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ACTIVIDAD CITOTOXICA Y ANTIOXIDANTE DE LOS
PRODUCTOS DE LA REACCION DE MAILLARD DE LOS
SISTEMAS MODELO D-GLUCOSA - GLICINA'YY D-GLUCOSA —
L-LISINA

Gisella Miranda 1., José Ventura H., Silvia Suérez C.” y César Fuertes R."

RESUMEN

Las melanoidinas son causantes del pardeamiento quimico que experimentan los
alimentos y los medicamentos. El objetivo de este trabajo fue conocer si los productos de
Maillard poseen propiedades citotdxicas y antioxidantes. Se determind la actividad
antioxidante y citotdxica de los productos de la reaccion de Maillard (MRP), obtenidos por
sintesis a partir de los sistemas modelo D-glucosa - glicina y D-glucosa - L-lisina, y se
caracterizd por espectroscopia UV/VIS e infrarroja. La actividad antioxidante fue
determinada por autoxidacion del pirogalol (inhibicién del radical superdxido). Se obtuvo
54% de inhibicion para el sistema D-glucosa - L-lisina y 52,24% para el sistema D-glucosa -
glicina; la inhibicion del radical hidroxilo por el método indirecto de Fenton modificado,
mostrd la formacion de 1,25picomol/mL del complejo malondialdehido (MDA) para el
sistema D-glucosa - glicinay 3,05 picomol/mL para el sistema D-glucosa - L-lisina. En cuanto
a la citotoxicidad se obtuvo un 100% de embriones no viables en el sistema D-glucosa - L-
lisina, y 58% con el sistema D-glucosa-glicina a las 24 horas de fecundacién y a una
concentracion de 0,25 mL de MRP en 2,75mL de agua de mar. Los productos de Maillard
tienen actividad antioxidante (antirradical libre); los productos obtenidos a las 6 horas de
reaccion presentan actividad citotdxica segin el modelo de huevos fértiles de erizo de mar.

Palabras clave: Reaccién Maillard, melanoidina, citotoxicidad, antioxidante,
espectroscopia infrarroja.

CITOTOXIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF MILLARD
REACTION PRODUCTS (MRPs) FROM D-GLUCOSE-GLYCINE
AND D-GLUCOSE-L-LYSINE MODEL SYSTEMS

ABSTRACT

Melanoidins produce the chemical browning that food and pharmaceuticals experience.
The objective was to know, if Maillard products have citotoxic and antioxidant properties. It
was determined the antioxidant and citotoxic activity of Maillard reaction products
(MRP),obtained by synthesis from D-glucose-glycine and D-glucose-L-lysine model systems
and characterized by uv/vis and infrared spectroscopy. The antioxidant activity was
determined by pyrogalol autooxidation (superoxide radical inhibition). It was obtained 54%
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of inhibition for D-glucose-L-lysine system and 52,24% for D-glucose-glycine system; the
inhibition of hydroxile radical by modified fenton's indirect method showed a formation of
1,25 picomol/mL of malondialdehyde complex (MDA) for D-glucose-glycine system and
3,05 picomol/mL for D-glucose-L-lysibe system. In terms of citotoxicity, it was obtained a
100% of nonviable embryos in the D-glucose-L-lysine system, and 58% with D-glucose-
glycine system at 24 hours of fertilization and at a concentration of 0,25mL of MRP in
2,75mL of sea water. Maillard products have an antioxidant activity (free antiradical); the
obtained products at a 6-hour-reaction present citotoxic activity according to the fertile sea
urchin'segg model.

Key words: Maillard reaction, melanoidin, citotoxicity, antioxidant, infrared
spectroscopy.

INTRODUCCION

Las reacciones del pardeamiento son algunos de los mas importantes fenémenos

ocurridos en el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, y representan una
interesante area de investigacion en la tecnologia y estabilidad de alimentos, asi como en
nutriciony salud™’.
La reaccion de Maillard es conocida también como una reaccion de pardeamiento no
enzimaético; en la industria de alimentos es responsable de la formacién del sabor, color y
aroma. Esta influenciada por muchos factores como: reactantes, temperatura, pH, tiempo,
actividad del aguay concentracion de los reactantes™.

La reaccion entre la formacion de color de los productos de la reaccion de Maillard
(MRP) v la actividad antioxidante fue también confirmada en comestibles como el cafeé,
tomate y cerveza, por la habilidad que tienen estas fracciones de quelar metales y reducir
compuestos carbonilicos’.

Algunos productos MRP tienen grupos pirrélicos, los que presentan una gran actividad
antioxidante, sobre todo cuando aquéllos son solubles en agua’.

