100g) mientras el
café en polvo presenté el mayor contenido de
PRM (278,6mg/100g) debido a la severidad
del tratamiento térmico a que es sometido.
Los datos obtenidos son representativos de los
productos disponibles al consumidor y pueden
ser utilizados para estimar el consumo de PRM
por la poblacion.

Palabras clave: Reaccion de Maillard.
Carboximetillisina. Furosina.
Hidroximetilfurfural.

Alimentos industrializados. Glicacion.
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O consumo de produtos da reacdo de Maillard
(PRM), nas dreas urbanas, auwmentou nas tiltimas
décadas e ha evidéncias de que estas substdncias
sdo absorvidas e podem tomar parte em processos
patologicos. A determinagcdo do teor de PRM
em alimentos industrializados, assim como o
consumo destes compostos a partir da dieta, tém
sido avaliados em estudos conduzidos em paises
do hemisfério Norte. Néo ha estudos equivalentes
na América do Sul. Neste trabalbo, analisamos
os teores de substancias fluorescentes, furosina,
hidroximetilfurfural e carboximetillisina em
cereais do tipo flocos e do tipo granola, café
em po torra média, gelatina diet e leite integral
em po integral de diferentes marcas e lotes. As
técnicas utilizadas foram espectrofotometria de
Sluorescéncia, cromatografia liquida de alta
eficiéncia e teste imunoenzimdtico. Os dados
JSoram submetidos a andlise estatistica descritiva
e Andlise de Componentes Principais (ACP).
Observou-se grande variabilidade no teor de
PRM, nos alimentos analisados. O leite em po,
apesar de ser o alimento com maior teor de
lipidios, apresentou baixa concentracdo de PRM
(teor médio 7,6mg/100g) enquanto o café em po,
apresentou o maior teor de PRM (278,6mg/100g)
devido a severidade do tratamento térmico
ao qual é submetido. Os dados obtidos sdo
representativos dos produtos disponiveis ao
consumidor e podem ser utilizados para estimar
o consumo de PRM pela populacdo.
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Carboximetillisina. Furosina.
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INTRODUCAO

A reacdo de Maillard e a caramelizacao sdo processos de escurecimento nao
enzimatico que envolvem diversas reacdes quimicas e ocorrem nos alimentos e nos
organismos vivos (glicacio). As reacoes de escurecimento ndo enzimdtico originam
compostos responsdveis pelo aroma, sabor e cor de alimentos que sio fundamentais
para sua aceitacdo e consumo. Varios estudos demonstraram que estas substincias
apresentam atividade antioxidante, antimutagénica e quimioprotetora, exercendo, assim,
efeito benéfico relacionado ao seu consumo. Por outro lado, pode originar compostos
potencialmente toxicos (acroleina, aminas heterociclicas) e diminui o valor nutricional
de alimentos, devido ao comprometimento de aminoacidos essenciais, notadamente
a lisina.

A reacdo de Maillard tem inicio com o ataque nucleofilico do grupo a-carbonilico
de um actcar redutor ao grupamento amina de proteinas ou DNA. Compostos
a-dicarbonilicos, substincias extremamente reativas, sio formados em etapas
intermediarias das reacdes de escurecimento nao enzimatico ou da peroxidacio lipidica
(BAYNES, 2007; MONNIER, 2007).

Os PRM estao associados ao mecanismo de envelhecimento e perda de
funcionalidade de tecidos que nio sio dependentes de insulina (como o cristalino, a
membrana basal das arteriolas, as células nervosas e os tecidos intersticiais da pele).
A catarata e a aterosclerose, em alguma extensao, sao patologias resultantes da reacao
de Maillard nestes tecidos (BAYNES, 2007).

A ingestao destes produtos na dieta ocidental aumentou cerca de cinquenta vezes,
nos ultimos 50 anos, em especial na dieta de adolescentes, devido a tendéncia de
alimentacao em fast foods e o alto consumo de alimentos fritos ou submetidos a outros
tipos de processamento térmico (DELGADO-ANDRADE et al., 2007). Alguns autores
denominam estes compostos de glicotoxinas, posto estarem relacionados a processos
oxidativos e inflamatorios.

