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RESUMO

Os produtos da reacao de Maillard fornecem propriedades organolépticas desejaveis
para alimentos (cor, cheiro e sabor), contribuindo assim para a sua aceitacao pelos
consumidores. No entanto, varios efeitos deletérios fisiopatoldgicos (envelhecimento,
diabetes) sdo atribuidos aos produtos da glicacdo avancada (AGEs). O objetivo
deste trabalho foi a determinacdo simultanea por LC-MS/ESI (Q-ToF) de
carboximetillisine (CML), a pentosidina (PEN) e pirralina (Pyr) em amostras de leite
aquecido ou ndo, apos purificacdo e concentracdo fase solida (SPE) por troca idnica.
As amostras de leite foram subsequentemente submetidas a uma hidrélise acida
com HClI a 37%, a uma precipitacdo da proteina com uma mistura de
metanol/acetona e uma digestdo enzimatica durante 30 horas a 37°C. Ap0s a etapa
de extracdo, as amostras foram concentradas/purificado por SPE, com cartuchos de
troca idnica e analisadas por LC-MS/ESI (Q-ToF). Os cartuchos de troca idnica
permitiram obter uma excelente recuperacdo dos AGEs (89%, 95% e 117% para
CML, Pen e Pyr, respectivamente), sendo valores bem mais elevados do que os que
podem ser obtidos com cartuchos de C18. A concentracao/purificacdo por SPE é um
etapa que merece uma atencdo especial para a determinagdo e quantificacdo de
AGEs. Entre os AGEs analisados, apenas Pyr foi encontrado nas amostras de leite,
sendo observado valores para Pyr entre 0,021 ng/mg de proteina (leite desnatado) e
8367 ng/mg (leite esterilizado).

Palavra-chave: Produtos de glicacdo avancgada, carboximetilisina, pentosidina,
pirralina, coluna SPE de troca ibnica, LC-MS.



RESUME

Les produits de réaction de Maillard apportent des caractéristiques organoleptiques
souhaitables aux aliments (couleur, odeur et le godt), contribuant ainsi a leur
acceptabilité par le consommateur. Toutefois, plusieurs effets délétéres
physiopathologiques (vieillissement, diabétes) ont été attribués aux produits de
glycation avancés (AGE). Le but de ce travail a concerné la détermination simultanée
par LC-MS/ESI (Q-ToF) des carboxyméthyllysine (CML), pentosidine (Pen) et
pyrraline (Pyr) dans des échantillons de lait chauffés ou non, apres purification et
concentration en phase solide (SPE) par échange d'ions. Les échantillons de lait en
suite ont été soumis a une hydrolyse acide avec HCl a 37%, une précipitation des
protéines avec un meélange meéthanol/acétone et une digestion enzymatique des
protéines pendant 30 heures a 37°C. Apres I'étape d'extraction, les échantillons ont
été concentrés/purifiés par SPE avec cartouches échangeuses d'ions puis analysés
par LC-MS/ESI (Q-ToF). Les cartouches d'échange d'ions ont permis d'obtenir une
excellente récupération des AGEs (89%, 95% et 117% pour la CML, Pen et Pyr,
respectivement), valeurs bien plus élevées que celles qui ont pu étre obtenues avec
des cartouches de type C18. La concentration/purification par SPE est une étape qui
mérite une attention particuliére pour la détermination et quantification des AGEs.
Parmi les AGEs analysés, seule la Pyr a pu étre retrouvée dans des échantillons de
lait et cela a des valeurs comprises 0,021 ng/mg de protéines (lait écrémé) et 8,367
ng/mg (lait stérilisé).

Mots-clés: Produits avancés de glycation, carboxymethyllisine, pentosidine,
pyrraline, colonne SPE échangeuse d'ions, LC-MS.



ABSTRACT

The Maillard reaction products provide desirable organoleptic characteristics to foods
(color, odor and taste), thus contributing to their acceptability by the consumer.
However, several deleterious pathophysiological effects (aging, diabetes) have been
attributed to advanced glycation products (AGEs). The aim of this work was to
determine the simultaneous determination by LC-MS / ESI (Q-ToF) of
carboxymethyllysine (CML), pentosidine (Pen) and pyrraline (Pyr) in milk samples
heated or non-heated after purification and solid phase concentration (SPE) by ion
exchange. Subsequent the milk samples were subjected to acid hydrolysis with 37%
HCI, protein precipitation with a methanol / acetone mixture and enzymatic protein
digestion for 30 hours at 37°C. Aprés l'étape d'extraction, les échantillons ont été
concentrés/purifiés par SPE avec cartouches échangeuses d'ions puis analysés par
LC-MS/ESI (Q-ToF). lon exchange cartridges have resulted in excellent recovery of
AGEs (89%, 95% and 117% for the CML, Pen and Pyr, respectively), much higher
than those obtained with C18 cartridges. The concentration/purification by SPE is a
step that deserves special attention for the determination and quantification of AGEs.
Between the AGEs analyzed, only Pyr could be found in milk samples and the values
were 0.021 ng/mg protein (skimmed milk) and 8.367 ng/mg (sterilized milk).

Keywords: Advanced glycation endproducts, carboxymethyllysine, pentosidine,
pyrraline, ion exchange SPE column, LC-MS.



RESUMO EXPANDIDO EM FRANCES

INTRODUCTION

Les produits finaux de glycation avancée (AGES) peuvent étre formés dans les
aliments lors d’un traitement thermique et/ou lors de leur stockage. Ces produits ont
été signalés avec nombreux effets pathologiques. Parmi ces molécules, certaines
sont bien caractérisées dans les aliments et ont fait 'objet de plusieurs publications
dans la littérature scientifique. Il s’agit essentiellement des N-e-(carboxymethyl)lysine
(CML), pentosidine (Pent) et pyrraline (Pyr) (Zhang et al., 2011; Hegele et al., 2008).
Pour quantifier ces AGEs dans les aliments, des techniques chromatographiques,
telles que GC/MS, LC/UV ou LC/MS ont été largement utilisées (Hegele et al., 2008).

En préalable a l'analyse chromatographique, les échantillons doivent étre
purifiés par extraction en phase solide (SPE). La cartouche SPE la plus propsée
dans la littérature est constituée d’'une phase inverse, le plus souvent de type C18.
Cependant, cette phase apolaire n'est pas sélective ni affine pour des composés
aussi polaires que le sont les AGEs, et cela méme si des agents d'appariement
d’ions sont ajoutés dans le solvant d'élution.

Le but de ce travail a concerné la mise au point d'une méthode d’analyse
compléete (extraction, purification, séparation et détection) des trois AGEs les plus
souvent retrouvés dans les aliments soumis a un traitement thermique (CML, Pent et
Pyr) et faisant partie des produits finaux de glycation avancée. Nous avons choisi
d’étudier une matrice riche en protéine et en sucres, a savoir le lait en poudre, trés
consommeé tant en France qu’au Brésil et représentant de ce fait une importante

source d’exposition de la population a ces composés potentiellement toxiques.

Traitement des échantillons de lait

Les AGEs se trouvent soit sous forme libre soit sous une forme conjuguée
avec des protéines présentes dans le lait en poudre. Afin de quantifier ces différentes
formes des AGEs, les échantillons de lait ont été soumis a différentes méthodes de
préparation des échantillons:

- Une hydrolyse acide avec de I'HCl a 37% pendant 24 heures et a 110°C,

destinée a quantifier la totalité des AGEs (libres + conjugués).



- Une précipitation des protéines alimentaires avec un meélange
méthanol/acétone (v:v) pendant 1 heure a -20°C, afin de quantifier
uniquement les AGEs libres.

- Une digestion enzymatique a I'aide d’'un mélange de pepsine, de pronase E,
de leucine aminopeptidase et de prolidase, pendant 30 heures a 37°C, en
vue de quantifier les AGEs totaux (libres + conjugués).

A la fin de chaque traitement, les différents échantillons ont été purifieés et

concentrés par SPE.

Les échantillons ont été soumis a une étape de concentration et de
purification, en utilisant des cartouches de deux types: C18 (Oasis HLB 6cc, 200
mg, Waters, Milford, MA, USA) et échange d'ions (Polyclean 30HCX, Interchim,
Montlugon, Fr).

La cartouche C18 a été préconditionnée avec 4 mL de MeOH, puis 4 mL
d’acide nonafluoropentanoique (ANFP, 10 mM) avec un débit de 2 mL/min. Les
échantillons ont alors été déposés sur la cartouche a un débit de 0.5 ml/min. Celle-ci
a été lavée successivement avec une fraction aliquote de 4 mL d’ANFP (10 mM) et
avec 4 mL d’un mélange d’ANFP (10 mm)/MeOH (v/v; 95%:5%). Enfin, les fractions
contenant AGEs ont été éluées avec 4 mL d’un mélange MeOH/ANFP 10 mM (v/v;
90%:10%) avec un débit de 0,5 mL/min.

La cartouche 30HCX a été préconditionnée avec 3 mL de MeOH, puis 3 mL
d'eau milliQ acidifiee avec de l'acide formique a 0,1%. Un millilitre (1 mL) de
I'échantillon a été déposé sur la cartouche a un débit de 0. 5 mL/min. Celle-ci a été
lavée avec 3 mL d'eau milliQ acidifiée avec acide formique a 0,1% et 3 mL
d'acetronitrile. Enfin, les composés cibles ont été élués avec 3 mL d’'un mélange
acétronitrile/ammoniaque  (v/v; 95%:5%), puis avec 3 mL dun mélange
MeOH/ammoniaque (v/v ; 95%:5%) avec un débit de 0.5 mL/min.

Apres I'étape SPE, les échantillons ont été évaporés a sec a I'aide d’un léger
flux d’azote et le résidu obtenu a été reconstitué avec une solution aqueuse a 0,1%
d'acide trifluoroacétique (TFA) et filtré avec un filtre (0,45 pym). Les filtrats ainsi

obtenus ont été analysés par UPLC-ESI-QQq-TOF.

Analyse des AGEs par UPLC-ESI-Qq-TOF
Le chromatographe utilisé est de marque Waters (Aquity, UPLC). Il a été

couplé avec un spectrometre de masse Qg-ToF de marque Bruker (u-ToF). La



séparation chromatographique a été réalisée avec une colonne Waters, ACQUITY
UPLC HSS T3 (150 mm x 2,1 mm, 100 A, 1,8 um). La phase mobile était constituée
de (A) eau MilliQ acidifiée avec 0,1% d’acide formique et de (B) acétonitrile acidifié
avec 0,1% d’acide formique. Elle circulait avec un débit de 0,3 mL/min. L’élution a
eté réalisée a l'aide d’'un gradient décrit comme suit: 1-8% (0-3 min), 8-30% (3-8
min), 30% (8-13 min), 30-1% (13-13,5 min) et 1% (13,5-18 min). Le volume
d'injection était de 2 pL. La détection en masse a été réalisée en mode positif (ESI).
Les autres conditions de masse ont été comme suit: tension du capillaire, 4,5 kV ;
gaz de nébulisation (N), 2,8 bar ; gaz séchant (N3), 9,0 L/min a 200 °C. Les spectres
de masse ont été enregistrés entre m/z 100-600.

Les Pent et Pyr sont instables dans la source (Zhang et al., 2011, Troise et al.,
2014). Les essais d’optimisation des conditions d’introduction et d’ionisation n’ont
pas permis d’obtenir les ions moléculaires majoritaires. Par conséquent, le fragment
d’intensité la plus importante a été choisi pour chaque composé. Il s’agissait des m/z
135,65 pour Pent et m/z 175,12 pour Pyr. En revanche, CML est stable dans la
source et I'ion moléculaire m/z 205,12 a pu étre utilisé pour la quantification. Un
étalon interne (E.l.), la théophylline, a été utilisé pour minimiser les erreurs produites
lors de l'étape de purification et aussi lors de la détection par spectrométrie de
masse. En effet, cet étalon interne a été ajouté juste avant I'étape de SPE. L’ion
moléculaire m/z 181,07 a été suivi (Fig. 1).

Intens._:
x104 1 CML m/z 205,12
49 1.3 min
: Pen m/z 135,65
] 3.8 min Pyr m/z 175.12
3_: 5.7 min
2 = E.l. m/z 181.07
: 6.8 min
0 : ]\
| L L I I L L L L H LI B B RN B B B B E BN BN N B R
! 2 3 1 5 6  Time [min]

Temps de rétention (min)

Figure 1. Chromatogramme reconstruit des ions correspondant & CML m/z 205,12
(1,3 min); Pent m/z 135,65 (3,8 min); Pyr m/z 175,12 (5,7 min) et E.l. m/z 181,07 (6,8
min) d’une solution contenant un mélange des trois composés de référence.



Selon Assar et al. (2009) et Zhang et al. (2011), en raison de la forte polarité
des 3 AGEs, Il'utilisation de colonnes de phase inverse telle que C18 nécessite d’'un
ajout de contre-ions, tel que ’ANFP dans la phase mobile. Cependant, la forte acidité
de 'ANFP peut entrainer une détérioration rapide des colonnes de chromatographie
(Sun, et al., 2015). De plus, nos expériences au laboratoire ont prouvé que
l'utilisation de 'ANFP dans la phase mobile générait une trés forte contamination du
systeme chromatographique tout entier et entrainait, pendant des durées pouvant
atteindre plusieurs mois, un bruit de fond tres important lorsque le mode ESI négatif
est utilisé. L’élimination compléete de I'ANFP est trés difficile, couteuse et
chronophage. De ce fait, nous avons choisi d’utiliser la colonne ACQUITY UPLC
HSS T3 et une phase mobile composée d’'un mélange ACN-eau-acide formique. Les
résultats chromatographiques obtenus sont trés satisfaisants, comme le montre la
Fig.1.

Purification et concentration des AGEs par SPE

Deux types de cartouches SPE ont été testés pour la purification et la
concentration des trois AGEs cibles a partir des échantillons de lait hydrolysés et
digérés comme décrit dans le paragraphe concernant le traitement des échantillons.
Il s’agissait des cartouches de type phase inverse C18, et de type échangeur d’ion,
polyclean 30HCX.

Les cartouches les plus utilisées dans la littérature pour purifier et concentrer
les AGEs sont du type phase inverse C18. En raison de la forte polarité de ces
AGEs, I'acide nonafluoropentanoique (ANFP) est frequemment ajouté dans la phase
d’élution afin de former des sels entre ANFP et AGEs et ainsi augmenter I'affinité vis-
a vis de la phase stationnaire (Hegele, Buetler & Delatour, 2008; Assar, et al., 2009;
Niquet-Léridon & Tessier, 2011). Nous avons utilisé dans un premier temps ce type
de cartouche et d’éluant pour purifier et concentrer les 3 AGEs. Il est en effet
envisageable d'utiliser TANFP en tant que contre-ion pendant I'étape de purification
par SPE puisque ce composé ne sera retrouvé qu’en trés faibles quantités dans
'échantillon. S’il était utilisé comme contre-ion en chromatographie, il serait injecté
en continu dans la phase mobile et serait alors a méme d’induire les importantes
contaminations déja citées précédement. Les résultats obtenus sont présentés dans

le tableau 1. Nous observons que les rendements obtenus pour les 3 AGEs sont



d’environ 65%, donc trés loin d’étre satisfaisants. En effet, malgré utilisation de
plusieurs contre-ions (dont '’ANFP), une partie des AGEs a été éluée pendant I'étape
de lavage destinée a éliminer les composeés interférants.

Nous avons ensuite testé les cartouches du type 30HCX, échangeur d’ions
(cations). Ce type de phase stationnaire est spécifique pour retenir des composeés
cationiques tels que les 3 AGEs en milieu acide (Sun et al. 2015). Pendant le
développement de la technique avec ces cartouches 30HCX avec une phase mobile
methanolique, nous avons observé que le pic de la Pyr (tr = 5,7 min) a compléetement
disparu du le chromatogramme de la solution des standards ayant été soumis a
I'étape de SPE, et qu'un nouveau pic est apparu (tr = 7,5 min) (Figure 2). L'analyse
du spectre de masse de ce nouveau pic et sa comparaison avec le spectre de masse
de la Pyr standard, nous a conduit & comprendre gque ce nouveau pic correspondait a
'ester méthylique de la Pyr. Le spectre de masse du nouveau pic a tr = 7,5 min
présentait d’'une part, I'ion moléculaire [M+H]" m/z 269,15 (formule brute C13H21N>O4)
(correspondant a I'ester méthylique de la Pyr avec 1 adduit d’hydrogéne) et un ion
pseudo moléculaire [M+Na]* m/z 291,13 correspondant au méme ester mais avec un
adduit de sodium. D’autre part tous les fragments observées dans ce pic restaient
identiques & ceux de la Pyr standard, soit m/z 237,12 [M-20+H]"; m/z 219,11 [M-
2H,O+H]" et m/z 175,12 [M-2H,0-CO,+H]". En effet, I'ester méthylique de la Pyr est
formé par une réaction entre la Pyr et le méthanol utilisé comme solvant d’élution lors
de I'étape de SPE. Afin de résoudre ce probleme de transformation, nous avons
remplacé le méthanol par l'acétonitrile, et gardé les autres conditions SPE
inchangées. Les résultats obtenus ont confirmé notre analyse puisque nous avons
retrouvé le pic de Pyr a tr = 5,7 min et confirmé que le pic a tr = 7,5 min a
completement disparu lorsque I'éluant méthanol était substitué par I'acetronitrile.

Les rendements d’extraction obtenus pour les 3 AGEs lors de I'étape de SPE
avec les cartouches 30HCX sont présentés dans le tableau 1. Nous avons remarqué
qu’il 'y a pratiquement pas de perte apres purification par SPE et ceci pour les 3

AGEs étudiés, puisque le taux de recouvrement moyen obtenu varie de 95 a 104%.
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Figure 2. Chromatogramme reconstitué de l'ion m/z 175,12 qui présente deux pics,
respectivement celui de la Pyr (tr 5,7 min) et celui de son ester (tr = 7,5 min) (a), et
spectres de masse correspondant a tr = 5,7 min (b) et tr = 7,5 min (C).

Tableau 1. Rendements de I'étape SPE obtenus avec les cartouches C18 et 30HCX

Recouvrement (%)

AGEs Conc. Rt (min)

C18 HCX
(ng/mL)

CML 30 1.3 65,1 + 14,3 94,8+7,0

Pent 4.5 3.8 63.5+0,6 95,6 + 25,4

Pyr 6.0 5.7 69,8 + 6,4 104,3 +8,9

Analyse des 3 AGEs dans le lait

Nous avons appliqué les protocoles établis a I'analyse des 3 AGEs dans
différents échantillons de lait, et recherché les AGEs totaux, conjugués et libres.
Dans un premier temps, les AGEs totaux ont été cherchés dans le lait en poudre.
Pour cela, le lait a été soumis a une hydrolyse acide, suivi par une purification par
SPE (30HCX) et enfin une analyse par UPLC-ESI-Qqg-ToF. Aucun des 3 AGEs a été




observé sur le chromatogramme et cela en depit du traitement thermique nécessaire
a la production du lait en poudre. Ceci pourrait étre expliqué soit par des conditions
d’hydrolyse trop drastiques et donc non adaptées a nos molécules d’intérét,
entrainant une dégradation totale des AGEs présents dans le lait, soit par la
concentration en AGEs qui serait inférieure au seuil de quantification (LoQ) de notre
méthode d’analyse.

Dans une seconde étape, le lait a été soumis a une hydrolyse enzymatique a
'aide d'un cocktail d’enzymes contenant de la pepsine, de la pronase E, de la
leucine aminopeptidase et de la prolidase, pendant une durée de 30 heures a une
température de 37°C. Cette extraction doit permettre d’avoir un accés a tous les
AGEs totaux (libre + conjugués). L’analyse LC-ESI-Qq-ToF, apres l'étape de
purification SPE, a montré que tous les echantillons de lait, excepté le lait frais, donc
non chauffé, contenait de la Pyr (Fig. 3 b).

