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CANAN, Cristiane. Purificacdo do acido fitico do farelo de arroz: propriedades
antioxidantes e aplicacdo em produtos carneos. 2010. 144f. Tese (Doutorado em Ciéncia
de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma técnica de extracdo e purificacdo de acido
fitico (AF) do farelo de arroz, avaliar as propriedades antioxidantes e aplicar em carne
mecanicamente separada (CMS) de frango e em produto carneo tipo mortadela. Foi utilizado
um planejamento fatorial completo 2* com trés pontos centrais para avaliar a extracdo do AF,
e o efeito das varidveis concentracdo de farelo de arroz e HCI, tempo e temperatura foram
investigados. Durante a purificacdo, diferentes valores de pH foram testados com adicdo de
Na,COs 1,5 mol.L™ ou NaOH 4,0 mol.L™. A capacidade antioxidante do AF purificado foi
avaliada e posteriormente, foi aplicado em CMS de frango e também em mortadela em
associagdo com eritorbato de sédio. Concentracdes de 5,0 e 10,0 mmol.L™ de AF purificado
ou AF padrdo foram aplicadas em CMS estocada a -18°C por 120 dias e avaliada a oxidacéo
lipidica e aroma de requentado (WOF) em intervalos de 15 dias. Um delineamento composto
central rotacional (DCCR) foi utilizado para verificar a influéncia do AF purificado e
eritorbato de s6dio em mortadela. A temperatura, tempo e concentracdo de HCI tiveram
influéncia significativa (p<0,05) na técnica de extracdo, enquanto que a concentracdo de
farelo de arroz ndo foi significativa. O AF purificado apresentou capacidade quelante do ferro
que foi dependente da sua concentragdo e tempo de contato para formagdo do complexo Fe?+-
acido fitico através do ensaio da batofenantrolina. Além disso, foi observada inibicdo da
formacdo do radical hidroxil pelo AF purificado através do ensaio da deoxirribose. O AF
purificado em CMS reduziu a oxidacéo lipidica e WOF e em associacdo com o eritorbato de
sodio, foi observado um efeito sinérgico na inibicdo da oxidacdo lipidica em mortadela,
embora o AF tenha uma forte capacidade antioxidante em relacdo ao eritorbato de sodio.
Finalmente, os resultados demonstraram o desenvolvimento de uma nova e eficiente técnica
de extracdo e purificacdo de AF com alta pureza, rendimento e com forte capacidade
antioxidante.

Palavras-chave: Acido fitico. Farelo de arroz. Eritorbato de sédio. Antioxidante. Peroxidacao
lipidica. Embutidos carneos. Subprodutos. Carne mecanicamente separada.



CANAN, Cristiane. Purification of phytic acid from rice bran: antioxidant properties
and application in meat products. 2010. 144p. Thesis (Doctorate in Food Science) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2010.

ABSTRACT

The objective of this work was to develop a technique of extraction and purification of rice
bran phytic acid (PA), to evaluate its antioxidant properties and to apply mechanically
deboned poultry meat (MDPM) and in meat derived product as mortadella. A complete 2*
factorial design with three central point for PA extraction was used, and the variables effects
of rice bran and HCI solution concentrations, time and temperature were investigated. During
purification, different pH values were tested with addition of either 1.5 mol.L™ Na,COj3 or 4.0
mol.L™ NaOH. The antioxidant capacity of purified PA was evaluated and applied in MDPM
and also in mortadella in association with sodium erythorbate. Purified PA and standard PA
were applied in MDPM stored at -18°C for 120 days at 5mM and 10mM/kg concentrations
and lipid oxidation and warmed-over flavor (WOF) was monitored at intervals of 15 days. A
central composite rotational design (CCRD) was used to verify the influence of purified PA
and sodium erythorbate in mortadella. The temperature, time and HCI solution concentration
had a significant influence (p < 0.05) in the PA extraction technique while the concentration
of rice bran did not. Purified PA presented chelating capacity for ferrous ion which was
dependent on its concentration and contact time conditions for the formation of Fe?+-phytic
acid as observed through bathophenanthroline reaction. Furthermore, it was observed the
inhibition of hydroxyl radical formation by purified PA through deoxirribose reaction.
Purified PA in MDPM reduced the lipid oxidation and WOF and in association to sodium
erythorbate, a synergistic effect by inhibiting lipid oxidation was observed in mortadella
although PA had a stronger antioxidant properties in relation to erythorbate. Finally, the
results showed a new and efficient technique for PA extraction and purification was
developed with a high purity and yielding with a robust antioxidant capacity.

Keywords: Phytic acid. Rice bran. Sodium erythorbate. Antioxidant. Lipid peroxidation.
Mortadella. By-products. Mechanically deboned meat.
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1 INTRODUCAO

O 4cido fitico ou mio-inositol hexafosfato (IP6) tem forte poder quelante de
ions metalicos multivalentes, especialmente o ferro, zinco e calcio (HURRELL, 2004), devido
sua estrutura quimica unica com seis grupamentos fosfato que podem formar complexos
fortes e insolGveis com cétions di e tri valentes (VOHRA et al., 1965; OBERLEAS, 1973).
Por esta caracteristica, durante muitos anos foi considerado como um composto
antinutricional devido a capacidade de reduzir a biodisponibilidade de alguns minerais
importantes na dieta.

Entretanto, nos ultimos anos, a capacidade antioxidante do &cido fitico
principalmente de produtos carneos tem sido descrita por varios pesquisadores (SOARES et
al., 2004; STODOLAK et al., 2007; HARBACH et al., 2007; FILGUEIRAS, 2009) por
formar quelato com o fon Fe®* tornando-o cataliticamente inativo e inibir a formacdo de
radicais hidroxil (‘HO). Destacam-se também os seus efeitos benéficos a satde humana, como
no tratamento da diabetes (LEE et al., 2006), calculo renal (SAW et al., 2007) doenca de
Parkinson (XU et al., 2008) e cancer (FOX; EBERL, 2002; SHAMSUDDIN, 2002;
VUCENIK; SHAMSUDDIN, 2006; NORAZALINA et al., 2009).

O éacido fitico no arroz esta distribuido em seus diferentes componentes,
com 80 % de fdsforo fitico concentrado no pericarpo e aleurona, 7,6 % no germe e 1,2 % no
endosperma (O'DELL et al., 1972). O farelo de arroz constituido de pericarpo, aleurona e
germe apresenta elevado teor de é&cido fitico que varia de 594 a 6,09 % (KASIM;
EDWARDS JR., 1998). O farelo de arroz é considerado um subproduto da industria de arroz,
produzido em larga escala e utilizado somente para extracdo de 6leo e o residuo utilizado
como ingrediente para elaboragéo de racdo (SILVA et al., 2006).

Processos de obtencédo e purificacdo de acido fitico ou fitatos a partir do
farelo de arroz foram pouco explorados. Entretanto, hd descricdo na literatura de varios
métodos de quantificagdo do acido fitico nos quais foram utilizadas diferentes condicbes de
extracdo em matérias-primas de origem vegetal. O nosso grupo de pesquisa tem investigado o
acido fitico como antioxidante e aplicado em carnes e observado que inibiu significativamente
0 desenvolvimento de aroma de requentado ou WOF (warmed-over flavor) de carnes de
frango (SHIMOKOMAKI et al., 1999). Além disso, preveniu a oxidacédo lipidica de maneira
sinérgica em carnes de frangos que receberam vitamina E em suas dietas (SOARES et al.,

2004). Quando administrado na dieta de suinos preveniu a rancidez da carne, sem prejudicar a
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saude dos animais (HARBACH et al., 2007). O potencial antioxidante do &cido fitico obtido
do germe de milho foi confirmado pelos ensaios da deoxirribose e batofenantrolina por
Filgueiras et al. (2009).

A industria carnea necessita melhorar a estabilidade de seus produtos e o
estudo de novos aditivos pode contribuir para aumentar a validade e qualidade de carnes e
produtos carneos. No Brasil, a obtencédo e uso do &cido fitico como aditivo alimentar ou como
antioxidante tem sido explorado somente pelo nosso grupo de pesquisa e ainda ndo foi
totalmente estabelecida uma técnica para sua extracdo e purificacdo, bem como a aplicacéo
direta em alimentos. Portanto, neste trabalho o acido fitico foi extraido e purificado do farelo
de arroz e avaliada a sua capacidade antioxidante e aplicacdo em carne mecanicamente

separada de frango e em um embutido carneo cozido tipo mortadela de frango.
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2 OBJETIVOS

Desenvolver um processo analitico para extracdo e purificacdo de &cido
fitico do farelo de arroz.

Avaliar a capacidade antioxidante do &cido fitico purificado do farelo de
arroz por meio da determinacdo do poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP), Ensaios
da Batofenantrolina (BPS) e Deoxirribose e os efeitos antioxidantes em carne mecanicamente
separada (CMS) de frango e em combinacgdo com eritorbato de s6dio em mortadela de frango.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS DO ACIDO FiTICO E SUAS FONTES

O acido fitico é comumente denominado de &cido hexafosforico mio-
inositol ou 1,2,3,4,5,6 hexafosfato de hidrogénio mio-inositol (IUPAC - IUB, 1968). E um
composto inerte, estavel e na forma sélida pode ser estocado por muitos anos e em solucao
aquosa neutra, ou solugédo alcalina a 5°C pode ser conservado por Varios meses sem se
decompor (COSGROVE, 1966). Johnson e Tate (1969) e Blank et al. (1971) investigaram a
estrutura do acido fitico por meio de analises cristalograficas de raios X e destacaram a sua
estrutura como éster hexaortofosfato de mio-inositol com grupos fosfatos C1, 3, 4, 5 e 6 na
posicdo axial e C2 na posicdo equatorial. Os seis grupamentos fosfato do acido fitico podem
formar complexos fortes e insoltveis com cations, tais como Cu®*, Zn**, Co*, Mn**, Fe*" e
Ca®* (OBERLEAS, 1973), ndo apenas com uma ou duas moléculas de fosfato, mas também
entre duas moléculas de &cido fitico (CHAMPAGNE; PHILLIPPY, 1989) ou também formar
complexos ternarios proteina-metal-fitato (GRAF, 1983) devido a suas cargas negativas.
Costello et al. (1976) empregaram ressonancia nuclear magnética e propuseram a

conformacao de cadeira do mio-inositol hexafosforilado em solucdes (FIGURA 1).

Figura 1 — Estrutura do &cido fitico em solu¢do (COSTELLO et al., 1976)

O acido fitico esta presente nos vegetais (CHERYAN, 1980; HARLAND;
OBERLEAS, 1987) e principalmente em grdos e sementes, como aveia que contém 0,91 %;
cevada 1,03 % (LOLAS et al., 1976); trigo 0,67 %; milho 0,93 % (KASIM; EDWARDS,
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1998); soja 1,50 % (REDDY, 2002) e arroz com 0,83 % (LIU et al., 2005). No arroz, o
esdosperma amilifero dos gréos € praticamente destituido de fitato (REDDY, 2002), estando
distribuido nos demais componentes, ou seja, 80 % do fosforo fitico estd concentrado no
pericarpo e aleurona, 7,6 % no germe e 1,2 % no endosperma (O'DELL et al., 1972). O farelo
de arroz é constituido de pericarpo, aleurona e o germe que apresenta elevado teor de acido
fitico, proximo de 6,02 % (KASIM; EDWARDS Jr, 1998).

Os fitatos de sementes monocotiledéneas estdo associados a componentes
especificos ou partes da semente (REDDY, 2002), apresentam-se como inclusdes nos corpos
protéicos na forma de pequenos agregados densos denominados globdides (PRATTLEY;
STANLEY, 1983). Os fitatos no arroz, trigo e milho ocorrem principalmente como sais de
potassio e magnésio, no gergelim como sais de magnésio (O'DELL et al., 1972; O'DELL,;
DeBOLAND, 1976) e na soja como sais de calcio-potassio-magnésio (PRATLEY;
STANLEY, 1983).

Estudos in vitro indicam que o mio-inositol hexafosfato (IP6) e seus
derivados, o IP5, IP4 e IP3, ligam-se a ions metalicos em pH 6,0 similar ao pH do duodeno. A
capacidade da ligacdo do inositol fosfato aos ions metélicos é dependente do ndmero de
grupos fosfatos desprotonados da molécula (PERSSON et al., 1998).

Muitos alimentos apresentam pH ao redor de pH 4,7 e nesta regido de pH o
acido fitico adquire cargas negativas e confere alto poder de complexacdo com moléculas de
cargas positivas. Em pH menor do que 3,0 o &cido fitico forma ligacOes eletrostaticas com
proteinas de cargas positivas e resulta em complexos soltveis (CHERYAN, 1980). Em pH 7,4
o 4cido fitico forma complexos insol(veis com cations polivalentes, tais como Cu®*, Zn**,
Ni%*, Co**, Mn**, Fe** e Ca** (VOHRA et al., 1965).

3.2 PROCESSOS DE EXTRAGAO E OBTENCAO DE AcIDO FiTICO

O acido fitico pode ser extraido com varios tipos de solventes a partir de
diferentes grdos e outras fontes de origem vegetal. Para extracdo de acido fitico com
finalidade de sua quantificacdo, diferentes condicdes de extracdo foram estabelecidas.

A extracdo de acido fitico em feijoes verdes ou maduros utilizando como
meio extrator solugdes de HCI 0,5 mol.L™ ou HCIO4 0,5 mol.L™ foram comparadas por

Makower (1970) e observaram que o HCI 0,5 mol.L™ foi mais eficiente do que com HCIO,
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0,5 mol.L™" para gréos maduros ou quase maduros, cujo teor de &cido fitico foi relativamente
maior.

Wheeler e Ferrel (1971) investigaram o uso do acido tricloroacético (TCA)
0,2 mol.L™* para extrair o acido fitico em gréos de trigo e partes do grdo e compararam a
extracdo com HCI e detectaram que a extracdo de fdsforo fitico foi maior quando utilizado
TCA 0,2 mol.L™. Observaram que no extrato utilizando solugdo de HCI quando o pH foi
ajustado para 6,0, houve formacdo de grande quantidade de flocos brancos devido ao
complexo proteina-acido fitico, o que ndo ocorreu na extracdo de &cido fitico com TCA 0,2
mol.L™.

Ellis e Morris (1986) extrairam o &cido fitico de 2 g de soja, cereais e seus
derivados e de fezes humanas utilizando 40 mL de HCI 1 mol.L™ ou 2 mol.L™* adicionado de
0,70 mol.L™ de sulfato de sédio, a temperatura ambiente, por uma noite. O HCI foi utilizado
também para extracdo de acido fitico de soja, milho, cevada, trigo, farelo de trigo e café
torrado por Bos et al. (1991), que utilizaram 2,0 g de amostra para 20 mL de HCI 0,8 mol.L",
por 2 h a temperatura ambiente. Morris e Hill (1996) utilizaram 0,4 a 0,6 g de legumes in
natura, secos ou pulverizados para 6 mL de HCI 0,5 mol.L™ a temperatura ambiente, por uma
noite. Febles et al. (2001) utilizaram as mesmas condigdes de Ellis e Morris (1986) diferindo
apenas no tempo de extracdo de acido fitico de 90 min sob agitacdo constante de 400 amostras
de alimentos infantis. Park et al. (2006) para quantificar o teor de &cido fitico de frutas,
legumes e preparados alimenticios infantis utilizaram 5,0 g de amostra previamente
desengorduradas com cloroférmio-metanol (2:1 v/v) para 15 mL de HCI 2,4 mol.L™, exceto
para quantificacdo por HPLC, em que foi empregada a concentragdo de HCI 0,5 mol.L™.

Para extracdo de acido fitico de farinha de soja com &cidos fortes ou fracos
Han (1988) observou que ndo havia relacéo entre a concentracdo do acido utilizada e o teor de
4cido fitico extraido. Lavagens com HCI 1 mol.L™ removeram 87 % dos fitatos da soja, ou
seja, 1,92 %, cujo teor inicial era de 2,2 % e quando utilizado HCI na concentracao de 0,1 ou
0,01 mol.L™?, o teor de &cido fitico extraido foi de 0,30 e 1,41 %, respectivamente. Quando
utilizado &cidos fracos como H3PO4 ou HCOOH nas concentragdes de 1,0 mol.L™ o teor de
acido fitico extraido foi de 0,43 e 0,24 %, respectivamente. Porém, quando utilizada a
concentracdo de 0,01 mol.L™ de H3PO4 ou HCOOH, o teor extraido de 4cido fitico foi de
aproximadamente 1,45 % para ambos 0s acidos.

Diferentes fatores que influenciam a extracéo e rendimento do acido fitico
de farelo do arroz extrusado foi investigado por Fuh e Chiang (2001) no qual utilizaram

solugdes de HCI com pH de 1 a 6, propor¢éo solido-liquido de 1:25 a 1:5, temperatura de
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extracao de 25, 40 e 55°C e tempo de 1, 3 e 5 h. Uma eficiente extracdo do &cido fitico foi
observada quando utilizou-se solu¢do de HCI com pH 2,0 como extrator e devido a reducgéo
da formacdo do complexo acido fitico-proteinas e acido fitico-amido na extrusdo. A extracédo
do &cido fitico diminuiu com altas temperaturas e concluiram que o melhor processo de
extracdo de &cido fitico deveria ser conduzido a 25 °C por 30 min e nestas condicGes
obtiveram extracdo de 94 % de acido fitico. Quanto a proporg¢éo sélido-liquido o teor de acido
fitico extraido aumentava com acréscimo do volume do solvente, porém, até a propor¢éo de
1:15 pois acima desta propor¢do de solvente ocorria redugdo na rendimento do acido fitico
extraido.

Descricdes de processos de obtencédo de acido fitico (KIMURA et al., 1971)
e fitina (KOLCHEV, 1978) a partir do farelo de arroz foram registrados somente por meio de
patentes. Kimura et al. (1971) descreveram em sua patente diferentes processos de obtencdo
de fitina de farelo de arroz integral e desengordurado empregando diferentes &cidos como o
H,S04 0,1 mol.L™, HCI 1,25 mol.L™ ou &cido acético 0,35 mol.L™* e obtiveram rendimentos
superior a 94 % na forma de fitato de amonio-calcio-magnésio, fitato de potassio-magnésio-
calcio ou fitato sddio-calcio-magnésio. Kolchev (1978) estabeleceu um método para produgéo
de fitato no qual o &cido fitico foi extraido de diferentes fontes vegetais como farelo de arroz,
semente de girassol, soja e trigo. O farelo de arroz com 2,0 % de &cido fitico foi utilizado para
extracdo a partir de 100 g de amostra em 500 mL de HCI 0,1 mol.L™ e pH 1,0 por 2 h. O
rendimento tecnoldgico do processo de extragdo foi de 93 % em relacdo ao contetdo inicial
de &cido fitico.

3.3 BENEFICIOS E APLICACOES DO AcIDO FiTIcO

Um elevado numero de compostos de origem vegetal apresenta
propriedades antioxidantes no corpo humano, dentre estes o acido fitico (PETERSON, 2001),
que foi considerado por muitos anos, um antinutriente devido a sua capacidade de se ligar a
proteinas, amido e principalmente a cations bivalentes (JENAB; THOMPSON, 2002).

O éacido fitico forma complexos com o zinco, ferro, cobre e manganés que
apresentam baixa solubilidade (WINDISCH, 2002) e a disponibilidade desses minerais
diminui no organismo (MAGA, 1982; GRAF, 1983; ERDMAN, 1987). Porém, esta

caracteristica do acido fitico representa um problema nutricional somente em dietas
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nutricionalmente pobres ou com baixa diversidade de nutrientes (LOPEZ et al., 2002). Lott et
al. (2002) investigaram os efeitos negativos do acido fitico a saide humana e verificaram que
foram mais pronunciados em individuos que receberam dietas compostas basicamente de
sementes, gréos e vegetais. Uma vez que a absor¢do de minerais em uma dieta balanceada é
estimulada pela presenca de éacido ascérbico, beta-caroteno, carboidratos fermentados ou
acidos organicos, e devem-se considerar ainda possiveis interagdes entre 0s minerais que
determinam a sua biodisponibilidade (LOPEZ et al., 2002).

Forbes et al. (1984) sugeriram que o fitato provavelmente ndo exerce efeito
significativo na biodisponibilidade de zinco em humanos que ingeriram uma dieta adequada.
Os ensaios com ratos que receberam uma dieta contendo uma relacdo de fitato:zinco abaixo
de 30 evidenciaram que ocorreu um efeito minimo sobre o zinco 6sseo e geralmente, nas
dietas normais de humanos a relagdo entre fitato:zinco ndo excedeu a razdo de 24.

