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RESUMO

Desde meados dos anos 50, a acrilamida, uma substancia quimica importante, vem
sendo utilizada como um intermediario da producdo de poliacrilamida. Embora as
pesquisas sejam limitadas, em 1994, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) classificou a acrilamida como grupo 2A, sendo ela um provavel carcinogénico
para humanos. Em 2002, apds o vazamento de agua contendo poliacrilamida durante
a construcdo de um tunel na Suécia, pesquisadores reportaram a presenca da
substancia em alimentos ricos em carboidratos submetidos a altas temperaturas
durante o processo de preparo. Em junho do mesmo ano, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) realizou um encontro na Suécia para discutir as implicacdes da sua
producdo espontanea em alimentos. A partir desse encontro, diversos paises
comecaram a investigar os niveis de acrilamida presentes nos alimentos, sua
formacdo, a otimizacdo da formulacéo, e condi¢cdes de processamento/cozimento.
Entretanto, a Califérnia é o Unico local que possui legislacdo especifica para o limite
maximo toleravel de acrilamida em alimentos. Na Unido Europeia, sugere-se evitar o
consumo excessivo da substancia. No Brasil, até o momento, ainda nao ha legislacao
gue regulamente sobre a quantificacdo da formacéo da acrilamida, devido a estudos
insuficientes sobre o mecanismo da sua formacgéo. O presente trabalho visa reunir
informacdes sobre os aspectos bioquimicos e toxicolégicos da acrilamida e verificar a
preocupacao de 6rgdos governamentais nos os estudos ja publicados.
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ABSTRACT

Acrylamide is an important chemical compound that has been widely used since mid-
1950s for the production of polyacrylamide. Despite limited research, the International
Agency for Research on Cancer (IARC) classified acrylamide as Group 2A, being it
considered a possible carcinogen for humans in 1994. In 2002, after a water leak
during the construction of a tunnel in Sweden, researchers reported the presence of
polyacrylamide in starch-rich foods cooked at high temperature. In June of the same
year, a meeting was held by the World Health Organization (WHO) in Sweden to
discuss the implications of its spontaneous production in foods. From this point on,
several countries began to investigate the levels of acrylamide present in foods, its
formation, the optimization of the formulation, and processing conditions. However,
California is the only place where there is specific legislation to determine the tolerable
amount of acrylamide in foods. In the European Union it is recommended that the
excessive consumption of food containing the substance be avoided. In Brazil, due to
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insufficient studies on the mechanism of acrylamide formation, there is still no
legislation to regulate the quantification of this substance. The present work aims to

gather information on biochemical and toxicological aspects of acrylamide and verify
what concerns governmental agencies in the studies already published.

Keywords: Acrylamide. Food. Legislation. Carcinogenic. Toxicity.

INTRODUCAO

A alimentacdo é a principal fonte de nutrientes e faz parte das necessidades
bésicas humanas, além de estar presente em convencdes culturais e sociais (ABREU
et al., 2001). A qualidade alimentar € fundamental para garantir os nutrientes
necessarios para a manutencédo da saude da populacdo (MONDINI & MONTEIRO,
1994). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € um o6rgao federal
responsavel por regulamentar a legislacéo e proteger a populacdo promovendo saude
e seguranca sanitaria de produtos e servicos. Sua regulamentacdo também abrange
a qualidade dos alimentos consumidos no pais, sejam eles nacionais ou importados.
De acordo com o Decreto-Lei n°® 986, de 21 de outubro de 1969:

Alimentos séo todas substancias ou mistura de substéncias, no estado sélido,
liguido ou pastoso ou de qualquer outra forma adequada, destinadas a

fornecer ao organismo humano os elementos normais a sua formacao,
manutenc¢do e desenvolvimento.

A preocupacdo com a qualidade alimentar estd presente desde o periodo
Neolitico, quando o homem iniciou a agricultura e tornou-se o responsavel pela
producado do seu proprio alimento. Com a agricultura e pecuaria, a disponibilidade de
alimentos tornou-se maior do que as familias conseguiam consumir, com isso veio a
necessidade de trocar produtos entre familias, popularizando o escambo. Para o
alimento ser um produto adequado a troca, era necessario manter um padrdo de
gualidade, de modo a parecerem mais atrativos, mesmo quando ndo eram frescos,
surgindo assim a necessidade de conserva-los (DIONYSIO & MEIRELLES, 2003).

A partir do século XX, com o avanco da tecnologia no setor alimenticio, 0s
métodos tém se tornado cada vez mais aprimorados para reduzir as perdas
nutricionais e aumentar sua durabilidade (LEONARDI & AZEVEDO, 2018). Esses
métodos de conservacdo de alimentos sdo bastante diversificados e vao desde o
processo mais simples de desidratacéo e defumacéo, utilizados no periodo Neolitico,
até o mais moderno, como o uso de Alta Pressao Hidrostatica (APH) (BINOTI &
RAMOS, 2015).
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Para a industria, assim como em laboratérios de controle de qualidade em
alimentos, existem regras especificas para a correta manipulacdo. Deste modo,
minimizam-se 0s riscos de contaminacdo, uma vez que muitos alimentos funcionam
como 6timos meios de cultura para a proliferacdo de microrganismos (LEONARDI &
AZEVEDO, 2018). Segundo Menezes (1998):
A seguranca alimentar e nutricional significa garantir, a todos, condi¢des de
acesso a alimentos basicos de qualidade, em quantidade suficiente, de modo
permanente e sem comprometer o acesso a outras necessidades essenciais,
com base em praticas alimentares saudaveis, contribuindo, assim, para uma

existéncia digna, em um contexto de desenvolvimento integral da pessoa
humana.

Além da preservacdo alimentar, o aumento da temperatura desenvolve
substancias que realcam o sabor e tornam o alimento mais palatavel. Segundo o
antropoélogo e bidlogo Richard Ranham (2010), o cozimento dos alimentos tornou a
digestdo mais facil, o que aumentou a quantidade de calorias disponiveis para o
organismo, sendo fundamental para a evolucédo dos homens até o atual Homo sapiens
sapiens. Durante o cozimento, ocorrem reacdes que geram alteracdes quimicas nos
alimentos. A principal é a reacdo de Maillard, responsavel pelo escurecimento dos
mesmos. Porém, em alimentos ricos em proteinas e/ou carboidratos, esta rea¢céo gera
metabdlitos que podem colocar em risco a saude humana, como por exemplo, a
acrilamida (SHIBAO & BASTOS, 2011).

A acrilamida (ACM) é a nomenclatura IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) para uma substancia quimica que ndo ocorre naturalmente na
natureza. Sua molécula é pequena e simples, com formula C3sHsNO e peso igual a
71.08 u (unidade de massa atdbmica), conhecida também como 2-propenamida. Em
temperatura ambiente, € um solido cristalino branco, estavel e inodoro. Todavia, ao
ser aquecida ou exposta a luz ultravioleta, polimeriza ou decompde-se. Apresenta
temperatura de fusdo de 84.5°C e temperatura de ebulicAo em torno de 192.6°C
(NATIONAL TOXICOLOGY, 2016). A solubilidade em solventes polares e apolares
como metanol, etanol, acetona e benzeno variam consideravelmente. Em agua, é
altamente soltvel, com solubilidade de 215.5 g/100 mL a 30°C. Essa propriedade,
bem como o baixo peso molecular e a baixa volatilidade (0.007 mm Hg a 25°C) séo
0s principais fatores que permitem seu uso em métodos analiticos, tal como a sintese
de poliacrilamida (ERIKSSON, 2005).