Individuos diabéticos e/ou com deficiéncia renal, em particular, apresentam
diversas complicacoes devido a glicacdo e recomenda-se que a dieta destes individuos
aporte menores teores de PRM. A reducio de 50% na ingestdo de PRM durante um més
na dieta de individuos diabéticos resultou em decréscimo dos teores plasmaticos destes
compostos da ordem de 30% (embora o nivel de hemoglobina glicada -HbAlc- nao
tenha sido modificado). Estima-se que individuos que consomem maiores propor¢coes
de PRM estido expostos a maiores riscos e recomenda-se o consumo maximo de
16.000 unidades de PRM (expressos como carboximetillisina), nivel considerado
seguro para individuos com diabetes (ROJAS; MORALES, 2004; TAN et al., 2002). O
controle da ingestio de PRM, além do controle do consumo de acutcar e calorias é
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apontado como uma estratégia essencial para a prevencio de complicacoes associadas
a diabetes, ao envelhecimento e a deficiéncia renal (CAI et al., 2008; URIBARRI et al.,
2007; VLASSARA et al., 2008).

Por outro lado, é preciso considerar a importancia desses compostos na aceitacao
de alimentos por sua contribuicdo ao sabor, aroma, textura e cor que sao essenciais
para carnes, paes e graos (soja, amendoim, café, cevada), os quais sao submetidos
a tratamento térmico. Além desses aspectos positivos, algumas destas substancias
apresentam atividade antioxidante, antimutagénica e quimioprotetora (FINOT, 2005).
A caréncia de estudos confirmando que estes compostos estio relacionados com
parametros bioquimicos caracteristicos de diabetes e doencas cardiovasculares, em
individuos saudaveis, refor¢a a opinido de pesquisadores que defendem que essas
substdncias ndo estao implicadas nas patologias relacionadas a doengas cronicas nao
transmissiveis (SEMBA; NICKLETT; FERRUCCI, 2010).

A metabolizacio destes compostos nao estd elucidada. Ainda, nao se conhece
quais PRM ou metabdlitos de PRM sao absorvidos no intestino, mas sabe-se que estes
compostos sao modificados por enzimas digestivas e pela microflora do intestino e
que uma pequena proporc¢ao alcancga a corrente sanguinea, sendo excretada pela urina
(NASS etal., 2007). Estima-se que 10% dos PRM ingeridos sao absorvidos no intestino e,
deste total, 30% sao excretados pelos rins enquanto 70% sao acumulados em diferentes
tecidos (KOSCHINSKY et al., 1997).

A relacdo entre o consumo dos PRM e processos inflamatérios, degenerativos,
oxidativos € um tema controverso na literatura cientifica. A fim de estimar o consumo
destas substincias ou propor alternativas para diminuicdo da sua ingestdo, dados
analiticos de compostos que sao indicadores do processamento térmico de alimentos,
como os compostos fluorescentes, o hidroximetilfurfural, a furosina e a carboximetillisina,
tem sido divulgados na literatura internacional. A carboximetillisina (CML) tem sido
empregada como o principal indicador do teor de PRM em alimentos, uma vez que &
o produto de glicacdo avancada mais estudado in vivo e que a metodologia de analise
estd bem estabelecida. Recentemente, foi publicada uma tabela com o teor de CML de
centenas de alimentos/preparacdes, a qual estd disponivel em www.adajournal.org
(URIBARRI et al., 2010).

Dada a absoluta falta de dados sobre produtos da reacio de Maillard em
alimentos comercializados no Brasil, este trabalho se propoOs a avaliar o teor de
substincias que sio indicadoras desta reacao em alimentos processados comumente
consumidos pela populacao brasileira: cereais matinais (devido a perda de
lisina, que € um aminodcido essencial limitante em cereais), café (produto de
amplo consumo mundial), leite em p6 (consumido por lactentes) e gelatina diet
(consumida por pessoas com diabetes) (RUFIAN-HENARES; DE LA CUEVA, 2008;
URIBARRI et al., 2010).
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MATERIAL E METODOS

AMOSTRAGEM

Os alimentos analisados neste estudo foram: café tipo tradicional (torra média);
cereais do tipo flocos sabor chocolate, milho e acucarado; granola do tipo tradicional;
leite integral em po e gelatina em po diet sabor morango.

Visto que os hipermercados sao responsaveis por 80% de compra de alimentos
da populacao (ABRAS, 2010), investigaram-se as marcas mais presentes dos
alimentos acima descritos nos principais hipermercados da regido metropolitana de
Sao Paulo. Para escolha destes hipermercados, os distritos de Sio Paulo foram
divididos em tercil, segundo o Indice de Desenvolvimento Humano (SAO PAULO,
1997). Foram escolhidos 2 hipermercados de cada subdivisao em tercil, totalizando
6 lojas. As marcas de cereal tipo flocos, granola e de café selecionadas para este estudo
foram aquelas que estavam presentes em todos locais visitados.