Dans une troisieme étape, les echantillons de lait ont eté soumis a une etape
de precipitation des protéines par un mélange MeOH/Acetone (v:v) a — 20°C pendant
1 heure. Ce protocole ne donne accés qu'aux AGEs libres, non liés aux protéines
alimentaires. La pyrraline (Pyr) a alors pu étre observée (Fig. 3a) sur les
chromatogrammes. La comparaison des concentrations de Pyr retrouvées dans le
lait soumis soit a une précipitation des protéines (partie libre de Pyr) soit a une
digestion enzymatique (Pyr totaux) nous a permis de montrer que cette Pyr se
présente sous ses deux formes: libre et conjuguée dans le lait et que la partie libre

ne représente qu’environ un tiers de la totalité de Pyr du lait.
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Figure 3. Chromatogrammes reconstruit de I'ion m/z 175,12 (a) et des ions m/z
205,12 (CML; 1,3 min); m/z 135,65 (Pent; 3,8 min); m/z 175,12 (Pyr; 5,7 min),
montrant la présence de Pyr dans le lait frais soumis a précipitation des protéines (a)
et a digestion enzymatique (b).

La teneur en pyralline dans le lait est exprimée en (ug d’AGEs/mg de
protéines) :

SZ/S4

TXC].XO,Z

Teneur (ug/mg) = S?v[

WXVZ

S, : surface du pic du standard de la pyrraline

S, : surface du pic de la pyrraline dans le lait

Sz : surface du pic du standard de la théophylline

S, : surface du pic de la théophylline dans le lait

C, : concentration de la solution du standard en pg/mL

M : prise d’essai en mg

V1 : Volume total de la solution obtenue avant I'étape de SPE en mL

V2 : Volume déposé sur cartouche SPE en mL




Les teneurs en protéines du lait (exprimées en mg), ont été obtenues selon les
informations contenues sur I'étiquetage des échantillons analysés.
Les concentrations de Pyr mesurées augmentaient lorsque des procédés

thermiques étaient appliqués au lait préalablement a leur analyse (Tableau 2).

Tableau 2. Quantification de la Pyr libre et totale dans le lait

Les échantillons Pyrraline
Pyriibre Ng/mg™ Pyriota NG/Mg™
protéines du lait * protéines du lait ™

Lait cru 0,023 = 0,00707 nd
Lait entier en poudre 0,035 = 0,00513 1,467 £ 0,05774
Lait demiécrémé en 0,059 £+ 0,00889 0,150 £ 0,21213
poudre
Lait écrémé en poudre 0,021 + 0,00071 0,967 +£0,11547
Lait stérilisé 0,072 + 0,00643 8,367 £ 0,70946

Nd. non détecté
Pyrinre : lait soumis a une precipitation des protéines

Pyri : lait soumis a une digestion enzymatique

Dans les échantillons de lait cru (donc non chauffés), soumis a une digestion
enzymatique, aucune trace de Pyr n'a pu étre détectée. Les mémes échantillons,
lorsque soumis a une précipitation des protéines, ont réveélés la présence de 0,023
ng de Pyrne par mg de protéine de lait. Cette concentration retrouvée dans le lait cru
n'est pas sans poser de questions. Cette valeur est trés proche de la LoQ (non
déterminée selon les criteres de I'lCH dans ce travail), mais reste toutes fois
supérieure a 10 fois le bruit de fond retrouvé dans les chromatogrammes afférents a
cette analyse des échantillons de lait crus (figure 4).

Le traitement thermique appliqué au lait est certainement la cause la plus
probable de ['élévation du niveau Pyr observé dans le lait stérilisé. Cette

augmentation a été observée dans les échantillons soumis a la précipitation et la



digestion enzymatique, ou les valeurs de Pyr retrouvées étaient de 0,072 et 8,367 ng
respectivement. Ces chiffres indiquent clairement le fait que la majorité de la Pyr
retrouvée est sous forme liée aux protéines du lait. Nous avons tous regretté
l'impossibilité de valider cette méthode d’analyse selon les critéres de I'ICH. Une telle
validation requiert en effet beaucoup de temps dont nous ne disposions pas. Par
contre, elle aurait permis d’assoir nos résultats sur une base sure. Corroborant ces
résultats, Hegele et al. (2008) ont également observé la présence de Pyr dans des
échantillons de lait cru soumis a la précipitation des protéines. lls ont observé des
valeurs moyennes pour Pyr de 55,0 nmol/umol™lLys™. Zhang et al. (2011) ont
egalement rapporté la présence de Pyr dans les échantillons de amandes grillées, lls
ont observé 1,1 mg/kg pour la Pyr libre et 12,6 mg/kg pour la Pyr totaux. Il importe a
le lecture de ces chiffres, de noter que nos résultats sont exprimés en ng d’AGEs par
mg de protéine alors que ceux Hegele et al le sont en nmol d’AGEs par umole de

lysine, ce qui est trés différent.
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Figure 4. Chromatogramme reconstruit de I'ion m/z 175,12, montrant la présence de
Pyripre dans le lait frais soumis a une analyse comprenant une précipitation des

protéines

Le protocole proposé repose sur [lutilisation d'une étape de
purification/concentration par SPE sur une cartouche échangeuse de cations. Cette
etape est fondamentale car elle permet de séparer les AGEs du reste des protéines
alimentaires. Nos résultats démontrent bien que ce protocole est sélectif, qu’il

posséde une zone de linéarité intéressante et permet d’obtenir des taux de



recouvrement tres éleveés, proches de 100%, pour les trois AGEs recherchés
(carboxyméthillysine, pentosidine et pyrraline). Malheuresement, le temps disponible
nous a interdit de réaliser la validation de cette méthode selon les critéres de I'lCH.
Lors de notre travail, nous avons déja pu déterminer un certain nombre de
parametres de prévalidation de ce protocole, tels que les pentes des droites de
linéarité, leurs coefficients de corrélation, leurs ordonnées a l'origine ainsi que les
valeurs des taux de recouvrements. Il s’agit la d’'une bonne partie du travail de
validation et ces déterminants représentent une valeur ajoutée indéniable a la
caractérisation de ce protocole et montre que la validation complete de ce protocole
sera facilitée et realisable avec succes. Par contre, la méthode de digestion
enzymatique demande encore a étre optimisée en terme de durée. Elle dure en effet
30 heures aujourd’hui, elle est complexe (elle nécessite 4 étapes d’hydrolyse) et
présente encore l'inconvénient de dégrader la caboxyméthyllysine dont la surface
des pics chromatographiques diminue lors de [l'application de cette hydrolyse

enzymatique.

Conclusion générale

Il a été possible de développer une méthode d’analyse qui permet d’extraire,
de purifier et de concentrer sur une phase solide les trois AGEs d’intérét (CML, Pen
et Pyr). Ces trois composés ont, de plus, pu étre séparés et quantifiés de facon
indépendante par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse a haute résolution (UPLC-ESI-Qq-ToF).

Les cartouches échangeuses de cations nous ont permis d'obtenir des taux de
recouvrements tres corrects lors de l'analyse des AGEs, puisqu’ils étaient bien
Ssupérieurs a ceux qui ont pu étre obtenus avec des cartouches de type C18,
habituellement utilisées pour la quantification des AGEs dans les aliments.
Cependant, il convient de faire preuve de beaucoup de prudence lors de I'élution de
ces composés hors des cartouches de purification essentiellement lors de la
définition des solvants d’élution. Le méthanol est a proscrire. En effet, cette
procédure est déterminante pour la quantification de ces composés. Par manque de
temps, la méthode d’analyse proposée n’a pas pu étre validée selon les critéres de

'ICH. C’est regrettable. La présence de pyrraline a été observée dans tous les



echantillons analysés, lait en poudre entier, demi-écrémé, écrémé, stérilisé et lait

frais microfiltré.

Perspectives

Pour achever cette étude, il conviendrait de réaliser la validation compléete de
la méthode d'analyse développée, avec des échantillons biologiques et alimentaires,
en particulier avec les produits laitiers. Il conviendrait également de mettre en place
une étude compléte d’optimisation de I'étape d’hydrolyse enzymatique. En effet cette
hydrolyse nécessite la parfaite maitrise de tres nombreux parametres tels que les
températures, les pH, les forces ioniques, les concentrations en enzymes, les
possibilités de réaliser des concktail d’enzymes, I'ordre avec lequel ces hydrolyses

doivent se succéder, etc.

Pour bien réaliser une telle étude il semble indispensable de mettre en place
une véritable réflexion chimiométrique basée sur des évaluations de design matriciel
multidimensionnel, des plans d’expérience et des analyses statistiques des résultats

par composantes principales.
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SPE: Solid Phase Extraction
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UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography
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1. INTRODUCAO

A reacdo de Maillard se caracteriza por interagdes amino-carbonilo de
natureza nao enzimatica entre acgucares redutores ou lipidios oxidados a proteinas,
aminofosfolipideos ou a acidos nucléicos (MONARO, 2012). Na tecnologia de
alimentos, os produtos da reacdo de Maillard (PRM) tém chamado a atencao, uma
vez que seus produtos adicionam caracteristicas desejaveis nos alimentos, como
cor, odor e sabor (FRIEDMAN, 1996).

Os produtos da reacédo de Maillard correspondem a um grupo heterogéneo de
compostos quimicos, com ampla variacdo no peso molecular, formados em
alimentos e em sistemas bioldégicos (BARBOSA et al.,, 2009; NGUYEN, 2006;
CHARISSOU et al., 2007). Os compostos representativos dessa reacao, que sao
encontrados em alimentos e em sistemas bioldégicos séo: hidroximetilfurfural,
furosina, carboximetilisina, pentosidina, carboxietilisina, pirralina, vesperlisina A,
dimero de glioxal-lisina, dimero metilglioxal-lisina, glicosepana (BARBOSA et al.,
2009; NGUYEN, 2006; XANTHIS et al., 2007).

Os carbonilos reativos sdo compostos que contém dois ou mais grupos
carbonilo, sendo os mais comuns os dicarbonilos metilglioxal e o glioxal. Os
carbonilos reativos também podem reagir com as proteinas gerando os produtos
finais de glicagdo avangada - AGEs, do inglés Advanced Glycation End products
(WANG et al.,, 2011). Esses carbonilos reativos podem ser formados no corpo
humano ou nos alimentos (WANG et al.,, 2011). A reacdo de glicacdo avancada
pode ocorrer in vivo, pela via do estresse carbonilico, na qual a oxidacéo de lipideos
ou de acucares gera compostos dicarbonilicos intermediarios altamente reativos.

A glicolise e a autoxidacédo de glicose, por exemplo, produzem metilglioxal e
glioxal, os quais interagem com aminoacidos para formar produtos finais dessa
reacdo (BARBOSA et al., 2009; MONNIER, 2007; SHIBAO; BASTOS, 2011). Em
pacientes diabéticos, o pool de AGEs endogenos podem aumentar
significativamente, caso esses pacientes consumam alimentos ricos em AGEs
exdgenos, ou seja, aqueles que sado formados em alimentos processados em
temperaturas elevadas, dessa forma, esses pacientes tem um aumento das
guantidades de hemoglobinas glicadas, com consequentes aumentos dos danos a

sua saude.
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Devidos aos efeitos fisiopatolégicos dos AGEs in vivo, cresceu o interesse no
estudos dos produtos de glicacdo avancada nos ultimos anos (DELGADO-
ANDRADE, 2013). O consumo elevado de AGEs pode comecar ainda na infancia,
uma vez que tem se tornado cada vez mais comum a substituicdo de leite materno
das criancgas pelo uso de férmulas infantis, que geralmente sdo uma importante fonte
de produtos da reacao de Maillard (PISCHETSRIEDER; HENLE, 2012).

Durante o processamento, 0s alimentos sofrem tratamentos térmicos o que
garante a seguranga microbiologica, a inativacdo de algumas enzimas, a
degradagdo de substancias toxicas e o0 desenvolvimento de substancias
responsaveis pelo aroma, cor e sabor, aumentando assim a sua aceitabilidade
(FRIEDMAN, 1996; FINOT, 2005). No entanto, a0 mesmo tempo em que esses
tratamentos térmicos promovem acdes desejaveis nos alimentos, também produzem
efeitos negativos como a diminuicdo do valor nutricional dos alimentos, devido ao
comprometimento de aminoacidos essenciais, e possivel geracdo de produtos com
potencial toxico, como os AGEs (MONARO, 2012).

Um dos alimentos que vem contribuido para o aumento do pool enddégeno de
AGEs no organismo, é o leite tipo UHT (Ultra High Temperature), que s&o
aguecidos a temperaturas superiores a 100°C. O estabelecimento de novos habitos
alimentares da populacéo, tem contribuido para introducédo de grandes quantidades
de AGEs na dieta, principalmente produtos derivados de pastelaria e café
(MORALES et al., 2012). Delgado-Andrade et al., (2012) apontou em seu estudo
“excrecgao urinaria e fecal de N°-carboximetilisina (CML) em voluntarios jovens”, uma
ingestdo diaria de 11,28 mg de CML em um grupo de adolescentes do sexo
masculino com idade entre 11 - 14 anos.

Apesar das novas terapias e drogas eficazes, a resisténcia a insulina (RI) no
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e suas complicagdes, ainda continuam permanecendo
como grandes desafios médico. Acredita-se que a resisténcia a insulina, muitas
vezes associada com o0 excesso de nutricdo e obesidade, € resultando da
inflamacédo e estresse oxidativo crénico elevado. Umas das principais causas para
essa inflamagcdo € o consumo excessivo de produtos de glicacdo avancada nas
dietas de paises do ocidente. Os AGEs, que ja foram em grande parte pensado

como derivados oxidativos decorrentes da hiperglicemia diabética, séo vistos, cada
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vez mais, como um risco potencial para a lesdo de células-$ da ilhota , RI periférica
e diabetes (VLASSARA; URIBARRI, 2014).

Um dos grandes problemas no estudo de AGEs é quantificagcdo de sua real
guantidade em transito no organismo, visto que os sistemas de modelos de
producdo de AGEs, estéo fora das condi¢fes fisiopatoldgicas, como a proporgéo de
carboidratos e proteinas, e o meio da reacdo (DELGADO-ANDRADE, 2013).

Para a quantificacdo dos produtos de reacdo de Maillard e a avaliacdo da
intensidade do tratamento térmico e consequente perda de valor nutricional dos
alimentos, tém sido empregados alguns marcadores como a furosina,
hidroximetilfurfural, carboximetilisina, pentosidina, pronilisina, pirralina. As técnicas
analiticas para analise desses compostos mais comumente utilizadas compreendem
a espectrofotometria, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia
gasosa e o método imunolégico de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(CHARISSOU et al., 2007; URIBARRI et al., 2010). No caso do leite, em se tratando
de uma matriz complexa, etapa de purificacdo usando extracdo em fase solida (SPE
— Solid Phase Extraction) € de suma importancia para analise de AGEs.

A utilizacdo do leite na dieta alimentar ocorre, principalmente pelo fato deste
produto ser fonte de nutrientes essenciais a promo¢do do crescimento e da
manutencdo da vida. Devido a essa riqueza de nutrientes, associado ao processo
tecnoldgico de beneficiamento, o leite se torna um excelente substrato para a
formacéao de produtos finais da reacao de Maillard. Pacientes portadores de doencas
crbnicas nao transmissiveis como os diabéticos, podem ter seu estado de saude
agravado, uma vez que os AGEs contribuem para o aumento dos danos oxidativos
nas ceélulas. Portanto, a correta quantificacdo do conteddo desses produtos nos
alimentos, principalmente no leite e seus derivados, é de suma importancia para os
individuos portadores de doencas cronicas ndo transmissiveis, umas vez que o pool
endégeno de AGEs nestes individuos, podem ser aumentados por alimentos
processados em altas temperaturas.

Ainda que, grande numero de estudos tenham sido desenvolvidos com AGEs,
e considerando a importancia desses produtos para a saide humana, bem como a
dificuldade de quantificagdo simultdneas de um grande numero de AGEs, este

trabalho visa contribuir na otimizacdo de métodos de quantificacdo simultanea de
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carboximetilisina, pentosidina e pirralina, com o uso de cartuchos de troca ibnica,

usando o leite como matriz de estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estabelecer um método de analise completa (extracéo, purificacdo, separacao e
deteccdo) de trés AGEs mais comum encontrados nos alimentos submetidos ao
aguecimento (carboximetilisina, pentosidina e pirralina), usando o leite como matriz

de estudo.

2.2 Especificos

v' Desenvolver um método concentracdo e purificacdo de AGEs, em
extracdo em fase solida (SPE) por troca ibnica;

v' Comparar a influéncia de cartuchos C18 e 30HCX na taxa de recuperacao
de CML, Pen e Pyr.

v' Desenvolver uma metodologia para andlise de AGEs por LC-MS/ESI/Q-
TOF;

v Identificar e quantificar de forma simultanea carboximetilisina, pentosidina
e pirralina de leite em po (integral, semidesnatado e desnatado), cru e

esterelizado;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Produtos de glicacao
3.1.1. Formacéo de produtos de glicacao e reacédo de Maillard

O fenbmeno de que os alimentos escurecem a medida que sdo aquecidos é
provavelmente conhecido desde a descoberta do fogo, ha mais de 300 mil anos
(SHIBAO; BASTOS 2011). Em 1912, o cientista francés Louis Camille Maillard
relatou pela primeira vez a reacdo entre 0os aminoacidos e a glicose, sendo
denominada de reacdo de Maillard. Essa reacdo tem atraido a atencdo devido ao
seu papel de modificagdo poés-traducdo, promovendo anormalidade no metabolismo
de acucares e de lipideos. Os produtos finais da glicacdo avancada (AGEs) mudam
as propriedades fisico-quimica das proteinas, tais como degeneracdo das cargas
negativas e polimerizagdo (NAGAI et al., 2012). Na ciéncia de alimentos, a reagao
de escurecimento ndo enzimatico, reacdo de Maillard, tem apresentado um impacto
importante nas caracteristicas organolépticas dos alimentos, promovendo alteracfes
sensoriais importantes para a qualidade de alimentos e para o valor nutricional
(FINOT, 2005).

Os compostos originados por essa reagdo conferem aos alimentos
caracteristicas essenciais para aceitagdo e consumo dos produtos como sabor,
aroma e cor. Podem também apresentar atividades biologicas positivas, atuando
como agentes antioxidantes, antimutagénica e quimioprotetora, e negativas como
diminuicdo do valor nutricional de alimentos, devido ao comprometimento de
aminoacidos essenciais, e possivel producdo de produtos com potencial toxico
(MONARO, 2012). Também conhecida como glica¢do (quando ocorre no organismo
Vivo), a reacao de Maillard progride a partir de reacdo em que os acucares redutores
e outros compostos a-carbonilicos combina-se com proteinas, lipideos e acidos
nucléicos (NAGAI et al., 2012; BASTOS et al., 2012).

Através do ataque nucleofilico do grupo a-carbonilico de um agucar redutor,
por exemplo, ao grupamento amina das proteinas, inicia-se essa reacdo (FINOT,
2005; NUNES; BAPTISTA, 2001). A reacdo pode ser dividida em duas partes: a
primeira parte ocorre até o rearranjo de Amadori, e a segunda metade envolve a

formacéo de AGEs, por meio de reacOes de oxidacéo, desidratacéo, e condensacéo
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(NAGAI, et al., 2012). Na figura 1, pode ser observado o esquema apresentado das
principais etapas da reacao de Maillard.

A reacdo de Maillard inicia-se com a formacéo da base de Schiff, composto
instavel, gerado pela condensacgéo de grupamento carbonila de agucar redutor com
um grupamento amina, oriundo, por exemplo, do amino&cido lisina, composto
especialmente susceptivel a reacdo. Na seqUéncia, a base de Schiff sofre
rearranjos, resultando nos produtos de Amadori, conhecidos hoje como produtos
iniciais da reacao de Maillard que apresentam estrutura mais estavel. Os produtos
de Amadori apresentam grupos carbonilas reativos, que se condensam com grupos
aminas primarios acessiveis, dando origem aos produtos avancados da reacdo de
Maillard através de reacdes como oxidacdo, desidratacédo e condensacédo (HODGE,
1953; BARBOSA et al., 2009).