Desde meados dos anos 50, a ACM é uma substancia quimica altamente

utilizada na industria como intermediario da producéo de poliacrilamida. E utilizada
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como floculante para purificacdo de agua, e em aplicacbes industriais, como a
producédo téxtil, de plasticos e selantes. Sua producdo comercial por uma empresa
dos Estados Unidos da América (EUA) comecou em 1954, porém na época nao
haviam dados sobre sua toxicidade. Em 1956, Hamblin relatou o seu potencial efeito
toxico em estudo com mamiferos roedores e, desde entdo diversas pesquisas foram
realizadas nesse ambito. O Instituto Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional
(NIOSH), agéncia federal dos EUA, constatou a potencial exposicéo de cerca de 20
mil trabalhadores a ACM (HAMBLIN, 1956). Em 1976, os EUA estabeleceram um
limite de exposi¢do ocupacional a substancia, juntamente com outros 12 paises, por
meio de regulamento ou recomendacéo de diretriz. Devido a sua toxicidade, em 1984,
a ACM foi definida como residuo perigoso na lei federal de Conservacdo e
Recuperacdo de Recurso dos EUA, que controla o descarte de residuos sélidos e
perigosos, pela Agéncia de Protegcdo Ambiental (IARC, 1986). Em 1994, a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) classificou a ACM como grupo 2A, sendo
um provavel carcindbgeno humano. O documento reuniu estudos experimentais feitos
com camundongos, que corroboram a carcinogenicidade do produto quimico (IARC,
1994).

Em 2002, pesquisadores suecos fizeram uma importante descoberta sobre o
potencial carcinogénico para a saude humana dessa substancia - a sua presenca em
alimentos (FERNANDES, 2016). A primeira vez que a atencdo se voltou para a
existéncia da ACM em alimentos foi apds o desastre em uma construcao de tanel em
1997 na Suécia, onde utilizou-se poliacrilamida para selar vazamentos provocados
pela deterioracao rochosa (NERI, 2004). No entanto, o grande fluxo de agua impediu
a sua polimerizacao e ocasionou um vazamento que resultou na contaminacgéao de rios
e lencdis freéticos, provocando a morte de peixes e sintomas neurotdéxicos em animais
que ingeriram a agua, alertando a populacdo. A partir disso, ambientalistas
suspeitaram que a contaminacdo poderia estar relacionada a construcao do tunel e,
de fato, a contaminacéo estava associada ao selante utilizado. Autoridades suecas,
preocupadas com que a contaminagdo pudesse gerar danos a saude da populacao,
baniram o uso de leites e derivados, carne bovina e qualquer outro produto agricola
gue pudesse estar contaminado (WEIDEBORG, 2001). Como forma de entender os
riscos da contaminagdo, foram feitas andlises sanguineas dos trabalhadores
envolvidos na construgcédo, e comparou-se seus resultados com grupos de pessoas

gue nédo foram expostas. Os resultados obtidos demonstraram, que ndo havia grande
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variagdo das concentragbes em ambos 0s grupos testados. Esse resultado
impulsionou pesquisadores a investigarem como 0 grupo de pessoas nao expostas
possuiam concentracdes similares ao outro grupo, levantando assim a hipotese de
gue a exposicdo poderia ser alimentar (FERNANDES, 2016). Posteriormente, foi
demonstrado a presenca de niveis significativos de acrilamida em alimentos que
continham alto teor de carboidrato, e que eram submetidos a alta temperatura (REIS,
GONGALVES & MARIN, 2014).

ApoOs essas pesquisas, a Agéncia Nacional de Alimentos da Suécia (SNFA)
divulgou o potencial de risco da substancia presente nos alimentos, o que alarmou a
populacdo. Em 2002, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) realizou um encontro
na Suécia para discutir as implicacfes da sua producdo em alimentos, denominado
Consultation (FSA, 2002). A partir deste encontro, diversos paises comecaram a
investigar os niveis de ACM presentes nos alimentos. Diante desses fatos, a
legislacdo estrangeira vem padronizando valores seguros de consumo diario
(FAO/WHO, 2002). No Brasil, esses dados ainda sdo escassos e, devido a isto, a
legislacdo ndo possui informacdes sobre a substancia até o momento.

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo fazer uma revisao de
literatura, focando em dados relativos aos riscos atribuidos a ingestédo de acrilamida,
formada em alimentos processados sob temperaturas elevadas, bem como os
parametros fisico-quimicos envolvidos no processo, e analisar a atuacdo de 6rgaos
nacionais e internacionais em relacdo a investigacdo de seus efeitos adversos. O
trabalho expde os fatores intrinsecos e extrinsecos dos alimentos que podem
influenciar na formacdo da acrilamida durante o0 seu processamento, aponta
evidéncias sobre os riscos mutagénico, carcinogénico, genotoxico e neurotdxico
relacionados a ingestdo de ACM, menciona medidas mitigadoras para reduzir a
formacado desse produto em alimentos e divulga os niveis presentes nos alimentos

mais consumidos pela populacéo brasileira, objetivando a conscientizacdo da mesma.

METODOLOGIA

Esta pesquisa € um estudo qualitativo de carater bibliografico e descritivo,
visando reunir informacdes sobre os aspectos bioquimicos e toxicologicos da ACM e
a preocupacdo de 0Orgaos governamentais perante os estudos ja publicados. Os
artigos cientificos, bem como dissertacbes e teses, foram obtidos nos seguintes
bancos de dados online: Google Académico, PubMed, SCIELO, LILACS. Também
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foram consultados documentos sobre controle de qualidade alimentar da Europa e
Estados Unidos, comparando-os com o0s vigentes no Brasil, pela ANVISA. As
palavras-chave utilizadas foram: acrilamida, alimentos, legislacdo, carcinogénico e
toxicidade. A pesquisa também foi realizada na lingua inglesa, utilizando as seguintes
palavras-chave: acrylamide, food, legislation, carcinogenic e toxicity. Foram utilizados
artigos nacionais e internacionais, publicados desde os primeiros testes efetuados na

década de 50.

O critério de incluséo da bibliografia selecionada foi a abordagem tedrica sobre
as caracteristicas quimicas que envolvem a formacdo da ACM e a abordagem
experimental sobre a exposicdo alimentar de animais de laboratorios. Foram
considerados também, documentos sobre regulamentacdo e fiscalizacdo da
concentracdo da substancia presente nos principais alimentos consumidos, a fim de
esclarecer e discutir as disparidades entre paises quanto a atencao dada a tematica.
Estudos que versam sobre a presenca de ACM em outras fontes, tais como agua e
cigarro, foram excluidos.

A coleta dos dados foi composta pelas seguintes premissas: leitura exploratéria
das obras escolhidas, objetivando, através de uma leitura rapida, a relevancia do
material para a composic¢ao do trabalho. Leitura seletiva, examinando cautelosamente
os conteudos de maior importancia. Por fim, as informacdes extraidas foram
organizadas conforme as subdivisdes do trabalho (introducéo, objetivos e discusséo),
registrando seus respectivos autores e anos.

Para a analise dos resultados, a fim de se obter as respostas para as questdes
da pesquisa, uma leitura analitica foi realizada de forma a sintetizar as informacdes
das bibliografias. Posteriormente, as interpretacdes dos resultados foram ponderadas
e discutidas segundo o referencial tedrico tocante a tematica do estudo. A citacao dos
autores utilizados no trabalho foi respeitada conforme a disposi¢céo da norma brasileira

regulamentadora 6023.