Muitos beneficios podem estar associados a ingestdo de fitatos,
principalmente para individuos que tem elevado consumo de carne vermelha, uma vez que o
acido fitico é um forte quelante de ferro e devido a correlacdo do ferro com diversos tipos de
cancer (WEINBERG, 1994). O potencial mecanismo de ac¢do anticancerigena do acido fitico
inclui alteracdo genética, aumento do sistema imune e propriedades antioxidantes (FOX;
EBERL, 2002). Entretanto, seu mecanismo de acdo ndo foi totalmente esclarecido (JENAB,;
THOMPSON, 2002).

Em estudos com animais, o &cido fitico demonstrou inibir o
desenvolvimento de células neoplésicas de varios tipos de céncer, incluindo de figado
(VUCENIK et al., 1998), prostata (SHAMSUDDIN et al., 1997), mama (SHAMSUDDIN;
VUCENIK, 1999), pele (BODE; DONG, 2000) e colon (JENAB; THOMPSON, 2000;
STEER; GIBSON, 2002; VERGHESE et al., 2006; NORAZALINA et al., 2009). Norazalina
et al. (2009) verificaram que o &cido fitico do farelo de arroz reduziu o risco de cancer de
célon em ratos.

Setenta e dois ratos, divididos em seis grupos, os quais foram submetidos a
injecdes intraperitoneais de azoximetano (AOM) para inducao tumoral. Apos a fase de pos-
iniciacdo do cancer os animais receberam na agua para beber concentra¢@es de 0,20 e 0,50 %
de acido fitico. Apos oito semanas, o colon dos animais foi analisado e observaram que a
concentracdo de 0,50 % de acido fitico reduziu o nimero de focus de criptas aberrantes em 71
% e quando administrada a concentracdo de 0,20 %, houve reducdo em 61 %. Shamsuddin et
al. (1997) descreveram que populagdes alimentadas com dietas ricas em vegetais

apresentaram baixa incidéncia deste tipo de cancer. Melanomas séo também inibidos pelo I1Ps
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(R1ZVI1 et al., 2006) que reduz o desenvolvimento e induz a diferenciacdo de células
endoteliais vasculares inibindo a producéo do fator angiogénico VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) de células epiteliais malignas (VUCENIK et al., 2004).

A habilidade do fitato em ligar-se a metais, particularmente ao ferro, pode
explicar sua acdo antioxidante e anticarcinogénica (MESSINA, 1991). O fitato € um poderoso
inibidor da producédo de radical hidroxil (*OH) mediada pelo ferro, devido a sua capacidade
de formar quelato com o mesmo tornando-o cataliticamente inativo (GRAF; EATON, 1985).
Além disso, o &cido fitico altera o potencial redox do ferro mantendo-o na forma férrica
(Fe*"). Este efeito oferece protecdo contra danos oxidativos, visto que o Fe** causa produgéo
de oxiradicais e peroxidacdo de lipidios, enquanto o Fe** é relativamente inerte (GRAF et al.,
1987; EMPSON et al., 1991).

Em estudos realizados por Graf et al. (1987) concluiram que o acido fitico €
um antioxidante efetivo e economicamente viavel na preservacdo de materiais biolégicos
sensiveis ao oxigénio. Dentro deste contexto, € de especial interesse a reacdo de Fenton
(GRAF et al., 1984), importante por gerar in vivo espécies reativas de oxigénio (formacdo de

radicais livres catalisada por metais de transi¢cdo) conforme a reacéao 1.
0" + Fe** — Fe™ + Q, (reaciio 1)

Paralelamente & reacdo de Fenton, tracos de Fe** podem reagir com
peréxido de hidrogénio especialmente se estiverem ligados a certos quelantes, embora esta

seja uma reacdo mais lenta do que aquela com Fe®*, conforme a reacéo 2.
Fe*" + HO, — Fe" " + «OH +OH (reagiio 2)

Desta forma, os sistemas de Fenton sdo especialmente relevantes em
patologias nas quais se verifica o acimulo de ferro, como por exemplo, a hemocromatose e a
beta-talassemia, ja sendo bem conhecida a correlacéo existente entre estas enfermidades e os
efeitos oriundos de danos oxidativos (BACON; BRITTON, 1990).

Para uma nutricdo regular e balanceada sdo necessarios de 300 - 500 mg/dia
de fésforo nos primeiros anos de vida e 800 - 1200 mg/dia para adolescentes e adultos
segundo Lott et al. (2002). Destacam-se entre o0s beneficios da ingestdo de alimentos ricos em
acido fitico, o seu efeito hipocolesterolémico, anti-hipertensivo (HASLER et al., 2000) e para
aqueles que sofrem de célculo renal (JENAB; THOMPSON, 2002). Pode ainda, ser utilizado
no tratamento da diabetes (JENAB; THOMPSON, 2002; LEE et al., 2006) devido a inibicao

da digestdo do amido, atraves de ligacbes do amido por pontes de hidrogénio, indiretamente
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via ligacdo a proteinas, ou por inibicdo da digestdo por ligagdo a amilase ou cofatores
enziméticos como o Ca*".

O 4cido fitico € rotineiramente empregado em varios paises, Como 0s paises
da Unido Européia e Japdo como antioxidante em carnes, pastas de peixes, enlatado de
pescados, frutas, vegetais, queijos, missd, molho de soja, sucos, pdes e em bebidas alcodlicas
para prevenir a descoloracdo, melhorar a qualidade nutricional e prolongar a validade destes
produtos.

Reconhecido em 1997 como GRAS (Generally Recognised as Safe) pela
FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos e tem sido usado como um aditivo
em produtos de panificacdo. No Codex Alimentarius o acido fitico foi revisado como
antioxidante com INS (System for Food Additives) namero 391 (HIX et al., 1997; POKORNY
etal., 2001).

Em carnes, a capacidade quelante do acido fitico tem fundamentado
diversos estudos aplicados a protecdo contra danos oxidativos de emulsdes, aumentando sua
validade. Empson et al. (1991) demonstraram que a adicdo de 0,75 mmol.L™* de &cido fitico
em alimentos diminui as mudancas oxidativas induzidas pelo ferro e demonstraram que o
acido fitico atuou na inibicdo das transformacgdes oxidativas, com reducdo da degradacdo de
acido ascorbico e diminuicdo da peroxidacéo lipidica na carne de frango.

O 4cido fitico em diferentes concentracdes e pH de 5,0 a 8,0 foi comparado
ao ascorbato, BHT e EDTA em carne homogeneizada por Lee e Hendricks (1995). O acido
fitico foi descrito como o inibidor mais eficiente na peroxidacdo lipidica. Os resultados
indicaram que 2 mmol.L™ de 4cido fitico inibiram a peroxidacdo lipidica, acelerando a
autoxidacdo do ion ferroso a férrico, formando quelato com ferro e tornando-o cataliticamente
inativo. Provavelmente, o acido fitico removeu o ion ferroso da mioglobina e preveniu a
autoxidacao dos fosfolipideos e formacdo de off-flavors. O efeito antioxidante foi dependente
da concentracédo e pH, sendo mais efetivo no pH proximo do neutro ou mais elevado.

Lee et al. (1998) verificaram o potencial antioxidante do acido fitico ao
compara-lo ao pirofosfato de sédio e tripolifosfato de sddio, em que o fitato de sddio ndo
diferiu significativamente dos outros antioxidantes quando realizada a analise do teor de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS - Thiobarbituric Acid Reactive
Substances) em carne bovina reestrutura armazenada por 1 dia a 2°C, e todos diferiram da
amostra sem antioxidante (controle). O fitato de s6dio se mostrou mais eficiente do que os

outros antioxidantes testados em carne reestruturada cozida.
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Em estudos realizados por Soares et al. (2004) foi verificado que a adigédo
de 2 mmol.L™" de écido fitico como antioxidante complementar em filés de peito de frango
suplementados com vitamina E inibiu o desenvolvimento de WOF (Warmed of Flavour) em
até 95,30 %, por 5 dias sob armazenamento a 6 °C. Tais resultados demonstraram uma reacao
sinérgica entre os dois antioxidantes, sendo que o &cido fitico atuou na fase da propagacéo,
enguanto que o a-tocoferol enddgeno, nas fases iniciais do fenémeno da peroxidacéo lipidica.

Stodolak et al. (2007) verificaram o potencial antioxidante do &cido fitico
em homogenatos de carnes bovina ou suina crus ou cozidos estocados por trés dias a 4 °C e
recomendaram o &cido fitico como aditivo alimentar para prolongar a estabilidade de carnes,
especialmente as cozidas.

O germe de milho contendo acido fitico, foi adicionado na dieta de suinos
por Harbach et al. (2007) e verificou-se uma inibig&o da rancidez da carne com manutencao
da performance do crescimento e salude destes animais. O potencial antioxidante do acido
fitico do germe de milho também foi confirmado por Filgueiras et al. (2009), pela atividade
de sequestro de radicais livres e quelacdo de metais por meio de ensaios de deoxirribose e
batofenantrolina. O sequestro do radical hidroxil e a atividade quelante para o Fe** foi
dependente da concentragdo do acido fitico sendo que a quelacdo aumentou com o tempo de

contato com o Fe?*,

3.4 OXIDACAO LIPIDICA EM CARNES

A oxidacdo lipidica ocorre em lipidios que contém 4&cidos graxos
insaturados e que podem sofrer oxidacdo, degradacdo e polimerizagdo por mecanismos de
radicais livres (GRAY et al., 1996) e é um fator limitante na qualidade e aceitabilidade de
carnes e produtos carneos (MORRISSEY et al., 1998). O processo de rancidez causa o
desenvolvimento de sabores indesejaveis, descoloracdo, producdo de substancias
potencialmente tdxicas como o malonaldeido, que é o maior produto secundario da oxidacao
lipidica (GRAY et al.,, 1996; MORRISSEY et al., 1998; KANATT et al., 2007) e que
apresenta efeito citotdxico, carcinogénico e mutagénico, além de éxidos de colesterol e perda
do valor nutritivo devido a destruicdo de vitaminas e acidos graxos essenciais (GRAY et al.,
1996; MORRISSEY et al., 1998; KANATT et al., 2007).
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Logo ap6s a morte do animal, inicia-se o0 processo de peroxidagédo
autocatalitica, devido a falta da corrente sanguinea e a consequente falha no aporte do sistema
antioxidante natural. O grau e a extensdo deste processo sdo influenciados pelos eventos pré-
abate, tais como a alimentacdo e estresse, bem como por eventos pés-abate, como pH,
temperatura da carcaca, encolhimento pelo frio e outros. A oxidacdo dos lipidios em sistemas
musculares € iniciada nas fracbes dos fosfolipideos ao nivel das membranas subcelulares
(mitocdndrias e microssomos), ricas em 4acidos graxos polinsaturados (TERRA, 1998;
OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006).

O termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula que contém numero
impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica. Nas moléculas, os elétrons em geral se
reinem em pares. Um par de elétrons é mais estavel do que quando desemparelhados. A falta
de elétron com spin positivo ou negativo confere alta reatividade as moléculas, provoca
reacOes em cadeia e desestabiliza as ligagfes das substancias do meio molecular (THOMAS,
2000). Estes sdo formados em um cenério de reacOes de oxido-reducdo, isto €, ou cede o
elétron, oxidando-se, ou recebe, reduzindo-se. Portanto, os radicais livres ou provocam as
reacbes de Oxido-redugdo ou resultam delas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Ainda,
causam danos ao DNA, levando ao desenvolvimento de células cancerosas e arteriosclerose
(PETERSON, 2001).

A reacdo em cadeia de radicais livres, na rancificacdo oxidativa ocorre em
trés etapas ou fases que sdo distinguiveis pelos produtos formados e pelas caracteristicas
sensoriais de cada uma das fases. Na primeira fase inicial ou de inducéo, em que ndo ha odor
ou gosto de ranco, formam-se os primeiros radicais livres; a segunda fase, ou de propagacéo,
ja apresenta odor e sabor que aumentam rapidamente e também, ha um aumento na
quantidade dos peroxidos e de seus produtos de decomposicdo; a terceira fase ou terminagéo
caracteriza-se por odor e sabor fortes, alteracfes da cor e da viscosidade do lipidio, bem como
da sua composicdo (POKORNY et al., 2001). Uma vez iniciada, a reacdo de oxidacéo lipidica
segue em cadeia, e somente termina quando estiverem esgotadas as reservas de acidos graxos
insaturados e 0 oxigénio do meio (GRAY et al., 1996).

A reacdo de oxidacdo lipidica tem uma energia de ativacdo alta e
dificilmente ocorreria se ndo fosse pela presenca de substancias ou de fatores fisicos
denominados de prooxidantes que baixam esse nivel ou permitem a transmissao de energia as
moléculas, permitindo que a reacdo ocorra com relativa frequéncia e rapidez. Dentre 0s mais
importantes tem-se os ions de alguns metais pelos seus efeitos multiplos e pela dificuldade de

evitar sua presenca nas gorduras, as quais poderdo ser contaminadas pelo contato com o0s
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equipamentos utilizados no seu processamento, armazenamento ou durante seu uso. Os ions
dos metais de transicdo, multivalentes, que sdo oxidados - reduzidos facilmente, sdo
geralmente os mais ativos prooxidantes. O modo de acdo mais provavel desses ions é por
meio de sua interagcdo com hidroperoxidos, originando novos radicais livres ou atuando na
formacao do oxigénio singleto (‘0,) (GRAY et al., 1996).

Os radicais livres também podem ser gerados durante as funcgdes
metabolicas normais, porém as células, por meio de sistemas naturais de defesa constituidos
principalmente pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e glutationa reduzida (GSH) s@o protegidas (PETERSON, 2001).
Entretanto, sob condi¢bes em que ha excesso de radicais livres e deficiéncia no sistema
protetor, ocorre um desequilibrio entre a formacdo e a remocao destas espécies reativas no
organismo, caracterizando o estresse oxidativo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O termo antioxidante se refere a qualquer substancia que, quando presente
em baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe consideravelmente
a oxidacdao do substrato (THOMAS, 2000). Uma maneira de combater o estresse oxidativo e a
oxidacdo lipidica consiste na utilizacdo de antioxidantes presentes em alimentos com a
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reagdes oxidativas (GRAY et al.,
1996).

Os antioxidantes comumente utilizados em alimentos sdo os sintéticos,
BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (propil galato) e TBHQ (terc-butil
hidroquinona) (MANCINI-FILHO et al., 1998). O emprego destes antioxidantes tem sido
questionado quanto a sua inocuidade e considerando o fato de que os antioxidantes naturais
tém recebido atencdo especial por nutricionistas e pesquisadores da area medica por seus
efeitos na prevencgdo de doencas cronicas e degenerativas (L1U, 2003), hd uma tendéncia geral
no processamento de alimentos em substituir os antioxidantes sintéticos por inibidores
naturais da oxidacao, ou seja, pelo uso de ingredientes alimentares que naturalmente possuem
atividade antioxidante (MANCINI-FILHO et al., 1998). Entre os antioxidantes naturais

destacam-se: 4&cido ascorbico (FRANKEL, 1996), P-caroteno, compostos fenolicos

(KANATT et al., 2007), vitamina E (FRANKEL, 1996; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006) e
acido fitico (GRAF et al., 1987; GRAF; EATON, 1990; EMPSON et al., 1991; LEE;
HENDRICKS, 1995; LEE et al., 1998; SOARES et al., 1998, HARBACH et al., 2007,
STODOLAK et al., 2007; FILGUEIRAS et al., 2009).
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No Brasil a aplicacdo de antioxidantes em carnes e produtos carneos €
regulamentada pela Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998, sendo que para carnes
frescas e congeladas nao é permitido o uso de nenhum aditivo e para produtos carneos, 0s
antioxidantes permitidos cujo limite de uso é a quantidade suficiente, sdo o acido ascorbico
(INS 301), ascorbato de sodio (INS 302) ou de calcio (INS 303) ou potéssio (INS 315) e o
acido eritorbico ou acido isoascorbico (INS 320). Os antioxidantes que tem seu limite de uso
estabelecido em 0,01 % sdo o BHA (INS 320), BHT (INS 321) e galato de propila (INS 310)
(BRASIL, 1998). Embora, o0 &cido fitico seja permitido e empregado em muitos paises, no
Brasil sua aplicagdo como antioxidante em produtos carneos e outros produtos alimenticios

ndo esta previsto e regulamentado.

3.5 CARNE MECANICAMENTE SEPARADA DE AVES

A carne mecanicamente separada (CMS) ou carne mecanicamente
desossada (CMD) é o termo genérico utilizado para descrever a separacdo ou desossa da carne
que permanece firmemente aderida aos 0ssos ap0s 0 processo de retirada dos cortes carneos.
E um processo relativamente simples em que s&o utilizados os ossos mais dificeis de serem
totalmente desossadas de forma manual, como as carcacas, partes de carcagas, 0Ssos inteiros
ou previamente moidos que sdo pressionados contra uma superficie perfurada, resultando em
um produto finamente cominuido (CROSLAND et al., 1995). A carne e outros tecidos
comestiveis atravessam as fendas ou orificios, enquanto que as particulas Osseas, exceto
aguelas muito pequenas, ndo atravessam. Os 0ssos resultantes deste processo podem ser
utilizados para racdo animal. Segundo Ranken (2000), nos abatedouros de aves nos Estados
Unidos pode ocorrer a presenca na carne mecanicamente separada a presenca de pequenos
fragmentos de ossos de forma granular de tamanho ndo superior a 0,5 mm e um teor de célcio
néo superior a 0,02 %.

A medula 6ssea é o principal local de formacdo do sangue, sendo por esta
razdo rica em hemoglobina e, portanto contribui para a cor vermelha da CMS, sendo
consideradas as hemoproteinas os principais catalisadores da oxidacéo lipidica em CMS de
frango Lee et al. (1975). O outro pigmento vermelho presente nas CMS € a mioglobina,
proveniente dos musculos. Logo apos a desossa, devido ao oxigénio incorporado durante este

processo, ambos 0s pigmentos estdo na forma oxigenada, a oxi-hemoglobina e a
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oximioglobina, de cor vermelho brilhante. E esta a melhor condic&o para a utilizagdo de CMS
em produtos carneos, enquanto os pigmentos ainda ndo estdo oxidados. Altos niveis de
hemoglobina e mioglobina (pigmentos heme) em CMS podem tornar-se um problema durante
a estocagem, porque estes pigmentos podem ser oxidados (FIELD, 1988).

Tanto a mioglobina como a hemoglobina sdo proteinas globulares com um
grupo prostetico heme (ANTONINI, 1965). Na CMS, os pigmentos de cor sofrem mudancas
devido a sua reacdo com o oxigénio. A mioglobina pode sofrer oxidacdo pelo oxigénio, com o
ferro heme sendo convertido para o estado férrico. A forma oxidada de mioglobina, a
metamioglobina ndo pode ligar ao oxigénio reversivelmente e assim é fisiologicamente
inativa. A metamioglobina é de cor marrom escuro (WALLACE et al., 1982). A oxidacdo da
mioglobina é acelerada por ions metalicos tais como cobre ou ferro, que podem estar
presentes na agua ou derivados de equipamentos utilizados no processamento da carne
(LYNCH et al., 1999).

A oxidacdo do pigmento heme juntamente com a oxidacdo lipidica sdo
consideradas importantes causas da deterioracdo da CMS, levando a muitos efeitos adversos
nas suas caracteristicas de qualidade como, sabor, aroma, cor, textura e valor nutritivo
(OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006). Ambas as reacdes sdo dificeis de serem controladas,
principalmente devido a sua complexidade e variabilidade. S&o reacdes de ordem fisico-
quimica, que podem ser potencializadas por acdo microbiologica (OLIVO, 2006).

Os fatores relacionados ao equipamento utilizado na elaboragdo da CMS
podem afetar sua qualidade, como por exemplo, a presséo aplicada sobre a matéria-prima, que
quando aumenta, implica em um produto final com maior quantidade de osso, tenddes e
outros residuos ndo carneos. O rendimento da CMS de aves varia de 55 a 70 %. Quanto maior
o rendimento maior a porcentagem de cinzas e lipidios, além de elevar a temperatura do
produto final que promove a desnaturacdo das proteinas, o que pode afetar sua funcionalidade,
diminuir a qualidade bacterioldgica e consequentemente reduzir a vida Util (FRONING;
McKEE, 2001).