Trés marcas do cereal tipo flocos foram encontradas em todos os locais
pesquisados e destas marcas, trés tipos diferentes de flocos foram encontrados:
Milho, Actcar e Chocolate (M, A, Ch). Trés marcas de granola tipo tradicional, trés
marcas de café tipo tradicional (torra média), quatro marcas de leite integral em po
e duas marcas de gelatina em p6 diet foram encontradas em todos os hipermercados
pesquisados e foram analisadas neste estudo. Foram coletados dois lotes de cada
produto, conforme recomendado na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos
(TACO) (NEPA, 20006).

Para o preparo das amostras, o conteudo total de cada embalagem de cereal foi
triturado em processador doméstico e peneirado em peneira com malha de abertura de
425pm. Para todos os cereais, cerca de 20% do produto triturado ficou retido na peneira.
Porém, para assegurar a representatividade da amostra, o contetdo total (peneirado e
nao peneirado) foi combinado e homogeneizado. As amostras em po (leite e gelatina)
foram também homogeneizadas.

METODOS

Determinaram-se os teores de carboximetillisina (CML), furosina (Fur),
hidroximetilfurfural (HMF) e compostos fluorescentes (CIF) (livre e total).
Estes compostos sao produzidos em diferentes etapas da reacdo de Maillard e
comumente utilizados para avaliar a intensidade do tratamento térmico ao qual
os alimentos sao submetidos e/ou a perda do valor nutricional (ERBERSDOBLER;
SOMOZA, 2007).
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DETERMINAGAO DO TEOR DE COMPOSTOS INTERMEDIARIOS FLUORESCENTES
LIVRES (CIF LIVRES)

Os CIF livres presentes no cereal tipo flocos, na granola e no café foram avaliados
conforme descrito por Delgado-Andrade e colaboradores. (DELGADO-ANDRADE;
RUFIAN-HENARES; MORALES, 2006) com pequenas modificacdes. Resumidamente, as
amostras foram diluidas em dgua e depois centrifugadas e clarificadas com solucdo de
Carrez I e II e novamente centrifugadas. Apos diluicdo, as amostras foram filtradas e
analisadas em espectrofotdmetro de fluorescéncia marca Perkin Elmer modelo FL-55.
Os CIF livres presentes no leite e na gelatina foram analisados, conforme descrito por
Morales e colaboradores (MORALES; VAN BOEKEL, 1997). As amostras foram diluidas
em agua e desproteinizadas com adicao de 4cido tricloroacético (40%) e centrifugadas.
Utilizou-se comprimento de excitacao de 347nm e de emissdao de 415nm. Para verificara
linearidade da resposta fluorescente, empregou-se curva analitica de 5 pontos de sulfato
de quinino (intervalo de concentracao 0,15 - 1,93pg/mL). Os resultados foram expressos
como Compostos Intermediarios Fluorescentes por miligrama de amostra (CIF/mg).
A anilise foi realizada em triplicata. Para a determinacao de CIF em café, subtraiu-se a
fluorescéncia da cafeina.

DETERMINAGAO DO TEOR DE COMPOSTOS INTERMEDIARIOS FLUORESCENTES
TOTAIS (CIF TOTAIS)

Os Compostos Intermediarios Fluorescentes Totais (livres + ligados as proteinas)
foram avaliados, conforme descrito por Delgado-Andrade e colaboradores (DELGADO-
ANDRADE; RUFIAN-HENARES; MORALES, 2006) apos hidrélise enzimatica utilizando
pronase E. Resumidamente, a amostra foi adicionada da solucdo contendo pronase
E (1500U/mL em tampao borato de sodio 1M, pH 8,2). Essa mistura foi incubada por
36 horas a 40°C em banho-maria com agitacio. Apos resfriar, a solucio foi centrifugada
a 4500g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado (0,45um) e adequadamente
diluido para evitar o decaimento da fluorescéncia por formacdo de complexos. A anilise
de fluorescéncia foi realizada conforme descrito para CIF livres.