ANALISE E DISCUSSAO DOS DADOS

Riscos mutagénico, carcinogénico, genotoxico e neurotdxico relacionados a

ingestéo de acrilamida

Em 1978, o cientista Yukimasa Shiraishi demonstrou que a ACM era capaz de

produzir aberragfes cromossdmicas em células da medula 6ssea e germinativa de
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ratos expostos a substancia via intraperitoneal. Em 1985, o Instituto de Higiene e
Epidemiologia da Bélgica publicou resultados que comprovaram aberracdes
cromossdmicas em linfécitos humanos in vitro na concentracdo de 50 pg/mL
(SHIRAISHI, 1978).

Em 1988, Brantner et al. evidenciaram a alta incidéncia de tumores malignos ou
benignos (tumores nas mamas, na cavidade oral, na tiredide e no utero) em
camundongos fémeas tratadas com 2.0 mg/kg/dia de ACM via intraperitoneal. Dos 60
animais que receberam a dose, 46 apresentaram algum tipo de tumor supracitado.

Bergmark (1997) comprovou a ocorréncia de cancer em ratos de laboratorio
expostos a ACM. Diversos testes foram feitos posteriormente, ndo sé para descobrir
seu potencial toxico, mas principalmente para entender como o organismo metaboliza
a substancia.

Devido ao seu baixo peso molecular e a facilidade em ser absorvida, a ACM é
rapidamente distribuida no organismo. O figado, por exemplo, € um dos 6rgdos
envolvidos nesse processo. Nele, a ACM ingerida é epoxidada e transformada em
glicidamida (SERODIO, 2015).

Os epodxidos, como a glicidamida, sdo compostos ja conhecidos na literatura por
serem muito reativos, de facil interagdo com o DNA e por possuirem capacidade de
gerar mutacao e carcinogenicidade (GHANAYEM, 2005). Um estudo da Autoridade
Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) revelou que essa glicidamida gerada é
capaz de induzir a formacgéo de células neoplasicas e, posteriormente, a ocorréncia
de tumores malignos (EFSA, 2015).

A ACM também pode estar associada a neurotoxicidade, além de causar danos
ao sistema reprodutor e de genotoxicidade. Devido a esses indicios, McCollister et al.
(1964) efetuaram testes de toxicidade crbnica em gatos e primatas ndo-humanos,
para saber o0s riscos da exposicéo a longo prazo. Os testes em primatas ndo-humanos
(espécie nao especificada) foram feitos com fémeas que recebiam a substancia por
gavagem, durante 5 dias por semana no periodo de um ano. Como resultado, para a
maior dose testada (10 mg/kg), foram observados sinais severos de neuropatia.
Apesar de atualmente serem menos comumente usados em pesquisa cientifica, 0s
gatos sédo otimos modelos para estudos de complexidade neuronal, devido ao seu
sistema sensorial extremamente desenvolvido. McCollister et al. (1964) utilizaram 2
gatos por grupo, nas doses de: 0 mg/kg (controle), 0,03, 0,1, 1, 3 e 10 mg/kg ao dia,

também administrado 5 dias por semana durante 1 ano. Os gatos que receberam a
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dose de 10 mg/kg, progressivamente apresentaram fraqueza nas patas traseiras, até

sua completa imobilidade, em apenas 52 dias de tratamento. Posteriormente, Johnson

et al. (1986) e Friedman et al. (1995) fizeram pesquisas de toxicidade crénica em

roedores. Os experimentos tiveram a duracdo de 2 anos e também apresentaram

dados relevantes sobre a degeneracao no nervo ciatico e tibial, como apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1: Compilacdo de testes de toxicidade cronica em roedores e seus respectivos

desfechos
Autor(es)/Ano Género Dosagem Resultado Incidéncia
(mg/kg/dia)
Johnson et al. Macho 0,5 Degeneragéo leve e 32/60 (53%)
(1986) 2,0 moderada do nervo tibial 33/60 (53%)
Johnson et al. Fémea 0,5 Degeneracéo leve e 7160 (12%)
(1986) 2,0 moderada do nervo tibial 16/60 (26%)
Friedman et al. Macho 0,5 Degeneragéo do nervo 13/38 (34%)
(1995) 2,0 ciatico 26/49 (53%)
Friedman et al. Fémea 1,0 Degeneracéo do nervo 2/20 (10%)
(1995) 3,0 ciatico 38/86 (44%)
Programa
Nacional de Macho 1,32 Degeneracéo axonal do 11/48 (23%)
Toxicologia - NTP 2,71 nervo ciatico 23/48 (48%)
(2012)
Programa
Nacional de Fémea 1,84 Degeneracgéo axonal do 4/48 (8%)
Toxicologia - NTP 4,02 nervo ciatico 19/48 (40%)
(2012)

Fonte: adaptado de: Johnson et al., 1986; Friedman et al., 1995; Programa Nacional de
Toxicologia, 2012

Além destes testes, cientistas como Hashimoto (1981; 1986) estudaram a
toxicidade reprodutiva em roedores. Varias publicacdes foram feitas, tanto dos danos
ocasionados nos 6rgaos de fémeas e machos, como da diminui¢cdo de fecundidade,
peso corporeo e quantidade de filhotes, degeneracdo do epitélio testicular, taxa de
implantagdo e desempenho copulatério. Ademais, 0S animais apresentaram

alteracdes comportamentais e neurolégicas, conforme Tabela 2.
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Tabela 2: Compilacao de testes de toxicidade reprodutiva e comportamental em roedores
Autor(es)/ Objetivo/ Espécie Menor dose Resultado observado
Ano Metodologia toxica
‘Neuropatia periférica
Nalco Dominancia letal aumentada,;
: do gene 1 Fisher 2,0 .Diminuicdlo ~ do  peso
Chemical ~ /Ka/di .
Co.. 1985 (mutacéo) — 344 rat mg/Rg/dia  icorporal;
" Gavagem -Diminuicdo do numero de
fetos.
. -Degeneragéo do epitélio
Hashimoto Efe[tos no ddy 35.5ma/k testicular;
testiculo — »oMg/Kg :
et al., 1981 G mouse -Fragueza e ataxia dos
avagem .
membros posteriores.
Sakamoto Toxicida -OITaxa dde fertllldade
and oxicidade ddy |06mMougg minuida;
Hashimoto, I‘?pI’IO utiva- mouse mg/kg/dia -Diminuigao do numero ae
Drinking water fetos.
1986
Edwards Desenvolvimento Porton -Ataxia,;
’ de toxicidade — 200ppm  |.Marcha anormal.
1976 : rat
via oral
-Diminuicdo do ganho de
peso corporal;
American Desenvolvimento | Sprague- -Leve alopécia;
Cyanamid, de toxicidade — Dawley S0ppm -Degeneracéo da fibra
1980 via oral rat nervosa em nervos ciaticos e
Opticos.
-Diminuicdo do peso
corporal;
. Reprodugéo e Long- -Diminuicdo da ingestao de
i?mfgg%t fertilidade — Evans S0ppm liquidos;
" Drinkingwater rat -Aumento do membro
posterior.
‘Neuropatia periférica;
Nalco Reproducgéo de Fischer -Diminuicéo do peso
Chemical | geragdo Unica— | o ) 2,0 mg/Kg  corporal;
Co., 1985 Drinkingwater -Diminuicdo do ganho de
peso corporal.