A composigdo centesimal da CMS depende principalmente do tipo de
matéria-prima utilizada na sua fabricacdo. Dos seus constituintes merece atencdo a gordura,
capaz de apresentar variagao no seu contetdo, que se reflete diretamente tanto na estabilidade
da emulsdo carnea como nos processos oxidativos (TERRA, 1998). A menor qualidade da
fracdo lipidica da CMS representa um problema quando o produto permanece congelado por
muito tempo (FIELD, 1988).
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A Instrucdo Normativa n° 4, de 31 de marco de 2000, da Secretaria de
Defesa Agropecuaria do Ministério da Agricultura e do Abastecimento, define a Carne
Mecanicamente Separada (CMS), como a carne obtida por processo mecanico de moagem e
separacdo de o0ssos de animais de agougue, destinada a elaboragdo de produtos carneos
especificos. Tem como caracteristicas fisico-quimicas: proteina (minimo) de 12 %, gordura
(maximo) de 30 %, teor de célcio (maximo) de 1,5 % (base seca), indice de perdxidos
(maximo) de 1 mEg KOH por kg de gordura; e ainda, 98 % dos 0ssos deverdo ter diametro
maximo de 0,5 mm e largura maxima de 0,85 mm (BRASIL, 2000).

A CMS quando ndo utilizada diretamente como ingrediente em um produto
carneo, logo apds o processo de separacdo mecanica, a mesma devera ser refrigerada a uma
temperatura ndo superior a + 4 °C por no maximo de 24 h. Se armazenada no maximo até 0
°C podera ser utilizada em até 72 h apds sua obtencéo. E caso seja congelada, devera ser em
blocos com espessura maxima de 15 cm e conservada em temperatura ndo superior a -18 °C
no prazo maximo de 90 dias (BRASIL, 2000).

Devido a grande disponibilidade deste tipo de carne de aves (frangos,
galinhas de descarte, perus) a CMS vém sendo utilizadas em larga escala na fabricagdo de
embutidos carneos. Negrdo et al. (2005) demonstraram que a CMS apresenta boas
propriedades nutricionais, se comparada a farinha de peito de frango, apesar de ser pobre em
lisina. Porém, devido as alteragdes quimicas e estruturais sofridas no processo de separacao
mecanica, tornam-se muito susceptiveis a processos deteriorativos. Fatores como gorduras
insaturadas, pigmentos heme, reducdo e particulas finas e incorporacdo de ar levam ao
desenvolvimento de aromas indesejaveis (rancidez), devido a oxidacéo lipidica e a perda da
cor vermelha caracteristica, pela oxidacdo dos pigmentos.

Os antioxidantes alternativos podem ser utilizados para controlar a rancidez
oxidativa da CMS. Mielnik et al. (2003) provaram ser vantajosa a adicdo de antioxidantes
comerciais a base de alecrim, vitamina E e &cido ascorbico no controle da oxidacao lipidica
em CMS de peru congelada por 7 meses. As amostras de CMS contendo os antioxidantes
foram comparadas a amostras sem antioxidantes (controle), e constataram o efeito retardador
dos antioxidantes na peroxidacdo lipidica nas condi¢fes investigadas. Tuboly et al. (2003)
utilizaram alta pressao hidrostatica em CMS de perus e observaram nas condi¢des estudadas,
significativa reducdo de células vidveis de microrganismos aerobicos, porém, houve um
aumento nos valores de TBARS e formacéo de produtos da oxidagdo do colesterol. Sadat e
Volle (2000), Gomes et al. (2003a) e Gomes et al. (2003b) demonstram a viabilidade do uso

de irradiacdo visando a pasteurizacdo da CMS de frango. Hassan e Fan (2004) utilizaram
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extratos de folhas de cacau e investigaram o teor de fendis, catequinas e capacidade de reduzir
o Fe+ e concluiram que concentracdes de 200 a 400 mg/kg de extrato de folhas de cacau
apresentaram 50 a 80 % do efeito antioxidante de 200 mg de butil hidroxianisol (BHA) / butil
hidroxitolueno (BHT) (1:1). Rossini et al. (2009) verificaram a a¢do antioxidante de peptideos
da caseina com diminuicdo em 21 % da oxidacdo lipidica da CMS de frango quando

comparada a CMS o antioxidante.

3.6 EMBUTIDOS CARNEOS

O processo de elaboracdo de produtos cérneos € realizado desde a
antiguidade e apresenta-se, neste inicio de século, ainda como um desafio na melhoria
continua dos produtos processados (SHIMOKOMAKI et al., 2003). A fabricacdo de
embutidos carneos propicia 0 aumento da vida Gtil das carnes, bem como diversifica a oferta
de derivados. A producdo de embutidos apresenta-se como uma das solugdes para atender a
demanda por qualidade (TERRA et al., 2004). Um dos maiores desafios para a industria
carnea e oferecer produtos macios, suculentos e com cor e sabor agradaveis e que estas
caracteristicas de frescor mantenham-se estaveis durante toda a sua vida util, com a maior
seguranga e menor custo possiveis (OLIVO, 2006).

Os produtos carneos emulsionados como as salsichas e mortadelas, séo
bastante populares, sendo consumidos tanto a nivel doméstico como no mercado de
alimentacdo rapida, representando um importante segmento das carnes industrializadas.
Estima-se um consumo per capita de aproximadamente 5 kg/ano de produtos carneos
emulsificados, mostrando fazer parte integrante da dieta do brasileiro e consequentemente,
apresentam consideravel importancia na economia (OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006).
Segundo a legislacdo brasileira, mortadela é o produto carneo industrializado, obtido de uma
emulsdo de carnes de animais de agougue, acrescido ou ndo de toucinho, adicionado de
ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial, em diferentes formas, e submetido
ao tratamento térmico adequado (BRASIL, 2000).

Os produtos carneos, devido a sua composi¢cdo sdo altamente suscetiveis a
alteracGes de ordem fisico-quimica e microbioldgica. Dentre as principais alteracfes e suas
consequencias estdo a oxidagdo lipidica e a oxidacdo de cor, que sdo dificeis de serem
controladas, devido sua complexidade e variabilidade (OLIVO, 2006).
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A relacdo entre a oxidacdo de lipidios e a oxidacdo da cor é de extrema
importancia na industria carnea. No entanto, a causa-efeito desta relagdo entre estes dois
processos ndo estd completamente esclarecida, especialmente para carnes processadas, e nao
se sabe quando ou a oxidacdo lipidica causa a oxidacdo da cor ou vice-versa (ZANARDI et
al., 2002). O ferro da mioglobina no seu estado oxidado pode catalisar a oxidacao lipidica, a
qual também pode ser induzida por outros componentes que possuem ferro e pelo ferro livre.
Por outro lado, os radicais livres, produzidos durante a oxidacéo lipidica podem oxidar o ferro
ou desnaturar a molécula de mioglobina, alterando negativamente a cor dos produtos. O
rompimento da integridade das membranas musculares pela desossa mecénica, moagem,
reestruturacdo ou cozimento, liberam o ferro cataliticamente ativo da mioglobina e de outras
proteinas. A interacdo deste e de outros agentes prooxidantes com o0s &cidos graxos
polinsaturados, resulta na geracdo de radicais livres e na propagacgéo das reacOes oxidativas.
Assim, os produtos reestruturados e cozidos apresentam grande possibilidade oxidativa
(OLIVO, 2006).

As mortadelas por serem embutidos carneos em que é permitida a adicdo de
até 60 % de CMS (BRASIL, 2000) sdo altamente suscetiveis as alteragdes quimicas que
depreciam a sua qualidade (MIELNIK et al., 2003). A utilizacdo de antioxidantes é
importante para amenizar os efeitos oxidativos indesejaveis e auxiliar na qualidade do produto
durante sua vida util (OLIVO, 2006).

A aplicagdo de acido fitico do farelo de arroz como antioxidante em CMS
ou na formulacdo de embutido cérneo ainda ndo foi descrita na literatura. A adigdo destes
novos aditivos em substituicdo aos antioxidantes sintéticos podera beneficiar a sadde do
consumidor e contribuir no aspecto tecnoldgico de produtos carneos com aumento da validade

e qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-Prima

Foi utilizado como mateéria-prima o farelo de arroz integral da cultivar
IRGA 417 fornecido pelo Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) de Cachoeirinha/RS da
safra 2007/2008. A carne mecanicamente separada foi proveniente do Abatedouro de Aves
Lar, localizado na cidade de Matelandia - PR. Para a elaboracdo do embutido carneo, a
matéria-prima e os ingredientes foram fornecidos pelo Frigorifico Frimesa, localizado na
cidade de Medianeira - PR. A elaboracdo dos embutidos carneos se deu no Laboratorio de
Industrializacdo de Carnes da Universidade Tecnologica Federal do Parana - UTFPR, Campus

Medianeira.

4.1.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica de diferentes
procedéncias comerciais, sendo que o padrdo de acido fitico foi o fitato de dodecassddio de
arroz com pureza > 90 % da Sigma (P0109/Sigma, St.Louis, USA).

4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 Preparo de Amostra de Farelo de Arroz para Extracio de Acido Fitico

O farelo com granulometria acima de 80 mesh, ndo sofreu nenhum processo
de moagem. As amostras foram armazenadas em embalagens de polietileno transparentes,

seladas e congeladas a -18 °C até 0 momento de uso.
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4.2.2 Determinacéo do Teor de Acido Fitico

O 4cido fitico foi extraido em HCI 0,8 M, na proporcao de 1:10 (m/v) e
agitacdo constante por 2 h. O material foi centrifugado a 400xg por 10 min e obtido o
sobrenadante que foi adequadamente diluido com agua destilada. O teor de acido fitico foi
quantificado conforme o procedimento descrito por Latta e Eskin (1980), com modificacdo da
resina para Dowex-AGX-4, proposto por Ellis e Morris (1986). No procedimento para
cromatografia de troca ionica, foi utilizada uma coluna de vidro de 10 cm de comprimento e 1
cm de diametro contendo 0,6 g da resina que foi previamente preparada com elui¢des
sucessivas de 10 mL de 4gua destilada, 10 mL de NaCl 0,7 mol.L™* e 10 mL de agua destilada.
Em seguida, uma aliquota de 2 mL do sobrenadante foi aplicada na coluna, eluida com 10 mL
de NaCl 0,1 mol.L" e 10 mL de NaCl 0,7 mol.L™* e recolhido 10 mL do dltimo eluato. A
partir deste eluato, aliquotas de 3 mL foram transferidas para tubos de ensaios e adicionado 1
mL do reativo de Wade (acido sulfosalicilico e cloreto férrico). A leitura do complexo
formado foi realizada em espectrofotometro UV-Visivel (Modelo Libra S22, Marca
Biochrom) a 500 nm. O resultado foi expresso em g de &cido fitico em 100 g ou mL de

amostra.

4.2.3 Determinacdo de Umidade

O teor de umidade do farelo de arroz foi determinado conforme descricéo da
Association of Oficial Analitical Chemists (AOAC, 2005).

4.2.4 Planejamento Experimental para Extracdo de Acido Fitico do Farelo de Arroz

Para extracdo de acido fitico do farelo de arroz foi utilizado o delineamento
fatorial 2* com triplicata no ponto central, totalizando 19 ensaios que foram realizados
aleatoriamente. A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento experimental (2*). A Tabela 2

apresenta as quatro variaveis independentes, X; (concentracdo de farelo de arroz), X,
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(concentracdo de acido cloridrico), X3 (temperatura), X4 (tempo) e os niveis de variagdo. A
variavel dependente ou funcédo-resposta (Y) foi expressa como g de acido fitico extraido em
100 g de farelo de arroz. As variaveis independentes e os niveis de variagdo foram
selecionados em fungdo de estudos preliminares e condi¢bes de extracdo de &cido fitico
descritas conforme Latta e Eskin, 1980; Han (1988) e Bos et al. (1991).

Para analise de regressdo e variancia e superficie de repostas foi utilizado o
software STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004). A formula geral do modelo de superficie de

resposta foi expressa conforme a Equacéo 1.

f-:-' = ﬁﬂ + |3|.1['| + ]33.1(3 + [33_1(_:. + |3_|.T_- + |3|3.T|.1['3 + ﬁl_ﬂﬂ.‘(}. + |3|_1.T|.‘(_- + ]33_11['3.1’_1. + [33_1.1(3.1['_-+
Pigrsxg +e Equacio 1
onde:
v = funcio-resposta
X, X3, X3 € X4 =variaveis codificadas
p’s = coeficientes estimados pelo modelo de superficie de resposta

e = residuo (erro experimental)
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Tabela 1 — Matriz dos ensaios do delineamento fatorial 2* com as variaveis independentes

Ensaios Varidveis
Farelo de arroz HCI Temperatura Tempo

X X2 X3 X4
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 I I
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0




35

Tabela 2 — Variaveis e niveis de variacao

Niveis
Variaveis -1 0 +1
X — Concentragio de farelo de arroz (g/mL) 0,050 0.075 0.100
X; - Concentracdo de HCI {11101.L']'J 0,2 0.6 1.0
X35 - Temperatura (°C) 25 50 75
X4 - Tempo (h) 1 2 3

4.2.5 Técnica de Purificacdo de Acido Fitico do Farelo de Arroz

Apos estabelecer a melhor condicdo de extracdo do é&cido fitico foi
desenvolvida uma técnica analitica de sua purificacdo. A melhor condi¢cdo de extracdo foi
estabelecida quando se utilizou 20 g de farelo de arroz e 200 mL de HCI 1 mol.L™?, ou seja, a
concentracdo de farelo de arroz foi de 0,100 g/mL, temperatura de 25 °C e tempo de 1 h de
extragdo com rotagdo de 2xg (Modelo MA 830/A, Marca Marconi). A Figura 2 apresenta o
fluxograma de extracdo e purificacdo de &cido fitico do farelo de arroz. Apos extracdo do
4cido fitico, o pH do meio foi ajustado para 4,5 com NaOH 4 mol.L™ para precipitacdo das
proteinas. Em seguida, o material foi centrifugado a 2000xg por 10 min e obtido o
sobrenadante contendo o 4cido fitico e denominado de S;.

4.2.5.1 Efeito do pH do sobrenadante S; para precipitacdo do acido fitico

No sobrenadante S1 foi verificada a melhor condi¢do de pH para precipitar
0 &cido fitico. Para variacOes de pH de 7,0 a 9,0 e intervalos de 0,5 foram utilizadas solucGes
de Na,CO; 1,5 mol.L™* ou NaOH 4 mol.L™. Ap6s o ajuste de cada pH do sobrenadante S1, o
material foi mantido em repouso por 12 h para decantar o precipitado. Os cinco sobrenadantes
com os precipitados foram centrifugados conforme condicGes descritas anteriormente e

denominados de sobrenadantes S2 com o0s respectivos pHs e quantificado o teor de acido
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fitico conforme item 4.2.2. Nos cinco precipitados P,, o acido fitico foi ressuspenso com 15 a
20 mL de HCI 1 mol.L™* e 10 mL de formaldeido e adicionado 0,5 g de terra diatomacea para
separar as proteinas do farelo de arroz e agitado (Modelo PC-420D, Marca Corning) por 2 h
em capela de exaustdo a temperatura ambiente de 22 a 23 °C. Apo6s repouso de 12 h e
filtracdo em papel de filtro qualitativo foram obtidos os sobrenadantes S3 com 0s respectivos
pHs e os precipitados P3 descartados. O sobrenadante S3 com maior teor de &cido fitico foi

utilizado para prosseguir com 0 processo.

4.2.5.2 Efeito do pH do Sobrenadante S para Precipitacdo do Acido Fitico

Para verificar qual foi a melhor condicdo de pH para precipitar o &cido fitico
do sobrenadante S; foi utilizada solucdo de Na,COj3 1,5 mol.L™ com variacdes de pH de 7,0 a
9,0 e intervalos de 0,5. Apds ajuste de pH dos sobrenadantes S3, o material foi filtrado em
papel de filtro qualitativo para obter os respectivos precipitados P4 e descartados o0s
sobrenadantes S4. Todos os precipitados de &cido fitico obtidos foram secos em estufa a 60 °C
por 24 h e quantificado o seu teor (item 4.2.2) e rendimento (item 4.3.5.3).

Apbs definir as melhores condicBes de cada etapa do processo de
purificacdo de &cido fitico foi realizado um processo completo (Figura 2) para confirmar o
teor de &cido fitico nos precipitados P1, P3 e no sobrenadante S4.

4.2.5.3 Rendimento do acido fitico purificado do farelo de arroz

O rendimento foi calculado pela relacdo entre o teor de acido fitico do farelo

de arroz inicial (AFi) e teor de &cido fitico obtido (AFo) multiplicado por 100 (Equacéo 2).

Rendimento de AF (%) = AFi

v 100 Equacao 2
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Figura 2 — Processo de extracéo e purificacdo de &cido fitico do farelo de arroz
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4.2.6 Avaliacdo do Processo de Purificacdo de Acido Fitico Obtido do Farelo de Arroz

4.2.6.1 Teor de fosforo fitico, fésforo inorganico e fosforo total

A extracdo e digestdo do fosforo fitico do acido fitico padrédo e acido fitico
purificado foram realizadas segundo Thompson e Erdman (1982) e determinado
colorimetricamente segundo Chen et al. (1956). O fdsforo inorganico foi analisado do
sobrenadante obtido apos a extracdo do fosforo fitico e quantificado do mesmo modo que 0
fosforo total, por espectrometria de emissdo Optica com fonte de plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) (modelo OPTIMA 3000 DV, Perkin Elmer), segundo Sousa et al.
(2005).

4.2.6.2Teor de proteinas sollveis, nitrogénio e proteinas totais

O teor de proteinas sollveis do acido fitico padrdo e purificado foi
determinado segundo Lowry et al. (1951). O teor de nitrogénio total foi determinado pelo
método de Kjeldahl e o fator 6,25 foi utilizado para converter o teor de nitrogénio em
proteinas totais (AOAC, 2005).

4.2.6.3Teor de minerais

A digestdo do &cido fitico purificado e padrdo foi realizada via seca por
incineragdo em mufla a 550 °C e o residuo diluido em HCI 6 mol.L™". A determinagéo de Cu,
Zn, Ni, Co, Mn, Fe, Ca e Mg foi realizada em espectrémetro de emissdo dptica com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (modelo OPTIMA 3000 DV, Perkin Elmer)
segundo Sousa et al. (2005). A determinacgdo de Na e K foi realizada em fotometro de chama
(modelo B462, Micronal) conforme descrito por Dean (1960).
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4.2.6.4 Solubilidade

A solubilidade do acido fitico purificado foi investigada nos pHs 4,0, 6,0 e
8,0 em tampdo fosfato dissodico e &cido citrico. Para cada pH foi preparada uma solucgéo
saturada de acido fitico purificado e submetida a agitacdo constante por 12 h, filtrada em
papel de filtro qualitativo segundo Casagrande et al. (2007). No filtrado foi quantificado o
teor de &cido fitico conforme descrito no item 4.2.2.

4.2.7 Avaliacdo da Capacidade Antioxidante do Acido Fitico Purificado do Farelo de Arroz

O é&cido fitico purificado foi avaliado em triplicata quanto a sua capacidade
antioxidante por meio de determinacdo da capacidade redutora do ion ferro pelo &cido fitico
utilizando a 2,4,6-tripiridil-s-triazina pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), capacidade queladora do ion ferro pelo &cido fitico utilizando o método da
batofenatrolina (BPS) e capacidade inibitoria do radical hidroxil pelo acido fitico utilizando o

método de deoxirribose.

4.2.7.1 Capacidade redutora do ion ferro pelo acido fitico utilizando a 2,4,6-tripiridil-s-

triazina pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O metodo de FRAP foi realizado conforme descricdo de Sanchez-Gonzélez
et al. (2005) com algumas modificacdes e mede a reducao férrica de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ) para um produto colorido. Para andlise, foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e
100 uL de diferentes concentracfes de &cido fitico padrdo ou &cido fitico purificado (0,028;
0,141; 0,353; 0,706; 1,412; 1,765; 2,824 e 7,060 mg/mL) e realizada a leitura da absorbancia
a 593 nm (HUANG et al., 2005) ap6s 30 min a 37 °C. O reagente FRAP foi utilizado como
branco e preparado com mistura de tamp&o acetato de sédio 0,3 mmol.L™* e pH 3,6; solucio
de TPTZ 10 mmol.L™ em HCI 40 mmol.L™ e solucéo de cloreto férrico 20 mmol.L™* na

proporcao de volumes de 10:1:1, respectivamente, no momento da analise. A solucdo foi
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incubada a 37 °C por 30 min. O poder redutor foi expresso como (imol equivalente de Trolox
por grama de acido fitico padrdo ou acido fitico purificado. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.2.7.2 Capacidade queladora do ion ferro pelo acido fitico utilizando o método da
batofenatrolina (BPS)

A atividade queladora do fon Fe? pelo &cido fitico foi determinada segundo
0 método descrito por Bolanm e Ulvik (1987) que utiliza a BPS como um forte quelador de
ion ferro e forma um complexo colorido quando ligada a este ion.