DETERMINACAO DE HIDROXIMETILFURFURAL

A extracao de HMF em cereais dos tipos flocos e tipo granola foi realizada conforme
descrito por Rufidan-Henares, Delgado-Andrade e Morales (2006). Resumidamente, a
amostra diluida em dgua foi agitada em vortex e clarificada com as solucdes de Carrez I
e II. A mistura resultante foi centrifugada a 4.500g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
coletado em balao volumétrico e o precipitado foi re-extraido por duas vezes com
2 mililitros de dgua deionizada. O HMF presente no leite em p6 e na gelatina foi extraido
segundo Albald-Hurtado e colaboradores (ALBALA-HURTADO et al., 1997). As amostras
foram diluidas em dgua e desproteinizadas com dcido oxdlico e acido tricloroacético.
A mistura permaneceu em banho-maria a 100°C por 20 minutos e foi centrifugada a 4.500g

68



BASTOS, D. H. M,; SHIBAO, J.; FERREIRA, E. L.; BOMBO, A. J. Produtos da reacao de Maillard em alimentos. Nutrire: rev. Soc. Bras.
Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sao Paulo, SP, v. 36, n. 3, p. 63-78, dez. 2011.

por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado em balao volumétrico e o precipitado
foi re-extraido com acido tricloroacético. Os sobrenadantes foram combinados e o
volume completado para 10mL com dgua deionizada e com acido tricloroacético. Uma
aliquota de 2mL foi filtrada (0,45pm) e analisada por CLAE. Para a analise do HMF
em café a etapa de clarificacdo, foi realizada ap6s as etapas de centrifugacdo a fim de
obter-se uma amostra mais adequada para a analise em cromatografo liquido.

A separacio, identificacdo e quantificacao do HMF foram realizadas em equipamento
Shimadzu Modelo LC-20AT equipado com injetor automdtico SIL-20AC, controlador
CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A.
A fase movel utilizada foi dgua acidificada com 0,1% de acido férmico e acetonitrila
nas concentracoes de 95:5 (v/v); fluxo de 1mL/min sob condic¢do isocratica em coluna
Shim-Pack VP-ODS-2 (25cm x 0,5c¢cm, com particula de Spm, marca Shimadzu) com
fase estacionaria de C18 ajustada a temperatura de 32°C. O volume de injecao foi 20pL.
A quantificacao foi realizada por padronizacio externa empregando-se curva de
calibracao de 5 pontos (intervalo de concentracdo: 5 x10-3 - 0,16mg/mL) e leitura a
280nm. A identificacao foi realizada por meio da comparacao do espectro de absorcao
do pico cromatogrifico e o espectro do padrio de HMF e pela comparacio do tempo
de reten¢do de cada pico com o do padrao.

DETERMINACAO DE FUROSINA

A extracao da furosina para todos os alimentos, com excecio do café e leite,
foi realizada conforme descrito por Delgado-Andrade e colaboradores (DELGADO-
ANDRADE; RUFIAN-HENARES; MORALES, 2005). Resumidamente, as amostras foram
adicionadas de HCI 8M e submetidas a digestao acida sob atmosfera inerte em bloco
digestor a 110°C por 23 horas. Apds agitacdo, o meio de reacido foi centrifugado a 14.000g
por 10 minutos a 4°C. Foram coletado 500pL do sobrenadante os quais foram submetidos
a extracao em fase soélida (SPE), empregando-se cartucho Bond Elut C18 (Varian Inc.)
pré-acondicionado com 5mL de metanol e 10mL de dgua. Efetuou-se eluicio com 3mL
de solucao de acido cloridrico a 3M. O eluato foi seco e ressuspenso em 1mL de solucao
agua: acetonitrila: acido formico (95:5:0,2) e acondicionado em frascos apropriados.

Para a andlise de furosina em café, realizou-se extracao aquosa de café utilizando
50g para 1 litro de agua a 80°C por 20 minutos. O extrato foi filtrado e totalmente seco. O
extrato foi ressuspenso em 10mL de dgua e, posteriormente, seguiu-se com a metodologia
descrita para os demais alimentos. A analise de furosina em leite seguiu o protocolo
descrito pela norma ISO 18329 (ISO, 2004).

A separacao, identificacio e quantificacio de furosina foram realizadas em
equipamento Shimadzu Modelo LC-20AT, com injetor automatico SIL-20AC, controlador
CBM-20A, forno de coluna CTO-20A e detector de arranjo de diodos SPD-M20A. A
fase movel foi preparada com 5mM de heptano sulfonado de sodio incluindo 20%
de acetonitrila e 0,2% de 4acido formico. A coluna utilizada foi Shim-Pack VP-ODS-2
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(25¢m x 0,5¢m, com particula de 5pm, marca Shimadzu), fase estaciondria de C18, com
controle de temperatura de 32°C. A eluicdo foi isocratica para cereais matinais, café e
granola e a eluicdo, seguiu o gradiente proposto na ISO 18329 para a analise de leite e
o fluxo de ImL/min. O volume de injecio foi de 20pL. A identificacao foi realizada por
comparacdo dos espectros de absorciao e pelo tempo de retencdo com padrio puro.
A furosina foi quantificada por padronizacdo externa por uma curva de calibracao de
5 pontos (intervalo de concentracdo 1,05x10-2 — 2,15pg/mL) a 280nm.