La reaccion de Maillard que tiene como base la interaccion entre azlcares reductores y
aminoécidos libres o grupos aminos terminales de las proteinas, se lleva a cabo a través de la
formacioén de una base de Schiff, seguido del reordenamiento de Amadori, la formacion de
dicetosaminas, unaenolizaciony lareaccion de Strecker™.

Se acepta, generalmente, que las especies fluorescentes son precursoras de la formacion
de los pigmentos marrones. El color ocurre debido a la formacion de grupos cromdforos, de
componentes poliméricos de alto peso molecular conocidos como melanoidinas. Estos son,
generalmente, formados por la reaccion de los productos de Amadori, es decir, entre
compuestos dicarbonilicos y aminoécidos. EI pH, y latemperatura influyen en la formacién de
especies fluorescentes y pardas. Las fracciones heterociclicas como pirazinas, pirroles,
piridinas, oxazoles y oxalinas son generalmente los responsables del aroma de Maillard™.

Conrelacion al bioensayo de citotoxicidad, una considerable cantidad de investigaciones
en el desarrollo bioldgico, utiliza el modelo del erizo de mar como método para determinar la
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actividad citotoxica, usando los embriones de erizo recientemente fecundados .
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El presente trabajo se ha llevado a cabo teniendo como objetivo determinar la actividad
antioxidante (antirradical libre) y el efecto citotoxico, asi como determinar algunos
componentes de la estructura de los productos obtenidos mediante la reaccion de Maillard
utilizando dos modelos de sintesis.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis de los productos de Maillard (MRP): Se prepar¢ dos sistemas modelo: D-
glucosa-glicina 0,5 My D-glucosa- L-lisina 0,5 M; ajustando el pH a 7,4 con una solucién de
bicarbonato de sodio 1M. Luego se llevé a reflujo por 6 horas en bafio Maria a 90°C,
extrayéndose alicuotas de muestra por cada 2 horas de reflujo.

Determinacion de la inhibicién de radical superéxido (O,) Se basa en la autoxidacion
espontanea del pirogalol en medio basico. Al generarse el radical O, en el medio de reaccion,
se acelerd la autoxidacion del pirogalol. La presencia de un secuestrador del radical anién
superoxido inhibid la reaccion de autoxidacién del pirogalol. Se prepard la muestra con una
mezcla de 890 L de buffer tris clorhidrato de hidroximetilaminometano 0,05M pH 8,2 (que
contiene DTPA 1 mM) y 60 pL de MRP; seguidamente se llevo a bafio Maria a 37°C por 1
minuto y se agreg6 50 L de pirogalol 2 mM (en HCI 0,01 N). Se preparé un blancoy se leyeron
las absorbancias a 420 nm en intervalos de 1 minuto hasta cumplir 5 minutos en el
espectrofotometro UV/VIS Double beam PC, LABOMED INC del laboratorio de
Bioquimica del Centro de Investigacion de Bioquimica y Nutricion de la Facultad de
MedicinaHumanade laUNMSM.

Determinacion de la inhibicién de radical hidroxilo (OH) Se basé en la generacion de
radicales hidroxilo por oxidacion del Fe™ a Fe™ en presencia de un agente reductor. Los
radicales hidroxilicos degradaron la glucosa y aminoacidos generando diversos compuestos
que al reaccionar con el acido tiobarbitdrico (TBA) forman el complejo croméforo
malondialdehido (MDA). Se preparé una solucién muestra con 1 mL de MRP y 0,2 mL de
sulfato de hierro (I1) 12 mM; se calentd a 37°C por 15 minutos, luego se diluy6 a 1:4y conel
buffer fosfato 0,1 M en cloruro de sodio 0,15 M separando cada solucion en dos tubos (0,5 mL
en cada uno).

Seguidamente se incorporo a cada tubo 1mL de TBA 1% en hidroxido de sodio 0,05 My
1mL de acido acético glacial. Se calent6 a 100°C por 30 minutos y se enfrié a chorro de agua
fria. También se prepararon tubos blancos y muestra sustituyendo el sulfato de hierro (11) por
buffer fosfato. Se leyeron las absorbancias a 532 nm en el espectrofotometro.