Primeiramente, avaliou-se o tempo de contato entre o fon Fe** e o &cido
fitico padrédo por diferentes tempos no meio de reacdo antes da adi¢cdo de BPS. Neste ensaio,
50 p mol.L™ de (NH4)-Fe(SO.), e 50 pL de &cido fitico padrdo nas concentracdes de 4,41;
17,65 e 141,20 Hg/mL foram mantidos em contato por 0, 15, 30, 60 ou 120 min em 2 mL de
meio de reacdo contendo 125 mmol.L™ de sacarose, 65 mmol.L™* de KCI e 10 mmol.L™ de
Tris-HCI e pH 7,4 (meio 1). Posteriormente, 0,2 mmol.L™* de BPS foram adicionados e a
mistura de reacgdo foi mantida a temperatura ambiente por 15 min. A capacidade queladora do
ferro foi determinada pela formacdo do complexo colorido Fe2(BPS); e leitura em
espectrofotdmetro em 530 e 700 nm conforme Casagrande et al. (2006).

Ap0s definir o melhor tempo de contato de 60 min de reacdo entre o acido
fitico e fon Fe®" antes da adicdo da BPS foram preparadas solucdes de &cido fitico padréo ou
4cido fitico purificado com 3,530 mg/mL em HCI 0,02 mol.L™. Posteriormente, foram
diluidas em &gua deionizada para obter concentracfes de 2,2; 4,4; 8,8; 35,3; 88,3; 176,5;
353,0 e 1765,0 Hg/mL. Para determinacéo da curva de concentracéo resposta, 50 p. mol.L™
de (NH,)2Fe(SO4), e 50 uL das diferentes concentragfes de &cido fitico padrdo ou &cido fitico
purificado foram mantidos a temperatura ambiente por 60 min em 2 mL de meio I. Em
seguida, foram adicionados 0,2 mmol.L™ de BPS e seguiu-se o procedimento conforme
descrito anteriormente. Foram feitos concomitantemente o branco (meio de reacdo) e o
controle positivo (meio de reagdo + Fe** + BPS). Os ensaios foram realizados em triplicata.

A capacidade antioxidante foi expressa como % de capacidade queladora do

fon Fe?* pelo 4cido fitico e estimada conforme a equagio (3).
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Capacidade Antioxidane (%) = 100 — [IDD% ] Equacio 3
3 “o ./

Onde, A, ¢é a absorbancia da amostra (530 nm - 700 nm) e Ao € a absorbancia do controle

positivo (530 nm - 700 nm).

4.2.7.3 Capacidade inibitéria do radical hidroxil pelo &cido fitico utilizando o método de

deoxirribose

A diminuicdo da formacéo de substancias reativas ao cido tiobarbitdrico
provenientes da degradacao do agucar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela reacdo de
Fenton foi determinada segundo Halliwell et al. (1987). Preparou-se uma solugdo de &cido
fitico padrdo a 14,1200 mg/mL em &gua deionizada, que foi posteriormente diluida nas
seguintes concentragdes: 0,0282; 0,1412; 0,3530; 0,7060; 1,4120; 1,7650; 2,8240 e 7,0600
mg/mL. Para o &cido fitico purificado preparou-se uma solucdo saturada em agua deionizada
que foi filtrada e quantificado o teor de acido fitico de 2,2800 mg/mL conforme item 2.2.6. O
resultado foi expresso em g de acido fitico em 100 g de amostra. Em seguida, procedeu-se a
diluicdo desta solucdo obtendo-se as concentragdes de 0,0228; 0,0450; 0,0912; 0,2800;
0,2850; 0,4560 e 1,1400 mg/mL.

Em tubos de ensaios foram misturados 1 mL de tampédo KH,PO4-KOH (20
mmol.L™, pH 7,4), 100 umol.L™ de ascorbato, 500 L das diferentes concentracdes de acido
fitico padrdo ou écido fitico purificado, 2,8 mmol.L™ de deoxirribose, 1 mmol.L™* de H202,
50 pmol.L™ de FesCl.6H,0, 52 umol.L™* de EDTA e os tubos foram incubados a 37 °C por 30
min. Apds este perfodo, 1 mL de TBA 1 % preparado em 50 mmol.L™ de NaOH, 100 pL de
NaOH 10 mol.L™" e 500 uL de HsPO4 4 mol.L™ foram adicionados aos tubos e incubados a
85°C por 20 min.

Foi avaliada a formagdo de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico a
535 nm a temperatura ambiente, principalmente como malonaldeido (MDA) devido a
degradacdo de deoxirribose causada pelo radical hidroxil. A leitura foi realizada em
espectrofotbmetro em 535 nm a temperatura ambiente de 22 a 23°C. Foram feitos

concomitantemente o branco (auséncia de deoxirribose), o controle positivo (auséncia de
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acido fitico) e acompanhado com um controle negativo (auséncia de ferro). Assim, a atividade
antioxidante foi expressa como porcentagem (%) de inibicdo do radical hidroxil pelo acido

fitico e estimada conforme a Equacéo 3.

4.2.7.4 Precisdo dos métodos analiticos

A precisdo da andlise para a determinacdo da capacidade queladora do ion
ferro pelo acido fitico padrao utilizando o método de BPS foi determinada pela repetibilidade
(intra-ensaio) e precisdo intermediaria (inter-ensaio). A repetibilidade, para o ensaio foi
avaliada no mesmo dia por meio de anélises de amostras com a mesma concentragdo (40 e
180 pg/mL de &cido fitico padrdo). A precisdo intermediaria foi determinada nas mesmas
concentracOes e comparadas as analises em 3 dias diferentes. A repetibilidade (intra-ensaio) e
precisdo intermediaria (inter-ensaio) do ensaio de deoxirribose foi avaliada por Filgueiras et

al. (2009) e do método de FRAP ndo foi determinado por ser negativo para o acido fitico.

4.2.8 Avaliacdo do potencial antioxidante do &cido fitico purificado do farelo de arroz em

CMS de aves e embutido carneo

4.2.8.1 Acido fitico purificado como antioxidante em CMS de frango

O é&cido fitico padréo ou purificado foi adicionado na CMS de frango recém
preparada no abatedouro. Foram utilizados dois lotes de CMS produzidos em dias diferentes.
O lote 1 foi dividido em 5 amostras, sendo uma amostra controle (sem antioxidante), duas
amostras com 5 mmol.L™* e 10 mmol.L™ de écido fitico padréo por kg de CMS e outras duas
amostras com 5 mmol.L™ e 10 mmol.L™ de &cido fitico purificado por kg de CMS. O lote 2
foi também dividido em 5 amostras e o preparo de amostra foi similar ao lote 1. Em seguida,
200 g de cada amostra foram colocados em placas de Petri de 100 x 200 mm e protegidas com
filme de polietileno e armazenadas a -18 °C. Logo ap0s a adicao do acido fitico (tempo zero),

as amostras foram armazenadas por 120 dias e em intervalos de 15 dias foram analisados em
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triplicata, a oxidacéo lipidica conforme o item 4.2.8.2 e 0 aroma de requentado conforme o
item 4.2.8.3.

4.2.8.2 Medida de oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo indice de TBARS utilizando 10 g
de amostra, segundo a metodologia descrita por Tarladgis et al. (1964) e modificado por
Crackel et al. (1988). Para as amostras de mortadela seguiu-se as recomendacdes de Shahidi
et al. (1985) no que se refere a adicdo de sulfanilamida para as amostras que contém nitrito.

Para a quantificacdo em triplicata foram utilizados 10 gramas de amostra
submetidos a hidrélise com 98 mL de 4gua deionizada, 2,5 mL de 4cido cloridrico 4 mol.L™ e
2 gotas de antiespumante (8 partes de Span 80 + 1,3 partes de Tween 20), em erlenmeyer de
500 mL. Em seguida, esta solucdo foi destilada por 10 min e coletados 50 mL de destilado, o
qual foi homogeneizado e em triplicata, aliquotas de 5 mL foram transferidas para um tubo de
ensaio com tampa rosqueavel. Posteriormente, adicionou-se 5 mL de solucdo de TBA 0,02
mol.L™ e estes foram colocados em banho-maria a 85°C por 35 min, resfriados a temperatura
ambiente e feita a leitura em espectrofotometro UV - Visivel (modelo Libra S22, Marca
Biochrom) a 530 nm. Uma curva padrdo foi preparada utilizando solucdo de 1,1,3,3-
tetraetoxipropano (TEP) em &gua deionizada nas concentraces de 0,004 a 1,0 mol.L™ de
TEP. Para verificar a exatiddo do método foi realizada a recuperacdo do mesmo a partir da
comparacao de absorbancias da solucdo padrdo, da solucdo padrdo adicionada de amostra e da

amostra. Os resultados em triplicata foram expressos em mg de TBARS/kg de amostra.

4.2.8.3Determinacdo do aroma de requentado

O aroma de requentado ou Warmed-Over Flavor (WOF) foi determinado
com 10 g de amostra. As amostras foram embaladas em sacos de polietileno e aquecidas em
banho-maria fervente por 15 min ou até atingir a temperatura interna de 75 £ 5 °C, conforme
procedimento descrito por Igene e Pearson (1979). Em seguida, as amostras foram resfriadas

a temperatura ambiente e armazenadas por 48h sob refrigeracdo a 6 + 1 °C com luz
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fluorescente. Apos este periodo, as amostras foram novamente aquecidas em banho-maria
fervente por 15 min ou até atingir temperatura interna de 75 = 5 °C. As amostras foram
resfriadas até atingirem a temperatura ambiente e a oxidacdo lipidica foi medida em triplicata

conforme descrito no item

4.2.8.4 Avaliacdo do acido fitico e eritorbato de sddio na estabilidade oxidativa de mortadela

4.2.8.4.1 Preparo da mortadela

As matérias-primas e os aditivos utilizados para a elaboracdo das mortadelas
estdo descritos na Tabela 3. O &cido fitico purificado, o &cido fitico padréo e o eritorbato de
sodio foram adicionados juntamente com os demais aditivos de cada formulacdo nas
quantidades estabelecidas no DCCR (Tabela 4). As formulacGes de mortadela foram
elaboradas utilizando 60 % de CMS de aves como limite maximo permitido neste produto
(BRASIL, 2000).

O preparo da massa foi realizado em um cutter com capacidade de 30 kg. A
massa foi considerada pronta quando atingido o aspecto de "liga". Para o embutimento, foi
utilizada tripa artificial de calibre 70 mm. O cozimento foi realizado em estufa automatica
(modelo Unimatic 1000, marca Eller, Merano, Italia) em quatro etapas, sendo trés de 30 min,
a primeira a 50°C, a segunda a 60°C e a terceira a 70°C e na quarta etapa, a temperatura foi
mantida a 80°C até a temperatura interna da mortadela atingir 74°C. A umidade relativa
utilizada no cozimento foi de 95 %. Ap6s o cozimento, foi realizado o choque térmico por 15

min com agua a temperatura ambiente na propria estufa de cozimento.

4.2.8.4.2 Delineamento Experimental

Foram realizados dois Delineamentos Compostos Centrais Rotacionais
(DCCR), cada um com duas varidveis independentes, trés pontos centrais e quatro pontos

axiais, totalizando 11 ensaios em cada delineamento. Os niveis das variaveis independentes
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Xe (eritorbato de sddio), Xp (acido fitico padrdo) e Xg (acido fitico purificado) foram
selecionados com base na Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998 (BRASIL, 1998). Os
ensaios para elaboracdo das mortadelas foram realizados aleatoriamente e posteriormente,
mantidas a 30 °C em estufa tipo BOD (modelo TE-391, marca TECNAL, Sao Paulo, Brasil)
por 30 dias. As amostras foram avaliadas em triplicata quanto a oxidacdo lipidica (item
4.2.8.2). A Tabela 4 apresenta a matriz do DCCR e a Tabela 5 apresenta as variaveis
independentes, XE (eritorbato de sddio), XP (acido fitico padréo), XF (&cido fitico purificado)
e 0s niveis de variagdo. Os modelos propostos para os delineamentos foram expressos
conforme a Equagdo 4 e Equagdo 5.

$ = fla + Boxe ¥ fpxo+ fexxi + foosi + Buxetp + 6 Equacao 4

P =0+ Bettet Bette+ Bopti+ Baptl: + Brpknits + 8 Equacio 5

wld
=)

onde:

v = funcio-resposta
XE, Xp€ Xp = variaveis codificadas
p’s = coeficientes estimados pelo modelo de superficie de resposta

e = residuo (erro experimental)



46

Tabela 3 — Matérias-primas e aditivos para elaboracdo de mortadela de frango

Matérias-primas e ingredientes 2.100 g' de mortadela de frango
CMS de frango 60,00
Retalhos de coxa e sobrecoxa de frango 10,00
Pele de frango 10,00
Gelo 10,43
Fécula de mandioca 3,00
Proteina texturizada de soja em po (PTS) 4,00
Sal 1,80
Condimentos 0,52
Nitrato/nitrito de sédio 0,25

Tabela 4 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes

Codificado
Acido fitico padrao ou purificado do
Ensaio Eritorbato de sodio farelo do arroz

XE XpOU Xg
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 -1.414 0
6 1,414 0
7 0 1,414
8 0 1,414
9 0 0
10 0 0
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Tabela 5 — Variaveis e niveis de variacao

Niveis
Variaveis -0 -1 0 +1 +01.
X - Eritorbato de sédio (mmol.L™) 0 7.5 25.0 42.5 50,0
Xp - Acido fitico padrio ou Xp — écido
0 1,5 5.0 8.5 10,0

fitico purificado (mmol.L™)

4.2.9 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nas etapas de extracdo do acido fitico do farelo de
arroz foram analisados estatisticamente pelo uso do programa STATISTICA 7.0
(STATSOFT, 2004).

Para analise estatistica por ANOVA das etapas de purificacdo foi utilizado o
mesmo programa seguido pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdao da média (DPM) e considerado significativamente diferente quando p < 0,05.

Para avaliar a influéncia do tempo no método de BPS os dados foram
estatisticamente analisados utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de
comparacdes multiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism®, Versdo 4.00, 2003). As
concentracOes de acido fitico padrdo ou purificado para inibir o processo oxidativo em 50 %
(IC50) foi estimada pelo mesmo software utilizando uma curva hiperbdlica. Os resultados
foram expressos como média * erro padrdo médio (EPM) e considerado significativamente
diferente quando foi obtido p < 0,05.

Para avaliacdo do acido fitico purificado do farelo de arroz como
antioxidante em CMS foi utilizado a ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparacdes
multiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism, Versédo 4.00, 2003). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e considerado significativamente
diferente quando p < 0,05. Foi utilizado o software STATISTICA 7.0 (STATSOFT, 2004)
para analise de regressdo e variancia e curvas de contorno utilizando o DCCR para a
mortadela. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM) e

considerado significativamente diferente quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de trés artigos cientificos e

de resumos apresentados em eventos cientificos e de iniciacdo cientifica, conforme segue.
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Abstract

The objective of this work was to develop rice bran IRGA 417 phytic acid (PA) extraction
and purification techniques. For the extraction of PA, a complete 2* factorial design with
triplicates at the central point was used, and the effects of concentration of rice bran and HCI,
time and temperature were investigated. During purification, different pH values were tested
with addition of 1.5 mol.L™ Na,COs; or 4.0 mol.L"* NaOH. The results showed that
temperature, time and HCI concentration influenced the PA extraction technique significantly
(p<0.05), whereas the concentration of rice bran had no influence. The content of PA was
evaluated in all the stages of purification and it was possible to establish a new efficient
methodology of extraction and purification with high purity and yields.

Keywords: Myo-inositol hexaphosphate. Cereals. Response surface methodology. Analytical
process. Antioxidants.
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1 Introduction

Phytic acid (PA) or myo-inositol hexaphosphate is a strong chelator of multivalent
metal ions, especially iron, zinc and calcium (Hurrell, 2004). For many years, PA was
considered an anti-nutritional compound because it reduces the bioavailability of several
minerals important for human nutrition (Bohn et al., 2007; Li et al., 2008). However, since the
1990s, PA has been scientifically emphasized for its beneficial effects on human health,
particularly in the prevention of diabetes (Lee et al., 2006), renal calculi (Saw et al., 2007),
Parkinson's disease (Xu et al., 2008) and cancer (Vucenik and Shamsuddin, 2006). The
application of 0.50% PA acid rice bran added to the drinking water after tumor induction,
reduced the risk of colon cancer in rats (Norazalina et al., 2009). Its antioxidant effect,
described by several researchers (Lee and Hendricks, 1995; Soares et al., 2004; Stodolak et
al., 2007; Harbach et al., 2007), is due to its ability to inhibit the formation of hydroxyl
radicals (*HO) and to form chelates with Fe*+ ions, causing them to become catalytically
inactive (Graf and Eaton, 1990).

PA also significantly inhibits the development of warmed over flavor (WOF) in beef
(Lee et al., 1998) and chicken meat (Shimokomaki et al., 1999). It prevents lipid oxidation in
a synergic manner, as measured in chicken meat, while the birds received vitamin E in their
diets (Soares et al., 2004). Recently, our laboratory demonstrated that PA prevented rancidity
in meat without endangering health when administered in a pig's diet (Harbach et al., 2007).
In addition, the antioxidant property of PA obtained from corn germ was also assessed, and its
potential antioxidant role was confirmed through deoxyribose and bathophenanthroline tests
(Filgueiras et al., 2009).

PA is distributed in the different rice components, primarily concentrated in the germ
with 7.6 g.100 g* and endosperm with 1.2 g.100 g* (O'Dell et al., 1972). Rice bran,
consisting of pericarp, aleurone and germ, has a high concentration of PA ranging from 5.94

t0 6.09 g.100 g™ (Kasim and Edwards JR., 1998). However the PA content ranges depending
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on the local rice cultivation conditions (Liu et al., 2005). Rice bran is considered a rice
industry by-product and corresponds to 10 g.100 g™ of integral rice grain. It is used for oil
extraction, feed production and also as an ingredient in the formulation of food products
because of its protein, lipid, mineral and antioxidant contents (Parrado et al., 2006).

Rice bran is a byproduct of rice industry and produced on a large scale, with high
levels of PA that presents antioxidant capacity and potential beneficial effects on health.
Therefore, this work aims at describing an analytical technique for the efficient extraction and

purification of PA using rice bran as a model system.

2 Materials and Methods
2.1. Materials and reagents

IRGA 417 cultivar raw rice bran was kindly donated by the Rio Grande Rice Institute
(IRGA), Cachoeirinha/Rio Grande do Sul, Brazil, harvest 2007/2008. Dodecasodium phytate
from rice (P0109/Sigma, St. Louis, USA) was used as a standard and all chemicals used were

of analytical grade.

2.2.PA determination

PA was extracted with 0.8 mol.L™ HCI at a concentration of 0.1 g.mL™ and quantified
according to the procedure described by Latta and Eskin (1980) based on the reaction between
ferric ion and sulfosalicylic acid with modification of the resin to Dowex-AGX-4, as proposed
by Ellis and Morris (1986). The result was expressed as g of PA in 100 g of sample or 100

mL of extract.

2.3. Experimental design for extraction of PA from rice bran
To investigate the technique of PA extraction, the following independent variables

were selected: Xi (rice bran concentration, g.mL™), X, (hydrochloric acid concentration, M),
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X3 (temperature, °C) and X4 (time, h), with three levels of variation (-1, 0, +1). Table 1 shows
the matrix of the experimental design (2%) with the levels of variation and the dependent
variable or Y (experimental response) and the Y (estimated response), expressed as g of PA
extracted in 100 g of rice bran, on a dry basis. The assays were carried out at random. The
software STATISTICA 7.0 was used for regression analysis and to create a surface response

model. The model is expressed as Equation 1:
Y = BU + B|.T| + [53 X3+ ]33 Xi+ [54 X+ B]g X1 X2+ l?)|_1..1' 1 X3+ [3|_- X1Xa+ ]323 X2X3+

PoaXaxyt Pagrsxs + € Equation 1
where
Y = response,
X1, X2, x3 and xs = coded variables,
p = estimated coefficients in the response surface model,

e = residual (experimental error).

After examining the response surface was conduct in triplicate assays under the

conditions of maximum extraction to experimental to validation of the proposed model.