Figura 1 - Reagao de Maillard
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Baseado em Nagai et al. (2012).

No organismo vivo a hemoglobina glicada Alc (HbAlc ) foi identificada pela
primeira vez na década de 1970, e investigacdes posteriores revelou esta molécula,

como sendo um produto de rearranjo de Amadori de glicose combinada com
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residuo de aminoacido N-terminal de valina na hemoglobina cadeia (. Enquanto
HbAlc é usado globalmente como um marcador para diabéticos no controle
glicémico, a aplicagdo clinica de produtos AGEs é limitada pelo grande numero de
estruturas de que esses compostos apresentam, e pelo fato de existirem diferentes
métodos para identificagdo dessas estruturas (NAGAI et al., 2012).

A identificacdo da hemoglobina glicada em pacientes diabéticos foi 0 marco
para os estudos desse processo de glicagdo no organismo e suas implicacdes para
a saude. A reacao pode ocorrer in vivo, pela via do estresse carbonilico, na qual a
oxidacao de lipideos ou de acUcares gera compostos dicarbonilicos intermediérios
altamente reativos (BARBOSA et al., 2009; MONNIER, 2007; SHIBAO; BASTOS,
2011). A glicolise e a autoxidacao de glicose, por exemplo, produzem metilglioxal e
glioxal, os quais interagem com aminoacidos para formar produtos finais dessa
reacdo. Esses compostos dicarbonilicos chegam a ser 20 mil vezes mais reativos do
que a glicose e estado presentes tanto in vivo quanto nos alimentos. A velocidade da
glicacdo é maior em estados de hiperglicemia, em que a glicose se liga a proteinas
de tecidos independentes de insulina e de longa vida (NUNES; BAPTISTA, 2001,
MONNIER, 2007; SHIBAO; BASTOS, 2011).

A glicacdo em organismos vivos tem outras vias que estdo ligadas ao
metabolismo da glicose e da peroxidacéo lipidica, cujos produtos sdo denominados
produtos finais de lipoxidacdo avancada (ALE) (GOLDBERG et al., 2004; NASS et
al.,, 2007). As reacdes de Maillard ocorrem ao longo de toda a vida, visto que 0s
carboidratos sdo nutrientes indispensaveis para a producdo de energia e 0
organismo usa estes compostos ao longo de sua vida. Residuos de lisina e arginina
podem ser modificados pelos AGEs, aumentando a carga negativa das proteinas e
promovendo a formacao de ligacao cruzada (Fig. 2). Além disso, diversas enzimas
podem ser inativadas por conta dos AGEs (NAGAI, et al., 2012).

A formacdo de AGEs in vivo pode, adicionalmente, envolver neutrdéfilos,
mondcitos e macréfagos, o0s quais, apos estimulo inflamatério, produzem
mieloperoxidase e enzimas NADPH oxidase, que induzem a formacéo de AGEs por
meio da oxida¢do de aminoacidos (HUEBSCHMANN et al., 2006).
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Figura 2 - Geracdo de aldeidos intermédiarios e degeneracdo de proteina
envolvidos na formacao de produtos AGEs
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3.1.2. Produtos de glicacdo avancada e de reacao de Maillard

Os produtos da reacdo de Maillard correspondem a um grupo heterogéneo de
compostos quimicos, com ampla variagdo no peso molecular, formados em
alimentos e em sistemas bioldégicos (BARBOSA et al.,, 2009; NGUYEN, 2006;
CHARISSOU et al., 2007). Os compostos representativos dessa reacao, tanto nos
alimentos como nos sistemas biologicos séo: hidroximetilfurfural, furosina,
carboximetilisina, carboxietilisina, pentosidina, pirralina, vesperlisina A, dimero de
glioxal-lisina, dimero metilglioxal-lisina, glicosepana (BARBOSA et al., 2009;
NGUYEN, 2006; XANTHIS, 2007).

3.1.2.1 Hidroximetilfurfural

O Hidroximetilfurfural (HMF) € um composto intermediario formado durante a
reacdo de Maillard e pela degradacdo de hexoses a temperaturas elevadas em
condi¢des acidas (Fig. 3) (ARRIBAS — LORENZO; MORALES, 2010).
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Figura 3 - Estrutura do Hidroximetilfurfural (HMF)
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A formacdo HMF estéd diretamente relacionada com a intensidade do calor
aplicado ao alimento, como normalmente ndo estd presente em alimentos crus e
frescos, esse composto é considerado um marcador de dano térmico para produtos
gue contém altas concentraces de carboidratos. Além disso, pode ser utilizado para
monitorizar o processo térmico aplicado a diferentes produtos alimentares, tais
como: cereais contendo frutas secas; caramelo, mel, massas e produtos de
panificacao (RUFIAN-HENARES; DELGADO-ANDRADE, 2009; RUFIAN-HENARES
et al., 2006).

3.1.2.2. Furosina

Os compostos de Amadori sdo medidos como furosina (g-N-2-furoylmethyl-L
lisina) (Fig. 4). O conteudo de furosina presente nos alimentos é influenciado pelo
tipo de tratamento térmico e/ou o tempo de armazenamento. Niveis de furosina
tendem a diminuir apés um armazenamento prolongado ou apdés o
superaquecimento para dar origem a outros compostos tais como CML (DELGADO-
ANDRADE et al., 2005; FRIEDMAN, 1996; RUFIAN-HENARES; DELGADO-
ANDRADE, 2009).

Figura 4. Estrutura da Furosina.
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A furosina € o indicador mais importante e especifico da fase inicial da reacéo

de Maillard. A pesquisa da furosina é amplamente utilizada na analise de produtos
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de cereais, uma vez que a lisina é o aminoacido limitante deste produto e, assim, a
presenca de furosina € um importante marcador da perda do valor biolégico das
proteinas. A monitorizacao da formacao de furosina ajuda a adaptar as condi¢des de
processamento, a fim de garantir a manutengdo do valor nutritivo dos alimentos
(RUFIAN-HENARES et al., 2004a, 2006; RESMINI et al., 1990).

A furosina contida no leite depende da intensidade do tratamento térmico
aplicado. No leite cru, a quantidade aproximada varia entre 3 a 5 mg/100g de
proteina, enquanto que no leite pasteurizada essa quantidade por variar de 4 a 7
mg/100g de proteina, no leite UHT (ultra high temperature) 50 a 300 mg/100g de
proteina, e no esterilizado esses valores pode chegar a 450 mg/100g de proteina
(RESMINI; PELLEGRINO, 1991).

3.1.2.3. N*-Carboximetilisina

A Né-carboximetilisina (CML) é o produto de reacdo de Maillard mais estavel,
apresentando baixa reatividade, podendo ser produzida por degradacao de produtos
de Amadori, tal como N°®-(frutosil)lisina, que sofre oxidacdo para formar N°-
carboximetilisina. Neglia et al. (1985) observaram, por espectroscopia RMN 13C,
gue as estruturas e as conformagdes de equilibrio de aductos Amadori, nas
proteinas, eram idénticas as obtidas para o composto Amadori modelo, Na-formil-
Ne-frutoselisina (fFL). Pouco tempo depois, Ahmed et al. (1986) estudaram as
reacdes de fFL e verificaram que o composto, NE-carboximetillisina (CML),
corresponde ao produto maioritario, formado na degradacao oxidativa do fFL, sendo
também observada a formagcdo de acido eritronico (EA) (Fig. 5). Esses
pesquisadores mostraram que o composto CML é formado ao nivel das proteinas,
nas condi¢cdes vulgarmente usadas na glicacdo in vitro, verificando também, que
CML é detectado no colageno e ao nivel das proteinas do cristalino humano. Em
concordancia com a formacédo do composto CML, resultante da clivagem oxidativa
entre as posicdes C-2 e C-3 da cadeia do acgucar coordenado do produto Amadori
fFL (SARAIVA, 2007).

Ahmed et al. (1988) identificaram posteriormente uma nova série de produtos
formados na clivagem oxidativa de fFL, entre as posicoes C-3 e C-4 da cadeia do
acucar do produto Amadori, como sendo, os compostos acido lactico 3-( NS-Iisina)

(LL) e acido D-glicérico (Fig. 5). Por cromatografia gasosa, os investigadores
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verificaram a detec¢cdo de LL em proteinas glicadas in vitro, e constataram,
igualmente, que LL € um produto natural, existente nas proteinas do cristalino
humano e na urina (AHMED et al., 1986). Com resultados obtidos da clivagem
oxidativa do produto de arranjo de Amadori, fFL, em que a formac¢&o dos compostos
CML e LL fora observada, conjuntamente com o fato de CML e LL terem sido
observados in vitro e in vivo, é possivel concluir que a degradagdo do produto de
Amadori, nas proteinas, constitui uma importante via reacional nos processos de
glicagédo in vivo (SARAIVA, 2007).

Glomb e Monnier (1995) estabeleceram a hipétese de que um mecanismo
reacional que envolvesse a formacao de glioxal e de glicolaldeido poderia contribuir
para a formacdo de CML e para o cross-linking de proteinas, em condicdes
fisioldégicas. Assim, estes investigadores concluiram que a clivagem em C-2 da
cadeia de acucar de produtos precursores do produto Amadori (base de Schiff),
constituia uma via reacional para a reacdo de Maillard, podendo ter um papel
importante na formacdo de CML e no cross-linking de proteinas. A peroxidacao
lipidica é outra rota para a CML, e o glioxal, tem sido sugerido como um
intermediério. A CML é um dos marcadores mais importantes de produtos bioativos
da reacdo de Maillard e seu conteudo geralmente representa riscos para a saude,
em particular, pela ingestao de alimentos tratados termicamente (CHARISSOU et al.,
2007). O composto CML pode ser formado in vitro por trés vias reacionais distintas:
) clivagem oxidativa de produtos Amadori, como referido anteriormente; Il) clivagem
oxidativa de precursores de produtos Amadori, bases de Schiff; Ill) modificacdo pelo

glioxal formado, durante a degradacao/autoxidacao da glicose (UNNO et al., 2002).
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Figura 5 - Via envolvidas na formacé&o de carboximetilisina (CML)
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Adaptado de Ahmed et al., (1988).

Entre os produtos da reacdo de Maillard, a CML € o melhor produto de
glicacdo avancada caracterizado, sendo empregado nhas pesquisas C€coOmo
marcadores de AGEs e lipoxidacdo avancada (GOLDBERG, 2004). Vlassara et al.,
(2003) em seu trabalho sobre glicoxidacdo como uma ameaca aos diabéticos e
sobre o envelhecimento, quantificou a quantidade de carboximetilisina em diversos

grupos de alimentos (Tab. 1).
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Tabela 1 - Teor de Produtos da Reacéo de Maillard (PRM) em alguns alimentos

Alimento Carboximetilisina Alimento Carboximetilisina
(KU/100g)* (KU/100g)*
§ Manteiga 26.480 Molho para salada 740
O Margarina 17.520 Semente de abdbora 1.853
3 Maionese 9.400 Pistache 380
g Oleo de oliva 11.900 Cream cheese 10.883
g Amendoim 6.447 Améndoa 5.650
Carne bovina grelhada 7.479 Ovos fritos 2.749
@ Carne bovina cozida 2.687 Bacon 91.577
g < Carne de frango grelhada 6.639 Atum enlatado com 6leo 5.113
g ‘@ Carne de frango cozida 1.210 Queijo parmeséo 16.900
3 2 Peixe assado 1.212 Queijo cheddar 5.523
o & Peixe frito 3.083 Lingiica de porco 5.943
Ovos cozidos 90 Camaréo frito 4.328
(%]
4 % Panquecas 2.263 Croissant 1.113
o o Pées 133 Granola 427
g3 Biscoitos 1.647 Waffle 2.870
15} S Flocos de milho 233 Macarréo 242

*Carboximetilisina determinada por ensaio imunoenziméatico (ELISA).
Adaptado de Vlassara et al., (2003).

Além da composi¢cdo quimica dos alimentos a formagdo dos produtos de
reacao de Maillard depende de alguns outros fatores, como: temperaturas elevadas
(acima de 40°C), atividade de agua na faixa de 0,4 a 0,7, pH na faixa de 6 a 8
(preferencialmente alcalino), umidade relativa de 30% a 70%, presenca de ions de
metais de transicdo como Cu®* e Fe?*, que podem catalisar a reacdo (KWAK, et al.,
2004; HODGE, 1953).

3.1.2.4. Pentosidina

A pentosidina um composto cross-link, foi identificada em 1989 por Sell e
Monnier (1989), ao investigar a natureza da fluorescéncia observada no
envelhecimento do coldgeno humano, isolando e elucidando os aspectos estruturais
desse composto fluorescente que se mostrava resistente a hidrélise acida. A
pentosidina tinha na sua formacao a reacdo de um residuo de lisina e de um outro
de arginina, com uma pentose (Fig. 6a) (SELL; MONNIER, 1989). Ao AGE
pentosidina tem sido atribuido um importante significado na investigacdo

gerontolégica, pois a sua formacdo pode contribuir para a degradacédo dos tecidos
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envelhecidos, devido a sua acado cross-linking na matriz extracelular. A pentosidina
também pode servir como marcador molecular para o processo de envelhecimento,
e a sua deteccao pode facilitar o estudo da longevidade e dos efeitos nocivos dos
sistemas Maillard que envolvem pentoses. Como a pentosidina é cross-link, e tendo
na sua constituicdo dois residuos basicos de aminoacidos, os efeitos na estrutura e
na funcédo das proteinas modificadas podem ser bastante acentuados, o que pode
proporcionar uma facil deteccdo deste composto in vivo, sobretudo no que diz
respeito aos processos de doenca relacionados com a sua formacédo (SARAIVA,
2007).

Dyer et al. (1991) também identificaram um composto fluorescente, designado
por produto fluorescente de Maillard (MFP-1), formado nas reacdes da glicose com
proteinas modelo in vitro, o qual fora observado que se acumulava em proteinas do
tecido, relacionadas com o envelhecimento e com a progresséo das complicacdes
da diabetes mellitus. Os investigadores concluiram que o composto MFP-1 possuia
uma estrutura analoga ao composto pentosidina, identificado por Sell e Monnier
(1989). Ainda no estudo de Dyer et al. (1991), foi observado que a formacédo da
pentosidina era abundante em sistemas modelo, como as reag¢des de pentoses com
lisina e arginina, embora também fosse observada a partir da glicose, frutose,
ascorbato, compostos Amadori, 3-deoxiglicosona, e de outros acucares. Todavia, a
pentosidina ndo se formou a partir do malondialdeido, nem de acidos graxos
poliinsaturados resultantes da peroxidacao lipidica (DYER et al., 1991). A formacéo
da pentosidina, por reacdo de acucares, fora inibida em condi¢cdes anaerobicas, bem
como na presenca de aminoguanidina, sendo este ultimo composto um conhecido
inibidor da glicacdo avancada e das reacfes de escurecimento (DYER et al., 1991).

Portanto, a formacdo de pentosidina envolve a reacao de intermediarios de
acucares em condicdes reacionais oxidativas (SARAIVA, 2007). Um novo
mecanismo para a formacao da pentosidina (Fig. 6b) foi proposto por Chellan e
Nagaraj (2001) (Fig. 6b). Os investigadores sugeriram que duas ou trés moléculas
de carboidratos (gliceraldeido), eventualmente formadas durante a clivagem
oxidativa de produtos iniciais da reacdo de Maillard, estdo envolvidas na formacéo
da pentosidina (CHELLAN; NAGARAJ, 2001). Em relacdo a formagéo da pentosidina
in vivo, Odetti et al. (1992) constataram que 0s niveis de pentosidina nas proteinas

do plasma eram elevados em estados de uremia, em comparacao com a diabetes,
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apesar de ndo se notar um aumento dos niveis de acucar no sangue. No entanto,
Chatterjee e Banerjee (1979), observou aumento dos niveis de ascorbato em
individuos urémicos, o que suporta a evidéncia de que a formacao da pentosidina
pode resultar da reacao de outros agucares, e ndo unicamente de pentoses, como a
ribose. Bailey et al. (1995), também constataram que cross-links fluorescentes

adicionais podem ser observados nas reacfes da glicose e ribose com o colageno.

Figura 6 - Mecanismos de formacédo da pentosidina, através de pentoses (a) e de

gliceraldeido (b)
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Adaptado de Sell & Monnier (1989); Chellan & Nagaraj (2001).

3.1.2.5. Pirralina

A pirralina ((2-amino-6-(2-formyl-5-hydroxymethyl-1-pyrrolyl)-hexanoic acid) €

um produto avancado da reagao de Maillard, formado entre grupo g-amino da lisina e
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3-deoxiglicosilose que € um produto de degradacdo de carboidratos reduzidos e
aminocetoses (NAKAYAMA et al, 1980; RUFIAN-HENARES et al.,, 2004).
Identificada e caracterizada com um composto formado durante o browning nao-
enzimatico, em condi¢des fisiolégicas, a pirralina tem na sua origem a reacdo de
grupos amina livres das proteinas com a glicose, e com a formacéo do intermediario
3-deoxiglicosona, o qual se pensa provir da degradacéao do produto Amadori (Fig. 7)
(NJOROGE et al. 1987), sendo labil a hidrdlise &cida, anteriormente tinha sido
observado a formacdo de um derivado da pirralina em misturas reativas de
butilamina e glicose, e de g-amino lisina e glicose, a 100°C (KATO, 1966; KATO;
FUJIMAKI, 1970; KATO et al., 1977; NAKAYMA et al., 1980; HAYASE; KATO, 1985).
Posteriormente, Nissl et al. (1995) identificaram a formacéo de pirralina na reacdo da
glicose com modelos composto por amina, propilamina, Na-acetil-L-lisina, e também
com a albumina do soro bovino.

Nagaraj et al. (1996) verificaram que, quando da purificacdo da pirralina, o
composto obtido, na reacdo da lisina com a glicose, sofria degradacdo quando
armazenado sob refrigeracdo, ou simplesmente quando exposto a temperatura
ambiente. Na tentativa de identificacdo de possiveis produtos de degradacdo da
pirralina, um dos produtos formados fora purificado. Com a elucidagao da natureza
estrutural deste produto de degradacédo, Nagaraj et al. (1996) concluiram que se
tratava de uma dipirralina, com uma ligacéo éter entre duas moléculas de pirralina
(Fig. 7). Esta descoberta levou os investigadores a estudar a reatividade da pirralina
com tio e hidroxi-aminoacidos (NAGARAJ et al., 1996). Deste modo, verificou-se que
0s hidroxi-aminoacidos, em geral, ndo eram reativos para com a pirralina. Porém, a
reacdo da cisteina com a pirralina resultou na formacao de dois tio-éteres distinto
(NAGARAJ et al.,1996). Assim sendo, os resultados obtidos por Nagaraj et al.
(1996), seriam fortes indicadores de que a pirralina formada in vivo poderia
subsequentemente reagir com outros residuos de aminodacidos, nas proteinas, de
modo a originar a formacao de produtos cross-link. Este fenbmeno poderia explicar,
em parte, o aumento do crosslinking, associado as complicacdes da diabetes
mellitus e ao envelhecimento. A deteccdo da pirralina nas proteinas de tecidos,
plasma, cristalino humano e de membranas tem sido conseguida, por métodos

imunoquimicos e cromatograficos (SARAIVA, 2007).
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Figura 7. Mecanismo de reacéo para a formacgédo do AGE pirralina
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3.2. Implicagdes para a saude dos AGEs nos alimentos

Diversas doencas tem sido relacionadas com a presenca de AGEs no
organismo, o acumulo destes compostos ndo se da apenas pela alimentacdo ou
devido a anormalidades do metabolismo do acucar, mas também pelo estresse

oxidativo elevado.
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Em 1949, surgiu o primeiro trabalho indicando que os produtos de reacédo de
Maillard poderiam ser prejudiciais aos processos biolégicos. Foram avaliados os
efeitos fisiol6gicos desses compostos na inibicdo do crescimento celular, reducéo da
digestibilidade, absorcdo de proteinas, hipertrofia de 6rgdos, mutacbes celulares,
reducdo das atividades de enzimas pancreaticas, intestinais, hepaticas e formacéo
de complexos com metais (FINOT, 2005).