Bioensayo de citotoxicidad: Se recolecto la especie de erizos de mar Tetrapygus niger,
en el balneario de Ancdn, trasladandolos al laboratorio en condiciones lo mas naturales
posibles. Se extrajo los gametos masculinos y femeninos de los erizos y se realizan una
fertilizacion in vitro. La aparicion de la membrana de fertilizacion (color amarillo) significa
que la fertilizacion se realizé en condiciones éptimas. Se prepararon dos baterias de muestra,
en viales, unacon 0,25 mL de MRPy la otra con 0,50 mL de MRP; ambas fueron diluidas con
agua de mar filtrada c.s.p. ImL, luego se agregaron 2 mL de agua de mar conteniendo los
ovulos fertilizados y se agit6 en sentido horario y antihorario. Seguidamente, se coloco los
viales en una canastilla y se llevé a una cdmara de frio (17°C) con agitador magnético
constante, para favorecer el desarrollo de embriones. Se realizaron observaciones a las 24, 48
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y 72 horas de haberse producido la fecundacion in vitro, con ayuda de un microscopio
estereoscopio electrénico para observar si la muestra expuesta tiene el efecto citotdxico sobre
el desarrollo de embriones. Se prepar6 un blanco haciéndole el mismo tratamiento de las
muestras. Se observo cada vial con el microscopio estereoscopio; se empezd con el control de
la muestra para establecer un porcentaje de células vivas (condicion Optima 100%) y que
permitio observar si la fecundacion fue dada en condiciones 6ptimas. Después de observado el
control, se continud con los demas viales.

Anailisis espectroscopico: Se realizd un barrido espectral utilizando el
espectrofotdmetro UV-VIS Hewlett Packard 84522 y también se sometieron a un barrido
espectral infrarrojo en el espectrometro Spectrum One FT-IR Spectrometer Perkin Elmer.

RESULTADOS

Determinacion de la inhibicion de radical superoxido (O,) En los graficos siguientes
se observa el comportamiento de los productos de la reaccién de Maillard, segln los modelos
D-glucosa-glicina (figuras 1y 2) y D-glucosa-L-lisina (figuras 3 y 4), frente a los radicales
libres superdxido e hidroxilo a 90°C, observando la evolucion del ensayo a las 2, 4 y 6 horas,
expresado en el porcentaje de autoxidacion del pirogalol acelerado por presencia del radical
libre superodxido, e inhibido por los productos de Maillard, o la inhibicion de la produccion de
malonaldehido.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de la autoxidacion pirogalol/ mL de los MRP en el sistema
D-glucosa - glicina, con relacion al tiempo de calentamiento (90° C).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la autoxidacion pirogalol/mL de los MRP en el sistema
D-glucosa — L-lisina, con relacion al tiempo de calentamiento (90° C).
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Figura 3. Concentraciones del complejo malondialdehido (inhibicion del radical hidroxilo) con
relacion al tiempo de calentamiento (90° C) del sistema D-glucosa — glicina
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Figura 4. Concentraciones del complejo malondialdehido (inhibicion del radical hidroxilo con
relacion al tiempo de calentamiento (90° C) del sistema D-glucosa — L-lisina

Bioensayo de citotoxicidad

Sistema D-glucosa - glicina: En la tabla 1, se observa el porcentaje de embriones no viables
de los productos de Maillard, del modelo D-glucosa- glicinaa 90°C y durante 24 y 48 horas a
la concentracion de 0,25mLy 0,50mL. En latabla 2 los resultados del modelo D-glucosa — L-
lisinaen las mismas condiciones que el ensayo anterior.
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Tabla 1. Porcentaje de embriones no viables de los MRP en el sistema
D-glucosa - glicina a las 24 horas y a las 48 horas, en relacion al tiempo de

calentamiento (90° C) y concentracion de las muestras

A las 24 horas
Concentracion MRP 0,25 mL 0,50 mL
Control 0% emb. T 0% emb. T
M1 = 0 horas 100% emb.t 100% emb. T
M2 =2 horas 100% emb. T 100% bem. t
M3 =4 horas 100% emb. T 100% bem. T
M4 = 6 horas 100% emb. T 100% bem. T
A las 48 horas
Concentracion MRP 0,25 mL 0,50 mL
Control 0% emb. T 0% emb. T
M1 = 0 horas 27% emb. T 100% emb. T
M2 =2 horas 37% emb. T 100% bem. T
M3 =4 horas 49% emb. t 100% bem. t
M4 = 6 horas 58% emb. T 100% bem. t

emb. T =embriones no viables
Muestra control: presenta células en estadio gastrula
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Tabla 2. Porcentaje de embriones no viables de los MRP en el sistema
D-glucosa — L-lisina a las 24 horas y 48 horas, en relacion al tiempo de
calentamiento (90° C) y concentracion de las muestras.