2.4. Development of the PA purification technique

An analytical procedure for the purification of PA (Figure 1) was developed after
establishing the conditions according to experimental design (item 2.3) of extraction for 1 h at
25°C (shaker model MA 830/A, Marconi, Sdo Paulo, Brazil) with 1.0 mol.L™* HCI and a
concentration of rice bran of 0.1 g.mL™. The pH of the extract containing PA was adjusted to
4.5 with a solution of 4 mol.L™* NaOH, the rice protein's isoelectric point (Gupta et al. 2008),
and the extract was centrifuged at 2000 x g for 10 min. (model BR4i, Jouan, Saint Herblain,

France). A supernatant (S;) and pellet (P;) were obtained.
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Effect of pH on PA precipitation

In Sy, the best pH conditions for precipitating and reducing the losses of PA were
found with a solution of 1.5 mol.L™* Na,CO; or 4 mol.L™ NaOH and varying the pH value
from 7.0 to 9.0 in increments of 0.5. After adjusting the pH of the respective supernatant S,
the solution was store for an additional 12 h. The formed pellets were recovered by
centrifugation, as discussed above, and the supernatants were discarded. Ten pellets (P,) were
obtained: 5 from the precipitation with 1.5 mol.L™* Na,COs and 5 from the precipitation with
4 mol.L™ NaOH. The P, pellets containing PA were resuspended with 1 mol.L™* HCI, 10 mL
of formaldehyde and 0.5 g of diatomaceous earth to denature the proteins and remove other
contaminants. The suspensions were shaken for 2 h at ambient temperature in a hood, kept at
rest for an additional 12 h and filtered through qualitative filter paper Whatman # 3. In the
filtered solution (Ss) the best pH condition for PA precipitation was found with a 1.5 mol.L™
Na,CO; solution and varying the pH value from 7.0 to 9.0 in increments of 0.5. After
adjusting the pH of S, the pellet formed (P4) was recovered through qualitative filter paper
Whatman # 3, and the filtered solution was discarded. All of the recovered PA precipitates
were dried for 24 h in an oven at 60°C and the content and yield of the purified PA were

determined.

2.5. Purified phytate yield
The content of PA was determined according to the item 2.2. The yield was expressed
as a percentage and calculated as the ratio of the initial rice bran PA content (PA() to the

obtained PA content (PAc), multiplied by 100.
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2.6. Process evaluation of PA purification Content of organic, inorganic and total
phosphorus

The extraction and digestion of organic phosphorus, P, from the PA standard and the
rice bran were performed according to the method described by Thompson and Erdman
(1982) and colorimetrically determined according to Chen et al. (1956). The inorganic P was
analyzed from the supernatant obtained after PA extraction and quantified in the same manner
as the total P: by optical emission spectrometry with an inductively coupled plasma source

(ICP-OES) (model Optima 3000 DV, Perkin Elmer), according to Sousa et al. (2005).

Soluble protein, total nitrogen and total protein contents

The quantification of the soluble protein in the PA standard and the purified PA was
conducted according to Lowry et al. (1951). The quantification of the total nitrogen and the
total protein (factor 6.25) was performed according to the Association of Official Analytical

Chemists (AOAC, 2005).

Mineral contents

The quantification of Cu, Zn, Ni, Co, Mn, Fe, Ca and Mg in the standard and the
purified PA was carried out in the ICP-OES, (model Optima 3000 DV, Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA) according to Sousa et al. (2005). The content of Na and K was
determined with a flame photometer (model B462, Micronal, Sdo Paulo, Brazil), according to

Dean (1960).

Solubility
The purified rice bran PA solubility was investigated at pH 4.0, 6.0 and 8.0 in
disodium phosphate and a citric acid buffer. For each pH value, purified PA in a saturated

acid solution was prepared and shaken for 12 h, followed by filtration through filter paper
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Whatman # 3 according to Casagrande et al. (2007). PA was quantified in the filtrates

according method of item 2.2.

2.7. Statistical analysis

The statistical analysis (ANOVA) was carried out using the program STATISTICA 7.0
(Statsoft Inc. Corporate Tulsa, OK, EUA) (Statsoft, 2004) followed by Tukey test. The results
were expressed as the mean + standard deviation (SDM) and considered significantly

different at p < 0.05.

3. Results and Discussion
3.1. PA extraction technique

Tables 1, 2 and 3 present the effects of the variables and the response estimated by the
model (Y) for the IRGA 417 rice bran PA extraction. According to the regression coefficients
(Table 2), the variables X, (concentration of HCI), X3 (temperature) and X, (time) had a
significant effect on the response (Y). These results were similar to those for soya PA
extraction reported by Han (1988) and for extruded cotton and rice bran by Fuh and Chiang
(2001). According to Kolchev (1978) the important variables for the production of rice bran
phytin were a solid/liquid ratio of 1:5, a concentration of 0.1 mol.L™ HCI and an extraction
time of 2 h. There are few descriptions in the literature of the extraction of PA from grains for
the purpose of purification, although many studies have been performed on extracting and

quantifying the amount of PA.

For PA extraction in legumes and cereals, either water or an acid solvent is routinely
used (Kolchev, 1978). Hydrochloric acid is most often employed in concentrations ranging
from 0.01 to 2.4 mol.L™ (Makower, 1970; Han, 1988; Park et al., 2006). Other acids have also
been used in different concentrations such as phosphoric, acetic, sulfuric (Han, 1988),

perchloric (Makower, 1970) and trichloroacetic acids (Uppstrom and Svensson, 1980).
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According to Han (1988), there is no clear relationship between strong and weak acids
in the extraction of PA in soy and cottonseed samples. For the extraction of PA from different
raw materials, temperature is also considered an important factor. Various temperatures have
been used: 20°C (Han, 1988; Fuh and Chiang, 2001), 8°C (Bohn et al., 2007) and 25 to 50°C
(Han, 1988). In this investigation, the variable X; (rice bran concentration) and the
interactions X,X; and X3X, showed no significant effects. Depending on the sample, the
concentration of rice bran using the solid-liquid ratio (w/v) was also considered one of the
factors. The following ratios have been used in the literature: 1:3 (Park et al., 2006), 1:10 (Bos
et al., 1991), 1:15 (Makower, 1970), 1:20 (Latta and Eskin, 1980) and 1:25 (Uppstrom and
Svensson, 1980).

The lowest level of PA was extracted under the following conditions: 0.2 mol.L™ HCI
(x 2 = -1), temperature of 75°C (x3 = +1) and extraction time of 3 h (x4 = +1). The assays
reproduced the proposed model as well as confirmed by the low relative standard error (0.48)
for Tests 17, 18 and 19 (Table 1).

Taking into consideration the fact that the variance analysis and regression were
significant (Tables 2 and 3), three mathematical models were developed using predictive
variables coded for the significant responses X, X3 and X4. The model (Equation 2) that best
represented the process of PA extraction contained only the significant variables, such as X;
(concentration of HCI), X; (temperature) and the interaction between X, and Xs. The
nonsignificant parameters were incorporated into the residuals to calculate the analysis of

variance (ANOVA) (Table 3).

Y =497 + 0.48x; - 0.74x3 - 0.28x2x3 Equation 2

From the results, it was possible to construct the surface response (Figure 2), and the

variables X, (concentration of HCI) and X3 (temperature) were individually evaluated. As it
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can be observed, there was an region for maximum extraction of rice bran PA in the region of
0.72 to 1.8 mol.L™* HCI (X2) and for a temperature (X3) of around 25°C.

Before validating the expected response of the predictive model, the extraction times
(X4) of PA of 30 and 45 min were tested in triplicate and compared with the extraction time of
1 h. We observed that the extraction time of 1 h differed significantly (p < 0.05) from the time
of 30 and 45 min. The content of extracted PA in 100 g of rice bran on a dry basis for these
three extraction times was 5.88 + 0.09, 4.55 + 0.17 and 2.86 + 0.14 g, respectively. Thus, it
was determined that the maximum extraction of PA occurred when the minimum time was 1
h (X4 = -1), a concentration of 1 mol.L™ HCI (x , = +1) was used, the concentration of rice
bran was maintained of at 0.1 g.mL™ (x 1 = -1) and the temperature was 25°C (x 3 = -1). After
confirming these conditions of maximum extraction of rice bran PA, an assay was performed
in triplicate. The response (Y) was 6.48 g of extracted PA in 100 g of rice bran on a dry basis.
Replacing X;, X3 and the X,Xj3 interaction in Equation 2, we obtained the expected response
of 6.70 g of extracted PA in 100 g of rice bran on a dry basis. The predicted relative error of
the model () in relation to the PA content was 3.28%. These results confirm the validity of

the predictive model and show that the data were properly adjusted to the experimental data.

3.2. Analytical procedures for PA purification

After validation of the predictive extraction method model, every step of the purifying
analytical technique was verified, including the conditions in which they provided the
maximum purity grade and the minimum loss (Figure 1). The effect of pH on precipitation
was investigated, and the PA content was determined in the supernatant S, (Table 4) after
adjusting the pH with solutions of 1.5 mol.L™ Na,COj3 or 4 mol.L™* NaOH. The minimum loss
occurred when the pH of supernatant S, was adjusted with 1.5 mol.L™ Na,COj3 from 8.0 t0 9.0
or with 4.0 mol.L™* NaOH from 8.5 to 9.0. The PA content did not differ among groups (p >

0.05) when 1.5 mol.L™* Na2CO3 or 4 mol.L™ NaOH was used to adjust the pH value to 9.0.
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At this stage of the purification process, the lowest pH adjustment was chosen, pH 8.0 with
1.5 mol.L™* Na,COs, which did not change (p > 0.05) with a pH adjustment to 8.5. In his work
on phytin preparation from rice bran and other wastes from food industries, Kolchev (1978)
employed NaHCOg3 to adjust the pH of the acid extract to 7.0 and 8.0. Inorganic phosphorus
(Na,HPO,4) were discarded through precipitation because were formed the insoluble
Ca(HCO3)2 and Mg(HCO3)2.

In the step for precipitating PA in supernatant Ss, only 1.5 mol.L™* Na,CO3; was used,
as described in the previous step for adjusting the pH from 7.0 to 9.0 at 0.5 pH value intervals.
After filtering with filter paper Whatman # 3 and drying the pellet in an oven at 60°C, a white
powdery PA was obtained. The yield of purified PA (Table 5) at different pH values did not
differ among groups (p > 0.05). The addition of 1.5 mol.L™ Na,COs; decreased the purity
grade because larger volumes of 1.5 mol.L™ Na,CO; were used for the precipitation. The
maximum degree of purity was obtained when the S; pH was adjusted to 7.0 or 7.5; these two
values did not differ significantly (p > 0.05). In this purification step, the supernatant Sz pH
was adjusted to 7.0 using 1.5 mol.L™ Na,CO; because of the possibility of lowering the
number of impurities (21.81 + 0.86%) present in the purified PA. The loss of PA during the
analytical purification process was evaluated after identifying the pH adjustments of
supernatants S, and Ss with 1.5 mol.L™* Na,COs with the determination of PA in pellets Py and
P3 and supernatant S, and supernatant S, (Figure 1). The total loss of 1.42 £ 0.03 g PA in 100
g of rice bran represented a 26.88 + 0.52% loss of PA, considering the content of an initial
sample of 5.37 £ 0.09 g of PA in 100 g of rice bran. Therefore, it was confirmed that the
technique of extraction and purification of PA was possible with a recovery of 72.88 + 0.98

9.100 g* of rice bran, a purity of 78.19 + 0.86% and a yield of 73.21 + 0.90% (Table 5).
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3.3. Evaluation of the analytical procedure for purification of PA in rice bran

The purified PA was characterized to evaluate the efficiency of the procedure (Table
6). The phytic P content of the standard PA was 124.86 + 2.78 mg.g™ and of the purified PA
was 64.63 + 2.77 mg.g™*, which corresponded to 94.12 g.100 g™* and 62.21 g.100 g™* of total P.
The inorganic P content was 0.01 + 0.00 mg.g™* and 0.11 + 0.00 mg.g™* PA, respectively.

In the purified PA, the total nitrogen content was 0.15 + 0.00%, the soluble proteins
were 0.60 + 0.01% and the total protein was 0.94 + 0.00%. These values were considered low
compared to the content of these components in rice bran, which protein content varies from
12.00 to 15.00% (Saunders, 1990), indicating that the protein separation by isoelectric
precipitation in this particular process was efficient.

The purified PA showed higher or equal levels of other minerals when compared with
the standard PA. The total content of minerals was 1.13 g.100 g™ in the standard PA and 3.90
g.100 g™ in the purified PA. Mg was the predominant mineral in the purified PA, with 58.31
9.100 g™* of total minerals. Sodium accounted for 97.63 g.100 g™ and 28.22 g.100 g™ of total
minerals in the standard and the purified PA, respectively (Table 6). The presence of Na and
Mg and other minerals such as K and Ca may indicate a tendency of these minerals to form

their respective phytates (Persson et al., 1998).

The solubility of purified PA was observed at pH 4.0, 6.0 and 8.0 (Figure 3). It was
significantly higher at pH 4.0 (8.81 + 4.83 mg.mL™), while pH 6.0 and 8.0 (7.45 + 0.88 and
6.44 + 0.41 mg.mL™) showed no significant difference (p > 0.05). The low solubility value of
the purified PA at pH 6.0 or 8.0 was possibly due to the presence of other salts, particularly
calcium phytates and carbonates associated with zinc and copper phytates, which have a
lower solubility at a pH around 6.0 (Nolan et al., 1987). According to Graf et al. (1987), the
solubility of PA in different pHs is important for its application as an antioxidant in foods

because PA is an effective and nontoxic iron chelator.
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4. Conclusions

It was possible to establish a new efficient methodology of extraction and purification
of PA with high purity and yields. In the procedure for extracting rice bran PA, the
temperature, the HCI concentration and the extraction time were significant (p < 0.05), while

the concentration of rice bran (g.mL™) had no significant effect.
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Figure captions

Figure 1. Fluxogram for extraction and purification of rice bran phytic acid (PA).

Figure 2. Surface response model for extraction of rice bran phytic acid (PA) as a function of
X, (HCI concentration) and X3 (temperature).

Figure 3. Solubility of purified rice bran phytic acid (PA) at pH 4.0, 6.0 and 8.0. Mean values
followed by different lower case letters are significantly different from each other (p<0.05)

(n=3 replicates).
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Table 1 — Planning assay 2* matrix with independent variables, experimental responses (Y)
and estimated responses (") of phytic acid extracted from rice bran

Coded (Real)

Assays Rice bran HCl Temperature Time gof “:f'_“:i't:;dh|;:l;lm g’

(z.mL™) imoL.L™") (°C) (h)

*1(Xy) x20X2) x3(X3) x4(Xy) v’ v
1 -1 (0.05) -11(0.2) -1(25) -1(1) 496 +£0.121 492
2 1 (0.10) -11(0.2) -1(25) -1(1}) 496 +0.212 5.00
3 -1 (0.05) 1 (1.00 -1(25) -1 (1} 7.08 £0.250 7.01
4 1 (0.10) 1(1.00 -1(25) -1 (1) 5.88 £ 0.090 5.96
5 -1 (0.05) -11(0.2) 1(75) -1 (1} 3.53 £0.891 3.51
6 1 (0.10) -11(0.2) 1(75) -1(1) 4.69 0372 472
7 -1 (0.05) 1(1.00 1(75) -1(1) 4.34+0.192 448
8 1 (0.10) 1 (1.00 1(75) -1 (1} 4690116 4.55
9 -1 (0.05) -11(0.2) -1(25) 1(3) 4.89 +£0.250 494
10 1 (0.10) -11(0.2) -1(25) 1(3) 4.51£0.070 4.46
11 -1 (0.05) 1 (1.00 -1(25) 1(3) 6.96 +0.054 7.02
12 1 (0.10) 1 (1.00 -1(25) 1(3) 3470116 541
13 -1 (0.05) -11(0.2) 1(75) 1(3) 3350222 3.3
14 1 (0.10) -1(0.2) 1(73) 1i3) 4.04 + 0.620 4.01
15 -1 (0.05) 1 (1.00 1(75) 1(3) 4.47 £ 0.231 4.33
16 1 (0.10) 1 (1.00 1(75) 1(3) 3700223 383
17 0(0.075) 0 (0.6) 050 0(2) 5.05 £0.147 4.97
18 0(0.075) 0 (0.6) 050 01(2) 4.67+0.759 4.97
19 0 (0.075) 0 (0.6) 050 0(2) 5.19 £0.353 497

* Mean = standard deviation (n=3).
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Table 2 — Regression coefficients for response Y = g of extracted phytic acid.100 g of

sample
Variation source Regression Standard t (45) p — value
coefficients Error
Mean 4.9739 0.1182 42.0734 0.0000%
(X ) Rice bran concentration (L) -0.1026 0.1024 -2.0034 0.0512
(X 1) Rice bran concentration (Q) -0.1288 0.2577 -0.9904 0.3229
(X2) HCI concentration (L) 0.4786 0.1024 0.3493 0.0000*
(X3) Temperature (L) -0.7441 0.1024 -14.5365 0.0000%*
(X4) Time (L) -0.1724 0.1024 -3.3686 0.0016%
(X)) x(Xz) -0.2847 0.1024 -5.5612 0.0000%
(X)) x(X5) 0.2798 0.1024 5.4656 0.0000%
(X)) xi(Xy -0.1408 0.1024 -2.7514 0.0085%
(Xo) x (X3) -0.2804 0.1024 S5.4777 0.0000%
(X2) x (Xa) -0.0030 0.1024 -0.0582 0.9538
(X3) x (Xa) -0.0409 0.1024 -0.7983 0.42809%

*p=0.05
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Table 3 — Linear ANOVA model for predicting the extraction of rice bran phytic acid

Source of Variation SQ*® GL" QM* Fealculated
Regression 52.0867 10 5.2087 42,3298
Residuals 5.6603 46 0.1231

Total 57.7470 56

% explained variation (R7)=90.20 (F o5, 1046 = 2.05)

b c
*= sum of squares, ' = degrees of freedom, “= mean squares
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Table 4 — Phytic acid contents of the supernatant S, with adjustments of pH with 1.5 mol.L™
Na,COs or 4 mol.L™ NaOH

PA content (2.100 mL™)

Supernatant S pH 1.5 mol.L™! Na;CO; Solution 4 mol.L."! NaOH Solution

7.0 0.79*" £0.138 1.41°* =0.198
7.5 0.44" £ 0.083 0.78"* +0.039
8.0 0.28 B+ 0.010 0.60"* +0.014
8.5 0.17°® +0.018 0.24°* +0.009
9.0 0.15%* +0.012 0.12°* +0.018

* Mean = standard deviation followed by different lowercase letters in the same column differ by Tukey test
(p<0.05). Mean + standard deviation followed by capital letters in the same row differ by Tukey test (p<0.05)
(n=3 replicates).



87

Table 5 — Purity and yield of purified rice bran phytic acid in rice bran for different pH values
of S; created with 1.5 mol.L™" Na,CO3

Supernatant S3 Purity (%) Yield (%)
1.0 78.19 %+ 0.862 73.21* £ 0.905
1.5 71.47% £2.948 79.09° + 4.507
8.0 60.89" +6.003 80.04 "+ 4.740
8.5 58.26" +0.780 82.16"+ 3.868
9.0 41.28°+5.300 82.73*+7.950

Mean + standard deviation followed by different lowercase letters in the same column differ by Tukey test

(p<0.05) (n=3 replicates).
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Table 6 — Content of organic, inorganic and total phosphorus, total nitrogen, soluble and total
proteins and minerals in standard and purified rice bran phytic acid

PA samples

Minerals Standard * Rice bran PA #
Phytate P (mg.g™) 124.86* £ 2.779 64.63" +2.773
Inorganic P (mg.g™) 0.01" £ 0.000 0.11% £ 0.000
Total P (mg.g™) 132.36" £ 1.747 103.88" £ 1.167
Total Nitrogen (g.100 g) 0.03" + 0.000 0.15" £ 0.000
Soluble Proteins (g.100 g™) 0.00" £ 0.000 0.60° £ 0.011
Total Proteins (g.100 g) 0.19° £ 0.000 0.94* + 0.000
Cu (mg.kg™) 0.00" + 0.000 3.00° + 0.000
Zn (mg.kg") 1.27° £ 0.000 47219 +£0.010
Ni (mg.kg") 0.95" £ 0.068 1.00% £ 0.281
Co (mg.kg™") 1.05" £ 0.069 415" £0.074
Mn (mg.kg ') 2.45" £ 0.000 820.30" £ 0.022
Fe (mg.kg!) 1.36% = 0.000 732.45" £ 5.453
Ca(gkg™") 0.01" £ 0.000 1.39" £ 0.010
Na (g.kg") 11.00* £ 0.000 11.00" = 0.000
Mg (g.kg™) 0.25" £ 0.000 32.73" £ 0.000
K (gkg™" 0.00° £ 0.000 1.83% £ 0.000

* Mean + standard deviation followed by different lowercase letters in the same line differ by Tukey test
(p<0.05) (n=3 replicates).
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of data on the composition of human foods, with particular emphasis on analytical methods;
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bioactive non-nutrient and anti-nutrient components. A primary goal of the Journal is to
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procedures and statistical treatments of the data to permit the end users of the food
composition data to evaluate the appropriateness of such data in their projects. Research may
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be accepted (e.g. "center” and "centre” are both acceptable); however, any one contribution
should be consistent and maintain either American or British style. Use generic names of
chemicals whenever possible. Proprietary names and trademarks should appear only to
identify the source of the chemical and subsequently only the generic name should be used.
Common abbreviations and acronyms should be unpunctuated (e.g. HPLC, not H.P.L.C.).