Fonte: adaptado de: Edwards, 1976; Nalco Chemical Co., 1985; Sakamoto and Hashimoto,
1986; Zenick et al., 1986; American Cyanamid, 1980

Todas as pesquisas realizadas forneceram dados que permitiram a inser¢ao, em

1994, da acrilamida na classificacdo 2A, da Agéncia Internacional de Pesquisa em

Cancer (IARC). Neste grupo, estdo as substancias que ja possuem evidéncias

suficientes de que o agente é carcinogénico para animais e evidéncias limitadas ou

insuficientes de que ele é carcinogénico para humanos (IARC, 1994). A classificacao

de carnes processadas como carcindgeno pela IARC (2018), tendo suas evidéncias

suficientemente embasadas em estudos de corte, demonstra que este modelo
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experimental & confiavel para a analise de alimentos e surge como uma alternativa

aos testes com camundongos.

Principios bioquimicos da formacéo de acrilamida

Com a evidenciacdo da existéncia de ACM em alguns alimentos processados,
comegaram a ser realizados diversos estudos a fim de desvendar o mecanismo pelo
qual ela é produzida. Dessa forma, pesquisas apontaram a sua ocorréncia em
alimentos preparados em temperaturas acima de 120°C e o aumento gradativo da sua
concentracéo, de acordo com a elevacao da temperatura, o tempo de exposicéo e o
modo de aquecimento. Tem-se demonstrado, em uma ampla gama de alimentos ricos
em carboidratos, que o principal mecanismo de formacao desta substancia é a reacao
de Maillard, a partir de asparagina livre e acucares redutores. Tal reacdo é
responsavel pelo escurecimento dos alimentos, alteracdo do sabor e dos valores
nutritivos, além da sintese de moléculas téxicas, como as aminas aromaticas
heterociclicas (SOARES, 2006).

A origem da reacdo de Maillard ocorre pela juncdo do grupo amino do
aminoacido asparagina e o grupo carbonila do acucar redutor, derivando em uma
glicosilamina. Por conseguinte, ha a formacdo de uma base de Schiff, dentre outras
reacoes intermediarias. Apos a desidratacdo em alta temperatura, a base de Schiff &
descarboxilada e sua decomposicéo pode levar a formacao direta da acrilamida, ou
indireta pela hidrélise de aminopropionamida, como mostra a Figura 1 (PEDRESCHI,
MARIOTTI & GRANBY, 2014).
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Figura 1: Representacdo esquemaética da reacdo de Maillard
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Fonte: adaptado de: Zyzak et al., 2003

Vale destacar que a producdo da ACM a partir da asparagina pela reacdo de
Maillard é um processo complexo, que pode abranger uma cascata de reacdes
quimicas intermediarias diferentes, como por exemplo, a degradacdo de Strecker e a
descarboxilagdo do composto de Amadori (KERAMAT, 2010). Diversos parametros
estdo envolvidos na formacgédo de ACM nos alimentos. Dentre eles € possivel ressaltar
a necessidade dos precursores presentes nas matérias-primas, como 0s acgucares
redutores glicose e frutose e os aminoacidos. A concentracdo destes precursores, no
entanto, varia de acordo com as caracteristicas genéticas e as condi¢cdes ambientais.
Sendo assim, a época da colheita, a temperatura de armazenamento, a espécie e o0
cultivar do alimento e o sistema agricola podem influenciar na disponibilidade final dos
precursores, afetando na formacédo da ACM (PEDRESCHI, MARIOTTI & GRANBY,
2014). A concentragéo final de ACM também esta intimamente relacionada a fatores
exogenos, como a temperatura. Como dito anteriormente, sua formacéao € elevada
conforme o tempo de aquecimento e o aumento da temperatura a partir de 120°C.No
entanto, apos 170°C ha um decréscimo da sua producdo, como ilustrado pelo Grafico
1(MOTTRAM et al., 2002). O rendimento da ACM também pode ser observado com o
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aumento do pH e a diminuicdo da atividade de agua (PEDRESCHI, MARIOTTI &
GRANBY, 2014).

Grafico 1: Relacéo entre a formacéo de acrilamida e o aumento da temperatura
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Fonte: adaptado de: Mottram et al., 2002

Niveis de acrilamida presentes nos alimentos mais consumidos pela populacdo

brasileira

A classificacdo da IARC, somada a contaminacdo na Suécia, foram fatores
relevantes para que paises comegcassem a Se preocupar com a exposicdo de
humanos a ACM. Em 2002, pesquisadores suecos comunicaram a descoberta de
altos niveis da substancia em alimentos submetidos a cocc¢do, o que motivou uma
série de operacgles, ja a nivel mundial, para identificar o limite seguro e formas de
reduzir a ingestdo de ACM (ARISSETO, 2008). Nesse mesmo ano, a Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA), que € um comité internacional de especialistas
em aditivos alimentares, administrado juntamente pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e Organizacao das Nag¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), divulgou a gquantidade de ACM presente em alguns alimentos mais
consumidos (FAO/WHO, 2002).

Desde 2002, devido a alta toxicidade da substancia, a Unido Europeia (UE)
através dos seus paises membros e juntamente com a representante das industrias
alimenticias e de bebidas europeia, a Food Drink Europe (FDE), tem reunido esfor¢os
para investigar os meios de producéo e mitigagcao da ACM. A partir de entédo, a FDE
tem incentivado seus produtores de alimentos a reduzirem os teores dessa
substancia, por meio do fornecimento de uma “caixa de ferramentas” (do inglés,

toolbox), resultado de mais de 10 anos de colaboracéo entre a industria alimenticia e
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autoridades da UE, contendo diferentes parametros com a finalidade de elucidar as
vias de formacdo e as possiveis estratégias para reducdo da ACM. Desse modo, a
altima revisdo da toolbox foi reestruturada em torno das trés principais categorias de
produtos com maior risco de producdo de ACM, como batatas, cereais e café. Estas,
por sua vez, se subdividem em parametros e ferramentas distintas, permitindo assim
que o fabricante compreenda melhor, identificando os paradmetros que podem ser
aplicados de acordo com as necessidades especificas e critérios do seu
produto/processo (COMISSAO EUROPEIA, 2014).

Além disso, desde 2007, a UE estabelece recomendacbes, por meio de
documentos oficiais, para monitorar os teores de ACM nos principais alimentos que
fazem parte da dieta alimentar. Dessa forma, exige-se dos seus Estados-membros a
realizacdo de apuracfes, sempre que os teores de ACM em determinado género
alimenticio, em comparacdo com outros produtos da mesma categoria, excedam 0s
niveis recomendados (COMISSAO EUROPEIA, 2013).

Desde 2011, a Califérnia é o Unico local que possui legislacao especifica para o
limite maximo toleravel de acrilamida em alimentos. A lei, denominada PROPOR 65,
preconiza que alimentos com mais de 275 ppb (partes por bilhdo) de acrilamida devem
conter em seu rétulo esta informacdo. Na Unido Europeia, sugere-se evitar 0 consumo
excessivo da substancia, pois se a mesma esta inserida no grupo A2 da IARC, é
recomendavel cautela ao se expor (ARISSETO, 2008).