Os AGEs podem causar danos aos tecidos por: modificacdo da funcédo da
proteina devido a alteragcdes em sua estrutura/configuracdo, modificacdo do tecido,
devido as ligacdes cruzadas (cross-links) inter e intramolecular, formacéo de radicais
livres, e inducdo de respostas inflamatoria apds ligar-se a receptores especificos
RAGE (Receptor de Produtos da Glicacdo Avancada), receptores de membrana
celular, cuja atividade aumenta proporcionalmente a concentracdo de AGEs
presentes (Fig. 8). A interacdo AGE-RAGE modula vias pro-inflamatéria com
ativacdo transcricional e expressdo alterada de varios mediadores inflamatérios,
como as citocinas, desencadeando reacdes inflamatérias (TAN et al., 2002; SASAKI
et al., 1998).

Figura 8 - Interagdo AGE- RAGE
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A ligacdo de AGE a tecidos como a retina, endotélio, mesénquima e células
renais, favorece a disfuncdo endotelial, prejudicando a vasodilatacdo devido a
diminuigdo da producdo de monoxido de nitrogénio - NO, a ativacdo acelerada de
macrofagos para as ceélulas espumosas, a diminuicdo da flexibilidade das células
musculares lisas, comprometendo a complacéncia arterial, e torna a fracdo LDL-
colesterol (Low Density Lipoprotein) mais susceptivel a oxidacdo (TAN et al., 2002;
SASAKI et al., 1998). Os AGE estao associados a complicacfes renais, disfuncdes
endoteliais e patologias neurodegenerativas, processo em que se observa elevada
concentracdo desses compostos, 0 que possivelmente se relaciona a disfungéo
neuronal e, ainda, a fatores de risco do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Fig. 9), (KIM et al., 2005; ROJAS; MORALES, 2004; URIBARRI et
al., 2005).

Figura 9 - Efeitos biologicos dos produtos de reacdo de Maillard (PRM) e produtos
finais de glicacdo avancado (AGES)
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Adaptado de Somoza (2005).

3.2.1. Acao dos AGEs no processo de envelhecimento, catarata e aterosclerose

Os produtos de glicacdo avancada (AGE), por sua vez, sdo implicados no
envelhecimento e na perda de funcionalidade de tecidos que n&do sao dependentes
de insulina e, por isso, encontram-se expostos a concentragdes elevadas de glicose

(como o cristalino, a membrana basal das arteriolas, as células nervosas e 0s
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tecidos intersticiais da pele). A catarata e aterosclerose, em alguma extensdo, sao
patologias resultantes da glicacédo entre a glicose sanguinea com proteinas de longa
duracéo presentes nesses tecidos (URIBARRI et al., 2010; GLENN; STITT, 2009).

Como a formagéo de AGEs ocorre vagarosamente sob condic¢es fisioldgicas,
as moléculas de meia-vida longa, como o colageno, sdo diretamente afetadas por
esses compostos, contribuindo dessa forma no processo de envelhecimento
(FORBES et al., 2005).

3.2.2. Acédo dos AGEs em diabéticos

Individuos diabéticos, em especial, apresentam diversas complicacdes devido
aos processos de glicacdo. Atualmente, recomenda-se que a dieta desses pacientes
seja controlada quanto aos teores de PRM. Apesar de ndo haver consenso sobre 0s
limites de ingestdo segura, a reducdo de 50% na ingestdo de PRM na dieta de
individuos diabéticos resulta em um decréscimo de 30% dos teores plasmaticos
desse composto, em apenas um més de intervencdo. Observou-se também reducéo
do peso corporal e melhora do prognéstico da doenca, embora o nivel de
hemoglobina glicada (HbAlc) ndo tenha sido modificado (URIBARRI et al., 2005;
TEIXIDO et al., 2008). Estima-se que os individuos que consomem maiores
proporcdes de PRM estejam expostos a maior risco de desenvolver complicacdes do
diabetes, como disfun¢ées vasculares e renais (URIBARRI et al., 2010; TEIXIDO et
al., 2008; SANDU et al., 2005), e que o consumo seguro de PRM para esses
pacientes, seja de no maximo 16 mil unidades por dia (medida relativa a
carboximetilisina) (KIM et al., 2005; KOSCHINSKY et al., 1997).

Estudos com ratos mostraram que 0s animais que receberam dietas com altos
teores de PRM por seis meses desenvolveram diabetes mellitus tipo 2, enquanto os
animais do grupo-controle (dieta equivalente em composicao e valor energético, mas
com teores de PRM reduzidos) ndo desenvolveram a doenca e apresentaram
menores niveis de glicemia (CHUN-LIANG et al., 2003).

3.2.3. Acao benéfica sobre a saude associada aos AGEs

Apesar de grande parte dos estudos se concentrarem nos potenciais efeitos

nocivos dos PRM, existem evidéncias de efeitos benéficos destes compostos sobre
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0 organismo. Esses efeitos positivos tém despertado interesse na investigacdo dos
mecanismos de acao e dos produtos especificos responsaveis por esses efeitos. De
todos os PRM formados durante o processamento de alimentos, os compostos
finais, melanoidina, foram mais fortemente associados com efeitos bioldgicos
positivos (DELGADO-ANDRADE, 2013).

Atencado especial tem sido dada ao estudo de melanoidina em café e na
crosta de pédes. Assim, pronil-lisina, um aminacido glicado de baixo peso molecular,
tem demonstrado exercer atividade antioxidante e inducdo enzimatica quimio-
preventiva em modelo de cultura de celular, sobre células intestinais humanas
(LINDENMEIE et al., 2002). Além disso, Borrelli e Fogliano (2005) revelaram o
potencial de melanoidina da crosta de pées como ingredientes prebidticos,
aumentando o crescimento das bifidobactérias de forma seletiva. Del Castillo et al.
(2007), relataram que a fracdo de baixo peso molecular derivado da hidrélise
enzimatica de glaten glicado é rica em peptideos anti-hipertensivos, enquanto que a
fracdo de peso molecular elevado contém catadores de radicais peroxil e inibidores

de crescimento bacteriana.

3.3. Anélise de produtos de reacao de Maillard

Muitos autores tém destacado os beneficios e riscos para a saude dos
produtos da reacao de Maillard presente nas dietas. Por esse motivo, € de grande
importancia caracterizar e quantificar esses produtos nos alimentos, como forma de
se obter um melhor equilibrio entre os beneficios e riscos potenciais, e em seguida,
no estabelecendo de diretrizes para a saude alimentar (DELGADO-ANDRADE et al.,
20009).

A partir do desenvolvimento de técnicas sofisticadas de analise, foi possivel
isolar, caracterizar, e quantificar varios compostos da reacdo de Maillard e de
glicacdo avancada formadas in vitro e in vivo, tanto no estagio inicial como
avancado, como 0s compostos de Amadori (indiretamente analisados como
furosina), carboximetilisina (CML), e alguns derivados intermediérios da reacao, tais
como hidroximetilfurfural (BASTOS et al., 2012). A medicdo de compostos

fluorescentes (CF) formados durante a reacdo é também uma ferramenta confiavel
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para avaliar a extensdo e propor¢cao de perda nutricional devido ao processamento
térmico dos alimentos (DELGADO-ANDRADE et al., 2009; FRIEDMAN, 1996).

Tradicionalmente, a monitorizacdo da reacédo de Maillard no processamento
de alimentos foi baseada na avaliacdo espectrofotométrica de desenvolvimento de
cor a 420 nm. Mais recentemente, a avaliacdo de compostos fluorescentes gerados
pelo rearranjo dos produtos de Amadori se tornou habitual. Além do seu uso em
alimentos, a medicdo de fluorescéncia também é empregada para avaliar a reacéo
de Maillard em condi¢des fisioldgicas, correlacionando a geracdo de AGEs com o
desenvolvimento de patologias (DELGADO-ANDRADE et al., 2006).

Os compostos fluorescentes séo precursores de pigmentos castanhos
formados na reacdo de Maillard, que apresentam diferentes estruturas quimicas. A
avaliacao das alteracdes na intensidade da fluorescéncia ajuda a avaliar, a extensao
da reacdo de Maillard em produtos alimenticios e sistemas biolégicos (MORALES;
VAN BOEKEL, 1998; RUFIAN-HENARES; DELGADO-ANDRADE, 2009). A
fluorescéncia foi primeiro utilizado para avaliar a formacéo de produtos de reacéo de
Maillard em leite, e agora € também utilizada para monitorar a transformacéo de
cereais, biscoitos, soja, formula infantil, salmédo cozido e produtos de panificacao
(BASTOS et al., 2012).

Dependendo do produto de reacdo de Maillard a ser analisado, diferentes
metodologias podem ser adotadas. Entre essas metodologias se destaca o0s
métodos  espectrofotométricos,  geralmente  utilizados para  determinar
hidroximetilfurfural em alimentos e os métodos cromatograficos (cromatografia
liguida ou gasosa de alta resolucdo) que sdo mais precisos e sensiveis para este
propésito (ERBERSDOBLER; SOMOZA, 2007; MORALES et al., 1997; RUFIAN -
HENARES et al., 2001, BASTOS et al., 2012).

Em 1992, uma metodologia baseada em pareamento de ions por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) foi proposto e aplicado com sucesso numa
série de estudos na analise de furosina. Em 1996 a HPLC de fase reversa tornou-se
0 método de escolha para analise de furosina, quando seu padrédo se tornou
disponivel comercialmente. Devido a possibilidade de transformacdo de CML em
furosina durante o aguecimento é necessaria uma hidrélise acida em uma atmosfera
inerte (ERBERSDOBLER; SOMOZA, 2007; BASTOS, 2012).
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Para andalise de CML em alimentos, Charissou et al. (2007), propdem trés
metodologias principais: 1) RP- HPLC (Reverse Fase/ High Performance Liquid
Chromatography), 2) GC/MS (Cromatografia gasosa ligada a espectrometria de
massa) seguida pela metilacdo do grupo carboxilico e acilagcdo do grupo amina, 3)
ensaio de imunoabsor¢céo (ELISA) ligado a enzima com base numa anticorpo
monoclonal anti-CML. De acordo com Goldberg (2004), este ensaio é adequado

para a analise quantitativa CML, tanto em amostras bioldgicas como de alimentos.

3.4. Solid Phase Extraction (SPE)

A extracdo em fase sélida (SPE) na sua forma moderna tem mais de 25 anos,
e representa um método rapido de preparacdo de amostras, em que uma fase
estacionaria sdlida, € tipicamente acondicionada em um interior de um cartucho,
usado seletivamente para extrair, concentrar, e purificar analitos alvos, antes de
serem analisados por HPLC ou GC.

A SPE tem se tornado uma das mais comuns técnicas de concentracdo e
cleanup de amostra usada pelos quimicos analiticos. Ao longo do tempo, 0 uso da
SPE tem crescido devido ao fato de que essa técnica atende as necessidades dos
analistas em relacdo aos procedimentos de preparo da amostra, apresentando-se
simples, relativamente barata, com boa recuperacdo dos analitos e adequada
seletividade, reduzido uso de solventes organicos e capacidade de automacao
(MAJORS, 2001). Esta técnica tem sido muito utilizada para remover ou concentrar
substancias de matrizes liquidas presentes em pequenas quantidades. Pode ser
considerado como um meio de purificacdo de amostras antes da analise por
cromatografia liquida, a fim de eliminar outras substancias que comp&éem a matriz, a
SPE depende de alguns fatores para o sucesso do processo de purificacdo. Esses
fatores incluem: o tipo de resina utilizada, a concentracdo do analito, o volume da
amostra e o fluxo com que a amostra atravessa o sorvente.

A SPE é um processo onde normalmente recupera-se quase todo o analito da
matriz em uma Unica extracdo. Esta é uma técnica bastante aplicada em matrizes
complexas e utiliza os mesmos materiais adsorventes usados na cromatografia
liguida, dentre os quais se destacam os derivados de silica C8, C18 e CN (SILVA,

2012). Uma grande variedade de adsorventes pode ser utilizada, desde fases de
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silica modificadas de C8 a C18 (fases reversas), resinas poliméricas, alumina,
carvao, silica e ciano e outras (QUEIROZ et al., 2001). Os mecanismos de retencao
na SPE assemelham-se aqueles envolvidos na cromatografia liquida em coluna
(POOLE et al., 2000), e dependendo do adsorvente e do modo como é utilizada, a
SPE é dividida em modo reverso, modo normal e troca iénica. Nos casos das fases
reversas (C8, C18 e CN), a retencdo do analito acontece devido, primeiramente, as
interacées de van der Waals ndo polares, entre as ligagdes carbono-hidrogénio do
analito com os grupos funcionais da superficie da silica. J& no modo normal, as
principais interacfes sdo entre grupos polares do analito e da fase extratora através
de ligacOes de hidrogénio, interacdes m —m e dipolo-dipolo (SILVA, 2012).

No modo troca ionica, interacfes eletrostaticas sdo as responsaveis pela
extracao seletiva do analito (SNYDER et al., 1997). A SPE conta com uma grande
variedade de adsorventes disponiveis, que podem ser utilizados com o0s mais
diversos tipos de matrizes e classes de compostos (QUEIROZ et al.,, 2001). A
extracdo com resinas poliméricas ocorre devido a adsorcao dos analitos por meio de
forcas de van der Waals, que permitem uma dessorcao facil. As resinas poliméricas
mais comumente utilizadas sdo as do copolimero poliestireno-divinilbenzeno
(JUNKER-BUCHHEIT e WITZENBACHER, 1996). Atualmente, a SPE tem ganhado
aplicacBes especificas com o desenvolvimento de fases mais seletivas. Varios sdo
os dispositivos utilizados para SPE dentre eles os mais utilizados s&o os cartuchos e
os discos de extragdo. Em ambos dispositivos, a amostra é forgcada a passar pelo
material extrator pela aplicacdo de pressdo em uma das extremidades do cartucho
ou disco. Para realizar a analise simultanea de varias amostras e extracdes mais
rapidas, geralmente séo utilizados sistemas extratores com vacuo (Fig. 10) (HAGEN
et al., 1990).
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Figura 10 - Representacdo do dispositivo com sistema extrator a vacuo utilizado na
SPE

Fonte: autor

Os cartuchos sé@o os dispositivos mais utilizados para a SPE devido a sua
facilidade de utilizar, grande disponibilidade comercial e baixo custo (SNYDER et al.,
1997). Assemelham-se a seringas hospitalares sem o émbolo, dentro das quais se
encontra o material extrator acondicionado entre dois filtros. Os primeiros cartuchos
foram utilizados em 1978, cartuchos com formato de seringa em 1979 e como pré-
coluna para acoplamento —on-linell com cromatografia liquida em 1980 (HENNION,
1999). Durante os ultimos cinco ou seis anos tem crescido o desenvolvimento com
melhoria do formato, automacdo e com a introducdo de novos sorventes com
capacidade de melhorar a extracao de analitos polares (PICHON, 2000).

Os cartuchos disponiveis comercialmente em geral, possuem reservatorios
(regido destinada ao acondicionamento das amostras, acima do sorvente e dos
filtros) de 0,5 a 10 mL e recheios que variam de 35 mg a 2 g (SNYDER et al., 1997).
A resina poliamida é usada para adsorver os compostos polares (grupos-OH, os
compostos fendlicos) de solugcbes aquosas ou metandlicas no @mbito do mecanismo
de fase reversa através de ligacdes fortes de hidrogénio entre o composto de grupos
hidroxilo e grupos de amida da resina, sendo util para extracdo de taninos, clorofila,
acidos humicos, terpenoides farmacologicamente ativos, flavonéides, acido galico,

acido protocatecuico A-catecol e floroglucinol (SILVA, 2012). Também é util para a
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extraccdo de &cidos carboxilicos aroméaticos, compostos nitroaromaticos e
irreversivelmente retém quinonas.

As vantagens de extracdo por SPE estdo na capacidade de suportar amostras
em condi¢des fortemente acidas ou basicas e no seu baixo custo. Um problema
associado a SPE é o fato da fase ser uniforme, de modo, a evitar baixa eficiéncia.
Neste método o efeito de matriz pode se antever devido a competicdo que possa
ocorrer entre o analito desejado e os demais componentes da matriz. Em geral, as
principais desvantagens da SPE s&o o maior tempo de execucdo e complexidade
operacional quando realizada de forma manual. Além disso, destaca-se 0 custo
adicional dos cartuchos e discos que sdo utilizados geralmente uma Unica vez
(LORD; PAWLISZYN, 2000; SILVA, 2012).

3.4.1. Processo de purificacdo e concentragdo em fase solida

O processo da extracdo em fase solida (SPE) pode ser descrita como sendo
um processo cromatografico simplificado, com o sorvente atuando como fase
estacionaria. A fase moével é a agua da amostra aquosa durante a etapa de extracao
ou 0 solvente orgéanico durante a etapa de dessor¢cao (eluicdo). Altos valores de
recuperacao sao obtidos quando os analitos sao fortemente retidos pelo sorvente na
presenca de agua e quando eles tém baixa retencdo com o solvente organico usado
para dessorcdo. Para a realizacdo da SPE, utilizando-se, por exemplo, C18 ou
cartucho de troca ibnica, sdo necessarias quatro etapas, as quais estdo
demonstradas na figura 11. Elas devem ser otimizadas de forma a obter-se uma
recuperacao maxima (SIMPSON; WELLS, 2000; WELLS, 2000).

A fase liquida é eluida sob presséo ou vacuo e 0 processo consiste em:

[) Condicionamento do sorvente através da passagem de um solvente que
condicione a superficie do sdlido, removendo quaisquer substancias que estejam
presas;

II) Equilibrio com a remocéao do solvente responsavel pela ativacao;

[II) Acondicionamento da amostra no cartucho: a) O analito de interesse e 0s
interferentes ficam retidos na fase sélida; b) O analito de interesse fica retido e parte
dos interferentes passa pela fase sélida; ¢) O analito de interesse passa pelo sélido
e os interferentes ficam retidos na fase sélida, neste caso a fracdo de interesse é

imediatamente coletada;
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IV) Lavagem: a fase sélida é lavada com um solvente apropriado, retirando os
interferentes da matriz ou parte delas, sem eliminar os analitos de interesse (no caso
3a), no caso 3b a fase sélida ndo precisa ser lavada com um solvente apropriado
para a remogao dos interferentes;

V) Eluicdo do analito de interesse do sorvente com um solvente apropriado.

Figura 11 - llustragéo da extragdo em fase sdlida
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Adaptado de Silva (2012).

O procedimento geral é transportar a solu¢gdo que contém o analito por uma
resina ou sorvente pré-condicionado que possui afinidade com o analito que se quer
analisar. Os analitos sdo retidos na resina e de seguida por meio de uma solucao

extrai-se os analitos praticamente sob a forma concentrada.

3.5. Liquid Chromatography Electro Spray lonization Tandem Mass
Spectrometry (LC-ESI-MS-MS)

A cromatografia liquida é um método de separacdo fisica baseado na
distribuicdo dos analitos entre duas fases. A primeira € a fase estacionaria e a
segunda, € uma fase liquida que se move através da fase estacionaria em uma
direcdo precisa. Muitos detectores sdo usados juntamente com a cromatografia

liquida, tais como UV, fluorescéncia, condutividade, e espectrometria de massa. A
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espectrometria de massa permite a diferenciacdo de compostos que tém um tempo
de retencao similar independentemente da sua resolucdo cromatografica (ARDREY,
2003), sendo uma excelente ferramenta qualitativa do peso molecular do composto.
Além disso, a espectrometria de massa em tandem (MS/MS) induz fragmentos
caracteristicos do analito que permitem a elucidacdo dos suas estruturas. A MS/MS
€ considerada um detector muito seletivo e sensivel para a quantificacdo de analitos,
mesmo em matrizes complexas, como sangue, plasma e leite. A maior seletividade
de MS/MS em comparacao com MS simples é a massa dupla selecéo, primeiro pela
selecdo de ions precursores de ions diferentes nas matrizes, e segundo pela
selecdo de ions de produtos, que surgiram a partir do ion precursor pré-selecionado.