A las 24 horas

Concentracion MRP 0,25 mL 0,50 mL
Control 0% emb. T 0% emb. T
M1 = 0 horas 53% emb. t 100% emb. t
M2 =2 horas 64% emb. T 100% emb. t
M3 = 4 horas 100% emb. T 100% emb. T
M4 = 6 horas 100% emb. T 100% emb. T

A las 48 horas
Concentracion MRP 0,25 mL 0,50 mL
Control 0% emb. T 0% emb. T
M1 = 0 horas 100% emb. T 100% emb. T
M2 =2 horas 100% emb. T 100% emb. t
M3 = 4 horas 100% emb. T 100% emb. t
M4 = 6 horas 100% emb. T 100% emb. t

emb. T =embrionesno viables
Muestra control: presenta células en estadio blastula

Espectroscopia IR:

Sistema D-glucosa - glicina: Con el prop6sito de evaluar, de modo general, la estructura de
los productos de Maillard, se realiz6 una determinacion espectroscopica infrarroja, tal como
sesefialaen lastablas3y4yfiguras5y 6.
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Tabla 3. Bandas de absorcidn del espectro IR de los MRP's obtenidos a partir del

sistema D-glucosa — glicina

BANDA DE GRUPOS FUNCIONALES
ABSORCION (cm’)
1637 Iminas, oximas, compuestos 4,4 insaturados
2131 Dimida, azidas
3316 Iminas, hidroxilo
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Fig. 5. Espectro IR de los MRP obtenidos a partir del sistema D-glucosa — glicina.

Tabla 4. Bandas de absorcidon del espectro IR de los MRP's obtenidos a partir del

sistema D-glucosa — L-lisina

BANDA DE GRUPOS FUNCIONALES
ABSORCION (cm™)
1412 Alqueno
1634 Iminas, oxinas, compuestos 4,4 insaturados

3337 Iminas
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Fig. 6 . Espectro IR de los MRP's obtenidos a partir del sistema D-glucosa — L-lisina

DISCUSION

En las figuras 1 y 2 se observa el progreso de la capacidad de atrapar radicales O,
superoxido, por los MRP obtenidos en los sistemas D-glucosa-glicina y D-glucosa-L-lisina,
respectivamente; a las 6 horas de calentamiento la reaccién exhibe MRP con mayor
inhibitoria. Se reportan los resultados comparativos por el tiempo de calentamiento en ambos
casos, lo que nos permiten inferir que los MRP obtenidos poseen actividad antioxidante.
Asimismo, la actividad antioxidante podria deberse a la presencia de melanoidinas, que
ademaés, son responsables del color, aroma y textura de los alimentos tostados. Diversos
estudios®*** corroboran esta propiedad de las melanoidinas; sin embargo, no podemos
aseverar que esta dismutacion del radical O, sea el mecanismo de accion exacto de las
melanoidinas puesto que alin no se conoce la estructura exacta de estos compuestos.

Analizando los resultados de las figuras 3 y 4 que muestran la inhibicion del radical OH
de los sistemas D-glucosa-glicinay D-glucosa- L-lisina, respectivamente, lamayor capacidad
inhibitoria lamostraron los MRP obtenidos del sistema D-glucosa-glicinaentre las 2 y 4 horas
de calentamiento. Sorprendentemente, esta capacidad se pierde con dos horas adicionales de
calentamiento, lo cual podria deberse a la demostracion de una actividad prooxidante. En
cambio en la figura 4 se puede observar el progreso de actividad prooxidante a antioxidante
que podria sugerir, de acuerdo a las etapas de la reaccién de Maillard que sefialan Oliver y
col.”, que los productos iniciales e intermedios de la reaccion pueden favorecer la oxidacion,
lo que no ocurre cuando se forman estructuras poliméricas como las melanoidinas que podrian
ser las responsables de los resultados obtenidos a las 6 horas de calentamiento™.

Es necesario considerar que diversos estudios sefialan que los MRP son potencialmente
mutagénicos; sin embargo, otros estudios sefialan que tienen actividad citotoxica™ y
antimutagénica’ lo cual estaria ligado a su actividad antioxidante. En el presente estudio la
actividad citotoxica aumenta entre las 4 y 6 horas de calentamiento, tiempo en el que coincide
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con los resultados se actividad antioxidante del sistema D-glucosa-L-lisina. Sin embargo, no
tenemos argumentos paraexplicar estos resultados; pero, cabe sefialar que la investigacion
constituye un estudio inicial para observar la bioactividad de los MRP; en todo caso se hacen
necesarios mayores ensayos biol6gicos para intentar hallar una respuesta a estos resultados.

En nuestro pais no existen estudios publicados en este tema, potencialmente aplicable en
laindustria de los alimentos y en el campo clinico.

CONCLUSIONES

Los productos de la reaccion de Maillard, del sistema D-glucosa-L-lisina producen un
mayor pardeamiento al compararlos con los productos del sistema D-glucosa-glicina.

La actividad antioxidante, sobre los radicales libres superéxido o hidroxilo, aumenta con
la concentracion de los productos de Maillard; asimismo, éstos ocasionan importantes
cambios en el desarrollo de los embriones del erizo de mar, la citotoxicidad es expresada en
altos porcentajes de células no viables, alcanzando a las 24 horas 53% para el sistema D-
glucosa-glicinay 100% parael sistema D-glucosa-L-glicina.
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