The decimal point, not the decimal comma, should be used when reporting numeric data in
tables and text. Insert a zero in front of a decimal point when it applies. For instance, instead
of .36 use 0.36. All numeric data must be presented to an appropriate number of significant
digits (for a discussion of significant digits in food composition data, see Greenfield, H. and
Southgate, D.A.T., 2003, Food composition data: Production, Management and Use, 2nd ed.,
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calculated protein value, or define the nitrogen to protein ratio clearly under Materials and
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Preparation of text files for online submission

The manuscript should be prepared in word processing software (Word, Works, WordPerfect,
Latex etc). It is preferable to use Times as the type font (size 12), with 2.5 cm (1 inch)
margins on all sides; use double spacing and one column. Automatic line numbering should
be activated,; it is best to select "continuous” so that the lines are numbered continuously and
do not begin over again at "1" on each new page.

When submitting your paper in EES, please upload each figure file individually. Elsevier's
preferred file formats for figures are EPS, TIFF and PDF. MS Office file formats are only
allowed under certain conditions. Please remove individually uploaded figures and tables
from your manuscript text file. Otherwise, each figure will appear twice in your PDF file.
Please see below (“Graphics and artwork other than text™) concerning file formats for figures
and artwork.

Files must be uploaded as document (.doc) files (or rich text format (.rtf) if using Microsoft
Works); please do not submit your files as PDF files (.pdf).

The abstract (200 words maximum) must briefly summarize major findings and conclusions.
Do not use statements such as "Results are discussed”. Many abstracting services use
abstracts without modification, so this section should be able to stand alone and be
comprehensible without the rest of the paper (do not refer to items in the reference list which
will not accompany the abstract in some instances).

A minimum of 6-10 keywords must be listed. Authors should bear in mind that keywords
allow the article to be found by Internet database search engines and considerably increase
article citations when they are as numerous and comprehensive as possible.

As a general guideline, reports of original research should be presented with sections
identified as

Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusions and References.
In the Introduction, briefly review important prior publications and state the reasons for the
investigation that is being reported. Under Materials and Methods, describe and cite where
applicable sampling protocols, sample handling/preparation, and all experimental conditions
and procedures (including quality control/quality assurance procedures), with sufficient
clarity to permit qualified researchers to repeat the work. This section must include the
number/size of samples collected, prepared and extracted, as well as number of analytical
replicates per sample; and the statistical procedures/programs used to assess the work should
be cited. A minimum of three individual samples must be analysed for each reported mean
value, along with some indication of variability. When only one or two samples have been
analysed, notwithstanding the number of replicates, authors should present the normal
precision of their assays and then report the mean (without a standard deviation). Data must
be reported to the appropriate number of significant digits for that precision and instrumental
sensitivity. The data and the statistical interpretation should be presented in the Results
section. Authors may wish to combine Results and Discussion or Discussion and Conclusions
in one section. In the Conclusions section, important and novel aspects of the work should be
summarized and suggestions for future research are appropriate.

Graphics and artwork other than text

Authors are strongly advised to consult Elsevier's artwork instructions before uploading any
graphics files into EES. Please note that, in general, "live" files of figures must be submitted
(e.g. TIFF, EPS or PDF; there are some exceptions). Please use the very simplest grid model
for tables (i.e. avoid excessive formatting). The Elsevier website provides all necessary
information for authors, and may also be contacted by e-mail at sgsartwork@elsevier.com.
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PURIFIED RICE BRAN PHYTIC ACID ANTIOXIDANT CAPACITY - The antioxidant capacity
of phytic acid (PA) purified from rice bran was evaluated. Using 2,4,6-tripyridil-s-triazine was
not detected reducing Fe?* activity by standard PA neither with purified PA. With
bathophenanthroline the activity of Fe2* chelator of standard PA and rice bran PA were
dependent on the concentration and contact time and observed the 1Cso of 4.39mg/mL and
ICs0 of 7.54mg/mL, respectively. In the method with deoxirribose the standard PA inhibited
the hydroxyl radical with ICso of 0.70mg/mL, while the rice bran PA showed maximum
inhibitory activity of 40% associated to its chelating activity confirming this strong antioxidant

capacity.

Keywords: Phytic acid. Iron ion. Hydroxyl radical.
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INTRODUCAO

O é&cido fitico (AF) ou 1,2,3,4,5,6 hexafosfato de hidrogénio (IP6) é uma molécula
carregada negativamente em ampla faixa de pH e possui 12 prétons substituiveis.! Estas
caracteristicas permitem a formacdo de complexos devido a sua capacidade quelante com
metais polivalentes, especialmente cations di e trivalentes, tornando-os bioindisponiveis.2? O
AF esta distribuido nos diferentes componentes do arroz e 80% do fésforo fitico esta
concentrado no pericarpo e aleurona, 7,6% no germe e 1,2% no endosperma.4 O farelo de
arroz é constituido de pericarpo, aleurona e o germe que apresenta elevado teor de AF,
proximo de 6,02%.5

O AF é um antioxidante efetivo e economicamente viavel para preservar materiais
biol6gicos sensiveis ao oxigénio devido a sua capacidade quelante de ions metélicos
multivalentes, especialmente ferro, zinco e célcio.® A capacidade de formar quelato com o
ferro tornado-o cataliticamente inativo faz com que o AF seja um forte inibidor da producéo
de radical hidroxil (OH") mediada pelo ferro.” Além disso, altera o potencial redox do ferro
mantendo-o na forma férrica (Fe3*). Este efeito oferece protecdo contra danos oxidativos,
visto que o Fe2+ causa producdo de oxiradicais de lipidios, enquanto que o Fe3* ¢é
relativamente inerte.%8

Uma maneira de combater o estresse oxidativo e a oxidacdo lipidica em alimentos
consiste na utilizagdo de antioxidantes para impedir ou diminuir o desencadeamento das
reacfes oxidativas.?'® Os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo BHA (butil
hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (propil galato) e TBHQ (terc-butil hidroquinona).
O emprego destes antioxidantes tem sido questionado quanto a sua inocuidade e, portanto,
os antioxidantes naturais, sdo amplamente investigados.''2 Os principais antioxidantes
naturais que se destacam sdo o é&cido ascérbico,31415 vitamina E,'®'7 vitamina A e

carotentides,'® compostos fendlicos,!" extratos de plantas,? y-orizanol9.20 g AF 3681321.22.2324

Filgueiras et al?* confirmaram o potencial antioxidante do AF purificado do germe de
milho por meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina e concluiram que a
capacidade antioxidante aumentou com a elevacdo da concentracdo do AF purificado. A acéo

antioxidante de AF de extratos alcodlicos obtidos de arroz selvagem reduziu
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significativamente o TBARS quando adicionados a carne bovina e gordura suina
armazenadas sob refrigeragdo.?s

Vérios métodos foram desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante de
um composto quimico.?6 Porém, ndo existe um método preciso simples e universal que
permite uma comparac¢do adequada de resultados,?’ além disso os diversos métodos sdo
utilizados para avaliar diferentes mecanismos antioxidantes. O método de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) mede a redugdo férrica de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para
um produto colorido.22 O método da batofenantrolina (BPS) utiliza o sistema de quelar ions
Fe2+ 2° e 0 método da deoxirribose verifica a diminuicdo da formacéo de substancias reativas
ao TBA provenientes da degradacdo do aglcar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela
reacdao de Fenton.?’

Portanto, considerando a atuacdo do AF como antioxidante, suas varias aplicacfes e
elevada concentragdo no farelo de arroz, este trabalho teve como objetivo avaliar a
capacidade antioxidante do AF purificado do farelo de arroz utilizando os métodos de FRAP,

BPS e deoxirribose.

PARTE EXPERIMENTAL

Material

O AF do farelo de arroz integral foi purificado a partir da cultivar IRGA 417 fornecido
pelo Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) de Cachoeirinha/RS, safra 2007/2008, a partir
da extragdo com HCI 1,0 mmol.L-" (1:10 p/v), 25 °C e agitagdo a 2 gpor 1 h seguido de ajuste
de pH, etapas de precipitacédo, filtracdo e secagem. Foi utilizado como padrdo o fitato de
dodecassodio do arroz (P0109, Sigma) com pureza >90%. Os reagentes 2-deoxi-D-ribose e
0 4acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (TROLOX) foram obtidos da Sigma
(St. Louis, USA) e batofenantrolina dissulfénica acida (BPS) e 2,4,6-tri-piridil-s-triazina
(TPTZ) da Acros Organics (Geel, Bélgica). Os demais reagentes foram obtidos de outras

procedéncias comerciais e de grau analitico para andlise.
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Capacidade redutora do ion ferro pelo AF utilizando o método de FRAP

O poder de reducdo do AF foi avaliado de acordo com Sanchez-Gonzalez et al.28 com
algumas modificagdes. Para analise, foram adicionados 3 mL do reagente FRAP e 100 uL de
diferentes concentracfes de AF padrdo ou acido purificado do farelo de arroz (0,028; 0,141;
0,353; 0,706; 1,412; 1,765; 2,824 e 7,060 mg/mL) e realizada a leitura da absorbencia a 593
nm3% apds 30 min a 37 °C. O reagente FRAP foi utilizado como branco e preparado com
mistura de tampdo acetato de sodio 0,3 mmol.L-' e pH 3,6; solucdo de TPTZ 10 mmol.L-' em
HCI 40 mmol.L-! e solucdo de cloreto férrico 20 mmol.L-' na proporcdo de volumes de 10:1:1,
respectivamente, no momento da andlise. A soluc¢éo foi incubada a 37°C por 30 min. O poder
redutor foi expresso como umol equivalente de Trolox por grama de AF padrdo ou do farelo

de arroz. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Capacidade queladora do ion ferro pelo AF utilizando o método de BPS

A capacidade queladora do ion Fe2+ pelo AF foi determinada segundo Bolanm &
Ulvik2® utilizando a BPS. Primeiramente, avaliou-se o tempo de contato entre o ion Fe2+ e o
AF padréo por diferentes tempos no meio de reagdo antes da adicdo de BPS. Neste ensaio,
50 mmol.L-* de (NH4)2Fe(SO4)2 € 50 uL de AF padrdo nas concentracdes de 4,41; 17,65 e
141,20 pg/mL foram mantidos em contato por 0, 15, 30, 60 ou 120 min em 2 mL de meio de
reacdo contendo 125 mmol.L-' de sacarose, 65 mmol.L-' de KCI e 10 mmol.L-" de Tris-HCI e
pH 7,4 (meio ). Posteriormente, 0,2 mmol.L-' de BPS foram adicionados e a mistura de
reacdo foi mantida a temperatura ambiente por 15 min. A capacidade queladora do ferro foi
determinada pela formagdo do complexo colorido Fe,(BPS)s e leitura em espectrofotémetro
em 530 e 700 nm conforme Casagrande et al.3'

Apo6s definir o melhor tempo de contato de 60 min de reacdo entre o AF e ion Fe?*
antes da adicdo da BPS foram preparadas solu¢des de AF padrdo ou AF purificado do farelo
de arroz com 3,530 mg/mL em HCI 0,02 mmol.L-". Posteriormente, foram diluidas em agua
deionizada para obter concentracdes de 2,2; 4,4; 8,8; 35,3; 88,3; 176,5; 353,0 e 1765,0
ug/mL. Para determinagdo da curva de concentracdo resposta, 50 umol.L-' de

(NH4)2Fe(SO4)2 e 50 uL das diferentes concentracdes de AF padrdo ou AF purificado do
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farelo de arroz foram mantidos a temperatura ambiente por 60 min em 2 mL de meio |. Em
seguida, foram adicionados 0,2 mmol.L-' de BPS e seguiu-se o procedimento conforme
descrito anteriormente. Foram feitos concomitantemente o branco (meio de reagdo) e o
controle positivo (meio de reacdo + Fe2* + BPS). Os ensaios foram realizados em ftriplicata.
A capacidade antioxidante foi expressa como % de capacidade queladora do ion Fe?+

pelo AF e estimada conforme a equacéo (1).
Capacidade Antioxidane (%) = 100 — | 1”'14%__ ] Equagao (1)

Onde, A, é a absorbancia da amostra (530 nm - 700 nm) e A, é a absorbancia do controle

positivo (530 nm - 700 nm).

Capacidade inibitéria do radical hidroxil pelo AF utilizando o método de deoxirribose

A diminuicdo da formacdo de substancias reativas ao TBA provenientes da
degradacdo do acglcar deoxirribose pelo radical hidroxil gerado pela reacdo de Fenton foi
determinada segundo Halliwell et al.?” Uma solucdo de AF padrdo a 14,12 mg/mL foi
preparada com agua deionizada e posteriormente diluida para obter as concentra¢des de
0,028; 0,141; 0,353; 0,706; 1,412; 1,765; 2,824 e 7,060 mg/mL. Para o AF purificado do
farelo de arroz foi preparada uma solugdo saturada em agua deionizada, filirada em papel de
filtro qualitativo e o teor de AF foi quantificado (2,280 mg/mL) de acordo com o procedimento
descrito por Latta & Eskin32 com modificacdes da resina para DOWEX-AGX-4 conforme Ellis
& Morris.33 Em seguida, procedeu-se a diluicdo desta solucdo para obter as concentracdes de
0,023; 0,045; 0,091; 0,280; 0,285; 0,456 e 1,140 mg/mL. Foram misturados em tubos de
ensaios contendo 1 mL de tampéo KH.PO4-KOH (20 mmol.L-' e pH 7,4), 100 umol.L-! de
ascorbato, 500 pL das diferentes concentragdes de AF padrdo ou AF purificado do farelo de
arroz, 2,8 mmol.L-" de deoxirribose, 1 mmol.L-' de H>O,, 50 pmol.L-' de FesCl.6H20, 52
pmol.L-* de EDTA. Os tubos, contendo a mistura de reagéo, foram incubados a 37°C por 30

min. Apds este periodo, 1 mL de TBA 1% preparado em 50 mmol.L-' de NaOH, 100 uL de
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NaOH 10 mol.L-' e 500 uL de H3PO4 20% foram adicionados aos tubos e os mesmos foram
incubados a 85 °C por 20 min. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro em 535 nm a
temperatura ambiente. Foram feitos simultaneamente o branco (auséncia de deoxirribose), o
controle positivo (auséncia de AF) e um controle negativo (auséncia de ferro). A capacidade

antioxidante foi expressa como % de inibigdo do radical hidroxil pelo AF conforme a equacéo

1).

Precisdo do Método

A precisdo da andlise para a determinagdo da capacidade queladora do ion ferro pelo
AF padrédo utilizando o método de BPS foi determinada pela repetibilidade (intra-ensaio) e
precisdo intermediéaria (inter-ensaio). A repetibilidade, para o ensaio foi avaliada no mesmo
dia por meio de andlises de amostras com a mesma concentragdo (40 e 180 pg/mL de AF
padrdo). A precisdo intermediéria foi determinada nas mesmas concentracfes e comparadas
as andlises em 3 dias diferentes. A repetibilidade (intra-ensaio) e precisdo intermediaria
(inter-ensaio) do ensaio de deoxirribose foi avaliada por Filgueiras et al.* e do método de

FRAP néo foi determinado por ser negativo para o AF.

Anélises Estatisticas

Para avaliar a influéncia do tempo no método de BPS os dados foram
estatisticamente analisados utilizando-se a ANOVA de uma via seguido do teste-t de
comparacdes multiplas de Bonferroni (Programa GraphPad Prism®, Versdo 4.00, 2003). As
concentragdes de AF padrdo ou purificado do farelo de arroz para inibir o processo oxidativo
em 50% (ICsp foi estimada pelo mesmo software utilizando uma curva hiperbdlica. Os
resultados foram expressos como média = erro padrio médio (EPM) e considerado

significativamente diferente quando foi obtido p<0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Capacidade redutora do ion ferro pelo AF utilizando o método de FRAP

O método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) determina a reducdo férrica
de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para um produto colorido. A reacdo detecta compostos
com potencial redox <0,7 V (o potencial redox do Fe3*-TPTZ). Em condic¢Bes &cidas, o ion
Fe2* forma um complexo de coloragdo amarela com 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (Fe2*-TPTZ)
que pode ser medido em espectrofotdmetro em 593 nm.28

O ion Fe3® ou ferro quelato pode iniciar as reacdes da peroxidagdo lipidica na
presenca de um agente redutor do Fe3* para Fe2*34 visto que o Fe2* é 0 que causa a
producdo de oxiradicais e peroxidagdo de lipidios, enquanto o Fe3* é relativamente inerte.68
Neste ensaio, ndo foi detectada a capacidade redutora do ion ferro pelo AF padrdo ou AF
purificado do farelo de arroz utilizando a TPTZ e confirma os estudos de Lee & Hendricks,3
que ao adicionarem o AF, provocou a oxidacdo do Fe?* para Fe®*. Segundo os mesmos
autores, este é um outro fator que o caracteriza como inibidor da formacdo de radicais
hidroxil pela reacdo de Fenton e consequentemente relaciona com a sua habilidade de inibir
a formacdo de TBARS pela degradacdo da deoxirribose, ou seja, o AF altera o potencial

redox do ferro mantendo-o na forma férrica (Fe3*).

Capacidade queladora do ion ferro pelo AF utilizando o método de BPS

A BPS é um forte quelador de ion ferro e forma com este ion um complexo colorido
com forte absor¢do em 530 e 700 nm. Os metais de transi¢do como o ferro pode catalisar a
geracio de espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxil {("OH) e o &nion superoxido
':':’zh}, que podem propagar a peroxidacdo lipidica via reacdo em cadeia.35

A Figura 1 apresenta o efeito de diferentes concentracfes de AF padrdo e tempos de
contato com o ferro para formacdo do complexo Fe?* e AF antes da adicdo da BPS. A
capacidade queladora do AF padrdo foi dependente significativamente da concentracdo do
AF, ou seja, aumentou com elevacdo da concentracdo de 0,110 a 3,530 |jg/mL de AF e do
tempo de contato com o ferro para a formagdo do complexo Fe2*-AF antes da adi¢do da

BPS, confirmando assim o potencial do AF em quelar os ions Fe?*. Porém, foi observada
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uma maior afinidade entre a BPS e o Fe?* do que o AF e o Fe?*, pois quando o AF e BPS
foram adicionados simultaneamente no meio de reacdo, ou seja, no tempo 0, ocorreu uma
baixa capacidade queladora do AF pelo ion Fe2*. No entanto com contato prévio de 15, 30,
60 ou 120 min entre o AF padrdo e o Fe?* antes da adi¢do de BPS, a capacidade queladora
do AF pelo ion Fe2* aumentou significativamente (p < 0,05). Assim, foi estabelecido o tempo
de 60 min como o tempo de contato entre o AF e o Fe?* para estudo da capacidade quelante
do AF, apesar de diferir significativamente do tempo 120 min. No tempo de 120 min foi
observado que o complexo formado nédo foi estavel, ou seja, apresentou baixa absorbancia
do controle positivo provavelmente devido a oxidacdo do ferro quando exposto por tempo
prolongado em solugéo antes da adigdo da BPS (Figura 2).

Quando comparada a capacidade queladora de Fe?* do AF padrio e AF purificado do
farelo de arroz ap6s 60 min de adi¢cdo de BPS, foi observado um ICsode 4,39 ug/mL e ICso de
7,54 ug/mL, respectivamente (Figuras 3A e 3B). Estes resultados demonstraram que o AF
padrdo apresentou uma maior capacidade de quelagdo de ions Fe?*, quando comparado ao
AF purificado do farelo de arroz. Resultados semelhantes também foram descritos por
Filgueiras et al.2* que avaliaram a capacidade queladora do AF purificado do germe de milho
utilizando o ensaio da BPS e observaram maior capacidade de quelacdo de ions Fe2* pelo
AF padréo.