Muitas técnicas séo utilizadas para induzir a ionizacdo dos analitos na fonte
de ions sob presséo atmosférica tal como ioniza¢do quimica de pressao atmosférica
(APCI) e ionizacdo por eletro-pulverizacdo (ESI). Para ESI, o eluido da HPLC, é
dirigido para dentro do espectrébmetro de massa através de um capilar mantido a alta
tensdo e pressdo atmosférica. A aplicacdo de alta tensdo na agulha de
eletropulverizagcdo dispersa a corrente liquida formando uma névoa de goticulas
altamente carregadas que sao dessolvatadas durante a sua passagem através da
regido de pressdo atmosférica. A dessolvatagdo é assistida por uma corrente de gas
de secagem, normalmente nitrogénio. A ionizacdo em ESI ocorre diretamente na
solucdo durante a pulverizacdo. A temperatura mais baixa que é aplicada em
comparacao com APCI torna ESI uma técnica de ionizagcdo mais suave, uma vez
gue ndo, ou quase nenhuma decomposicdo térmica das moléculas é formada
durante a ionizacao.

Os compostos idnicos, ionizaveis e polares sao facilmente ionizados por ESI,
enquanto as moléculas nao polares tém uma resposta muito pobre em ESI. A
ionizacdo € seguida pela evaporacdo do solvente assistido por calor a elevadas
taxas de fluxo (ZIMMER, 2003). Na espectrometria de massa ions positivo, 0s ions
sdo formados pela adicdo de espécies, principalmente protons, a molécula do
analito. No modo de ions negativos, as moléculas sdo normalmente desprotonadas
para formar ions. O nimero de cargas no ion esta relacionado com o numero de
espécies adicionadas. Assim, a relagdo massa/proporgcédo da carga (m/z) de um ion
depende do peso molecular do préprio analito, bem como sobre o numero de

espécies adicionadas, como mostrado pela seguinte equacéao:
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m/z = (M+nA)/n
M: peso molecular do analito.
A: peso molecular da adicionada (1 para hidrogénio H*, 18 para ion aménia NH", e
23 para sodio Na").

n: niumero de cargas que sdo transportadas pelo ion.

Os ions sdo gerados fora do analisador de massa e sdo entdo direcionados
para sua entrada. O triplo quadrupolo é o analisador de massa mais utilizado em
MS/MS. Ele consiste em trés conjuntos de barras quadrupolares: dois analisadores
de massa, MS1 e MS3 (Q1 e Q3), e a célula de colisdo (Q2) (ARDREY, 2003). O Q-
TOF (Quadrupole Time-of-Flight) € um espectrometro de massas com alta resolucéo
e exatidao de massa, possuindo um quadrupolo como “filtro de massa” e uma célula
de colisdo para experimentos de MS/MS. A figura 12 ilustra a montagem de um triplo
espectrdmetro de massa em tandem quadrupolar.

O ion molecular [M+H] + (ion precursor) é selecionado no primeiro analisador
de massa (Q1), sendo entdo transmitida para a célula de colisdo (Q2), onde a
fragmentacdo é realizada. Na célula de coliséo, os ions colidem com uma parede de
moléculas de gas, geralmente nitrogénio, que é chamado gas de colisdo. Os ions
fragmentos gerados f+1, f+2, f+3, f+4 (produtos dos ions) sdo focados no segundo
analisador de massa (Q3), onde normalmente apenas os produtos dos ions de mais
altas intensidade sao escolhidos e monitorados (f+1,f+3). Esta técnica é chamada de
monitoragcdo de reacdo selecionada (SRM), porque monitora a fragmentacdo de um
fon precursor selecionado para um fon produto selecionado. E considerado como
uma das experiéncias MS/MS mais amplamente utilizadas.

O termo reacdes multiplas monitoramento (MRM) refere-se a monitoracéo
simultdnea de vérios pares de produtos ions e ions precursores derivados de
diferentes analitos (ZIMMER, 2003). Outras experiéncias MS-MS amplamente
utilizadas sé@o o produto ion-scan, o0 ion-scan precursor € a varredura de perda
neutra constante. Um unico ion produto é normalmente inadequado para identificar o
analito de interesse. Se a cromatografia estiver envolvendo a combinacdo do tempo
de retencdo e de um Unico ion produto, pode ser considerado adequado,
especialmente se esse ion € gerado por técnica de ionizacdo suave. No entanto, a

fim de assegurar a identidade do analito, recomenda-se para monitorizar pelo menos
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dois ions de produto da substancia a analisar (ARDREY, 2003). Nesses casos, 0
produto que da um pico cromatografico com a maior intensidade € chamado o
fragmento quantificador (f+3), porque é usado para quantificacdo. Os outros
fragmentos sdo usados para confirmar a identidade do analito e é chamado o
gualificador fragmentos (f+1). A espectrometria de massa € comumente utilizada
para a quantificacdo de moléculas de peso molecular abaixo de 1000-2000 Da
(ZIMMER, 2003).

Figura 12 - llustracdo esquematica do espectrdmetro de massa em tandem no modo
MRM

Collision gas Analog =
HPLC eluate ES| — -U_ E— signal
— AEE | e — I Detector ——)
Q1 Q2 Q3
“ U U U Computer
lons Precursor ion | Fragmentation| Product ion
production | selection |to production | selection
+ + f+ E+
M f i — ] 3
M+1 . / i L 5 "
Analytes —» 3 — M ‘_"'fg E fy
My NE 2
¥ \ B wle i 5
4 f: M £y -

Adaptado de Zimmer, 2003.

3.6. AGEs em leite e derivados

A utilizacao do leite na dieta alimentar ocorre, principalmente pelo fato deste
produto ser fonte de nutrientes essenciais a promo¢do do crescimento e da
manutencdo da vida. A composicdo média do leite em termos percentuais € de
87,5% de éagua, 4,9% lactose, 3,9% gordura, 3,5% proteinas e 0,9% de sais
minerais. Assim, infere-se que 1L de leite fornece 35 g de proteina, 39 g de

gorduras, 49 g de lactose e 9 g de sais minerais. Cada um destes componentes
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apresenta fundamental importancia em termos de necessidades diarias do
organismo (MAGALHAES, 2006; AGUILAR et al., 2012).

De acordo com Martins et al. (2005), nos ultimos anos a populagdo brasileira,
vem se preocupando mais, com a qualidade dos alimentos que chegam a sua mesa.
No caso do leite, além das preocupacbes com as caracteristicas organolépticas
(sabor, odor, cor) as questdes sanitarias e o tempo de vida de prateleira do produto
também s&o observados.

Diante dos riscos sanitarios, inerentes a ingestao de leite obtido e processado
em condi¢ces insatisfatérias, se faz necessario a aplicagdo de um tratamento
térmico eficiente para a destruicdo dos microrganismos. O processo de conservacao
de alimento é baseado na eliminacgéo total ou parcial dos agentes que podem alterar
0s produtos, tais como: microrganismos, enzimas, oxigénio, agua, luz e calor
(AGUILAR et al.,, 2012). Os métodos de conservagdo que utilizam calor visam
principalmente a eliminacdo de microrganismos indesejaveis, que se encontram no
alimento e que podem causar transtornos a saude humana. Existem varios métodos
e técnicas de conservacdo de alimento pelo calor que incluem a pasteurizacéo,
tindalizacdo, branqueamento, esteriliza¢do, entre outros meétodos (SILVA, 2000).

O tratamento térmico empregado na producdo de leite e derivados tem a
finalidade de garantir a seguranca do leite e de seus derivados, aumentando a vida
atii e conferindo qualidades sensoriais desejaveis. Entretanto, esse mesmo
tratamento pode afetar a seguranca e valor nutricional do produto, devido aos danos
oxidativos gerados pela temperatura nas moléculas de proteinas e de lipideos.

Devido as modificacbes que ocorrem no leite durante o tratamento térmico,
varios marcadores quimicos sado comumente utilizados para avaliar essas
modificagcdes, como a avaliacdo da oxidacdo de lipideos, que sdo umas das
principais causas de deterioracdo da qualidade durante o processamento e
armazenamento de produtos a base de leite. Neste monitoramento é analisada a
presenca de produtos de oxidacao de lipideos, tais como o malondialdeido (MDA) ou
aldeidos saturados volateis, como o hexanal (CESA, 2004; FENAILLE et al., 2001,
GIAMMARIOLI et al.,1997; FENAILLE et al.,, 2003; ROMEU-NADAL et al., 2004;
ULBERTH; ROUBICEK, 1995; FENAILLE et al., 2006).

Ao analisar a presenca de carboximetilisina (CML) em 36 amostras de leite e

derivados coletados na Franca e na Suica, Fenaille et al. (2006) observaram valores
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de CML que variaram de 16,3 ng/mg™ (leite pasteurizado) a 212,4 ng/mg* (leite
hipoalergénicos). O estudo realizado por esses pesquisados, apesar de importante,
nao retrata a realidade da industria do leite no Brasil, pois além da legislacdo que
regulamenta a producgdo e processamento do leite no Brasil ser diferente, o volume
de leite processado no pais é bem maior que nos paises que Fenaille et al. (2006)
fizeram a pesquisa. Além disso, deve-se levar em consideragcdo as variacées que o

processamento do leite sofre nas diferentes regides do Brasil.

3.7. Tipos de tratamentos térmicos aplicados no processamento do leite

Devido a composicao fisico-quimica e microbiolégica, o leite € um alimento
altamente perecivel e por isso deve ser submetido, logo apds sua obtencdo, a um
processo com a finalidade de evitar a multiplicacdo de microrganismos patogénicos
e deteriorantes. A escolha do tratamento vai depender do produto que se deseja
obter, do prazo de validade requerido, do tipo de alteracdo que pode causar e do
grau bacteriano que se deseja destruir (TRONCO, 2008). Entre os métodos de
conservagao utilizados pelas industrias de beneficiamento de leite, destaca-se a

pasteurizacdo (lenta e rapida), a esterilizacdo e a desidratacao.

3.7.1. Pasteurizacao

A pasteurizacdo é um tratamento térmico que tem como objetivo a obtencéao
de um leite saudavel e com a vida util prolongada. O processo de pasteurizacao
consiste na aplicacdo de um tratamento térmico no leite, com a finalidade de destruir
0S microrganismos patogénicos e parte da flora banal do leite, evitando a
disseminacdo de doencas, preservando as caracteristicas fisico-quimicas pela
destruicdo quase total de sua microbiota normal ou sapréfita conjuntamente com a
inativacdo de algumas enzimas. Com relacdo ao tempo e a temperatura a ser
utilizado, o processo pode ser realizado de duas formas: a baixas temperaturas
(pasteurizacao lenta) denominado LTLT (Low Temperature Long Time), realizado em
temperaturas proximas de 63°C por 30 minutos e a altas temperaturas
(pasteurizacao rapida), esse processo é denominado HTST (High Temperature Short
Time) realizado a 72°C por 15 segundos (SILVA, 2000).
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Segundo o0 regulamento técnico de identidade e qualidade de leite
pasteurizado, da Instru¢cdo Normativa n°51 de 2002 (BRASIL, 2002), do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o leite pasteurizado € o fluido elaborado a
partir do leite cru refrigerado na propriedade rural, que apresente as especificacdes
de producdo, de coleta e de qualidade dessa matéria-prima contidas em
regulamento técnico préprio e que tenha sido transportado a granel até o
estabelecimento processador, submetido ao tratamento térmico de 72-75°C durante
15-20 segundos, em equipamento de pasteurizacdo a placas, dotado de painel de
controle com termo-registrador e termo-regulador automaticos, valvula automatica de
desvio de fluxo, termdmetros e torneiras de prova, seguindo-se resfriamento
imediato em aparelhagem a placas até temperatura igual ou inferior a 4°C e envase
em circuito fechado no menor prazo possivel, sob condigbes que minimizem
contaminagdes, garantindo que a pasteurizacao seja eficiente.

A pasteurizacdo lenta, ndo € permitida em estabelecimentos sob Inspecédo
Sanitaria Federal, (SIF) de acordo com o regulamento técnico de identidade e
gualidade de leite pasteurizado. A vantagem da pasteurizacao lenta se da pelo fato
desse tratamento térmico conservar as propriedades do leite o mais proximo do seu
estado in natura, principalmente a cor e o sabor (TRONCO 2008).

Os cuidados no tempo e temperatura utilizados na pasteurizacéo rapida sao
imprescindiveis para manutencéo da qualidade do leite, visto que erros no processo
pode resultar em varios problemas, como reducdo da funcionalidade, mudanca na
viscosidade, aumento da desnaturacdo das proteinas e vitaminas, implicacdes
higiénico-sanitarias, coloracdo indesejavel, odor e sabor indesejavel, além da

producao excessiva de AGEs.

3.7.2. Esterilizagao

De acordo a Portaria n°370, de 04 de setembro de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1997), leite esterilizado ou UHT é o
leite homogeneizado submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre
130°C a 150°C, mediante um processo térmico de fluxo continuo, imediatamente
resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado sob condi¢cdes assépticas

em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas.
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A esterilizacdo comercial tem por objetivo aumentar significativamente a vida
de prateleira do produto, por destruicdo dos microrganismos (tanto patogénicos
como deteriorantes) na forma vegetativa. Com esse processo térmico, a vida de
prateleira do leite aumenta em até 180 dias. Além disso, 0 processo evita a oxidacao
das gorduras, pois o ar é retirado no processo de envase, assim, o produto é
comumente chamado de leite longa vida (TRONCO, 2008).

No sistema convencional de esterilizacdo, o leite € devidamente embalado em
um recipiente hermeticamente fechado, impermeavel aos liquidos e aos
microrganismos e esterilizado depois de envasado por meio do calor, que deve
destruir as enzimas e 0s microrganismos patégenos. A esterilizacdo se realiza a uma
temperatura de 109°C a 120°C por um periodo de 15 a 40 minutos. Este método,
apesar de ser pouco utilizado, ainda é usado por algumas industrias. Entre 0s
tratamentos térmicos, esse € 0 que mais contribui para a formacdo de AGEs no

leite.

3.7.3. Desidratacéo

No processamento do leite em poO, apds a pasteurizacdo é realiza a
concentracdo do leite, sempre em equipamentos a vacuo, com o0 objetivo de baixar a
temperatura de ebulicdo e evitar modificacdes profundas na estrutura do leite. A
desidratagéo é realizada mediante acdo do calor sobre cilindros ou pulverizagéo em
uma camara (sistema spray). No sistema de cilindros, o leite € uniformemente
distribuido em forma de uma fina camada sobre a superficie de dois cilindros que
giram em sentido contrario em torno de 14 a 19rpm (rotacdo por minutos) e
aguecidos por vapor internamente, a temperatura de 130°C a 160°C. Nas partes
superiores dos cilindros, sdo adaptados raspadores especiais para remover a
pelicula seca do leite, caindo esta em uma rosca sem fim, sendo transportada para
moinhos especiais para dar textura desejada no leite em p6 (ORDONEZ, 2005).

No sistema spray, o leite concentrado € pulverizado no interior de uma
camara, em formas de diminutas gotas, cujo tamanho deve ser o mais uniforme
possivel, entrando em contato com uma corrente de ar filtrado e quente a
temperatura de 160°C a 200°C (ORDONEZ, 2005).
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3.8. Efeitos do tratamento térmico sobre o leite

Durante o tratamento térmico do leite, muitas reacdes podem envolver apenas
proteina ou proteina com os outros macronutrientes. Estas reacdes incluem:

v Reacg0les de proteinas: A lisinoalanina (LAL) é formada pela reacdo de lisina
com dehidroalanina. Este ultimo é produzido pela B-eliminacdo de cisteina e
serina  (MAURON, 1990). O conteudo de LAL em leite esterilizado e
condensado é 13 e 18 vezes maior do que o teor em leite fresco (HAAGSMA;
SLUMP, 1978).

v Interacdes lipideos-oxidados proteinas: Durante essas reac0es, lipidios
insaturados sdo oxidados resultando em produtos diferentes. Estes produtos
podem ser classificados em produtos primarios (hidroperdxido), produtos
secundarios (aldeido, cetona, carbonilos) e produtos estaveis como &cidos
carboxilicos. A metionina € rapidamente oxidada por hidroperoxidos em
sulfoxido de metionina, enquanto a lisina reage com os produtos secundarios
como aldeido e cetona numa reacao de tipo Maillard (NIELSEN et al., 1985).

v InteragOes proteina-polifenol: Esses processos incluem a reagao de lisina ou
metionina com quinonas para formar adutos de lisina-quinonas e metionina
sulfoxido, respectivamente (MAURON, 1990). Tal reacdo pode ser produtos
de tipo chocoleite.

v' Reac0es de proteina-lactose: Esta reacdo é chamada de reacdo de Maillard
ou glicacdo protéica e é considerada como a reacdo mais frequente no leite
durante o processamento.

v' Oxidacdo de proteinas: Em paralelo a glicacdo, as proteinas do leite séo
submetidas a varias reacdes de oxidacdo sob condicbes de processamento
(MAURON, 1990). Nos produtos lacteos, triptofano, metionina e cisteina sao
particularmente sensiveis a modificacdo oxidativa. Por exemplo, a oxidagao
do triptofano pode levar a um nimero importante de derivados gerados pela
abertura do anel indol. A oxidacdo converte metionina em sulfoxido de
metionina (GUY; FENAILLE, 2006). A cisteina pode ser oxidada em acido
cisteina sulfénico (MELTRETTER; SEEBER et al.,, 2007). Outros residuos,
tais como lisina, prolina, arginina, histidina e tirosina também podem ser
sujeita a oxidacao. A oxidacdo desses ultimos aminoacidos € frequentemente

caracterizada pela formacdo de grupos carbonilo dentro de suas estruturas
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(GUY; FENAILLE, 2006). A formacéao de carbonilo € também um resultado da
reacao entre 0 grupo amino e os compostos de dicarbonilo reativos gerados a
partir da reacdo de Maillard e/ou oxidacdo de lipideos. Além disso, o radical
livre produzido pela oxidacao catalisada por metal em férmulas para lactentes
pode produzir grupos carbonilo. Portanto, o teor de proteina carbonila € usado
como indicador para a oxidacdo de proteinas (FENAILLE; PARISOD et al.,
2005). A lisina aldeido é um exemplo para de um produto carbonilo formado
em proteinas de leite durante o tratamento térmico (MELTRETTER; SEEBER
et al., 2007).

v' Desnaturacao: O tratamento térmico pode alterar estruturas secundarias e
terciarias de proteinas do leite, principalmente proteinas de soro de leite que
causam desnaturacdo (MAURON, 1990). A ordem de estabilidade ao calor da
proteina de soro de leite é: a-LA> B-LG> BSA> IgG (MORTIER et al., 2000).
Durante a desnaturacdo, os grupos sulfidrilo sdo clivados, especialmente em
B-LG, levando a formacdo de compostos de enxofre, como sulfureto de

metilo, que contribuem para o sabor caracteristico do leite (CALVO, 1992).