Em 2013, a associa¢ao de consumidores PROTESTE elaborou uma pesquisa
tentando quantificar os teores de ACM no Brasil. Os resultados foram entregues a
ANVISA, solicitando a elaboracdo de um codigo de boas praticas para que as
empresas reduzissem os niveis de ACM nos alimentos. Até o momento, no Brasil
ainda ndo ha legislacdo que regulamente a reducdo dos niveis da substancia em
alimentos pelas empresas. A ANVISA justifica que ndo ha legislacdo especifica,
porque os testes realizados em amostras de alimentos foram insuficientes, pois 0s
valores apresentados sdo muito variaveis para que se possa estabelecer um limite
seguro e, 0 mecanismo de formacdo de ACM ainda € pouco compreendido para se
propor uma forma de reducéo (ANVISA, 2019). A Portaria do Ministério da Saude n°.
2914, de 12 de dezembro de 2011, ja estabelece um limite de 0,5 pg/L para a presenca
do quimico na agua potavel, conforme recomendado pela OMS. Logo, a0 mesmo
tempo em gque a ANVISA reconhece a relevancia do controle de ACM na agua, as

pesquisas de Orgaos internacionais que demonstram 0s niveis da substancia
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ao regulamentado para a agua sao

Devido a falta de legislacdo e dados disponiveis no pais, o trabalho comparou

os teores de ACM em alimentos divulgados em 2002 pelo JECFA e pela WHO (Tabela
3) (FAO/WHO, 2002), com o Inquérito Nacional de alimentacdo 2008/2009 (Tabela 4).
Este uUltimo documento é publicado ha cada 10 anos pelo Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE), como forma de conhecer a rotina alimentar da

populacao brasileira (IBGE, 2011).

Tabela 3: Grupos de alimentos com teores de ACM avaliados pelo FAO/OMS e JECFA

FAO/OMS JECFA
Grupo de . Média . Média
Alimento (ng/kg) (ng/kg)
Batata chips 38 1312 874 752
Batata frita 39 537 1097 334
Biscoitos e 58 423 1270 350
torradas
Pao 41 50 1294 446
Cereais 29 208 96 96
matinals
Café 3 200 205 288

Fonte: adaptado de: FAO/WHO, 2002

Tabela 4: Analise do Consumo Alimentar Pessoal no Brasil

Alimento (consumo diério) Nacional (%)
Batata 17,98
Batata frita 0,21
Salgadinho 0,46
Mandioca 6,21
Farinha de mandioca 21,26
Pao de queijo 0,43
Floco de milho 1,03
Fuba 8,73
Biscoito salgado 5,17
Torrada 0,29
Farinha de rosca 0,16
P&o francés 33,79
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P&o integral 0,20
Pao (outros) 0,52
Café moido 6,77
Café soluvel 0,35

Fonte: adaptado de IBGE, 2008-2009

Na tabela do IBGE, pode-se observar que o pdo é o alimento mais presente em
todas as regides do Brasil, principalmente o pao francés. O café, bebida tradicional no
Brasil (ENCARNACAO, 2003), também aparece com altos niveis da substancia. Sabe-
se que, tanto o café como o péo francés fazem parte da rotina matinal ou do lanche
da tarde dos brasileiros. Essa combinacdo expde a populagdo duas vezes mais a
ACM.

A batata aparece como a principal fonte de contaminacdo. O consumo deste
tubérculo é mais comum na regido Sul e Sudeste do Brasil, mas ainda assim nas
outras regides seus niveis de consumo sao altos. A batata frita, por exemplo, € comum
ser consumida em lanches, refeicdes principais ou aperitivos, podendo estar presente

em diversos pratos.

Medidas mitigadoras que podem ser utilizadas para reduzir a formacao de

acrilamida em alimentos

7

De modo geral, a ACM é formada em alimentos ricos em carboidratos
submetidos a temperaturas superiores a 120°C, com baixa umidade (FAO/WHO,
2002). Devido a sua carcinogenicidade, genotoxicidade e neurotoxicidade, diversas
estratégias mitigadoras para reducdo da producdo desse composto tém sido
elaboradas, de modo que nao interfiram nas caracteristicas organolépticas dos
alimentos, como textura, cor e sabor, mantendo assim sua qualidade. Estudos
comprovam, que fatores endégenos e exdgenos estdo envolvidos na formacéo da
ACM. Por esse motivo, as metodologias desenvolvidas levam em consideragéo
principios bioldgicos, fisicos e quimicos para a reducédo deste composto toxico (XU et
al., 2014).

A principal via de formacao da ACM ocorre através da reacao de Maillard, entre
acucares redutores (particularmente glicose e frutose) e o aminoacido livre

asparagina. Sendo assim, a asparagina € convertida em ACM, por reacdes de

descarboxilacdo e desaminacao térmica, na qual precisa de um composto carboxila,
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presente nos agucares redutores (XU et al., 2014). Portanto, para diminuir a producao

de ACM nos alimentos é necesséria a reducéo dos seus principais precursores.
Adicao de acidos

Algumas andlises feitas a respeito da reacdo de Maillard revelaram, que o
potencial hidrogenidnico (pH) é um dos principais determinantes das taxas e
ampliacdo da formacéo dos produtos dessa reacdo, da mesma maneira que o tempo
de reacdo, atividade de agua e temperatura. Nesse sentido, Rydberg et al. (2003),
através de estudos relacionados ao efeito do pH na producdo total de ACM,
constataram que o pH em torno de 8 (alcalino) apresentava um apice na producao
dessa substancia. Isso ocorre devido ao grupo R-amino do aminoacido asparagina
ficar mais propenso, neste pH, a reagir com eletrofilos, como grupos aldeidos de
carboidratos, originando a base de Schiff, reacdo que dard inicio a formacéo da ACM.

Rydberg et al. (2003) conduziu dois experimentos para investigar os efeitos da
variacdo do pH na producdo da ACM. Para isso, foram selecionadas batatas da
espécie Solanum tuberosum de duas safras diferentes, que foram trituradas e
homogeneizadas com cada acido escolhido. No primeiro experimento, utilizou-se o
acido cloridrico (HCI). As amostras foram divididas em controle (sem adi¢céo de &acido),
e dois lotes diferentes com acido cloridrico. Apos a adi¢cdo do acido, o pH de cada
amostra foi mensurado, sendo o controle com pH 5.72, o lote 1 com pH 4.76 e o lote
2 com pH 2.96. Logo apds ao aquecimento a 180°C durante 25 min, tais amostras
tiveram uma reducao no nivel de ACM de 31% e 47% respectivamente. Sendo assim,
sugere-se que a producdo da ACM aumenta com a temperatura, embora sofra uma
reducdo em meios acidificados (RYDBERG et al., 2003).
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Gréfico 2: Efeito do pH sobre o teor de acrilamida (expresso em microgramas por

quilograma) em batatas homogeneizadas aquecidas num forno a diferentes temperaturas

O pH da amostra original foi de 5,72 e a acidificacéo foi obtida pela adicdo de HCI. O aquecimento foi
realizado durante 25 min.

700

pH5.72

600 |
2
2 5001
3
_é 400 H 4.78
e |

300
5 pH 2.96
£ 200-

100

0 o
120 140 160 180

Temperatura de Aquecimento (°C)

Fonte: adaptado de Rydberg et al., 2003

O mesmo teste foi realizado utilizando &cido citrico em trés amostras de batatas
de lotes diferentes, onde foi estabelecido uma amostra controle sem a adi¢cao do 4cido.
A metodologia foi a mesma do teste anterior. Os resultados obtidos sdo semelhantes
aos verificados com a aplicacdo do HCI, enfatizando assim, uma degradacao
acelerada, acompanhada de um decréscimo na producdo de ACM (RYDBERG et al.,
2003).