Embora haja evidéncias de que a capacidade antioxidante do AF depende da
quelacdo do ion Fe2*, o mecanismo de interacdo entre o AF e minerais ainda ndo esta
totalmente esclarecido.?¢ Os resultados do ensaio da batofenantrolina comprovaram que o
AF forma um quelato com o ferro tornando-o cataliticamente inativo.” Este efeito oferece
protecdo contra danos oxidativos, visto que o Fe?* causa producdo de oxiradicais e
peroxidacdo de lipidios,®® ocasionando o desenvolvimento de sabores indesejaveis,
descoloracdo e perda do valor nutricional dos alimentos devido a destruicdo de vitaminas e
acidos graxos essenciais e producdo de substancias potencialmente toxicas como éxidos de
colesterol e o malonaldeido, que é o maior produto secundario da oxidacdo lipidica, e
apresenta efeito citotdxico, carcinogénico, mutagénico, sendo detectado com o 2-4cido

tiobarbitlrico que é a base de muitos testes utilizados para investigar a rancificagdo.%37
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A precisdo do ensaio utilizando a BPS também foi avaliada e os coeficientes de
variagdo (CV) intra-ensaios variaram de 6,34 a 9,39% para concentracédo de 40 ug/mL e de
2,89 a 4,22% para a concentracdo de 180 ug/mL de AF padréo. Os CV inter-ensaio para as
concentracdes de 40 ug/mL e de 180 pg/mL, foram respectivamente de 9,84 e 5,99%.
Segundo ANVISA, o CV menor do que 15% indica que o método apresenta uma boa

precisdo.38

Figura 1, Figura 2 e Figura 3

Capacidade de inibicdo do radical hidroxil pelo AF utilizando o método de deoxirribose

O método de deoxirribose foi utilizado para verificar se 0o AF é eficiente na inibicdo do
radical hidroxil que atua na degradacdo do aglcar deoxirribose, formando substincias
reativas ao TBA. Na Figura 4A, observa-se que o AF padrio apresentou ICso de 0,70 mg/mL,
enquanto que o AF purificado do farelo de arroz apresentou capacidade de inibicdo do
radical hidroxil méxima, proxima de 40% (Figura 4B), provavelmente devido sua baixa
pureza (60%) em relacdo ao padrdo (>90%) e a sua solubilidade que na concentracdo
maxima em solucdo, ndo foi suficiente para bloquear o sitio de coordenacdo reativo do
complexo Fed*-EDTA. A formacdo de radicais hidroxilas catalisada pelo ferro requer a
disponibilidade de pelo menos um sitio de coordenacdo reativo e muitos quelantes
aumentam a fungdo catalitica deste ion. Entretanto, existem poucos quelantes que
preservam a solubilidade do ferro e o tornam totalmente inerte, como ocorre com o AF.3¢ Em
solugdes aquosas os seis sitios de coordenacdo do ferro trivalente sdo ocupados pela agua
ou ions hidroxido. Muitos agentes quelantes deslocam cinco destes ligantes e formam um
quelato pentadentado com a 4gua ocupando o sexto sitio de coordenagdo. No caso do EDTA
que foi utilizado no ensaio da deoxirribose, ocorre a formagdo de um quelato hexadentado,
porém, devido seu pequeno tamanho este distorce o quelato e produz um sétimo sitio
disponivel para a agua, aumentando a solubilidade do ferro. Entretanto, o AF é o Unico que

ocupa os seis sitios de coordenacdo e desloca todas as aguas de coordenacdo do complexo
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Fes*-fitato*® e é um dos raros quelantes que em propor¢cdes molares de 0,25 ou mais de

fitato para ferro, bloqueiam a geracdo de radicais livres.®?

Figura 4 e Figura 5

CONCLUSAO

No método utilizando a BPS, o AF purificado do farelo de arroz apresentou capacidade
queladora do ion ferro que foi dependente da concentracdo e tempo de contato com o ferro
para a formacdo do complexo Fe2*AF antes da adi¢do da BPS. Além disso, foi observada a
inibicdo do radical hidroxil pelo AF que confirma também esta importante capacidade

antioxidante.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Capacidade queladora do ion Fe2* pelo AF padrdo. As concentracbes de AF
utilizadas foram 0,11; 0,44 e 3,53 mg/mL. BPS foi adicionada imediatamente ou apés 15, 30,
60 e 120 min da adicdo do ferro. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de
uma via seguido de comparagdes multiplas de Bonferroni. *Diferenca estatistica significativa
em relacdo a BPS adicionada apds 120 min e # Diferenca estatistica significativa em relacédo
a BPS adicionada ap6s 60 min (p<0,05) (n = 3).

Figura 2. Absorbéncias dos controles positivos nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 min. A anélise
estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguido de comparac¢es mdltiplas
de Bonferroni. *Diferenca estatistica significativa em relacgdo & BPS adicionada
imediatamente (tempo zero) (p<0,05) (n = 3).

Figura 3. Capacidade queladora do AF padrdo (A) ou do AF obtido do farelo de arroz (B)
pelo ion Fe2* por meio de ensaio de batofenantrolina. Resultados expressos como média *
EPM (n = 3).

Figura 4. Capacidade inibidora do radical hidroxil pelo AF padréo (A) ou AF obtido do farelo
de arroz (B) por meio de ensaio de deoxirribose. Resultados expressos como média + EPM
(n=3).
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Abstract

The objective of this work was to investigate the antioxidant capacity of purified phytic acid
(PA) from rice bran in mechanically deboned poultry meat (MDPM) and applied in
combination with sodium erythorbate in mortadella. Purified PA and standard PA (Sigma)
were applied in MDPM stored at -18°C for 120 days at 5mmol and 10mmol/kg concentrations
and lipid oxidation and warmed-over flavor (WOF) was monitored at intervals of 15 days. A
central composite rotational design (CCRD) was used to verify the influence of purified PA
and sodium erythorbate in mortadella, lipid oxidation was evaluated after 30 days of storage
at 30 °C. Purified PA in MDPM reduced the lipid oxidation and WOF and in association to
sodium erythorbate, a synergistic effect by inhibiting lipid oxidation was observed in
mortadella although PA had a stronger antioxidant properties in relation to erythorbate.

Keywords: Phytic acid. Sodium erythorbate. Lipid oxidation. WOF. Mortadella.
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1 Introducao

O é&cido fitico € um antioxidante efetivo e economicamente viavel por apresentar
elevada capacidade quelante de ions metalicos multivalentes, especialmente ferro, zinco e
calcio. Ao formar um quelato com o ferro, o &cido fitico inativa sua acdo catalitica e inibe a
producgdo de radical hidroxil (‘'OH) mediada pelo ferro (Graf & Eaton, 1985). O &cido fitico
também se destaca pelo beneficio a satde na reducdo do nivel de colesterol e hipertensdo
(Hasler, Kundrat, & Wool, 2000), tratamento de calculo renal (Jenab & Thompson, 2002),
diabetes (Lee, Park, Chun, Cho, Cho, & Lillehoj, 2006) e na inibicdo de cancer (Bode &
Dong, 2000, Jenab & Thompson, 2000; Steer & Gibson, 2002; Verghese, Rao, Chawan,
Walker, & Shackelford, 2006; Kumar, Sinha, Makkar, & Becker, 2010). A aplicacdo de
0,50% de acido fitico de farelo de arroz adicionados na agua de beber, apo6s inducédo tumoral,
reduziu o risco de cancer de cdlon em ratos (Norazalina, Norhaizan, Hairuszah, &
Norashareena, 2009).

A oxidacdo lipidica € um fator limitante na qualidade e aceitabilidade de carnes e
produtos carneos (Morrissey, Sheehy, Galvin, Kerry, & Buckley, 1998). Em produtos
carneos, o eritorbato de sddio é um dos antioxidante mais utilizados e capaz de prevenir o
desenvolvimento da rancidez oxidativa quando aplicado em concentragdes acima de 100 ppm
(Gray & Pearson, 1987). E permitido o seu uso como antioxidante em produtos carneos em
quantidade suficiente para a obtencdo da caracteristica desejavel e acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria (Brasil, 1998). Em func¢éo do seu alto poder redutor, acelera
a formacéo e estabiliza a cor de carnes curadas com nitrito (Counsell & Horning, 1981). Em
diversos paises o acido fitico também é utilizado para prevenir a descoloracdo, inibir a
oxidacdo lipidica, melhorar a qualidade nutritiva e prolongar a validade dos alimentos, porém
no Brasil ele ndo é utilizado para este fim. O potencial antioxidante do &cido fitico purificado
do germe de milho foi confirmado por Filgueiras, Casagrande, Soares, Shimokomaki, and Ida

(2009) por meio de ensaios de deoxirribose e batofenantrolina.
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Na industria carnea, a oxidacdo lipidica afeta principalmente a carne mecanicamente
separada (CMS) ou carne mecanicamente desossada (CMD), que sdo termos genéricos
utilizados a carne que permanece firmemente aderida aos 0ssos ap0s a retirada dos cortes
carneos (Brasil, 2000). A réapida oxidacdo da CMS se deve a presenca de gorduras
insaturadas, incorporacdo de ar e grande parte da medula 6ssea que reduzem a qualidade da
CMS armazenada sob congelamento por longos periodos (Field, 1988).

Em abatedouros de aves h4 uma elevada disponibilidade de CMS e um dos principais
usos é sua utilizacdo como matéria-prima em embutidos carneos cozidos. Embutidos carneos
cozidos tipo mortadela podem conter até 60% de CMS (Brasil, 2000) e devido a sua
composicao sdo altamente suscetiveis a alteracdes de ordem fisico-quimica e microbiolégica
que depreciam a sua qualidade (Mielnik, Aaby, & Skrede, 2003). Dentre as principais
alteracdes estd também a oxidacdo lipidica que é dificil de ser controlada, por sua
complexidade e variabilidade. A utilizacdo de antioxidantes € importante para amenizar 0s
efeitos oxidativos indesejaveis e auxiliar na qualidade do produto durante sua vida util (Olivo,
2006).

A industria carnea necessita melhorar a estabilidade da CMS e produtos carneos que
estdo propensos a uma rapida oxidacdo e o estudo de novos ingredientes podem contribuir
para que novas solucdes sejam geradas para aumentar a vida Util e a qualidade dos mesmaos.
Uma alternativa segura seria a aplicagdo do acido fitico como antioxidante. O objetivo deste
trabalho foi investigar o poder antioxidante do acido fitico purificado do farelo de arroz em

CMS de frango e em combinacéo com eritorbato de sédio em mortadela de frango.

2 Materiais e Métodos
2.1 Materiais

O acido fitico do farelo de arroz integral foi purificado da cultivar IRGA 417 fornecido
pelo Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) de Cachoeirinha/RS da safra 2007/2008 a

partir da extracdo com HCI 1 mol.L™ (1:10 p/v), 25 °C e agitagdo a 2 x g por 1 h, seguido de



117

ajuste de pHs, etapas de precipitacéo, filtracdo e secagem. O acido fitico padréo utilizado foi o
fitato de dodecassddio do arroz (Sigma, P0109, PM 923,82) com pureza > 90%. A CMS de
frango e os ingredientes utilizados na elaboracdo da mortadela foram fornecidos por uma
empresa abatedoura de aves da regido Oeste do Parana. Os demais reagentes utilizados nesta

investigagdo foram de grau analitico de diferentes procedéncias comerciais.

2.2 Aplicacdo do acido fitico purificado do farelo de arroz como antioxidante em CMS
de frango

O é&cido fitico padréo ou purificado do farelo de arroz foi adicionado na CMS de frango
recém preparada no abatedouro. Foram utilizados dois lotes de CMS produzidos em dias
diferentes. O lote 1 foi dividido em 5 amostras, sendo uma amostra controle (sem
antioxidante), duas amostras com 5 mmol.L™ e 10 mmol.L™ de &cido fitico padrao por kg de
CMS e outras duas amostras com 5 mmol.L™ e 10 mmol.L™ de &cido fitico purificado por kg
de CMS. O lote 2 foi também dividido em 5 amostras e o preparo de amostra foi similar ao
lote 1. Em seguida, 200 g de cada amostra foram colocados em placas de Petri de 100 x 200
mm e protegidas com filme de polietileno e armazenadas a -18 °C. Logo apo6s a adi¢do do
acido fitico (tempo zero), as amostras foram armazenadas por 120 dias e em intervalos de 15
dias foram analisados em triplicata, a oxidacdo lipidica conforme descrito no item 2.3 e

determinacéo do aroma de requentado conforme o item 2.4.

2.3 Medida de oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo indice de TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances), utilizando 10 g de amostra segundo a metodologia descrita por
Tarladgis, Pearson, and Dugan (1964) e modificado por Crackel, Gray, Booren, and Buckely

(1988). Para as amostras de mortadela seguiu-se as recomendacfes de Shahidi, Rubin,
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Diosady, and Wood (1985) no que se refere a adi¢do de sulfanilamida para as amostras que

contém nitrito. Os resultados foram expressos como mg de TBARS/kg de amostra.

2.4 Determinacédo do aroma de requentado

O aroma de requentado ou WOF (Warmed-Over Flavor) foi determinado com 10
gramas de amostra. As amostras foram embaladas em sacos de polietileno e aquecidas em
banho-maria fervente por 15 min ou até atingir a temperatura interna de 75 £ 5 °C, conforme
procedimento descrito por Igene and Person (1979). Em seguida, as amostras foram resfriadas
a temperatura ambiente e armazenadas por 48 h sob refrigeracdo a 6 £ 1 °C com luz
fluorescente. Apos este periodo, as amostras foram novamente aquecidas em banho-maria
fervente por 15 min ou até atingir temperatura interna de 75 = 5 °C. As amostras foram
resfriadas até atingirem a temperatura ambiente e o WOF foi medido em triplicata e 0s

resultados expressos como mg de TBARS/kg de amostra.

2.5 Avaliacado do acido fitico e eritorbato de sddio na estabilidade oxidativa de mortadela

2.5.1 Preparo da Mortadela

Para elaboracdo da mortadela foram utilizadas as seguintes matérias-primas e
ingredientes: CMS de frango (60%), carne de frango (10%), pele de frango (10%), sal (1,8%),
fécula de mandioca (3%), proteina texturizada de soja em pd (4%), gelo (10,43%),
condimentos (0,52%) e nitrato/nitrito de sdédio (0,25%). O acido fitico purificado, o acido
fitico padrdo e o eritorbato de sodio foram adicionados juntamente com os demais aditivos de
cada formulacdo nas quantidades estabelecidas no Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) (Tabela 3). As formulacdes de mortadela foram elaboradas utilizando
60% de CMS de aves como limite maximo permitido neste produto (Brasil, 2000).

O preparo da massa foi realizado em um cutter com capacidade de 30 kg. A massa foi

considerada pronta quando atingido o aspecto de "liga". Para o embutimento, foi utilizada
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tripa artificial de calibre 70 mm. O cozimento foi realizado em estufa automatica (modelo
Unimatic 1000, marca Eller, Merano, Italia) em quatro etapas, sendo trés de 30 min, a
primeira a 50 °C, a segunda a 60 °C e a terceira a 70 °C e na quarta etapa, a temperatura foi
mantida a 80 °C até a temperatura interna da mortadela atingir 74 °C. A umidade relativa
utilizada no cozimento foi de 95%. Apds o cozimento, foi realizado o choque térmico por 15

min com &gua a temperatura ambiente na prdpria estufa de cozimento.

2.5.2 Delineamento Experimental

Foram realizados dois DCCR, cada um com duas variaveis independentes, trés pontos
centrais e quatro pontos axiais, totalizando 11 ensaios em cada delineamento. Os niveis das
variaveis independentes Xg (eritorbato de sddio), Xp (acido fitico padrdo) e Xg (acido fitico
purificado) foram selecionados com base na Portaria n.1004 de 11 de dezembro de 1998
(Brasil, 1998). Os ensaios para elaboracdo das mortadelas foram realizados aleatoriamente e
posteriormente, mantidas a 30 °C em estufa tipo BOD (modelo TE-391, marca TECNAL, Sao
Paulo, Brasil) por 30 dias. As amostras foram avaliadas em triplicata para avaliacdo da
oxidacgdo lipidica. A Tabela 3 apresenta a matriz do DCCR com seus niveis de variagéo,
respostas experimentais (Yp e Yg) e estimadas (Yp € YE), expressas como mg de TBARS/kg

de mortadela. Os modelos propostos foram expressos conforme a Equagéo 1 e Equagéo 2.

¥ = o+ fexet foxo+ Gepsi + Boosh + Bepxesp e Equagio 1

P =fo+letet et + Lﬁrz-xlfi + ﬁ?l—'xg + BepXgky + 8 Equagio 2

onde:
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v = funcdo-resposta
XE. Xpe XF = variavels codificadas
p’s = coeficientes estimados pelo modelo de superficie de resposta

e = residuo (erro experimental)

2.2.5 Analises Estatisticas

para avaliacdo do acido fitico purificado como antioxidante em CMS foi utilizado a
ANOVA de uma via seguido do teste-t de comparaces multiplas de Bonferroni (Programa
GraphPad Prism, Versao 4.00, 2003). Foi utilizado o software STATISTICA 7.0 para andlise
de regressdo e variancia e curvas de contorno utilizando o DCCR para a mortadela
(STATSOFT, 2004). Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média

(EPM) e considerado significativamente diferente quando p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Aplicacéo do acido fitico purificado como antioxidante em CMS de frango

A oxidagdo lipidica na CMS controle ndo diferiu (p > 0,05) até 75 dias de
armazenamento a -18 °C em relacdo ao tempo zero (Tabela 1). Na CMS controle com 90, 105
e 120 dias de armazenamento, a oxidacdo lipidica aumentou gradativamente e apresentou
diferencas significativas (p < 0,05). Em 90 dias de armazenamento ocorreu um aumento de
220% indicando que neste periodo a CMS ja estava oxidada. Porém, a legislacdo brasileira
estabelece o prazo de validade da CMS de frango de 90 dias quando armazenada a -18 °C e
sem adicéo de aditivos (Brasil, 2000).

A oxidagdo lipidica na CMS adicionada de 5 e 10 mmol.L™ de &cido fitico padréo ou
10 mmol.L™ de 4cido fitico purificado ndo diferiu significativamente até 90 dias de
armazenamento a -18 °C (Tabela 1), indicando que o &cido fitico padrdo ou purificado
atuaram como antioxidante. Portanto, a adicdo do acido fitico na CMS poderia ser

recomendada para atender o prazo de validade conforme a legislacdo brasileira. Em
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frigorificos, a oxidacéo lipidica é uma das causas primérias da perda de qualidade de CMS
durante a estocagem a -18 °C.

O WOF da CMS de frango adicionadas de 5 e 10 mmol.L™ de 4cido fitico padréo ou
purificado foi inibido em mais de 47% e diferiu significativamente (p < 0,05) da CMS
controle no tempo zero (Tabela 2). O WOF da CMS com adicio de 5 mmol.L™ e 10 mmol.L™
de &cido fitico padréo néo diferiu significativamente (p < 0,05) até 45 dias de armazenamento
em relacdo ao tempo zero. Enquanto que o WOF em 60 e 75 dias de armazenamento da CMS
com &cido fitico padrdo manteve-se estavel, porém a partir de 90 dias de armazenamento
ocorreu um aumento significativo (p < 0,05). Entretanto, nota-se que apds 120 dias de
armazenamento a -18 °C o WOF da CMS com 4&cido fitico padrdo nas duas concentracdes
investigadas ndo foi superior ao WOF da CMS controle no tempo zero.

O WOF da CMS com adicdo de 5 mmol.L™ de &cido fitico ndo diferiu
significativamente (p > 0,05) até 45 dias de armazenamento a -18 °C em relagdo ao tempo
zero. Enquanto que em 60, 75 e 90 dias de armazenamento 0 WOF manteve-se estavel e a
partir de 105 dias de armazenamento ocorreu um aumento significativo (p < 0,05). Na CMS
com 10 mmol.L™ de &cido fitico purificado néo houve diferenca significativa (p > 0,05) até 75
dias de armazenamento a -18 °C em relacdo ao tempo zero. Porém, a partir de 90 dias de
armazenamento o WOF aumentou significativamente (p < 0,05) e aos 105 dias de
armazenamento o WOF foi inferior ao valor de WOF na CMS controle no tempo zero.
Portanto, a adicdo de &cido fitico padrdo ou purificado nas concentragdes investigadas reduziu
significativamente (p < 0,05) o desenvolvimento de WOF em relacdo a CMS controle em
todos os tempos de armazenamento a -18 °C. Assim, comprova-se novamente que 0 acido
fitico inibiu a oxidagdo lipidica em CMS de frango. O aumento da concentragdo do &cido
fitico padrdo ou purificado de 5 mmol.L™ para 10 mmol.L™ também confirmou um maior
efeito antioxidante. Em estudos realizados por Soares, Olivo, Shimokomaki, and Ida (2004)

observaram que a adicdo de 2 mmol.L™ de 4cido fitico/kg de filés de peito de frango, como
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antioxidante complementar em filés suplementados com vitamina E apresentou sinergismo e
reduziu o WOF em até 95,3% por 5 dias sob armazenamento a 6 °C.