Todas essas interagcdes promovem a degradacdo de aminodacidos essenciais,

bem como a uma diminuicdo da digestibilidade das proteinas do leite.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Reagentes

Metanol para uso em HPLC (MeOH), cloroférmio, acido férmico, n-hexano,
acetona, acido cloridrico HCI 37%, borato de sédio, borohidreto de sddio, tampéao
Tris, solucdo de hidréxido de aménia (NH4OH) e acetronitrila (ACN), &cido
nonafluorpentanoico (NFPA) 97%, acido trifluoracético (TFA), pepsina, pronase E,
leucina aminopeptidase e prolidase foram adquiridas da Sigma—Aldrich (St Louis,
MO). CML, pentosidina (Pen), pyrralina (Pyr) e teofilina, usada como padr&o interno
(IS) foram adquiridas da Polypeptide Groupe (Strasbourg, Fr).

4.2. Amostras de leite

Foram utilizadas amostras de leite em pd integral, semidesnatado e
desnatado, além de amostras de leite cru e esterilizado. Todas as amostras foram
adquiridas em supermercados da cidade de Estrasburgo, Franca. As amostras em
po foram diluidas conforme as recomendacfes dos fabricantes, a de leite cru
também foi adquirida em supermercados locais, visto que a legislacdo francesa
permite a comercializacdo do leite cru ultrafiltrado. O leite esterilizado foi preparado a

partir do leite em po integral, aquecido em autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.3. Preparacao das amostras

Para extragdo dos AGEs, as amostras passaram pelo processo de
precipitacdo proteica, digestdo enzimatica e hidrolise acida com acido cloridrico
37%. Apoés a extracao, as amostras foram submetidas a um processo de purificacdo
por extracdo em fase sélida (SPE). Todos os métodos utilizados para extracdo dos

compostos alvos, estao simplificados na figura 13.
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Figura 13 - Esquema geral de andlise dos AGEs

Esquema Geral de Analise dos AGEs

2 mL/leite 2mg de proteinas do leite

Leite em pa diluido/leite

‘l’ esterelizadol/leite fresco (cru) \l, Trat )
ratamento

S enzimatico
Prempltggao Protedlise
Protéica HCI 37%
Hidrélise acida Digestdo enzimética

Sobrenadante

Eliminacdo da
Gordura

LC — MS/ESI (Q-tof)

Purificac@o: Extracdo em Fase Sélida (SPE)

Conteudo livre de AGEs Conteudo total de AGEs (livres e conjugada a proteinas)
CML - Pirralina- Pentosidina CML CML, Pirralina, Pentosidina

Adaptado de Hegele et al., 2008

4.4. Extracdo de CML, pentosidina e pirralina livres

4.4.1. Precipitagdo protéica

O método descrito por Hegele et al. (2008), com alguma modificacbes, foi
utiizado para a extracdo dos AGEs por precipitacdo protéica (Fig. 14). Dois
microlitros (2 mL) da amostra de leite, foram misturados com 10 mL de
metanol/acetona (v/v, 1:1) pré-resfriado a -20°C em tubos de polipropileno de 15 mL,
sendo homogeneizadas e armazenadas por 1 h a -20°C. Apés esse periodo, os
tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para

um novo tubo de ensaio e a solucdo foi evaporada até a secura com N, a
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temperatura ambiente. O remanescente foi resuspendido em 1,4mL de agua Milli-Q.
Igual volume de n-hexano (1,4 mL) também foi adicionado e agitado vigorosamente,
com o objetivo de eliminagcdo dos residuos de lipideos. Apds, a mistura foi
novamente centrifugada a 5000 rpm por 5 min. A fase com n-hexano fui
cuidadosamente removida com um auxilio de uma pipeta Pasteur. Um microlitro (1
mL) da fase aquosa restante, foi purificada por extracdo em fase sélida (SPE). Antes
da etapa SPE, a fase aquosa foi suplementada com 200 uL de uma mistura dos
padrbes, contendo as seguintes concentragdes: CML (3 pg/mL, 30 ppm), Pen (0.45
ug/mL, 4,5 ppm) e Pyr (0.6 pg/mL, 6 ppm) e teofilina (0,3 pg/mL, 3 ppm), usada
como padrédo interno (IS). Amostras de leite ndo contaminada, também foram
purificadas para a determinacéo de AGEs.

O método de extracdo por precipitacdo protéica, limita-se a extrair apenas os

AGEs que estéao livres na amostra, ou seja, ndo ligados as proteinas.

Figura 14 - Fluxograma da precipitacdo protéica

2 mL da amostra

v
Adicdo 10 mL acetona/metanol (1:1, v/v) pré-resfriado a -20°C

v
Precipitacéo protéica 1h/-20°C
v
Centrifugacéo
v
Evaporacéo do sobrenadante em N, a temperatura ambiente

v
Recuperacdo coml,4mL de agua Milli-Q

v
Adicao de 1,4 mL n-hexano/eliminacao de lipideos
v
Centrifugacéo
v

Remocéo do n-hexano

v
Aliguotas de 1 mL

v
Purificacdo por SPE (solid phase extraction)

4.4.2. Hidrélise Acida

Aliquotas de 100 mg de proteinas das amostras de leite foram diluidas em
agua (volume final de 10 mL). De acordo com o tipo de leite, as aliquotas com

100mg de proteinas variaram de volume. Os valores de proteinas indicados pelos
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fabricantes, bem como o volume das amostras de leite contendo 100mg de
proteinas, sdo apresentados na tabela 2. Porcbes com 2 mg de proteinas (200 pL do
volume final) foram adicionadas a tubos de vidro com roscas, resistentes a altas
temperaturas (Fig. 15), contendo 1,5 mL de borato de sédio 0,2 M (pH 9,5) e 1,0 mL
de borohidreto de sddio 1,0 M em NaOH 0,1 M, sendo incubadas em seguida por 4
horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi adicionado aos tubos 2,6 mL
de HCI 37% e as amostras foram hidrolisadas a 110°C por 24 h. O hidrolisado foi
evaporado até a secura com N, e reconstituidos em 1380 pL de um tampéo
constituido por: 37,6 mL de HCI 0,02 N, 11,7 mL de tampéao Tris 2 M (pH 8,2) e 725
uL de agua (Hegele et al., 2008). Utilizou-se uma aliquota de 1 mL contaminada com
200 pL da mesma mistura dos padrbes utilizada na precipitacdo protéica, para a
purificacdo em SPE (Fig. 16). Amostras de leite ndo contaminada, também foram
purificadas para a determinacdo de AGEs.

O método de extracdo por hidrélise acida limita-se a extrair somente a CML,

tanto as que estao livres, como as que se apresentam ligadas as proteinas.

Tabela 2 - Conteudo de proteinas e valores utilizados das amostras de leite
utilizadas para analise de AGEs

Tipo de leite Conteddo de proteina indicado Diluigdo do leite contendo
no rotulo/100 mL 100 mg de proteinas
Leite em po integral 26 g 2,47 mL
Leite em p6 semidesnatado 3149 2,63 mL
Leite em p6 desnatado 3649 2,49 mL
Leite esterilizado integral 269 2,47 mL

Leite cru ultrafiltrado 329 3,12 mL
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Figura 15 - Hidrdlise &cida, preparacdo das amostras

-y

Génial

Say
en cuisine®

Fonte: autor

Figura 16 - Fluxograma da hidrolise acida

100 mg de proteinas

A/
Diluicao: agua (volume final de 10 mL)

v
Aliquotas com 2000 pg/2 mg de proteinas

\
Mistura: 1,5 mL de borato de s6dio 0,2 M (pH 9,5) + 1,0 mL de borohidreto de sédio 1,0 M/em NaOH
0,1M
v
12 Incubacao: 4h em temperatura ambiente
\
Adicdo de 2,6 mL de HCI 37%
v

22 Incubacéo: hidrélise por 24h a 110°C

v
Evaporacdo: evaporacao até a secura com N,

A/
Reconstituicdo: em 1380 pL de uma solugéo tampé&o (37,6 mL de 0,02 N HCI, 11,7 mL de tampao
Tris 2,0 M (pH 8,2) e 725 pL de agua Milli-Q

v
Aliquotas de 1 mL

v
Purificacdo por SPE (solid phase extraction)

4.4.3. Digestao Enzimética

Para extracdo do conteudo global de AGEs (AGEs livre e ligados as

proteinas), adotou-se o protocolo descrito por Delatour et al. (2007), com alguma
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modificaces. Uma aliquota de 100 mg de proteinas fui diluida em agua, até um
volume final de 10mL. Por¢des contendo 2 mg de proteinas foram evaporadas até a
secura sob fluxo de N,. Os residuos secos foram reconstituidos em 1 mL de HCI
0.02 N. Em aliquotas correspondendo a 2 mg de proteinas do reconstituido (200 pL),
foram adicionados 18 pL de uma solugdo de pepsina (1 mgmL™ em HCI 0,02N)
seguido de uma incubacdo por 1h a 37°C. Esse tratamento foi repetido por uma
segunda vez, e em seguida, as amostras foram tamponadas com 250 pL de Tris 2M
(pH 8,2) e subsequentemente digeridas com pronase E. O tratamento com pronase
E, foi repetido duas vezes, sendo adicionado a cada tratamento 15 pL de uma
solucdo de pronase E (1 mg/mL™ em tamp&o Tris 2 M) e incubada por 1h a 37°C,
em cada repeticdo. Por fim, foi adicionado nas amostras 20 pL de uma solucéo de
leucina aminopeptidase (0,295 mg/mL™ ou 7,08 U/mL™ em &gua) e 10 pL de uma
solucdo de prolidase (ImgmL™ ou 105UmL™ em tamp&o Tris 2M) e incubadas por
24h a 37°C. Finalmente, realizou-se um terceiro tratamento com pronase E,
aplicando as mesmas condi¢cdes descritas acima (15 pL de pronase E, incubacéo
por 1h a 37°C). Uma aliquota de 1 mL da solucéo resultante foi contaminada com
200 pL da mesma mistura dos padrdes utilizada na precipitacdo protéica para
purificacdo e concentragao em SPE (Fig. 17).

Amostras de leite ndo contaminada, também foram purificadas para a

determinacao de AGEs.
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Figura 17 - Fluxograma da digestdo enzimatica

100 mg de proteinas
v
Diluicdo: agua (volume final de 10 mL)
v
Aliguotas com 2000 pg/ 2 mg de proteinas (200 pL da diluicéo)

v
Evaporacdo: evaporacao até a secura com N,
v
Reconstitui¢cdo: 1 mL of HCI 0,02 N

v
12 - Digestdo enzimética: 18 pL de uma solugdo com pepsina (Img/mL™ em 0,02 N HCI)

v
12 Incubagéo: 1h a 37°C
22 - Digestao enzimética: repeticdo das mesmas condi¢cbes da 1° digestdo enzimética
v
22 Incubacéo: 1h a 37°C

v
32 Digestao enzimatica: tamponamento com 250 pL de Tris 2,0 M (pH 8,2) e adi¢cao 15 pL de uma
solucdo com pronase E n (1 mg/ mL™ em tampao Tris 2,0 M)

\/
32 Incubagédo: 1h a 37°C

v
42 Digestdo enzimatica: repeticdo das mesmas condi¢des da 3° digestdo enzimatica
v

42 Incubacéo: 1h a 37°C

v
52 Digesté@o enzimatica: suplementacéo com 20 pL de uma solugao com leucine aminopeptidase

(0,295 mg/mL™ ou 7,08 U/mL" em agua) + 10 L de uma solugéo com prolidase (ImgmL™ ou 105
U/mL™ em tampao Tris 2,0 M)

52 Incubacédo: 24h a 37°C
62 Digestdo enzimatica: repeticao das m*esmas condicdes da 3° digestdo enzimatica

62 Incubacao: 1h a 37°C
v
Aliquotas de 1 mL

v
Purificacdo por SPE (solid phase extraction)

4.5. Purificacdo e concentracao por SPE

O método de purificacdo € imprescindivel para a eliminacdo de interferentes
da amostra, de tal modo que os analitos alvos sejam determinados com preciséao e
exatidao pelo LC-MS. O desenvolvimento do método de purificagdo incluiram dois
cartuchos, um usualmente utilizado C18, e outro ainda pouco relatado na literatura
para analise de AGES, cartuchos de troca i6nica. Nos dois tipos de cartuchos foram

testado apenas a mistura dos padrées (200 pL), nas mesmas concentragdes
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utilizadas no processo de contaminacdo das amostras (CML 3 pg/mL, Pen 0,4
pug/mL, Pyr 0,6 pg/mL e IS 0,3 ug/mL), bem como as amostras de leite contaminadas
e nao contaminadas.

As amostras provenientes da precipitacdo protéica foram purificadas
utilizando cartuchos C18 Oasis HLB 6cc, 200 mg (Waters, Milford, MA, USA) e com
troca ibnica (Polyclean 30HCX, Interchim, Montlucon, Fr). As amostras provenientes
da digestdo enzimética foram submetidas a etapa de purificacdo, utilizando apenas
cartuchos 30HCX, enquanto que as amostras submetidas a hidrélise acida foram
submetidas apenas a purificacdo com os cartuchos C18. Apds a otimizagdo dos

métodos de purificacdo, todas as amostras foram analisadas em triplicada.

45.1. Cartucho C18

Antes de serem testadas com o cartucho C18, todas as amostras foram
contaminadas 100 pL de NFPA. O cartucho C18 foi pré-condicionado com 4 mL de
MeOH, seguido por 4 mL de NFPA (10mM) com uma taxa de fluxo de 2 mL/min. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas no cartucho C18 com uma taxa de fluxo
de 0,5 mL/min, em sequencia o cartucho foi lavado com uma aliquota de 4 mL de
NFPA (10mM) e outra com 4 mL de NFPA (10mM)/MeOH (v/v, 95%:5%).
Finalmente, as fracdes contendo AGEs, foram eluidas com 4 mL de MeOH/NFPA
10 mM (v/v; 90%:10%), com uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. As fracbes foram
evaporadas até a secura em uma corrente de gas de nitrogénio a 40°C, sendo
resuspendidas em 200 pL de acido trifluoroacético 0,1%, e filtradas através de um
filtro de 0,22 uym antes da analise cromatografica. Dois microlitros (2 pL) foram
injetados em um sistema UPLC/ESI/Q-TOF.

4.5.2. Cartucho Polyclean 30HCX

O principio de condicionamento, equilibrio, acondicionamento das amostras,
lavagem e eluicdo, s&o os mesmos nos dois tipos de cartuchos, sendo modificados
0s solventes utilizados nessas etapas. O pré-condicionamento do cartucho 30HCX,
foi realizado com 3 mL de MeOH, seguido por 3 mL de agua MilliQ/acido formico
0.1%. Um microlitro (1 mL) da amostra foi acondicionada no cartucho pré-

condicionado com uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. Em sequencia, 0s cartuchos
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foram lavados com 3 mL de agua MilliQ/acido férmico 0.1% e 3 mL de ACN.
Finalmente, os compostos alvos foram eluidos com 3 mL de acetronitrila/amonia
(v/v; 95%:5%), e depois 3 mL de MeOH/amonia (v/v; 95%:5%) com uma taxa de
fluxo de 0,5 mL/min. As fracdes foram evaporadas em uma corrente de gas de
nitrogénio a 30°C até a secura, sendo resuspendidas em 200 pL de &cido
trifluoroacético 0,1%, e filtradas através de um filtro de 0,22 ym antes da analise
cromatografica. Dois microlitros (2 pL) foram injetados em um sistema UPLC/ESI/Q-
TOF.

Os métodos de extracdo em fase solidas (SPE) supracitados forram a verséao
final de um processo de otimizagéo realizado ao longo da pesquisa. Na tabela 3, é

simplificado todos os métodos SPE testados.

Tabela 3 - Extracdo em Fase Solida (SPE)

Etapas Cartucho C18 Cartucho polyclean 30HCX
Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
Condicionamento 4 mL de MeOH 3 mL de MeOH 3 mL de MeOH 3 mL de 3 mL de
MeOH MeOH
Equilibrio 4 mL NFPA 3 mL H,O 3 mL H,O/acido 3 mL H,O/ 3 mL H,O/
(10mM) férmico 2% acido férmico &cido férmico
0,1% 0,1%
12 - Lavagem 4 mL NFPA 3 mL H,O 3 mL H,O/acido 3 mL H,Of 3 mL H,Of
(10mM) férmico 2% acido formico &cido férmico
0,1% 0,1%
22 — Lavagem 4 mL NFPA 3 mL MeOH 3 mL MeOH 3 mL MeOH 3 mL ACN
(20mM)/MeOH
5%
Eluicdo 4 mL MeOH/ 4 mL MeOH/ 4 mL MeOH/ 4 mL MeOH/ 3mL
NFPA (10mM) aménia 5% ambnia 5% amdnia 5% ACN/aménia
10% 5% + 3mL

MeOH/

amoénia 5%
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Ao longo do processo de otimizacdo das etapas SPE foram avaliados
concomitantemente a influéncia da temperatura de evaporacdo em gas de
nitrogénio, bem como a influéncia do equipamento usado para a evaporagédo. Os
equipamentos utilizados e testados para a evaporacao das amostras foram do tipo
Turbovap, na qual o nitrogénio € injetado individualmente nos tubos e a temperatura
€ controlada através do banho-maria associado, e o outro sistema foi do tipo
SpeedVac (Fig. 18), associado com a centrifugacdo e uma bomba de véacuo,

apresentando também controle de temperatura.

Figura 18 - Speedvac (a) e Turbovap (b) utilizados para evaporacéo de amostras

Fonte: Labcare, UK.

4.6. Analise LC-MS/ESI (Q-ToF)

As analises em cromatografia liquida foram realizadas em UPLC-ESI/Q-TOF
(Waters, Franca) acoplado a um Bruker Q-TOF detector de massa (Bruker,
Germany). A separagdo cromatografica dos AGEs, foi realizada com o uso de uma
coluna Acquity HSS C18 SB column (150 mm x 2,1 mm, 1,8 um; Waters Inc.) e com
fase movel composta por agua/acido férmico 0.1% (fase movel A) e ACN/acido
férmico 0.1% (fase movel B), com taxa de fluxo de 0,3 mL/min, com gradiente de
concentracdo modificando conforme a seguir: 0-3 min, 1-8% B; 3-8 min, 8-30% B; 8-
13 min, 30% B; 13-13.5 min, 30-1% B; 13.3-18 min, 1% B, sendo injetado um volume
de 2 pL das amostras. Os AGEs foram determinados de acordo com a sua area de

pico dos ions selecionados nos cromatogramas, obtidos de um total de ions
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registrados nos cromatogramas (m/z 100-600) em comparagéo com o0s obtidos com
os padrées de AGEs. O m/z usado para cada AGEs e IS foram de 205,12, 135,65,
175,12 e 181,07 para CML, Pent, Pyr e IS, respectivamente. O sistema UPLC
empregado, foi otimizado usando um interface “electrospray” ESI/Q-TOF usando um
tensdo capilar de 4.5 kV, em modo positivo ESI, e com uma temperatura de
dessolvatacdo do gas a 200°C com um fluxo de 9 L/min, com monitoramento de

reacao multipla (MRM).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Padrdes cromatograficos
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Inicialmente foram estabelecidas as condicbes cromatograficas dos padrdes

de CML, pentosidina e pirralina, além da escolha do padrédo interno (IS) a ser

utilizado (teofilina) durante o desenvolvimento do trabalho. As caracteristicas

principais desses compostos séo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas cromatograficas dos padrbes

Caracteristicas

Compostos

AGEs/Marca CML - PolyPeptide Pentosidina - PolyPeptide
Férmula Quimica CgH16N204 C17H26N604
Formula Estrutural " TL
N,
H o, - \0_..H 4?;0
T N
LS
- N =y H
[ i
- !
(I)//.»\‘.:ﬁ‘t o O“j/ta(ﬂ H
H o "
Peso Molecular 205,1188 379,2093
~ m/z (M+H)"
lons fragmentos 130,08 135,65
(ions filhos) 167,15
Grau de Pureza - 99,5%
pKa 1,61 1,51
10,6 9,83
Caracteristicas Compostos
Marca Pirralina - PolyPeptide Teofilina
Formula Quimica C12H18N204 C7HsN4O,
Férmula Estrutural
0 .-";l / I\ o
H e 4\(\\ /)s_ 1H{/// 0
N f JL H
‘/J Sy ‘ "
S k v
‘ 0” N N
o S g, H ‘
.\T/ "Il
H
H_.O
Peso Molecular 255.13 181,07
~ m/z (M+H)"
lons fragmentos 237,12 -
(ions filhos) 175,12
Grau de Pureza 99,7% -
pKa 2,03 8,81

9,33
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As solucbes estoques de AGEs, foram preparadas com TFA 0,1%, conforme
as recomendacfes do fabricante e armazenadas a -20°C. A partir dessas solucdes
foi preparado uma mistura de AGEs, nas concentracdes de 30 ppm (3 pg/mL), 4,5
ppm (0,45 pg/mL), 6 ppm (0,6 pg/mL) e 3 ppm (0,3 pg/mL), de CML, Pen, Pyr e IS,
respectivamente. Essa diluicdo foi utilizada como base para a otimizagdo das
condicbes de analise no UPLC/ESI/Q-TOF e da etapa de concentracao e purificacdo
por SPE. O equipamento foi operado em modo positivo, com fase moével de
agua/acido férmico 0,1% (fase moével A) e ACN/acido formico 0,1% (fase mével B) -.
O tempo de retencgé&o obtido para os AGEs foi de 1.3 min, 3.8 min, 5.7 min, e 6.8 min

para CML, Pen, Pyr e IS, respectivamente (Fig. 19).