Tabela 5: Efeitos da adicdo de acido citrico sobre o teor? de acrilamida em amostras de
batatas® (Cv. Rosor) aquecidas em forno a 180 ° C por 25 min

Quantidade adicionada pH Teorde
Adicidona amostra (mmolkg) mensurado Acrilamida (ng/kg)
Nenhuma (controle) - 5.75 275
Acido citrico 6.5(0.125) 561 225
26(0.500) 5.24 180
104 (2.00) 4.54 149

=Corrigido para perda de peso. ? Batata homogeneizada {amostras individuais). “Porcentagem do peso Gimido &
dado em parénteses

Fonte: adaptado de: Rydberg et al., 2003
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Contudo, cabe ressaltar que o0s ensaios executados utilizando &cidos
mostraram-se realmente eficazes para a reducédo da taxa de ACM, entretanto nao
esclareceram alteracdes em relacdo as caracteristicas organolépticas das batatas
testadas.

Amrein et al. (2007) também testou esta metodologia para fins da reducéo do
pH, adicionando &cidos tartarico ou citrico em associagdo com bicarbonato de sddio
(NaHCOs3) nas massas de certos produtos de padarias, como biscoitos doces de
gengibre e biscoitos semiacabados. O experimento com biscoitos de gengibre foi
realizado em baixa escala, adicionando &cido citrico a massa. Foi constatado que a
concentragdo dos niveis de ACM reduziu consideravelmente em relagdo ao aumento
da adicdo de acido citrico. Todavia, alteracdes foram perceptiveis quanto ao sabor
acido e um escurecimento insatisfatério do biscoito de gengibre.

J& o experimento com biscoitos semiacabados foi feito em escala industrial num
lote total de 400 kg, adicionando outro acido organico conhecido como &cido tartarico.
Por conseguinte, resultados semelhantes foram constatados havendo uma reducéo
de 30 — 40% nos niveis de ACM, além de mudancas nas caracteristicas sensoriais,
guanto ao sabor e a textura do biscoito (AMREIN et al., 2007; GRAF et al., 2006).

Em vista disso, a aplicabilidade de acidos organicos nos experimentos citados,
com o propoésito de reduzir a formacdo da ACM, é bastante eficaz. No entanto, o
acréscimo moderado de acido citrico superior a 250 g/100 kg provocou modificacbes

nitidas nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, mesmo resultando na reducéo da
ACM (AMREIN et al., 2007).

Selecdo de matérias-primas

Os principais precursores da ACM, a asparagina e acucares redutores, estdo
presentes em muitos ingredientes utilizados para o preparo de certos alimentos, como
biscoitos e paes. Assim sendo, alguns métodos de reducdo sdo baseados na selecao
e substituicdo de matérias-primas que contenham concentragdes mais baixas desses
precursores, de tal forma que as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos
néo sejam afetadas (SERODIO, 2015).

Vérios produtos de confeitaria sdo consumidos por milhares de pessoas ao redor
do mundo, como paes, biscoitos e bolachas. Estes possuem como base de suas
receitas a farinha, sendo a principal fonte de asparagina livre. Contudo, o nivel desse

aminodcido livre pode variar de acordo com o tipo de farinha. Em Amrein et al. (2007),
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foi investigada a concentracdo dos principais aminoacidos livres em 75 amostras de
farinhas de diferentes variedades, empregados em produtos de confeitaria na Suica.
Foi concluido que 20% do total de aminoacidos livres eram compostos por
asparagina. Além disso, foi possivel determinar que as amostras de farinhas de trigo
continham as menores concentracdes de asparagina livre (40-60 mg/kg) em
comparacao com as farinhas integrais de graham (250-350 mg/kg) e de espelta (150-
400 mg/kg). As maiores concentracdes de asparagina foram constatadas em farinha
integral de centeio (600-800 mg/kg) (AMREIN et al., 2007).

E evidente que as farinhas integrais dispdem de qualidades nutricionais, como
importante fonte de fibras e proteinas, porém contém em sua composi¢do altas
concentracfes de asparagina em comparacdo com a farinha de trigo. Além disso,
Serddio (2015), em um estudo com bolachas, concluiu que a base de farinha de trigo
continha menores concentracfes de ACM também em relacéo as que eram feitas com
farinha de aveia.

Em relacdo aos ingredientes de cozimento levedantes, muito utilizados na
fabricacdo de produtos de confeitaria, sdo importantes agentes no processo de
producdo da ACM. O bicarbonato de amoénio (NH4HCO3) tem efeito promotor maior
na formacdo da ACM, em comparacdo com o bicarbonato de sédio (NaHCO3)
(AMREIN et al., 2006). Isso se deve ao fato de NH4HCOs produzir mais dicarbonilas
por meio da fragmentacédo de glicose e frutose. Esses fragmentos de acucar, incluindo
o glioxal formado a partir da glicose, gliceraldeido e outros, em reagcdo com o
aminoécido livre asparagina, produzem ainda mais ACM. Em biscoitos de gengibre, a
substituicdo de NH4HCO3 por NaHCOs diminuiu em mais de 60% os niveis de ACM
(AMREIN et al., 2004). Além disso, foi verificado que a combinacdo do NaHCO3s com
acido tartarico no preparo de biscoitos de gengibre causou um decréscimo de mais de
90% na producéo da ACM (AMREIN et al., 2007).

Do mesmo modo que a asparagina, 0s acgucares redutores, como glicose e
frutose, também desempenham um papel relevante na formagdo da ACM. Esses
acucares estdo presentes em diversos ingredientes, tais como mel, xarope de agucar
e corante de caramelo, que integram receitas de produtos doces de padaria (AMREIN
et al., 2004). Amrein et al. (2007) testaram a substituicdo desses ingredientes por uma
solugéo de sacarose em biscoitos doces de gengibre, bolachas de trigo e biscoitos
semi-acabados, uma vez em que a asparagina depende do tipo de aclcar redutor

presente no alimento. Dessa maneira, foi verificado que houve uma diminuicdo de
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mais de 90% na producao de ACM em biscoitos doces de gengibre com sacarose(A).
No entanto, o processo de escurecimento desses biscoitos era inexistente, tornando
sua qualidade padrdo inaceitavel. Em contrapartida, nos biscoitos semi-acabados, o
nivel de ACM foi reduzido em 70% e o escurecimento foi menor do que o do produto
padrdo, embora a qualidade tenha sido mantida (B). Similarmente, o efeito redutor nas
bolachas de trigo foi constatado, apesar de o escurecimento ndo ter atingido a
qualidade minima exigida (C).

Grafico 3: Efeito da substituicao de aglcares redutores por solu¢des de sacarose em
diferentes produtos de panificacéo

(A) Dados do pao de gengibre; (B) dados de um biscoito semiacabado; (C) dados do biscoito de trigo.
(a) (B) (c)
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Fonte: adaptado de Amrein et al., 2007

Asparaginase

A asparagina € um dos principais precursores envolvidos no mecanismo de
formacdo da ACM, sendo assim, o seu controle é de extrema importancia para a
inibicdo desse composto (PEDRESCHI, MARIOTTI & GRANBY, 2014). Este
aminoacido esta presente na composicdo de muitos alimentos do dia-a-dia, incluindo
vegetais, frutas, cereais, aves, peixes, ovos, carne bovina. Seus niveis podem variar
de acordo com as condigdes de processamento, armazenamento e exposi¢ao ao calor
(NERI, 2004). Dentre as estratégias empregadas, a que demonstra maior eficiéncia
para a mitigagdo da ACM é a utilizacdo da enzima L-asparaginase. Também
conhecida como L-asparagina amido hidrolase, essa enzima € encontrada em
diversos seres vivos, tais como fungos, leveduras, bactérias, plantas e vertebrados,
possuindo grande aplicabilidade na terapéutica quimioterapica de alguns tipos de
cancer e na industria alimenticia (HOSAMANI & KALIWAL, 2011).