O uso de CMS ¢ permitido somente em produtos carneos cozidos e que em geral para
venda sdo estocados sob condicdes de refrigeracdo. O desenvolvimento de WOF é um fator
limitante na validade do alimento, pois caracteriza o desenvolvimento de aromas oxidados em
carnes cozidas refrigeradas, em que a rancidez torna-se aparente dentro de 48 h sob
refrigeracdo. O desenvolvimento de WOF ¢ catalisado pelos fons Fe®* provenientes da
mioglobina, que nos processos de trituracdo para elaboracdo da CMS e no cozimento, é
parcialmente destruida liberando estes ions (Gray & Person, 1984). Portanto, o &cido fitico
aplicado como antioxidante atuou como quelante dos fons Fe®* e impediu a sua acdo como
catalizador da oxidacao lipidica, desta forma, recomenda-se a adi¢do de acido fitico durante o

preparo da CMS para impedir o desencadeamento das reacdes oxidativas.

3.2 Avaliacdo do acido fitico e eritorbato de sédio na estabilidade oxidativa da mortadela

A Tabela 3 apresenta a resposta experimental (Yp) e estimada (Yp) pelo modelo de
avaliacdo do eritorbato de sodio e &cido fitico padrdo na estabilidade oxidativa da mortadela.
Os coeficientes de regressdo (Tabela 4) das variaveis Xg (eritorbato de sodio) e Xp (&cido
fitico padréo) e a interacdo XgXp apresentaram efeitos significativos (p < 0,05). Na Tabela 3
estdo apresentadas também, a resposta experimental (Yg) e estimada (Yg) pelo modelo de
avaliacdo do eritorbato de sddio e acido fitico purificado na estabilidade oxidativa da
mortadela. Os coeficientes de regressdo (Tabela 5) das variaveis Xg (eritorbato de sodio) e Xg
(&cido fitico purificado) e a interacdo XgXg tambem apresentaram efeitos significativos (p <
0,05). Assim, foi possivel obter dois modelos matematicos preditivos (Equacdo 3 e Equacdo

4) com as variaveis codificadas de respostas significativas.
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¥=-0,0179x;-0,0221X, +0,0090X2+0,0152X3+0,0073X; X;+0.0158  (Equaciio 3)

¥=-0.0153X;-0.0234X; +0.0061X2+0,0141X2+0,0090X X,+0.0199 (Lquacio 4)

O efeito das varidveis de Xg (eritorbato de sdédio) e Xp (&cido fitico padrdo) ou Xg
(eritorbato de sodio) e Xg (purificado) foi avaliado sobre a oxidag&o lipidica em mortadela. Os
coeficientes de regressdo (Tabela 4 e Tabela 5) indicaram que o acido fitico padrdo ou
purificado apresentaram maior efeito na reducdo da oxidagdo lipidica comparado com o
eritorbato de sédio. A ANOVA (Tabela 6) confirma que os modelos ajustaram-se
adequadamente aos dados experimentais. Considerando 0 Frapelado € 2,57 para 0s dois
modelos e 0 Fearculado de 689,65 e de 478,02 observa-se que 0 Feaculado TOi de 268,34 e 186,00
vezes superior ao Frapelado, respectivamente. Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (1995),
quando o Fcalculado e no minimo 4 a 5 vezes o valor de FTabelado assegura-se que a
regressao foi significativa e 0 modelo é util para fins preditivos.

Considerando que a regressdo foi significativa (Tabela 6) foi possivel construir as
curvas de contorno (Figura 1 e Figura 2), nas quais observa-se que ha uma regido para a
menor oxidac&o lipidica na faixa de combinac6es de concentracdo de eritorbato de sodio entre
25,0 - 50,00 mmol.L™ e 4cido fitico padrdo ou purificado entre 5,0 - 9,0 mM. De acordo com
Rodrigues & lemma (2005) a indicacdo de uma faixa Otima das varidveis é mais interessante
do que quando h& apenas um valor pontual, visto que se pode admitir uma variacdo nas
concentragOes das variaveis estudadas ao redor dos valores 6timos, mantendo-se ainda, o
processo na condicdo otimizada.

O 4cido fitico padrdo ou purificado (Tabela 3) quando empregados isoladamente na
mortadela (ensaios 5) apresentaram efeito inibitério na oxidacdo lipidica de 21,14 e 30,17%
se comparado a mortadela na qual adicionou-se somente o eritorbato de sodio (ensaio 7),
respectivamente. A capacidade antioxidante do &cido fitico foi avaliado por Lee & Hendricks

(1995) que aplicaram o acido fitico em carne homogeneizada e compararam com o ascorbato,
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BHT e EDTA em diferentes concentracdes e pH e observaram que o &cido fitico foi o mais
efetivo na inibicdo da peroxidacdo lipidica. Esta capacidade antioxidante do acido fitico foi
provavelmente devido a remocdo do ion ferro da mioglobina que preveniu a autoxidacdo
lipidica e formacéo de off-flavors.

As interagOes XeXp e XgXg (Tabela 4 e Tabela 5) indicaram que ocorreu um efeito
sinérgico do &cido fitico e eritorbato de sédio na inibi¢do da oxidacéo lipidica na mortadela. O
uso de &cido fitico como aditivo alimentar na concentracdo de 0,1 a 5,0 mmol.L™* para 90 g de
amostra foi avaliado quanto a capacidade antioxidante em homogenatos de carnes bovina ou
suina crus ou cozidos e estocadas por trés dias a 4 °C por Stodolak, Starzynska, Czyszczon,
and Zyla (2007), e observaram que a estabilidade de carnes especialmente as cozidas foi
prolongada.

No desenvolvimento da mortadela foi utilizada a concentracdo de 0,25% de uma
mistura comercial de nitrato e nitrito em todas as formula¢Ges do DCCR. A utilizacdo destes
sais € caracteristica em produtos carneos curados cozidos com o objetivo de conferir aroma e
cor avermelhada. Utilizados principalmente como conservantes para impedir o
desenvolvimento do Clostridium botulinum e também podem atuar como antioxidantes em
doses iguais ou superiores a 50 ppm (Gray & Person, 1987). Seu uso é regulamentado pela
Legislagdo Brasileira (Brasil, 1998; Brasil, 2007) e o efeito toxico mais relevante da presenca
de nitrato e nitrito é a formacdo de nitrosaminas que sdo potentes agentes cancerigenos. O
eritorbato quando utilizado em produtos cérneos curados tem como funcdo além de
antioxidante, inibir a formacéo de nitrosaminas (Rahman, 2007).

Em salame tipo Milano e em mortadela a capacidade antioxidante do acido fitico foi
avaliada por Ghiretti et al. (1997) e observaram que 0s varios antioxidantes testados como
ascorbato de sddio, catequina, sesamo e acido fitico apresentaram diferentes modos de acédo
sobre a oxidacgdo lipidica. No salame tipo Milano com &cido fitico armazenamento por 5
meses o indice de TBARS foi igual ou inferior ao controle (sem acido fitico). Entretanto, em

mortadelas ndo houve diferencas significativas entre o controle e 0s produtos contendo acido
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fitico. Porém, considerando os resultados obtidos neste trabalho que confirmaram a alta
capacidade antioxidante do &cido fitico purificado e seu efeito sinérgico na inibicdo da
oxidacgdo lipidica em mortadela, pode-se recomendar o0 seu uso como substituto parcial do

eritorbato de sodio.

4. Concluséo

O é&cido fitico purificado em CMS de frango reduziu a oxidagéo lipidica e aroma de
requentado (WOF). O écido fitico purificado em mortadela apresentou maior efeito na
reducdo da oxidacdo lipidica e quando em combinagdo com o eritorbato de sddio apresentou

um efeito sinergico na inibi¢do oxidativa.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Curvas de contorno para oxidagdo lipidica (mg de TBARS/kg de mortadela)
utilizando eritorbato de sédio (Xg) e acido fitico padrdo (Xp).
Figura 2. Curvas de contorno para oxidacdo lipidica (mg de TBARS/kg de mortadela)

utilizando eritorbato de sédio (Xg) e acido fitico purificado do farelo de arroz (Xg).



131

Figural

5.0

Acido fitico padrio (mmol.L™")

0 1.5 250 42.5 50.0

Eritorbato de sodio {mmul.L']J



132

Figura 2
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Tabela 1 — Avaliacdo do oxidacdo lipidica em CMS de frango com adicdo de diferentes
teores de &cido fitico padrdo ou acido fitico purificado do farelo de arroz

armazenadas a -18°C

mg de TBARS/kg de CMS de frango

5 mmol.L"! 10 mmol.L™ S mmol.L" 10 mmol.L™
Dias Controle de dcido fitico de écido fitico de dcido de dcido fitico

padrao padrio fitico purificado purificado

0 0211"™ 0,180 0,158 “ 0,203 ™ 0,178 ™
(= 0,0433) (=0,0131) (= 0,0088) (£ 0,0262) (£ 0,0100)

15 0,140 ™ 0,126 ¢ 0,144 "= 0,124 0,149 ="
(= 0,0155) (= 0,0007) (=0,0116) (= 0,0039) (£0,0221)
30 0,153 ™ 0,101 "™ 0,096 "= 0,140 ™ 0,112
(= 0,0245) (= 0,0080) (= 0,0157) (£ 0,0091) (£ 0,0130)

45 0,168 ™ 0,102 °* 0,072 0,187 B 0,151 =
(= 0,0069) (= 0,0281) (= 0,0053) (£ 0,0327) (£ 0,0239)

60 0,202 "= 0,151 “°* 0,148 °* 0,177 b 0,156 ™
(= 0,0198) (= 0,0079) (= 0,0045) (£ 0,0049) (£ 0,0083)

75 0,180 "= 0,173 = 0,143 2 0,180 P* 0,181
(= 0,0139) (= 0,0066) (= 0,0072) (£ 0,0108) (£ 0,0079)
90 0,576 0,158 ™" 0,151 0,387 © 0,204 ©
(=0,0514) (= 0,0064) (= 0,0077) (= 0,0668) (£0,0218)
105 1,442 B 0,267 0,248 0,960 * 0,546 "
(= 0,0098) (= 0,0081) (= 0,0065) (£ 0,0571) (£0,0262)
120 2,235 % 0,923 4 0,518 * 1,311 %" 1,162 %
(= 0,0457) (= 0,0170) (= 0,0240) (+0,0384) (£ 0,0191)

Valores com letras diferentes (a-) na mesma linha e (A-E) na mesma coluna diferem significativamente

(p=<0,05). Os resultados estio representados pela média £ EPM (n=06).
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Tabela 2 — Avaliacdo de WOF em CMS de frango com adicdo de diferentes teores de acido
fitico padrédo ou &cido fitico purificado do farelo de arroz armazenadas a -18 °C

mg de TBARS / CMS de frango

S mmol.L" 10 mmol.L" 5 mmol.L" 10 mmol.L"!

Dias  Controle de 4cido fitico de dcido fitico de 4cido de dcido fitico

padréo padrio fitico purificado  purificado

o 2102 s 0,502 0,172 " 0,831 " 0,530 "
(= 0,0750) (= 0,0138) (£ 0,0203) (£ 0,0330) (£ 0,0573)

15 1,432 0,430 "5 0,255 0,682 0,511 "
(= 0,1960) (= 0,0199) (+0,0366) (= 0.0646) (£ 0,0506)
20 2,399 ™ 0,341 0,166 ™ 0,987 ™ 0.352%
(=0,1285) (= 0.0108) (£ 0,0195) (= 0,0307) (£0,0142)
18 2,305 0,386 " 0,205 0,914 P 0,438 5
(= 0,1331) (= 0.0174) (= 0,0076) (= 0,0873) (£ 0,0156)

60 2,811 Bb= 0,706 "¢ 0,338 ™ 1,382 0,712 P*
(= 0,0783) (= 0.0181) (£0,0117) (= 0.0649) (£ 0,0338)

7 2,792 0= 0,614 Uk 0,353 ™ 1,537 0,633 U8
(= 0,0448) (= 0,0149) (£ 0,0085) (£ 0,0323) (£0,0279)
90 2,619 0,758 = 0,645 1,663 < 0,810
(= 0,0363) (= 0,0599) (£ 0,0380% (= 0.0575) (£0,0331)
105 3,493 B 1,710 % 1,521 B 2461 % 1,859 Be
(= 0,1358) (= 0,0478) (£ 0,0332) (= 0.0970) (£ 0,1098)
120 4,635" 1,988 = 1,762 A 3,348 % 2,364 "¢
(= 0,2061) (= 0,0279) (£ 0,0226) (£ 0,0790) (£ 0,0521)

WValores com letras diferentes (a-d) na mesma linha e (A-G) na mesma coluna diferem significativamente

(p=<0,05). Os resultados estio representados pela média £ EPM (n=6).
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Tabela 3 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
varidveis independentes e resposta experimental e estimada para a oxidacéo
lipidica em mortadela

Codificado (Real) mg de TBARS/kg de mortadela
Eritorbato Acido fitico . : . :
Ensaios de sédio padrr;ic ou En!orbalq de sodio e Enlcrbe!to de SEjdm e
(mmol.L) pur‘lflcac!? dcido fitico padrio acido fitico purificado
(mmol.L™)
Xk Xpou X¢ Yp' Yp Yi Yr

1 -1(7.5) -1(L.5) 0.086 0,087 0,087 0,088
(= 0,0014) (= 0,0007)

2 1(42.5) -1(L.5) 0.026 0,028 0,020 0,023
(= 0.0006) (= 0,0006)

3 -1(7.5) 1(8.5) 0.038 0,037 0,041 0,039
(= 0,0003) (= 0,0013)

4 1(42.5) 1(8.5) 0,007 0,007 0,010 0,010
(= 0.0008) (= 0,0000)

5 -1.414 (0) 0(5.0) 0.061 0,059 0,056 0,054
(+ 0,0022) (= 0,0000)

6 1,414 (50,0) 0(5,0) 0,008 0,008 0,009 0,011
(= 0.0004) (= 0,0050)

7 0(25,0) -1,414(0) 0,077 0,077 0,080 0,081
(= 0,0036) (= 0,0049)

8 0(25,0) 1,414 (10,0) 0,016 0,015 0,017 0,015
(= 0.0006) (= 0,0017)

9 0(25.00 0(5.0) 0,017 0.016 0,020 0,020
(= 0,0019) (= 0,0003)

10 0(25.00 0(5.0) 0,015 0.016 0,019 0,020
(= 0,0011) (+0,0014)

11 0(25.00 0(5.0) 0.016 0.016 0,021 0,020
(£ 0,0007) (£ 0,0007)

Y p (resposta experimental) e Y, (resposta estimada) do DCCR utilizando as varidveis X (eritorbato de sodio) e
Xp (dcido fitico padrao); Yy (resposta experimental) e ‘1"].- (resposta estimada) do DCCR utilizando as variaveis

X (eritorbato de s6dio) e Xp (Acido fitico purificado). *Médias £ EPM (n=3 repetiges).
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Tabela 4 — Coeficientes de regresséo para a resposta YP = mg de TBARSs/kg de mortadela

Fonte de variagio Coeficientes Erro t2h b — valor
de Regressao Padrao
Media 0,0158 0.0009 17,5418 0,0000*
(Xg) Eritorbato de sodio (L) _0.0179 0.0006 32,3412 0.0000%*
(Xg) Eritorbato de sddio (Q) 0.0090 0.0007 13,6222 0.0000%*
(Xp) Acido fitico padrio (L) 10,0221 00006  -39.9509  0,0000*
(Xp) Acido fitico padréo (Q) 0,0152 0,0007 230887 0,0000*
(Xe) x (Xp) 0,0073 0,0008 9,3580 0,0000*

*p<0,05 considerados significativos
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Tabela 5 — Coeficientes de regresséo para a resposta YF = mg de TBARS/kg de mortadela

Coeficientes Erro
Fonte de variacao T(27) p — valor
de Regressao  PPadrao
Média 0.0199 0.0010 18.9414 0.0000*
(Xg) Eritorbato de sédio (L) -0,0153 0.0006 -23,7633 0.0000*
(Xg) Eritorbato de sédio (Q) 0.0061 0.0008 8.0438 0.0000*
(Xr) Acido fitico purificado (L) -0,0234 0.0006 -36,3637 0.0000*
(Xr) Acido fitico purificado (Q) 0.0141 0.0008 18.4590 0.0000*
(Xg) x (Xp) 0.0090 0.0009 9.8760 0.0000*

*p<0,05 considerados significativos
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Tabela 6 — ANOVA dos modelos quadraticos para avaliacdo da oxidacdo lipidica em
mortadela

. L Somados  Graus de Quadrados
Fonte de Variacao . ) F catentado
Quadrados Liberdade Médios

Eritorbato de sddio e acido fitico padrio

Regressio 0,0253 5 0,0051 689,65
Residuos 0.0002 27 0,0000

Falta de ajuste 3, 7TE-05

Erro puro 1.6 E-04

R’ 0,9919

Eritorbato de sodio e acido fitico purificado

Regressio 0,0237 5 0,0048 478,02
Residuos 0.,0003 27 0,0000

Falta de ajuste 6,9 E-05

Erro puro 20E4

R’ 0.9886
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6 CONCLUSAO

Foi possivel estabelecer uma nova técnica para extrair e purificar o acido
fitico do farelo de arroz com alta pureza e rendimento. Na extracdo do acido fitico de farelo
do arroz, a temperatura, a concentracdo de HCI e o tempo de extracdo influenciaram
significativamente (p < 0,05), enquanto a concentracao de farelo de arroz ndo foi significativa.

Utilizando o ensaio da batofenantrolina (BPS) o acido fitico purificado de
farelo de arroz apresentou capacidade queladora do ion ferro, que foi dependente da
concentracéo e do tempo de contato para a formagdo do complexo Fe®*-4cido fitico antes da
adicdo da BPS. No ensaio da deoxirribose o acido fitico inibiu o radical hidroxil confirmando
mais uma vez a sua capacidade antioxidante.

O acido fitico purificado de farelo de arroz em carne mecanicamente
separada (CMS) de frango reduziu a oxidacao lipidica e aroma de requentado (WOF). O &cido
fitico purificado de farelo de arroz em mortadela apresentou maior efeito na reducdo da
oxidacdo lipidica em comparagdo ao eritorbato de sédio e quando em combinagdo com o

eritorbato de sodio apresentou um efeito sinérgico na inibicao oxidativa.



143

ANEXO



144

ANEXO
Trabalhos Apresentados em Eventos Cientificos

I Simpdsio em Ciéncia e Tecnologia em Alimentos - SbCTA - Bahia, 2009
Acido Fitico dos Componentes do Arroz e Otimizag&o da Extrac&o

Autores: Cristiane Canan, Felipe T. L. Cruz, Cleonice P. M. Sarmento, Elza I. Ida

8 Simposio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos - SLACA - Campinas, 2010
Propriedades Antioxidantes do acido fitico obtido de farelo de arroz: Avaliacdo da atividade
queladora de ions ferro.

Autores: Cristiane Canan, Fernanda Delaroza, Rubia Casagrande, Massami Shimokomaki,

Elza I. Ida.

Trabalhos Apresentados em Eventos de Iniciacdo Cientifica

XVIIEAIC - Encontro anual de iniciacdo cientifica, Unioeste, Foz do Iguacu, PR
Influéncia da concentracé@o e proporcéo de acido cloridrico na extracéo de &cido fitico do
farelo de arroz

Autores: Felipe T. L. Cruz (IC-CNPQ), Cristiane Canan, Cleonice P. Sarmento, Elza I. Ida.
Avaliacao da composicao quimica e teor de &cido fitico de farelos de arroz

Autores: Pedro P. Paccola (PIBIC/UEL), Cristiane Canan, Cristina T. Filgueiras, Elza I. Ida.

XVIHIEAIC - Encontro anual de iniciacdo cientifica, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, PR
Caracterizacdo quimica do acido fitico obtido do farelo de arroz

Autores: Mauro Papi, Cristiane Canan, Elza louko Ida.