Figura 19 - Cromatograma dos padrdes de AGEs, m/z 205,12 (CML), 135,65 (Pen),
175,12 (Pyr) e 181,07 para IS
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Devido a forte resposta induzida pelos grupos aminas dos AGEs (-NH2, -NH-,
-N=) em fase movel acidificada, o equipamento foi operado em modo ESI positivo. O
modo positivo ou negativo do electrospray (Fig. 20) depende do sinal da tenséo
aplicada (LANCAS, 2009). A solucdo de analito passa através da agulha de eletro
pulverizacdo que tem uma diferenca de potencial elevado. As goticulas carregadas
sdo entdo pulverizadas com uma carga de superficie de mesma polaridade que a
carga sobre a agulha. As goticulas sao repelidas da agulha em direcdo ao cone
Taylor. A medida que as goticulas atravessam, ocorre a evaporacdo do solvente até
gue a tensédo de superficie ndo possa sustentar a carga (Limite de Rayleigh). Neste

momento ocorre a explosdo de Coulomb e sdo produzidas goticulas carregadas
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menores que podem repetir o processo. No modo positivo, as goticulas que saem do

“spray” terdo carga positiva.

Figura 20 - Modo de operacéo positvo/negativo do electrospray
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Adaptado de Lancas (2009) e http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/esi-ionisation.html

A decomposicao induzida por colisdo de cada AGEs, gerou fragmentacéo dos
ions (descrita na tabela 4). De cada composto, os fragmentos dos ions mais
proeminentes na intensidade ibnica foram escolhidos para quantificacdo e
confirmagdo dos AGEs (Fig. 21 e 22). Para pentosidina e pirralina os fragmentos
ibnicos que apresentaram maior intensidade idnica foram m/z 135,58 e 175,12,
respectivamente. Para a CML, foi utilizado a m/z da molécula, 205,12, visto que ela
apresentou maior intensidade i6nica que o seu fragmento 130,08. A colisdo que
induziu a dissociacdo desses AGEs, foi devido a perda de fragmentos de -
NHCH,COOH e/ou —COOH (TEERLINK et al., 2004, ZHANG et al., 2011 A
guantificacdo dos AGEs das amostras, foi comparado com o padrdo interno em

termos de tempo relativo de retencéo e abundancia relativa dos trés analitos alvos.
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Figura 21 - Produtos de fragmentacao iénica de CML (a) Pen (b) e Pyr (c)
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Figura 22 - Perfil m/z e UV de CML (a), pentosidina (b) e pirralina (c)
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O funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se na
absorvancia da luz por parte da amostra, que ocorre normalmente do ultravioleta
préximo a um dado comprimento de onda. A resposta do detector sera seletiva,
porque s6 detectar4 os compostos que absorvem no comprimento de onda no qual
ele opera. Existem dois tipos de detectores de luz ultravioleta; o de comprimento de
onda variavel, que é de aplicacdo mais variada e sensivel, cobrindo a faixa de 190 a
800nm, e o chamado fotométrico que funciona com um ou dois comprimentos de
onda fixos, operando em comprimento de onda de 254 e de 280 nm na regiao do

UV-proximo ao UV-visivel. Alguns compostos que absorvem na regido visivel do
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espectro, podem ser analisados por um detector que funciona nesta regido do
espectro, sendo chamado de detector de absorcao no visivel (PATONAY, 1992).
Como a carboximetilisina, ndo absorve energia pelos detectores UV (Fig. 22),
somente a pentosidina e pirralina apresentaram absor¢cdo de energia nos
comprimentos de onda 325 nm e 298 nm, respectivamente. Desta forma, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi uma técnica bastante
atii para determinar os 3 AGEs de forma simultinea num mesmo método

cromatografico.

5.2. Fase moével

Conforme Schettegen et al. (2007) e Zhang et al. (2011), a analise de CML
por HPLC de fase reversa sem derivatizacdo (derivado fluorescente, por exemplo) é
dificil, devido a sua elevada polaridade, sendo pouco recuperado em colunas de
fase reversa, além dos efeitos de supressao de ions da coeluicdo de componentes
da matriz polar, que afeta significativamente a sensibilidade da analise. Além de
resultar numa rapida deterioracdo da coluna (SUN et al., 2015). O uso de acido
nonafluorpentanoico na acidificacdo da fase modvel para analise de AGEs é
observada em varios trabalhos (ZHANG et al., 2011; TROISE et al., 2014, ASSAR et
al., 2009), mas seus efeitos para o equipamento n&do sao relatados.

A entrada de uma fase movel com elevada acidez pode contaminar a fonte de
ions do espectrometro de massa. A utilizacdo do NFPA na fase movel gera um nivel
muito elevado de contaminacdo em todo o sistema cromatogréafico, permanecendo
durante varios meses no equipamento e gerando grandes ruidos de fundo quando
utiizado em modo ESI negativo. A eliminagdo completa do NFPA é muito dificil,
dispendioso, e demorado. No entanto, apesar do NFPA ndo ser um reagente de
emparelhamento i6nico ideal devido a sua forte acidez (pH 2,0), a resolucdo e
sensibilidade do equipamento pode ser melhorada significativamente quando
utilizado na fase mével (ZHANG et al., 2011).

Depois de estabelecida as condicdes UPLC/ESI/Q-TOF, foi observado que
mesmo sem o0 uso de NFPA na fase modvel, foram obtidos resultados satisfatérios,
(mostrado na figura 19) utilizando a fase modvel agua/acido formico 0,1% e
ACN/acido formico 0,1% (pH 2,7), com picos e tempo de retencdo bem definidos.
Dessa forma, eliminou-se o problema de contaminacdo da fonte. Outras fases
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méveis foram testadas (bicarbonato de aménia 5 mM, formato de amobnia e &cido
acético), mas ndo apresentaram bons resultados, sendo, portanto descartadas (Fig.
23). Fenaille et al. (2006) também observou resultados satisfatorios para
determinacdo de CML com a fase movel agua/acido férmico 0,1% e ACN/acido
férmico 0,1%.

Figura 23 - Comportamento da Pyr mediante diferentes fases moveis. (a)
Bicarbonato de amonia 5mM; (b) Formato de aménia; (c) Acido acético
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Observando os picos de Pyr, verifica-se que ocorre comportamento diferente
nas trés fases moveis testadas. Comparando-se com o comportamento da Pyr, na
fase ACN/acido férmico 0,1%, em que a Pyr saiu com o tempo de retengcdo de 5.7
min (Fig. 19), observa-se nos cromatogramas acima, que esse tempo de retencao é
deslocado para 8.9 min, quando utilizado a fase mével bicarbonato de amoénia 5mM

(pH 7.9), com formato de aménia (pH 3.9) o tempo de retencao €é reduzido para 2.0
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min, e com acido acético (pH 3.4) esse tempo aumenta para 7.2 min. No entanto,
cabe ressaltar que além da mudanca do tempo de retencdo, verificou-se o
surgimento de picos secundéarios quando se testaram esses solventes como fase
movel (Fig. 23).

Apesar do uso de NFPA na fase movel para determinacdo de AGEs, ser
guase um consenso, outras fases moveis também foram utilizadas por outros
pesquisadores, como o uso de MeOH/ acetato de aménia 2 mM/ &cido férmico 0,1%
(fase movel A) e dgua/acetato de ambnia 2 mM/ &cido formico 0,1% (fase mével B),
utilizada por Sun et al. (2015) e ACN (fase mével A) e agua (fase movel B), utilizada
por Kuang et al. (2014).

5.3. Método SPE

Um método adequado de concentracdo e purificacdo por SPE, é essencial
para a determinacdo de AGEs. Protocolos de extragcdo que incluem precipitacéo
protéica, digestdo enzimatica e hidrélise acida, sdo bem definidos e fundamentados
na literatura (HEGELE et al., 2008; FENAILLE et al. 2006; SUN et al., 2015), mas o
processo de concentracdo e purificacdo por SPE sdo quase sempre realizados com
cartuchos C18 (HEGELE et al., 2008). Porém, os resultados obtidos neste trabalho
com os cartuchos C18 ndo foram satisfatorios, sendo testado alternativamente o
cartucho de troca ibnica (30HCX), que apresentou boas taxas de recuperacdo. O
uso desse tipo de cartucho para determinagdo de AGEs, ja € relatado na literatura
(SUN et al., 2015; ZHANG et al., 2011). No entanto, seu uso para determinacdo de
AGEs em derivados lacteos, é restrito, e em particular para concentracdo e
purificacdo de pirralina.

Sorbentes SPE sdo mais comumente classificados pela natureza de sua
interacdo primaria ou mecanismo de retencdo com o analito de interesse. Os
mecanismos de extracdo mais utilizados na SPE sao a fase reversa, fase normal e

troca ibnica.

5.3.1. Cartuchos C18

As extracOes de fase reversa sdo comumente utilizadas para extrair

hidrofobicos ou mesmo os analitos organicos polares de uma amostra/matriz
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aguosa. As cadeias hidrocarbonadas tanto no analito como no sorvente séo atraidas
umas as outras por forcas de dispersdo de van der Waals de baixa energia. Os
sorbentes de fase inversa comuns contém cadeias de hidrocarbonetos saturados
tais como C18 e C8, ou anéis arométicos tais como fenil. Como as extragbes em
fase reversa sao relativamente inespecificas, uma gama de compostos é tipicamente
retida. Como resultado, € importante optimizar as condicdbes de extragao,
particularmente a composi¢cao do solvente de lavagem. Os analitos s&o tipicamente
eluidos com solventes organicos tais como metanol ou acetonitrilo, em combinacgéo
com &gua, acidos, bases ou outros solventes e modificadores organicos.

No caso do uso de cartuchos C18 para extracdo de AGEs, o eluente e o
solvente de lavagem foram suplementados com NFPA. Neste trabalho, foi utilizado o
método de concentracdo e purificacdo por SPE descrito por Hegele et al., (2008),

com algumas modificagdes (Fig. 24).

Figura 24 - Método SPE com cartucho C18

Condicionamento: 4 mL de MeOH

v
Equilibrio: 4 mL de NFPA (10 mM)

v
Acondicionamento da amostra; 1 mL

v
12 Lavagem: 4 mL de NFPA (10 mM)

v
22 Lavagem: 4 mL NFPA (10 mM)/MeOH (v/v; 95%:5%)

Eluicdo: 4 mL MeOH/NFPA 1*0 mM (v/v; 90%:10%) — Fracao 1
1 mL MeOH/NFPA 10 mM (v/v; 90%:10%) — Fragédo 2
1 mL MeOH/NFPA 10 mM (v/v; 90%:10%) — Fracdo 3
1 mL MeOH/NFPA 10 mM (v/v; 90%:10%) — Fracdo 4
1 mL MeOH - Fragéo 5

Apoés a eluicao inicial com 4 mL (fracdo 1), foi realizado mais 3 eluicdes
fracionadas, com 1 mL de MeOH/NFPA 10Mm 10%, com o objetivo de verificar se
algum residuo do analito alvo restou no cartucho. Ao final das eluigbes, mais 1 mL
de MeOH 100%, foi colocado no cartucho a fim de garantir total remocdo dos
analitos alvos. Devido a alta polaridade de CML, Pen e Pyr, o acido

nonafluoropentanoico (NFPA) é frequentemente adicionados a fase de eluicdo para
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gue seja formado sais entre ele e os AGEs e aumentar a afinidade ao solvente de
eluicéo.

A etapa de lavagem deve ser realizada, a fim de remover sujeiras presentes
nas amostras, que possam prejudicar o funcionamento do sistema UPLC/ESI/Q-
TOF, sendo imprescindivel para remocdo de sais e acucares de amostras
complexas, como o leite, por exemplo. Nessa etapa os analitos alvos devem
permanecer no cartucho, ndo podendo ser eluidos juntamente com o solvente de
lavagem. Os AGEs sédo compostos altamente polares e ndo sédo bem retidos nas
fases C18. Foi observado entre os AGEs analisados, que a CML apresentou maior
problema de retencdo no cartucho C18. A CML comecava a ser eluida durante o
processo de lavagem do cartucho (Tab. 5), especificamente durante a 22 lavagem.
Essa eluicdo precoce, afetou bruscamente na taxa recuperacdo desse AGE, de
modo que o desempenho da CML na etapa SPE com os cartuchos C18, nao foi

satisfatéria, atingindo baixa taxa de recuperacdo, como observado na tabela 6.

Tabela 5 - Eluicdo de CML na SPE com C18

Fracfes CML concentracéo 3,3 pg/mL
Teste 1 Teste 2
Rt (min) Area Rt (min) Area
12 Lavagem - - - -
22 Lavagem 1.3 67.138 1.3 83.523
Eluicdo Fracéo 1 1.3 66.858 1.3 158.347
Eluicao Fracao 2 1.3 9.379 1.3 -

Eluicdo Fracédo 3 - - - -
Eluicdo Fracéo 4 - - - -

Eluicédo Fracédo 5 - - - -

Tabela 6 - Taxa de recuperacédo de CML apos SPE com C18

Amostra Rt (min) Conc. Recuperacgao (%) de CML ap6s SPE
(Mg/mL) com cartucho C18
Padréo de CML 1.3 6 pg/mL 65,1

Leite contaminado com CML 1.3 12 pg/mL 12.34
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A matriz complexa do leite pode ter influenciado na taxa de recuperacéo da
CML, pois gquando se realizou a concentracdo e purificacdo por SPE do padrédo de
CML, observou que a taxa de recuperacao foi superior a 65%, enquanto que a CML
das amostras contaminadas antes da SPE, apresentou uma taxa de recuperacao

inferior a 13%.

5.3.2. Cartucho 30HCX

Os cartuchos 30HCX utilizam mecanismos de troca ibnica para extrair analitos
carregados a partir de amostras aguosas ou organicas de baixa resisténcia idnica.
Nos cartuchos de troca ibnica, 0os sorbentes carregados sdo usados para reter
analitos de carga ionica oposta. Por exemplo, os analitos carregados positivamente
contendo aminas sao retidos em "permutadores de catidnicos" carregados
negativos, tais como &cidos sulfénicos ou carboxilicos. Em contraste, os analitos
carregados negativamente contendo acido sulfénico ou grupo acido carboxilico séo
retidos em "permutadores anidnicos" carregados positivamente contendo qualquer
um de uma variedade de diferentes grupos amino. Os mecanismos de troca ionica
dependem de interacdes especificas de alta energia entre o sorbente e o analito.
Apenas as espécies da carga adequada séo retidas pela coluna, de modo que a
maioria dos contaminantes da matriz sdo simplesmente enxaguados para o lixo
durante o carregamento e os passos de lavagem. Por esta raz&do, a SPE de troca
catibnica € comumente utilizada para a extragdo de compostos béasicos (farmacos e
outras aminas) a partir de amostras biolégicas complexas. Os analitos séo
tipicamente eluidos com sais e tampdes de elevada resisténcia ibnica, acidos ou
bases fortes.

O fabricante dos cartuchos 30HCX recomendou a utilizagdo de pirrolidina
para a eluicdo dos analitos. Seguindo essas recomendacdes, os cartuchos 30HCX,

foram testados com o protocolo (Fig. 25):
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Figura 25 - SPE com o cartucho 30HCX de acordo com as recomendagdes do
fabricante

Condicionamento: 4 mL de MeOH

v
Acondicionamento da amostra; 1 mL

v
12 Lavagem: 2 mL de agua/écido férmico 0,1%

v
22 Lavagem: 2 mL MeOH

v
Eluigdo: 4 mL Acido acético/pirrolidina (pH 12) — Fragéo 1

1 mL Acido acético/pirrolidina (pH 12) — Fragéo 2
1 mL Acido acético/pirrolidina (pH 12) — Fracéo 3
1 mL Acido acético/pirrolidina (pH 12) — Fragédo 4

Paralelamente, foram desenvolvidos outros métodos com o cartucho 30HCX, a
fim de se aumentar a taxa de recuperacao, utilizando diferentes eluentes, solugbes
de lavagem e de equilibrio (Tab. 7). Os resultados preliminares com o cartucho de
troca ibnica, demonstrava que o pico de pirralina sempre se deslocava, partindo do
tempo de retencdo de 5.7 min para 7.5 min. De alguma forma estava ocorrendo
formacdo de algum tipo de aduto, que provocava o deslocamento da pirralina.
Testou-se a influéncia do MeOH na formacdo desse aduto, reconstituindo os
padrbes de AGEs com solugdo de MeOH/aménia 5%. Mesmo ap0s esse
procedimento, o deslocamento do pico de pirralina para o tr = 7.5 min, continuou
sendo observado. Ao substituir o MeOH por ACN, observou-se que o ACN né&o
provocava o deslocamento do pico de Pyr, permanecendo com o tr = 5.7 min. Logo,
concluiu-se que havia alguma transformacéo da Pyr na presenca de MeOH/aménia
5%.

A fim de resolver o problema de transformacéo da Pyr na presenca de metanol,
o método SPE, foi otimizado pela substituicdo do metanol por ACN, nas etapas da 22
lavagem e de eluicéo (Fig. 26). Estratégia similar foi utilizada por Zhang et al. (2011),
guando eles utilizaram para eluicdo a solucdo ACN/ambnia 50% (v/v), embora eles

nao tenham relatado problemas de transformacéo da pirralina.
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Tabela 7 - Diferentes condi¢fes testadas com o cartucho 30HCX

Etapas Cartucho polyclean 30HCX
Método 1 Método 2 Método 3
Condicionamento 3 mL de MeOH 3 mL de MeOH 3 mL de MeOH
Equilibrio 3 mL H,O 3 mL H,0/acido 3 mL H,O/ acido
férmico 2% férmico 0,1%
12 - Lavagem 3 mL H,O 3 mL H,O/acido 3 mL H,O/ acido
férmico 2% férmico 0,1%
23 — Lavagem 3 mL MeOH 3 mL MeOH 3 mL MeOH
Eluicdo 4 mL MeOH/ambnia5% 4 mL MeOH/ aménia5% 4 mL MeOH/ ambnia 5%

Figura 26 - Condicdo SPE com o cartucho 30HCX, substituindo MeOH por ACN

Condicionamento: 3 mL de MeOH

Equilibrio: 3 mL H,O/ &acido férmico 0,1%
v
Acondicionamento da amostra: 1 mL
v
12 Lavagem: 3 mL de agua/acido férmico 0,1%

v
22 Lavagem: 3 mL ACN

v
Eluicdo: 3 mL ACN/amonia 5% (pH 10,5) + 3 mL MeOH/ambnia 5% (pH 10,5)

Apesar do problema de transformacao da pirralina, observou-se que o uso do
metanol é necessario para a completa eluicdo dos AGEs, sendo adotada uma
estratégia diferenciada para eluicdo dos AGEs. Inicialmente as amostras foram
eluidas com 3 mL de ACN/amobnia 5%, seguida por 3 mL de MeOH/aménia 5%.
Verificou-se que a transformacao da Pyr, ocorria apenas se o contato com o MeOH
fosse antes do ACN. O uso de 6 mL de solvente de eluicdo (3 mL ACN/amobnia + 3
mL de MeOH/amobnia 5%), foram suficientes para eluir todos os AGEs retidos no
cartucho.