DETERMINAGCAO DE CARBOXIMETILISINA

A determinacao de CML foi realizada conforme descrito por Boehm e colaboradores
(BOEHM et al., 2004). A quantidade de CML foi determinada por ensaio imunoenzimatico
ELISA, utilizando um anticorpo especifico N-carboximetillisina (monoclonal 4G9 — Altheon
Inc. Ramsey, NY, EUA). O ensaio € especifico para quantificacio de CML e nio mostra
reatividade cruzada. As amostras foram previamente incubadas com proteinase K para
liberacao dos CML das cadeias de proteina. Posteriormente, as amostras foram diluidas
em tampao.

Na primeira etapa da andlise de ELISA, os antigenos BSA-AGE foram ligados a
superficie da placa de microtitulacio. Os complexos nio ligados a placa foram lavados.
A seguir, pipetaram-se as amostras diluidas e os padroes externos para a curva de
calibracao. Os anticorpos especificos de CML competem pela ligacdo aos antigenos.
Os anticorpos nio ligados foram lavados. Adicionou-se o agente revelador (ABTS) e
realizou-se a quantificacdo por espectrofotometria a 405nm. A intensidade da cor é
inversamente proporcional a concentracao de CML. As andlises foram realizadas em
triplicata. A sensibilidade deste ensaio € de Sng/mL de amostra intraensaio e a precisio
interdias € menor que 4% (BOEHM et al., 2004).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrio. Utilizou-se Analise
de Componentes Principais (ACP) para agrupar os alimentos estudados, segundo os
teores de indicadores da reacdo de Maillard. Foram utilizados os programas Microsoft
Excel 2007 para a tabulacao dos dados e o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 16.0 para realizacdo dos testes estatisticos.

RESULTADOS

Os produtos da reacdo de Maillard analisados neste estudo (carboximetilisina,
furosina, hidroximetilfurfural e compostos fluorescentes) sio utilizados como indicadores
da severidade do processamento térmico e da perda do valor nutricional (perda de lisina)
de alimentos processados.
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Os resultados apresentados na tabela 1 estio expressos nas unidades
convencionalmente utilizadas para essas substincias, que indicam a perda do valor
nutricional da proteina. Os resultados expressos como uma propor¢ao da fracao proteica
sao indicativos do teor de lisina da proteina, que € menor em cereais (2% na proteina
de trigo) quando comparado ao leite (8,2% da proteina ou carne (9,3%). A lisina € um
aminodcido essencial que € normalmente perdido devido a reacdo de Maillard.

Tabela 1 — Teor de Hidroximetilfurfural (HMF), Furosina (FUR) e Carboximetillisina
(CML) em cereal matinal, granola, café, leite e gelatina diet

ALIMENTO
PR CEREAL
GRANOLA CAFE LEITE  GELATINA
M A Ch (n=6) (n=10) (n=8) (n=4)
(n=6) (n=0) (n=6)
HMF* 624 42,06 46,13 8045 50,55 254
mg/kg (37,18) (14,76) (19,24) (6481) (15,11) 0,61)
Intervalo  4196-11372 2791-6583  2998-7125 1804-18473  29,16-7671  154-3,69
Mediana 55,45 40,62 37,6 73,88 47,84 247
mgil:;o 12882 61,01 8592 3059 _ 857
8 (13) 2,09 (1812) (62,44) (1817)
proteina
Intervalo  51,67-271,63  49,54-7440 64,04-11898 23037 - 397,34 : 3091-99,87
Mediana 68,58 61,57 82,15 322,04 - 55,15
n‘;/MILn 112,66 6275 268,06 150,34 182620 2140 %54
B 8 (30,7) (352,48) (208,43) (423,51 (125,65 (6,89) (2,20)
proteina

Intervalo  83,00-157,94 200,40 - 944,48 101,19-573,29 76,53-519,90 1624,95 - 2022,85 12,84 - 31,83 21,92 - 27,32

Mediana 14877 155,27 215,78 169,97 1818,04 22 24
IFL* 18,29 1582 30,75 49,84 232,89 2,21 417
IFL/mg (65 (2,65 (11,6) (8,18) (19.3) 0,29) (0,30)
Intervalo  1048-2785  1039-2230 1745-49,11  3317-6117 15996-25528 175-282  368-4,78