As enzimas manipuladas no setor industrial sdo provenientes de estirpes
recombinantes de fungos Aspergillus oryzaee Aspergillus niger. As asparaginases de

A. oryzae sdo mais empregadas na industria alimenticia, em virtude de seu elevado
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desempenho (DIAS, 2016). Além disso, outro fator para a utilizacdo desta enzima é
por ela reduzir o nivel de asparagina nos alimentos, limitando assim a formacéo de
ACM, sem modificar as caracteristicas nutricionais e sensoriais dos alimentos,
especialmente o sabor e odor, assegurando sua qualidade (PEDRESCHI et al., 2011,
HENDRIKSEN et al., 2009). O principio da técnica consiste em utilizar a L-

asparaginase para catalisar o aminodcido asparagina, convertendo-o em &cido

aspartico e amonia pelo processo de hidrdlise.

Figura 2: Esquema da reacao de hidrolise do aminoacido asparagina em acido aspartico e
amonia, catalizada pela enzima L-asparaginase

F 0
H2N L-asparaginase O
| ;~ TOH + H, O o) OH + NH;
0 HN H OH NH,
L-asparagina Acido Ambnia
aspartico

Fonte: adaptado de Céandido, 2015

Em relagdo a aplicagdo dessa enzima em certos alimentos, h4 uma variacéo
guanto a sua etapa de processamento. Nos produtos de panificacdo, como pao
torrado, biscoitos de gengibre e biscoitos meio amargos, a adicdo da enzima
asparaginase € realizada diretamente na massa, permanecendo por um determinado
periodo de incubacao a temperatura ambiente. J& em batatas fritas e batatas chips,
por se tratarem de alimentos sélidos, a aplicacdo € feita por meio do método de
branqueamento, antecedendo o processo de fritura (CANDIDO, 2015; HENDRIKSEN
et al., 2009; PEDRESCHI et al., 2011).

Entretanto, por se tratar de uma enzima, diversos fatores podem influenciar sua
funcéo catalisadora, tais como dose, temperatura, pH e atividade de 4gua do meio de
acado. Hendriksen et al. (2009), em um de seus estudos, analisaram todas essas
variaveis quanto ao potencial da L-asparaginase de A. oryzae para a reducéo da ACM.
Tais condigbes foram testadas em uma variedade de produtos, incluindo batata-frita,
pao torrado, biscoitos de gergelim, batatas chips e biscoitos meio amargos.

Hendriksen et al. (2009) verificaram a atividade 6tima da enzima L-asparaginase
de A. oryzae em relagdo ao pH e a temperatura. Dessa maneira, foi possivel constatar

a atividade 6tima da enzima em pH = 7 e temperatura de 37°C (Grafico 4). Quando
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submetida a um aumento da temperatura, ela mostrou ser mais ativa a 60°C numa

faixa de pH neutro (Grafico 5).

Graficos 4 e 5: (A) pH do perfil de atividade a 37°C. As atividades sao representadas em
relacdo ao pH étimo. (B) Perfil de atividade de temperatura em pH 7. As atividades séo
representadas em relacao a temperatura étima
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Fonte: adaptado de Hendriksen et al., 2009

Neste estudo, amostras de massas de biscoitos meio amargos foram testadas
para verificacdo dos niveis de ACM em funcdo da dose de enzima utilizada em um
intervalo de repouso da massa (15 e 30 minutos). Nos controles foram detectados 370
Mg e 470 pg de acordo com o tempo de repouso. As amostras tratadas com
concentracdes de asparaginase de 525 e 1050 ASNU/ kg de farinha, com intervalo de
15 minutos, tiveram uma reducéo nos niveis de ACM de 65% e 84%, respectivamente,
comparadas com as amostras controle. Portanto, é notorio que a reducdo de ACM
nos biscoitos é resultado do aumento da quantidade de enzima, como pode ser
observado no Gréfico 6 (HENDRIKSEN et al., 2009). De acordo com a FAO (2007),
ASNU é a unidade de medida para a dosagem de enzima, definida como a quantidade
de asparaginase que produz 1 micromolar de aménia por minuto, sob as condi¢des

de ensaio de pH igual a 7 e temperatura de 37°C a 50°C.
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Gréfico 6: Niveis de acrilamida em biscoitos meio amargo em funcéo do tempo de repouso

da massa (40°C) e dose de asparaginase (0s valores mostrados representam
determinac@es Unicas)
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Fonte: adaptado de Hendriksen et al., 2009

Além disso, com o objetivo de verificar a influéncia da atividade de agua do meio
em relacdo ao potencial de agcédo da enzima, amostras de biscoitos de gengibre, que
séo preparados com baixa quantidade de 4gua, foram testadas quanto ao tratamento
com asparaginase e variacdes no teor de agua da massa. Os valores de ACM
variaram de 530 a 640 pug/Kg nas amostras padrdes. J4 0s biscoitos tratados com a
enzima e numa concentracdo de 15% e 19% de agua revelaram uma reducéo de 34%
e 90%, respectivamente, nos niveis de ACM, como apresenta o Grafico 6. Isto
demonstra, que a baixa atividade de &gua da massa limita a difusdo da enzima,
causando uma hidrélise incompleta do substrato (asparagina) e, consequentemente,
uma reducéo parcial na producdo de ACM (HENDRIKSEN et al, 2009; AMREIN et al,
2007).
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Gréfico 6: Niveis de ACM em biscoitos de gengibre feitos a partir de massas com varias
concentracdes de agua, com e sem enzima. Dose fixa de asparaginase = 1000 ASNU / kg
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Fonte: adaptado de Hendriksen et al., 2009

Batatas fritas e batatas chips sdo alimentos bastante consumidos pela populacao
brasileira e mundial, constituindo uma grande fonte de exposicdo a ACM. Nesses
tubérculos, as taxas de acucares redutores podem variar conforme a espécie, a idade,
fatores agronémicos, tempo e as condicbes de armazenamento. Muitos estudos
relacionam os niveis de ACM com as concentracdes de acucares redutores
encontrados nesses tipos de alimentos (CANDIDO, 2015; AMREIN et al, 2007; XU et
al, 2014).

Devido ao fato de serem alimentos sélidos, nos quais o contato da enzima com
o substrato é mais restrito, acabam exigindo um processo adicional de branqueamento
térmico, associado ao tratamento com asparaginase, para a obtencdo de resultados
mais significativos quanto a reducdo da ACM. Contudo, a temperatura € um agente
gue deve ser levado em consideracdo quanto a atividade enzimética. Temperaturas
altas e fora da zona Otima da enzima podem romper ligacdes fracas, como as
dissulfeto e de hidrogénio, acarretando mudancas na conformacao do sitio ativo, o
que caracteriza a desnaturacéo enzimatica (CANDIDO, 2015; HENDRIKSEN et al.,
2009; PEDRESCHI et al., 2011).

Algumas estratégias foram desenvolvidas com o proposito de reduzir o0s
precursores da ACM em batatas fritas, dentre elas o branqueamento. Esta técnica
consiste em submeter o alimento, geralmente vegetais e frutas, a um tratamento
térmico em agua fervente, seguido de uma imersdo em agua fria, durante um curto
periodo de tempo. Além disso, apresenta muitas vantagens a respeito da conservacao

dos alimentos, através da reducdo da carga microbiana e inativacdo de enzimas do
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alimento, preservando assim suas caracteristicas sensoriais e aumentando sua
durabilidade (LEONARDI & AZEVEDO, 2018).