A andlise do espectro de massa do novo pico e a sua comparacdo com o
espectro de massa do padrdo da Pyr (Fig. 27), levou a entender que este novo pico

na realidade corresponde a um éster metilico da Pyr. O espectro de massa do novo
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pico em tr = 7.5 min, em primeiro lugar apresentou uma parte o ion molecular [M+H]"
269,1470 (formula bruta C;3H2:N2O4), correspondendo ao éster metilico de Pyr, com
um aduto de sédio [M+Na]® m/z 291,1279, e a outra parte, todos os fragmentos
idénticos ao do padrdo da Pyr, m/z 237,12 [M-H,O+H]"; m/z 219,11 [M-2H,0+H]";
m/z 175,12 [M-2H,0-CO2+H]" e m/z 148,11 [M-2H,0+H]". Em efeito, o éster metilico
de Pyr é formado por uma reacdo entre a Pyr e o metanol, utilizado como solvente
de eluicdo da SPE. A fim de resolver esse problema de transformacgéo, o metanol foi
substituido pelo ACN, sendo as demais condices mantidas. Os resultados obtidos
depois dessa substituicdo confirmam o desaparecimento do éster metilico no tr =7.5
min permanecendo apenas o pico da Pyr, no tr = 5.7 min.

O uso de acido formico 0,1% nas etapas de equilibrio e 12 lavagem, também
ajudaram na retencdo dos AGEs no cartucho. Quando o acido formico 0,1% foi
substituido por agua e/ou acido férmico 2% como soluc¢des de equilibrio e lavagem,
a taxa de recuperacao foi bem menor que aquelas observadas com &cido férmico
0,1%.

Figura 27 - Cromatograma da extragdo de ions m/z 175,12, correspondendo a um
fragmento de Pyr. a) Sobreposicdo do cromatograma do padrao de Pyr (azul) sobre
0 mesmo padrédo apés SPE (vermelho) utilizando MeOH como eluente. (b) Espectro
de massa correspondente ao tr = 5.7 min e 7.5 min (c), pos-éster
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Analisando o efeito da matriz sobre os AGEs, observou-se o mesmo
comportamento para pirralina, nas amostras de leite contaminadas. Nessas
amostras a eluicdo com metanol, também promoveu a formacdo de éster de
metanol. Quando o metanol foi substituido por ACN, o pico de pirralina permaneceu

com o tempo de retencdo em 5.7 min (Fig. 28).

Figura 28 - Cromatograma da extracdo de ions m/z 205,12, 135,65, 175,12 e 181,07
(IS), correspondendo aos fragmentos de CML, Pen, Pyr e IS, respectivamente. a)
Padrées dos AGES, (b) leite contaminado com os padrbes e eluidos com
ACN/aménia 5%, e (c) leite contaminado com os padrdes e eluidos com
MeOH/ambnia 5%
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Comparando a taxa de recuperacdo nas amostras de leite integral
contaminadas com AGEs (Tab. 8), observou-se que a melhor taxa recuperaca, foi
obtida com o método ACN/ambnia 5%, apresentando recuperacdo de quase 90%
para CML, 95,7% e 117% para pentosidina e pirralina, respectivamente. Esses
valores apresentam-se em conformidade com a faixa de recuperacdo meédia
recomendada pela Comunidade Europeia (Commission Decision, 2002/657/EC) que
recomenda faixas de recuperacbes entre 50 e 120%. Uma baixa taxa de
recuperacao foi observada mesmo com o cartucho 30HCX, quando a pirrolidina foi
utilizado como solvente de eluicdo, conforme recomendacdo pelo fabricante. Em
relacdo as taxas de recuperacdo com o cartucho C18, observou-se que a maior taxa

foi obtida para pentosidina (17,91%), enquanto que a pirralina ndo foi recuperada.

Tabela 8 - Taxa de recuperacdo de CML, pentosidina e pirralina, em amostras de
leite contaminadas

Recuperacgao (%)

AGEs Rt Conc.
(min) (Hg/mL)
Cartucho C18 com  Cartucho 30HCX  Cartucho 30HCX
NFPA 10 mM com pirrolidina com ACN/NH4OH 5%
CML 1.3 12 pg/mL 12.34 1,68+1,68 89,8+0,8
Pentosidina 3.8 2 pg/mL 17.91 64.63 + 0,92 95,7+2,3
Pirralina 5.7 2 ug/mL 0 29.35+ 4,58 117,029

Sun et al. (2015), ao analisares AGEs de carnes, também observaram que o0s
cartuchos de troca idnica, apresentavam melhores taxas de recuperagédo, quando
comparado com os cartuchos C18, comumente utilizados para determinacdo de
AGEs. Zhang et al. (2011), ao determinarem AGEs de améndoas, também
observaram alta taxa de recuperacdo com cartuchos de troca idnica, embora eles
nao tenham comparado essas taxas utilizando cartuchos C18.

Cabe ressaltar que o leite j& pode conter AGEs em sua constituicdo, portanto,
resultados de recuperacao acima de 100% pode sugerir a presenca desse composto
no leite contaminado. Como observado na tabela 8, a taxa de recuperacdo da
pirralina foi de 117%, supondo que no leite utilizado ja havia a presenca de Pyr

mesmo antes da contaminacéo dessas amostras. Corroborando com esse resultado,
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observou-se a presenca de pirralina nas amostras de leite integral submetida tanto

ao procedimento de precipitacao protéica e de digestdo enzimatica (Fig. 29).

Figura 29 - (a) Sobreposicdo dos cromatogramas da extracdo de ions m/z 175,12
(Pyr) do padrdao da Pyr e da amostra de leite integral. (b) Sobreposicdo dos
cromatogramas do leite integral contaminados com AGEs, submetido a SPE
(vermelho) e dos padrdoes de AGEs (preto). A concentracdo dos padrdo e no leite
contaminado CML 3,0 pg/mL, Pen 0,45 pug/mL, Pyr, 0,6 pg/mL and I.S. 0,3 pg/mL
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Os padrdes foram submetidos a concentracdo e purificacdo em SPE, com
cartuchos C18 e 30HCX, para calculo da taxa de recuperacdo. Observando o0s
resultados, verificou-se a mesma tendéncia que aquelas observadas nas amostras
de leite contaminadas. Todos os AGEs apresentaram alta taxa de recuperacdo com
os cartuchos 30HCX (Tab. 9).



Tabela 9 - Taxa de recuperacéo dos padroes de CML, pentosidina e pirralina
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AGEs Rt (min) Conc. Recuperacéo (%)
(ug/mL) Cartucho C18 Cartucho 30HX
CML 1.3 6 pg/mL 65,1 +14,3 94,8+7,0
Pentosidina 3.8 1 pg/mL 63.5+0,6 95,6 £ 25,4
Pirralina 5.7 1 pg/mL 69,8 +6,4 104,3+8,9

5.4. Curva analitica

Apoés a otimizacdo das condicdes UPLC-ESI/Q-TOF e de concentracdo e

purificagdo por SPE, para quantificagdo dos AGEs das amostras comerciais, foi

construida uma curva analitica com sete niveis de concentracdo para cada

composto (Tab. 10). Na figura 30, observam-se os coeficientes de correlacdo (r2) e

interseccdo obtidos através da regressao linear das curvas analitica para cada

transicdo monitorada. A técnica apresentou alta sensibilidade e seletividade medida
para a transi¢ao de m/z 205,12 (CML), 135,65 (Pen), 175,12 (Pyr) e 181,07 (IS).

Tabela 10 - Niveis de concentracdo dos AGEs para construcdo da curva de

calibracéo
CML (ug/mL) Pen (ug/mL) Pyr (ug/mL) I.S.
Conc. Area Conc Area Conc. Area  Conc. Area
Diluicéo (Ppm) (Ppm) (ppm) (ppm)

G, 0,1 (1) 5886,9 0,01(0,1) 8555 0,02(0,2) 7900 0,3(3) 129503
G, 0,2 (2) 14542 0,02 (0,2) 22186 0,04 (0,4) 16556 0,3 (3) 113588
Gs 0,4 (4) 25900 0,04 (0,4) 41196 0,08 (0,8) 31297 0,3(3) 138549
G, 0,7 (7) 44868 0,07 (0,7) 76647 0,14 (1,4) 53350 0,3(3) 137970
Gs 1,0 (10) 74206 0,1 (1) 124775 02(2) 81569 0,3 (3) 129141
Ge 2,0 (20) 157938 0,2(2) 245453 0,4(4) 160816 0,3(3) 132117
G, 3,0(30) 277077 0,3(3) 182156 0,6(6) 205921 0,3(3) 125780
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Figura 30 - Coeficientes de correlacdo (r2) e interseccdo obtidos através da
regressao linear das curvas analitica de CML (a), Pen (b) e Pyr (c)
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5.5.

Quantificacédo de AGEs

A quantificacdo de AGEs, foi realizada com as amostras submetidas a

digestdo enzimética e precipitacdo protéica. As amostras submetidas a hidrélise
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7

acida ndo foram incluidas nos célculos de quantificacdo, pois esse método €
especifico para extracdo de CML, livres e ligados a proteinas, e nas amostras
submetidas a esse procedimento, ndo foi observada a presenca de CML.

Ao analisar o procedimento de digestdo enzimética, observou-se que a CML
era degradacdo durante as etapas de digestdo. Para avaliar a influéncia desse
processo na estabilidade dos AGEs, amostras de leite contaminadas com AGEs,
foram submetidas a digestdo enzimatica. As analises do UPLC/ESI/Q-TOF
revelaram a auséncia de CML nessas amostras (Fig. 31). Embora esse método
tenha sido relatado por Hegele et al. (2008), ndo houve tempo suficiente neste
trabalho, para pesquisar em qual momento das etapas de digestdo enzimatica
estaria ocorrendo a degradacdo da CML, visto que esse procedimento é longo,
aproximadamente 30 horas, e envolve a utilizagdo de quatro enzimas. Portanto, faz-
se necessario que seja realizado estudos de otimizacdo desse procedimento, de
modo a evitar a degradacao da CML, e diminuicdo do tempo e etapas de digestdes

enzimaticas.
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Figura 31 - Cromatogramas dos AGEs contaminados no leite submetido a digest&o
enzimatica. (a) Amostras contaminadas antes do procedimento de digestédo, (b)
sobreposi¢ao do cromatograma dos padrdes (vermelho) sobre o cromatograma das
amostras contaminadas antes da digestao (preto)
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Entre os AGEs analisados, apenas a pirralina se mostrou proeminente nas
amostras de leite analisadas, sendo observada e quantificada nas amostras
submetidas a digestdo enzimatica e precipitacdo protéica (Fig. 32 e 33). Tracos de
pentosidina, também foram observados nas amostras que sofreram digestédo
enzimética. A CML néo foi observada em nenhuma das amostras analisadas (Fig.
34).
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Figura 32 - Cromatogramas da sobreposicdo do padrdao de Pyr com 0s picos

BN

encontrados nas amostras de leite submetidas a precipitacdo protéica. (a) Leite
integral, (b) leite semidesnatado, (c) leite desnatado e (d) leite esterilizado
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Figura 33 - Cromatogramas da sobreposicdo do padrdo de Pyr com o0s picos
encontrados nas amostras de leite submetidas a digestdo enzimatica. (a) Leite
integral, (b) leite semidesnatado, (c) leite desnatado e (d) leite esterilizado
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Figura 34 - Observagcdo de tracos de pentosidina no leite integral em p6. (a)
Cromatograma da sobreposicdo do padrdo de Pen com o pico encontrado nas
amostras de leite submetidas a digestdo enzimética, (b) extracdo de ions nas
amostras de leite m/z 135,59 correspondendo a um fragmento de Pen, (c) extracéo
de ions nas amostras de leite m/z 167,10 correspondendo ao outro fragmento de
Pen
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A pirralina encontrada nas amostras de leite foi confirmada pelo espectro de
massa m/z 175,12 e comparado com o tempo de retencdo do padrdo. Mesmo no
leite cru foi observada a presenca de Pyr, indicando que o leite in natura, ja
apresenta esse AGEs, sendo sua concentracdo aumentada mediante aos processos
térmicos aplicado ao leite durante seu beneficiamento (Tab. 11). Corroborando com
esses resultados, Hegele et al. (2008), também observaram a presenca de Pyr em
amostras de leite cru, submetidos a precipitacdo protéica. Eles relataram valores
médios desse AGE, de 55,0 nmol/umol™Lys™. Zhang et al. (2011) também relataram
Pyr em amostras de améndoas torradas, que variaram de 1,1 mg/kg de Pyrjw a
12,6 mg/kg de Pyreonjugada- Para a leitura destes valores, € importante notar que os
nossos resultados sao expressos em ng de AGE por mg de proteina, enquanto
aqueles de Hegele et al. (2008), estdo em nmol por AGEs pmol lisina, o que é muito

diferente.

Tabela 11 - Quantificacdo de Pyr em amostras de leite, submetidas a precipitacédo
protéica (Pyrivwe) € digestdo enzimatica (PYrconjugada)

PIRRALINA
Amostras Pyrive Ng/mg proteinas do PYTconjugasa /Mg~ proteinas do
leite™ leite™
Leite Cru 0,023 £ 0,00707 nd
Leite integral em p6 0,035 + 0,00513 1,467 +0,05774
Leite semidesnatado em p6 0,059 + 0,00889 0,150 £ 0,21213
Leite desnatado em po 0,021 + 0,00071 0,967 £ 0,11547
Leite esterilizado 0,072 £ 0,00643 8,367 £ 0,70946

nd.: nao detectado

7

Nas amostras de leite cru (isto €, sem aquecimento), sujeito a digestao
enzimatica, nenhum vestigio de Pyr foi detectado. As mesmas amostras, quando
submetido a precipitacdo das proteinas, revelaram a presenca de 0,023 ng/mg
'oroteinas do leite™ de Pyrie. Esta concentracdo encontrada no leite cru com
certeza € da Pyr, pois este valor foi muito proximo do LoQ (ndo determinado pelos

critérios da ICH neste trabalho), mas permaneceu em todas as amostras, superior a
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10 vezes ao ruido de fundo encontrado nos cromatogramas relacionados com a
analise das amostras de leite cru.

O tratamento térmico aplicado ao leite certamente € a causa do aumento dos
niveis de Pyr, observado no leite esterilizado, pois essas amostras foram
provenientes do leite em pé integral, diferindo apenas pela aplicagdo da
temperatura. Esse aumento foi observado tanto nas amostras de leite esterilizado
submetidas a precipitacdo como a digestdo enzimatica, onde os valores para Pyr
encontrados variaram de 0,072 a 8,367 ng/mg’proteinas do leite? de Pyrjue e
PYrconjugada, rf€Spectivamente.

Para os célculos de quantificacdo, usou-se a seguinte férmula:

Quantidade (ng/mg) =

S;: area do pico da pyr com o padrao.

S, : area do pico da pyr no leite contaminado.

Sz : area do pico da tedfilina (1.S.) com o padréo.

S, : area do pico da tedfilina (1.S.) no leite contaminado.

C, : concentracdo da solucado padréao da pyr em pg/mL.

M : massa de proteina de leite utilizada para a precipitacao e/ou digestdo em mg.
V1 : Volume total da solucdo obtida antes da etapa SPE em mL.

V2 : Volume depositado no cartucho SPE em mL.

Entre os AGEs utilizados neste trabalho, a pirralina foi o composto que
apresentou maior instabilidade. Aproximadamente 30 dias ap6s a sua diluicdo e
armazenamento a -20°C foi observado uma mudanga de coloracdo, apds o
descongelamento. Problemas de degradacdo de Pyr, também foram relatados por
Najaraj et al. (1996), que observaram coloracdo de cor rosa no padrdo de Pyr
diluido, com diminuicdo de sua forma nativa.

O desenvolvimento desse protocolo com a utilizagdo de cartuchos de troca
ibnica para concentracdo e purificacdo na etapa SPE, exigiu muito tempo, portanto,
nao sendo possivel concluir as etapas de validacdo. No entanto, os resultados
obtidos neste trabalho demonstram que o protocolo desenvolvido, mostrou-se

seletivo, linear e com boa recuperacao para a determinacdo de CML, pentosidina e
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principalmente, pirralina. A obtencdo dos coeficientes de correlacdo (r2) e
interseccado obtidos através da regresséao linear das curvas analiticas, bem como as
taxas de recuperacdo, sdo parametros de pré-validacdo, que auxiliard em uma
posterior etapa de validac&o.

Cabe salientar que ha necessidade de realizar uma otimizacdo do método de
digestao enzimatico proposto na literatura e utilizado nesse trabalho. Além de ser um
método longo (aproximadamente 30 horas) e com vérias etapas de tratamento
enzimatico, observou-se que a CML é degradada ao longo da digestdo. Portanto, h4
necessidade de realizar outros experimentos para comprovar em qual etapa

especifica dos tratamentos enzimaticos ocorre essa perda.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver um método completo (extragdo, purificacdo e
concentracdo em fase solida) de quantificacdo simultaneas dos trés AGEs em
estudo neste trabalho. Os cartuchos de troca ibnica permitiram obter uma correta
recuperacao na analise dos AGEs, com taxas de recuperacdo bem mais elevada
gue aquelas obtidas com cartuchos do tipo C18, normalmente utilizado para
guantificacdo de AGEs em alimentos. No entanto, deve-se ter um cuidado especial
durante a eluicdo desses compostos. O correto procedimento de eluicdo €
fundamental para a quantificacdo de AGEs com os cartuchos de troca ibnica.

A presenca de pirralina foi observada em todas as amostras analisadas, leite
em po integral, semidesnatado, desnatado, leite cru microfiltrado e esterilizado,
sendo mais proeminente nas amostras de leite esterilizado, comprovando dessa
forma, que o tratamento térmico contribui significativamente para o aumento de Pyr
no leite. Os valores quantificados nas amostras submetidas a precipitacdo protéica,
variaram entre 0,021 (leite desnatado) a 0,072 Pyrj.eng/mg™proteinas do leite™ (leite
esterilizado). E nas amostras submetidas a digestdo enzimatica esses valores foram
de 0,150 (leite semidesnatado) a 8,367 Pyrcon,-ugadang/mg'lprotel'nas do leite™ (leite
esterilizado). Pdde-se observar que a CML foi degradada durante as etapas de
digestao, sugerindo que estudos de melhoria desse procedimento sejam realizados,
a fim de reduzir o tempo de digestao, evitando assim a degradacdo de CML.

Por falta de tempo, o método de analise proposto ndo pdde ser validado pelos

critérios do ICH (Harmonised Tripartite Guideline).
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7. PERSPECTIVAS

Para concluir este estudo, devemos atingir a completa validacdo do método
analitico desenvolvido com amostras biolégicas e de alimentos, em particular, para
0s produtos lacteos. Também deve ser colocado em pratica um estudo abrangente
para aperfeicoar a etapa de hidrélise enzimatica. Na verdade, esta hidrélise requer o
dominio de numerosos parédmetros, tais como temperatura, pH, forca idnica,
concentracdo de enzimas, coquetéis enzimaticos, e a ordem na qual elas devem
estar para obtencéo do sucesso do método.

Para realizar esse estudo é necessario estabelecer uma verdadeira reflexao
com base na avaliacdo quimiométrica do design da matriz multidimensional, design

experimental e analise estatistica dos resultados dos componentes principais.
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