Mediana 16,62 19,1 218 51,75 23242 215 416
IFT* 164,01 149,25 141,46 331,21 765,11 16,40 11291
IFT/mg (18,1) (15,0) (239 (33,03) (329 (2,62) (51,34)
Intervalo  137,30-191,25 127,29-170,58 106,89 - 17398 275,07-389,03 698,43 -822,69 11,93-19,99 61,34 - 176,84
Mediana 147,63 154,08 159,36 324,01 761,67 16,40 75,18

*n = nimero de amostras analisadas. Cada amostra foi analisada em triplicata.
(desvio padrao entre parénteses);

M = Milho, A = Actcar, Ch = Chocolate;

- ndo detectado.
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Verifica-se, na tabela 1, a grande variabilidade do teor destes compostos em todos
os alimentos analisados (diferentes lotes de diferentes marcas). Este fato reflete a variacao
que ocorre na composicdo da matéria prima e no processamento entre as diferentes
amostras analisadas. O método de amostragem utilizado permite a afirmacdo de que o
teor médio e a mediana obtidos sdo representativos do que é comumente encontrado
no mercado, na cidade de Sao Paulo.

Dados de correlagcdo entre os indicadores avaliados (Tabela 2) demonstram
o comportamento destas substincias, de forma que o teor de carboximetillisina
€ inversamente correlacionado com o de furosina (a degradacao da segunda esta
relacionada com a formacdo da primeira) e positivamente correlacionado com o aumento
de produtos fluorescentes.

Tabela 2 — Correlacio entre os Produtos da Reacio de Maillard em cereais matinais,
granola, café, leite e gelatina diet

FUR HMF CML IFT IFL
FUR 1 .609** -.373* -0.189 -.319*
HMF .609** 1 0.199 334* 0.225
CML -.373* 0.199 1 .919** .950%*
IFT -0.189 .334* .919** 1 975**
IFL -.319* 0.225 .950%* 975 1
FUR = Furosina HMF = Hidroximetilfurfural CML = Carboximetillisina;
IFT = Fluorescéncia Total IFL = Fluorescéncia Livre;

** Correlacao significativa ao nivel de 0,01 (distribuicao bicaudal);
* Correlacao significativa ao nivel de 0,05 (distribuicao bicaudal).

A anadlise de componentes principais foi realizada para avaliar como as amostras
se distribuem relativamente aos indicadores (Figura 1). Verifica-se, que o leite esta
separado dos demais alimentos e mais proximo do marcador furosina. Granola, flocos
e milho estio no mesmo quadrante do HMF e proximos a furosina. A gelatina estd no
mesmo quadrante de CML, fluorescéncia total e fluorescéncia livre, porém mais afastada
destes indicadores do que o café, cereal de actcar e cereal de chocolate. A gelatina é
um produto diferente dos demais uma vez que nao apresenta actcares redutores em sua
formulacao. A CML encontrada na gelatina é produto da glicacao avancada que ocorre
no coldgeno dos animais devido ao envelhecimento e ndo necessariamente devido ao
processamento térmico (COLE; ROBERTS, 1997; SPANNEBERG et al., 2010). Os dois
primeiros componentes explicam 84% do comportamento observado.

Os teores de CML, furosina e HMF foram convertidos em mg/100g de produto
(Tabela 3) para que se possa utilizi-los na avaliacio da ingestio de PRM a partir dos
alimentos analisados.
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Componente 1 Componente 1

L = leite; GL = gelatina; G = granola; C = café; FM = flocos de milho; FA = flocos de acucar; FC = flocos de
chocolate; FUR = furosina; HMF = hidroximetilfurfural; CML = carboximetillisina; IFT = fluorescéncia total; IFL =
fluorescéncia livre.

Figura 1 — Analise de Componentes Principais dos alimentos analisados e dos
indicadores de produtos da reacio de Maillard.

Tabela 3 — Teor Médio de Hidroximetilfurfural (HMF), Furosina (FUR) e
Carboximetillisina (CML) (mg/100g produto) em diferentes alimentos

Cereal Cereal Cereal . ) Gelatina
. _ Granola Cafeé Leite |
Milho Agicar Chocolate (n=18)* (n=30)* (n=24)" Diet
(n=18)* (n=18)* (n=18)* (n=12)*
HMF 6,2 4,2 4,6 8,0 5,1 0,3 -
FUR 8,3 2,7 3,6 29,0 - 20 -
CML 7.3 20,8 11,2 15,1 273,0 7.3 21,4
Soma 21,8 27,1 19,4 26,0 278,6 7,6 21,4

* Numero de andlises;
- Nao detectado.