Sendo assim, Hendriksen et al. (2009) realizaram testes com batatas fritas de
diferentes idades e condi¢cdes de armazenamento e constataram que as amostras em
branco, que passaram pelo processo de branqueamento, e em seguida
permaneceram em imersdo por 20 minutos em agua, tiveram niveis de ACM que
variaram entre 290 e 660 pg/Kg, chegando até 60% de reducdo nas taxas desse
composto, comparadas as amostras controle. Isto evidencia que a técnica de
branqueamento é bastante eficaz, pois inativa as enzimas da batata, permitindo a
eliminacdo de parte dos acglcares redutores e asparagina. No entanto, esta técnica
associada ao tratamento com asparaginase resultou em um decréscimo de 80-90%
nos percentuais de ACM, como presente no Gréfico 7. (PEDRESCHI et al., 2011;
HENDRIKSEN et al., 2009).

Para as batatas chips, a execucdo da técnica de brangueamento durante o
processamento industrial € alternativa para este tipo de produto. As amostras de
batatas chips que passaram somente pelo processo de branqueamento apresentaram
niveis de ACM de 1750 pg/kg e posteriormente, quando tratadas com asparaginase,
esse valor caiu para 710 pg/kg. Isso se deve ao fato, de que o branqueamento térmico
€ capaz de reduzir a integridade dos pedacos de batata, debilitando a parede celular
e a membrana e potencializando o contato da enzima com o substrato. Portanto, tal
técnica, seguida por imersdo em solucdo enzimatica, faz-se necesséaria para a
conquista de resultados expressivos em relacdo a diminuicdo do aminoacido
asparagina e consequente reducdo de ACM. (HENDRIKSEN et al.,, 2009;
PEDRESCHI et al., 2011).
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Gréfico 7: Niveis de acrilamida em batatas fritas feitas a partir de diferentes lotes de
batatas

Os lotes variaram em relagdo a idade e condigBes de armazenamento. As batatas fritas eram feitas de
tiras de batata descascadas embebidas em agua (em branco) ou em solugdo enziméatica (enzima) a
40°C por 20 min. Dose de asparaginase= 10500 ASNU / L de agua. As amostras-controle foram tiras
branqueadas que nédo tinham sido emergidas em agua ou solu¢do enzimatica, mas foram secas logo
apos o branqueamento. Os lotes 1a e 1b sdo replicados feitos do mesmo lote, mas processados dentro
de 2 dias. Para lotes 3 e 4 amostras duplicadas foram feitas, e os valores apresentados sdo médias,
enquanto todos os outros valores representam determinacdes simples. O teor de umidade de todos os
produtos finais foi de cerca de 50%.
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Fonte: adaptado de Hendriksen et al., 2009

Em sintese, tais testes confirmam que a enzima asparaginase de A. oryzae,
dentre todas as estratégias citadas, € a mais promissora, pois é capaz de reduzir os
niveis de ACM, sem modificar as caracteristicas organolépticas dos alimentos (Tabela
6). Além disso, possui potencial para ser aplicada na receita de uma variedade de
alimentos a nivel industrial (HENDRIKSEN et al., 2009). A aplicabilidade dessa enzima
vem crescendo no cenario internacional, apesar do alto custo de obtencédo. Empresas
como a Novozymes tém comercializado a Acrylaway, produto liquido capaz de reduzir
niveis consideraveis de ACM dos alimentos. Entretanto, Vass et al. (2004) obtiveram
85% de reducéo no teor de ACM empregando asparaginase de E. coli em biscoitos a
base de farinha de trigo. Desse modo, caracterizando uma vertente mais econémica
para a producao dessas enzimas, atraves de organismos geneticamente modificados
(AMREIN et al., 2007).
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Tabela 6: Comparacao das estratégias que podem ser empregadas para reducao da ACM

. L. Caracteristicas
Estratégias Principio ..
sensoriais
Adicdo de acidos Tornar o meio N
. 1 Lo Com alteracdo no sabor

organicos acidificado. diminuindo L

= . ~ (biscoitos)
assim a producéo de
ACM
Selecdo de matérias- Matérias-primas com Com alteragcédo no
primas baixas concentracdes de escurecimento (solucio
precursores, produzem de sacarose)
niveis mais baixos de ACM
Tratamento com Catalisar o aminoacido
Asparaginase asparagina, transformando-o Sem alteracio
em acido aspartico e amonia
pelo processo dehidrolise.
Branqueamento térmico Reducéo inicial de parte dos
associado ao tratamento precursores Sem alteracio
com Asparaginase
CONCLUSAO

Com os dados obtidos nos estudos ja realizados, tal qual os descritos no
trabalho, é possivel fazer uma correlacéo apropriada entre a metabolizacdo da ACM
em seres humanos e nos animais utilizados, uma vez que ambos compartilham
semelhancas genéticas, bioldgicas e comportamentais. No entanto, mais estudos séo
necessarios para compreender a associacdo entre o consumo da ACM e 0s riscos
ocasionados ap6s sua metabolizacdo. A grande limitacdo de estudos toxicoldgicos
referentes a ACM € que efeitos carcinogénicos normalmente possuem longos
periodos de laténcia, o que dificulta atribuir o dano apenas a ela. Apesar disso, o teste
de toxicidade crénica tem demonstrado resultados significativos. Faz-se necessario
também esclarecer seu processo de formacao durante o cozimento, as possibilidades
de reducao de sua formacédo e o estabelecimento de indices seguros entre a dose e
0 surgimento de efeitos adversos.

Pesquisas epidemiologicas sobre a exposicdo prolongada a substancia, nas
quais o nivel de acrilamida ou metabdlitos sdo medidos no decorrer de um tempo em

um mesmo individuo, permitirdo uma estimativa mais precisa para determinar a
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correlacdo entre a exposicdo alimentar e o desenvolvimento dos maleficios
demonstrados. A selecdo de biomarcadores também é uma ferramenta interessante
para a avaliacdo da exposicdo a substancia quimica, a partir da interpretacdo de
parametros biologicos. Estudos mais abrangentes no Brasil sdo de suma importancia
para averiguar as concentragdes de acrilamida nos alimentos consumidos no pais,
além de também investigar a sua presenca em outros alimentos além dos ja testados.
Tendo em vista os principios da toxicologia, seu aspecto mais importante é o
preventivo, no qual padrdes de seguranca sao estabelecidos na presenca de
conhecimentos sobre os riscos oferecidos por uma determinada substancia. Tal
medida previne intoxicacbes, determinando uma relacdo segura com o produto
guimico por extrapolacdo. Ademais, o consumidor precisa ser alertado sobre 0s riscos
ao qual esta exposto e para isso é fundamental a informacédo sobre as propriedades
do alimento consumido, sendo explicitado em sua rotulagdo, como acontece com a
indicacao visual de alimentos transgénicos, que também geram debates cientificos
sobre evidéncias de sua carcinogenicidade. Os alimentos que contém ACM, como
paes e biscoitos, estdo presentes nas refeicbes diarias da populacédo brasileira. A
implementagdo de monitoramento da sua quantidade em alimentos, de metas de
reducdo, de regras para a industria alimenticia e o alerta da sua presenca em rotulos
sdo medidas primordiais, que devem ser adotadas para assegurar a qualidade da

saude da populacéo.
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