DISCUSSAO

A carboximetillisina, furosina, hidroximetilfurfural e compostos fluorescentes siao
considerados marcadores da qualidade da dieta dada a correlacao entre a concentracao
de PRM (medidos principalmente como CML) dos alimentos da dieta e o nivel de CML na
circulacdo e as consequéncias da elevagao destes compostos em processos degenerativos
em individuos sauddveis ou nao.

Apesar de o tema ser controverso e de nao haver niveis seguros estabelecidos para
a ingestdo de PRM, a comunidade cientifica tem procurado estabelecer a concentracao
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dessas substincias em alimentos comumente consumidos pela populacio e sugerir
métodos culinarios que desfavorecam a formacao destes compostos. Nao ha, até
o momento, dados representativos do teor de PRM em alimentos industrializados
comercializados no Brasil. E, dessa forma, a andlise de alimentos que sio comumente
consumidos pela populacdo como café, cereais matinais, granola e leite em p6 e um
produto diet (gelatina) € relevante.

Carboximetillisina foi o produto da reacao de Maillard presente em maior
concentracao nas amostras de cereais matinais, sendo que o cereal com actcar apresentou
teor médio (463ng/mg proteina), valor quatro vezes maior do que o presente no cereal
de milho (113ng/mg proteina). A CML pode ser formada pelas reacoes classicas da RM
que envolvem a condensacdo do grupamento carbonila de um acutcar, por exemplo,
com o grupo amina de um aminoacido, ou pela auto-oxidacao de carboidratos,
3-deoxiglucosona e ascorbato, ou ainda pela auto-oxidacao de dcidos graxos. A presenca
de actcar e de chocolate favorece a maior producdo de CML em cereais do tipo flakes.

Entre todos os alimentos analisados, o leite em p6 e a gelatina apresentam 0s
menores teores médios de CML (21 e 24ng/mg proteina, respectivamente) e de compostos
fluorescentes. O baixo teor de PRM observado para o leite estd de acordo com dados
da literatura. O principal marcador da reacao de Maillard em leite € a furosina, o qual é
utilizado para estimar a lisina indisponivel. O teor de furosina no leite foi de 58,87mg/100g
de proteina, teor semelhante ao encontrado por Feinberg e colaboradores (FEINBERG
etal., 2006) em amostras de leite submetido ao processamento térmico UHT. Baptista &
Carvalho (BAPTISTA; CARVALHO, 2004) avaliaram leite em p6 e leite fluido e os teores
de furosina encontrados foram 51,5mg/100g de proteina e 53,2mg/100g de proteina,
respectivamente, dados que corroboram com os encontrados neste estudo.

Ressalta-se que a industria de laticinios procura, desde a década de 40 do século
passado, aprimorar as técnicas de desidratacio do leite de modo a minimizar a perda
de lisina que pode chegar a 50% e, assim sendo, minimizar a formacao dos PRM
(PISCHETSRIEDER; THOMAS, 2010). A determinacdao de PRM em formulas lacteas para
criancas € de interesse, uma vez que esses alimentos sao a Gnica (ou principal) fonte
de nutrientes.

Quanto a gelatina diet, a sua composicao quimica compreende basicamente
colageno que € uma proteina complexa em termos estruturais. Hi uma correlacao
positiva entre o envelhecimento de animais e a mudanc¢a de coloracao do coldgeno
assim como modificacoes na capacidade de formacao de gel, devido a reacao de Maillard
in vivo (glicacdo). A mudanca na coloracdo é acompanhada pela mudanca no teor
de produtos fluorescentes, assim como de um produto caracteristico do crosslink de
proteinas, a pentosidina, formada pela condensacao de residuo de lisina com residuo
de arginina e acicar redutor (COLE; ROBERTS, 1997; GERRARD; BROWN; FAYLE, 2002;

SPANNENBERG et al., 2010).
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O alimento que apresenta o maior teor de CML € o café, o que ¢ justificado pelo
intenso tratamento térmico (torrefacao) a que é submetido (temperaturas superiores a
200°C por varios minutos, dependendo do tipo de torrefacao). O aumento de CML é
normalmente acompanhado pelo aumento das substiancias fluorescentes.

A formacio de furosina estd diretamente relacionada com a perda de lisina sendo,
por isso, normalmente expressa em mg/100g de proteina. A formacdo de furosina
associa-se a condi¢des moderadas de processamento térmico e na interrup¢ao da reacao
de Maillard, nos estagios iniciais. Entre os alimentos analisados, a granola apresentou
maiores teores de furosina, o que & compativel com o tratamento térmico ao qual
esse produto € submetido e a sua composicao. Furosina nao foi detectada em café,
o que ¢ explicado pelo fato do café sofrer tratamento térmico severo (200-250°C por
5-15 minutos), o que leva a sua degradacao.

Hidroximetilfurfural é formado pela rota cldssica da reacao de Maillard (enolizacio
dos compostos de Amadori) e também por meio da degradacido de aclGcares em meio
acido. HMF é um marcador da fase intermediaria da reacao de Maillard e normalmente é
encontrado em maiores concentracoes, quando o processamento resulta na degradacao
da furosina, isto €, dependendo da severidade do tratamento térmico, a concentracao
de furosina e HMF € inversamente proporcional. Entre os alimentos analisados neste
estudo, a granola apresentou o maior teor médio de HMF (80,45mg/Kg), seguido do
cereal de milho (62,4mm/Kg) e do café (50,55mg/Kg). Os teores de HMF encontrados
para os cereais a base de milho sdo similares aos encontrados por Rufian-Henares e De
la Cueva, 2008. A granola foi também o alimento que apresentou o maior intervalo de
variacdo relativamente ao teor de HMF. A formulacdao da granola é bastante variada e
normalmente contém, além da mistura de cereais, castanhas e frutas secas (como passas
e damascos caramelizadas com mel). A presenca de diversos alimentos com diferentes
teores de acucar e lipidios explicam a variabilidade observada para este produto
(GERRARD; BROWN; FAYLE, 2002).

O teor médio de hidroximetilfurfural no café pode atingir até 2900mg/Kg,
dependendo do tipo de torra e da variedade de café (arabica ou robusta) (MURKOVIC;
BORNIK, 2007; MURKOVIC; PICHLER, 2006) valor cerca de 50 vezes maior ao valor
médio encontrado ao comercializado em Sao Paulo para café do tipo torra média.

O teor de furosina e HMF sao positivamente correlacionados, pois o HMF pode ser
formado por outros mecanismos (desidratacao de acicares) e aumentar concomitantemente
com a furosina durante o tratamento térmico, nos estagios iniciais da reacao de Maillard.
A CML apresenta correlacao significativa com todos os indicadores, com excecio do
hidroximetilfurfural. Este fato é interessante, visto que a CML tem sido empregada como
o marcador preferencial para avaliar o teor de PRM em alimentos e in vivo.

Os alimentos analisados podem ser classificados, com excecdo do café, como
alimentos com baixo teor de PRM. Em geral, alimentos ricos em lipidios e submetidos
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ao “calor seco” (fritura, grelhado, assado) apresentam maiores teores dessas substancias.
Entre os alimentos analisados, o leite & o que apresenta maior teor de gordura e seria
de se esperar que apresentasse maior teor de PRM. Os dados em contrario indicam o
esforco da industria para minimizar a reacao de Maillard no processo de desidratacao
do leite, evitando a perda do valor bioloégico da caseina. O café é o alimento que sofre
0 mais severo tratamento térmico, entre aqueles avaliados e o que contribui com maior
concentracdo de PRM.

CONCLUSOES

A dieta contemporinea é composta de alimentos processados que contém
produtos da reacao de Maillard. A relacdo entre os niveis crescentes de ingestao dos
PRM e as implicacoes na satde, ainda ndo esta estabelecida, no entanto, sabe-se que
o aumento desses compostos na circulacdo de individuos portadores de diabetes
ou doenca renal estd positivamente correlacionado com o desenvolvimento de
patologias associadas. Preventivamente, parece ser importante a avaliacio dos
niveis de ingestdo destes compostos e, desta forma, dados de composicao fazem-se
necessarios. Este € o primeiro trabalho que analisa o teor de PRM em produtos
industrializados no Brasil. Produtos consumidos por diferentes grupos populacionais
como cereais matinais, café, leite integral em po e gelatina em po diet foram
analisados. Observou-se grande variabilidade no teor dos Produtos da Reacao de
Maillard (PRM) nos alimentos analisados. O leite em po6, apesar de ser o alimento
com maior teor de lipidios, apresentou baixa concentracio de PRM (teor médio
7,6mg/100g), enquanto o café em po apresentou o maior teor de PRM (278,6mg/100g)
devido a severidade do tratamento térmico a que € submetido. Os dados obtidos
sdo representativos dos produtos disponiveis ao consumidor e podem ser utilizados
para a composicao de um banco de dados, a fim de estimar o consumo de PRM pela
populacio brasileira.
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